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CONTEXTO

El ADN proveniente de la dieta, presente en las heces de las aves, proporciona una herramienta no invasiva
para el estudio de la dieta de las aves marinas (e.g.Deagle et al. 2007, Bowser et al. 2013, Jarman et al. 2013,
Mclnnes et al. 2016b). EI metabarcoding de ADN alimenticio utiliza una secuenciacion de alto rendimiento de
regiones pequefias de ADN y altamente variables que sobreviven a la digestion para identificar el alimento
consumido (Pompanon et al. 2012). Esto puede implicar la identificacion de una determinada especie de
alimento a través del uso de marcadores de la especie especificos (Jarman and Wilson 2004); alimentos dentro
de un grupo taxondmico por medio de marcadores de grupo especificos (Jarman et al. 2004, Murray et al. 2011,
Zeale et al. 2011); los taxa de todos los alimentos utilizando marcadores universales para metazoos (O'Rorke et
al. 2012, Jarman et al. 2013); o una combinacién de los métodos anteriores (Deagle et al. 2009, Bowser et al.
2013). Sin embargo, para caracterizar la dieta por completo se requieren marcadores “universales” capaces de
amplificar el ADN de cualquier grupo tréfico (King et al. 2008, Jarman et al. 2013).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) de los metazoos universales amplifica
los primers de ADN eucariota pero también amplifica, inevitablemente, ADN no deseado de elementos que no
provienen de la dieta (Deagle et al. 2009, O'Rorke et al. 2012). El origen del ADN no deseado dentro de las
heces puede provenir del ave del que se ha tomado la muestra, sus parasitos, su flora intestinal, o de la
contaminacion de organismos externos como los insectos y la vegetacion. Estas fuentes de ADN pueden
dominar las secuencias amplificadas de una muestra, lo cual reduce la efectividad de deteccion de ADN
proveniente de alimentos. Por lo tanto, se debe aumentar el tamafio de las muestras para abordar los
interrogantes de un estudio, lo que incrementa los costos de procesamiento. En algunos casos, se puede reducir
la amplificacion de ADN no deseado por medio de un primer que bloguee la amplificacién de ciertos tipos de
ADN, como el ADN del ave que defeca (O'Rorke et al. 2012). Sin embargo, el desarrollo de estos primers es un
reto ya que los mismos pueden bloquear inadvertidamente ciertas secuencias de alimentos. El uso de estos
primers puede volverse mas complejo en presencia de mas de un grupo de ADN no deseado.

Estos protocolos de recoleccion fecal optimizados fueron desarrollados para mejorar la calidad y cantidad de
informacion sobre la dieta que se obtiene de las muestras fecales. Estos protocolos se desarrollaron utilizando
albatros timido (Thalassarche cauta) para proporcionar una base para futuros disefios experimentales, permitir
la recoleccién de muestras de la dieta de alta calidad y reducir la amplificacion de ADN no deseado. Para méas
detalles, ver Mcinnes et al. (2016a).
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CONSIDERACIONES PREVIAS AL MUESTREO

Para que el proyecto sea exitoso es imprescindible planear los estudios de metabarcoding de ADN alimenticio
antes de recolectar las muestras. Los investigadores deben considerar qué aspectos de la dieta desean analizar
y enfocarse en aquellas muestras fecales que les sirvan para ese propdsito. Esto incluye la seleccion de
marcadores, los cambios estacionales, el ayuno y la edad de las aves.

El marcador ideal serd aquel que responda la pregunta cientifica. Los marcadores grupo especificos pueden
proporcionar una alta resolucion taxonémica de presas dentro de un grupo (e.g. cefalépodos); sin embargo, solo
detectaran ese grupo de presas (Deagle et al. 2009, Bowser et al. 2013). Un grupo de primers universales para
metazoos permitira la identificacion de todos los principales grupos de presas, pero con una baja resolucion
taxondmica (Deagle et al. 2009, Jarman et al. 2013, Mclnnes et al. 2016b). En caso de elegir un marcador
universal para metazoos, se requerird un mayor cuidado en el campo para reducir la recoleccién de ADN no
perteneciente a la dieta.

Si bien el analisis de ADN alimenticio es una excelente herramienta para identificar la dieta a nivel poblacional,
la identificacidén de la dieta de individuos usando este método debe realizarse con precaucion. El tiempo de
digestion suele ser desconocido y, segun la duracion de los viajes de alimentacién, las heces pueden no estar
directamente relacionadas con la comida anterior.

FACTORES QUE AFECTAN EL EXITO DE LAS MUESTRAS

Frescura de la muestra

Las muestras frescas tomadas cuando se observa al ave defecar proporcionan una mayor cantidad de ADN
alimenticio que las muestras secas (Mclnnes et al. 2016a). Las heces secas pueden haber estado mas
expuestas a contaminacion externa, en particular a hongos, y es probable que el ADN dentro de las heces se
degrade al estar expuesto a rayos UV (Oehm et al. 2011). Las heces recientes que aun estaban humedas, pero
de las cuales se desconoce el momento de defecacion, tuvieron resultados inconsistentes. Las muestras
recientes tuvieron un menor éxito de amplificacion que las muestras frescas. Sin embargo, en aquellas muestras
recientes que se amplificaron, la proporcién de ADN alimenticio que se detect6 no fue significativamente menor
que el de las muestras frescas. Por lo tanto, el uso de heces aln himedas puede brindar informacién de la
dieta, pero se requeririan muestras mas grandes. Confiar en pequefias cantidades de ADN puede disminuir la
calidad de la informacion (Murray et al. 2015).

En caso de que la investigacion utilice marcadores alimenticios de grupos especificos, el ADN alimenticio se
puede detectar por mas tiempo. Por ejemplo, en el caso de la comeja negra (Corvus corone) se pudo detectar
ADN alimenticio por hasta cinco dias cuando la muestra estuvo protegida de los rayos UV y de la lluvia (68% de
éxito), sin embargo, esto se redujo de forma drastica cuando se dejaron las heces en zonas expuestas (17,5%
de éxito) (Oehm et al. 2011). Del mismo modo, en las heces del leén marino de Steller (Eumetopias jubatus) el
ADN de las presas se pudo detectar por hasta cinco dias en algunas muestras que utilizaban marcadores de
grupo especificos (Deagle et al. 2005).

Superficie de recoleccion

Las colonias de aves marinas suelen estar rodeadas de vegetacion y tierra, las cuales causan contaminacion de
otras fuentes de ADN a través de la vegetacion u organismos unicelulares en la tierra. Por lo tanto, la superficie
en la que se encuentran las muestras puede afectar la cantidad de ADN alimenticio que se obtiene. Las
superficies que contienen otras fuentes de ADN, tales como plantas o tierra, aumentaran el riesgo de
contaminacion en las heces (Mclnnes et al. 2016a). Al recolectar muestras en superficies rocosas o de hielo, se
puede detectar mas ADN alimenticio. Si obtiene muestras en la tierra 0 zonas de vegetacion, asegurese de
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minimizar la recoleccion de tierra o plantas. Tenga precaucion al recoger muestras en colonias con diferentes
especies de aves, en particular cuando una especie pueda ser presa de otra. Por ejemplo, si se conoce que el
ave objeto de estudio se alimenta de carrofia y tiene crias en zonas donde hay pingtinos y focas, asegurese de
no obtener ADN contaminado.

Fase de cria

La deteccion de ADN alimenticio en muestras fecales a lo largo de la temporada esta estrechamente
relacionado al ayuno (Mclnnes et al. 2016a). Mientras que en los largos periodos de ayuno durante la
incubacion hay baja deteccion de ADN alimenticio en las heces, la deteccion de ADN alimenticio puede ser
mucho mas alta durante la cria de pichones. Esto puede estar relacionado con los viajes de alimentacion mas
cortos y frecuentes que se realizan en esta fase. En los periodos de ayuno, el ADN no deseado estuvo
dominado por endoparasitos y ADN aviar. De acuerdo con el propdsito de la investigacidn, intente recoger las
muestras lo antes posible desde la alimentacién del ave. Durante la incubacion, enféquese en aves que hayan
regresado a la colonia en menos de un dia. Esto puede implicar la observacion de aves que hayan regresado a
la colonia recientemente o marcar un ave en el nido para vigilar el tiempo de incubacion y saber cuando se
produce el cambio con la pareja. También se detectd menos ADN alimenticio en muestras de aves no
reproductivas presentes en la colonia, lo que se atribuye a que hayan pasado mas tiempo en la colonia y en
ayuno.

Fase de desarrollo

Recolectar muestras de aves jovenes puede generar problemas para el andlisis de ADN alimenticio ya que se
detectan menos alimento en las heces (Mclnnes et al. 2016a). Debido a que las aves se alimentan por medio de
la regurgitacidn, los alimentos pueden estar parcialmente digeridos antes de llegar al pichén. A raiz de esto, los
procesos digestivos pueden degradar el ADN alimenticio en las muestras fecales de los pichones de forma
excesiva. Ademas, se presume que el ADN de los padres puede haberse transferido durante la regurgitacion, lo
cual puede causar que aumente la cantidad de ADN del ave y que se reduzca el ADN alimenticio de forma
proporcional. Es posible utilizar un primer que bloquee el ADN del ave y asi aumentar la cantidad de ADN
alimenticio que se detecte en las heces de los pichones, pero es necesario tener cuidado de que el primer no
bloquee otros vertebrados como, por ejemplo, peces.

Las muestras fecales de pichones mayores permitieron detectar un nivel mas alto de ADN alimenticio que las
muestras de pichones mas jovenes (Mclnnes et al. 2016a), lo que puede reflejar mayores ingestas de alimento o
una reduccion de aceite estomacal. Este liquido aceitoso puede constituir hasta un 80% de la masa de la
muestra en los estdmagos de algunos albatros (Thompson 1992). En el caso del albatros timido, hay una mayor
masa de liquido aceitoso en los pichones mas jovenes que en los mas viejos (Hedd & Gales 2001), lo que
puede diluir el ADN alimenticio.

El metabarcoding de ADN proporciona una valiosa herramienta dietaria para identificar las presas en las heces
de los depredadores. Este método puede proporcionar una amplia fuente de informacion dietaria sobre varios
taxa o resoluciones especificas de especies de determinados grupos de presas. Otros tipos de andlisis fecales
favorecen la identificacion de presas con partes duras que permanecen en el estémago pero sobreestiman la
posibilidad de identificar las presas con partes blandas, lo cual no sucede en el andlisis de ADN. Se pueden
recolectar muestras durante todas las etapas de cria y fases del ciclo vital siempre que se pueda tener acceso a
las heces (Bowser et al. 2013). Sin embargo, como se ha mencionado en este articulo, se debe tener
precaucion durante algunas fases y edades de la cria. Este método resulta ideal para evaluar la dieta de
especies sensibles ya que no requiere manipulacién de las aves. Sin embargo, no permite evaluar la edad de
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las presas, su clase de tamafio y masa. Adicionalmente, las heces deben estar disponibles por lo que este
método no es factible a la hora de determinar la dieta de aves que, al no estar en cria, se encuentran lejos de la
costa. En la actualidad, este método no esta comercialmente disponible (2016), aunque hay varios institutos de
investigacion que lo utilizan y se espera que se comercialice en el futuro a medida que aumente la demanda.

METODOS DE RECOLECCION

Equipamiento de campo

= Ampolla de 2ml con 70-80% de Etanol

= Sorbete, espatula pequefia o pinzas

= Marcador permanente

= Kimwipes™/pafiuelos

=  Bolsa de plastico para recoger pafiuelos sucios
= Cuadernoy lapiz

Tamaio de la muestra

Cuando se utilizan marcadores universales para metazoos, el éxito promedio de las muestras recolectadas al
azar puede llegar a ser tan bajo como un 15%, aun estando frescas. Al seguir estas instrucciones, el éxito de las
muestras fue de entre 50 y 60%. Este indice de éxito es solo una guia y puede resultar util para determinar el
tamafio de las muestras que se requieren para lograr el numero de datos deseados. En las colonias grandes,
generalmente se puede obtener diez muestras de heces frescas por persona cada hora. En algunas fases como
en la incubacion, el nimero de muestras puede ser menor.

Recoleccion de muestras

Siéntese en el borde de la colonia y espere a que el ave defeque. Esto puede tomar bastante tiempo, pero sera
mas rapido para quienes conozcan los comportamientos de las aves. Hay diferentes comportamientos previos a
la defecacién. Por ejemplo, que el ave se pare y se sacuda para ponerse de cara al viento antes de inclinarse
ligeramente hacia adelante para defecar y luego mover la cola. Algunas veces escucharé al ave defecar asi que
busque rapidamente al ave que esté sacudiendo su cola y, siguiendo la direccién de la misma, usted podra
encontrar las heces. En los casos donde no pueda observar a los petreles porque utilizan madrigueras, puede
recolectar heces frescas poniendo un papel fuera de las mismas.

Una vez localizada la muestra, recoja una pequefia porcion de la parte oscura de las heces que no contiene
4cido urico utilizando las pinzas o un sorbete de plastico. Tan solo se requiere una porcidn pequefia (de 30 a
50uL. o el equivalente a medio frijol). Las heces de las aves marinas se encuentran bien mezcladas, pero si la
muestra fecal es grande, tome una pequefia porcion de diferentes partes de la misma para asegurarse de que
sea una muestra representativa. Evite el liquido blanco ya que es principalmente urea y no contiene ADN
alimenticio. Guarde la muestra en la ampolla etiquetada con un 70-80% de etanol. Cierre bien la tapa y sacuda
la muestra para asegurarse de que el ADN se mezcle y se preserve bien. Limpie la espatula o las pinzas cada
vez que recoja una muestra utilizando los Kimwipes™ o un pafiuelo, o utilice pinzas nuevas para cada muestra y
desinféctelas al final del dia.

Almacenamiento

Una vez que ha recolectado las muestras, evite el contacto directo de las mismas con la luz del sol e intente
mantenerlas en un lugar fresco para evitar cualquier degradacién. Si bien el etanol puede mantener las
muestras en periodos cortos, para periodos mas largos, guardelas en el congelador a -20°C o en lo posible a -
80°C.
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Watch video at https:/www.youtube.com/watch?v=CQ 6bUX91ls

Evite la urea liquida blanca y concéntrese en las partes oscuras de las heces

RECOMENDACIONES

= Recoja muestras frescas de aves que hayan sido observadas al defecar. Si esto no es posible, intente
recoger Unicamente muestras que aun estén himedas, es decir, muestras recientes.

= Con la ayuda de un sorbete, una espatula o pinzas recoja una pequefia cantidad de la parte oscura de
las heces evitando el liquido blanco, el cual es principalmente urea y no contiene ADN alimenticio.

= Coloque la muestra dentro de una ampolla de 2ml con 70-80% de etanol.
= Asegure la tapa y sacuda la ampolla para mezclar las heces con el etanol.
= Limpie la espatula o las pinzas después de cada muestra.

= Considere los comportamientos estacionales y la ecologia alimentaria del animal en estudio antes de
recolectar las muestras.

= Tenga en cuenta el tipo de superficie en que se encuentran las heces, ya que la contaminacién de la
superficie puede dominar las sefiales de ADN alimenticio. En lo posible recoja heces de superficies con
fuentes minimas de ADN contaminado como rocas y hielo. Si recoge muestras de tierra o vegetacion,
intente minimizar la recoleccion de materiales extrafios y registre la superficie (y especies cuando
corresponda) para verificar y validar los resultados.

= Recoja muestras de aves que posiblemente se hayan alimentado recientemente. Por ejemplo, evite las
aves que estan en ayuno por la incubacion o por defender sus nidos o territorios.

= Durante la incubacion, concéntrese en aves que hayan regresado a la colonia dentro de las Ultimas 24
horas.

= Recolectar muestras de pichones jovenes puede ser problematico debido a que los padres les
transfieren ADN degradado o grandes cantidades de ADN aviar. Busque heces de aves adultas o
pichones mas viejos.

= Si puede recoger muestras solo una vez y el momento en la temporada o el grupo de edad no son el
tema central de su investigacion, enféquese en periodos en los que haya viajes de alimentacién mas
cortos y en las aves en época de cria.

= Recoger muestras de heces por la mafiana puede reducir la degradacion de ADN a causa de los rayos
uv.

= En caso de que se utilicen varios sitios de estudio, sea consistente con el momento y los protocolos de
recoleccién en cada sitio.
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