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RESUMEN.

El “Guazu bira” (Mazama gouazoubira, Fischer, 1814) es el cérvido
Neotropical autéctono del Uruguay. Ocupa un amplio rango geografico que
abarca desde la region Pre-andina en Argentina extendiéndose hasta la costa
este del océano Atlantico, bordeando el sur de la Amazonas en Brasil, todo
Uruguay hasta la provincia de Entre Rios, Argentina. Las principales
caracteristicas morfologicas de la especie son su pequefio a mediano tamano y
la presencia de astas simples sin bifurcar de hasta 12cm en los machos
adultos, siendo éstas consideradas adaptaciones morfologicas al habitat, el
cual abarca desde densos bosques hasta sabanas arboladas o bosques
abiertos (Duarte & Merino, 1997). Actualmente siguen habiendo muchas
controversias en cuanto a la taxonomia y el estado de conservacion del Guazu
bira. A fin de evaluar los patrones de la variabilidad genética dentro de esta
especie y esclarecer los patrones filogeograficos en toda su area se analizé un
fragmento de 226 pb del gen codificante para el citocromo b (Cyt b) del ADN
mitocondrial de 44 muestras recolectadas en diferentes localidades de,
Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay, Uruguay y Peru. En este fragmento se
identificaron 200 sitios conservados y 11 sitios polimérficos informativos.
Diecisiete haplotipos fueron diagnosticados, estando sélo cuatro reportados
entre las diferentes localidades Neotropicales. Se han encontrado altos niveles
de variabilidad genética, con un indice de diversidad de haplotipos de 0,386. A
pesar del pequeno tamano muestral, se observa una tendencia discreta de las
poblaciones hacia la subestructuracion. Los altos niveles de diversidad
genética y los patrones moderados de estructura poblacional sugieren grandes
tamanos poblacionales y niveles moderados de flujo génico entre las
localidades, con una leve tendencia hacia la divergencia. En base a este
estudio se propone el manejo de las poblaciones de Uruguay como una
metapoblacién. Se realiz6 un analisis filogenético, entre las especies cripticas
Mazama gouazoubira y Mazama nemorivaga, el cual demostré que el
fragmento de estudio es un buen marcador para el diagnostico de especies.
Esto apoya sobre la eficiencia del fragmento de estudio; el cual con su pequefio
tamano facilita la amplificacion de ADN de baja calidad, obtenidos por

muestreos no invasivos.






I- INTRODUCCION.



I- INTRODUCCION.
l.I- Origen y evolucion de los cérvidos en América del
Sur.

El primer registro fésil de cérvido aparece en Eurasia, en el Mioceno,
hace 20 millones de afos. Hasta el presente, Eurasia es considerada como el
centro de dispersién de los cérvidos, a partir del cual llegaron a América del
Norte al comienzo del Pleistoceno, se cree que en el limite del Plio-Pleistoceno
colonizaron América del Sur. El pasaje desde América del Norte hacia América
del Sur fue mediado por el Istmo de Panama, los “ciervos del Nuevo Mundo”
tuvieron una gran radiacién adaptativa de diferentes nichos, ya que no existian
los bévidos en este continente en ese entonces (Eisenberg, 1987; Duarte &
Merino 1997, 2008; Webb, 2000).

Las especies de la familia Cervidae en América de Sur y Centro
América se agrupan en seis géneros pertenecientes a la subfamilia
Odocoileinae (Eisenberg, 1987; Eisenberg, 2000). Estos ciervos se pueden
dividir segun dos formas morfologicas principales, las especies de tamano
pequefio, con una altura menor a 60 centimetros (cm.) a la cruz en los adultos,
cuyos machos desarrollan cortas astas sin ramificaciones en la madurez y las
especies de mayor tamafno con astas ramificadas en los machos (Eisenberg,
2000).

Dentro de los cérvidos de gran tamano se encuentran los géneros
Odocoileus, Hippocamelus, Ozotoceros y Blastocerus, y los géneros que
forman parte de los cérvidos de pequefio tamafio son Mazama y Pudu
(Eisenberg, 2000).

La evolucién de los cérvidos, especialmente los Neotropicales, aun es
incierta, debido a que el registro fésil es incompleto y escaso. Sin embargo se
han realizado estudios filogenéticos basandose en caracteres morfolégicos
(Merino et al., 2005), isozimas (Smith et al., 1986), citogenéticos (Duarte &
Merino, 1997) y con marcadores moleculares (Randi et al.,, 1998; Pitra et al.,
2004; Gilbert et al., 2006), obteniendo resultados similares pero no del todo
concretos por lo que aun existen varias incognitas sobre la historia y la relacion
filogenética de éstos (Duarte et al., 2008).



Groves & Grubb (1987) y Duarte & Merino (1997) propusieron una
evoluciéon cromosdmica basada en fusiones céntricas en tandem con una gran
disminucién en el numero cromosoémico. Esta forma de evolucién se ha visto
reflejada en estudios citogenéticos de la especie Mazama gouazoubira, en los
cuales se observo una elevada ocurrencia de fusiones céntricas y presencia de
bandas C intersticiales (Duarte & Merino, 1997). Esta evolucion cariotipica se
debe a que la familia Cervidae presenta una alta fragilidad cromosémica
(Vargas-Munar, 2003).

LII- EI género Mazama.

Los ciervos del género Mazama (orden Artiodactyla, suborden
Ruminantia, Infraorden Pecora, familia Cervidae, subfamilia Odocoileinae, tribu
Odocoelini) presentan una amplia distribucién en la regién Neotropical, desde
México hasta el Sur de Argentina (Allen, 1915; Groves & Grubb, 1987; Duarte &
Merino, 1997; Eisenberg, 2000; Weber & Gonzalez, 2003).

Este género habita zonas de bosques, florestas y sabanas,
presentando tamanos medianos a pequenos, con astas simples de
aproximadamente 12cm que se renuevan todos los afos en los machos
adultos. Presenta una gran diversidad en cuanto a los patrones de coloracion
que varian dentro de la gama de los marrones entre las diferentes especies
(Allen, 1915; Duarte & Merino, 1997; 1998; Eisenberg, 2000; Weber &
Gonzalez, 2003).

Existe una gran controversia en cuanto a la taxonomia y numero de
especies dentro del género Mazama (Groves & Grubb, 1987; Duarte & Merino,
1997; Eisenberg, 2000; Weber & Gonzalez, 2003, Duarte et al., 2008, 2010).

La primera gran revisién taxonémica del género Mazama fue realizada
a través de aspectos morfologicos por Allen en 1915. Allen clasifica al género
en dieciocho especies, agrupandolas en dos grupos segun la coloracién del
pelaje, los rojizos y los marrones.

Los rojizos son representados por las especies Mazama triniatis, M.

americana, M. rufa, M. Sheila, M. rufina, M. bricenii, M. temama, M. zetta, M.



gualea, M. fuscata y M. zamora. Mientras que los marrones son representados
por M. simplicicornis, M. murelia, M. tschudii, M. nemorivagus, M. superciliares,
M. cita y M. pandora.

Czernay en 1987 realiza una nueva revision del género desde América
Central hasta América del Sur, llegando a considerar como valido seis
especies, Mazama americana, M. gouazoubira, M. rufina, M. nana, M. chunyi y
M. bricencii. Considerando a M. temama como una subespecie dentro de M.
americana. En 1998, Geist, vuelve a clasificarla como especie basandose en
estudios cariotipicos (Duarte & Gonzalez, 2010).

En 1988, Medellin et al. incluyen a Mazama Pandora, como nueva
especie, en la peninsula de Yucatan al sur de México, basandose en
caracteres morfolégicos y morfométricos.

En 1996, Duarte, describe una nueva especie para Brasil, Mazama
bororo, basandose en datos cariotipicos, para lo que realiz6 una guia de
identificacion para Brasil de cinco especies del género Mazama, siendo éstas
Mazama americana, M. nana, M. gouazoubira, M.rondoni y M. bororo.

Finalmente Rossi (2000) describe a Mazama nemorivaga, con una
distribuciébn desde México hasta Colombia, basandose en caracteres
morfolégicos, de esta forma se apoya lo predicho por Duarte & Jorge (1998),
quienes propusieron que ésta no se deberia considerar como una subespecie
dentro de Mazama gouazoubira, basdndose en un andlisis citogenético entre
éstas.

Dentro del género Mazama se diferencian las especies de Mazama
americana y Mazama gouazoubira por poseer un tamafio mas grande que el

resto de las especies (Eisenberg, 2000).



LILI- El Mazama gouazoubira.

El “Guazu bira” (Mazama gouazoubira, Fischer, 1814) es el cérvido
autoctono del Uruguay, tiene una distribucion que abarca desde la regién Pre-
andina en Argentina extendiéndose hasta la costa este del océano Atlantico,
bordeando el sur de la Amazonas en Brasil, todo Uruguay hasta la provincia de
Entre Rios, Argentina (Grubb, 2005).

Mazama gouazoubira

range type

BZZ native (resident
Z ( ) ——— national boundaries

Figura 1. Mapa de la distribucion de la especie Mazama gouazoubira.Mapa extraido de la
pagina de IUCN (IUCN, 2010).

Las principales caracteristicas morfolégicas de la especie son su
pequeio a mediano tamarno y la presencia de astas simples sin bifurcar de
hasta 12cm en los machos adultos, siendo éstas consideradas adaptaciones
morfoldgicas al habitat el cual abarca, desde densos bosques hasta sabanas
arboladas o bosques abiertos (Duarte & Merino, 1997).
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Flgura 2. Foto de ejemplares de la especie, macho y hembra respectlvamente Obtenldas dela
web, tomadas por Natalia Villanova y Liana John, respectivamente.

EL Guazu bira presenta una gran variabilidad morfolégica externa en
tamano y coloracién en su amplio rango geografico, principalmente en el color
de su pelaje, el cual varia desde el marron en los individuos relacionados a la
sabana, hasta el grisdceo en los relacionados al bosque (Duarte & Merino,
1997).

Figura 3. Foto de las diferentes variantes morfol6gicas de la especie, Obtenidas de la web,
tomadas por Héctor Ramirez y Santiago Santo André, respectivamente.,

La dieta de la especie es poco conocida (Chébez & Johnson, 1984;
Redford & Eisenberg, 1992; Richard & Julia, 1995) y sélo existe informacion
fragmentaria de la composicién de la misma para el Chaco Boreal Paraguayo
(Stallings, 1984) y registros aislados para Surinam (Branan et al., 1985), las
Yungas (Richard et al., 1995) y la Amazonia peruana (Bodmer, 1991). Richard

& Julia (2001) realizaron un estudio donde concluyeron que el Guazu bira es un



herbivoro altamente selectivo, en cuanto a las partes vegetales de mayor
contenido energético y facil digestibilidad, con una marcada tendencia hacia la
frugivoria (Bodmer, 1991; Richard et al., 1995), formando parte de su ingesta
también hongos, arcillas y algunos artrépodos, de forma tal de obtener los

requerimientos nutricionales, conformando una dieta variada.

Esta especie no es considerada en riesgo segun la IUCN (International
Union for Conservation of Nature) por el momento, sin embargo presenta una
gran disminucién poblacional producida por la caza deportiva y furtiva y se
desconoce el porcentaje de juveniles afectados por ésta (Black, & Vogliotti,
2008).

Hasta el momento la taxonomia de la especie es incierta, dado que es
un grupo muy diverso con pocos registros y estudios a nivel molecular como
morfolégico. Se cree que mas de un morfotipo puede estar mal clasificado y
gue pueden faltar subespecies por describirse (Duarte & Merino, 1997.; Weber
& Gonzélez, 2003). En 1959, Avila-Pires describen 10 subespecies para la
especie, mientras que en 1987, Czernay reclasifica las diversas formas
descritas, llegando a la conclusion de que faltan al menos dos subespecies al
norte de la region Neotropical (Duarte & Merino, 1997; Weber & Gonzélez,
2003).

Se creia que el Mazama gouazoubira estaba distribuido en toda
América del Sur, abarcando desde México hasta la provincia de Entre rios en
Argentina, basandose en estudios morfologicos los cuales caracterizaban y
preponderaban al menos 6 subespecies de Mazama gouazoubira en toda su
distribucién (Cabrera, 1961; Czernay, 1987; Hershkovitz, 1951; Medellin et al.,
1998; Pinder & Leeuwenberg, 1997; Duarte & Gonzalez, 2010).

Estudios genéticos, citogenéticos y morfolégicos demostraron que se
trataban de especies diferentes, que provenian de un ancestro comun muy
cercano (Duarte, 1996; Duarte & Merino, 1997; Duarte & Jorge, 1998; Rossi,
2000). Por lo que Rossi (2000) clasifico al Mazama nemorivaga como una
especie aparte, diferenciandolos como el Mazama gris que habita desde
México hasta Colombia, incluyendo la selva Amazénica y a Mazama
gouazoubira como el Mazama gris que se encuentra desde Colombia hasta el

centro de Argentina, bordeando la selva Amazénica.



Estas especies fueron catalogadas por Duarte et al, (2008) como
especies monofiléticas, donde también cuestionan su clasificacién dentro del
genero Mazama, dado que se encuentran mas emparentadas genéticamente

con H. bisulcus, B. dichotomus, H. antisensis y O. bezoarticus.

I.1ll- El ADN mitocondrial como marcador molecular.

El ADN mitocondrial es un pequefio genoma extranuclear que se
encuentra en la mayoria de los mamiferos. Consiste en una molécula de ADN
doble hebra circular de aproximadamente 20000 a 30000 pares de base. Cada
molécula tiene aproximadamente 37 genes funcionales sin espacios
intergénicos grandes, de los cuales 13 codifican para proteinas, 2 para ARN
ribosémico, 22 para ARN de transferencia y un segmento no codificante de
1000 pares de bases denominado Regién control, donde se inicia la replicacion
y la transcripcién (Taberlet, 1996).

Es trasmitido sin recombinacién por via materna, por lo que presenta
limitaciones, dado que refleja solo una porcién de la variabilidad genética de un
organismo, ya que solo hace inferencia sobre la historia de las hembras,
dejando de lado la historia evolutiva de los machos, por ende del total de la
poblacion (Taberlet, 1996).

Exhibe una tasa de evolucién entre cinco y diez veces mayor que el
ADN nuclear, esta tasa es entre cuatro y cinco veces mayor dentro de la region
control con respecto a las regiones génicas (Taberlet, 1996; Avise, 2000).

Los marcadores asociados al ADN mitocondrial han mostrado poseer
suficiente variacion entre especies, permitiendo realizar determinaciones
taxondmicas utilizando un set de variantes suficientemente homogéneos dentro
de una especie (Avise, 1995). La ausencia de recombinaciéon simplifica los
modelos para andlisis de datos, dado que en presencia de ésta, como ocurre
en el ADN nuclear, se observa que los genes neutros son mas sensibles a ser
arrastrados en un desequilibrio de ligamiento con genes que se encuentran
bajo algun tipo de seleccién natural (Marquez, 2002).



El gen del citocromo b del ADN mitocondrial tiene una variabilidad a
nivel intraespecifica moderada, lo cual lo hace apropiado para estudios
taxondémicos y filogenéticos (Kocher et al, 1989). Cada célula contiene
multiples copias de ADN mitocondrial (entre 10 y 2500 copias) y éste seria el
motivo que explicaria que la amplificacion resulte mas facil o efectiva con
respecto a amplificar ADN nuclear, ya que se encuentra una Unica copia por
célula de éste (Gonzélez, 2005).

Figura 4. Esquema del genoma mitocondrial, en donde se sefialan sus distintas regiones. En la
misma se observa en color verde, la regién Region Control y adyacente a la misma se observa

la region de citocromo b-

El estudio de las secuencias de regiones del genoma mitocondrial ha
sido utilizado para realizar relaciones taxondémicas a nivel interespecificos
(Wayne et al., 1992; Avise, 1992; 2000; Gonzalez et al., 2002).

El marcador mitocondrial es una herramienta muy util, a su vez, para
detectar subdivisiones en la variacion genética. Se han observado variaciones
minimas en aquellas poblaciones de especies entre las cuales el flujo génico es
alto y las distancias de dispersién son grandes (Wayne et al., 1992). En los
casos en que las poblaciones corresponden a especies que se dispersan poco
se han encontrado diferencias significativas entre ellas (Avise, 1992).

Este marcador molecular presenta ventajas para el analisis de
poblaciones fragmentadas de Cérvidos por su via de transmisién a través de



linajes maternos. En los ciervos generalmente se observa que el grado de
dispersion y flujo génico es muy asimétrico entre sexos, siendo las hembras
muy poco dispersas. A su vez, las hembras y sus crias estan espacialmente
asociadas (Gonzélez et al., 2002).

Una fuerte estructuracién de los linajes maternos implica un grado
considerable de autonomia demogréfica entre poblaciones a través de una

escala de tiempo ecoldgica (Gonzélez et al., 2002).

La distribucion espacial de los linajes de genes se puede determinar
por medio de la filogeografia, la cual se define como el ambito que estudia los
principales procesos que rigen la distribucion geografica de aquellos linajes
genealégicamente cercanos, relacionando procesos historicos y filogenéticos.
Esto la hace una gran herramienta para observar la divergencia y
reestructuracién inter e intrapoblacional asi como la intra e interespecifica
(Avise, 2000).
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l.IV- Importancia del tema.

Hasta el momento las especies del género Mazama han sido
clasificadas de acuerdo al concepto tipolégico de especie, en el cual las
especies se definen segun caracteristicas morfolégicas que diagnostican un
grupo y las diferencian de otros (Garcia, 2000).

Debido a esta clasificacion, siguen existiendo muchas controversias en
cuanto a la taxonomia y el estado del “Guazu bira”, por lo que se desconoce el
namero exacto de subespecies que presenta (Duarte & Merino, 1997; Weber &
Gonzalez, 2003). Con el desarrollo de las técnicas de genética molecular se
tornara posible un enfoque filogenético de especie, donde cada especie es un
clado, cada clado es un taxdn monofilético, constituyendo la menor unidad
evolutiva (Garcia, 2000), por lo que se podra llegar a una clasificacién mas
clara de la especie.

La conversién de los ambientes como consecuencia de las actividades
antropogénicas, han alterado los pastizales, bosques y humedades nativos.
Esto ha derivado en la fragmentacién de habitats, y como consecuencia, las
poblaciones de mamiferos como el caso del “Guazu bira”, se encuentran
aisladas limitando el flujo génico entre las poblaciones (Gonzalez et al., 1998;
Wemmer, 1998). Hasta el momento no existe un relevamiento completo sobre
la especie, siendo necesaria una urgente evaluacién que permita obtener

informacion acerca de los patrones de distribucién y estatus poblacionales.
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lI- OBJETIVOS.
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lI- OBJETIVOS.

Il.I- Objetivo general.

- Estimar los patrones filogeograficos y los niveles de variabilidad genética
que presenta el Mazama gouazoubira para el marcador mitocondrial

Citocromo b.

ILII- Objetivos especificos.

- Analizar la variabilidad a nivel inter e intrapoblacional que presenta la

especie para el Citocromo b.

- Determinar si existen subestructuracién y flujo génico entre las

poblaciones analizadas.

- Comparar y analizar si es posible detectar diferenciacién filogenética en

el fragmento analizado con individuos de M nemorivaga.
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lll- MATERIALES Y METODOS.
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lll- MATERIALES Y METODOS.

lll.I- Obtencion de la muestra.

Se utilizaron un total de 44 muestras tanto de tejidos (piel, pelos y
musculo) como de fecas, de ejemplares de M. gouazoubira provenientes de las
diferentes localidades Neotropicales (Argentina, Brasil, Paraguay, Bolivia y
Uruguay), depositadas en la coleccion del laboratorio de Genética de la

Conservacion del IIBCE.

010.DMapas
hnologies

Figura 5- Localidades de muestreo. Se indica con simbolos de colores las distintas localidades
de donde provienen las muestras. Mapa tomado de Google Earth.

Las muestras fueron proporcionadas por diferentes colectores a partir de
animales muertos encontrados en la naturaleza, fecas, o de animales en
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cautiverio de los zooldgicos, de Asuncién (Paraguay), Minas y Lecocq

(Uruguay), Soorocaba (Brasil), Santa Cruz (Bolivia) y por la reserva de Horco

Molle de Tucuman (Argentina).

Tabla 1- Informacion de las muestras analizadas. Se indica en cada columna, el nombre de la
muestra, el pais, la localidad, departamento o provincia y el colector de las muestras

analizadas.
Muestras Pais Localidad Departamento/Estado Colector
SE 001 Uruguay Minas Susana Gonzdlez
MSG 014 Bolivia Sta Cruz Mauricio Barbanti
MSE 033 Brasil San Pahblo Rodrigo Texeira
WMSE 034 Brasil San Pablo Fodrigo Texeira
MSG 036 Brasil San FPablo Rodrigo Texeira
MSE 040 Uruguay Minas Amalia Villalba
WMEE 043 Brasil Fiedade San Pablo Rodrigo Texeira
MSG 044 Brasil Fiedade San FPablo Rodrigo Texeira
MSE 045 Brasil Salto de Pinapora San Pahblo Rodrigo Texeira
WMSE 045 Paraguay Asuncian Susana Gonzdlez
MSGE S0 ruguay San Carlos Maldonado Susana Gonzdlez
MG 52 Uruguay P. Lecocy Rocha Susana Gonzdlez
WM=E 053 Argentina Hacienda Municipio de Lapa Parana Fernanda Braga
MSG 055 Brasil lpera San FPablo Rodrigo Texeira
MISGE 051 Brasil Flarianopolis Sta. Catarina Silvia Willar
WMEE 054 Argenting Tucuman Patricia Black
MSE BE Argentina Este de Tucuman Tucuman Patricia Black
MSE 055 Argentina Corrientes Alejandro Margquez
M=GE 0 Peri Mariana Merino
MSGE 74 Argentina Tucuman Tucuman Patricia Black
MSGE 75 Argentina Tucuman Tucuman Patricia Black
MSGE 7B Argentina Tucuman Tucuman Fatricia Black
MSGE 77 Argentina Tucuman Tucuman Patricia Black
WS 79 Argentina Tucuman Tucuman Patricia Black
MISE 85 Uruguay Rivera M Bopicua Juan *illalba
MSG 055 Uruguay Aguas Blancas Lavalleja Juan Pablo
MSGE 59 Uruguay Rocha Laguna de Rocha Mariana Cosse
B~ 01 Uruguay Tacuarembd Susana Gonzalez
B 02 Uruguay Tacuarembd Susana Gonzdlez
B 035 Uruguay Tacuarembod Susana Gonzdlez
B 05 Uruguay Tacuarembd Susana Gonzalez
LC 02 Uruguay Tacuarembd Susana Gonzdlez
LC 03 Uruguay Tacuarembd Susana Gonzdlez
MSE 325 Uruguay San Carlos Eduardo Tavares
MEG 330 Uruguay Tacuarembad Eduardo Tavares
IVC-H 1730 Uruguay San Carlos Maldonado Armalia Villalba
TES Brasil Rio Branco Mauricio Duarte
T101 Brasil Falmas Tocantis Mauricio Duarte
T111 Brasil Jundiai Sao Paulo Mauricio Duarte
T112 Brasil Bebedouro Sao Paulo Mauricio Duarte
T113 Brazil Bebedoura Sao Paulo Mauricio Duarte
T155 Brasil Faz Alegria-Ms Mato Grosso do Sul Mauricio Duarte
T155 Brasil Faz Alegria-Ms Mato Grosso do Sul Mauricio Duarte
T2049 Brasil Intervales Sao Paulo Mauricio Duarte

extraccidon de ADN.

Las muestras fueron conservadas en etanol 95% hasta el momento de la
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liL.Il- Trabajo de laboratorio.

[11.11.I- Extraccién de ADN.

Extraccion de ADN de Tejidos.

La extraccién de ADN a partir de tejidos conservados en etanol 95%,
se realizd, segun el protocolo de Medrano et al., (1990).

En las extracciones de musculos y piel se uso aproximadamente 25mg
de tejido, mientras que en las extracciones a partir de pelos, se utiliz6 un
aproximado de 50 pelos con bulbo piloso. Para esto se utilizaron materiales
estériles, como tijeras, pinzas y guantes, manipulando cada muestra por
separado, con su respectiva pinza o tijera esterilizada, a modo de reducir al
minimo la probabilidad de contaminacién.

El tejido se lavo 2 veces con buffer STE 1x, pH 8,0 frio (0,1M NaCl;
100mM Tris pH8,0; 1M EDTA pH8,0) centrifugando 1° (minuto) entre cada
lavado y descartando el sobrenadante.

Se agregaron 550ul de buffer de lisis (50mM Tris, HCI; 1% SDS;
100mM NaCl; 1% beta mercaptoetanol) y 20ul de proteinasa K (10 mg/ml). Se
incubé en bano a 55°C con agitacién toda la noche, de modo en que se
produzca la lisis celular.

El dia 2 comienza con la adicion de 5,5 pl de RNasa (10mg/ml), luego
se deja incubar durante 1 hora, y se centrifugan las muestras a 14000rpm
durante 10°.

Se transfiere el sobrenadante a un nuevo eppendorff, midiendo el
volumen. Se agregd un volumen de 0,4 el volumen inicial de NaCl 5M, de forma
tal de llevarlo a 2M, a los efectos de precipitar las proteinas. Luego se
centrifug6 durante 30°.

Del total del sobrenadante, se colocaron 400ml en un eppendorff y el
resto en otro. En ambos casos se agregd el doble del volumen de etanol
absoluto frio y se agité lentamente de arriba hacia abajo, varias veces cada
eppendorff para precipitar el ADN. Para que termine éste proceso se los dej6

en la heladera a 4°C toda la noche.
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Luego se centrifugaron las muestras por 30", a 14000rpm, obteniendo
un pellet de ADN. Se descartd el sobrenadante, y se realizaron dos lavados
con 1ml de etanol al 70% con un centrifugado de 5 cada uno, descartando el
sobrenadante luego de cada centrifugado. Se dejé secar en la estufa a 37°C
durante 30" de forma tal que se seque el etanol remanente.

El ADN se diluy6é con 100 ul de agua miliQ estéril por muestra y se
dejé en la estufa hasta el otro dia.

Extraccion de ADN de Fecas.

Se realizé la extraccion de ADN de las muestras utilizando el kit de
extraccion de ADN comercialmente disponible Dneasy Tissue Kit 250 de
QIAGEN, utilizando el protocolo sugerido por los fabricantes. Siguiendo los
pasos del mismo, se coloc6 en un eppendorff de 1.5 ml, una pequena cantidad
de la muestra de fecas a analizar, aproximadamente 25 mg, seleccionando la
capa externa, ya que en esa zona se encuentran células de la mucosa
intestinal. También se utilizaron materiales estériles, a modo de reducir al
minimo la probabilidad de contaminacién.

Se le agregé 180ml de buffer Atl y 20ml de proteinasa K. Se mezclé
dando golpecitos y se colocé en un bafo a 55°C con agitacion, durante toda la
noche, de modo tal que la feca quede bien diluida.

Luego se agregd 200ml de buffer AL en los diferentes tubos,
mezclando bien, sin vortexear, se encub6 a 70°C en el bafo durante 10°.
Luego se agreg6é 200ml de etanol absoluto, con el fin de precipitar al ADN,

mezclando bien nuevamente cada tubo.

Esto se coloc6 en una columna de 2ml en un eppendorff, y se
centrifugé a 8000 rpm durante 1 minuto. Luego se descartd el eppendorff y se
sustituyé por uno nuevo. Al mismo se le agregd 500ml de buffer AW1, para
lavar el ADN y se volvié a centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.
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Se colocé la columna en otro eppendorff de 2ml, y se agregé 500ml de
buffer AW2. Se realiz6 una centrifugacion a maxima velocidad durante 3
minutos y se saca el eppendorff nuevamente, finalizando la etapa de lavado.

Como ultimo paso se debe extraer el ADN de la columna. Para esto se
coloca un eppendorff de 2ml y se agregaron 50ml de buffer AE directamente en
la membrana, esto se incubd 1 minuto a temperatura ambiente. Luego se
centrifugé 1 minuto a 8000 rpm. Se retira el eppendorff y se repite el ultimo
paso.

No se recomienda el uso de vértex para el mezclado de las soluciones
al trabajar con muestras fecales, ya que el ADN presente en los mismos se
encuentra bastante degradado y es muy fragil, por lo que golpes fuertes

podrian dafarlo aun mas.

llLLILII- Verificacion de la calidad del ADN extraido.

Se verifico la calidad y cantidad del ADN extraido mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1%, pH 8,0 y BrEt
(5ug/ml).

Esta técnica se basa en el desplazamiento de macromoléculas
cargadas sometidas a un campo eléctrico. Las moléculas de ADN se separan
por tamafno a través de una matriz de gel. Dado que el ADN se encuentra
cargado de forma negativa, la exposicion del mismo a un campo eléctrico,
provoca la migracién de éste hacia el polo positivo del campo. Diferenciando
las moléculas segun su tamano ya que la velocidad de migracion es
inversamente proporcional al tamafo.

La tincion con bromuro de etidio permite una facil visualizacion, dado
que es un agente intercalante que se introduce entre las bases del ADN y
fluérese bajo la luz ultravioleta (UV) (Lewin, 2001). Esto se observa por medio
de una camara digital de luz UV, conectada a una computadora, con el
programa Kodak 1D v 3.5.4.
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También se cuantific6 mediante una curva de absorbancia
espectrofotométrica, por medio del equipo NanoDrop. Este mide la
concentracion de ADN total mediante absorbancia a 260 nm; la calidad e
integridad del ADN aislado se evalu6 con la relacion de absorbancia 260/280.
Una relacion 260/280 de 1,8 — 2,0, indica ADN puro, sin proteinas. Mediante las
medidas de absorbancia 260/230 también se indican otras impurezas, como
productos quimicos organicos y contaminaciéon de disolventes. (Vargas et al.,
2006; Thermo Fisher Scientfic I. 2008).

lLILII- Amplificacion del ADN mitocondrial.

Se amplific6 por medio de la Reaccién en cadena de la Polimerasa
(PCR), una parte de la regién codificante para el gen del citocromo b (cyt b), del
ADN mitocondrial, de modo de obtener una regiébn de 460 pb
aproximadamente, utilizando los cebadores L14724 (28 bases) y H15149 (34
bases) (Kocher et al., 1989)
Siguiendo el protocolo descripto por Gonzalez et al., (2009).
Secuencia de los cebadores.
L14724 5'CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTGS’
H15149 5'AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCAS’

Cada mezcla de PCR estd compuesta por: aproximadamente 100ng
de muestra de ADN, 1mM de dNTP en una reaccion buffer de 50mM de KClI,
2.5mM de MgCI2, 10mM Tris-HCI (pH 8.8), y 1.25 U de Tag ADN polimerasa en
un total de 23ul, la reaccion contenia 25 pmoles de cada cebador, para un
volumen final de 25ul.

Se ingresaron 35 ciclos de amplificacion en el programa del
termociclador (Perkin Elmer-Cetus, Model 480). Cada ciclo consisti6 de una
desnaturalizacién a 94°C durante 60 segundos, alineamiento a 50°C durante
120 segundos y extension a 72°C durante 90 segundos. Con una
desnaturalizacién inicial de 3" a 94°C y una extension final de 7° a 72°C.

En todas las reacciones se incluyeron controles negativos para

visualizar si existia contaminacion, y controles positivos para cerciorar que la

20



regidbn amplificada era la correcta y que los productos estaban en buenas
condiciones, en caso de que no haya amplificacién alguna en las distintas
muestras.

Se realizaron numerosas reacciones de amplificacion de la region de
cyt. b. El éxito de las mismas se corrobordé mediante el mismo método que para
las extracciones de ADN, pero en este caso utilizando una concentracion de
agarosa de 2%. Los productos de PCR se colocaron en los diferentes pocillos,
asi como los controles negativos y positivos de los mismos, y un marcador de
peso molecular de 100pb, de forma tal de corroborar que la region amplificada
era la deseada.

lILILIV- Secuenciacion.

Una vez verificada la amplificacion del fragmento de interés, éstos
fueron secuenciados en el Instituto Pasteur de Montevideo, Unidad de Biologia
Molecular.

El servicio de secuenciacidn, cuenta con un secuenciador automatico
de 4 capilares ABI3130 (Applied Biosystems).

El método de secuenciacion es el método enzimatico de Sanger
(Sanger et al., 1977), conocido como Método de los terminadores de cadena o
dideoxi. Para este método resulta esencial disponer de un ADN molde (de
cadena simple) y el cebador complementario a ésta. Este se utiliza como
sustrato de la enzima ADN polimerasa | y se va a extender sobre la cadena de
ADN molde copiando la forma complementaria, siendo éste el resultado
obtenido, que sera leido con el programa Mega 4.0 (Tamura et al., 2007).
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lIL.IIl- Analisis de las secuencias.

Se obtuvieron las secuencias correspondientes al fragmento de
estudio para cada individuo. Con el fin de comprobar que efectivamente las
secuencias de ADN obtenidas pertenecian a la especie Mazama gouazoubira,
se realiz6 una busqueda de secuencias utilizando la base de datos de el
GenBank (http://www.ncbi.nim.nhi.gov). Esto se debi6 a que se trabaj6

principalmente con ADN extraido a partir de fecas recolectadas en el campo.

lILIILI- Analisis de los polimorfismos de las secuencias.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el programa Mega 4.0
(Tamura et al., 2007). Se realizé un alineamiento con el mismo algoritmo para
obtener una matriz de forma tal de observar los diferentes polimorfismos entre
las secuencias. Todos los cambios (mutaciones, deleciones, inserciones)
fueron confirmados de forma visual y manual, segin éstos, se clasificaron las

muestras en los distintos haplotipos.

lLILII- Analisis filogenético.

Se alinearon en una matriz todas las secuencias obtenidas, con el
programa MEGA 4.0. A partir de éstas se realizo una matriz de distancias
genética con las 44 muestras, la cual fue calculada utilizando el método de
Tamura & Nei recomendada para citocromo b en cérvidos segun Randi et al.,
1998., de esta forma se diferenciaron los distintos haplotipos presentes en la
muestras de estudio.

De forma tal de corroborar los haplotipos obtenidos por la matriz de
distancias génica, se realiz6 un arbol filogenético, segiun el método de

distancias pareadas entre secuencias, con el criterio de unién de vecinos
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(Neighbor joining) como algoritmo de agrupamiento de los arboles (Saitou &
Nei, 1987).

Los clados que no fueron confirmados por el método de Tamura & Nei
(1993), fueron analizados de forma visual e independiente, por medio de la

matriz de alineamiento con el programa MEGA 4.0.

Una vez confirmada la variabilidad haplotipica se prosiguié con el
analisis de las diferentes poblaciones, utilizando arboles con el algoritmo de
parsimonia. El algoritmo de parsimonia se basa en identificar entre todos los
arboles, el que tenga menor nimero de pasos (menor numero de mutaciones).
Como algoritmos de agrupamientos de los arboles de distancias se utilizaron
los mismos criterios que para el estudio de la variabilidad haplotipica, mientras
que como algoritmo de los arboles de parsimonia se utilizé el criterio de
busqueda heuristica con algoritmo de agrupamiento, “Unweighted parsimony”.

Ambos arboles fueron construidos con el programa Mega 4.0 (Tamura
et al., 2007) usando la opcién “pairwise deletion” de forma tal de tener en

cuenta la falta de informacion o dudas que se presenten.

Como otro modelo de evaluar las relaciones entre las secuencias de
Guazu bira se construyd un esquema de relacién entre haplotipos a partir de
las diferencias pareadas de las secuencias (“Minimun Spanning Network”,
MSN) paral poder dilucidar sobre el haplotipo basal y la evolucién de éstos.
Como medida de distancia se utilizaron las diferencias entre pares de
secuencias. EI MSN se construyé a partir de matrices realizadas con el
programa DNAsp v5 (Rozas et al., 2010) y el arbol de redes haplotipicas con el
programa NETWORK (Bandelt et al., 1999).

De forma tal de observar si existe diferenciacién filogenética en el
fragmento analizado con individuos de M nemorivaga, se realiz6 un arbol
filogenético, segun el método de distancias pareadas entre secuencias, con el
criterio de union de vecinos (Neighbor joining) como algoritmo de agrupamiento
de los arboles (Saitou & Nei, 1987).
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lHLIILII- Medidas de Variacion Genética.

Para estudiar el grado de variacién génica de la especie, se calculd el
numero de sitios polimoérficos, a partir de las secuencias obtenidas.

El nimero de sitios polimoérficos es una medida de la variabilidad
genética que indica el niumero de loci que presentan mas de un alelo por locus.
Para calcularlo se utiliza la siguiente ecuacion (Hartl, 2000):

S (Sitio Polimorfico)= sitios polimorficos / sitios totales

Dentro de los sitios polimérficos se determinaron sitios informativos
para parsimonia, transiciones, transversiones y presencia o ausencia de

deleciones e inserciones.

A su vez, se calculé el Numero de Diferencias Pareadas (phi), que es
el numero de sitios en que difieren dos secuencias cualesquiera y se calcul6 el

namero de diferencias nucleotidicas entre los diferentes haplotipos.

Se calculé también el indice de diversidad haplotipica (H), como la
probabilidad de que dos haplotipos muestreados al azar sean idénticos dentro

de la muestra:

Siendo n el numero de copias del gen en la muestra, k el niumero de

haplotipos y pi es la frecuencia en la muestra del i-ésimo haplotipo (Nei, 1987).

El efecto de la subdivisién de la poblacion se midié por un parametro
denominado “indice de fijacion” (Fst). El cual indica la reduccién promedio en la
heterocigosidad de una subpoblacién debido a la deriva génica en relacién a lo
esperado segun Hardy-Weinberg. Este parametro se utiliza como medida de
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distancia genética entre las diferentes subpoblaciones (Wright, 1969; Ayala,
1982; Hartl, 1988).

Fsr=1—Hs/Hr

Los valores de diversidad haplotipica para Guazu bira, fueron
calculados mediante el programa Arlequin version 3.1, (Excoffier et al., 2006),
por medio de un Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA), el cual permite
deducir el grado de diferenciacion entre poblaciones divididas geograficamente
correspondiendo a resultados estadisticos analogos a los Estadisticos F
(Excoffier et al., 1992 ).

Este método estima la divergencia poblacional a partir de datos
moleculares y pruebas de hipétesis sobre dicha diferenciacién de forma de
poder determinar la estructura de las poblaciones (Excoffier et al., 1992). Este
programa utiliza las frecuencias haplotipicas y el nUmero de mutaciones entre
los diferentes haplotipos para evaluar la significancia de los componentes de la
varianza molecular asociados con diferentes niveles jerarquicos, los cuales se
caracterizan de la siguiente manera, dentro de poblaciones (®st), entre
poblaciones dentro de los grupos (Psc) y entre grupos (dcr). Aquellas
agrupaciones que maximizan los porcentajes de la varianza entre grupos, y
minimizan los porcentajes dentro de grupos, se asumen que reflejan la
subdivision geografica mas probable (Excoffier et al., 2006). Se tom6 a = 0,05
como nivel de significancia estadistica, de manera que si el p-valor, es decir la
probabilidad de aceptar la hipbtesis nula es menor a 0,05, la misma se rechaza
y si es igual o mayor a 0,05 se acepta (Sokal & Rolph, 1979).

Para construir la matriz a ser analizada mediante el programa Arlequin
3.1. Se alinearon todas las secuencias haplotipicas obtenidas de las diferentes
regiones Neotropicales. En la misma cada grupo corresponde a un pais sin
hacer diferencia entre las distintas poblaciones presentes en los mismos. En
vista de que se disponia solo una muestra de Bolivia, Paraguay y Peru, estas
tres poblaciones fueron denominadas bajo el grupo “Peru”.
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Se realizaron distintas corridas con el programa Arlequin 3.1 a partir de
diferentes agrupaciones, tomando todas las combinaciones posibles. Esto nos
permitié inferir de forma precisa la agrupacién mas probable dentro de las

diferentes localidades analizadas.
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IV- RESULTADOS.
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[V- RESULTADOS.
IV.l. Extraccion, amplificacion y obtencion de
secuencias.

Se obtuvo un 100% de eficiencia sobre las extracciones de ADN de las
muestras, ya que de todas se extrajo ADN, en menor o mayor concentracion.

La verificd y cuantificacion de la concentracion de ADN, por medio de
una curva de espectrofotometria, NanoDrop, indic6 presencia de ADN en todas
las muestras, con una pureza bastante elevada para las muestras de tejidos.

En el caso del ADN proveniente de fecas ademas de la banda de ADN
se vio un “smear” caracteristico de este método de extraccion, producto del
ADN degradado existente, por medio de la curva de espectrofotometria se
observo que la pureza de estos ADN no era tan alta.

En el caso de las reacciones de amplificacion, la eficiencia no fue de
un 100% ya que se debié repetir la amplificacion de varias muestras,
principalmente de aquellas obtenidas a partir de fecas, dado que el ADN se
encontraba muy degradado.

Tanto los controles positivos como los negativos, de las diferentes
reacciones fueron todos exitosos, lo cual nos indicé que los reactivos y las

reacciones de amplificacion fueron buenos.

A partir de las amplificaciones realizadas, se escogieron para
secuenciar aquellas muestras con bandas mejor definidas, de buena calidad,
representativas de las distintas poblaciones de la regién. Las muestras

procesadas y secuenciadas se detallan en el Anexo 1.

Si bien se realizé una seleccidn previa de las muestras a secuenciar,
no se obtuvieron los resultados esperados en algunas de ellas, ya que
presentaron en lugar de una region de 460pb una regién de solo 260pb, con
mucho “ruido” en los extremos, quedando tan solo 226pb limpios. Por este
motivo fue necesario cortar todas las secuencias de forma tal de obtener

fragmentos uniformes en cantidad de pares de base.
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IV.Il- Analisis del gen del citocromo b y variacion
genética intrapoblacional encontrada.

A partir de las secuencias alineadas se encontraron 26 sitios
polimorficos, y 12 sitios informativos para parsimonia. Entre ellos se

encontraron 11 transiciones y 1 transversion.
La proporcion de sitios polimoérficos es de 0.1150. No se observo

ninguna insercion ni deleciéon, lo cual era esperado dado que se trata de una
regidn codificante y conservada, de un gen.
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Tabla 2. Mutaciones encontradas en las diferentes secuencias de los individuos
respectivamente.
Muestra Posicion [Transicidn| Transversién| Cambio | S. Informativo
LC 02, MSG 89 1 X Cpor T Sl
MSG 75 1 X C por A
BV1 03 5 X T por A
MSG 36, MSG 48, MSG 5, MSG 64 7 X T porC Sl
LC 02 7 X T por C Sl
T113 8 X A por G
BV1 02, BV1 08 9 X T por C Sl
MSG 52, MSG 79 16 X CporT Sl
T 101, MSG 33, 34, 44, 45, T 111, 155, 158, 209 22 X T por C SI
MSG 75 29 X A por G
BV1 08, BV1 02 41 X T por C SI
BV1 03 44 X T por A
MSG 68 52 X T por C
MSG 68 59 X CporT
MSG 40, 77, 88, 330, 325, VC-H 1730 61 X Apor G SI
LC 02, MSG 89 61 X Apor T Sl
MSG 68 71 X T por C
BV1 02 85 X A por C
MSG 40, 77, 88, 330, 325, VC-H 1730, BV1 08 91 X T por C Sl
LC 03, MSG 85 118 X T por C Sl
BV1 03 119 X T por A
T 101, MSG 33, 34, 44,45, T 111, 155, 158, 209, MSG 85 151 X T por C Sl
MSG 43, T 112 157 X CporT SI
BV1 08 163 X CporT
MSG 76 172 X CporT
BV1 02 187 X T por C
MSG 75 192 X G por A
MSG 36, MSG 48, MSG 5, MSG 64 223 X T por C Sl
MSG 68 224 X T por A
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| método de Tamura & Nei (1993). En

, seglin e

tilizando el método de Tamura & Nei (1993).

Se utiliz6 como grupo externo una secuencia de Ozotoceros

A partir de las secuencias alineadas se realiz6 una matriz de distancias

s

bezoarticus y otra de Mazama americana del banco de ADN del laboratorio.
color se representan los haplotipos compartidos.

Tabla 3. Distancia nucleotidica para la especie
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1
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1

3] 3] 3/ 3 2]2[2] 2] 3 3[3]3[3]3 4]2] 3| 3] 4[5|]5]3]3 3|3f3] 33 3f3]3f2

55| 5| 5| 5| 5[ 5| 5[5/ 5|7 7177 6|64 47777177/ 8] 6] 7 718|998 7 7|7 777,717,766
A partir de la matriz de distancias nucleotidicas se observd la

212l 2] 2] 2 2| 2] 2] 2] 2| 4] 4] 4] 4 3| 3| 3] 3| 4| 4] 4] 4| 4] 4| 5] 3] 2| 4] 5] 6] 6] 5[ 0

21 2 2] 2| 2] 2] 2| 2] 2] 2| 4) 4] 4] 4 3| 3| 3| 3| 4| 4| 4] 4| 4] 4| 5[ 3] 2 41 51 6] 6] 5[ 0]0

2l 2 2| 2] 2 2] 2] 2| 2| 2| 4] 4] 4] 4 3| 3| 3| 3| 4| 4| 4] 4| 4] 4 5| 3] 2| 4] 5| 6|/ 6] 5/ 0/ 0] O

212 2] 2] 2/ 2] 2] 2] 2] 2| 4] 4] 4] 4 3| 3| 3] 3| 4| 4] 4] 4| 4] 4/ 5| 3] 2| 4] 5| 6|/ 6] 5/ 0, 0]0] 0
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presencia de 17 haplotipos, de los cuales 6 son compartidos mientras que los
11 restantes se presentaron como haplotipos Unicos, lo cual se verific6 por
medio de un arbol filogenético con el criterio de agrupamiento de Unién de

Vecinos (“Neighbor joining”).




El nimero de diferencias entre las secuencias varia desde 1 hasta 9.

Tabla 4. Haplotipos encontrados para el fragmento de estudio, con sus respectivos individuos

Haplotipo Muestras Paises
A |BV1 01- MSG 50- MSG 14- MSG B1- MSG B6- MSG 53- MSG 001- T 69- MSG 74- MsG 7o| Ar9entina, Bolivia, Brasil, Perd, Uruguay.
° MS(G 36- MSG 48- MSG 55- MSG B4 Argentina, Brasil, Paraguay
¢ M3G 43- T 112 Brasil
P MSG 52- MSG 79 Argentina, Uruguay
E MSG 325- MSE J30- MSG 40- MSG 77- MSG 86- ZvC-H 1730 Argentina, Uruguay
" LC 02 Uruguay
© LC 03 Brasil
i M3SG 85 Argentina
| MSG 832 Uruguay
’ Bv1 03 Uruguay
- Bv1 08 Uruguay
: Bv1 02 Uruguay
M MSG 75 Argentina
h MSG 33- MG 34- MG 44- MSG 45- T 101- T111- T 155- T 158- T 209 Brasil
° T113 Birasil
i MSG 76 Argentina
“ M35 65 Argentina

Se encontraron 6 haplotipos que no fueron unicos, de los cuales 4 se
encuentran presente en las diferentes localidades Neotropicales.

El haplotipo A, esta representado por 3 individuos de Uruguay, 3 de
Argentina, 3 de Brasil y 1 de Bolivia. El haplotipo B se compone de 2 individuos
de Brasil, 1 de Paraguay y 1 de Argentina. ElI D estd compuesto por 1 individuo
de Argentina y 1 de Uruguay; mientras que el E se compone de 5 individuos de
Uruguay y 1 de Argentina.

A partir de las secuencias alineadas se realizd un arbol filogenético

con el método de “Unién de Vecinos” de forma tal de observar la variabilidad de

la especie
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Figura 6. Arbol filogenético construido con Método de Neighbor-Joining (unién de vecinos),

opcion “pairwise deletion”, tomando en cuenta el nimero de diferencias de nucleétidos.

El indice haplotipico encontrado para la especie fue de 0,386. Las

frecuencias relativas de la composicion nucleotidica fueron:
C:27.14% T:31.71% A: 28.32% G: 12.83%
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IV.Ill- Variacion genética interpoblacional encontrada
para Mazama gouazoubira.

A partir de las corridas realizadas mediante el programa Arlequin, se
obtuvo una matriz de diferencias haplotipicas entre los diferentes grupos

(paises) donde se observé que el mas divergente es Peru (Tabla 5).

Tabla 5. Matriz de distancias haplotipicas, entre grupos, obtenida con el programa Arlequin con

el método de Diferencias de Pares. 1: Brasil, 2: Peru, 3: Argentina, 4: Uruguay.

1 2 3 4
1 0.00000
2 0.60207 | 0.00000
3 0.03860 | 0.62737 | 0.00000
4 0.29434 | 0.74203 | 0.29430 | 0.00000

Se realizd un analisis AMOVA para evaluar los niveles jerarquicos de
variacion genética dentro y entre las diferentes localidades. Se realizaron
diferentes corridas con todas las combinaciones posibles entre las diferentes
localidades, de forma tal de poder observar cual de las agrupaciones es la mas
probable, siendo ésta la agrupacion Argentina-Brasil (Tabla 6). Esta obtuvo una
variacion intrapoblacional que presentdé una valor de 56,05%. EI valor
correspondiente al estadistico FST es de 0.43953 (p = 0.00), lo que podria
indicar una tendencia hacia la divergencia entre las poblaciones (Tabla 7).
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Tabla 6. Diferentes corridas del andlisis de varianza molecular entre las diferentes
combinaciones. En violeta se observan los resultados de Fst y en verde los valores de Fct, con
los porcentajes de variacion correspondiente. Seguin método Eucleideano de Excoffier et al.,
1992. Los resultados senalados en negrita, son los correspondientes a la agrupacién

Argentina-Brasil, siendo éstos los més significativos.

Argentina
0,43953
Brasil 56,05
0,24308 0,20025
Uruguay 75,69 79,08
0.21801 0,20988 0,21809
Perd 78,20 79,01 78,19

Tabla 7. Analisis de varianza molecular entre individuos de Mazama gouazoubira, a partir de la
agrupacion Perd, Uruguay y Argentina-Brasil. Se construyé una matriz de diferencias pareadas
entre haplotipos utilizando el método Eucleideano de Excoffier et al., 1992.

*Indica probabilidad de los indices de fijacion (F) usando la aproximacién permutacional propuesta por
Excoffier et al., (1992) (valores significativos con o = 0.05).

Fuente de Grados Sumade Componentes Forcentaje Estadisticos F

|a variacion delibertad cuadrados devarianza  de la variacion

Entra grupos ? 31.213 0895071 Va 3038 FCT: 0.30395*
(p=0.01419)

Entre pobl. dentro

de grupos 6.026 039926 Vb 3.50 FSC: 019479 %
(p=0.00098)

Dentro de

yoblaciones 18 62.714 1.65038 Vc 56.05 FST: 043953
(p=0.00000)
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A partir de la matriz fasta del programa MEGA, se realizaron diferentes
matrices con el programa DNAsp v5 (Rozas et al, 2010) de forma tal de
obtener una matriz de redes haplotipicas con el programa NETWORK (Bandelt
et al., 1999) paral poder dilucidar sobre el haplotipo basal y la evolucién de

éstos (Figura 7).

H_E
H_11
g 1
: @
s )
H_1Q
Argentina
& Bolivia
% Brasi
& Paraguay
#  Perd
#®  Uruguay
H_1?

Figura 7. Red haplotipica interpoblacional obtenido mediante el programa Network 4.5.1.6.
(Bandelt et al, 1999). Indicando distancias génicas vy frecuencias haplotipicas

correspondientes.

Con el fin de verificar los resultados obtenidos con el programa
Arlequin 3.1 se realizé un arbol filogenético por Maxima parsimonia con el
programa MEGA 4.0 (Figura 8).
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Figura 8. Arbol filogenético interpoblacional, construido con Método de Maxima parsimonia,

con el programa MEGA 4.0.

Con el programa MEGA 4.0 también se realiz6 una matriz de

distancias nucleotidicas segun el numero de diferencias de pares de bases

entre los haplotipos (Tabla 8).

Tabla 8. Distancia nucleotidica entre los diferentes haplotipos, segun el numero de diferencias,

segun el método de Pairwise distances, construido con el programa MEGA 4.0.
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IV.IV- Analisis taxonomico entre Mazama gouazoubira 'y

Mazama nemorivaga.

Se realiz6 una filogenia con los haplotipos encontrados en este trabajo
y 3 secuencias de M. nemorivaga obtenidas del GeneBank, numeros de
acceso: DQ789205, DQ789206, DQ789226, para esta region del gen del
citocromo b (Figura 9).

A partir del andlisis filogenético se observan dos clados claramente
diferenciados con este pequeno fragmento del citocromo b con un alto soporte

de bootstrap.

Hap A
Hap J
14 Hap O

Hap P

Hap D
B6 Hap @

Hap C

14 Hap M
5 iHap G
43 Hap H
Hap E
73 Hap L
Hap B
Hap M

25

EE]

Hap F
&0 [ Hap |

el T122mro Mazama nemorivaga

—'j [clT49mro Mazama nemorivaga
52 Il T149rmro Mazama nemorivaga

Figura 9. Arbol filogenético construido con algoritmo de Neighbor Joining, con el programa
MEGA 4.0. Para el fragmento de 226pb del gen del citocromo b, entre las especies Mazama

gouazoubira y Mazama nemorivaga.
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V- DISCUSION.
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V- DISCUSION.
V.l- Variabilidad genética inter e intrapoblacional del
Mazama gouazoubira para el citocromo b.

A partir de las muestras analizadas, se obtuvo una secuencia de
226pb de la regién codificante para el gen del citocromo b. Se encontraron 17
haplotipos de un total de 44 individuos estudiados para esta regién, con una

proporcién de sitios polimérficos de 0,1150 y un indice haplotipico de 0.386.

De los 17 haplotipos mencionados anteriormente se observaron 6
compartidos, de los cuales 4 lo son entre las diferentes localidades

Neotropicales.

Se observé una diferencia muy marcada respecto a las frecuencias y
localidades correspondientes a los distintos haplotipos. Los mas frecuentes
son: el haplotipo A con una frecuencia de 0.23, presente en individuos de las
diferentes localidades Neotropicales de Argentina, Brasil, Bolivia y Uruguay, y
el haplotipo N, con una frecuencia de 0.21, en individuos de Brasil. El resto de
los haplotipos fueron observados en muy baja frecuencia. EI B con una
frecuencia de 0.09, presente en individuos de Argentina, Brasil y Paraguay; el
C con una frecuencia de 0.05, encontrado en individuos de Brasil; y el D con
igual frecuencia que el anterior se observé en individuos de Argentina vy
Uruguay. Los haplotipos F, G, I, J, Ky L (correspondientes a Uruguay), H, P y

Q (Argentina) y el O de Brasil, presentaron una frecuencia de 0.02.

Se encontré una alta variabilidad de la especie para la regién de
estudio, al igual que en el trabajo de Bidegaray (2003). Este autor encontrd, en
un fragmento de 423 pb del mismo gen, un indice haplotipico de 0.632 para
una muestra de 19 individuos de diferentes localidades Neotropicales de
Uruguay, Argentina, Brasil y Bolivia.

Al igual que en el presente trabajo, Abril et al. (2010) en su estudio

realizado sobre la variabilidad del Mazama americana en Brasil encontraron
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una variabilidad muy grande, en un fragmento de mayor tamafno del mismo
gen. Podemos decir que los niveles de variabilidad encontrados para M.
americanay M. gouazoubira son esperados, dado que se trata de especies con
una gran variabilidad morfolégica, que presentan grandes controversias en
cuanto a su taxonomia y al numero de subespecies descriptas.

En otras especies de ciervos Neotropicales, como el venado de
campo, Ozotoceros bezoarticus, Repetto (2007) encontrd una variabilidad muy
baja para un total de 417pb de la region estudiada, observando un indice
haplotipico de 0.090, para una poblaciéon de 500-600 individuos en la provincia
de San Luis, Argentina. En base a esto pudo indicar que la regién analizada
para esta especie se encuentra muy conservada, lo cual difiere con lo

encontrado para M. gouazoubira.

En cuanto al uso del marcador seleccionado, Abril et al. (2010)
reafirmaron la utilidad de éste para analizar y discriminar unidades evolutivas
significativas. En su trabajo con Mazama americana, Abril et al. (2010)
observaron 2 clados segun diferentes localidades Neotropicales, para

citocromo b, los cuales fueron confirmados con estudios citogenéticos.
La variabilidad observada en este trabajo, como en el de Repetto

(2007) sustenta la utilidad del fragmento analizado, para el estudio de
variabilidad dentro de una especie, pudiendo discriminar variantes alélicas.
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V.lII- Analisis de los patrones filogeograficos del
Mazama gouazoubira para el citocromo b.

Se calculd por medio de un analisis AMOVA la variacién
intrapoblacional, donde se obtuvieron 6 resultados a partir de diferentes
combinaciones de a 2 entre las diferentes localidades. En todos los casos se
obtuvo un Fst mayor a 0,2, lo que indica una gran variabilidad de la especie en
las diferentes localidades. Sin embargo el valor de Fct obtenido varia entre 0,3
y -0,59 lo que indica que la variacion entre los grupos no es homogénea.

El mejor resultado se obtuvo con la agrupacion de Argentina y Brasil,
con un porcentaje de variacidbn entre poblaciones de 56.05 con un valor
correspondiente de Fst de 0.43953 (p= 0.00) y un porcentaje de variacion
dentro de las poblaciones de 30.39 con un Fct de 0.30395 (p= 0.01419). Estos
valores indican una variabilidad dentro de las poblaciones muy grande, con una
tendencia bastante marcada hacia la divergencia.

El analisis de diversidad genética realizado por medio del andlisis
AMOVA, anédlogo a los estadisticos F, se llevo a cabo con un nivel de
significancia estadistica a = 0,05; por lo que todos los resultados obtenidos
fueron significativos, dado que no se obtuvieron resultados de p-valor menores
a 0,05 en ninguna de las corridas realizadas.

Marquez et al. (2006) estudiaron dos regiones del ADN mt, la region
del gen del citocromo by la region D-Loop de la regidén control, para Blastoceros
dichotomus (Ciervo de los Pantanos) de diferentes localidades Neotropicales
(Argentina, Brasil y Bolivia). En un fragmento mas grande al analizado en este
trabajo, obtuvo una variabilidad muy baja, solo 4 haplotipos en 44 individuos,
mientras que en este trabajo se encontr6 una variabilidad muy alta para tan
solo 226pb.

Esto coincide con lo descripto por Duarte & Merino (1997) y Grubb
(2005) para la especie, con respecto a que el Guazu bira es una especie con
una diversidad muy alta tanto a nivel geografico como poblacional, mientras

que el Ciervo de los Pantanos es una especie con muy poca diversidad.

42



A partir de los resultados obtenidos con el programa NETWORK, se
pudo observar que el haplotipo basal es el A, siendo éste compartido entre
diferentes localidades Neotropicales. Este resultado junto con la forma de
estrella de la red haplotipica obtenida, corroboran lo inferido por Duarte et al.
(2008) con respecto a la gran expansiéon geografica y demografica que sufrié
esta especie, ocasionando grandes niveles de variabilidad morfolégica vy
genética, lo cual se ve inducido por la baja dispersién de la especie (Duarte et
al., 2008; Pinder, 1997; Vogliotti, 2004).

Se pudo observar por medio de los resultados obtenidos con los
diferentes programas, que el haplotipo mas divergente es el Q, correspondiente
a Argentina y lo siguen los haplotipos J y k de Uruguay. J y Q fueron los mas
divergentes entre ellos, mientras que F e | correspondientes a Uruguay,

resultaron ser los mas cercanos.

A partir de las filogenias realizadas con el programa MEGA 4.0 se
observa que algunas poblaciones de Uruguay se encuentran muy cercanas
entre ellas. Por otra parte con la matriz de redes haplotipicas realizada con el
programa Network, se determiné un relacionamiento muy estrecho entre los
haplotipos de Uruguay. A partir de estos resultados se puede concluir que
existe una pequena estructuracion poblacional con una divergencia haplotipica
reciente, lo cual se debera tener en cuenta al momento de implementar

unidades de manejo y conservacion.

Al igual que en este trabajo, Duarte et al. (2008) encontraron varios
haplotipos de diferentes localidades geograficas, por medio de un estudio
filogenético en el cual caracterizaron 1000 pb del gen del citocromo b en
Mazama gouazoubira. De aqui determinaron que la especie posee una amplia
plasticidad ecolodgica, lo que le permite adaptarse facilmente a los diferentes
ambientes. Esto los llevd a concluir que la especie fue capaz de colonizar
diferentes ambientes en los ciclos secos y humedos del Pleistoceno, resultando
en niveles de especiacion geogréafica bajos. Se puede decir que los altos
niveles de variabilidad encontrados para este marcador se deberian a una gran
expansion geografica y demografica a inicios del Pleistoceno (hace un millon
de anos aproximadamente) en Sudamérica (Duarte et al., 2008).
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Los mismos resultados fueron obtenidos en estudios realizados en
otras especies de cérvidos Neotropicales, como por ejemplo en Ozotoceros
bezoarticus para el cual se determind que su ancestro existi6 durante el
Pleistoceno, hace aproximadamente 2 millones de afnos en la formacién
Pampeana, dispersandose hacia el sur y participando en el intercambio de
especies entre el norte y el sur de América (Marshall et al., 1984; Stehli &
Webb, 1985). A partir de esto los cérvidos se distribuyeron por toda
Sudamérica, ocupando distintos tipos de nichos (Eisenberg 1987). Gonzélez et
al. (1998) realizaron un estudio para la regién control del ADN mitocondrial,
donde observé que la gran divergencia encontrada para la regién correspondia
con lo predicho sobre la expansion geografica y demografica para Ozotoceros
bezoarticus.

Por el contrario, Marquez et al. (2006) encontraron una variabilidad
muy baja para Blastocerus dichotomus mediante el analisis de la regién D-loop
de 127 individuos de diferentes localidades. Los autores interpretaron que los
bajos niveles de diversidad genética reflejan probablemente la historia
demografica de la especie, que incluyé periodos de poblaciones pequenas
durante el Pleistoceno, afectando la dinamica de las mismas (Marquez et al.,
2006).

44



V.llI- Analisis taxondmico entre Mazama gouazoubira y
Mazama nemorivaga.

Una de las grandes incégnitas sobre la clasificacion morfolégica de los
mazamas grises es dilucidar si Mazama gouazoubira y Mazama nemorivaga
son dos especies cripticas. Las clasificaciones efectuadas que fueron basadas
en el modelo tipolégico de especie, no han sido eficientes para discriminar
entre especies con morfotipos tan similares (Duarte & Merino, 1997; Weber &
Gonzalez, 2003).

La controversia surge cuando Bisbal (1991) hizo hincapié sobre la
clasificacion errébnea del M. nemorivaga como subespecie del M. gouazoubira,
dado que en su estudio observo que ellas ocupaban habitats muy diferentes.
Posteriormente Duarte & Jorge (1998) encuentran en un estudio citogenético
para el género Mazama, diferencias en el nimero y composiciéon de los
cromosomas de ambas especies; siendo el numero cromosémico para
Mazama gouazoubira de 2n=70, mientras que para Mazama nemorivaga el
namero cromosémico es de 2n=67 — 69. En base a estos datos Duarte & Jorge
(1998) propusieron considerar a éstas como especies diferentes.

Finalmente Rossi (2000) en una amplia revision morfoldgica del género
Mazama diferencié también las dos especies, Mazama nemorivaga y
gouazoubira, la primera con distribucion en el norte y centro de Sudamérica y la

otra en el sur de Sudamérica.

En roedores también se ha reportado la posibilidad de diferenciar
especies cripticas por medio de marcadores genéticos. Martinez (2007) analizé
dos especies cripticas de roedores, Graomys griseoflavus y Graomys centralis,
que se distribuyen desde la zona central de Brasil, Bolivia, Paraguay vy
Argentina. Desde el punto de vista citogenético, encontraron una diferencia en
el ndmero cromosémico de 2n=34-38, y 2n= 41 y 42. Se observé una
distribucién diferencial en cuanto al habitat que ocupan ambas especies. Estos
resultados fueron confirmados mediante estudios filogenéticos del gen del
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citocromo b, donde se obtuvieron 2 clados monofiléticos muy marcados,
representados, uno por los individuos 2n= 34-38 y el otro por los individuos
2n=41y 42.

Con el propésito de corroborar la eficiencia de este pequefo fragmento
del citocromo b como marcador para diagnosticar especies, se realiz6 una
reconstruccion filogenética entre estas especies cripticas Mazama gouazoubira
y Mazama nemorivaga. Los resultados obtenidos mostraron dos clados muy
marcados: uno representado por individuos de Guazu bira fuertemente
apoyado con un bootstrap cercano a 100, y otro con individuos de M.
nemorivaga, indicando la divergencia de estas especies. Resultados similares
habian sido obtenidos por Duarte et al. (2008), empleando 934 pb del gen del
citocromo b. A partir de esto fueron descriptos 13 haplotipos en las diferentes
localidades Neotropicales de Mazama gouazoubira 'y 4 haplotipos de Mazama
nemorivaga, obteniendo un resultado muy similar al de este trabajo, con similar

apoyo de bootstrap.

Estos resultados muestran que este fragmento mucho mas pequefio,
de 226 pb del citocromo b, permite discriminar eficientemente entre estas dos
especies cripticas; ademas facilita la amplificacion de ADN de baja calidad
obtenido mediante muestreos no invasivos, asi como explorar la utilizacién en
técnicas de mayor definicibn como “High Resolution Melting” en PCR Real

Time.
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V.IV- Implicancias para el manejo y la conservacion.

La especie Mazama gouazoubira ha sufrido una radiacién adaptativa,
desde su divergencia habitando diferentes ecotonos de bosques, desde
sabanas arboladas o bosques semiabiertos hasta bosques densos, segun la
localidad donde se encuentra (Duarte & Merino, 1997).

Actualmente se lo considera en la categoria de "Preocupacion menor"
por la UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza); sin
embargo se desconoce el estado de la especie y la magnitud del efecto de las
transformaciones ocurridas, asi como, modificaciones del habitat natural, caza
deportiva y furtiva indiscriminada, competencia con el ganado doméstico y
especies exdticas.

La muestra estudiada presenté un alto nivel de variabilidad, sin
embargo seria necesario ampliar el muestreo representativo de las diferentes
localidades, de forma tal de poder observar niveles de subestructuracién
geografica mas claros y soélidos para poder determinar unidades de

conservacion para la especie.

En base a este estudio, se propone el manejo de las poblaciones de
Uruguay como una metapoblacion, siendo ésta descripta segun Gutiérrez
(2002), como un conjunto de poblaciones interconectadas por fendémenos
ocasionales de emigracion e inmigracion. La importancia del concepto
metapoblacional en conservacion, radica en que puede ser posible la
persistencia a largo plazo de una especie en una determinada regién a pesar
de que cada poblacién individual tenga un cierto riesgo de extincién a corto
plazo, debido a la pérdida de variabilidad genética, depresion endogamica o la
presencia de eventos estocasticos (Gutiérrez, 2002).

La combinacion de técnicas no invasivas para la recoleccion de
muestras junto con técnicas moleculares proveen informaciéon para implantar
las estrategias de conservacion necesarias, asi como para el manejo de las

especies (Gonzélez et al., 2009).
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Para poder implementar estrategias para la conservacién de una
especie, es imprescindible conocer tanto los aspectos genéticos, como los
demograficos (ecologia, biogeografia, evolucién) y los socio-politicos (Gonzalez
et al.,, 2002), ya que éstos en conjunto ayudarian a comprender el estado de la
especie y de las personas que habitan con ella, de forma tal de poder disminuir
el efecto antropogénico directo e indirecto.
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VI- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS A FUTURO.
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VL.I- Conclusiones.

- El ciervo Neotropical, Mazama gouazoubira presenta una alta
variabilidad inter e intrapoblacional para el fragmento analizado, lo cual
concuerda con la gran variabilidad morfolégica externa que éste
presenta en su amplio rango de distribucion geografica.

- Los grandes niveles de variabilidad haplotipica encontrados indican que
el Guazu bira presenta una importante plasticidad ecolégica, lo que le
permite adaptarse facilmente a los diferentes ambientes. Esto se deberia
a una importante expansién geografica y demografica que sufrié la

especie.

- EL Guazu bira presenta una leve subestructuracion, con una pequena
tendencia hacia la divergencia, tanto a nivel geografico como
poblacional. Esto se debe a la baja dispersion que esta especie

presenta.

- Las poblaciones de Uruguay se deberan considerar como
Metapoblaciones al momento de implementar unidades de conservacion,
dado que presentan una pequefia estructuracién poblacional con una

divergencia haplotipica reciente.

- El fragmento analizado del gen de citocromo b, demostré ser un muy
buen marcador para analizar variabilidad dentro de una especie,
pudiendo discriminar variantes alélicas para la regidn, asi como
diferenciar entre especies cripticas. Esto reafirma la importancia de este
marcador de pequefo tamano, dado que permite la amplificacion de
ADN de baja calidad de muestreos no invasivos, como el proveniente de

fecas.
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VLII- Perspectivas a futuro.

- Se sugiere ampliar las muestras de las diferentes localidades para
realizar estudios de genética molecular que incluyan andlisis de
estructura poblacional, filogenéticos e historia demografica, asi como
morfolégicos, de forma tal de poder planificar estrategias de
conservacion contundentes e implementar actividades de educacion
ambiental sobre el impacto causado y la importancia de preservar la

diversidad aut6ctona.
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ANEXO 1.

Secuencias nucleotidicas de los haplotipos encontrados para el fragmento
analizado en la pasantia de grado, Estudio de la variabilidad genética del
Mazama gouazoubira (Mammalia: Cervidae) Fischer, 1814.

Hap A

CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap B
CGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTCTTC

Hap C
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap D
CGCATTTATTGATCTTCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap E
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTGCT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTCACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap F
TGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTTCT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap G
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTACTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap H
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
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AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTACTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTA
TTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap 1
TGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTTCT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap J
CGCAATTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGAAGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATACATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap K
CGCATTTACTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCACGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTCACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGTCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap L
CGCATTTACTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCACGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACACATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATAC?CTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATCA
TTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap M
AGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAGATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCAATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap N
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTA
TTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap O
CGCATTTGTTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap P
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACT
AGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTTAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

Hap Q
CGCATTTATTGATCTTCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCTTTACT

AGGAATTCGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGA
CACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTAT
TCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTATC
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