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DETERMINACION DE LA DIETA DEL JAGUAR (Panthera onca) Y PUMA (Puma
concolor) EN EL MUNICIPIO DE TAMASOPO, SAN LUIS POTOSI
Rocio del Pilar Rueda Zozaya, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2010

En México se encuentran los felinos mas grandes de Ameérica, el puma (Puma concolor) y el
jaguar (Panthera onca). Debido al incremento en las fronteras agropecuarias, el jaguar y el
puma se encuentran en peligro de extincion en varias areas de su distribucion.

Aunada a su situacién critica, su comportamiento elusivo y criptico dificulta ain mas la
accesibilidad para realizar investigacion acerca de su etologia, habitos alimenticios y
estimacion de parametros poblacionales. Por ello, se ha tenido la necesidad de recurrir a otros
métodos de investigacion no invasivos que eviten el manejo directo, uno de estos métodos es la
recoleccion de excretas para identificar los componentes de su dieta, con esta informacion, se
puede evaluar si realmente estos felinos son los que estan causando bajas a los ganaderos, y al
ser una especie sombrilla, también puede dar nocidn del estatus de las deméas especies que son
parte de su dieta. Puede resultar dificil identificar en campo las excretas de varios carnivoros,
por lo que es necesario relacionar los posibles rastros asociados que se encuentren en el lugar
del hallazgo. Para evitar sesgos se cuenta con métodos alternativos de identificacion en
laboratorio, como la genética molecular.

La PCR, hibridacion y etiquetado de pruebas de ADN con marcadores radiactivos permiten
reconstruir a partir de fragmentos pequefios o degradados de muestras, miles de copias de ADN
para distinguir especies y subespecies. Con estas técnicas se identificaron con éxito 16 de 31
excretas colectadas en el &rea de estudio.

Se colectaron 31 excretas de las cuales 13 fueron de puma y 8 de jaguar. Se realizd la
identificacion de pelos de presas encontrados en las heces, encontrando que el nimero total de
presas para puma fue de 12, siendo el pecari de collar y el tlacuache los mas importantes. El
numero total de presas para jaguar fueron 9, y presento en la dieta la misma importancia el
pecari de collar y el tlacuache, aunque se depredaron mas individuos adultos. El indice de
Pianka fue de 80.29%, lo cual sugiere que existe posiblemente una alta superposicion en la

dieta de los dos felinos que se encuentran en la sierra aledafia a Tamasopo, SLP.

Palabras clave: Panthera onca, Puma concolor, dieta, PCR.
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The mountain lion (Puma concolor) and the jaguar (Panthera onca) in Mexico there are the
largest felids in the Americas. Due to of the excessive development of urban areas, habitat
fragmentation, diminishing of natural prey and continuous pursuit of the felids because they are
considered predators of cattle. Jaguar and the mountain lion are threatened in many areas of
their original distribution. Considering their critical situation, jaguar and puma also have
elusive and cryptic behavior that make difficult to conduct research about their basic ecology.
For many reasons, it had been necessary to develop alternative methods to minimize contact
with them. One of those non invasive methods is scat collection to identify their diet
components. This information could be used to evaluate if actually they are responsible of
cattle losses in conflict areas. On the other hand, jaguar is considered umbrella specie, and
because of its presence in some areas, it may indicate the good health of the region.

Commonly it is difficult to identify scats of carnivorous species, because of that, it is necessary
to have the expertise in identifying them precisely. Nonetheless, it is common to overestimate
or underestimate the rate of samples for both species.

The PCR is a technique that performs with a template of few or degraded fragments of DNA to
replicate millions of copies, and by the addition of some specific primers that aid in the
generation of new strands.

We identified successfully, with molecular techniques, 8 jaguar scats and 13 puma scats of N =
31. We analyzed hairs and bones of preys present in the scats. The total number of prey type
for cougar was 12; the most important preys were collared peccary and opossum. The total prey
number for jaguar was 9; being also peccary and opossum the most important prey species
found in their diet, but the difference was that jaguar predated older individuals in a higher
proportion. The diet overlap based on a total of n= 16 scats ad the analysis conducted (Pianka
index was 80.29% suggests overlap between both felids that inhabit contiguous mountain range

of Tamasopo, SLP.

Key words: Panthera onca, Puma concolor, diet, PCR.
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INTRODUCCION GENERAL

Las poblaciones de jaguar (Panthera onca) en las ultimas décadas se han visto
amenazadas por el impacto causado por algunas actividades humanas, por ejemplo, sus
hébitats han sufrido fragmentacion debido a la agricultura, tala inmoderada, caceria ilegal de
sus presas y el incremento de zonas ganaderas (Rabinowitz, 1986; McRae, 2005; Haag, 2009,
Nurfiez et al., 2000, Eizirik, 2001). Ademas, el control no sustentable de depredadores es una
practica comdn en algunas areas donde se adjudica a estos felinos la depredacion sobre el
ganado domeéstico (Leopold, 2000).

Para poder hacer una estimacion de la calidad del habitat del jaguar es necesario
determinar sus habitos alimenticios y la importancia de las especies silvestres en su dieta, ya
que, a pesar de que el habitat y las presas del jaguar pudieran parecer adecuados, es posible
que la falta de una base de presas suficiente pueda provocar depredacion sobre el ganado
domestico (Rosas-Rosas, 2008).

El puma (Puma concolor) o ledn americano es el segundo felino méas grande
presente en el continente americano. Su habitat es muy variado puesto que se le puede hallar
tanto en climas desérticos como en bosques tropicales, serranias de pino-encino y selva
mediana (Novack, 2005). Su dieta se compone principalmente de armadillo, tejon, venado
cola blanca, pecari de collar y lagomorfos, entre otros (Monroy-Vilchis et al., 2009)

El puma ha sido muy atacado en los Gltimos afios poniendo sus poblaciones en
riesgo porque le adjudican las depredaciones de ganado y otros animales domésticos (Rosas-
Rosas, et al., 2003; Novack, 2005; Aranda, 1994, 1996; Nufiez, 2000).

Se ha determinado la dieta de algunos depredadores utilizando los restos de presas
encontradas en excretas colectadas en campo y se ha identificado la especie que la produjo
relacionando rastros asociados, como huellas y rascaderas territoriales (Rosas-Rosas et al.,
2003; Rosas-Rosas et al., 2008). Una vez separados los componentes de la muestra de heces,
se comparan con una coleccion de referencia (Garla, 2001). Sin embargo, esta técnica
necesita de la identificacién precisa de los rastros hallados, ya que es muy probable que las
excretas del jaguar, puma, coyote u otros carnivoros que comparten el mismo habitat se
identifiquen erroneamente. Estos errores pueden ocurrir cuando no existen rastros asociados
que ayuden a realizar la correcta identificacion y que se disponga de pocos elementos de

soporte (Prugh, 2005). En este estudio se propuso afiadir a la técnica tradicional de analisis



microscopico Y la identificacion del gene citocromo b del ADN mitocondrial, ampliamente
utilizado para estudios de genética de poblaciones de vertebrados, como una herramienta
importante para complementar las identificaciones en campo.

Las lecturas del ADN se hicieron en colaboracion con el Laboratorio de
Microbiologia Agropecuaria de la UAM - Xochimilco. La identificacion tradicional de los
residuos encontrados en heces se realizé en la Coleccion de Mamiferos del Instituto de
Biologia de la UNAM vy en el Laboratorio de Cordados Terrestres de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del IPN. Este trabajo forma parte de un proyecto multidisciplinario que
también contempld la distribucion y abundancia del jaguar, la abundancia y disponibilidad de

sus presas, Y el establecimiento de un programa de manejo y conservacion regional.

OBJETIVOS
General
Identificar las dietas de los jaguares y pumas en el Municipio de Tamasopo, San Luis Potosi,

México.

Particulares
1. Diferenciar las excretas de jaguar y puma.
2. Determinar la dieta de jaguar y puma.
3. Determinar la frecuencia y porcentaje de presas y biomasa consumidas por jaguar y
puma.

4. Determinar el traslape de dietas de jaguar y puma.

JUSTIFICACION

Existen escasos estudios reportados sobre habitos tréficos del jaguar y puma que
determinan la relacion presa-depredador con las especies que componen su dieta.
Recientemente se hizo un estudio sobre las densidades poblacionales de las presas que
potencialmente componen la dieta de estos dos felinos (Avila, 2009). Por lo anterior, se ha
vuelto necesario investigar cabalmente las abundancias de jaguar, puma y las presas que
componen su dieta en el area del presente estudio. Considerando que se ha reportado que la
distribucion del jaguar podria estar en funcion en parte por la distribucion de una de sus

presas mas comunes, como el pecari de collar (Aranda, 1996), este felino es considerado una



especie sombrilla, y la importancia de su conservacion radica también en el hecho de que se
encuentra citado como especie en peligro de extincion en diferentes listas de caracter
internacional (NOM — 059 — 2001; CITES, 2008; IUCN, 2009).

Comparando la dieta de jaguar y puma en el Municipio de Tamasopo, que es un
area de uso tanto para la agricultura como para la ganaderia, con algunos manchones de
zonas que conservan su vegetacion original, se podrian establecer programas de manejo de
hébitat para las presas, que a su vez contribuya a una mejor productividad y por lo tanto, el
jaguar y el puma dispongan de un mayor nimero de presas y por tanto, que el ganadero no se
vea afectado por depredaciones (Aranda, 1994; Nufez et al., 2000; Rosas-Rosas, 2008).

AREA DE ESTUDIO

La Huasteca Potosina es una vasta planicie con una ligera inclinacion hacia el
oriente que se extiende al este y al norte de las estribaciones de la Sierra Madre Oriental.
Destacan las sierras de San Martin, Tamazunchale, Nicolas Pérez y Tanchipa (Figura 1). La
vegetacion es de bosque tropical con la mayor exuberancia en las serranias y mas escaso en
la llanura costera, donde predomina el bosque tropical espinoso. En esta zona se encuentran
rios caudalosos, arroyos permanentes y manantiales. Muchas lagunas se forman en los rios
Tamuin, Tancuayalab, y Tanquian, destacando por su tamafio las lagunas Orilla Grande,
Tigre y Lavaderos. La vegetacion de sabana se alterna con bosques formados por arboles
corpulentos, arbustos y lianas. Esta regidn tiene abundantes recursos naturales, entre los que
destaca la vegetacion tropical bafiada por innumerables rios (Villordo, 2009).

El &rea incluye un gradiente altitudinal que va desde los 250 hasta los 800 msnm.
La mayor parte de la zona esté caracterizada por un clima calido subhimedo con lluvias en
verano y 1,070 mm de promedio por afio. La Huasteca Potosina se localiza dentro del frente
oriental de la plataforma Valles — San Luis Potosi (Figura 1), que se ubica en la porcion
centro-oriental del altiplano mexicano y parte de la Sierra Madre Oriental. Hace millones de
afios, la region de La Huasteca estaba cubierta por el Océano Atlantico; el levantamiento de
la Sierra Madre Oriental se inici6 a finales del Jurasico hasta el Cretacico, razén por la que su
estratigrafia esta constituida por una secuencia de rocas de mares someros o de plataformas,

como en la formacion EI Abra (Avila, 2009).
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Figura 1. Mapa del area de estudio: Municipio de Tamasopo, San Luis Potosi (Cortesia de
Martinez-Calderas, 2009).

Vegetacion
Se han registrado 231 especies de plantas vasculares pertenecientes a 192 géneros y 70
familias, distribuidas en las siguientes comunidades vegetales.

Selva baja subperennifolia. Corresponde a parte del bosque espinoso descrito por
Rzedowski (1994). Se localiza al este de la Sierra de Abra Tanchipa en terrenos planos que
se inundan en época de lluvias. La comunidad se encuentra fuertemente perturbada por
desmontes y pastoreo, de manera que en grandes areas ha sido sustituida por pastizales
inducidos. Las especies caracteristicas son: cuatecomate (Crescentia alata), cuajilote
(Parmentiera aculeata), ébano (Pithecellobium ebano), huizache (Acacia farnesiana), gavia
o chaparro prieto (Acacia rigidula) y tenaza (Pithecellobium pallens).

Selva mediana subperennifolia. Descrita por Rzedowski (1994) y en el INEGI
(2005), es equivalente a parte del bosque tropical perennifolio. No es muy abundante y sélo
se localiza en pocas zonas protegidas entre los 650 y 700 msnm aproximadamente, donde se
mezcla con la selva baja caducifolia. Las especies caracteristicas son: oxitle (Brosimum
alicastrum), escobillo (Mirandaceltis monoica), mauto (Lysiloma divaricada), palo mulato
(Bursera simaruba), mahuira (Wimmeria concolor), mora (Clorophora tinctoria), uvero
(Coccoloba barbadensis), palmilla (Chamaedorea radicalis), malacate (Exostema

mexicanum) y viuda (Bomarea hirtella).



Selva baja caducifolia. Constituye el mayor porcentaje de vegetacion y
corresponde al bosque tropical caducifolio descrito por Rzedowski (op. cit.). Se localiza
desde los 300 hasta los 700 msnm. En muchas zonas ha sido sustituida por vegetacion
secundaria, particularmente palmares de Sabal mexicana en las partes bajas y de Brahea
dulcis en las zonas altas. Las especies caracteristicas son: tepemezquite (Lysiloma
microphyllum), soyate (Beaucarnea inermes), guacimo (Guazuma ulmifolia), laurel (Phoebe
tampicensis), palo mulato, guayabillo (Myrcianthes fragans), vara blanca (Croton niveus),
palo de flecha (Sapium appendiculatum), chirimoya (Annona globiflora), guamara (Bromelia
pinguin), helecho (Adiantum tricholepsis), abanico (Celosia nitida), tulillo (Carex sp.),
bejuco (Hippocratea celastroides), zarcillo (Cardiospermum sp.) y bromelia (Tillandsia
ionantha).

Encinar tropical. Se localiza en &reas muy restringidas en las partes bajas de la
sierra formando manchones aislados en medio de la selva baja caducifolia. Actualmente se
encuentra muy perturbado. Las especies caracteristicas son: encino (Quercus oleoides),
guacimo, palma real (Sabal mexicana), huizache, orozls (Lantana camara), cola de zorra
(Setaria geniculata) y solimén (Croton ciliatoglandulifer).

Palmar. Es un tipo de vegetacidn secundaria derivada de la selva baja caducifolia;
esta comunidad ha sido inducida por los constantes incendios. Las especies caracteristicas
son: palma real, coyotillo (Karwinskia humboldtiana), guédcimo, colima (Zanthoxylum
fagara), charamusco (Calliandra houstoniana) y zarza (Pisonia aculeata).

Los tipos de vegetacidn secundaria reportados para la Sierra del Abra Tanchipa le
confieren una marcada importancia en diversidad vegetal dentro de los ecosistemas presentes
en La Huasteca Potosina, sobre todo si se considera que existe una proyeccion de estos tipos
de vegetacion mas hacia el norte y que puede llegar a representar un corredor biolégico entre
los estados de San Luis Potosi y Tamaulipas.

Dentro de las especies vegetales notables podemos encontrar el soyate
(Beaucarnea inermis), palma (Brahea dulcis), palmilla (Chamaedorea radicalis), chamal
(Dioon edule), orquideas (Encyclia mariae, Stanhopea tigrina, y E. cochleata) y chicharrilla
(Harpalyce arborescens).

Fauna
Para la fauna se han registrado 161 especies de vertebrados, de los cuales 30% son
mamiferos, 51% aves, 13% reptiles y 5% anfibios. Destacan la presencia de los felinos:



jaguar (Panthera onca), tigrillo (Leopardus wiedii), ocelote (L. pardalis), lince (Lynx rufus)
leoncillo o jaguarundi (Puma yagouaroundi), y puma (Puma concolor), (SEMARNAP, 1996;
Villordo, 2009).

Se puede encontrar el venado cola blanca (Odocoileus virginianus), temazate
(Mazama temama), paca o tuza real (Cuniculus paca), coati (Nasua narica), mapache
(Procyon lotor) jabali (Pecari tajacu), conejo (Sylvilagus floridanus), viejo de monte (Eyra
barbara) zorra (Urocyon cinereoargenteus) zorrillo (Mephitis sp.), grisén (Galictis vittata),
tlacuache de cuatro ojos (Philander opossum), tlacuache (Didelphis virginiana), armadillo
(Dasypus novemcinctus), martucha u oso mielero (Potos flavus), comadreja (Mustela
frenata); ratones (Cryptotis mexicana, Dipodomys nelsoni, D. phillipsii, Perognathus
lineatus, Neotoma goldmani, Peromyscus furvus, P. melanophrys y Microtus quasiater),
murciélagos (Plecotus mexicanus y Rhogeessa hallen), perrito llanero (Cynomys sp.) y
ardillas (Sciurus alleni y S. oculatus) (Leopold, 2000). De la avifauna es notable la presencia
de la cotorra de frente roja (Amazona autumnales), las calandrias (Icterus gularisel) y el
chincho (Mimus polyglottos). Entre reptiles y anfibios destacan la presencia de la vibora de
cascabel (Crotalus molossus), la nauyaca (Crotalus durissus), la boa (Boa constrictor),
considerada en peligro de extincion, representa el reptil de mayor tamafio (SEMARNAP,
1996).

REVISION LITERARIA
Métodos no invasivos y técnicas de biologia molecular para el analisis de excretas

Los carnivoros terrestres son muy susceptibles a la fragmentacion y perturbacion de su
habitat, causado por actividades relacionadas a la explotacién de recursos naturales
(Crawshaw, 1992; Nufiez et al., 2000; Conforti, 2003).

Debido a la legislacion actual, son escasos los permisos para realizar
investigaciones en animales, sobre todo si son de vida silvestre, cuyas especies estén en
peligro de extincién y exista el riesgo de poner en peligro la vida del animal durante su
manipulacion (Kohn et al., 1999; Haag et al., 2009). Para tratar de compensar estas

limitantes, se ha recurrido a otro tipo de técnicas que permiten conocer de manera indirecta el



tipo de alimentacion, sus areas de distribucion, edad, sexo y enfermedades de muchos

animales, sin la necesidad de hacer capturas (Ruell, 2006).

Existen numerosas especies que al ser dificiles de estudiar debido a la baja
densidad de sus poblaciones, por lo que en apoyo a las investigaciones se pueden estudiar sus
condiciones bioldgicas empleando técnicas indirectas o no invasivas, por ejemplo el analisis
del contenido fecal para conocer los componentes de la dieta de una especie determinada,
donde los métodos convencionales pueden ser confusos para personas no experimentadas,
por lo que hacer un analisis exhaustivo que elimine por completo toda posibilidad de sesgos

es primordial para el estudio de animales en peligro de extincién (Kohn et al., 1999).

Para realizar un estudio de poblacién es necesario hacer la identificaciéon de las
especies objetivo. Cuando dos especies son morfoldégicamente parecidas y sus &reas de
distribucion son simpatricas hace que la distincion entre ellas sea confusa, sobre todo si
tienen un comportamiento criptico o elusivo (Eggert, 2003; Williams, 2004); por eso, la
identificacion se ve limitada a la observacion de rastros indirectos de la actividad animal,
tales como huellas, heces, trampas de pelo o trampeo con cdmaras remotas. Ruell (2006)
condujo un estudio en Brasil sobre la dieta del jaguar utilizando excretas y andlisis molecular
para corroborar su identificacion logrando amplificar exitosamente 34 de 39 excretas que
tenian catalogadas como pertenecientes a jaguar. En la localidad vecina lograron amplificar 7
de 9 muestras, mientras que en otro lugar solamente amplificaron 50% de las muestras,
atribuyendo este resultado a las condiciones ambientales del terreno, la edad de las muestras
y el tiempo de almacenaje.

En estudios genéticos de mamiferos en vida libre regularmente se usan pelos con
foliculos intactos para la obtencién de ADN, los cuales resulta dificil recuperar después de
haber pasado por los tractos digestivos de los depredadores. Onorato (2006) intentd recuperar
el ADN de pelo presente en excretas de 0so0s, coyotes y otros depredadores en un sitio con
mucha depredacion de elk (Cervus elaphus) en Idaho, EUA. Para comprobar la identidad del
depredador separd primero sus pelos para extraer el material genético de los foliculos y luego
hizo extraccion con la parte organica de la excreta. El resultado fue que obtuvo ADN de
mejor calidad con el material organico, mientras que el foliculo no siempre permanece unido

al pelo, reduciendo las cantidades de extraccion.



Los carnivoros se pueden diferenciar mediante huellas y/o excretas, puesto que los
tamafos y formas para cada especie presentan algunas diferencias morfologicas (NUfiez,
2000; Aranda, 1996; Taber, 1997). Aranda (1994) propuso un sistema que se ha empleado
con resultados favorecedores para diferenciar huellas de jaguar y puma. EI método es
cuantitativo y esta basado en las caracteristicas morfoldgicas especificas de la huella de cada
felino y en la relacion de anchura que hay entre los dedos. Sin embargo, este criterio puede
ser muy limitado, porque depende totalmente de la experiencia del investigador, cuando en
campo sdlo se descubren huellas parciales donde identificar si el individuo es juvenil, macho
0 hembra, o el tamafio pueden estar afectados por la composicion del suelo donde se molded;
algunas veces, al ser lodoso o arcilloso y el animal resbala, la huella puede parecer mas
grande de lo que en realidad es (Rosas-Rosas, com. pers.). Por otra parte, aunque algunos
observadores pueden tener mucha pericia en la identificacion de excretas en vida silvestre,
evidencias aisladas (excretas o huellas incompletas sin otros rastros relacionados) de
cualquier modo pueden resultar de utilidad y se ha sugerido que la identidad de las especies
sea confirmada con apoyo del andlisis de laboratorio (Williams, 2004; Prugh, 2005; Novack,
2005; McKelvey, 2006; Long et al., 2007).

Los perros detectores pueden localizar con efectividad grandes numeros de
excretas de carnivoros y servir como una herramienta de muestreo precisa para especies que
existen en bajas densidades. Long et al., (2007) durante dos afios realizaron un estudio en
EUA en el cual un equipo que trabajo con tres perros sabuesos detectd 1596 excretas de 0so
negro (Ursus americanus), lince y marta (Martes martes), de este muestreo, se lograron
identificar con ADN las especies objetivo con una precision de 84.33%. También Long et al.,
(2007) hicieron otro estudio con sabuesos en el que compararon la efectividad de las cAmaras
remotas, los perros rastreadores y las trampas de pelo, obtuvieron que los perros fueron mas
efectivos que las camaras remotas y las trampas al detectar todas las especies que también
ocuparon en el estudio anterior; su éxito de deteccion fue de 65.3% para 0sos, 74.5% para
pescadores y 78.6% para linces. Solo necesitaron una visita para alcanzar méas de 80% de la
probabilidad de detectar excretas de 0so negro y martas, mientras que para lince requirieron 5
visitas. El uso de perros rastreadores es un método que alcanza éxitos de identificacion muy
altos, pero tiene la desventaja de que es muy costoso el mantenimiento de un sabueso, la
duracion del entrenamiento es de dos afios y debe ser muy constante. Gracias a este método

se pueden minimizar los sesgos potenciales de la deteccion de excretas de determinada



especie, aprovechando las extraordinarias capacidades olfativas de los perros para rastrear a
la especie buscada. Long (2007) condujo un estudio en el que se emplearon perros
rastreadores para conseguir el mayor nimero de excretas posibles con una efectividad alta.
En 2003 logro reunir 728 excretas y en 2004 reunié 868. Con la ayuda de técnicas
moleculares logré confirmar que 710 heces eran de 0so negro, 594 de mustélido y 42 de
lince, logrando un éxito de deteccion de 86% de las especies buscadas en un tiempo
adecuado para poder recuperar material genético de las excretas. El autor sefiald que sus
datos sugieren que el uso de perros entrenados puede haber incrementado hipotéticamente el
numero de excretas halladas de 5 a 15 veces sobre lo que hubiera hallado un equipo de
personas que no contara con ellos. Cuando se tienen excretas morfolégicamente idénticas de
especies simpatricas resulta un verdadero desafio para el observador aprender a diferenciarlas
con éxito. Kohn et al. (2004), sefialaron que en un estudio les resulté muy confuso poder
discernir entre excrementos de zorra gris con los de coyote, lince y tejon, incluso expertos
naturalistas han fracasado en distinguir heces de marta de pino y zorra roja (O’Reilly et al.,
2008).

Las investigaciones genéticas no invasivas se han convertido en una herramienta
de apoyo para los métodos de captura—recaptura, dando la oportunidad de identificar
individuos en un area sin la necesidad de manipularlos (Dalén, 2004; Arrendal, 2007).

Los indicios encaminados a estudios forenses de fauna silvestre se podrian
establecer con mayor confiabilidad al identificar un depredador como lo reporta Onorato
(2006), quien identifico varios depredadores en sitios donde ocurrian frecuentemente bajas en
el nimero de elk en lIdaho, EUA. Originalmente se le habian imputado todas las matanzas a
un puma residente del lugar, pero con los andlisis de ADN ubicaron un grupo de 0s0s negros
y coyotes muy cercano a los corrales, asi que la hipétesis original cambié porque la
depredacion no era causada Unicamente por ese puma, ademas de que en numerosas
ocasiones no habia una matanza como tal, sino que después de la muerte de un elk por causas
naturales o accidente, llegaban otros carnivoros, como zorras rojas (Vulpes vulpes), zorras

grises (Urocyon cinereoargenteus) y perros ferales (Canis familiaris).
Biologia molecular como soporte para la identificacion de indicios

El analisis de ADN es un excelente recurso que en los ultimos afios se ha usado para

investigaciones en fauna silvestre (Novack, 2005). Mills et al., (2000) emplearon primers



especificos y diversas enzimas de restriccion de felinos para estudiar con mayor profundidad
muestras de pelos. Los primers son secuencias sintéticas de oligonucle6tidos que son
utilizadas para reconocer por apareamiento complementario secuencias blanco en ADN de
plantilla, que es generalmente de origen gendmico. Cominmente, se usa un par de
iniciadores en PCR para definir los extremos del producto que se desea amplificar, y a partir
de ellos la ADN polimerasa utilizada inicia la polimerizacion. Dalén (2004) empled esta
técnica para distinguir muestras de heces de zorra del artico (Alopex lagopus) y la zorra roja,
que pueden resultar indistinguibles.

Farrell et al., (2000) extrajeron ADN de excretas para discriminar cuatro especies
de carnivoros que cohabitan simpatricamente en Venezuela, dos de esas especies son el
jaguar y el puma. Enfatizaron la importancia de hacer analisis minuciosos de las excretas
porque en el campo se confunden muy facilmente en la identificacion visual, sobre todo
cuando no se encuentran otros indicios asociados (rascaderas, huellas). Los mismos autores
utilizaron el ADN mitocondrial y amplificaron los segmentos obtenidos por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa, técnica empleada en el presente estudio.

Pilot et al. (2006) hicieron un estudio con la marta de pino (Martes martes) y la
marta de piedra (M. foina), cuyas excretas son idénticas, por lo que fue necesario crear un
método con alta especificidad para poder identificarlas a nivel genético; desarrollaron
entonces marcadores especificos que pudieran discriminar entre las dos especies. Como las
heces de otros carnivoros también son parecidas, el método se baso en la longitud de alelos
diferentes para que fueran definidos para cada una de las dos especies.

Mills et al. (2000), emplearon ADN mitocondrial como una herramienta para
identificar 4 especies de felinos en EUA, hicieron PCR para amplificar dos porciones del
genoma mitocondrial, luego desarrollaron el mapa de restriccion para la regién 16S del ARN
ribosomal basado en secuencias conocidas para lince canadiense (Lynx canadensis), lince
rojo, puma y gato doméstico (Felis catus). Obtuvieron ADN de buena calidad para amplificar
las muestras y detectar las 4 especies de felinos.

El método méas usado para detectar la presencia de tigre de Bengala (Panthera
tigris) era el seguimiento de huellas, identificando incluso a nivel de individuo para conocer
el nimero de tigres de una zona; se partia del supuesto de que las huellas son como el codigo
de barras de cada individuo. Otro método estd apoyado con las camaras remotas, donde al

capturar la imagen de un tigre se observa su patron de rayas obteniendo asi la abundancia de
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tigres. Sin embargo, ambos métodos han mostrado algunas desventajas; por ejemplo, la
interpretacion de huellas es en algunos casos complicada y depende del rigor del analisis
estadistico y como se colecten las mismas, Yy respecto a las cdmaras donde hay alta densidad
de tigres disminuye la probabilidad de identificar a cada uno de ellos, por lo que Bhagavatula
(2006) recurrié al uso de heces como una fuente de ADN para genotipificar individuos,
donde obtuvo que 70% de las muestras colectadas fueron de tigre, mientras que el resto
correspondieron a leopardo (Panthera pardus).

Debido a la dificultad de extraer ADN de muestras degradadas por el tiempo,
Haag et al. (2009), desarrollaron un método para diferenciar excretas de jaguar y puma
basado en técnicas moleculares de ADN. Tuvieron un éxito de identificacion del 87% con las
muestras mas frescas, pero con las que tenian méas tiempo de almacenaje s6lo pudieron aislar
material genético de tan solo una muestra de un total de 15. Existen algunas regiones en el
gen que pueden extraerse a pesar de estas condiciones, un ejemplo es el citocromo b, que
Bidlack (2007) utilizé para identificar siete especies de carnivoros en San Francisco, EUA

donde de 243 muestras logré amplificar 85% de ellas.
ADN mitocondrial y gene citocromo b mitoncondrial

El ADN mitocondrial de un animal es una pequefia molécula circular, compuesta de 15 a 20
kb (kb = 1000 pares de bases nitrogenadas), aproximadamente 37 genes que codifican para
22 ARNt, 2 ARNr y 13 ARNm. El genoma de una mitocondria carece de intrones, tiene
pequefios espacios intergénicos donde los fragmentos de lectura pueden llegar a transponerse.

ElI ADN mitocondrial cambia a diferentes tasas, permitiendo que regiones
adecuadas sean escogidas para responder las preguntas del estudio que se realice. EI ADN
mitocondrial se hereda maternamente en la mayoria de las especies, y se sugiere que no
presenta recombinacién (DeYoung, 2005). En células de mamifero el ADN mitocondrial es
muy compacto, incluso algunos genes se superponen, casi cada par de gen podria codificar
para una proteina. En el genoma mitocondrial, hay dos loci que son los mas prominentes, el
citocromo b y el oxi3 (Lewin, 2008).

El citocromo b (cytb) del ADN mitocondrial se emplea para siete de los
carnivoros mas comunes en el oeste de Norteamérica. Es uno de los citocromos implicados

en el transporte de electrones de la cadena respiratoria de la mitocondria, contiene ocho



hélices transmembranales conectadas por dominios entre o fuera de la membrana (Green et
al., 1997).

Las secuencias del cytb han sido empleadas exitosamente para identificar grupos
taxondmicos incluso hasta nivel de subespecie, por ejemplo en el ave pechiazul Luscinia
svecica svecica y L. s. namnetum (Questiau et al., 1998). El uso del cytb se ha expandido
mucho en las investigaciones, por lo que se esta considerando un marcador de uso universal,
también en el sentido de que los resultados pueden ser comparados facilmente. (Irwin et al.,
1991).

Extraccion de ADN

Con una solucién detergente como EDTA o SDS se empieza a realizar la extraccion de
ADN, para eliminar los cationes divalentes, desestabilizando la membrana celular e
inhibiendo las enzimas que degradan el ADN o ADNasas. El detergente solubiliza los
lipidos de la membrana, permitiendo que se liberen los componentes. El remanente contiene
ADN, ARN, proteinas, lipidos, carbohidratos, entre otros. Para eliminar proteinas se puede
usar la proteinasa K, aunque también es importante eliminar enzimas que puedan degradar
los &cidos nucleicos, para ello se puede emplear una solucién de fenol con cloroformo, ya
que estas sustancias son apolares y permiten dividir el lisado en dos fases, una acuosa y otra
con lipidos y restos organicos. Cuando se mezclan estas fases las proteinas se desnaturalizan
y se precipitan, mientras que los &cidos nucleicos permaneceran en la fase acuosa (Dale,
2002; Sambrook, 2001).

Ya que se tiene la fase liquida con los &cidos nucleicos, es importante realizar una
precipitacion puesto que se hallan muy diluidos en la solucién, de modo que puedan
concentrarse en una pastilla o pellet y que sea mas factible su aislamiento. Para ello se
emplea el alcohol isopropilico y una solucién salina (como acetato de sodio), que junto con
la presencia de cationes monovalentes de K*, Na* o NH," favorecen la precipitacion de los
acidos nucleicos después de centrifugar el microtubo con la muestra, dando como resultado

la pastilla concentrada de ADN en la parte baja del tubo (Dale, 2002).

Para visualizar la extraccion de ADN se elaboran geles de diversos materiales,
principalmente de agarosa. Cuando las moléculas de ADN (con carga negativa) se someten

a un campo eléctrico, viajan a través de él hacia el polo positivo. La composicién porosa del



gel le permite al ADN migrar por la red de la agarosa con base a su tamafio y si esta

formada por una o dos hélices (Dale, op. cit.).

Hibridacion de ADN

Las técnicas de hibridacion estan basadas en las propiedades fisicoquimicas de los &cidos
nucleicos, asi como en la complementariedad entre las bases puricas y pirimidicas (Adenina
— Timina, Guanina — Citosina), la desnaturalizacion y la reversibilidad del proceso de
separacion de las hebras de ADN por el reacomodo de las hebras nuevamente en dos
cadenas. La renaturalizacion de las hebras por la reformacion de los puentes de hidrogeno
se conoce como hibridacion (Snustad, 2006). Si dos fragmentos similares (pero no
idénticos) de ADN son mezclados, desnaturalizados y renaturalizados, algunos de ellos
formaran hibridos con sus mitades complementarias y otros seran totalmente hibridos. Las
altas concentraciones de sal favorecen la estabilidad de los hibridos formados debido a que
las cargas negativas de los grupos fosfato del esqueleto del ADN causan una repulsion
electrostatica entre las dos cadenas. Esta concentracion de sales se regula con el citrato
salino estandarizado (SSC).

Para muestras con ADN de doble hélice se requiere calentar hasta la ebullicion las
pruebas antes de la hibridacién y fijarlas en una membrana de nylon o nitrocelulosa,
posteriormente se pasa al objetivo en la solucion de hibridacion. Después de la hibridacion
que toma lugar en un cuarto sin radiacién solar y con temperatura controlada (z 36 °C), las
pruebas que no se unieron se liberaran por medio de lavados. Donde la prueba se ha
hibridado con el ADN que sea parcialmente similar (i. e., organismos que pertenezcan al
mismo género o familia), la alineacion se interrumpe por la concentracién salina de la
solucion de lavado y la temperatura a la que se realice. En un filtro de hibridacién el
objetivo es inmovilizado y la prueba queda libre en la solucién de hibridacion hasta que se
une al objetivo (Tagu, 2003).

Cuando se usa una membrana de nitrocelulosa o nylon, después de la hibridacion
se sumerge en una solucion amortiguadora de hidréxido de sodio, el cual libera el ADN de
las células y lo desnaturaliza. Después, las moléculas de ADN de una sola hebra son fijadas
en la membrana con radiacion UV. Posteriormente, si la hibridacion fue exitosa, se
revelaran en una placa de rayos X las manchas negras donde se veran las posiciones de los

hibridos que fueron formados.
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Reaccion en Cadena de la ADN polimerasa (PCR)

El sistema de extraccion de ADN se basa en un sistema mdltiple de primers, mejor
conocido como PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa). Uno de ellos se disefia como
referencia global de todas las especies evaluadas, los demés deben disefiarse para que sean
especificos para cada especie, por lo que aqui se elimina cualquier posibilidad de un falso
positivo. Los que son especificos se ligan a diferentes distancias respecto del general, por lo
tanto, el uso de todos los primers en un solo tubo de PCR dara como resultado fragmentos
de ADN de diferente tamafio, dependiendo de la especie de la que es originada esa muestra
que se corre en gel de agarosa (Prugh, 2005).

La reaccion en cadena de la polimerasa es un proceso enzimatico por el cual una
region especifica de ADN es multiplicada repetidamente para producir millones de copias
de una secuencia particular. A partir de ng de ADN usado como plataforma o molde se
pueden obtener de 300 a 300000 copias de una secuencia (Taberlet, 1996).

El primer paso para la formacion de mdaltiples copias de ADN es el calentamiento
de un fragmento de doble hebra, para que los puentes no covalentes se separen entre si y
queden las hebras separadas, a este proceso se le conoce como desnaturalizacion. Si la
solucion que contiene este material genético se enfria, los puentes de hidrégeno se volveran
a formar de acuerdo a la complementariedad de las pares de bases de cada hebra de ADN.
La temperatura a la cual se da la separacion de las hebras de ADN provoca un cambio en
sus propiedades fisicas, esta temperatura es conocida como melting temperature (Tm) y va
de los 85 a 95 °C.

La molécula de Taq polimerasa que se usa para la PCR, tiene la propiedad de
permanecer estable a pesar de que la temperatura de desnaturalizacion alcance los 95 °C. La
temperatura se baja entonces para alcanzar la éptima alineacion, donde los dos primers
pueden unir las hebras opuestas de ADN. La temperatura de alineacion dependera de la
secuencia y longitud de los primers. Aungue hay programas de computo que pueden ayudar
a predecir la temperatura ideal, muchas pruebas se concretan con ensayo Yy error, pero
normalmente fluctta entre los 40 y 60 °C, pero si la plataforma contiene una cantidad
grande de G-C la temperatura de alineacion debe ser mayor, hasta de 70 °C. Posteriormente
la temperatura pasa a los 72 °C, lo cual es normalmente la temperatura 6ptima para la

extension de una reaccion PCR. La Taqg polimerasa producira hebras complementarias de



ADN a partir de los primers. La extension procesa aproximadamente 1000 bases por
minuto.

La polimerasa seguira este procedimiento hasta que sea interrumpida, esto ocurre
cuando la temperatura alcanza los 94 °C, en orden de comenzar con el siguiente ciclo de la
PCR, el cual es normalmente idéntico en temperatura y duracion a los previos. Conforme se
va terminando el ciclo inicial de la PCR, se tienen moléculas de ADN de doble hélice por
cada una que fue comenzada. Cada una contiene una hebra del molde original y una nueva

hebra formada gracias a los primers y la polimerasa.
Hibridacion de ADN con radioisétopos

Los atomos que poseen igual nimero de protones y diferente nimero de neutrones se dice
que son is6topos entre si. Se vuelven radiactivos cuando no tienen una combinacién estable
de protones y neutrones. Si se desintegra un radioisétopo da como resultado la liberacion de
energia en forma de radiacion electromagnética (particulas). Durante su desintegracion, se
pueden liberar tres tipos de particulas: las alfa, que estan compuestas de dos protones y dos
neutrones; las beta, que estan compuestas de un electrén; y las gama, que es una radiacion
de fotones de manera aislada o en combinacion con las dos anteriores. El radiois6topo del P
contiene particulas beta que liberan una cantidad elevada de energia (Alcamo, 1999).

Para hacer ain mas sensible la deteccion de bandas de ADN antes de la
electroforesis se puede incorporar un radiois6topo a la extraccion. Existen métodos no
radiactivos que son mas seguros y eliminan la posibilidad de generar desechos radiactivos,
pero el poder de sensibilidad y deteccion de los marcadores radiactivos es mucho mayor
(Green et al., 1997; Alberts et al., 2002), sobre todo el fosforo radiactivo, debido a que
posee caracteristicas de deteccion superiores a otros elementos usados en ensayos
biol6gicos y no representa ningun riesgo si se manejan con las medidas precautorias
pertinentes tanto para el usuario como para el material desechado (Meisenhelder, 2007).

El *2P tiene un periodo de vida de 14 dias antes de que comience su decaimiento,
que es el momento en el que cambia la estabilidad del atomo y se libera la energia (Green et
al., 1997; Karp, 1998; Meisenhelder, 2007). El primer paso para etiquetar las pruebas con el
fragmento de ADN deseado es incorporar moléculas de fosforo radiactivo en la PCR. El
principio se basa en que el is6topo radiactivo puede ser incorporado en los fosfatos del

ADN y emitir particulas f muy energéticas que son faciles de detectar posteriormente por
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autorradiografia. Una ADN polimerasa copia el ADN en presencia de nucleétidos
radiactivos (marcados con **P, que es el que se emplea cominmente) y asi se forman sondas
de ADN fuertemente marcadas por radiactividad para después hacer las reacciones de
hibridacion de los acidos nucleicos. Las moléculas de ADN de cadena sencilla utilizadas
para la deteccidn de secuencias complementarias se conocen como sondas.

Después de que las extracciones han sido transferidas a la membrana de
nitrocelulosa, el clon deseado puede ser detectado por su habilidad para hibridarse con una
prueba de ADN (Ausubel, et al., 2009). Las reacciones de hibridacién se produciran
siempre que entre dos cadenas de acido nucleico de una sola hebra haya una secuencia de
nucle6tidos complementaria.

La ventaja de utilizar este método es que las reacciones de hibridacion mediante
sondas de ADN son tan sensibles y selectivas que pueden usarse para detectar secuencias
complementarias cuya concentracion sea hasta de una sola molécula por célula (Alberts et
al., 2002).

La autorradiografia es una técnica que permite visualizar los puntos donde se
localiza el material radiactivo en las muestras estudiadas. Con este procedimiento se
aprovecha que las particulas que emite el is6topo radiactivo activan la placa fotogréfica
como se le hace con una placa de rayos X. Si se pone en contacto directo la membrana con
la sonda radiactiva fijada las particulas se pegan a la placa y se visualizan como pequefios
puntos oscuros al hacer el revelado (Karp, 1998).

Los jaguares y los pumas son los felinos méas grandes del continente americano,
son localmente simpatricos en muchas partes de su distribucion en Meéxico, Centro y
Sudameérica (Rabinowitz, 1986; Emmons, 1987; Aranda, 1994; Nufiez et al., 2000; Polisar,
2002; Scognamillo et al., 2003; Novack, 2005; Moreno et al., 2006; Palmeira, 2008; Rosas-
Rosas et al., 2008).

Puma (Puma concolor — Jardine, 1834)

Es un felino de talla mediana y con mucha agilidad. La talla en estado adulto puede alcanzar
alrededor de 80 cm de altura. La longitud de los machos adultos es en promedio de 2.4 m de
longitud nariz-cola. Pesan en promedio 53 a 72 kg. Las hembras tienen talla y peso menores

a los de los machos, en promedio 34-48 kg respectivamente (Salazar, 1932; Leopold, 1959).
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La cabeza es redonda y pequefia en relacion al resto del cuerpo, tiene orejas
erguidas. Las patas delanteras tienen musculatura muy bien desarrollada; cuenta con cinco
garras retractiles en las patas delanteras y cuatro en sus patas posteriores. Puede ser tan
grande como el jaguar, pero con menor musculatura y fuerza. No se considera que forme
parte de los grandes felinos con capacidad de rugido, pues carecen de la laringe
especializada y el hueso hioides. Vocalizan sonidos bajos, silbidos agudos, grufiidos y
ronroneos, que pueden llegar a ser confundidos con las vocalizaciones de otros animales.

La coloracién es uniforme, puede variar entre individuos e incluso entre miembros
de la misma camada. El pelaje es generalmente dorado pero tiene matices de color gris
plateado o rojizo y algunos parches mas claros cerca de las mandibulas, barbilla y cuello
(Emmons, 1987).

Sus patas delanteras son proporcionalmente méas fuertes y grandes comparandolo
con los demas felinos; puede llegar a correr hasta a 55 km/h, aunque esta mejor adaptado a
carreras cortas y no tanto a persecuciones largas. Muy habil para escalar y eludir a otros
competidores o con cualquier sefial que lo haga sentir amenazado.

Se ha visto que el tamafio del puma puede variar de acuerdo a la zona geogréfica,
encontrandose pumas hacia el ecuador mas pequefios que hacia latitudes mayores. Esto
puede explicarse debido a la regla de Bergmann, la cual dice que los tamafios corporales
mas grandes se esperan en climas mas frios, donde las latitudes son mayores (Kitchener,
1991).

Jaguar (Panthera onca — Linnaeus, 1758)

Es el felino méas grande de América; en estado adulto mide en promedio 2.2 a 2.5 m desde
la nariz hasta la punta de la cola. Puede pesar entre 57-113 kg, aunque se han registrado
pesos de hasta 150 kg. Posee la estructura mandibular mas fuerte de los felinos y el mayor
peso relativo en la cabeza, por lo cual se explicaria la potencia de su aparato mandibular
(Kitchener, 1991).

Como los demas miembros del género Panthera, posee el hueso hioides unido a la
laringe mediante ligamentos, cualidad que le permite rugir. Posee ojos nictalopes, que le
confieren una vision notable en la oscuridad. Es un excelente nadador adaptado a la caza de
presas acuaticas y subacudticas desde la superficie, a diferencia de otros felinos. El olfato

estd muy bien desarrollado, por lo que puede detectar a sus presas a grandes distancias



(Seymour, 1989). Cuando esta en vida libre, depositan sus heces en sitios donde hicieron
rascaderas (Rabinowitz, 1986).

El fondo de su piel es amarillo-anaranjado, con numerosos anillos o rosetas a los
costados y lunares sobre la cabeza y cuello. Una condicidn genética especial conocida como
melanismo puede causar que un jaguar tenga el pelaje negro, aunque a una distancia corta se
pueden apreciar las rosetas. Se les conoce como panteras negras a estos ejemplares aun
cuando no son de distinta especie (Seymour, op. Cit.).

Los jaguares son cazadores oportunistas con mas de 85 especies de presas
reportadas en su dieta, la cual incluye mamiferos, reptiles y aves (Hatten, 2005). Es una
especie importante en su ecosistema, ocupando la posicion mas alta como depredador y
ecolégicamente es considerado como una especie sombrilla en una amplia diversidad de
hébitats (Soisalo, 2006).

Generalidades de los habitos tréficos

Existen pocos trabajos acerca de habitos alimenticios de los grandes felinos, por ejemplo,
para el tigre de Bengala reportaron que realiza una seleccién de presas basado en
preferencia y no en disponibilidad, puesto que dentro de las opciones que habia en el lugar
consumieron mas chitales (Axis axis), sambares (Cervus unicolor) y langures
(Trachypithecus geei), a pesar de que no tenian tanta disponibilidad, mientras habia otras
presas como el nilgai (Boselaphus tragocamelus) y chinkara (Gazella bennettii), que fueron
poco preferidos a pesar de que tenian mayor disponibilidad que las otras presas. Estos
resultados sugieren una preferencia (Bagchi, 2003) o seleccion positiva hacia chitales,
sambares y langures (Hatten, 2005).

La depredacion de ganado ha sido causa de que leones, chitas (Acynonix jubatus),
hienas moteadas (Crocuta crocuta), perros salvajes (Lycaon pictus), chacales (Canis
mesomelas), tigres, 0sos negros himalayos (Ursus thibetanus), leopardos, lobos (Canis
lupus), jaguares, pumas, coyotes (Canis latrans) y otros carnivoros sean perseguidos y en
algunos casos hasta exterminados por gente de comunidades que habitan con ellos y les han
adjudicado perdidas economicas por depredacion (Palmeira, 2008; Rabinowitz, 1986;
Rosas-Rosas et al., 2003).

En comunidades estables de carnivoros, los mas grandes son los que toman las

presas de mayor tamafio y las diferencias que se den entre los miembros se dan
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posiblemente para reducir la competencia, por ejemplo, en areas donde el jaguar y el puma
presentan simpatria, el segundo parece consumir presas mas pequefias, aungue no se ha
podido comprobar cabalmente esto, muchos autores sefialan esta separacion ecoldgica de
presas (Konecny, 1989; da Fonseca, 1990; Taber et al., 1997; Polisar, 2002; Salesa et al.,
2006), en la que el puma evita tener un enfrentamiento con el jaguar, pues es por lo general
de menor tamafio (Seymour, 1989). En zonas donde no esta distribuido el jaguar pero el
puma esta presente se ha visto que consume presas grandes (Iriarte et al., 1990). En otros
estudios se ha encontrado que los carnivoros simpatricos son capaces de coexistir por medio
de seleccidon de diferentes habitats, siendo que los competidores de menor fuerza y/o tamario
corporal pueden disminuir la intensidad de la competencia por medio de la caceria en
diferentes horarios, por separacion espacial de recursos, mostrando poca superposicion en la
dieta de jaguar y puma (Scognamillo et al., 2003). En Asia, donde los tigres dominan el
repertorio alimenticio al escoger las presas mas grandes, el leopardo parece evitar el
contacto con ellos, escogiendo presas de menor tamafio y cazando en diferentes horarios
(Polisar et al., 2002; Wegge, 2008).

Taber et al., (1997) hicieron el primer estudio sobre habitos alimenticios de jaguar
y puma en el Chaco Paraguayo. Su tamafio de muestra fue mayor de 90 excretas y usaron un
método de cromatografia de capa fina basado en los diferentes patrones de los acidos
biliares, con la finalidad de distinguir entre las heces de ambas especies. Las dietas
analizadas no fueron significativamente diferentes, aunque reflejaban una tendencia en el
norte del Chaco, donde el puma consumié mayor niamero de mamiferos de talla mediana y
los jaguares los de mayor tamafio.

Se ha visto también este proceso ecoldgico con el tigre y leopardo en Nepal,
donde las diferencias en el uso de hébitat fueron un componente importante en su
separacion ecoldgica (Seidensticker, 1976). Sin embargo, Taber (1997) encontré que el
puma no parece evitar la presencia de jaguares al utilizar los mismos caminos para viajar,
aunque estimo que mas bien cazan en diferentes areas, lo que seria una separacion espacial
para evitar la competencia de presas en el Chaco Paraguayo.

Nufiez et al., (2000) hicieron una investigacion acerca de los habitos alimenticios
de los jaguares y los pumas en la Reserva de Chamela-Cuixmala, Jalisco. Calcularon las
frecuencias de ocurrencia, el porcentaje de ocurrencia y la biomasa de cada especie de presa

consumida. Los calculos de la biomasa consumida por jaguares y pumas fueron ajustados
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con un factor de correccion (Y = 1.98+0.035x) que fue desarrollado por Ackerman et al.
(1984), donde Y es el peso del alimento consumido por excreta y x el total del peso de la
presa viva. En una excreta, los residuos de las presas de mayor talla tienen menor
probabilidad de ocupar una mayor proporcion en la excreta. Si el porcentaje de ocurrencia
de la presa encontrada en las excretas no esta corregido a la biomasa consumida, habra una
sobreestimacion relativa a las presas pequefias en la dieta. Por tanto, la biomasa consumida
provee una representacion con mejor aproximacion que el porcentaje de ocurrencia y la
frecuencia de ocurrencia.

En el siguiente cuadro se presenta un resumen sobre los autores que han estudiado
los tipos de presas y en ocasiones reportan los porcentajes en los habitos alimenticios de
jaguar y puma:

Cuadro 1. Tipos de presas y porcentajes de ocurrencia reportados en algunos estudios sobre
habitos alimenticios de jaguar y/o puma.

Autor Tipo de dieta en jaguar y/o puma
Schaller (1978)| Jaguar: ganado doméstico, capibara, perro, pecari de collar y de labios blancos, nutria,
tortuga.
Rabinowitz Jaguar: 17 taxa
(1986)
Emmons (1987)| Jaguar: tlacuache (cuatro ojos), ardillas, pacas, aguties, capibaras, temazate, tamandda,
pecari, mono arafia y olingo.
Aranda Jaguar: 86% mamiferos, 10% aves, 4% reptiles.
(1994)
Heinen Puma: venado cola blanca (50%), pecari (19%), otras presas (pequefios mamiferos,
(1997) roedores, reptiles; 19%) y ganado (12%).
Taber et al., Jaguar: 23 taxa diferentes. 42% Puma: 16 presas diferentes. 44%
(1997) mamiferos medianos — grandes, 58% mamiferos medianos, 25% mamiferos
restante aves, reptiles e insectos. pequefios, 13% mamiferos grandes y 18%
de aves, reptiles e insectos.
Nufez et al., Jaguar: 8 especies de presas. Mamiferos Puma: 16 especies de presas. Mamiferos
(2000) talla grande a mediana: 98%, reptil ((nico): | talla mediana: 66%, reptiles 18%, otros
2% (aves y mamiferos pequefios) 16%
Garla et al., Jaguar: 87.3% mamiferos, 9.8% reptiles y 9.3% prociénidos
(2001)
Polisar et al., Jaguar: 60% mamiferos talla grande, 40% Puma: 60% mamiferos de talla mediana,
(2002) aves, reptiles y otros 40% aves, reptiles y otros
Rosas-Rosas Puma: borrego cimarrén (30%), lagomorfos (25%), venado (12.5%), pecari de collar
etal., (2003) [ (11%), reptiles y aves (7.5%), mamiferos de menor tamafio (14%).
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Rosas-Rosas Jaguar: ganado (57.7%), venado (24.3%), lagomorfos (5.8%), pecari de collar (4.7%),
etal., (2008) | coati (4.7%). Puma; ganado (8.7%), venado (57.3%), lagomorfos (4.5%), pecari de collar
(11.3%), coati (5.7%), mamiferos de menor tamafio (12.5%).

Weckel et al., | Jaguar: pecari de collar (23%), 0so hormiguero y aguti (13.6%).
(2006)

Haébitos alimentarios y dieta del puma

Se han realizado pocos estudios acerca de los habitos alimentarios del puma (Nufiez et al.,
2000; Rosas-Rosas et al., 2003, 2008). Unos de los pioneros en el estudio de dieta en felinos
fueron Ackerman et al., (1984) quienes hicieron importantes contribuciones en los calculos
de las demandas energéticas del puma de acuerdo a su edad, sexo y estado fisioldgico;
propusieron estimaciones basadas en la ecuacion normal de la recta, que han sido hasta
ahora la base més usada para todos los estudios de calculos bioenergéticos en felinos.

Debido a que el puma es uno de los felinos con mayor distribucién ocupando
diferentes ecosistemas, su dieta puede variar considerablemente de acuerdo a la
disponibilidad de presas en el sitio (Kitchener, 1991). Tiene habitos crepusculares que
dependen de las condiciones ambientales y factores ecoldgicos interrelacionados. Se
alimenta de animales de un rango de talla amplio, desde ratones hasta presas de mayor
tamafio que él. En zonas templadas depreda animales grandes, mientras que en areas
tropicales se enfoca mas en animales que pesan menos de la mitad de su propio peso
(Moreno, 2006). Mientras que los pumas dependen mucho de los venados en su dieta, a
veces por mas del 75% de su dieta cuando se distribuye en zonas templadas, parece ser mas
variada en regiones tropicales (NUfiez et al., 2000; Lindzey, 2003).

En 1997 Heinen hizo un estudio sobre los habitos alimenticios del puma en Texas,
encontrando en los analisis de contenido estomacal que el venado y el pecari de collar
fueron los tipos de presa mas frecuentes, pero también hallo restos de borrego y cabras en
dos muestras, que representaron 9% del total colectado.

Nufiez et al., (2000) determinaron la dieta de jaguares y pumas de la Reserva de la
Biosfera Chamela-Cuixmala, Jalisco. Basaron su estudio en el analisis de 65 heces de puma
y encontraron que existe un alto grado de similitud entre la dieta de ambas especies, la
diferencia recay0 en la aparente plasticidad que tuvo el puma para adaptarse a ambientes
mas extremos asi como su capacidad para alimentarse de presas muy pequefias, cuyo acceso

no le implica un costo elevado en términos de energia. Obtuvieron que en esta region el



puma se alimenta en primer lugar de venado cola blanca, seguido por pecari de collar,
armadillo, coati, iguana negra (Ctenosaura pectinata), roedores, reptiles menores, aves y
otros mamiferos méas pequefios. Para el jaguar la dieta no fue tan variada: venado cola
blanca, pecari de collar, armadillo, coati, iguana negra, aves y otros mamiferos pequefios.
Esto confirma la importancia que tiene la disponibilidad de presas como un factor
determinante del tipo de dieta (Iriarte, 1990; Taber, 1997; Polisar et al., 2002).

En Arizona McKinney et al., (2006) determinaron que las poblaciones de borrego
cimarrén (Ovis canadensis) se estaban disminuyendo por la depredacion de puma, pero esto
en realidad fue producto de la caceria furtiva, ya que en esa region la presa principal del
puma es en realidad el venado bura (Odocoileus hemionus), por lo que al disminuir éste, el
puma cambia su dieta hacia el borrego cimarrdn.

Cuando el tamafio de la poblacién de venados es limitado, el puma puede cambiar
a otras especies disponibles, ya sean silvestres o0 domesticas (Heinen, 1997). La depredacién
de ganado por pumas ha sido documentada en su mayoria en areas donde la distribucion de
los dos animales coincide y se han presentado situaciones que vulneran al ganado (manejo
deficiente de los animales, areas de sacrificio con pocos obstaculos para depredadores, entre
otros). Shaw (1983), basado en estudios conducidos en ranchos de Arizona, reporté que los
pumas en ocasiones matan becerros, y donde se presentan estos casos, son una verdadera
pesadilla para los ganaderos, no obstante que hubo pumas que se alimentaron
principalmente de roedores grandes, como el aguti (Dasyprocta punctata) y la paca. Iriarte
et al., (1990) en un estudio compararon los habitos alimenticios del puma y sus subespecies
a diferentes latitudes y determinaron los patrones ecoldgicos que podrian ayudar a explicar
la seleccion de sus presas. En ese estudio, los ungulados (especialmente venado) fueron las
presas mas consumidas, promediando 68% + 20 de todos los tipos de presas en la dieta del
puma, incluyendo el venado bura, el cola blanca, el alce (Alces alces), ademas del
puercoespin (Erethizon dorsatum).

En un estudio de Scognamillo et al. (2003) sobre la coexistencia del jaguar y
puma en los Llanos Venezolanos, se reveld que el puma consumio principalmente juveniles
de pecari de collar, venado, capibara y caiman (Caiman crocodilus), mientras que para el
jaguar las presas mas importantes fueron el pecari de collar, el capibara y el pecari de labios
blancos. Sus resultados indicaron que el puma consumio sin selectividad, excepto por los

juveniles de pecari, a pesar de que habia otras presas mas disponibles. EI puma también



consumid pecaries y capibaras en proporcion a sus ocurrencias. Aungue el tamafio de la
muestra era de 12 excretas, estuvo lejos de ser conclusivo, ademas de que la dominancia de
roedores grandes sugirié que el puma no buscaba preferentemente al pecari como lo hacia el
jaguar (Palmeira, 2008).

Novack (2005) hizo una comparacién de dieta de pumas en un area protegida y en

una de caceria, encontrando en ambas areas que las dietas eran significativamente similares.

Haébitos alimentarios del jaguar

Los mamiferos terrestres son la presa principal del jaguar, aunque en algunas areas donde se
distribuye los reptiles son también un componente importante en su dieta, segin un estudio
hecho en Cocha Cashu, Brasil (Emmons, 1987). En ese estudio se reportd que el jaguar
consumio pecari de collar, aguties, pacas, caimanes, venados y capibaras (Hydrochoerus
hydrochoeris) en proporciones similares a sus densidades en el area de estudio. El pecari
fue consumido en mayor proporcion a su abundancia, respecto a las otras presas, sugiriendo
que es mas vulnerable a la depredacién en presencia de jaguar.

Aranda (1994) estudié los habitos alimenticios del jaguar en la Reserva de la
Biosfera de Calakmul, Campeche analizando excretas y huellas asociadas a ellas. De
acuerdo a sus resultados el pecari de collar fue la especie mas consumida (45.8%) de
acuerdo al porcentaje de ocurrencia, seguido por el coati con 25% y el temazate con 12.5%.
Otras especies halladas en las excretas con menores porcentajes de ocurrencia fueron
tepezcuintle, tamandla, serpientes y tortugas cuyas categorias taxonomicas no fueron
determinadas. Con el analisis de los resultados obtuvo que el jaguar mostro preferencia por
animales jovenes, sobre todo en la época lluviosa, que coincide con la temporada en la que
se presenta mayor abundancia de crias. En ese afio, Aranda hizo otro estudio de la
importancia del pecari en la alimentacion del jaguar en la misma Reserva. El analisis lo hizo
en funcion de la disponibilidad de presas, estableciendo que los animales con mayor
abundancia relativa resultarian los mas consumidos, pero esta suposicion fue rechazada al
encontrar que la presa preferida fue el pecari al ser mas consumido, no obstante su menor
disponibilidad comparandolo con las abundancias del venado cola blanca y tamandua.
Enfatiz6 la importancia de la transposicion de la distribucidn del jaguar y el pecari en esa

zona de la Peninsula de Yucatan.
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Weckel et al. (2006) realizaron un estudio en el que determinaron el oportunismo
de los jaguares al momento de elegir una presa en la region Guam Bank del Santuario
Cockscomb Basin Wildlife, Belice. Encontraron que, aparentemente, el jaguar hace una
seleccion de presas basada en su disponibilidad, ésta fue medida con la ayuda de camaras
con sensor remoto, las cuales detectaron las presas potenciales y el tipo de actividad
(matutina, diurna o nocturna). También se determind si habia una relacion positiva de
asociacion entre los jaguares y sus presas a través del tiempo y espacio. Sus resultados
mostraron que el armadillo, el pecari y la paca constituyeron 83% de la dieta del jaguar, con
una relacion muy estrecha entre la eleccion y la disponibilidad de estas presas, lo cual
sugiere que es un depredador oportunista por necesidad. Sin embargo, notaron que a veces
el jaguar se alimentaba del pecari de collar mas de lo que habia disponible, y si se toma en
cuenta que los armadillos y las pacas son cuantitativamente pobres para la dieta del jaguar,
la eleccion de las presas podria ser ocasionalmente selectiva debido a que busca la
obtencion de alimento sin invertir mucha energia.

Rosas-Rosas et al., (2008) hicieron un estudio sobre la depredacion del jaguar y
puma a ganado doméstico en Sonora, reportando por primera vez que los becerros
constituyeron la presa principal del jaguar en esa zona. La mayoria de las depredaciones
ocurrieron durante la época de secas, preferentemente en habitats riberefios o con cercania a
fuentes de agua permanentes, situacion que coincidia con los manejos que realizaron los
ganaderos al mover los hatos hacia estas areas para proveerlos de cobertura termal, forrajes
suculentos y agua. Tomando en cuenta que estas areas tienen una topografia rugosa,
vegetacion densa circundante y fuentes de agua, se vuelven sitios ideales para el despliegue
de conductas de acecho por parte de felinos y otros depredadores, incrementando la
vulnerabilidad del ganado. Por otra parte, se ha visto que si disminuye la abundancia de
individuos de una especie consumida por el jaguar, la que le siga en preferencia se vera
afectada si no se vuelve a incrementar el nimero de individuos de la primera de su eleccion
(Weckel, 2006).

El jaguar consume aguties, pacas, venados y capibara en proporciones similares a
aquellas estimadas para el area de estudio, en contraste el pecari, fue consumido con mayor
regularidad con respecto a su disponibilidad. EI pecari usualmente viaja en grupos y
generalmente camina en una sola fila, dejando un fuerte olor y caminos visibles y es comun

que sean muy ruidosos. El jaguar debe ser capaz de detectarlos a distancia, y su



comportamiento en grupo puede hacer dificil esconderse. Scognamillo et al., (2003)
reportaron que el jaguar consumid presas en forma selectiva en Los Llanos Venezolanos,
siendo las presas preferidas el pecari de collar y el capibara, cazd6 menos pecari de labios
blancos en relacion a su disponibilidad y tom6 venado cola blanca y caiman menos de lo
esperado de acuerdo a su abundancia. Hatten (2005) estim6 que en el Suroeste de los
Estados Unidos las especies de presas potenciales incluyen pecari de collar, venado cola
blanca, venado bura, coati, zorrillo, mapache, liebre, ganado doméstico (bovinos y equinos).
Weckel (2006) encontré que los jaguares consumen el pecari de collar preferentemente,
después el oso hormiguero y el aguti. Se ha visto en las Gltimas dos décadas que la dieta del
jaguar ha ido variando dentro del Santuario Cockscomb, pues en afios anteriores el
armadillo se mantenia como la presa mas importante. Cuando estan presentes en bosques
himedos la abundancia relativa de presas pequefias en su dieta puede reflejar una falta de
presas mayores (Salesa et al., 2006). En el 2002 este mismo autor encontrd que las dos
especies de pecari eran igualmente abundantes, aunque los jaguares seleccionaron en mayor
proporcion al pecari de collar.

Los jaguares son cazadores muy adaptables y oportunistas (Rabinowitz, 1986;
Taber, 1997; Nufez et al., 2000; Novack, 2005; Rosas-Rosas et al., 2008) con una variedad
de presas reportadas hasta de 85 especies, las cuales son principalmente mamiferos, reptiles
y aves (Hatten, 2005). Se ha visto en algunos estudios que consumen pecari en mayor
proporcion a la esperada de acuerdo a su abundancia, por lo que posiblemente exista una
preferencia por esta especie (Aranda, 1993), aunque haya otras presas con mayor
abundancia.

En cuanto a las partes que consumen de la presa, si se trata de presas de tamafio
grande como venados, capibara o ganado ovino, Schaller (1978) indic6 que el jaguar
generalmente empieza a comer desde el pecho, cuello y paletas de la presa, mientras que el
puma lo hace por la parte trasera (Hornocker, 1970); las visceras normalmente las hacen a
un lado antes de empezar a comer la presa (Rabinowitz, 1986). En el caso del jaguar, si la
presa es muy grande la deja y permanece en los alrededores sin ocultarla, a diferencia del
puma, que cubre los restos de su presa con hojas y ramas para volver a comerla
posteriormente (Hornocker, op.cit.).

La coexistencia del jaguar y puma sugiere que han evolucionado en sus rasgos

conductuales, presentandose una separacion ecologica cuando comparten los recursos en un
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sitio, permitiendo que cohabiten y no se vea afectado ninguno. El impacto humano ha
interrumpido severamente los componentes de la depredacion natural en muchas partes del
mundo (NUfiez et al., 2000; Novack, 2005). Emmons (1987) indicé que el jaguar y el puma
cuando disminuyen su consumo de biomasa deben compensar esta deficiencia con areas de
actividad mayores para poder cubrir sus requerimientos de energia.

Algunos estudios sugieren que los felinos grandes, similares y simpatricos toman
una amplia variedad de presas, mayor que la de felinos pequefios, debido a que los mayores
toman presas grandes, medianas y pequefias y los menores toman s6lo presas pequefias
(Konecny, 1989; Bagchi, 2003; Novack, 2005; Donadio, 2006; Moreno, 2006; Salesa,
2006). Sin embargo, Taber et al., (1997) no encontraron evidencias de seleccion de dieta
por tamafio de presas entre el jaguar y puma en el Chaco Paraguayo, explicando que dicho
resultado pudo deberse a que al haber bajas densidades de ambos felinos no se produce
competencia 0 que la estructura del habitat permite que el jaguar tome ciertas presas y el
puma otras.

Se ha visto que los felinos, como cazadores oportunistas, podrian ejercer una
influencia que ecualiza el nimero de presas y podrian ser una de las causas que las
mantienen en estabilidad cuando se dispara su crecimiento poblacional (Festa et al., 2006;
Wegge, 2008). La frecuencia en el consumo de presas depende mucho de la etapa
fisioldgica en que se encuentren al momento de alimentarse, puesto que hembras lactando
con crias hasta de 2 afios de edad, es notorio el incremento en la frecuencia de caza porque
necesita cubrir sus requerimientos de energia y los de los cachorros (Lindzey, 2003). Las
tasas de depredacion deben tomar en cuenta lo anterior y de acuerdo a la actividad que tenga
el individuo, para ello es importante realizar el calculo de estos requerimientos en vida libre

y no en cautiverio (Ackerman et al., 1984).
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CAPITULOI.
TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA IDENTIFICACION DE
EXCRETAS

1.1 Introduccion

Al hacer identificaciones del origen de excretas de carnivoros se pueden cometer errores,
sobre todo si no se cuenta con la experiencia necesaria o si han sido destruidas evidencias
por el paso del tiempo. Actualmente, para complementar las investigaciones se cuenta con
herramientas de apoyo como algunas técnicas de biologia molecular, que permiten extraer y
amplificar el ADN de un ndmero ilimitado de muestras (Prugh, 2005; O’Reilly, 2008).
Estas técnicas permiten hacer identificaciones con una precision de mas de 90%, gracias a
la presencia de marcadores genéticos Unicos para cada especie, logrando identificar hasta
nivel de individuo. Para que se haga la amplificacion de ADN se requiere de la presencia de
un iniciador o primer, que es un oligonucleétido con + 20 pares de bases, necesario para que
la ADN polimerasa comience a afiadir nucleétidos por el extremo 3' OH (Karp, 1998). Los
primers se pueden disefiar para que escindan fragmentos Unicos para cada especie, por lo
que se reduce la posibilidad de identificaciones erroneas. El uso de todos los primers en un
solo tubo de PCR dard como resultado fragmentos de ADN de diferente tamafio,
dependiendo de la especie de la que es originada la muestra, posteriormente se puede
observar el patron de bandeo del material genético mediante la electroforesis en geles de
agarosa. Si se desea mejorar el poder de deteccion, durante la amplificacion de las muestras
se puede incorporar una marca radiactiva a las sondas de ADN para que se hibriden con los
fragmentos deseados. Para ello, se utilizan las propiedades que tienen algunos elementos
como el fosforo en su forma radiactiva (*2P), el cual posee particulas tipo p que tienen una
emision de energia muy fuerte (Green et al., 1997; Alberts et al., 2002; Current Protocols in
Mol. Biol, 2009), y posee caracteristicas de deteccion superiores a otros elementos usados
en ensayos biologicos (Meisenhelder, 2007).
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1. 2 Materiales y métodos

1.2.1 Extraccion y amplificacion de ADN para comprobar la identidad del depredador
Se consiguié una muestra de sangre de un puma procedente del cautiverio y se
procedio a extraer el ADN a partir del QlAamp DNA Mini Kit® de la siguiente manera:

1. En un tubo de microcentrifuga se pusieron 20 pl de proteinasa K, se pusieron 200 g
de muestra y 200 ul de buffer AL, se mezcl6 durante 15 segundos y se incub6 a 56° C por
10 minutos.

2. Se afadieron 200 pl de etanol a 96 °, se mezclaron y se aplico cuidadosamente el
lisado en un tubo de columna 'y se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm.

3. Se paso el tubo de columna a uno de colecta y se afiadié al primero 500 pl de buffer
AW1 y se centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto.

4. Se colocd en otro tubo de colecta y se afiadieron 500 ul de buffer AW2 y se
centrifug6 a 13200 rpm por 3 minutos.

5. Se puso el tubo de columna en otro tubo de colecta y se centrifugd a 13200 rpm por
1 minuto. Se coloco el tubo de columna en otro tubo y se afiadieron 100 ul de buffer AE.

6. Se dejo reposar a temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugd a 8000 rpm por
1 minuto.

7. Se guardo este sobrante en un tubo y posteriormente en congelacion para preservar
el ADN.

8. Se hizo un gel de agarosa al 0.8% para correr esta muestra y observar las bandas de
ADN de puma.

Se consiguid también una muestra de sangre de jaguar procedente del cautiverio y
se trabajé para la extraccion de ADN de acuerdo a las indicaciones anteriores realizadas con
la sangre de puma. También se hizo un gel de agarosa al 0.8% para observar las bandas de
ADN extraidas.

Se emplearon los primers y los métodos desarrollados por Farrell et al. (2002)
para amplificar las muestras y corroborar su procedencia. Para ello, se centrifugaron los
primers durante 6 segundos y se agregaron 500 ul de agua bidestilada para homogeneizar
las muestras. Se tomaron 50 pl y se colocaron en un tubo de 0.5 ml, a partir de estos 50 pl

se hicieron las diluciones de cada primer (ver anexo).
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Se cuantificé el ADN extraido de sangre de pumay se hicieron 6 diluciones (1/10)
consecutivas para determinar la sensibilidad de la PCR para detectar el ADN, para ello se
hizo 1 gel de agarosa al 0.8% hasta poder observar una banda de ADN, también en el
mismo gel se puso ADN de sangre de puma o jaguar como un control positivo.

Se hizo una PCR para amplificar las muestras colectadas en campo a partir de los
primers solicitados, para ello se hizo la siguiente operacion:

1) En un microtubo para PCR se pusieron 45 pl de supermix, 2 pl de oligo FLPu-R, 2
pl de oligo FLPu-F y 2 ul de cada muestra.

2) Se hizo otra PCR usando los 45 ul de supermix, 2 pl de oligo L14841, 2 pl de oligo
H15149 y 2 pl de cada muestra.

3) Se hizo PCR usando 45 pl de supermix, 2 ul de oligo H15149, 2 pl de oligo Puma
Cly 2 pl de cada muestra.

4) Se hizo PCR usando 45 pl de supermix, 2 pl de oligo Puma C2, 2 ul de oligo H1478
y 2 pl de cada muestra.

5) Por ultimo se hizo PCR usando 45ul de supermix, 2 pl de oligo L15926, 2 pl de
oligo L16007, 2 pl de oligo HO0651 y 2 pul de cada muestra.

6) Se corrieron geles de agarosa con 1% de concentracion para ver los productos de la
PCR y ver con cuales amplificaban las muestras.

7) En el Instituto de Biotecnologia de la UNAM se elaboré una PCR para marcar con
radiactividad las tres membranas anteriores.

8) En condiciones de esterilidad y con equipo de seguridad para aislar radiactividad se
hicieron los siguientes pasos:

9) En unos tubos para PCR estériles se mezclaron 45 pl de supermix®, 2 pul de primer
FLPu-R, 2 pl de primer FLPu-F, 2 pl de ADN de puma o jaguar y 2 pl de *?P. Se pusieron
en el termociclador con el programa puma y se dejé correr.

10) Posteriormente, en un tubo de vidrio se colocaron las membranas de puma y se les
pusieron 15 ml de solucion de Denhardt y los productos de la PCR con ADN de puma. En
otro tubo se hizo lo mismo para la membrana de jaguar con el producto de PCR de jaguar y
se colocaron los tubos en un horno de agitacion a 36° C. Se dejaron 24 hrs y posteriormente
se colocaron las membranas en papel desecante y en una bolsa aislante de material

radiactivo.
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11)En el Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM se hizo el revelado de la membrana en placas
radiograficas, cuyo procedimiento se explicé anteriormente, pero ahora extremando
precauciones para no contaminar los objetos con material radiactivo y desechando en

contenedores especiales el material que tuvo contacto con la membrana.

1. 2.2 Hibridacién de las muestras de ADN con membrana de nylon
Se prepar6 una solucién en la que se sumergio la membrana de nylon para preparar el medio
adecuado que favorezca la hibridacién del ADN con las muestras objetivo.
Solucién de prehibridacion:
e SSC5X (10 ml)
e Solucién Denhardt 5X (2 ml)
e 1% SDS (4 ml)

Se metié la membrana en una bolsa de plastico y se le afiadieron 15 ml de la
solucién de prehibridacién. Se cerrd perfectamente para evitar fugas y se quedd durante 18
hrs (toda la noche) en bafio maria a 60 °C.
Solucion de hibridacion:
e SSC (5ml)
e SDS(25ml)

e 425 ml agua miliQ estéril

Se cortd una esquina de la bolsa y se afiadieron 15 ml de la solucion de
hibridacion para activar la hibridacion de ADN de las muestras en la membrana. Se cerro
bien para evitar fugas y se dejo en un agitador durante 10 minutos. EI proceso se hizo por
duplicado.

Se abrié una esquina de la bolsa y se afiadié la sonda marcada con el ADN ya
conocido de puma y 10 ul de esperma de salmon. Se meti6 a bafio maria durante 20 minutos
a 60 °C. Se retir0 toda la solucion de hibridacion de la bolsa y se le afiadié una nueva
solucion:

e SSC(10ml)
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e Solucion de Denhardt (2 ml)
e SDS (4 ml)
e Agua miliQ estéril (24 ml)
Posteriormente se colocd la membrana en 10 ml de solucion para su revelado
(SSC 2X).

1.2.3 Revelado con autorradiografia

Para el proceso de revelado se utilizd un cuarto oscuro para evitar que se “vele” la placa
radiogréfica. Dentro de un cassette de revelado se coloc6é una hoja de acetato, encima una
placa radiogréfica y posteriormente la membrana con el lado donde se trabajaron las
muestras haciendo contacto con la placa, y por Gltimo otro acetato.

Se dejo por 3 minutos que se transmitiera la muestra de la membrana hacia la
placa radiografica y se despejé tratando de no romper la membrana y los acetatos. La placa
se sumergié en una charola con solucion reveladora (Kodak®) durante 30 segundos,
inmediatamente se paso a otra charola con solucion fijadora (Kodak®) durante 30 segundos y
de inmediato se enjuago la placa con agua corriente, durante 15 segundos.

Para observar las manchas que guedaron en la placa se hizo a contraluz o con la

ayuda de una pantalla con luz blanca. El proceso se hizo por triplicado.

1.2.4 Hibridacién de muestras de ADN con dot blotting — radiois6topo de fosforo (*2P)
Se humedecio6 la membrana en una solucion de SSC 2X (15 ml) agitando durante 10 minutos
dentro de un recipiente.

Posteriormente se coloco la membrana en la cdmara de dot blot (BioRad®) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, se cerrd bien y se conectd la manguera de salida
con el dispositivo de la bomba de vacio conectada a su vez a un matraz con tapon horadado y
con una de sus salientes conectada hacia la camara. Las muestras se llenaron en los pozos de

la camara de la siguiente manera:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B 1 7 13 19 25 | 26

C 2 8 14 20 |27 | 28

D 3 9 15 21 X1
E 4 10 16 22 X2
F 5 11 17 23 X3
G 6 12 18 24 X4
H

Se agregaron 100 pl de solucién 1 de hibridacion (ver Anexo 1) a cada pozo para
estandarizar la cantidad de muestra. Se conectd la cAmara con la bomba de vacio y se activo
el sistema, ya que pasaron todas las muestras a través de los pozos se apagé la bomba y se
retird la membrana de la cdmara. Se introdujo en un horno de luz UV para favorecer la
hibridacién con los puentes de Timina del ADN y se puso en operacién por 2 ocasiones.
Posteriormente se dej6 secar en un papel secante a temperatura ambiente.

Se prepararon mas muestras para una nueva membrana, empleando controles de
jaguar y puma elaborados en diferentes diluciones:

1. 30 pL de ADN puro de puma (1:1).
30 pL de ADN puro de puma + 30 pL de agua miliQ estéril (1:2).
30 pL de la solucién anterior + 30 pL de agua miliQ estéril (1:4).
30 pL de la solucién anterior + 30 pL de agua miliQ estéril (1:8).
30 pL de la solucion anterior + 30 puL de agua miliQ estéril (1:16).
30 pL de la solucion anterior + 30 puL de agua miliQ estéril (1:32).
30 pL de la solucién anterior + 30 pL de agua miliQ estéril (1:64).

© N o g &~ D

30 pL de la solucién anterior + 30 pL de agua miliQ estéril (1:128).

Se les agregaron 4 pL de NaOH 0.4 My 2 uL de EDTA 0.5 M, 44 uL de solucién
SSC 2X. Se hizo lo mismo con los tubos con el ADN extraido de las muestras y
posteriormente se colocaron todos en bafio maria durante 10 minutos a 100 °C.

Posteriormente, se humedecio la membrana en 20 ml de solucion SSC 2X. Se hizo
la siguiente disposicion de muestras (se hicieron 2 repeticiones de controles y de muestras

problema):
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B 1P 4 4 8 | 8
C 2P 3 5 4 7
D 3P 2 6 3 1|6
E 4P 1 7 6 3)
F 5P 7P 8 2 2 | 4
G 6P 8P 1 7 3
H

P = muestra control de puma.

Se les agregaron 100 pL de SSC 2X a cada pozo y se repitieron los pasos que se
hicieron con la membrana anterior, hasta que queda la membrana en el papel secante.

Se prepar6 otra membrana para verificar las muestras que habian podido contener
ADN de jaguar, para ello se siguié el mismo procedimiento que se hizo con la membrana

anterior, pero en lugar de usar ADN de puma como control se empled el de jaguar como

control positivo.

Se hizo el mismo proceso de humedecimiento con la membrana para ponerla en la

camara de dot blot y se llenaron las muestras de la siguiente manera:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B 1] 7] 10 17 27
C 2] 8J 12 18 X2
D 3] 3) 14 21 X3
E 4] 6 13 22 X4
F 5] 7 15 23
G 6J 8 | 16 26
H

J = muestra control de jaguar.

--39--




2.1 RESULTADOS

2.1.1 Identificacion del depredador que dio origen a cada muestra de excreta

De una muestra de sangre de puma, se le hizo extraccion de ADN utilizando el principio del
fenol — cloroformo (Sambrook, 2001), y se corrié un gel de electroforesis para visualizar la
banda de ADN obtenida.

Figura 2. Izquierda a derecha: marcador A — Hind 111, ADN de puma.

Se le hizo extraccion de ADN a una muestra de tejido cardiaco de un jaguar el
cual se mantenia en conservacion desde hace tres afios, posteriormente en el gel de

electroforesis se visualiz6 una banda de ADN. (Figura 2).

Figura 3. De izquierda a derecha: Marcador A — Hind 111, ADN de jaguar.
Con el método de extraccion de ADN utilizando solucidn de lisis (Tiocianato de

guanidina) y cloroformo — alcohol isoamilico se obtuvieron otras bandas visibles en los geles

de agarosa al 0.8% (Figuras 3 y Figura 4).
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Figura 4. Derecha a izquierda: marcador A — Hindlll, 1, 2, 4, 5, 10, 12, 13, 14,
18, 19.

Las muestras 22, x3 y x4 expresaron bandas de ADN débilmente, mientras que la

muestra 26 fue la que presentd la banda mas conspicua (Figura 5).

Figura 5. Derecha a izquierda: marcador A — Hindlll, 21, 22, 23, 24, 25, 27,
28, x1, X2, X3, x4.

Se hizo extraccion de ADN de sangre fresca de puma, de acuerdo a las
instrucciones del kit de extraccion (Ql1Aamp DNA Mini Kit ®), y en el gel que se corrid se

observo la banda deseada (Figura 6A).

ADN TOTAL SANGRE PUMA (2 mL)

ADN |3gear sang e

I
g
R

A
Figura 6. A) Derecha a izquierda: marcador A — Hindlll,
extraccion de ADN de puma con repeticion. B) Derecha a
izquierda: marcador A — Hindlll, extraccion de ADN de jaguar
con repeticion.




Se hizo el mismo procedimiento de extraccion del kit con sangre fresca de jaguar,
y se observd en el gel la banda (Figura 6B). En ambas especies se logro extraer exitosamente
el material genético que sirvié como referencia para el resto de las pruebas.

Se cuantifico en un espectrofotdmetro la cantidad de ADN de las extracciones de
jaguar y puma, y para tener un comparativo con otro carnivoro que no fuera felino (como
control negativo) se hizo también una cuantificacion con ADN extraido de sangre de perro.
Los resultados fueron:

Puma: 0.1610 pg/ml, jaguar: 0.2072 pg/ml, perro: 0.0305 pg/ml.

Después se hizo la PCR con los primers empleados por Culver et al., (2002) para
las tres especies y se observaron las bandas de ADN en el gel a 1.5% de concentracion
(Figura 7).

Figura 7. Derecha a izquierda: marcador 123 pb, ADN puma, ADN jaguar,
ADN perro.

Se hicieron 6 diluciones (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) con muestra de ADN de
puma y agua inyectable para determinar el poder de deteccion de la PCR con diferentes
concentraciones de ADN.

Figura 8. Derecha a izquierda: marcador 123 pb, ADN puma, ADN jaguar,
ADN perro.



Como se observaron bandas en la tercera y cuarta dilucion (Figura 8) se hizo

nuevamente un gel tomando sélo las primeras cuatro diluciones.

Figura 9. Izquiera a derecha: marcador 123 pb, (1, %, Y, '/s)

En el gel se observa tefiida la banda de ADN de la primera dilucion con mayor
intensidad que las demas, para la segunda y tercera dilucion se percibe todavia la banda, pero
en la cuarta se observa ya muy disminuida (Figura 9).

Con la PCR de los primers FLPu-R, FLPu-F y las muestras 1, 2, 5, 6, 7y 9 se

obtuvo el siguiente gel de agarosa al 1.5%:

Figura 10. Izquierda a derecha: marcador 123 pb, (1, %, Y4, '/g).

En todas las muestras se alcanzan a ver las bandas de ADN, pero tefiidas
ligeramente. La muestra 9 tiene la banda un poco mas arriba que las demas, entonces fue
necesario repetir el gel para verificar que no hubiera habido algin movimiento durante la
electroforesis que desviara la banda mas arriba de lo esperado (Figura 10). Posteriormente se

contaron las cantidades de ADN de cada muestra:
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Cuadro 2. Concentracion de ADN en las muestras colectadas.

Concentracién Concentracién
Muestra Muestra

(Hg/ml) (ng/ml)

1 2.3496 2 12.9060
3 0.2263 4 0.8457
5 3.4308 6 4.6219
7 3.0508 8 0.3144
9 2.8386 10 0.7987
11 0.5047 12 1.4122
13 2.2861 14 1.5032
15 1.0713 16 1.5071
17 2.2723 18 1.2997
19 0.0045 20 0.9463
21 4.9066 22 1.8322
23 2.1725 24 1.0242
25 1.6328 26 0.2856
27 3.2691 28 4.1879
X1 1.8039 X2 0.9138
X3 1.1301 X4 0.7240

La PCR donde sélo se uso la muestra 7 y un control positivo con ADN de puma
dio el siguiente resultado en el gel de agarosa al 1.5% (Figura 11). Los primers usados fueron
el FLPu-R y FLPu-F:

H
8
&
‘8
®

Figura 11. Derecha a izquierda: marcador 100 pb, muestra 7, ADN puma
(control).

Para la PCR de las muestras 1, 2, 3, 5, 6, 9, 11, 14 y 16 se usaron los primers
L14841 y H15149 y controles positivos de jaguar y puma. Se corrio en gel de agarosa al
1.5%:



Figura 12. Derecha a izquierda: marcador 100 pb, muestras 1, 2, 3,5, 6, 9,
11, 14,16, ADN puma, ADN jaguar (controles).

En la Figura 12 se pueden observar en todas las muestras (excepto la 16) las
bandas de ADN, no se presentan a la misma altura porque después de la muestra 14 hacia la
izquierda se corrieron ligeramente hacia abajo los controles, la 24 y 16.

Para la PCR donde se usaron los primers L15926, L16007 Y H00651 se obtuvo el

siguiente gel:

Figura 13. Derecha a izquierd: marcador 100 pb, muestras 20 (sin
etiqueta), 22, 26, x1, ADN puma, ADN jaguar (controles).

Se hicieron varias combinaciones con los primers que han empleado Culver et al.,
(2002) y Kocher et al., (1989) para ver con cuales se podian amplificar mejor las muestras,
los que dieron mejores resultados fueron el FLPu-R, FLPu-F (Figura 13) y en el siguiente gel
se puede ver cada banda de ADN para las muestras 1 y 9 con el marcador 123 pb y un control

positivo de puma, por lo que se comprobd que estas muestras pertenecen a puma.
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Figura 14. Derecha a izquierda: marcador 123 pb, muestras 1, 9, ADN
puma, (control).

Se hizo una PCR de los productos anteriores de las muestras 1 y 9 para
reamplificarlos, usando los mismos primers y se distinguieron nuevamente las bandas de

ADN (Figura 14).

Figura 15. Derecha a izquierda: ler carril marcador 123 pb, 2° carril muestra
1, 3er carril muestra 9, 4° carril ADN puma, (control).

En el carril del control de puma se observo una banda de ADN mas arriba de lo
que habian estado saliendo en los geles anteriores (Figura 15).

Se hizo una PCR con los primers FLPu-F, FLPu-R y las muestras 3, 9 y 13, las
cuales se pueden ver un poco tenues las bandas de ADN de acuerdo a lo observado en el

siguiente gel:

Figura 16. Derecha a izquierda: 1er carril marcador 123 pb, 2° carril muestra 3,
3er carril muestra 9, 4° carril muestra 13.

--46- -



Se observan en las tres muestras la presencia de bandas de ADN, sobre todo la 9
salio tefiida con mayor intensidad (Figura 16), pero como no se introdujo un control para
comparar se repitio el gel con las mismas muestras. Se hizo una reamplificacion para
corroborar que si se hubieran extraido bien los ADN de cada muestra pero en ese gel ya no se

expresaron las bandas.

g, mien

Figura 17. Derecha a iqira:lr carril marcador 123 pb, muestra 1 con

ADN puma, muestra 1 con ADN jaguar, muestra 11 con ADN puma, muestra
11 con ADN jaguar, ADN pumay ADN jaguar. 13.

Se hizo una prueba con tres tubos donde se puso una PCR que incluyera ADN de
puma en las muestras y observar si habia un inhibidor que estuviera blogueando la PCR. Se
observa que solamente tifien restos de primer de la muestra, mientras que en los controles se
observan las bandas de ADN tefidas con intensidad (Figura 17), por lo tanto se comprobd

que las muestras contenian inhibidores de la polimerasa.

2.1. 2 Hibridacion con extracciones de ADN marcadas con fésforo radiactivo
En la placa revelada de la membrana de dot blot con las muestras de ADN de jaguar se pudo
observar que se lograron hibridar las muestras 8, 10, 18, 26 y x1 para jaguar, solamente se

alcanzé a ver una mancha de los 8 controles que habia de ADN de jaguar (Figura 18).

T

Control (1/1)

g

Figura 18. Placa radiografica — ADN JAGUAR hibridado con ““P.
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En la placa de la membrana para puma se alcanzan a ver mas muestras hibridadas
que con la de jaguar, incluso son mas evidentes las manchas remanentes, en este caso no se
usaron controles positivos. Las muestras que se lograron expresar con esta técnica fueron: 2,
3,4, 11, 20, 24, 25 y 28 (Figuras 19 y 20).

Figura 19. Placa radiografica— ADN PUMA hibridado con ®P.

Figura 20. Placa radiografica— ADN PUMA hibridado con 32p.
En la grafica 1 tenemos una representacion del porcentaje de muestras que se

lograron identificar solamente con extraccion y amplificacién e hibridacion de ADN con
fésforo radiactivo. Se identificaron méas excretas de puma que de jaguar con las dos técnicas.
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Gréfica 1. Porcentaje de muestras identificadas con éxito mediante PCR e
hibridacién con 3P

W Puma

O Jaguar

Al comparar por tipo de técnica, tuvo mejor poder de deteccion la hibridacion con

%2p para las muestras de jaguar que para puma (Gréafica 2).

Gréfica 2. Comparacion del nimero de muestras que fueron identificadas con
técnicas moleculares y analisis de pelo

B Con Fosforo
=
iﬂ
i, B Con PCR
ii
%
® Con ambas
técnicas y
Puma Jaguar anéIiSiS de pe|0
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Gréfica 3. Porcentaje de muestras que fueron identificadas correcta e
incorrectamente por los observadores de campo

O Muestras identificadas

0
42% erréneamente

B Muestras que si
58% correspondian a jaguar

Tal vez lo mas notable en estos resultados sea que la mayoria de comunidad que
nos auxilié en la colecta de las excretas, en realidad no parece tener la suficiente habilidad o
pericia para identificar correctamente excretas de jaguar y puma (Grafica 3), puesto que las
manejan en forma indistinta, y en el caso de que se presenten eventos de depredacion, en los
cuales estén pumas o algun otro carnivoro involucrados, podrian “culpar” erroneamente al
depredador y si deciden hacer control, en realidad no estarian resolviendo el problema y se
continuaria perjudicando la ya de por si critica situacion de las poblaciones de jaguar (Taber
etal., 1997).

3.1 DISCUSION

Existen muchos riesgos de cometer errores al hacer identificaciones en el campo de rastros
que pertenezcan a especies que tengan tamafios corporales similares, habitos alimenticios
similares y una distribucion simpatrica (Haag et al., 2009; Aranda, 1994; Rosas-Rosas et al.,
2003), como se pudo observar en los resultados mas del 50 % de las excretas de puma fueron
identificadas como de jaguar (Gréfica 3). La dificultad para diferenciar en el campo las
excretas de este tipo de especies conlleva a buscar alternativas asociadas a las muestras, como
huellas, rascaderas, rastros de depredacion de algun animal, etc., pero no siempre se cuenta
con esta informacion adicional, por lo que basar las identificaciones Unicamente en la
morfologia externa de las excretas resulta muy cuestionable, sobre todo si el criterio para

valorarlas esta basado en datos empiricos del investigador. Prugh (2005) hizo un estudio para
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comprobar la precision de los observadores para identificar excretas de coyote, obtuvo éxito
de identificacion de mas de 90%, pero si se hacen estudios sobre numero de individuos en una
zona es necesario que la precision sea de 100% en lo posible. En virtud de que los riesgos de
cometer errores de identificacion de excretas son muy altos, en este trabajo nos enfocamos a
identificar excretas de jaguar y puma por morfologia externa y posteriormente corroborarla
con la identidad genuina de los depredadores.

Farrell et al., (2000) encontraron que 55% de las muestras que colectaron en
campo, que en un principio creian que pertenecian a puma y jaguar, al practicarles el examen
de ADN identificaron que provenian de ocelote, zorra y coyote. EI mismo caso ocurrid con
(Onorato et al., 2006), quienes hicieron identificaciones de excretas de carnivoros en forma
exitosa (79%) pero reportaron que hubo también identificaciones erréneas por confusion entre
coyote y 0s0. Si se toma en cuenta que el 0so y el puma permanecen cerca del sitio donde
cazaron una presa, se espera que la deposicion de heces esté compuesta en su mayoria por
carne.

Long et al., (2007) encontrd que las excretas de los linces y coyotes fueron dificiles
o0 imposibles de distinguir a primera vista solo por morfologia, reportado también que las
excretas de mapache se asemejan mucho a las de 0so.

En la primer parte de los resultados, se describié una extraccion de ADN a partir de
tejido cardiaco de jaguar y puma, obteniéndose en sus geles de agarosa bandas con poca
intensidad (Figuras 1) o incluso ninguna (Figura 2). Estas extracciones se hicieron con los kits
de QIAGEN, que ya estan disefiados con los reactivos y cantidades necesarias para la
extraccion, pero los resultados no fueron satisfactorios posiblemente porque el tejido cardiaco
tenia 3 afios guardado en congelacion y es posible que el material genético se haya degradado.
En otras investigaciones donde se han hecho extracciones de ADN de piel, tejido y sangre de
felinos, también no siempre han obtenido resultados de todas las extracciones (Eizirik, 2001;
Scognamillo, 2003).

En los tres geles de la Figura 3 y el gel de la Figura 6 se observaron algunas bandas
muy intensas de ARN, lo cual significa que la muestra estaba ya muy degradada o con materia
organica de suelo, que comunmente contiene enzimas e inhibidores que afectan la extraccion
de ADN (Taberlet, 1996). En especial la muestra 19 fue descartada por completo porque
desde un principio se percibio que no se trataba de materia fecal sino de lodo, de cualquier
modo se le hizo el método de extraccion y se comprobd que se trataba de tierra (Figura 6),
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pero las demas muestras que tuvieron el mismo resultado si contenian restos de heces, por lo
que se buscaron métodos alternativos para aislar el ADN de los contaminantes.

La solucion de lisis a base de tiocianato de guanidina no resultd efectivo para la
extraccion y aislamiento, solamente en la muestra 1, lo cual sugirié que las muestras todavia
presentaban una alta tasa de degradacion e inhibidores.

Posteriormente se consiguieron muestras frescas de sangre de jaguar y puma, se
utilizaron los kits de QIAGEN para las extracciones y se obtuvieron buenos resultados (Figura
8A y 8B). Como las muestras no tenian mas de 1 semana, probablemente las células se
preservaron bien favoreciendo la extraccion de una buena cantidad de ADN en ambos casos,
por lo que fue posible extraer casi 2 ml de ADN con una concentracion de 0.161 pg/ml y
0.207 pg/ml para puma y jaguar, respectivamente.

Se emplearon los ADN de jaguar y puma con los oligos que Culver et al., (2002)
han ocupado para estudios sobre ecologia y dindmica de poblaciones de pumas en Arizona,
cuando se hizo la PCR se observaron los productos de la amplificacién con una baja
intensidad en los geles (Figura 9), por lo que se hicieron 6 diluciones para verificar la
concentracion minima a la que se podia visualizar en un gel los productos de la PCR,
resultando que hasta la dilucion (1/8) fue posible ver una banda de ADN en el gel (Figura 10).
Para comprobar este fendmeno se hizo nuevamente un gel de las primeras 4 diluciones y se
pudo observar que conforme se disminuian las concentraciones disminuia también la
intensidad de la banda de ADN (Figura 11).

Se midié la concentracion de ADN de cada una de las muestras en un
espectrofotometro, el resultado indicaba que habia una buena concentracion de material
genético, pero no se podia aseverar que perteneciera a jaguar 0 puma, puesto que también
podia contener ADN de las presas 0 microorganismos del suelo. Por esta razén se buscaron
otros primers que fueran especificos para jaguar y puma. Se emplearon los oligos FLPu-F y
FLPu-R disefiados por Kocher et al., (1989) y mejorados por Farrell et al., (2000) y se
obtuvieron mejores resultados en las visualizaciones de los productos de la PCR (Figura 12).
Esos primers resultaron mas convenientes para identificar exitosamente muestras muy
degradadas de jaguar y puma, presumiblemente porque los oligos se unen a fragmentos del
gene citocromo b del genoma mitocondrial, el cytb se ha reportado muy eficiente para
reproducir millones de copias a partir de un molde de ADN formado por fragmentos
pequefios. Posteriormente se puede hacer un dot blotting con marcador radiactivo para
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diferenciar muestras de ambas especies. Empleamos al igual que Mills et al., (2000) gen de
ADN mitocondrial porque da un nimero de copias mayor que los microsatélites, debido a que
el tamafio de los alelos limita los rangos interespecificos del ADN microsatélite,
potencialmente se conduciria a una transposicion en la frecuencia alélica.

Se hizo el mismo procedimiento para las demas muestras y se obtuvieron bandas
en la mayoria de ellas (Figura 13, 14 y 15), sin embargo, todavia quedaban algunas muestras
que aunque habian salido con bandas de ADN, en los geles de la PCR no se visualizaban
(Figura 16, 17 y 18).

Para verificar si las muestras podian expresar ADN de cualquiera de las dos
especies pero por razones desconocidas no se estaba visualizando la banda al momento de
hacer el gel, se mezcl6 ADN de puma y jaguar con las muestras donde se extrajo ADN, el
resultado fue que las bandas esperadas no se estaban expresando al momento de hacer la PCR,
por lo que se pudo comprobar que contenian ADNasas u otras enzimas que bloquean la
reaccién de la polimerasa (Figura 19).

Se intentd aislar el ADNmit de las muestras mediante la adicion de bolitas de
silica, como este material tiene una propiedad higroscopica se pretendia que separara las
moléculas que estaban inhibiendo el ADN buscado al iniciar la extraccién (Green et al.,
1997; Bhagavatula, 2006), pero al momento de hacer el gel tampoco se obtuvo resultado con
este método.

Por dltimo, se intentd hacer extraccion e hibridacion de ADN con is6topos
radiactivos, en este tipo de pruebas, el fésforo radiactivo *?P, tiene un poder fuerte de
sefializacion (Karp, 1998; Dale, 2002; Meisenhelder, 2007) y gracias a esta propiedad
pudimos visualizar en las placas autorradiograficas 5 muestras de jaguar que hibridaron
exitosamente y un control que estaba sin diluir (Figura 20). Para puma se hibridaron 8
muestras, incluso el poder de resolucién de las manchas fue mejor y mas evidente que para
jaguar (Figuras 21 y 22). Este resultado sugiere que aunque no se visualizan bandas de ADN
en el gel durante los primeros intentos de extraccion y amplificacion, no significa
necesariamente que la muestra no lo contenga puesto que pueden estar presentes inhibidores,
bacterias, enzimas y proteinas que bloqueen los reactivos y no permiten el desarrollo normal
de la PCR (Kohn, et al., 1999; Farrell, et al., 2000; Culver et al., 2000; Palomares, 2002;
Ruell, 2006; Bidlack, 2007) y como el *%P tiene una eficiencia muy alta para unirse a la
muestra buscada hibridada con el ADN molde. De acuerdo a los resultados de este
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experimento, la adicién de una sonda radiactiva fue un mejor método para aislar y visualizar el
ADN de la muestra problema (Irwin et al., 1991).

Por otro lado, se ha sugerido el uso de trampas de pelo como un método no
invasivo (Downey, 2006), pero Long et al., (2007) hicieron un estudio en el que compararon
este método junto con la obtencidn de excretas y en sus resultados reportaron que este método
no es muy efectivo para detectar la presencia de la especie objetivo.

Se recomienda mesura al momento de basar las identificaciones unicamente en la
morfologia externa de la excreta, puesto que encontramos que algunos de los guias de campo
no tuvieron la capacidad para identificar con precision entre excretas de puma y jaguar, Prugh
et al., (2005) hicieron un estudio en el que corroboraron la precision de 4 observadores de
campo con diferentes afios de experiencia para identificar muestras de coyote, zorra y
comadreja. Los cuatro tuvieron mas de 90% de precision para sefialar al depredador, sin
embargo, para el jaguar y el puma representa un desafio mas grande puesto que en muchas
zonas donde comparten el habitat su base de dieta es muy similar (Rabinowitz, 1986; Aranda,
1994; Nufiez et al., 2000, Novack et al., 2005; Ruiz, 2006; Rosas-Rosas et al., 2008).

Cuando se realicen estudios de dieta con excretas colectadas en el campo, con
técnicas moleculares se ha sugerido que no se realice una sola PCR para obtener resultados de
genotipificacion confiables (Taberlet, 1996), ademas de procurar de colectar las muestras lo
maés fresco posible y mantenerlas a una temperatura cercana a los -70 °C para preservar su
material genético por periodos prolongados (Bhagavatula, 2006).

No es muy recomendable el uso de pelos para identificar especies porque se
requiere gque éstos contengan el foliculo piloso y muchas veces si se obtiene el pelo a partir de
excretas al momento de lavar la muestra y separar los componentes los cabellos se maltratan y
lo pierden. Mas bien se aconseja el uso de pelos para identificar las posibles presas que haya
consumido el depredador (Konecny, 1989; Rosas-Rosas et al., 2003; 2008). Ruell (2006)
quien hizo un estudio sobre densidad, dispersion y estructura genética en lince a partir de
excretas y pelo, tuvo un éxito de genotipificacion bajo, y las causas las atribuyd a que la
estructura de los felinos es muy fina y podria contener menos ADN que otras especies con
pelo mas grueso, mientras que para las excretas tuvo mejor éxito.

El disefio de un oligo especifico para jaguar, que permita identificar con exactitud
los marcadores genéticos de ADN solo para esta especie, podra facilitar la discriminacion de
muestras que provengan de puma cuando se haga una reaccion de PCR y no se tenga que
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hacer una hibridacion con material radiactivo, y actualmente se ha estado evitando el uso de
esta técnica para no poner en riesgo la salud de los investigadores y la generacion de desechos

que requieren un tratamiento especial de eliminacién (Meisenhelder, 2007).

4.1 Conclusiones

Se comprobd que las técnicas moleculares son una herramienta Gtil para la identificacion de
excretas y que ha tomando importancia en los Gltimos afios gracias a que sus costos de
operacion han disminuido. La utilizacion de ¥ P (fosforo radiactivo) para marcar muestras con
ADN de dificil extraccion resultdé con un éxito de 50%; sin embargo, tomando en cuenta que
en condiciones ambientales extremas a las que estuvieron expuestas las muestras, como lluvias
torrenciales, temperaturas cercanas a los 40 °C o mas bajo el sol, desecacién, radiacién UV,
contaminantes y demds sustancias inhibidoras de la PCR, el nimero de muestras que se
identificaron para ambas especies fue muy satisfactorio.

Si los criterios de identificacion basados en morfologia tiene ciertas restricciones
cuando no hay sefiales asociadas, los métodos moleculares basados en secuencias de ADN han
mostrado una identificacion exitosa, constituyendo una alternativa confiable a los métodos

tradicionales.
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) CAPITULO I
ANALISIS DE LA DIETA DEL JAGUAR Y PUMA
2. 1 Introduccién
La distribucién del jaguar abarca desde Campeche, Chiapas, Yucatan y Quintana Roo en el
sureste de México hasta los Estados de Jalisco, Nayarit, Michoacan, Sinaloa y Sonora por la
costa oeste y hacia Querétaro, San Luis Potosi, Nuevo Leon, Tamaulipas y el Estado de
México (Monroy, 2008). EIl puma es el segundo felino de mayor talla en América, junto con
el jaguar, presentandose algunas zonas de distribucién en las que cohabitan simpéatricamente
(Valdez et al., 2002; Sanderson et al., 2002).

Las poblaciones de jaguar se han visto amenazadas por el impacto del hombre, por
ejemplo, se han fragmentado sus hébitats debido a la agricultura, la tala inmoderada, la
caceria furtiva y el incremento de la ganaderia. Ademas, el control no regulado de los grandes
carnivoros es comun en algunas areas debido a la depredacidn sobre el ganado domeéstico
(Leopold, 2000; NOM — 059 — SEMARNAT, 2001, CITES, IUCN).

Para poder hacer una estimacién de la calidad del habitat del jaguar, se tendrian
que determinar sus habitos alimenticios y la importancia de las especies silvestres en su dieta,
ya que, a pesar de que el habitat y las presas del jaguar pudieran parecer adecuados, es
posible que la falta de una base de presas tradicional suficiente y diversa pueda provocar
depredacion sobre el ganado doméstico (Rosas-Rosas et al., 2008). Las comunidades
humanas que se han asentado en areas que forman parte del habitat del jaguar, han provocado
involuntariamente, una competencia directa por los recursos: espacio, presas como venado
cola blanca y temazate, pecari de collar, tejon y armadillo, ademés del eventual conflicto

entre estos felinos y el ganado doméstico.

2.2 Materiales y métodos
2. 2.1 Colecta de muestras
Las excretas de jaguar y puma se colectaron durante mayo 2007 y mayo 2008 en el
Municipio de Tamasopo mediante recorridos de campo tratando de seguir las rutas
principales de los jaguares y pumas y considerando al sustrato y terreno que permitiera
visualizar las excretas. La identificacién de excretas y huellas se hizo de acuerdo a Aranda
(1994), Nufiez et al., (2000), Rosas-Rosas et al., (2003), Garla et al., (2001). También se
buscaron rastros asociados para apoyar la identificacion. La huella de un jaguar tiene el
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cojinete mas redondo y los lébulos inferiores menos conspicuos que el puma; los dedos del
puma son mas elipticos y delgados que los del jaguar. En general, el tamafio de las huellas de
un jaguar son mas grandes que las de un puma, pero esto no necesariamente se cumple
durante la identificacion de excretas ya que el tamafio de las huellas varia con la edad y el
sexo (Aranda, 1994).

Una vez colectadas las excretas éstas se depositaron en bolsas de papel de estraza,
identificAndolas con los datos del lugar, fecha, observador, hora, y tipo de habitat. Cuando las
excretas no se asociaron a rastros adicionales de la especies en estudio, se consideraron
como muestras de “felino desconocido”.

Las excretas colectadas se mantuvieron en un lugar seco y fresco hasta el
momento de su transporte al Colegio de Postgraduados Campus San Luis Potosi y
posteriormente al laboratorio de la UAM-Xochimilco en donde se conservaron a una

temperatura de -70 °C hasta el momento de los anélisis moleculares.

2. 2. 2 Andlisis macro y microscopico

Las muestras de excretas se descongelaron y fueron colocadas en un recipiente rectangular
durante 24 a 48 horas en una solucién jabonosa preparada con 3 litros de agua y 40 ml de
jabén liquido. Después se lavaron a mano utilizando dos tamices de diametro decreciente
(4.2y 3.7 mm).

Los componentes de las muestras, que incluian pelos, huesos, dientes,
mandibulas, escamas, pezufias y restos de vegetacion se separaron y guardaron en bolsas de
plastico individuales.

Se emplearon las caracteristicas macroscopicas de los restos de las muestras para
identificar las presas taxonomicamente por orden, familia, género y cuando fue posible hasta
especie.

Se compararon los pelos de las presas que aparecieron en las muestras con
laminillas de microscopio de presas ya conocidas para observar el patron medular, pieles para
ver la textura y coloracion de pelo, y esqueletos, craneos y dientes de la referencia de la
Coleccion Nacional de Mamiferos del Instituto de Biologia de la UNAM y de la del

Laboratorio de Cordados Terrestres de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del
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Instituto Politécnico Nacional asi como el uso de la guia de identificacion de mamiferos

realizada por Monroy (2003).

2. 2. 3 Célculos de frecuencia y porcentaje de ocurrencia

Para calcular la frecuencia absoluta se midié el numero de veces que aparecid un tipo de
presa en las excretas halladas, es decir, el nimero de excretas con presencia de ese tipo de
presa. La frecuencia de ocurrencia se calculé con el cociente de la frecuencia absoluta
dividida entre el nimero de excretas colectadas.

Por otra parte, los tipos de presas también fueron analizados a partir del porcentaje
de aparicién, el cual indica el porcentaje en que aparece una presa respecto al total de ellas.

El célculo de la biomasa consumida se ajusté para no subestimar la aportacion
energética de las presas pequefas y sobreestimar la de las presas grandes, por lo que se hizo
una correccion de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Y =1.98 + 0.035 x

Donde Y es el peso del alimento consumido por excreta, y x es el total de peso
vivo de la presa. Esta correccion es la reportada por Ackerman et al., (1984) quienes
hicieron un célculo de la biomasa de las presas consumidas por el puma.

El peso de las presas se tomo de acuerdo a lo reportado por Leopold (1959) para
la fauna silvestre mexicana. El kg de heces producido se refiere a los ajustes que se hacen de
la ecuacion de Ackerman (op. cit.) con los valores de los pesos de cada presa.

El resultado de la frecuencia relativa de presas encontradas en las muestras por la
produccion de heces dada por cada tipo de presa y ajustadas con los valores de Ackerman
(op. cit.) nos da una estimacién de la aportacion que da cada tipo de presa a la dieta, reflejada
por las apariciones en las heces.

La biomasa relativa es la cantidad porcentual que aporta cada tipo de presa a la
dieta de jaguar y puma, tomando en cuenta el ajuste de los valores de los pesos y la cantidad
de biomasa aportada para evitar subestimar las presas pequefias y sobreestimar las presas
grandes.

A partir de los calculos anteriores se puede hacer una estimacién del nimero de
individuos que puede tomar en un afo el jaguar y el puma en el area de estudio, con base a

todos los tipos de presas que fueron encontrados en las excretas.
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El indice de Pianka se empled para conocer el grado de superposicion
(overlapping) entre la dieta de jaguar y puma, esta informacion es atil para inferir una posible

competencia por presas entre ambas especies, como lo reportan Clemente et al. (2009).

3.1 RESULTADOS

La informacién sobre dieta obtenida de 13 excretas de jaguar sugiere que esta especie
consumid en este periodo de muestreo mas pecari de collar, tlacuache comun y coati,
presentandose en 8, 4 y 3 excretas, respectivamente (Cuadro 3.1). Mientras que hubo
consumo de otros mamiferos de mediano tamafio, como el tepezcuintle y el mapache, que

representaron menos del 10% de la frecuencia relativa en el total de las excretas de jaguar.
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Cuadro 3.1 Especies consumidas por el jaguar (Panthera onca) en el Municipio de Tamasopo, SLP, de acuerdo al andlisis de restos de
presas en excretas. N = 13

No. de Identificacion | Pecari | Odocoileus Dasypus Procyon | Cuniculus Nasua Sceloporus Mephitis Didelphis
muestra de lamuestra | tajacu | virginianus | novemcinctus lotor paca narica sp. macroura | virginiana

1 14 X X

2 18 X X

3 22 X

4 26 X X

5 X2 X X

6 5 X X

7 12 X

8 15 X X

9 16 X X

10 23 X

11 27 X X X

12 X3 X

13 X4 X X

Total 8 1 1 2 2 3 1 1 4
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Se calcularon las frecuencias y porcentaje de ocurrencias para cada tipo de presa
hallada en las excretas de jaguar (Cuadro 3.2). La frecuencia absoluta es el nimero de veces
que aparece una presa o componente en el numero total de excretas. La frecuencia de
ocurrencia es el cociente de la frecuencia absoluta entre el numero total de excretas. El
porcentaje de aparicion es el cociente de la frecuencia absoluta del componente entre la suma
de todas las apariciones, multiplicado por 100. La frecuencia relativa nos indica el porcentaje
relativo del tipo de presa que se encontrd en el total de excretas de jaguar, y el peso vivo de
la presa es el peso promedio de las presas reportado por Leopold (1959).

Cuadro 3.2 Frecuencias y porcentajes de ocurrencia de presas en las muestras de excretas
de jaguar (Panthera onca).

E : Frecuencia | Frecuencia | Porcentaje de | Frecuencia | Peso vivo
specie . o i

ocurrencia | absoluta aparicion relativa presa
Pecari tajacu 0.047 0.61 6.83 34.78 19
Odocoileus virginianus 0.006 0.07 0.85 4.34 60
Dasypus novemcinctus 0.006 0.07 0.85 4.34 4.8
Procyon lotor 0.012 0.15 1.70 8.69 5.5
Cuniculus paca 0.012 0.15 1.70 8.69 13
Nasua narica 0.018 0.23 2.56 13.04 4.87
Sceloporus sp. 0.006 0.07 0.85 4.34 0.015
Mephitis macroura 0.006 0.07 0.85 4.34 1.725
Didelphis virginiana 0.024 0.30 3.41 17.39 2.47

El pecari fue la presa que tuvo el valor mas alto en la frecuencia de ocurrencia,
absoluta y relativa, observandose también esto en el porcentaje de aparicion. La pesa de
mayor peso fue el venado cola blanca (Cuadro 3.2).

Con base a la férmula de Ackerman et al. (1984) se calcularon los kilogramos de
heces producidos por jaguar al consumir cierto tipo de presa; la frecuencia de aparicion como
el nimero de veces que apareciéo un componente en el total de presas halladas; la biomasa
relativa de las presas consumidas como la cantidad de biomasa aportada por cada tipo de
presa a la dieta del jaguar, ya corregida esta biomasa con el factor de correccion de
Ackerman; la biomasa relativa de acuerdo al peso de la presa y el nimero relativo de
individuos por cada tipo de presa que un jaguar consumiria al afio, sin embargo este resultado
se debe tratar con mesura puesto que es Unicamente una estimacion inicial de este estudio

para ir elucubrando sobre la dieta de estos felinos (Cuadro 3.3). La presa consumida en la que
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se vio reflejada la mayor cantidad de kg de heces producidos fue el venado cola blanca,

seguido por el pecari y el temazate; la frecuencia de aparicion y la biomasa relativa indican la

importancia que tuvieron cada una de las presas de acuerdo a lo que consumié cada felino,

ambos se alimentaron mas de pecari de collar y tlacuache comdn, mientras que la tercer presa

mas consumida por jaguar fue el coati (Cuadro 3. 3) y por el puma el temazate (Cuadro 3.6).

Cuadro 3. 3 Biomasa relativa y estimacion del nimero de presas individuales consumidas al
afio por jaguar.

Cantidad de

. . Biomasa NUmero
. heces Frecuencia Biomasa . :
Especie X - . relativa - peso relativo
producida | de aparicion relativa individ
(Kg) presa individuos
Pecari tajacu 2.64 92 39.64 2.08 11.54
Odocoileus virginianus 4.08 17.73 7.64 0.12 0.70
Dasypus novemcinctus 2.14 9.33 4.02 0.83 4.63
Procyon lotor 2.17 18.89 8.14 1.48 8.18
Cuniculus paca 2.43 21.17 9.12 0.70 3.88
Nasua narica 2.15 28.04 12.08 2.48 13.73
Sceloporus sp. 0.015 0.06 0.02 1.87 10.36
Mephitis macroura 2.04 8.87 3.82 2.21 12.26
Didelphis virginiana 2.06 35.93 15.48 6.26 34.68

Se hicieron los mismos célculos de los cuadros anteriores para el puma, basados

en los resultados obtenidos al analizar todas las excretas que pertenecieron a esta especie y a

los restos de las presas encontradas (Cuadro 3.4, 3.5y 3.6).
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Cuadro 3. 4. Especies consumidas por el puma (Puma concolor) en el Municipio de Tamasopo, SLP, de acuerdo al anélisis de restos de

presas en las excretas N = 18.

No. de |Identificacion | Mazama | Pecari | Odocoileus| Dasypus |Procyon Sylvilagus | Nasua | Mephitis | Didelphis | Philander Potos
muestra | de la muestra | temama | tajacu |virginianus | novemcinctus | lotor | Capra sp. |floridanus | narica | macroura |virginiana| opossum flavus

1 1 X

2 2 X X

3 3 X X X

4 4 X X

S 9 X X

6 11 X X

7 20 X X

8 24 X

9 25 X

10 28 X

11 x1 X X

12 6 X

13 7 X X X

14 8 X

15 10 X X

16 13 X

17 17 X

18 21 X X

Total 3 12 1 1 2 2 1 1 1 4 1 1
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Cuadro 3. 5. Frecuencias y porcentajes de ocurrencia de presas en las muestras de puma (Puma

concolor)
. Frecuencia | Frecuencia | Porcentaje de | Frecuencia | Peso vivo presa
Especie . . .

ocurrencia | absoluta aparicion relativa (Kg)
Mazama temama 0.0093 0.16 1.38 10.0 12
Odocoileus
virginianus 0.0031 0.055 0.46 3.33 60
Dasypus novemcinctus |  0.0031 0.055 0.46 3.33 4.8
Procyon lotor 0.0062 0.11 0.92 6.67 55
Capra sp. 0.0062 0.11 0.92 6.67 8
Sylvilagus floridanus 0.0031 0.055 0.46 3.33 1.35
Nasua narica 0.0031 0.055 0.46 3.33 4.87
Mephitis macroura 0.0031 0.055 0.46 3.33 1.72
Didelphis virginiana 0.0123 0.22 1.85 13.33 2.47
Philander opossum 0.0031 0.055 0.46 3.33 1.2
Potos flavus 0.0031 0.055 0.46 3.33 4.5

Cuadro 3. 6. Biomasa relativa y estimacion del nimero de presas individuales consumidas al afio

por puma.
Cantidad de . .
. . Biomasa Ndmero
. heces Frecuencia | Biomasa . .
Especie . " . relativa - relativo de
producida |de aparicion | relativa L
(Kg) peso presa | individuos
Mazama temama 2.4 24 10.50 0.87 4.87
Pecari tajacu 2.64 105.8 46.32 2.43 13.58
Odocoileus virginianus 4.08 13.6 5.95 0.09 0.55
Dasypus novemcinctus 2.14 7.16 3.13 0.65 3.63
Procyon lotor 2.17 14.48 6.34 1.15 6.42
Capra sp. 2.26 15.06 6.59 0.82 4.59
Sylvilagus floridanus 2.02 6.75 2.95 2.19 12.21
Nasua narica 2.15 7.16 3.13 0.64 3.59
Mephitis macroura 2.04 6.80 2.97 1.72 9.61
Didelphis virginiana 2.06 27.55 12.06 4.88 27.21
Philander opossum 2.02 6.74 2.95 2.45 13.70
Potos flavus 2.13 7.12 3.11 0.69 3.86
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Se hizo una estimacién para conocer el grado de superposicion que hubo en las
dietas de jaguar y puma de acuerdo al numero de excretas colectadas de ambas especies. Para

ello se empled una ecuacion de Pianka (1973) descrita mas adelante (Cuadro 3.7).

Cuadro 3. 7 Calculo de superposicion de la dieta para jaguar y puma en Tamasopo, SLP.

2

2

Presas P q P*q P q
Mazama temama 4.87 0 0 23.71 0
Pecari tajacu 13.58 11.54 156.71 184.41 133.17
Odocoileus
virginianus 0.55 0.7 0.38 0.30 0.49
Procyon lotor 6.42 8.18 52.51 41.21 66.91
Capra sp. 1.81 0 0 3.28 0
Sylvilagus
floridanus 12.21 0 0 149.08 0
Nasua narica 3.59 13.73 49.29 12.88 188.51
Mephitis macroura 9.61 12.26 117.81 92.35 150.30
Didelphis virginiana | 27.21 34.68 943.64 740.38 1202.70
Philander oposum 13.7 0 0 187.69 0
Potos flavus 3.86 0 0 14.89 0
Cuniculus paca 0 3.88 0 0 15.05
Sceloporus sp. 0 10.36 0 0 107.32

p: Estimacion del nimero relativo de individuos consumidos por el puma.
g: Estimacion del namero relativo de individuos consumidos por el jaguar.

La superposicién de la dieta se calculé con uno de los indices de Pianka (1973) de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

O= X pidi
Vypi Yai

Donde O es el indice de la superposicion (Overlapping), p es el nimero relativo de
individuos consumidos por el puma, q es el nimero relativo de individuos consumidos por el

jaguar.
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Suma Suma Suma Cocien;e Raiz indice de Porcentaje de

p*q p? 9 p>*q Pianka superposicion de la
dieta de jaguar y
puma
132036 145023  1864.48 2703940  1644.36 0.803 80.29%

Las presas compartidas por el jaguar y el puma en la zona de Tamasopo fueron el
pecari de collar, venado cola blanca, mapache, coati, zorrillo y tlacuache. Las presas mas
importantes en orden de aparicion fueron pecari de collar, tlacuache y zorrillo. Las especies que
fueron consumidas unicamente por el puma fueron temazate, conejo, tlacuache de cuatro 0jos,
chivo y martucha, mientras que para el jaguar se encontraron lagartija y tuza real.

De acuerdo al indice de Pianka, la dieta que tienen el jaguar y el puma en la zona de
estudio tienen un alto grado de superposicion (80.29%), por el nimero de excretas colectadas en
el estudio (N = 31, 2007 y 2008) y aunque la muestra es pequefia, el analisis conducido sugiere
que podria existir una importante superposicién en la dieta de ambos felinos, sin embargo debe
tomarse el presente como un estudio piloto y que sirva como base de una colecta mayor de
muestras para poder probar esta hipotesis.

4.1 DISCUSION

Las especies de carnivoros con tamafios corporales similares se espera que usen la misma base
de presas, puesto que tenderian a comer presas de tamafios parecidos (Emmons, 1987; Taber et
al., 1997; Nufez et al., 2000; Polisar et al., 2002; Scognamillo, 2003; Novack, 2005; Salesa,
2006; Donadio, 2006). La superposicion de las dietas en el presente estudio hace suponer que
existe competencia, 0 bien que se sigan estrategias de alimentacion que mitiguen dicha
competencia mediante la separacién ecoldgica de la dieta basada en diferentes horarios, tamafios
de presas, y sitios distintos, tal y como ocurre con leones y leopardos en Africa, (Patterson,
2004).
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Cuando llegan a presentarse competencias interespecificas, las especies de mayor
talla pueden ejercer fuertes presiones de seleccidn, causando potencialmente el desplazamiento
de la otra especie (Donadio, 2006). Esta situacion se observé en una investigacion donde los
jaguares seleccionaron los pecaries de collar adultos y el puma depred6 mas juveniles y presas de
menor tamafio. Esto se ha visto también en areas tropicales, donde hay presas de gran tamafio, el
puma no las toma tal vez porque las caracteristicas del habitat hacen que no estén muy
disponibles (decreciendo las probabilidades de un encuentro) o por el favor de la seleccion
natural a pumas de menor tamafio que se adapten mas al terreno, lo cual también los haria méas
aptos para la explotacion de presas mas pequefias (Palmeira, 2008).

El tamafio del area de actividad (home range) estd correlacionado con la
disponibilidad de alimento, es decir, si ésta aumenta los individuos seran capaces de adquirir
suficientes nutrientes para sobrevivir y reproducirse en un area mas pequefia, maximizando la
eficiencia de energia. La masa corporal puede influir en el tamafio del home range debido a que
los individuos de mayor tamafio necesitan areas mas grandes para cubrir sus necesidades
metabdlicas. Benson et al., (2006) hicieron un estudio con lince donde probaron que los machos
reducen el tamafio del area de actividad y sus areas nucleo, en respuesta al incremento de la
densidad poblacional de sus presas, notando que la disponibilidad de alimento también influyd
en el uso del espacio.

Los depredadores pueden limitar el nimero de presas pero no siempre las presas estan
restringidas por la depredacion (Wegge, 2008). El alimento para el puma puede ser en ocasiones
una clara limitante durante algunas estaciones del afio bajo condiciones extremas. Aparentemente
hay una elusién entre jaguar y puma aunque sus areas de actividad se superpongan. Para que dos
0 mas especies coexistan bajo la misma base de presas se da una separacion espacio-temporal—
alimentaria en la que algunas veces cazan en diferentes zonas, a diferentes horas y presas de
diferentes tamafos (Polisar et al., 2002).

En nuestros resultados se observo que el puma tuvo mayor amplitud en los tipos de
presas que componen su dieta, lo cual podria sugerir que tiene mas plasticidad para adaptarse a la
disponibilidad de presas aun cuando éstas no sean de su preferencia. Aungue nuestro tamario de

muestra pudiera pensarse que fue pequefia (N = 31), mostrd indicios sobre el tipo de dieta que
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tienen, y al no haber densidades altas de individuos (Avila, 2009), el nimero de excretas en la
zona no puede ser alto, por lo que se sugeriria, para darle mas robustez a los resultados, se
incremente el periodo de muestreo a varios afos, asi también se podria hacer una comparacién de
las presas halladas entre afios y entre estaciones (Rosas-Rosas et al., 2003).

En otro estudio, se observd que el puma también caza aguties y zorros, pero difiere
con la dieta del ocelote en Isla de Barro Colorado, Brasil en que el primero depredo especies mas
grandes, tales como paca, temazate y pecari de collar (Moreno, 2006), lo cual también podria ser
una evidencia de la separacion ecoldgica de presas que han reportado varios autores (Polisar et
al., 2002; Scognamillo, 2003; Novack, 2005; Salesa, 2006; Donadio, 2006). Iriarte (1990) con
base en sus hallazgos, reportd que el puma puede cazar selectivamente con diferencias en el
comportamiento depredador a través de su area de actividad, dependiendo de la disponibilidad
local de las presas y su vulnerabilidad.

El jaguar y el puma comen en general mamiferos de tamafio mediano a grande, pero
en algunos estudios se ha visto que el jaguar prefiere el pecari y el puma consume mas venado
cola blanca (Aranda, 1996; Moreno, 2006). También en el leopardo se ha visto que consume
mas, el impala, pero no se encontr6 una correlacion positiva entre la depredacion y la abundancia
de esta especie (Hayward, 2006). Y lo mismo ocurri6é con el tigre de Bengala, Bagchi (2003),
quien estimd que el tigre mostro preferencia para depredar chital, sambar y cerdo salvaje. Esto
nos puede dar indicios de la importancia que tiene la disponibilidad de presas como un factor
determinante del tipo de dieta del jaguar, puesto que Garla et al., (2001) obtuvieron como su
presa mas consumida el pecari de labios blancos (Tayassu pecari) en la Reserva Forestal de
Linhares, Brasil. En esta region no se encuentra distribuido el venado cola blanca, pero si el
armadillo, que al igual que en México es la segunda presa preferida por el jaguar (Aranda, 1993)

El incremento observado en el consumo de pecari en la Reserva de Cockscomb en Belice se
ha encontrado relacionado a la prohibicion de la caza en la region a partir de la creacion de la
reserva. Sunquist et al., (1995) sugirieron que la dominancia de presas pequefias en las dietas
encontradas por Rabinowitz (1986) puede ser atribuida a la remocién que han hecho los

pobladores tanto para subsistencia como para trofeo. La supervivencia de los jaguares y pumas
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depende de la existencia de suficientes presas, por lo que la extincion de ellas amenazaria
severamente la viabilidad de las poblaciones de estos dos felinos.

Scognamillo et al., (2003) reportaron selectividad en los jaguares y pumas de los
Ilanos venezolanos, sus resultados indicaron que el jaguar mostré preferencia hacia especies que
le suministraban una mayor ganancia de energia.

Emmons (1987) dice que es poco probable que una sola excreta represente un solo dia
de ingesta, puesto que hay partes de las presas con diferente grado de digestibilidad, hay
diferentes tiempos de retencién en el tracto digestivo, por lo que las presas seran excretadas en
diferentes dias. Las presas mas grandes, como el venado y el capibara podrian representar
aproximadamente el 75% de lo consumido, mientras que presas mas pequefias se consumen casi
en su totalidad. Este autor encontré que en su area de estudio, Cocha Cashu, los reptiles fueron
un componente importante en la dieta del ocelote y jaguar. El pecari fue tomado con preferencia,
sugiriendo que las poblaciones de pecari sean mas vulnerables a la depredacion, o el jaguar lo
busca méas. El puma no mostré esta preferencia por el pecari, sus presas mas importantes fueron
aguti y paca. Si el porcentaje de ocurrencia de la presa encontrada en las excretas no esta
corregido a la biomasa consumida, habra una sobreestimacion relativa de las presas pequefias en
la dieta debido a que se producirian mas excretas por unidad de peso de la presa consumida
respecto a presas grandes. Por tanto, la frecuencia de ocurrencia de diferentes tipos de presa en
las excretas podria no representar el nimero relativo de presa consumidas, por lo que se emplea
la biomasa consumida, que provee una representacion mas precisa de la dieta mas que el
porcentaje y frecuencia de ocurrencia (Nufiez et al., 2000; Wegge, 2008).

Las muestras frescas de excrementos en zonas tropicales son frecuentemente
destruidas en unas horas cuando es época de lluvia y/o por escarabajos del estiércol y abejas
trigonidas, por lo que es sumamente necesario cuando se hacen este tipo de estudios de analisis
de dieta, colectar las excretas lo mas pronto posible para evitar que se pierdan datos importantes
sobre la alimentacion que estén llevando a cabo los animales estudiados (Emmons, 1987; Garla,
2001). Para ello, se ha recomendado el uso de perros rastreadores, pues han resultado un apoyo
importante para incrementar hasta 3 veces el nUmero de muestras colectadas con una precision

de mas de 80%, segun lo reportado por Long et al., (2007).
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Durante este estudio y de 31 excretas colectadas, solo se observaron rastros de animal
doméstico en 2 excretas, lo cual nos podria indicar que la zona no presenta mucha perturbacion
de las poblaciones de presas naturales y probablemente las muertes sean causadas por otros
carnivoros, como coyotes o perros ferales, o bien, por manejos inadecuados del ganado (Rosas-
Rosas et al., 2008). También hay que considerar que el numero de excretas es limitado y tal vez
pueda ser la causa de la falta de evidencia de restos de ganado, el cual es comunmente
mencionado por los pobladores de la region, como depredado por jaguares y/o pumas en la
region. Es recomendable continuar con estos estudios y colectar mas excretas para poder
determinar si el ganado es presa ocasional o estacional del jaguar o el puma en esta region. Si los
becerros son presas mas detectables que las presas silvestres de tamafio mediano para los pumas
y jaguares durante el resto del afio y si la gente de la comunidad no tiene cuidado en el manejo
del ganado, son escenarios ideales para que se de depredacion no solamente por felinos sino por

otros carnivoros.

6. 1 CONCLUSIONES
Los felinos americanos méas grandes, el jaguar y el puma, han sido objeto de diferentes
amenazas provocadas en forma directa o indirecta por actividades humanas (fragmentacion y
pérdida de habitat, caceria furtiva, persecucion por ganaderos) a lo largo de su rango de
distribucion en México. En los analisis practicados a las muestras de excretas colectadas de
mayo de 2007 a mayo de 2008 en el Municipio de Tamasopo, SLP los jaguares no presentaron
consumo de ganado, mientras que en las de pumas sélo se encontraron rastros en 2 de 18
excretas.
De las 31 excretas colectadas (18 de puma y 13 de jaguar), el nimero de presas fue
de 9 especies para el jaguar y 12 para el puma, sobresaliendo el pecari de collar, tlacuache y
coati para ambos depredadores. En el area de estudio es probable que las poblaciones de las
presas mas consumidas se encuentren en una disponibilidad adecuada para jaguares y pumas,
no obstante la poblacion humana tradicionalmente usa la fauna como una fuente de alimento.

Por tal razén, es conveniente realizar talleres donde se impartan platicas de educacién ambiental
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a la comunidad en general, a los propietarios de ganado capacitarlos para mejorar sus
estrategias de manejo y asi evitar eventos de depredacion a ganado doméstico. Es ineludible
recalcar en las platicas de educacion ambiental la importancia de manejar, conservar y coexistir
con ambos felinos considerados especies sombrilla que al conservarlos, simultaneamente
conservamos a las especies que coexisten con ellos.

La resistencia a disturbios humanos varia entre los felinos, aunque el jaguar es una
especie mas sensible a tales amenazas humanas, por lo que para que sus poblaciones
permanezcan se requieren esfuerzos de conservacion urgentes en diferentes areas, donde los
corredores bioldgicos se privilegien para promover el flujo genético entre las poblaciones que

ocurren en México y en Centroamérica.
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6. 1 RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

En virtud de los bosques tropicales y templados en México desaparecen a una tasa alarmante,
aunado al incremento de tierras agricolas, matorrales y pastos para ganado, se requiere
implementar actividades econdmicas alternativas para los pobladores rurales que no
necesariamente impliquen la sobre explotacion de los recursos naturales, tales alternativas
pudieran incluir al ecoturismo, el desarrollo de practicas de manejo de habitat para el
incremento de las poblaciones presa, entre otras.

Hay algunas especies de fauna mexicana que pueden persistir a pesar de la reduccion
sustancial de la cobertura de su habitat, pero estas reducciones afectan a otros mamiferos y
aves, como se ha visto con el cambio en el uso del suelo, lo cual modifica las condiciones del
habitat para mamiferos y en especial a los amenazados. Los habitats propicios para la fauna
silvestre se han venido perdiendo de forma mas rapida desde la década de los noventas (Fuller
et al., 2006).

Algunos estudios, como el de Rosas-Rosas et al. (2008), indican que la mayoria de
las depredaciones de jaguar a ganado ocurrié durante la época de secas, en habitats riberefios
con una cobertura termal especifica, forraje abundante y agua permanente, lo cual pareciera ser
el escenario ideal para que el depredador tenga el componente cobertura de acecho y escape

ideal. Bajo estas condiciones ambientales y de habitat particulares, se recomienda no conducir
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acciones de pastoreo doméstico a menos que este pastoreo se complemente con practicas de
mejoramiento de habitat especificas, como seria el distribuir aguajes y sales en areas abiertas y
de alta visibilidad a favor de las especies domésticas.

Seria conveniente realizar programas de manejo en la comunidad para que la gente
establezca temporadas de veda, permitiendo que las poblaciones de presas incrementen y
posteriormente puedan hacer un uso sustentable de estos recursos, sin perjudicar la
disponibilidad de presas para los felinos.

Para obtener una mayor precision en la definicion de la composicion de dieta del
jaguar y puma y para conocer otros aspectos relacionados con la reproduccion y presencia de
parasitos en el area de estudio, se requiere incrementar los esfuerzos de muestreo para recabar
el mayor nimero de excretas oportunamente. Los métodos no invasivos se han convertido en el
mejor aliado de la investigacion con especies elusivas, cripticas o de habitos que dificultan su
estudio, por lo cual también se ha sugerido el uso de perros rastreadores en la colecta de
excretas.

La identificacion molecular de depredadores a partir de muestras de pelo y heces
colectadas en el sitio de muerte es muy préactica y ha venido tomando mucho auge, sobre todo
porque el costo de estos analisis inicialmente era inaccesible para la mayoria de los paises, pero
con el paso del tiempo, se han ido economizando. El uso de identificaciones moleculares puede
estar restringido a instancias donde la evidencia de campo es cuestionable o dificil de
interpretar, por lo que la coalescencia de estos promovera decisiones de manejo mas eficaces,
especialmente cuando se trata de depredacion donde se involucran carnivoros en peligro de
extincién o amenazados. Ademas, el uso de métodos moleculares puede proveer informacion
adicional acerca de la poblacién, por ejemplo, la identificacion a nivel individual, el grado de
parentesco, la diversidad genética, la cual puede ser valorable para el disefio de estrategias de
conservacion y si se quiere ver la viabilidad en términos de variacion genética que
potencialmente tenga una poblacidn, seria de suma importancia cuando se trata de poblaciones
fragmentadas que tienen tamafios pequefios (DeYoung, 2005).

Por altimo y no menos importante, es imprescindible crear una buena comunicacion

con los habitantes de las comunidades que son los que realmente conviven con la fauna
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silvestre, para que en el momento que detecten una posible depredacién al ganado, se les pueda
orientar sobre las caracteristicas particulares que tienen los patrones de depredacion de cada

felino, asi se evitaria los deseos de eliminar a los felinos que ocurren en sus regiones.
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ANEXO |

Glosario

1.

ADN: acido desoxirribonucleico. Es la molécula que contiene la informacion genética usada
en el desarrollo y el funcionamiento de los organismos vivos conocidos y de algunos virus,
siendo el responsable de su transmision hereditaria.

Citocromo b: gene mitocondrial con participacion activa en la cadena respiratoria. Su fécil
obtencion como marcador universal para muchos mamiferos se ha extendido en los Gltimos
afios en muestras con alta degradacion.

Desnaturalizacién: para el caso del ADN, es la separacion de la doble hélice, que ocurre
porque los enlaces o puentes de hidrégeno se rompen.

Dot blotting: técnica que permite la deteccion de una secuencia de ADN en una muestra de
acido nucleico. Se realiza una hibridacion con una sonda de acido nucleico marcada de
alglin modo (ya sea con radiactividad o con un compuesto quimico). Dicha hibridacion se
realiza tras la transferencia del ADN a una membrana de filtro.

Electroforesis: es una técnica para la separacion de moléculas segin la movilidad de éstas
en un campo eléctrico. La separacion puede realizarse sobre la superficie hidratada a través
de una matriz porosa (electroforesis en gel). Dependiendo de la técnica que se use, la
separacion obedece en distinta medida a la carga eléctrica de las moléculas y a su masa.
Foton: es la particula portadora de todas las formas de radiacion electromagnética,
incluyendo a los rayos gamma, los rayos X, la luz ultravioleta, la luz visible, la luz
infrarroja, las microondas, y las ondas de radio.

Fragmentos de lectura: es una porcién del genoma de un organismo, la cual contiene una
secuencia de bases que podria potencialmente codificar para una proteina.

Gene: es una secuencia lineal organizada de nucle6tidos en la molécula de ADN o ARN,
que contiene la informacion necesaria para la sintesis de una macromolécula con funcion
celular especifica.

Hibridacion: es un proceso por el cual se combinan dos cadenas de acidos nucleicos
antiparalelas y con secuencia de bases complementarias, en una Unica molécula de doble

cadena que toma la estructura de doble hélice.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Intrén: es una region del ADN que debe ser eliminada del transcrito primario de ARN, a
diferencia de los exones que son regiones que codifican para una determinada proteina
Is6topo radiactivo: son variantes de un elemento que difieren en el nimero de neutrones
que poseen. La diferencia de los radiois6topos es que su nucleo atémico tiene radiactividad.
El nucleo emite una radiacion para compensar la diferencia de neutrones y protones.
Locus/Loci: es una posicion fija sobre un cromosoma, como la posicion de un gen o de un
marcador genético. Loci es el plural.

Mitocondria: organelo celular encargado principalmente de la respiracién de la célula;
posee su propio genoma.

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). es una técnica
de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento
de ADN particular, partiendo de un minimo que es usado como plataforma o molde.
Primer: es una secuencia corta de acido nucleico que contiene un grupo 3'hidroxilo libre
que forma pares de bases con una hebra complementaria y actia como punto de inicio para
la adicion de nucledtidos con el fin de copiar la hebra molde.

Taq polimerasa: enzima producida por la bacteria termofila (Thermus aquaticus)

ampliamente utilizada por sus propiedades de termorresistencia en las reacciones de PCR.

Preparacion de las soluciones (Capitulo I)

Solucioén de buffer TAE (50X):
e TRIS (24.2 q)
e Acido acético glacial (5.71 ml)
e EDTA0.5 M (10 ml)

Solucién TE:
e 10 mM Tris
e 1 mMEDTA

Solucién SDS:
e Sulfato dodecil de sodio
e AguamiliQ

Solucién de Tiocianato de guanidina:
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e Solucion de lisis5 M
e 2% sarcosil
e Chp20ml

Solucién de Denhardt para la hibridacion:
e Polivinilpirrolidona
e Ficol
e Suero albumina de bovino

SSC (2X):
e Cloruro de sodio: 17.5 g

¢ Citrato de sodio: 8.82 ¢
e Agua miliQ: 73.68 ml

Gel agarosa:
e Agarosa (gramaje de acuerdo a la concentracion).

e Solucidn de buffer TAE (1X).

Solucién de la prehibridacion:
e 1mMEDTA
e 0.25 M Na;HPO,, pH 7.2

Solucién de la hibridacién:
e 1 mMEDTA
e 40 mM Na,HPO,
e 5% SDS

Solucidon de “lavado” de membrana después de la hibridacion:

e I1mMMEDTA
e 40 mM NayHPO4
e 1% SDS
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ANEXO Il

Fotografias representativas de los pelos de presas y depredador hallados en las excretas. A la izquierda esta el nimero de
identificacion de cada excreta y a la derecha los diferentes tipos de pelos observados y en algunos casos, fotografias en
microscopio estereoscopico de otros restos (placas dseas, pezufias o garras).
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