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Resumen

El género Tamandua se encuentra conformado por dos especies de hormigueros, ambas con
distribucion en Colombia. Tamandua mexicana se encuentra en el noroccidente del pais, y T.
tetradactyla en el suroriente. Sin embargo, existe una zona de simpatria en el oriente de la
Cordillera Central, colindando con la Amazonia y los Llanos Orientales, extendiéndose hacia el
norte en la Cordillera Oriental, en donde se han encontrado individuos con fenotipos intermedios,
que han sido clasificados como T. mexicana, a pesar de no tener el fenotipo completo de esta
especie. En este estudio se realizo una caracterizacion genética de algunos individuos del género
Tamandua, mediante una reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud y un analisis
bayesiano, a partir de los marcadores mitocondriales ARN ribosomal 16S (ARNr 16S), Citocromo
Oxidasa | (COIl), y la Region Hipervariable de la Mitocondria I. Los resultados evidencian una
diferenciacion genética entre los individuos de T. mexicana y T. tetradactyla, lo cual soporta la
existencia de dos especies para el género; los individuos con el fenotipo intermedio no muestran
ninguna tendencia a formar un clado aislado dentro del grupo de T. mexicana. Estos resultados son
consistentes con la clasificacion taxonomica actual del género.

Palabras clave: fenotipo intermedio, hibridacion, marcadores mitocondriales, Tamandua mexicana,
Tamandua tetradactyla

Abstract

The genus Tamandua is made up of two species of anteaters, both with distribution in Colombia;
Tamandua mexicana in the trans-Andean region and Tamandua tetradactyla in the Cisandina region,
there being a sympatry zone in the center of the country, where individuals with intermediate
phenotypes have been found, classified as Tamandua mexicana, despite not having the complete
phenotype of this species. In this study, a genetic characterization of some individuals of the
genus Tamandua was carried out, through a phylogenetic reconstruction by maximum likelihood
and a Bayesian analysis, based on the mitochondrial markers Ribosomal RNA 16S (rRNA 16S),
Cytochrome Oxidase | (COIl), and the Hypervariable Region | of Mitochondria. The results show a
genetic differentiation between the individuals of T. mexicana and T. tetradactyla, which supports
the existence of two species for the genus, individuals with the intermediate phenotype do not
show any tendency to form an isolated clade within the group of T. mexicana. These results are
consistent with the current taxonomic classification of the genus, and do not support any further
evolutionary process.
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INTRODUCCION

El superorden Xenarthra (Gardner, 2008) esta
compuesto por los érdenes Cingulata (armadillos)
y Pilosa. Pilosa a su vez contiene a los subérdenes
Folivora (perezosos) y Vermilingua (hormigueros),
este ultimo con Myrmecophagidae como la tnica
familia que conforma el suborden, con los géneros
Cyclopes, Myrmecophaga y Tamandua. El género
Tamandua estd conformado por las especies T.
mezxicana (Saussure, 1860) y T. tetradactyla
(Linnaeus, 1758).

Ambas son especies comunes y de amplia
distribucion: T. mexicana se distribuye desde el
sur de México hasta el noroeste de Pert y noroeste
de Venezuela, desde cero a 2700 m s. n. m. (Rojano
& Plese, 2016); T. tetradactyla ocurre en el este
de los Andes desde Colombia, Venezuela, Trinidad
y las Guyanas (Guyana Francesa, Guyana y
Surinam), y en el sur hasta el norte de Uruguay y
de Argentina, desde los cero a los 1600 m s. n. m.
(Hayssen, 2011).

Estas dos especies se diferencian principalmente
por su distribucion, considerandose T. mezxicana
de Centroamérica y T. tetradactyla de Suramérica
(Hayssen, 2011), aunque en algunas zonas de
Colombia, ambas ocurren en simpatria (Navarrete
& Ortega, 2011). Morfolégicamente, su principal

Alzate-Velazquez et al.

diferencia es que T. mezicana presenta un patron
de “chaleco negro” en el dorso, los flancos y el
vientre, contra un fondo amarillo palido (figura
1), mientras que T. tetradactyla presenta una
coloracién uniforme amarillo palido o dorado, sin
el patrén de “chaleco”, o negra uniforme (Rojano
& Plese, 2016). Sin embargo, se han reportado
morfotipos, considerados subespecies de T.
tetradactyla que presentan una coloracién negra
dorsal, como es el caso de T. tetradactyla quichua
(Thomas, 1927) y T. tetradactyla nigra (Geoffroy
St.-Hilaire, 1803), distribuidas en Pera (Rojano et
al., 2014). Otras diferencias morfologicas son: el
tamano de las orejas, que miden entre 40 y 46 mm
(milimetros) en T. mexicana, y entre 50 y 54 mm en
T. tetradactyla, ademas de algunas caracteristicas
craneales, como la forma del agujero infraorbital y
el nimero de agujeros orbitarios (Hayssen, 2011).

En Colombia, T. mexicana se distribuye en el norte,
centro y occidente; T. tetradactyla se encuentra en
el suroriente del pais. Las zonas de simpatria para
estas especies se encuentran en el centro del pais,
finalizando la regién Andina, en los departamentos
de Huila, Cundinamarca, Caldas, Quindio y Valle
del Cauca. Adicionalmente, se han encontrado
individuos con un fenotipo intermedio en su patréon
de coloracion, el cual hace dificil su identificacion
taxonOmica como alguna de las especies de
Tamandua (Alzate-Gaviria et al., 2016; T. Plese,
comunicacién personal, 2019). Este fenotipo

Figura 1. Individuo de Tamandua mexicana con fenotipo comun.
Fotografia: Tinka Plese, Fundacion AIUNAU, Colombia.
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consiste en una coloracién jaspeada-amarillenta del
patrén de chaleco; en ocasiones sélo se presenta la
forma del chaleco en la base de la piel, y el pelaje
es amarillento (figura 2). Esto sugiere que puede
estar ocurriendo un fenémeno de hibridacién entre
las dos especies de Tamandua, que los individuos
con fenotipos intermedios pertenecen a una especie
no descrita previamente, o que en realidad solo
existe una especie para el género (Katiehutchin,
2021). En Colombia, la mayoria de los estudios
que se realizan con tamandtas tienen que ver con
su dieta o ectoparésitos (Alzate-Gaviria et al.,
2016), también se han realizado estudios genéticos
dentro de la familia Myrmecophagidae (Ruiz-
Garcia, 2021), y recientemente se publicé en Brasil
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un estudio de la variacién en la coloracién dentro
del género (Cotts et al., 2023).

En este sentido, es necesario ampliar el estado
de conocimiento de estas especies, dado que es
indispensable contar con informacién certera sobre
el estado actual de las poblaciones, ya que los
esfuerzos de conservacién se pueden ver afectados
por falta de informaciéon (DeSalle & Amato,
2004). Asi, el propésito de este estudio fue realizar
un andlisis filogenético de algunos individuos
provenientes de poblaciones colombianas del género
Tamandua, para contribuir en su caracterizacion
taxondmica, y asi ampliar el estado de conocimiento
en torno a ellas.

Figura 2. Individuo de Tamandua sp. con fenotipo intermedio.
Fotografia: Tinka Plese, Fundacion AIUNAU, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

El cubrimiento geografico del estudio se tomé a
nivel departamental, ya que no se conté con la
ubicacién precisa o georreferenciada del origen
de los individuos muestreados (figura 3). Se
analizaron un total de 24 muestras, distribuidas
de la siguiente manera: 22 pertenecian a T.
mexicana (de las cuales, cinco presentaban un
fenotipo intermedio) y 2 a T. tetradactyla. En
cuanto a su procedencia, cinco de ellas fueron
suministradas por las Colecciones Biolégicas de
la Universidad CES (CBUCES)-sub coleccién de
tejidos animales; 17 por la fundacién ATUNAU,
derivadas de animales rescatados en diferentes
partes del territorio de Colombia con procedencia
conocida; y dos muestras fueron muestreadas en
el bioparque Los Ocarros. De estas 24 muestras,

22 provenian de hisopados bucales y dos de
miusculo. El muestreo de mucosa oral fue realizado
por personal experimentado. Este procedimiento
consistié en introducir un aplicador estéril en la
boca del animal en ayunas, permitiendo que lo
masticara (Gallina & Lépez, 2011; Moscoso et al.,
2021), procurando tener el minimo contacto con el
individuo. Las muestras de musculo se obtuvieron
de animales que fallecieron durante el proceso de
rehabilitacion.

Para la realizacion de este estudio, se cont6 con el
permiso del Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de los Animales — CICUA de la Universidad
CES, ademas del Permiso Marco de Recoleccion
de Especimenes de las Colecciones Bioldgicas de la
Universidad CES — CBUCES, otorgado mediante
la Resolucién de la Autoridad Nacional de
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Figura 3. Mapa de procedencia departamental de las muestras de Tamandua sp. utilizadas para este

estudio.

Licencias Ambientales — ANLA No. 0790 de 2014,
modificada por la Resolucién No. 01510 de 2021.

Las muestras provenientes de la fundacién
ATUNAU y Dbioparque Los Ocarros fueron
sometidas a un proceso de extraccién de ADN
mediante el kit de purificacion de ADN gendémico
GeneJET™ (cat. K0722) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El material
genético de las muestras de las colecciones biologicas
CBUCES ya se habia extraido anteriormente,
utilizando el kit de purificaciéon GeneJETTM vy
PrepFilerTM (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).

Posteriormente, se determiné la cantidad y pureza
del material genético a través de espectrofotometria
utilizando un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA). Las muestras a las que se
realizé6 un proceso de extraccién de ADN para
este proyecto, fueron ingresadas a las colecciones
biolégicas CBUCES.

Después, las muestras se amplificaron de manera
especifica para los genes COI y ARNr 16S, ademés
de la region hipervariable de la mitocondria (HVI,
del inglés Hypervariable Region I of Mitochondria).
Para esto se realizé un diseno de cebadores in

silico utilizando el programa Primer3 version
4.1.0 (Koressaar et al., 2018; Untergasser et al.,
2012). La estandarizacién de la temperatura de
hibridaciéon para cada cebador se llevd a cabo
mediante un gradiente de PCR, utilizando una
temperatura entre 50 °C y 60 °C. A través de una
verificacion por electroforesis en gel de agarosa
al 1,5%, se identificé la temperatura que produjo
la mayor cantidad de producto amplificado, la
cual se utilizé en todos los ensayos de PCR. Este
proceso de estandarizacién se realiz6 de manera
independiente para cada uno de los marcadores. La
temperatura de hibridacién y demas condiciones
de los cebadores se muestran en la tabla 1.

Respecto a las condiciones de amplificacion, para
todos los ensayos se utilizaron 35 ciclos térmicos,
con una fase de desnaturalizacién inicial a 95 °C
durante dos minutos, seguida por una fase de
desnaturalizacién a 95 °C durante 30 segundos; la
fase de extensién fue a 72 °C durante un minuto y
la extension final a 72 °C durante diez minutos. La
temperatura de hibridacion fue especifica para cada
gen y se muestra en la tabla 1. La concentracion
de ADN utilizada en todos los ensayos de PCR fue
de 5 a 10 ng/uL.

La amplificacion por PCR se verificé a través de
electroforesis en gel de agarosa a una concentracion
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Tabla 1. Condiciones fisicoquimicas de los cebadores disefados para la amplificacion de los

marcadores seleccionados para este estudio.

Condiciones de cebadores disefiados para PCR

Nombre secuencia cebador ampicon % G.c - Meridacién
(pb) (pb)
T16S-F  ACCTTTCTCTCCACgCACAAGT 20 50 59,77
T165-R  ggCTCTCTSCCACCTTAACAAA 20 S 50 60,25
TCOI-F  CCCggggTAAGCTTAACCTACTACTACTC 24 50 58,89
TCOI-R  CTCAAACGATAAAgCCCAAg 20 1.000 45 57,52
THVI-F TTCCgACCACACTAAgCCAACT 20 50 59,73
THVI-R  CCATAGCTgAgTCATaCAACCATAGCTgAGTCGATGCAA 20 €10 50 59,97

pb: pares de bases; %G-C: porcentaje de guanina-citosina; T. hibridacion (°C): temperatura de hibridacion en grados centigrados.

de 1,5% y con un marcador de peso molecular de
100 pb.

Los genes fueron secuenciados por la empresa
MACROGEN (Seul, Corea del Sur), mediante
la metodologia de Sanger (Sanger et al., 1977).
Se utilizaron controles positivos y negativos para
todos los ensayos de PCR. Para el control positivo,
se utiliz6 la muestra TS012 (7. mexicana TOLIMA
2), ya que habia sido exitosa su amplificacién en
todos los ensayos de gradiente de PCR, por lo que
se estandarizé como muestra control. Esto permitio
comparar y verificar la eficiencia de la amplificacion
en las deméas muestras. Para el control negativo,
se utilizaron todos los componentes de la PCR
sin una secuencia blanco, lo cual serviria para

detectar posibles contaminaciones en los reactivos
0 muestras.

Paraelanélisisdelosdatosgenéticos,serealizaronlos
alineamientos para cada gen usando los parametros
del algoritmo MAFFT (Katoh & Standley, 2013).
Luego, se obtuvo una matriz concatenada con los
tres alineamientos con el programa Mesquite®
(Maddison & Maddison 2021). Mediante el
criterio de informacién bayesiano (Nei & Kumar
et al., 2000; Tamura et al., 2021), se seleccioné el
modelo de sustitucion nucleotidica para cada uno
de los alineamientos. Por ultimo, se hicieron las
reconstrucciones filogenéticas usando el método de
maxima verosimilitud por el algoritmo RaxML y
mediante el método de inferencia bayesiana, ambos

Figura 4. Resultado de electroforesis en geles de agarosa al 1,5% para visualizar la amplificacion por PCR
de los marcadores mitocondriales ARNr 16S, COIl y HVI. M: marcador de peso molecular de 100 pb. C+:

control positivo. C-: control negativo.
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Tabla 2. Resultados de cada muestra de los procesos de extraccion de ADN y los ensayos de PCR para

los marcadores rRNA 16S, COl y HVI

Resultados de ensayos de PCR para extractos de ADN
Codigo | Codigo Coleccion | | ocalidad Resultado Resultado ensayo PCR
muestra CBUCES extraccion ADN rRNA 16S col HVI
TS001 CBUCESL1004 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TS003 CBUCESL1006 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TS004 CBUCESL1007 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TS005 CBUCESL1008 Choco Positivo Positivo Positivo Positivo
TS008 CBUCESL1011 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TS009 CBUCESL1012 Tolima Positivo Positivo Positivo Positivo
TS012 CBUCESL1015 Tolima Positivo Positivo Positivo Positivo
TS011-2 CBUCESL1014 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TS013 CBUCESL1016 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TSO014 CBUCESL1017 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TS015 CBUCESL1018 Huila Positivo Positivo Positivo Positivo
TSO016 CBUCESL1019 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TS017 CBUCESL1020 Antioquia Positivo Positivo Positivo Positivo
TS018 CBUCESL1021 Atlantic Positivo Positivo Positivo Positivo
HGJOO08 CBUCESHGJO008 Santander No aplica Positivo Positivo Positivo
HGJ009 CBUCESHGJ009 Santander No aplica Positivo Positivo Positivo
MGJO034 | CBUCESMGJ034 Tolima No aplica Positivo Positivo Positivo
MGJO035 CBUCESMGJ035 Atlantic No aplica Positivo Positivo Positivo
NO1 CBUCESL1024 Cauca Positivo Positivo Positivo Positivo
NO2 CBUCESL1022 Goal Positivo Positivo Positivo Positivo
NO3 CBUCESL1023 Goal Positivo Positivo Positivo Positivo
TS002 CBUCESL1005 Tolima Positivo Negativo Negativo Negativo
TS010 CBUCESL1013 Quindio Positivo Negativo Negativo Positivo
HGJ004 CBUCESHGJ004 Santander No aplica Negativo Negativo Negativo

Las muestras HGJ008, HGJ009, MGJ034 y MGJ035 no fueron sometidas a extraccion de ADN en este estudio, pues dicho proceso ya

se habia realizado previamente.

implementados en el portal CIPRES versiéon 3,3
(Miller et al., 2010).

RESULTADOS

El proceso de extraccion de ADN fue exitoso
para las 19 muestras de hisopados bucales.
Considerando que ya se disponia de cinco muestras
previamente sometidas a extraccién, se contd con
un total de 24 ADN para los ensayos por PCR.
Después de realizar la electroforesis para verificar
la amplificacién por PCR. de los marcadores ARNr
16S, COI y HVI, se descartaron tres muestras

debido a que no se logrdé la amplificacién para
algunos de los genes (Tabla 2). Los demés productos
amplificados fueron del tamano esperado (figura 4).
El mejor modelo de sustitucion nucleotidica
para el marcador ARNr 16S fue HKY (modelo
propuesto por Hasegawa, Kishino y Yano), con un
valor de CIB (Criterio de Informacién Bayesiano)
de 2490,53; para los genes COI y HVI, el mejor
modelo fue HKY+I (HKY + sitios invariantes),
con un CIB de 2210,35 para ambos.

Los arboles por méaxima verosimilitud y bayes
arrojaron resultados similares (figuras 5 y 6).
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Figura 5. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud con soportes de Bootstrap. Los taxones
marcados con color rojo fueron reportados como individuos con fenotipo intermedio o posibles hibridos.

Ambos recuperan dos principales grupos, uno
compuesto por los ejemplares de T. mezxicana
y el otro por los de T. tetradactyla. También se
muestra una diferenciaciéon entre el ejemplar de
T. mezicana nombrado como ANTIOQUIA 2 y
los deméas de esta especie. No se evidencia una
agrupacién clara entre los taxones dentro del
grupo de T. mezicana.

Las secuencias de nuclebtidos se publicaron en el
banco genético GenBank con los ntimeros de acceso

que van desde PP929896 hasta PP929914, desde
PP930407 hasta PP930423, y desde PP946328
hasta PP946345.

DISCUSION

El uso de marcadores moleculares en la genética
de la conservacion ha permitido la realizacién
de estudios para evaluar el grado de aislamiento
genético entre especies (Ripperger et al., 2012);
ademés de que sirven tanto para reconocer las

Figura 6. Reconstruccion filogenética por inferencia bayesiana. Los taxones marcados con color rojo
fueron reportados como individuos con fenotipo intermedio o posibles hibridos.
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regiones de procedencia de individuos rescatados,
como para considerar su aplicacion en la
reintroduccién de los mismos (Ruiz-Garcia et al.,
2009).

Las filogenias obtenidas mediante este estudio
muestran una clara diferenciaciéon entre T.
mexicana y T. tetradactyla, lo cual soporta la
taxonomia actual del género (figuras 5 y 6). Sin
embargo, en el afio 2021, se publicé un estudio
mitogendémico realizado en Myrmecophagidae,
con el fin de resolver el nimero de taxones dentro
de la familia (Ruiz-Garcia et al., 2021), para lo
cual, se analizaron 74 muestras de Tamandua sp.,
provenientes de especimenes de varios paises de
Centroamérica y Suramérica. En este estudio, la
longitud de las secuencias de ADN mitocondrial fue
de 16.543 pb, donde se detectaron tres haplogrupos
para el género Tamandua, todos entremezclados
con ejemplares tanto de 7. mexicana como de T.
tetradactyla, lo que sugiere que sélo se deberia
considerar una especie dentro del género (Ruiz-
Garcia et al., 2021). Es importante resaltar que
los individuos que se encuentran entremezclados,
por los cuales se sugiere que solo debe considerarse
una especie para el género, tienen una distribucion
correspondiente a una zona potencialmente
simpéatrica, por lo cual pudo darse una mala
identificacién del ejemplar, por lo que no hay
evidencia suficiente para afirmar que solo existe una
especie. Ademas, cabe resaltar que, a diferencia de
Ruiz-Garcia et al. (2021), quienes usaron el genoma
mitocondrial completo y tuvieron un mayor
cubrimiento geografico, en esta investigacion sélo
se analizaron tres marcadores (COI, 16S y HVI),
y se utilizaron muestras inicamente de Colombia,
con diferentes metodologias de analisis que generan
diferencia en los hallazgos.

Con los presentes resultados, no hay evidencias
de estructuracion genética en las poblaciones
colombianas de T. mexicana, pues se muestra
una politomia, la cual no es clara en cuanto a la
agrupacién de los taxones. Lo anterior, puede ser
debido a los procesos de liberacién de fauna, dado
que en muchas ocasiones los centros de atencién a
la fauna silvestre (CAV) realizan reintroduccion de
individuos en poblaciones naturales, pero no en la
misma zona de donde provienen, lo cual influye en
las poblaciones generando mezcla entre ellas como
consecuencia de la actividad antrépica.

Alzate-Velazquez et al.

Los ejemplares de Huila, Tolima, y el nombrado
como Antioquia 6, presentaron un fenotipo
intermedio en el patrén de coloracién de “chaleco”,
pero no se evidencié una tendencia de estos
individuos a agruparse (figuras 5 y 6), por lo que
se puede inferir que el fenotipo descrito no tiene
la suficiente resolucién para indicar un proceso de
especiacion, y que esto es una variacion fenotipica
dentro de T. mezicana. En concordancia con estos
resultados, Ruiz-Garcia et al. (2021) concluyeron
que los patrones de coloraciéon en las especies de
Tamandua, ademés del tamafio del cuerpo y de
otras caracteristicas morfologicas, pueden ser
variables entre las poblaciones, por lo tanto, no
tienen valor filogeografico o sistematico.

Para futuros estudios, se recomienda la inclusion de
marcadores nucleares, la ampliacién del muestreo
y la identificacién mas precisa del origen de los
individuos. Esto podria proporcionar indicios sobre
las tendencias microevolutivas de estas especies a
nivel de poblacion.
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