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RESUMEN

El Huemul, Hippocamelus bisulcus, es una ciervo endémico de
Sudameérica, solo habita la region andino-patagénica de Chile y Argentina.
Actualmente es considerado uno de los cérvidos neotropicales mas
amenazados y se encuentra catalogado por UICN en peligro critico de
extincion debido a que ha sufrido una marcada reduccién, tanto en sus

numeros poblacionales como en su rango de distribucién original.

La fragmentacién de las poblaciones por pérdida de habitat y el
aislamiento, son algunos de los factores mas importantes que afecta a la
especie, y probablemente han incidido en la pérdida de variabilidad genética

del Huemul.

Con el objetivo de estudiar a nivel genético la especie se analizaron
secuencias de ADN con marcadores moleculares de ADN mitocondrial, los
cuales son de gran utilidad para determinar la estructura genética de las
poblaciones y analizar los niveles de variacion interpoblacional e

intrapoblacional que auln retiene la especie.

A partir de esto, se determinaron 3 haplotipos para la region D-/oop para
los ejemplares de Argentina en un total de 7 muestras analizadas. Se
incluyeron en el estudio 3 haplotipos de distintas poblaciones de Chile, a

modo de poder efectuar un analisis interpoblacional para la especie.
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Los resultados obtenidos revelaron una baja diversidad genética y una
discreta estructuracién entre las poblaciones de Chile y Argentina sugiriendo
que no existiria flujo génico entre ellas. Una evaluacién mas amplia que
incluya mayor cantidad de secuencias permitira establecer si la limitada

variabilidad encontrada es una caracteristica general de esta especie.

Variabilidad genética de Hippocamelus bisulcus, Molina 1782 6




2. INTRODUCCION

El Huemul, Hippocamelus bisulcus (Molina 1782) es un cérvido endémico
de Sudamérica que habita los bosques andino-patagdénicos de Argentina vy
Chile. Huemul es el nombre comuin que se usa actualmente para este ciervo,

el cual procede de la lengua Araucana (también llamado “yeqchal”’ o “jegel”)

(Cabrera & Yepes, 1960).

2.1 Caracteristicas de la especie

Los Huemules tienen apariencia robusta, sus miembros son fuertes vy
relativamente cortos indicando su adaptacién a los ambientes montanosos. El
pelaje, que muda dos veces al afho, es pardo, grueso, neumatico (posee aire
en su interior) y algo oleoso, permitiéndole nadar con facilidad las frias aguas
de lagos, rios y arroyos, ademas de ser un excelente abrigo para las bajas
temperaturas y los fuertes vientos. El ciervo Huemul presenta dimorfismo
sexual, solo los ejemplares machos exhiben una marcada mancha color negro
en su rostro en forma de Y, variando su intensidad en distintas épocas del
ano. Ademas poseen un par de astas bifurcadas que pueden tener diferente
longitud dependiendo basicamente de su nutricién y edad, las astas alcanzan
un tamafo maximo de 30 cm (Fig.1). Su peso ronda entre los 40 y 100 Kg.

(Diaz & Smith - Flueck, 2000).
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La nutricion de esta especie es variada, se alimenta principalmente de
arbustos, hierbas y brotes de arboles, como también de liquenes, que
encuentra entre las rocas en los altos montafnosos. Viven en pequenos grupos
de dos a tres animales; estos grupos estan constituidos por una hembra
(Fig.2), y sus crias, y también hay ejemplares solitarios (Diaz & Smith - Flueck,
2000). A diferencia de otros ciervos, las crias de Huemul no presentan

manchas al momento de su nacimiento (Vidal, 2010).

Figura 1. Ejemplar macho de Hippocamelus bisulcus

Tomada de www.arkive.org
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http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquen

Figura 2. Ejemplar hembra, Hippocamelus bisulcus.

Tomada de www.rodrigoverdugo.cl
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PATAGONIE
Terre du Fou

Mapa antiguo de la Patagonia (Said, 2011)

2.2 Distribucion

En Chile, la distribucion original del Huemul, antes de la colonizacién
Europea, abarcaba desde los 34° S hasta el Estrecho de Magallanes (Osgood,
1943). Actualmente, las poblaciones de Huemules se encuentran reducidas a
un pequeno nucleo ubicado en los Nevados de Chillan (36° S) y las Regiones
de Aysén y Magallanes (43° a 54° S). Ademas se encuentran en la Provincia de
Nuble, Lago Cochrane y en la Reserva Nacional Torres del Paine. La

distribucion actual sélo representa un 50 % de la original (Drouilly, 1983).

En Argentina, la distribucion de la especie también se ha restringido en
forma significativa. Hasta comienzos del siglo XX incluia la franja boscosa
cordillerana y los ambientes esteparios y ecotonales subandinos (Diaz &

Smith - Flueck, 2000). Actualmente, el extremo septentrional de Ila
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distribucion del Huemul en Argentina parece encontrarse en el Parque
Nacional Nahuel Huapi (40° 30' S). Los registros actuales mas australes se
localizan en la zona central del Parque Nacional Los Glaciares (49° 54'S)

(Smith-Flueck & Flueck, 1995; Serret, 1992).

En la actualidad las poblaciones de Huemul estan drasticamente
reducidas, se estiman 2000 individuos, corresponde a menos del 1% de su
abundancia histérica (Redford & Eisenberg, 1992). La subpoblacién en
Nevados de Chillan, Chile, tiene el mayor grado de aislamiento territorial y se
encuentra a una distancia de aproximadamente 425 km de la subpoblacion

del Parque Nacional Nahuel Huapi (Fig. 3) (Vila et a/., 2006).

Parque Naci

Parque Nacional Los Alerces (Arg)

Provincia de Chub,
Lago pdelo'

Data S10, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO

I—lﬂgl—l © 2011 Cnes/Spot Image

Figura 3. Mapa Google Earth ™ muestra donde se localizan los puntos de distribucion

de las poblaciones actuales de Huemul ( Argentina Chile)
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2.3 Importancia del estatus actual de la especie

Los factores que han contribuido al descenso del Huemul en todo su
area de distribucion geografica son debidos principalmente a la accién
humana: siendo la de mayor impacto la destruccién o deterioro de su habitat,
producto de los incendios forestales, las explotaciones de bosque nativo, el

sobrepastoreo, las obras de infraestructura y la caza furtiva (Vidal, 2010).

Ademas son afectados por la transmisién de enfermedades de animales
domésticos; como el perro, que no soélo transmite enfermedades, sino que le
causa la muerte por ataque y persecucién a la crias de Huemul. También
existe competencia por los recursos debido la introduccién de especies

exoticas (Vidal, 2010).

Debido a su disminucion numérica y a la retraccion de su area de
distribucion, ha sido clasificado como "en peligro de extincion" por la UICN
(Union Internacional para la conservacion de la naturaleza) desde 1996. Esta
especie ha sido protegida por ley desde 1929 en Chile y desde 1989 en
algunas partes de la Argentina (Diaz & Smith-Flueck, 2000). EI Huemul
también fue incluido en el Apéndice | de la Convencion sobre Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de la Fauna y Flora Silvestres (CITES) y
en el Apéndice | de la Convencion sobre la Conservacion de las Especies

Migratorias de Animales Silvestre (CMS), por tratarse de una especie
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compartida entre dos paises y que se desplaza habitualmente entre sus

l[imites.

Esta especie cumple la funcion de “especie paraguas” en términos
ecoldgicos, por lo tanto, los esfuerzos que se realicen para proteger este
ciervo tendran efectos positivos en la proteccion de muchas otras especies, de
manera tal que se mantenga la biodiversidad biolégica del ecosistema (Diaz &

Smith-Flueck, 2000).

2.4 Antecedentes

Jara et al. (2003) analizaron 20 individuos de cuatro poblaciones
chilenas de Huemul con marcadores de ADN mitocondrial, region D-/oop y
Citocromo b. Aunque corresponde a un analisis preliminar, los resultados
mostraron una baja variabilidad genética. Los autores sugieren que es
necesario disponer de mas cantidad de secuencias para determinar el grado
de flujo génico entre poblaciones y entender el patron filogeografico de esta

especie.

En un analisis filogenético mediante el gen del Citocromo b, Duarte et al.
(2008) realizaron un estudio que incluyé a todos los géneros de las especies
representativas de ciervos neotropicales, incluido el Huemul. De un total de
cinco secuencias analizadas obtuvieron dos haplotipos para esta especie. Los
autores también proponen, que el género Hippocamelus, el Huemul (H.

bisulcus) y la Taruka (H. antisensis), se encuentran separados en el arbol
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filogenético, sugiriendo un origen polifilético y por lo tanto, la necesidad de

una reevaluaciéon taxonémica del género Hippocamelus.

2.5 Marcador molecular: ADN mitocondrial

La genética molecular cuenta con un gran conjunto de técnicas y
marcadores que se estan aplicando a la biologia de la conservacion y el
manejo de la vida silvestre. Los marcadores asociados al ADN mitocondrial
han mostrado poseer suficiente variacion entre especies, permitiendo realizar
determinaciones taxonémicas utilizando un set de variantes suficientemente

homogéneos dentro de una especie (Avise, 1995).

El ADN mitocondrial consiste en una molécula de ADN doble hebra
circular de aproximadamente 16 kb (Fig.4). Es una molécula bicatenaria,
circular, cerrada, que contiene 37 genes funcionales sin regiones intergénicas;
13 de los genes codifican para proteinas, 2 para ARN ribosdmico, 22 para
ARN transferencia, y un segmento no codificante de 1000 pb correspondiente
a la region D-/oop en vertebrados (Taberlet, 1996). Este genoma extranuclear
es trasmitido por via materna sin producirse recombinacién genética. Sus
secuencias evolucionan 10 veces mas rapido en su regién control, D-/oop en
comparacion al ADN nuclear (Ryder & Fleisher, 1996). La region D-/oop es
hipervariable, posee alta variabilidad a nivel intraespecifica, caracteristica que
la hace adecuada para estudios taxonémicos y filogenéticos (Kocher et al,,

1989).

Variabilidad genética de Hippocamelus bisulcus, Molina 1782 14




Los marcadores asociados al ADN mitocondrial son de gran utilidad para

determinar la estructura genética de las poblaciones,

para detectar

subdivisiones en la variacion genética y para revelar eventos demograficos

histéricos. El uso de estos marcadores ha permitido realizar estudios

filogeograficos y determinar e implementar estrategias de conservacion

(Brown et al., 1982; Brown et al., 1986).

Key:

]
]

Oy, O origin and direction
of synthesis of heavy and
light strands

Py, P, origin and direction

“ of transcription of heavy

and light strands
rRNA genes | tRNA genes

Genes encoding
proteins

ey
ATPase 6

Figura 4. Esquema de ADN mitocondrial, en donde se representa las distintas

regiones de genes codificantes y la region hipervariable D-/oop.
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Los estudios sobre variabilidad genética del Huemul tienen gran
importancia en la conservacion de éste y se sabe que entre otros factores, la
disminucién actual de individuos posibilita que existan cruzamientos entre
consanguineos aumentando el grado de endogamia. De tal manera que la
diversidad de genes se reduce en poblaciones pequefias (Diaz & Smith-Flueck,

2000).

Es necesario conservar la variabilidad genética, debido a que un déficit
puede afectar la posibilidad de respuesta de la especie frente a cambios en
factores ambientales, como enfermedades o catastrofes naturales, lo que
vuelve a estos animales mas vulnerables. Principalmente en areas donde la
densidad y el habitat estan disminuyendo a causa de la actividad humana

(Diaz & Smith - Flueck, 2000).

2.6 Genética de la conservacion

La problematica de conservacion que presenta esta especie, hace
imprescindible la busqueda de estrategias de muestreos no invasivos, que no

lesionen o alteren al individuo o a su habitat (Moritz, 1994; Avise, 1996).

A través de este tipo de técnicas es posible analizar la presencia y uso de
areas de las especies. Estas estrategias de muestreos, son uno de los factores
limitantes para desarrollar estudios de caracterizacidon genética, que permitan

aplicar esta informacién para disefiar programas de manejo de la poblacion.
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En el momento de planificar el muestreo es importante considerar cual sera la
estrategia mas adecuada, que permita obtener un mayor nimero de muestras
representativas. Los métodos de muestreos no invasivos incluyen el empleo
de: huellas y trillos, imagenes, estaciones olfativas, vestigios de ejemplares y

de fecas (Gonzalez, 2005).

Existen estudios de genética poblacional de especies amenazadas, que se
han efectuado muestreando pelos de los ejemplares (Gonzalez et al.,, 1998).
La colecta de pelos se realiza en dormideros o lugares de pasaje por medio de
instrumentos que los arranquen o peguen, y a través del bulbo piloso se
extrae el ADN para posteriormente realizar el anadlisis génico (Gonzalez,

2005).

Otra técnica de muestreo no invasivo frecuente en el estudio de especies
amenazadas o en peligro de extincion, es la colecta de fecas (Fig.5), se
encuentran en abundancia y con una minima cantidad se puede extraer ADN.
Las fecas contienen restos de alimentos no absorbidos por el aparato
digestivo y también células del epitelio intestinal, que se descaman en el

proceso de absorciéon de nutrientes (Bradley et a/., 2001).

El ADN obtenido de células presentes en las fecas, se encuentra en
general degradado y en bajas concentraciones, pero es util para amplificar por
la técnica de PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa), con primers de ADN
mitocondrial y ADN nuclear, especialmente de microsatélites (Kohn & Wayne,

1997).
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Figura 5. Fecas de Huemul. Foto de Alejandro Vila

Los analisis genéticos permiten dar solucion a problemas de tipo
taxondmico. Dado que no se pueden conservar todas las poblaciones de una
especie es necesario establecer poblaciones prioritarias para la conservacion,
se definen asi las unidades evolutivamente significativas (ESU) y unidades de
manejo. Estos son conceptos operacionales para definir poblaciones o
conjuntos de poblaciones sobre las cuales se deben concentrar los esfuerzos
de conservacion (Moritz, 1994, 1995). Ademas permiten implementar
estrategias de conservacion de las poblaciones y verificar si en cambio se
debe efectuar un manejo de metapoblaciones (Ballou, 1994). Asi como para
poder proteger los procesos evolutivos que mantienen la diversidad bioldgica

(Moritz, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar el grado de variabilidad genética de ejemplares de Huemul de

los paises de Argentina y Chile, utilizando marcadores moleculares.

3.2 Objetivos especificos

% Analizar los niveles de variabilidad genética interpoblacional e
intrapoblacional que retiene la especie.
% Determinar si existen patrones filogeograficos correlacionados con

subestructuracion poblacional.
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4. MATERIALES & METODOS

4.1 Obtencion de muestras

Las muestras fueron colectadas por el Dr. Alejandro Vila en Argentina, en
los Parques Nacionales: Los Alerces (42° 55° S, 71°51° O, Provincia de
Chubut), Nahuel Huapi (41° 08" S, 71° 17" O, Provincia de Neuquén) y Los
Glaciares (49° 597 S, 73° 09" O, Provincia de Santa Cruz). Las 41 muestras
corresponden a pelos, cuero, tejidos y fecas, colectadas en corredores vy

dormideros de ejemplares de Hippocamelus bisulcus.

4.2 Extraccion de ADN

4.2.1 Extraccidon de ADN en fecas

La extraccion de ADN en las muestras de fecas se realizdé siguiendo el
protocolo del Kit QIAGEN DNeasy ® Blood & Tissue Handbook. Las fecas
contienen células del epitelio intestinal que se descaman en el proceso de
absorcion de nutrientes, el ADN contenido en las células es el que se extrae y
permite el analisis genético. El inconveniente que se presenta al trabajar con
muestras de fecas es que existe mayor probabilidad que las hebras de ADN se

encuentren degradadas.
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Para seguir el protocolo se utilizé6 materiales estériles y guantes, las
muestras se manipularon por separado, de modo de reducir al minimo la
probabilidad de contaminacién. Utilizando el protocolo sugerido por los
fabricantes. Siguiendo los pasos del mismo, se colocdé en un eppendorff de
1.5 mililitros, una pequena cantidad de la muestra de feca a analizar,
aproximadamente 25 miligramos. Luego a cada tubo se le agregé 180 pl de
buffer ATl y luego 20 pl de proteinasa K.

Luego de mezclar con cuidado el tubo, se colocé en un bano a 55°C hasta
que la feca estuviera bien diluida (3hs o toda la noche). En este caso se
dejaron las muestras toda una noche en un bafo a 55°C. Al otro dia se
agregaron en los tubos 200 pl de buffer AL, mezclando bien hasta
homogeneizar. Las muestras fueron encubadas en un bafio a 70°C durante 10
minutos. Se agregaron 200 pl de etanol (96-100%) a los tubos, con el fin de

precipitar al ADN, mezclando bien la soluciéon en cada tubo.

La solucién se colocé en una columna de 2 pl en un eppendorff, y se
centrifugé a 8000 rpm durante 1 minuto. Se descarté el eppendorff con la
elucién, se agregaron a la columna 500 pl de buffer AW1, y se volvié a

centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

Se colocé la columna en un nuevo eppendorff de 2 pl, y se le agregaron

500 pl de buffer AW2. Se realizé una centrifugacion a maxima velocidad

durante 3 minutos.
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Finalmente como ultimo paso, se colocé la columna en un eppendorff de 2
bl y se agregaron 50 pl de buffer AE directamente en la membrana, esto se
incubd 1 minuto a temperatura ambiente. Luego se centrifugd 1 minuto a

8000 rpm. Se retiro el eppendorff y se repitid el ultimo paso.

No se recomienda el uso del Vortex ° para el mezclado de las soluciones al
trabajar con muestras fecales, ya que el ADN presente en las muestras, se
encuentra bastante degradado. Po este motivo, el proceso de homogenizacion

aumentaria alun mas la degradacién de este tipo de muestras.

4.2.2 Extraccion de ADN en tejidos

En las extracciones de ADN a partir de pelos y tejidos se utilizo el
protocolo de Medrano et a/. (1990). Al igual que las muestras de fecas, éstos
se manipularon con material estéril. El protocolo consistié en 2 lavados con
buffer STE 1X (0.1M NacCl, 100mM Tris, TmM EDTA), pH: 8.0, centrifugando 1
minuto entre cada lavado y descartando el sobrenadante. Luego se agregaron
550 pl de buffer de lisis (50mM Tris HCI, 50mM EDTA, 1% SDS, 100mM Nacl,

1% beta mercaptoetanol); y 20 pl de Proteinasa K (20 mg/ml), se procede a
homogeneizar con Vortex °. Se incubaron a 37°C en bafio con agitacion toda

la noche. Al dia siguiente se adicionaron 5,5 pl de ARNasa (10mg/ml) y se

incubaron 1 hora a 55°C. Transcurrido este tiempo se centrifugaron 10
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minutos a 14000 rpm, y se transfirié el sobrenadante a otro eppendorff,

donde se adicion6 NaCl hasta llegar a una concentracion de 2M.

Se adicion6 el doble de volumen de sobrenadante de etanol absoluto. Las
muestras se mantuvieron en heladera hasta el dia siguiente para que precipite

el ADN.

El dltimo dia, se centrifugaron 30 minutos a 13000 rpm, se descarto el
sobrenadante, se adicioné 1ml de alcohol 70%, se repite el proceso de
centrifugaciéon, en esta ocasién 5 minutos a 6000 rpm y se descarté el
sobrenadante. Se repitieron los 3 ultimos pasos y posteriormente se dejaron
incubar 30 minutos a 37°C y se agrego 50 pl de agua destilada para

resuspender el ADN.

4.3 Cuantificacién del ADN

Se comprobd la calidad y cantidad de ADN extraido en las muestras de
fecas y tejidos mediante el espectrofotometro NanoDrop ™ 1000, que provee
la concentracion de ADN (ng/ul) y ademas permite detectar si se dispone de
impurezas, a través de la relacion de ABS=260/280, si el valor obtenido es >
1.80 se considera que la muestra es de ADN y en alto estado de pureza, si el

valor es > 2.00 hay una mayor concentraciéon de ARN. Valores < a 1.80
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indican la presencia de proteinas. Para el estudio de las muestras con el
espectrofotometro; como primer paso para estandarizar, se colocé 2pul de
agua destilada y se midié para corroborar que el valor sea cero o este por
debajo del cero, una vez estandarizado se mide cada una de las muestras de
ADN, obteniéndose los resultados de concentracién, pureza y curva de
absorbancia. Entre muestra y muestra se limpia el lector del NanoDrop ™
1000 para evitar contaminacion (Termo Fisher Scientific I. 2008).

También se verificé la calidad y cantidad del ADN extraido, mediante una
electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TBE 1% y BrEt. El mismo se
preparé mezclando 0.8 microgramos de agarosa 1%y 80ml de buffer TBE 1%,
esto se puso a calentar unos minutos hasta fundir la agarosa en el buffer TBE.
Luego agregaron 4 pl de bromuro de etidio (BrEt 5ug/ml). Se colocd en un
molde con los respectivos peines, y se dejé6 a temperatura ambiente

aproximadamente 40 minutos hasta gelificar.

4.4 Amplificacién por PCR

Para la amplificacion del fragmento de 601 pb correspondiente a la
region control (D-/oop) del ADN mitocondrial, se utilizaron primers
universales DL-H16498 y Thr-L15910 (Kocher et al., 1989):

DL -H (5" CCTGAACTAGGAACCAGATG 37)

Thr -L (5" GAATTCCCCGGTCTTGTAAACC 3")
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Cada mix de PCR contiene aproximadamente 80 ng de muestra de ADN,
2,0 mM dNTPs, 2,5 mM MgCl>, 10 mM BSA, 2U Tag ADN polimerasa en un
buffer 10X en 25ul de volumen total, la reaccion contiene 25 pmoles de cada
primer. La amplificacion se llevdo a cabo en un Termociclador mediante 35
ciclos, se realizd6 una desnaturalizacién inicial por 3 minutos a 94°C y una
extension final de 7 minutos a 72°C. Cada ciclo consiste en una etapa de
desnaturalizacion a 94°C por 60 segundos, hibridacion a 50°C por 120
segundos, y extension a 72°C por 90 segundos. Los productos de PCR se
visualizaron en un gel de agarosa a una concentracién del 1%.

En todas las reacciones se incluyeron controles negativos para descartar
contaminacién, y controles positivos para verificar que no existieran errores
en la manipulacién o en los reactivos del mix del PCR. Ademas permite

comparar el tamano del fragmento amplificado.

4.5 Secuenciacion

Los productos de PCR que amplificaron para la secuencia en estudio, se
enviaron a secuenciar al Instituto Pasteur de Montevideo, Unidad de
Secuenciacién, con el fin de encontrar variabilidad genética entre los

individuos estudiados.

Variabilidad genética de Hippocamelus bisulcus, Molina 1782 25




4.6 Analisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias se alinearon con el programa MEGA 5
(Tamura et al., 2011), él cual permite confirmar los cambios creados mediante
edicién manual de las bases nucleotidicas. De la alineacion correcta de las
secuencia, se clasificaron los distintos haplotipos.

Los arboles de distancia se construyeron usando la opcion “pairwise
deletion”, los sitios que contienen datos deficientes de alineacién se eliminan
del analisis para todas las muestras.

Actualmente existen disponibles dos secuencias de ADN de
Hippocamelus bisulcus (Duarte et al, 2008) en la pagina de GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov). Estas secuencias corresponden al analisis de la

region de Citocromo b, con lo cual no fueron incluidas para este trabajo.

A modo de evaluar las relaciones filogenéticas de las poblaciones de
Hippocamelus bisulcus se construyo una matriz de relacién entre haplotipos a
partir de diferencias pareadas de las secuencias de la region de D-/oop. La
distancia  genética  fue  estimada  utilizando el modelo  de
Kimura dos parametros (Kimura, 1980). Como algoritmo de agrupamiento
para obtener el arbol mas adecuado se utilizo el criterio de “unién de vecinos”
(Neighbor Joining) (Saitou & Nei, 1987), este método agrupa los pares de

secuencia que se encuentran mas relacionadas.
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Para llevar a cabo un estudio interpoblacional, se utilizaron las
secuencias depositadas en el laboratorio de Genética de la Conservacién de la
Dra. Susana Gonzalez, las mismas corresponden a muestras H. bisulcus de la
Provincia de Nuble que forma parte de la region de Biobio en Chile (36° 08" S,
72° 46" N) y de Cochrane ciudad perteneciente a la Provincia Capitan Prat,
gue se encuentra en la regién de Aysén, Chile (47° 15" S, 72° 34" N). Las 5

secuencias incluidas en el andlisis son: h16, h30, h24, h26 y h97.
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5. RESULTADOS

5.1 Extraccidon y amplificacion de secuencias

La calidad del ADN de las muestras obtenidas luego de la extraccion, se
verifico mediante el espectrofotémetro NanoDrop ™ 1000 (Anexo 1).
Se realizaron varias reacciones de amplificacidon para la regién D-/oop, tanto
para las muestras de pelo / tejidos como las de fecas. A partir de estos
ensayos se logréo amplificar muy pocas muestras; HB22, HB35, HB36, HB52 vy
HB57 (fecas), HB33 y HB37 (pelos / tejidos). Aunque se obtuvieron pocas
muestras amplificadas, éstas son representativas de distintas regiones
geograficas, por lo tanto aportan informacion relevante en estudios de

variabilidad genética.

5.2 Analisis de secuencias

Una vez disponibles los cromatogramas, se realizé la correccién de
algunos nucledtidos, en los cuales el cromatograma tenia inconsistencias en
cuanto a que nucledtido era el correcto, esto se realiz6 en todas las
secuencias debido a que la calidad de las mismas no era muy buena. A

continuacion, luego de la verificacion, las secuencias fueron alineadas con el
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programa MEGA 5. Se cortaron los extremos de secuencias, obteniéndose un

fragmento de tamano final de 574pb.

De las 41 muestras colectadas en Argentina, se obtuvieron 7 secuencias
(HB22, HB33, HB35, HB36, HB37, HB52 y HB57) que amplificaron para el
segmento de la region de ADN mitocondrial. Del analisis de estas secuencias
se hallaron tres haplotipos distintos para las muestras de Argentina: HB33,
HB35 y HB57.

En el analisis, se agregaron las cinco secuencias correspondientes a Chile, de

los cuales se encontraron tres haplotipos: h16, h24 y h97.

Se registraron un total de nueve transiciones y dos transversiones (Fig. 6).
En relacién al analisis de secuencias, se hallaron siete sitios polimorficos

siendo solo dos sitios informativos (129 / 190).

Tabla 1. Se detallan las Transiciones / Transversiones encontrados.

Muestras Posicion Transicion Transversion Cambio Sitio Informativo
HB33 129 Si -— GxA Si
HB35 129 Si -— GxA Si
HB57 129 - Si GxC Si
h97 154 Si - GxA No
HB57 159 - Si TxA No
h9o7 172 Si - CxT No
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HB33 190 Si - GxA Si
HB35 190 Si -= GxA Si
HB57 190 Si -= GxA Si
h24 196 Si -= GxA No
HB33 224 Si - TxC No

Species) iiimiiiiiilliiWMiiiiiiiiiiiliiuiilililliiimimilliiiiiiiiiiiiiiiﬂ:::?iilliiiiiimiumil

1, hlé

2 b2 IIIIIII | !l Illlllll NEAK R TRER ERRACER AT llllllllll i Ill llllllllllll
3. 197 Illll QEESTAGREARRERALOANR IIII IIIII pUE AT B O RS B LE of WL DS EELE] R L
3. 1B | Illlllllllﬂllll L IIIIIIIIII Lol L O RO RO
5. 1857 IE | Illllllllhl HE WCERT LY ACELEREETEEES EUEE of 1 lllillllllllllll
5. 133 [iRN IIIII QERERAEReARRRTRRCARAENE TARRRTRREAETACRARENATA RREARARAGRARANRRA

Figura 6. En la siguiente imagen se muestra una regién donde se visualizan algunos de los
sitios polimorficos en las distintas secuencias analizadas, donde fueron remarcados los

cambios en las bases nucleotidicas.
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5.3 Analisis Filogenéticos

En la matriz de distancia, construida a través del programa MEGA 5, se
muestran las diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias para el
fragmento amplificado de la region D-/oop (Tabla 2). Se incluyeron en el
analisis las cinco secuencias correspondientes de Chile. La mayor diferencia
nucleotidica entre pares de secuencias es de 5pb entre las secuencias de
Argentina HB57 (PN Los Alerces) y HB33 (Provincia de Chubut) y la menor

diferencia es 1pb entre h24 (Ch.), h 16 (Ch) y HB33 (Arg).

Tabla 2. Matrix de distancia.

- h16 h 24 h 97 HB35 HB57 HB33
h 16 (Ch.) 0
h 24 (Ch.) 1 0
h 97 (Ch.) 2 3 0
HB35 (Arg.) 2 4 4 0
HB57 (Arg.) 3 4 5 2 0
HB33 (Arg.) 3 4 5 1 3 0
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El arbol filogenético de “union de vecinos” se visualiza en la Figura 7.
Se muestran los haplotipos encontrados correspondientes a las muestras de
Argentina y Chile. Se utiliz6 como grupo externo una secuencia de Mazama
gouazoubira del banco de ADN del Laboratorio de Genética de la

Conservacion.

HE35 (Arg.)
HE33 {Arg.)
HB57 (Arg.)

h16 (Ch.}

h24 {Ch.)
—— h 97 {Ch.}

M. gouazoubira

Figura 7. Arbol filogenético interpoblacional, en el cual se visualizan los haplotipos de

Argentina y Chile.
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6. DISCUSION

6.1 Variabilidad genética

Los resultados obtenidos en este trabajo, revelan una baja variabilidad
genética para la region D-/oop. Se obtuvieron seis haplotipos de un total de
12 secuencias analizadas, un fragmento de 574 pb. Las muestras
corresponden a las poblaciones de Argentina y Chile.

En un estudio previo Jara et al (2003), también encontraron para este

marcador mitocondrial baja variabilidad genética.

Los bajos niveles de diversidad genética para la especie, también se han
confirmado, utilizando como marcadores loci de microsatélites. Los valores de
Heterocigosidad obtenidos fueron H=0.34. Sin embargo, en el mismo estudio
se encontro que el coeficiente de endogamia fue bajo FIS=0.009, sugiriendo

que existe apareamiento casi al azar (Corti et a/., 2009).

La taruca (Hippocamelus antisensis), también se caracteriza por presentar
un nivel de heterocigosidad menor a otras especies de cérvidos neotropicales,
en estudios de microsatélites se han obtenido valores de H=0.503 (Ruiz-
Garcia et al, 2009). Sin embargo la Taruca no se encuentra en peligro de
extincion, esta catalogada por la UICN en estado vulnerable, presenta un
mayor rango de distribucion ya que se encuentra en Argentina, Bolivia, Perd y

Chile (Barrio, 2004). Ambos cérvidos tienen en comun la fragmentacion de su
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habitat que representa una grave amenaza para las poblaciones actuales y

existe una tendencia hacia la disminucién de dichas poblaciones.

En el ciervo de los pantanos, Blastocerus dichotomus, se realizaron
estudios con ambos marcadores mitocondriales, D-/oop y Citocromo b, en
cual los datos obtenidos por los autores reflejan una baja variabilidad

genética para esta especie (Marquez et al., 2006).

La baja diversidad genética encontrada en el Huemul, es poco frecuente
en otros ciervos neotropicales. Corti et al. (2009) en su trabajo con loci de
microsatélites, en un estudio de la poblacion de la Reserva del Lago Cochrane
(Chile), propone que esta poblacion sufri6 una reduccion en el tamano
poblacional relativamente reciente, y se ha mantenido aislada durante mucho
tiempo. Sugiriendo que esta poblacién ha sufrido mas de un evento de cuello
de botella, tanto histérico como contemporaneo. Estos efectos, junto con la
fragmentacion del habitat, exposicion a enfermedades, entre otras amenazas,
probablemente sean responsables de la reduccion de la diversidad genética en
el Huemul Hippocamelus bisulcus.

En otros ciervos neotropicales, como es el ejemplo del venado de campo,
Ozotoceros bezoarticus, presentaron una alta diversidad genética en la misma
region D-/oop (Gonzalez et al., 1998). Al igual que la corzuela roja, Mazama
americana, de 18 individuos analizados, cada uno tenia un uUnico haplotipo
(Abril et al., 2010). El analisis comparativo de la variabilidad genética de las

cuatro especies neotropicales se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracteristicas mas distintivas entre las cuatro especies representativas de ciervos
neotropicales. Se detalla la diversidad haplotidica (indice haplotipico: N° haplotipos / N°

Individuos analizados). Los datos fueron obtenidos de distintas publicaciones.

Indice Marcador
Especies Habitat
Haplotipico Molecular
Venado de campo
D-loop
Ozotoceros bezoarticus Pradera 0.830
(Gonzalez et a/, 1998)
Corzuela roja
D-loop
Mazama americana Bosque 1
(Abril et al., 2010)
Huemul
D-loop
Hippocamelus bisulcus Andino 0.130
(Presente trabajo)
Ciervo de los pantanos
Pantanos-
Blastocerus dichotomus 0.134 D-loop
bafiado
Marquez et al., 2006)

La baja diversidad genética que se encuentran en los ciervos Huemul y
ciervo de los pantanos, pueden probablemente relacionarse a la historia
demografica de las especies, con la disminucion del tamafio poblacional, la
fragmentacion y aislamiento de sus poblaciones, asi como también las

condiciones particulares de su habitat (Marquez et a/., 2006).

Los ejemplos analizados como el venado de campo y la corzuela roja

mantienen aun un alto nivel polimérfico, reflejado en los altos valores de
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indice haplotipico. Estas especies se caracterizan por tener un amplio rango

de distribucion y (Duarte et al., 2010).

6.2 Implicancias en la Conservacion

Los datos obtenidos revelan una discreta estructuracion entre las
poblaciones de Chile y Argentina sugiriendo que no existiria flujo génico entre
ellas. Sin embargo, una evaluacién mas amplia que incluya mayor cantidad de
secuencias, de las distintas poblaciones distribuidas de Huemul, permitira
establecer si la limitada variabilidad encontrada es una caracteristica general
de esta especie y determinar el grado de flujo génico entre las poblaciones,

permitiendo establecer unidades de conservacion para la especie.

El Huemul es la especie mas amenazada de ciervo neotropical,
encontrandose las poblaciones de Argentina y Chile en peligro de extincién
por la UICN (Unidén Internacional para la Conservacién de la Naturaleza). En
este estudio se realizaron los analisis de extraccion y amplificacion con
marcadores mitocondriales, en base a muestras colectadas en forma no

invasiva.

A pesar que la eficiencia de amplificacion fue muy bajo (17 %), se

lograron obtener datos importantes para comprender los patrones
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filogeograficos de la especie. En un proximo paso, continuando con el estudio
de esta especie, se pretendera realizar nuevas amplificaciones utilizando
primers que han sido disenados en el Laboratorio de Genética de la
Conservacién. De este modo lograr amplificar un mayor nimero de muestras,
la regién polimérfica (124 - 228 pb) que permitan alcanzar mejores

resultados para poder comprender la variabilidad genética del Huemul.

Los esfuerzos de conservacion para el Huemul, deberan procurar
implementar algunas acciones prioritarias como; incrementar los esfuerzos
para obtener la informacién sobre la distribucién, abundancia, vy
enfermedades; fomentar la identificacion de las poblaciones para poder
protegerlas; diversos planes que aseguren mantener el habitat adecuado en
areas protegidas publicas y privadas. Solo el 28%, de los 101 subpoblaciones
identificadas en ambos paises, se encuentran dentro de las areas protegidas
existentes, el 63% se encuentra fuera de las areas protegidas, mientras que el
9% se localizan parcialmente dentro de areas protegidas (Vila et a/., 2006).
También es importante promover el establecimiento de corredores biolégicos
gue permitan facilitar el flujo génico y mantener la variabilidad genética. Por
ultimo es importante establecer politicas educativas y actividades que
fomenten el conocimiento sobre esta especie en peligro de extincién (Vidal,

2010).
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8. ANEXQOS

Anexo 1.

Listado de ejemplares de Huemul de Argentina. Se detalla: codigo

de identificacion del ejemplar, fecha de recoleccién, sexo estimado por el

colector, tipo de muestra y lugar de recoleccion. Ademas se marcaron las

secuencias que se lograron amplificar, junto con los valores cuantitativos y de

Absorbancia.

Cédigo Fecha Muestra Ejemplar

HB20 |15/07/03 F G juvenil 0 @ PN Los Alerces 85 | 1.3
HB21 |25/07/03 F ? PN Los Alerces | 42.9 |1.53
HB22 |22/07/03 F g PN Los Alerces | 60.3 | 1.00| Si
HB23 | 16/07/03 F NI PN Los Alerces | 12,8 |2.32
HB24 |13/07/03 F J juvenil 0 Q PN Los Alerces | 12.8 |2.32
HB25 |21/07/03 P NI PN Los Alerces | 217.0 | 1.60
HB26 |25/07/03 P @ o juvenil PN Los Alerces | 11.5 | 1.74
HB27 | 16/07/03 P Varios ejemplares | PN Los Alerces | 220.4 | 1.60
HB28 |25/07/03 P NI PN Los Alerces 19.4 |1.04
HB29 |25/07/03 P @ o juvenil PN Los Alerces 6.6 |0.86
HB30 |18/07/03 P NI PN Los Alerces | 41,5 |1.89
HB31 s/d P NI Chubut 42.2 |1.98
HB32 s/d P Chubut 39.3 | 1.80
HB33 s/d P Chubut 151.5|1.91| Si
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HB34 | 07/03 p NI PN Los Alerces | 77.0 | 1.91
HB35 |28/05/04 NI PN Nahuel Huapi | 5.7 |1.91| Si
HB36 | 11/03 F o} PN Los Glaciares | 25.7 |1.87 | Si
HB37 | 11/03 P o} PN Los Glaciares | 87.5 |1.82| Si
HB38 | 06/03/02 p d PN Los Glaciares | 456.2 | 1.20
HB39 |14/06/04 F Juvenil PN Los Alerces | 26.8 |2.11
HB40 |14/06/04 F Q PN Los Alerces | 76.2 |2.17
HB41 | 14/06/04 F Q PN Los Alerces | 18.7 |2.38
HB42 | 14/06/04 F d PN Los Alerces | 3.0 |1.98
HB43 |24/06/04 F Juvenil PN Los Alerces 10.3 | 1.36
HB44 |24/06/04 F J PN Los Alerces 31.6 |2.50
HB45 |24/06/04 F Q PN Los Alerces 29.6 |2.28
HB46 |24/06/04 F Juvenil PN Los Alerces 80 |[2.08
HB47 |24/06/04 F Juvenil PN Los Alerces | 101.9 | 1.31
HB48 |24/06/04 F Q PN Los Alerces 178 |2.19
HB49 |18/06/04 p Juvenil PN Los Alerces 25.0 |1.24
HB50 |18/06/04 p Juvenil PN Los Alerces 11.7 | 1.42
HB51 |16/05/04 p NI PN Los Alerces 43 |1.79
HB52 |23/05/04 F NI PN Los Alerces 22.9 [1.39] si
HB53 | 05/12/00 p J PN Los Alerces 3.3 |1.09
HB54 | 15/12/01 p NI PN Los Alerces 5.8 |1.45
HB55 |20/09/04 F o} PN Los Alerces 41.1 |1.65
HB56 |25/09/04 F NI PN Los Alerces 24.5 |1.67
HB57 |22/09/04 F NI PN Los Alerces 35.5 [1.51] si
HB58 |23/09/04 F NI PN Los Alerces 31.4 |1.43
HB59 | 1991 p NI PN Los Alerces 38.8 |1.00
]

*NI: No Identificado, F = Muestra de Feca, P = Muestra de Pelo. Las muestras marcadas en

corresponden a las que se logré amplificar (Amp)
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Anexo 2.

Secuencias nucleotidicas de los haplotipos encontrados para el

fragmento analizado.

h16

CCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAATTAGCTACCCCCACGATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGG
GATCCCTGCCAAGCGGGTTGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGGCGG
GATACGCATGTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAGTATGTGCTA
TGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTACTATTATAC
ATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACGCAAAATCATATTATACTACATGTGTTAT
GTAGTTTATATAATTAATGACAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTAT
TAAAGTTTTTTGGAAATTTAATACTGATAAGGCTCTTAAATTTTACGGAGCTATATTAATAGTGCGTC

AGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATAGTGGGGCTATAGCTTCTTCCTTGAGT

CTTAGGGAGGTTGGCTTTTTTCCTCCTTTTCTGGTTT

h24

CCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAATTAGCTACCCCCACGATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGG
GATCCCTGCCAAGCGGGTTGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGGCGG
GATACGCATGTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAGTATGTACTA
TGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTACTATTATAC

ATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACGCAAAATCATATTATACTACATGTGTTAT
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GTAGTTTATATAATTAATGACAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTAT
TAAAGTTTTTTGGAAATTTAATACTGATAAGGCTCTTAAATTTTACGGAGCTATATTAATAGTGCGTC

AGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATAGTGGGGCTATAGCTTCTTCCTTGAGT

CTTAGGGAGGTTGGCTTTTTTCCTCCTTTTCTGGTTT

h97

CCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAATTAGCTACCCCCACGATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGG
GATCCCTGCCAAGCGGGTTGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGGCGG
GATACGCATGTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATAGTATGTGCTA
TGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTACTATTATAC
ATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACGCAAAATCATATTATACTACATGTGTTAT
GTAGTTTATATAATTAATGACAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTAT
TAAAGTTTTTTGGAAATTTAATACTGATAAGGCTCTTAAATTTTACGGAGCTATATTAATAGTGCGTC

AGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATAGTGGGGCTATAGCTTCTTCCTTGAGT

CTTAGGGAGGTTGGCTTTTTTCCTCCTTTTCTGGTTT

HB35

CCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAATTAGCTACCCCCACGATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGG
GATCCCTGCCAAGCGGGTTGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGG
GATACGCATGTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAATATGTGCTA
TGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTACTATTATAC

ATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACGCAAAATCATATTATACTACATGTGTTAT
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GTAGTTTATATAATTAATGACAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTAT
TAAAGTTTTTTGGAAATTTAATACTGATAAGGCTCTTAAATTTTACGGAGCTATATTAATAGTGCGTC

AGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATAGTGGGGCTATAGCT

HB57

AAGCTCGTGATCTAGTGGCCGGGATACGCATGTTGACAAGGATGGATTAGACTTAATGTGCCATGTA
CGATCAATAATAATATGTGCTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCAT
ATAATGTAATGTACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACGCAAAAT
CATATTATACTACATGTGTTATGTAGTTTATATAATTAATGACAATTAAATTATAATATAGCTATTGA
GTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGTTTTTTGGAAATTTAATACTGATAAGGCTCTTAAATTTTAC

GGAGCTATATTAATAGTGCGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCT

HB33

AGCTACCCCCACGATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGTTGCTGGTTT
CACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGATGGATTT

GACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAATATGTGCTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACCTG

CTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTITAT
GTACTATACACGCAAAATCATATTATACTACATGTGTTATGTAGTTTATATAATTAATGACAATTAAA
TTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGTTTTTTGGAAATTTAATACTGAT
AAGGCTCTTAAATTTTACGGAGCTATATTAATAGTGCGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGC

T
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