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RESUMEN

En las ultimas décadas Uruguay ha sufrido transformaciones productivas de caracter histérico,
asociadas con la intensificacion de la produccidn agricola, la expansion de la frontera de
cultivos forestales y el aumento de la inversidon en el sector inmobiliario-turistico. Por esto,
resulta clave generar insumos para que la toma de decisiones en conservacién sea hecha sobre
bases sdlidas, y de este modo afrontar con mayores probabilidades de éxito los desafios que
establece la pérdida acelerada de la variabilidad genética, de especies y de ecosistemas. El
objetivo general de esta tesis fue desarrollar herramientas de ecologia molecular para el
estudio de mamiferos en Uruguay que aporten a la evaluacién de la biodiversidad en la
planificacidn territorial. En particular analizamos dos cuestiones claves: cdmo se distribuyen los
mamiferos en el pais y cudles son los efectos de la fragmentacidon del territorio en la
conectividad de las especies. Para esto realizamos dos estudios independientes, primero
utilizamos la identificacién taxondmica molecular de mamiferos para el estudio de la presencia
de especies en dreas protegidas, y luego, evaluamos la estructura genética del zorro de monte
(Cerdocyon thous) y su fragmentacidon poblacional en Uruguay. Para el primer abordaje,
desarrollamos un método para la identificacion de mamiferos por medio de fecas, y a través de
la amplificacién y anadlisis de un fragmento de d-loop mitocondrial utilizando dos tecnologias
de secuenciacién diferentes. Mediante la secuenciacién cldsica fue posible identificar 8
especies, un 58,6% del total de muestras colectadas. Mediante la secuenciacion masiva fue
posible identificar 11 especies de mamiferos, todas las ya identificadas con la técnica de
secuenciacion cldsica, y un 37,5% mas de especies. Para el segundo objetivo, desarrollamos
una técnica rapida y eficiente para detectar muestras de zorro de monte a través del andlisis
con sonda TaqmanTM. Utilizando un set de 10 microsatélites en 30 individuos, no encontramos
indicios de estructuracion para la especie en el territorio nacional. Encontramos que tampoco
existe correlacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas para la especie en el
Uruguay, es decir que la diferenciacién genética entre los individuos es independiente de la
distancia que los separa. Encontramos cierto nivel de estructuracién genética que no se
corresponde con una segregacion espacial perceptible. Estos grupos podrian corresponderse a
animales de distintas familias (u origines geograficos) que se superponen en el drea. Este tipo
de resultados podrian evidenciar la asociacion del distanciamiento genético entre individuos a
componentes del paisaje. En conclusion, los estudios realizados nos permitieron por un lado,
identificar la presencia de mamiferos y su variabilidad genética a través de diferentes
herramientas moleculares, y por otro, evaluar el nivel de flujo génico de los individuos de una
especie en particular, el zorro de monte, en el territorio uruguayo. Entendemos que para seguir
progresando en el uso sustentable de los recursos naturales del pais, es sustancial la
incorporacion de estudios genéticos de este tipo en las evaluaciones de biodiversidad en el
pais.
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LISTA DE ESPECIES

Nombre Cientifico

Bos taurus

Cabassous tatouay
Canis lupus familiaris
Cerdocyon thous
Chaetophractus vellerosus
Chironectes minimus
Chrysocyon brachyurus
Ctenomys rionegrensis
Cuniculus paca
Dasypus hybridus
Dasypus novemcinctus
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1 INTRODUCCION

1.1 CONSERVACION DE LA DIVERSIDAD BIOLOGICA EN EL URUGUAY

Uruguay es uno de los paises con menor desarrollo de Latinoamérica en areas protegidas, hay
un atraso en su implementacion y las que existen no son representativas de la biodiversidad

existente.

En el afio 2000, a través de la Ley 17.234, se declara "de interés general la creacion y gestion de
un sistema nacional de areas naturales protegidas". Sin embargo, es recién en 2008 que se da
el ingreso formal de las primeras dos dreas al Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP).
Luego de 6 afios de gestidn, son 12 las areas que integran el SNAP que comprenden 180.397
hectareas (0,6% del territorio nacional) (DINAMA, 2015). Hasta el momento sdlo un area
cuenta con plan de manejo elaborado, aprobado y en implementacidn. Actualmente 26 areas
han alcanzado cierto estatus de proteccion legal, la mayoria por fuera del SNAP, manteniendo
caracteristicas y objetivos muy heterogéneos (Achkar et al., 2010). El conjunto del territorio
bajo distintas formas de proteccidon (normas nacionales y departamentales) se ubica en el
entorno de 8% de la superficie terrestre y marina del pais (Figura 1.1). Si bien se reconocen los
avances en la implementacién de un SNAP, las dreas protegidas son una de varias opciones de
conservacion. Cabe resaltar que Uruguay es un pais cuya producciéon es agropecuaria por
excelencia, lo que requiere que ademads de establecer dreas de conservacidn se planifique una
gestion eficiente del territorio, integrando dareas con diversos usos productivos con areas
naturales que contribuyan a mantener la integridad ecoldgica (Soutullo et al., 2013; CDB,

2014).
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Figura 1.1 Territorios bajo distintas formas de proteccion. Incluye areas del SNAP y otras bajo diversas
normas nacionales y departamentales, espacios protegidos en el marco de convenios internacionales y

superficie de monte nativo, cuya proteccidn establece la Ley Forestal. (Fuente: DINAMA — SNAP)

Las principales amenazas a la conservacion de la biodiversidad en Uruguay son producto de la
transformacién del habitat natural por la actividad econdmica del pais, especialmente los
cambios en el uso del suelo (GEO, 2008). En las ultimas décadas Uruguay ha sufrido
transformaciones productivas de caracter histérico, asociadas con la intensificaciéon de la
produccidn agricola, la expansion de la frontera de cultivos forestales y el aumento de la
inversion en el sector inmobiliario-turistico (Achkar et al., 2012). Entre las diversas amenazas
se incluyen presiones debidas al monocultivo, la introduccidn de especies invasoras exoticas, el
uso turistico y recreativo no planificado, la sobreexplotacion de recursos naturales para fines
comerciales o de subsistencia, la construccidn de obras civiles, la urbanizacion; Ila
contaminacion; los incendios; la quema de campos, las inundaciones, los procesos de erosion,
y el manejo inadecuado de residuos (Uhlig et al., 2008). Muchas de estas amenazas surgen del
hecho de que la estructura del paisaje en el pais es moldeada casi exclusivamente por las
fuerzas del mercado y que el marco regulatorio general para el uso de la tierra no contempla
de forma integral los asuntos relacionados a la conservacién de la biodiversidad (Uhlig et al.,

2008).
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A nivel global se espera que Uruguay sea uno de los 20 paises mas afectados por los impactos
de los cambios del uso del suelo sobre la biodiversidad (Lee & Jetz, 2008). La evaluacién del uso
del suelo en el pais (para el afio 2007) determina que el 26.4% de habitats naturales,
esencialmente pradera, ya han sido substituidos por cultivos y forestacién. A escala nacional se
prevé que en el entorno del 30% de la superficie tendra niveles de transformacién significativos
como resultante de los cambios en el uso del suelo (Achkar et al., 2012), mientras menos del
3% del drea continental uruguaya estd en proceso de incorporarse al SNAP (Soutullo et al.,

2010).

Segun el Informe final de la consultoria sobre Medio Ambiente en el marco del Plan Estratégico
Nacional en Ciencia, Tecnologia e Innovacién (Uhlig, 2008), dentro de las principales carencias
en este tema se destacan: (i) falta de conocimiento de distribucion de las especies, (ii)
desconocimiento general de la importancia de mantener la biodiversidad tanto a nivel publico
como politico, y (iii) deficiencias en la disponibilidad de recursos humanos preparados en estos
temas. A pesar de esto, la situacion actual del pais se establece como un contexto clave para
avanzar en estas tematicas y, en este sentido, elaborar informes que sirvan de sustento para la
toma de decisiones puede impulsar un camino sélido hacia la conservacidn de la biodiversidad

en Uruguay.

En cuanto a la distribucién de las especies, el primer informe sistematico sobre las Prioridades
Geogridficas para la Conservacion de la Biodiversidad Terrestre del pais se publicé en el afo
2008 por Brazeiro et al. En este trabajo se identificaron vacios de informacidn, existiendo
numerosas zonas sin colectas, o sub-colectadas. En consecuencia y a modo de establecer areas
prioritarias para su conservacién, implementaron un modelo predictivo para describir la
distribucion de la diversidad bioldgica. En 2010, Soutullo et al., generan modelos de
distribucidn de especies, refinan el disefio territorial y presentan propuestas de sitios a integrar
al SNAP. Sin embargo, plantean que el proceso de implementacion del sistema requiere trabajo
de campo para validar, corregir y mejorar la informacidn del material de colecciones, bases de
datos y observaciones de especialistas, ya que son la base sobre la que se generan los modelos
de distribucion propuestos. Por consiguiente, las urgencias obligaron a tener que definir
estrategias de conservacién sin conocer apropiadamente la biodiversidad del pais, pero esta
falta de informacidn debe ser seriamente considerada a la hora de planificar y definir futuras
iniciativas vinculadas a la evaluacion de la diversidad bioldgica uruguaya. Por esto, si bien los

modelos predictivos representan importantes atajos para describir la distribucién de la
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diversidad bioldgica, es crucial validar esta metodologia con estrategias de investigacion

innovadoras.

1.2 LOS MAMIFEROS, SU CONOCIMIENTO Y CONSERVACION EN URUGUAY

Actualmente se reconocen en Uruguay 117 especies de mamiferos nativos, incluyendo algunos
considerados extintos en tiempos histdricos, y 11 especies exdticas (Gonzalez et al., 2013). De
las 79 especies de mamiferos continentales solo cinco (6%) estan en alguna de las categorias de
amenaza global (Gonzélez et al., 2013). Cuatro especies se consideran extintas en Uruguay
(Myrmecophaga tridactyla, Panthera onca, Pecari tajacu y Nyctinomops laticaudatus), dos se
consideran probablemente extintas (Pteronura brasiliensis y Blastocerus dichotomus) y 26 se
identifican como localmente amenazadas (Gonzalez & Martinez-Lanfranco, 2010). En el libro de
Especies prioritarias para la conservacion del Uruguay (Gonzalez et al., 2013) se identificaron
72 mamiferos nativos como prioritarios, de los cuales 39 son especies continentales. Esta lista
no incluye sélo especies amenazadas, sino también especies no-amenazadas endémicas,
especies singulares desde el punto de vista sistematico o ecoldgico y especies para las cuales se

recomienda tomar medidas para hacer un uso sustentable en Uruguay.

Si bien no se han publicado estimaciones cuantitativas de la riqueza de mamiferos de Uruguay,
el nimero de mamiferos registrados ha ido aumentando en forma casi lineal desde la década
de 1970 hasta la actualidad (Gonzalez et al., 2013). El primer informe de Ximénez et al. (1972)
incluye 82 especies de mamiferos y hacia 2010 la cifra asciende a 117 (Gonzélez & Martinez-
Lanfranco, 2010). Existen numerosas especies, principalmente pequefios roedores vy
murciélagos, pero también mamiferos mayores, cuya presencia esta documentada en zonas
fronterizas de Argentina y Brasil (Fontana et al., 2003; Marques et al., 2002). Los mamiferos de
Uruguay representan el 30% de la diversidad registrada en Argentina y el 17% de la registrada
para Brasil (Gonzalez et al., 2013).

En base a la afinidad biogeografica de los mamiferos del Uruguay se reconocen tres sub-
regiones que dan origen a la diversidad de mastofauna presente actualmente (Gonzilez &
Martinez-Lanfranco, 2010). El aporte principal es de la sub-region Brasilica de la region
Neotropical, representando mas de la mitad de las especies (56%). Un segundo grupo, que
incluye 16 especies (26% aproximadamente), abarca la Provincia biogeografica Uruguayense y
la Pampa; y el tercer contingente es de origen andino-patagdnico e incluye unas 10 especies
(10% aproximadamente). Finalmente, existen unas pocas especies de amplia distribucién en las

Américas (5%), desde Norteamérica hasta el sur de Sudamérica (Gonzalez & Martinez-
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Lanfranco, 2010). En base a lo propuesto para los mamiferos y para la flora del Uruguay (Brussa
& Grela, 2007), el territorio nacional se ubica en una zona de transicidn biogeografica entre las

sub-regiones Brasilica y Andino-Patagdnica (Gonzalez & Martinez-Lanfranco, 2010).

De la mastofauna uruguaya, 44 especies son de porte chico (cabeza y cuerpo hasta 25 cm), 22
medianas (entre 25 y 70 cm) y 10 son especies grandes (mds de 70 cm) (Gonzalez, 2000). Los
patrones de actividad circadiana muestran una tendencia predominante en casi todos los
o6rdenes a mantenerse activos durante la noche. Es asi que 71 especies desarrollan actividad
nocturna (77%), 16 diurna (17%) y 6 crepuscular (6%) (Gonzalez, 2000). En relacién al habitat
que ocupan, 46 especies de mamiferos en Uruguay habitan bosques, 23 humedales y 20
praderas (Gonzalez, 2000). Visiblemente, existe una predominancia en la adaptacién de las
especies a ambientes de monte, no obstante, las praderas son el ambiente mds extenso y el

que alberga el menor nimero de mamiferos en Uruguay.

A pesar de no considerarse entre los grupos de vertebrados mas diversos para el pais en
términos de riqueza de especies, los mamiferos presentan una gran diversidad morfolégica y
funcional, y ejercen una influencia muy importante en el resto de la diversidad bioldgica
(Gonzélez et al., 2013). Diversas especies carnivoras y omnivoras tienen un rol en el control
natural de otras especies. Muchas son dispersoras de semillas y polinizadores, y generan de ese
modo una influencia determinante en el desarrollo y la conservacion de diversas comunidades
vegetales. Otros actian como especies ingenieras, siendo capaces de modificar sus ambientes y
estructurar las comunidades y ecosistemas de los que forman parte (Gonzdlez & Martinez-
Lanfranco, 2010). Las causas de la reduccidn de las poblaciones de mamiferos en Uruguay son
la pérdida, sustitucién, modificacion y fragmentacion de habitats, la caza, la introduccion de

especies exdticas y la contaminacion, entre otras (Gonzalez et al., 2013).

Un 30% de los mamiferos uruguayos vivientes son marinos (cetadceos y pinipedos); entre las
especies terrestres, la mayoria (alrededor del 60%) son roedores y quirdpteros (D’Elia, 2004).
En nuestro pais son escasos los estudios de mamiferos de mediano y largo porte (Gonzilez,
2000). Conforme a lo anterior, la cobertura taxondmica de los grupos estudiados es también
reducida; la mayoria de los investigadores estudian roedores, cetidceos y pinnipedos (D’Elia,
2004). En cuanto a estudios genéticos se encuentran publicados diversos trabajos en
mastozoologia uruguaya. Por ejemplo, hay antecedentes en venado de campo (Ozotoceros
bezoarticus) (Gonzélez et al., 1998; Cosse et al., 2007; Gonzalez et al., 2010); y aguara guazu

(Chrysocyon brachyurus) (Mannise et al., 2013). Para los géneros Otaria y Arctocephalus existen
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diversos estudios de variabilidad genética y estructuracion (Tunez et al., 2007; de Oliveira et al.,
2008; Artico et al., 2010; Feijoo et al., 2011; Tunez et al., 2013). También, hay trabajos en
franciscana (Pontoporia blainvillei) (Secchi et al., 2002; Lazaro et al., 2004; Méndez et al., 2008;
Costa-Urrutia et al., 2013). Existen ademas antecedentes de andlisis en diversas areas para el
género Ctenomys (Freitas & Lessa, 1984; Novello et al., 1996; Lessa & Cook, 1998; Cook &
Lessa, 1998; D'Elia et al.,, 1998; D'Elia et al., 1999; Slamovits et al., 2001; Novello & Altuna,
2002; Hoffmann et al., 2002; Wlasiuk et al., 2003; Villar et al., 2005; Tomasco & Lessa, 2007;
Kittlein & Gaggiotti, 2008; D'Anatro & D'Elia, 2011; Parada et al., 2011; Mannise et al., 2013) y
otros roedores (D'Elia, 2003; D'Elia & Pardifias, 2004). Por otro lado, también hay estudios en
animales introducidos al Uruguay como el jabali (Sus scrofa) (Garcia et al., 2011) y en ganado

criollo del Uruguay (Armstrong et al., 2006; Delgado et al., 2011).

1.3 APORTES DE LA ECOLOGIA MOLECULAR

El desarrollo de técnicas de genética molecular permite investigar sobre las interacciones
ecoldgicas con un alto grado de precisidon (Frankham et al. 2002; Allendorf & Luikart, 2007). Por
medio de la combinacion de tecnologias moleculares con estudios de campo, los ecélogos han
creado un nuevo espacio de investigacion, en la que los marcadores genéticos se utilizan para
responder preguntas que hasta hace poco estaban fuera del alcance de la ciencia (Beebee &

Rowe, 2004).

El andlisis de informacién genética puede ser utilizado para el estudio de sistemas de
apareamiento, hibridacion, flujo génico, tamafio efectivo poblacional y viabilidad poblacional.
También puede usarse para definir unidades de manejo, identificar individuos, sexo y especies,
y para ayudar a comprender los patrones demograficos asociados con la reduccidn vy la
expansién de las poblaciones (DeYoung & Honeycutt, 2005). Los marcadores genéticos son
pequefias regiones del genoma de un organismo tedricamente representativas del genoma en
su conjunto; que pueden o no incluir un gen funcional (Beebee & Rowe, 2004). La mayoria de
los marcadores deben tener una cierta cantidad de polimorfismo (variacidn) para ser utilizados
como herramientas para la inferencia, aunque el grado de variabilidad necesario depende de la

pregunta a responder (Frankham et al. 2002).

Segln Noss (1990) es importante seleccionar indicadores cuantificables para determinar el
estado de la biodiversidad a través del tiempo. La biodiversidad presenta tres atributos

principales, composicién, estructura y funcion. Para cada uno de los tres atributos, Noss (1990)
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define cuatro niveles de organizacién bioldgica: (i) nivel genético, (ii) nivel poblacidén-especie,
(iii) nivel comunidad-ecosistema, y (iv) nivel paisaje regional. Las herramientas genéticas
pueden hacer un aporte en la evaluacion del estado de conservaciéon de cada uno de los
atributos de la biodiversidad en los distintos niveles de organizacion.

En cuanto a cdmo se compone la biodiversidad, a nivel genético en Uruguay existe una gran
carencia de informacién respecto a la diversidad alélica en poblaciones silvestres de especies
de animales o plantas. En general por tanto, se desconoce, para las poblaciones naturales y las
diversas especies, la presencia de alelos raros particulares, recesivos deletéreos o variantes
cariotipicas. La abundancia de las especies y su distribucidon es mas conocida y estudiada. Sin
embargo, existen escasas listas floristicas o faunisticas completas para regiones particulares. La
identificacién apropiada de unidades taxondmicas es esencial para la preservacidon y manejo de
la diversidad bioldgica. A su vez, la conservacion de multiples poblaciones, genéticamente
distintas, es necesaria para asegurar la sobrevivencia de las especies y el funcionamiento de los
ecosistemas a largo plazo (Luck et al., 2003). Analizar la biodiversidad estructural incluye el
conocimiento de censo y tamafio efectivo de la poblacidn; heterocigosidad; polimorfismo
cromosdmico o fenotipico, entre otros. Si bien a este nivel los estudios para el pais son escasos,
la genética podria aportar al conocimiento de la estructura de las poblaciones, la proporcién de
sexos y como se distribuyen los animales. Si hacemos foco en la biodiversidad funcional, la
informacion sobre flujo génico en poblaciones nativas es casi inexistente. No se conocen
niveles de endogamia, tasa de mutacion ni intensidad de selecciéon para la mayoria de las

especies nativas. Tampoco se han realizado analisis de viabilidad poblacional.

Dos cuestiones claves para el desarrollo de estrategias de conservacion de la biodiversidad son
conocer como se distribuyen las especies y cdmo se conectan sus poblaciones en el territorio.
El conocimiento preciso de la distribucion de las especies es por lo general muy dificil de
obtener en especies raras, elusivas y de ambitos extensos, particularmente aquellas citadas
como en peligro o amenazadas. La utilizacién de técnicas moleculares reduce errores en la
identificacion taxondmica (Foran et al., 1997; Taberlet et al., 1999; Waits & Paetkau, 2005),
permitiendo un registro de especies mas preciso. Las fecas contienen ADN que puede ser
amplificado por PCR permitiendo una rdpida generacidn de grandes cantidades de informacién
genética, y mediante el conocimiento de secuencias especie-especificas, cada muestra puede
ser correctamente identificada (Kohn & Wayne, 1997; Taberlet et al., 1999; Davison et al.,
2002; Kurose et al., 2005; Waits & Paetkau, 2005; Garshelis, 2006; Geffen et al., 2007; Gonzalez
et al., 2009).
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Por otro lado, es también complejo conocer el grado de conectividad funcional que las
poblaciones mantienen en el territorio a lo largo de su distribucién. En general se maneja el
concepto de conectividad poblacional en términos de territorio, pero un habitat que a priori
podria servir de corredor para los individuos, puede no ser efectivo. Los estudios que integran
la genética de poblaciones con patrones del paisaje, nos permiten comprender y predecir el
modo en que las caracteristicas del territorio y los factores ambientales influyen en la

estructura de las poblaciones (Manel et al., 2003).

Es asi que la ecologia molecular se establece como una herramienta clave para estudiar las
especies, permitiéndonos identificar su presencia en dreas naturales y evaluar también el nivel
de flujo génico que mantienen sus poblaciones. Estudios en este sentido nos permitiran
generar insumos para que la toma de decisiones en conservacién sea hecha sobre bases
solidas, y de este modo afrontar con mayores probabilidades de éxito los desafios que

establece la pérdida acelerada de la variedad genética, de especies y de ecosistemas.

1.4 OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es desarrollar herramientas de ecologia molecular para el

estudio de mamiferos en Uruguay que aporten a la evaluacion de la biodiversidad en la

planificacidn territorial.

1.4.1 Objetivos especificos

e Desarrollar un método para la identificacion taxondmica de mamiferos a través de la

amplificacion y analisis de un fragmento de d-loop mitocondrial a partir de fecas.

e  Estudiar la variabilidad genética intraespecifica del zorro de monte (Cerdocyon thous) y

evaluar su nivel de fragmentacion poblacional en el territorio uruguayo.
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1.5 ESTRUCTURA DE LA TESIS

Los dos objetivos especificos que aborda esta tesis comprenden dos areas de estudio que se

desarrollan en los siguientes capitulos:

1. Identificacion taxondmica molecular de mamiferos

2. Estructura genética del zorro de monte (Cerdocyon thous) en Uruguay

Finalmente se plantea una discusion general junto con las conclusiones integrando estos dos

aspectos.
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2 IDENTIFICACION TAXONOMICA MOLECULAR DE MAMIFEROS

2.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Uruguay posee una riqueza de mamiferos elevada en relacion a su superficie territorial
(Gonzélez et al. 2013), sin embargo, el conocimiento sobre su presencia en el territorio
continental uruguayo es limitado. Segun Brazeiro et al. (2008), cuando se divide el pais en 302
celdas de 660 km2, segun la cartografia del Servicio Geografico Militar, 115 celdas (38,1%) no
presentan ningln registro de mamiferos documentado en colecciones (Museo Nacional de
Historia Natural de Montevideo, Coleccidn de Zoologia Vertebrados de la Facultad de Ciencias y
American Museum of Natural History de Nueva York). De las restantes, 40 cuentan con un
Unico registro, 130 tienen entre 2 y 100, y apenas 16 alcanzan mas de 100. Esta disparidad en
el muestreo se debe a la falta de sistematizacion en los esfuerzos de exploracion
mastozooldgica del territorio nacional (Gonzélez et al. 2013). Responde asimismo a la ejecucion
de proyectos de investigacion, realizacion de inventarios faunisticos o colectas puntuales
intensivas en unas pocas localidades, generalmente cerca de los principales centros poblados y
en zonas de facil acceso (Gonzalez & Martinez-Lanfranco, 2010). Los vacios criticos de
informacion debido al escaso esfuerzo de relevamiento, tienen como consecuencia una pobre
descripcidon de la distribucién de los mamiferos en el territorio uruguayo. Es importante
destacar que la alta riqueza de especies de Uruguay en relacién a su superficie, sumada a la
importancia que las zonas de transicién biogeografica cobran frente al cambio climatico,
resaltan la importancia del pais para la investigacion y la conservacion de la diversidad en el

contexto regional (Brazeiro et al., 2008).
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La identificacion rapida y precisa de las especies es un componente imprescindible de los
programas de monitoreo de la biodiversidad a gran escala (Gotelli, 2004). En este contexto, es
fundamental desarrollar herramientas para proporcionar datos sobre la presencia y tendencia
poblacional de las especies nativas, como estrategias que permitan un muestreo sistematico

riguroso de mamiferos.

2.1.1 Estrategia de muestreo no invasivo

Existen varios métodos para monitorear mamiferos, pudiendo ser clasificados en invasivos o no
invasivos en cuanto a su estrategia de colecta (Taberlet et al., 1999). Los métodos invasivos son
aquellos que implican la captura del animal y los nos invasivos se basan fundamentalmente en
la interpretacién de los rastros que los animales dejan en su medio ambiente. Los rastros mas
comunes que se encuentran son huellas, excrementos, trillos, marcas en troncos, madrigueras,

echaderos de descanso, olores y carcazas.

La identificacién individual de animales sin tener que atraparlos o incluso observarlos, es
posible gracias al muestreo genético no invasivo (Taberlet et al., 1999). Los materiales
utilizados como fuente de ADN son generalmente fecas, pelos, plumas o carcazas. Mientras
muchos mamiferos son muy dificiles de observar, sus restos pueden ser bastante comunes de
encontrar en el campo. De este modo, el muestreo genético no invasivo tiene el potencial de
proporcionar informacidon importante y novedosa acerca de especies como los mamiferos; en
su mayoria especies nocturnas, timidas, raras y/o amenazadas; que son dificiles de estudiar por

medios tradicionales (Taberlet & Luikart, 1999).

Las fecas son indefectiblemente depositadas durante el movimiento de un animal y han sido
usadas para definir pardmetros ecoldgicos basicos para muchas especies (Chame, 2003). Sin
embargo, la identificacién taxondmica por observacidn directa puede resultar incierta y llevar a
conclusiones incorrectas (Kohn & Wayne, 1997). Aunque la identificacién fecal se ha realizado
histéricamente mediante caracteristicas tales como tamafio, forma, olor, o el contenido de la
dieta (Zuercher et al., 2003; Prugh & Ritland, 2005; Napolitano et al., 2008), estos enfoques se
han encontrado limitados o propensos a errores en varias ocasiones, por lo menos para
algunos grupos de mamiferos (Hansen & Jacobsen, 1999; Bulinski & McArthur, 2000; Farrell et
al., 2000; Davison et al.,, 2002; Reed et al.,, 2004). Ademas, los estudios de identificacion
basados en la morfologia probablemente no sean plenamente eficaces en areas donde co-

ocurren varios mamiferos (muchos de los cuales tienen fecas indistinguibles).
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Dado que las fecas contienen células que se desprenden de la pared intestinal (Albaugh et al.,
1992), son una fuente de ADN y pueden ser utilizadas para estudios con marcadores
moleculares. Mediante el andlisis genético del ADN extraido se puede determinar la especie
depositaria y su dieta, determinar el sexo de cada individuo, evaluar los niveles de diversidad
genética y como se distribuyen y estimar tamafios poblacionales (e.g., Kohn et al.,, 1999;
Palomares et al.,, 2002; Hedmark et al., 2004; Schwartz et al., 2004; Rodgers and Janecka,
2013). Los avances en la eficacia y fiabilidad de los protocolos de extraccién de ADN de los
ultimos afos, permiten la aplicacién de técnicas moleculares basadas en ADN fecal para llevar a
cabo analisis integrales de poblaciones salvajes, abordando cuestiones como la filogeografia, la
historia demografica, eventos de hibridacion, efectos de endogamia, sistemas de

apareamiento, patrones de dispersion y la estructura social (De Salle & Amato, 2004).

2.1.2 Marcadores moleculares de ADN mitocondrial

Las secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt) son una herramienta poderosa para la
identificacidon de las fecas a nivel de especie (Kohn & Wayne, 1997). Presentan mayor éxito de
amplificacion que segmentos de ADN nuclear ya que cada célula puede contener cientos o
miles de copias de ADNmt y por tanto un gran nimero de copias de nuestro fragmento de
interés. Esto hace a los marcadores mitocondriales secuencias adecuadas para la identificacion
de especies; incluso cuando la calidad del ADN es baja, como en el caso de muestras no

invasivas (Hajibabaei et al., 2006; Broquet et al., 2007).

La regién no codificante del ADNmt, Ilamada region control o d-loop en vertebrados y region
hipervariable en humanos, por lo general evoluciona mas rdpidamente que otras regiones
mitocondriales que codifican para proteinas debido a la falta de fuertes restricciones selectivas
(Moritz et al., 1987). Por esto las secuencias de d-loop son eficaces para el estudio a nivel intra-
especifico (Kocher et al., 1989). Curiosamente, la region control se caracteriza también por un
importante polimorfismo de longitud interespecifica debido a la ocurrencia de inserciones y
deleciones y a los arreglos de secuencias repetidas en tdndem (Pun et al., 2009). Estas series en
tdndem pueden ser de varios cientos de pares de bases de largo, resultando en una variacién
significativa de la longitud de d-loop entre especies (Fumagalli et al., 1996; Sbisa et al., 1997).
El uso de secuencias de d-loop es comun en estudios filogeograficos y de genética de
poblaciones (Avise, 2004; Kohn & Wayne, 1997), sin embargo, su uso para la identificacion de

especies ha sido muy limitado hasta el momento (Bellis et al., 2003; Wu et al., 2005).
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En el Laboratorio de Genética de la Conservacion del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (IIBCE) hemos desarrollado un método que permite la determinacion
taxondmica de mamiferos partiendo de ADN extraido de muestras de fecas. El mismo consiste
en la amplificacion de un fragmento de d-loop mitocondrial utilizando un PCR anidado y un
cebador con bases degeneradas. La secuenciaciéon de esta regién permite la determinacidn
taxondmica y también la evaluacion de la variabilidad genética intra-especifica (Grattarola,
2012). Hasta el momento hemos amplificado el fragmento a partir de ADN extraido de tejidos,

encontrando un polimorfismo en el tamafo del fragmento para 23 especies.

2.1.3 Secuenciacion de ADN

Para analizar los fragmentos obtenidos a través de la amplificacién por PCR y asi identificar a
qué especie corresponde la muestra, es necesario secuenciar los productos. La secuenciacion
consiste en determinar el orden de las bases A, C, Gy T en un fragmento de ADN. Hay diversos
tipos de tecnologias de secuenciacidn que son utilizados en la actualidad, entre otras: la clasica
secuenciaciéon de Sanger y la secuenciacion de préxima generaciéon (NGS por sus siglas en

inglés: Next Generation Sequencing).

La secuenciacion de Sanger, es el método desarrollado por el bioquimico britanico Dr. Frederick
Sanger en la década de 1970 (Sanger et al., 1977). Este método se basa en la polimerizacién del
ADN vy el uso de dideoxinucleétidos que carecen del grupo hidroxilo del carbono 3'; cuando
uno de esos nucledtidos se incorpora en el extremo 3 'de la cadena en crecimiento, ésta
termina selectivamente en A, C, G o T. Las cadenas concluidas son luego resueltas mediante
electroforesis de capilar a partir de los cromatogramas obteniendo finalmente la secuencia de

nucledtidos.

La NGS utiliza la secuenciacion masiva en paralelo para generar miles de megabases de
secuencia de informacién. Estas técnicas se basan en el principio de "secuenciacién por
sintesis", donde los nucleétidos incorporados en una cadena de ADN proporcionan una seiial
Unica (Liu et al., 2012). En la mayoria de las tecnologias de NGS, la sefial es una molécula
fluorescente. Las diferentes tecnologias en su mayoria monitorean la adicion secuencial de
nucledtidos a los moldes de ADN inmovilizados, pero difieren sustancialmente en cémo se
generan estos moldes y cdmo son leidos para revelar sus secuencias (Rizzo & Buck, 2012).

Para la tecnologia de lon Torrent™ (Life Tecnologies), la sefal es percibida en forma de un

cambio de pH, eliminando la necesidad de la deteccidon basada en la luz. Este método, por
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tanto, se basa en la deteccién de iones de hidrogeno que se generan durante la polimerizacién
del ADN (Rothberg et al., 2011). Si el nucledtido es complementario a la cadena de ADN, se
incorporard provocando la liberaciéon de un H', cuya sefial serd recogida por un sensor
electroquimico, un pHimetro. Tras cada ciclo se lavan los nucledtidos para afadir un nuevo tipo
y que la reaccién se vuelva a producir dependera de la secuencia y los nucleétidos de la cadena
a secuenciar. El IIBCE cuenta con un sistema lon PGM™ (Life Tecnologies), un secuenciador de
segunda generacidn con el que se pueden secuenciar fragmentos de 200 pb alcanzando un
total de 2x10° pb (Liu et al., 2012).

La NGS genera un volumen enorme de datos, por lo cual, el analisis y la interpretacion de los
resultados representa un reto mayor a la obtencién misma de la secuencia (Pop & Salzberg,
2008; Horner et al., 2009). El desarrollo de tecnologias de secuenciacidon masiva ha permitido
obtener multiples fragmentos cortos (de alrededor de 100 pares de bases) de un modo
paralelo, produciendo millones de lecturas al mismo tiempo y a un costo muy bajo. Una vez
ensambladas a un genoma de referencia se puede secuenciar, en lugar de un gen, multiples
genes o incluso un genoma completo (Thomas et al., 2003; Ansorge 2009). Estas lecturas
individuales son mas cortas y contienen mds errores que las obtenidas por Sanger, pero como
pueden repetirse multiples veces (lo que se conoce como cobertura) se llega a conocer con
exactitud la cadena de nucledtidos de millones de pares de bases. Mediante la NGS es posible
la secuenciacion del genoma humano completo de un individuo en el mismo tiempo y costo
econdémico que la secuenciacion de dos o tres genes grandes con la técnica de Sanger (Hass et

al., 2011).

2.2 HIPOTESIS DE TRABAJO

A modo de establecer una metodologia para la identificacién taxondmica molecular de los
mamiferos presentes en una determinada area nos propusimos utilizar un Unico fragmento de
ADN mitocondrial que dado su alto polimorfismo usualmente no es empleado para discriminar
individuos de especies diferentes. Por otro lado, para la secuenciacién de los fragmentos
generados nos propusimos evaluar el desempefio de dos tecnologias diferentes para conocer el
numero de especies presentes en un area natural, teniendo en cuenta que el fragmento

amplificado y por tanto los productos de PCR son los mismos para ambos casos.
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En base a lo expuesto, nos planteamos entonces las siguientes hipdtesis:

e Se puede establecer la riqueza de mamiferos en un area a través del andlisis de un

fragmento de ADN mitocondrial altamente polimdrfico y mediante muestras no invasivas.

e Los métodos de secuenciacidon masiva permiten acceder a un mayor nimero de entidades

taxondémicas que los métodos de secuenciacidn clasica.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo General

Desarrollar un método para la identificacion taxondmica de mamiferos a través de la

amplificacion y analisis de un fragmento de d-loop mitocondrial.

2.3.2 Objetivos especificos

Conocer el ensamble de mamiferos de Paso Centurién a través de muestras colectadas de

manera no invasiva.

Comparar la eficiencia de dos tecnologias de secuenciacion para la identificacién de especies

en el relevamiento de mamiferos.

2.4 METODOLOGIA

2.4.1 Area de estudio

La localidad de Paso Centurion (32° 6’ 30.52” S; 53° 44' 44.39” W) se encuentra en el
departamento de Cerro Largo, a 60 kildbmetros de la capital de Melo, que limita con Brasil
mediante el Rio Yaguardn y se establece como una zona de contacto entre el ecosistema de
pampa y una influencia de Mata Atlantica brasilefia muy importante. El drea de estudio plantea
un gran interés para la investigacién cientifica, por su diversidad de ambientes, multiples cursos
fluviales, alta biodiversidad asociada a la condicidn de relicto de mata atlantica y por albergar

especies Unicas en el Uruguay (Brussa & Grela, 2007).
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El Area Paso Centuridn-Sierra de Rios ha sido declarada como de Reserva Departamental y
delimitada en el decreto 24007 del Gobierno Departamental de Cerro Largo. También, se ha
propuesto para su ingreso al Sistema Nacional de Areas Protegidas (Exp. 2015/14000/03835). La
zona de Centuridn y Sierra de Rios adema3s, se establece como superficie de tierra y agua “Rural
Natural Protegido” en las Directrices Departamentales de Ordenamiento Territorial y Desarrollo

Sostenible de Cerro Largo.

En la zona se registran 51 especies de mamiferos (Faccio & Achkar, 2008), que representan casi
la mitad (43%) de la diversidad total del grupo presente en el pais. Por ejemplo, la localidad
cuenta con el ultimo registro del aguara guazu (Chrysocyon brachyurs) (Queirolo et al., 2011),
también la presencia del oso hormiguero (Tamandua tetradactyla) (Fallabrino & Castifieira,
2006), paca (Cuniculus paca) (Achaval et al. 1993), tatu de rabo molle (Cabassous tatouay)
(Ximénez & Achaval, 1966), coendu (Sphiggurus spinosus) (Gonzdlez & Martinez-Lanfranco,
2010) y yapok (Chironectes minimus) (Gonzalez & Fregueiro, 1998); todos ellos en alguna
categoria de prioridad de conservacién para el Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP)

(Gonzalez et al., 2013).

2.4.2 Trabajo de campo y toma de datos

La colecta de muestras fecales en Paso Centurién se realizd en el marco del curso de grado
“Espacio de Formacidn Integral: Monitoreo Participativo de Fauna en Paso Centurién” durante
3 dias en setiembre de 2013 (Ver ANEXO I). La metodologia consistido en el muestreo de dos
ambientes (pastizal y monte) para cinco sitios seleccionados, mediante el trazado de una
transecta en cada ambiente. Cada transecta se compuso de 10 cuadrantes sucesivos,
delimitados por cuerdas y separados entre si por 20 metros en linea recta, dependiendo de las
caracteristicas de accesibilidad del terreno (relieves, vegetacion). En cada cuadrante (de 25 m?)
se buscaron fecas de manera exhaustiva y se colectaron aquellas frescas. Algunas muestras se
recogieron fuera de cuadrante, sefialdandolo en tales casos. Todas las muestras fueron
colocadas en alcohol 70% y almacenadas en el Laboratorio de Genética de la Conservacién del

[IBCE a 4°C.
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2.4.3 Andlisis genético

El andlisis genético se abordé en sus diferentes etapas: extraccion de ADN, amplificacion por
PCR, secuenciacion de fragmentos y finalmente la identificaciéon taxonémica de los fragmentos.
Una vez obtenidos los productos de amplificacién se optdé por implementar dos metodologias
de secuenciacion para la identificacion taxonémica: secuenciacion por el método Sanger y

secuenciacion masiva con lonTorrent.

Extraccion de ADN

Para aislar el material genético de los mamiferos presentes en las muestras colectadas se
realizd una extraccién del ADN total de la muestra mediante el kit DNeasy® mericon Food
(QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante. A través de este proceso logramos aislar el
material genético presente en cada feca (organismo depositario, items dietarios, etc.) en un
tubo eppendorf, obteniendo el ADN total (nuclear y mitocondrial) en 100ul de volumen.

La concentracién y calidad del ADN aislado para cada muestra fue cuantificada mediante
espectofotometria UV/Vis (Nanodrop 1000). El software utilizado estima la concentracion
utilizando la ecuacién de Beer-Lambert y calcula su pureza a partir del cociente entre las
medidas de absorbancia a 260 y 280nm (Termo 12 Fisher Scientific, 2008). Las muestras con

cocientes entre 1,8 y 1,9 se consideran muestra de buena calidad.

Amplificacion por PCR

Para analizar cada muestra utilizamos un marcador genético que nos permite distinguir
individuos de diferentes especies aun manteniendo la identidad entre individuos de la misma
especie. Para esto creamos con el programa MEGAS5 (Tamura et al., 2011) una base de
secuencias de d-loop de ADNmt, tanto con secuencias de nuestro laboratorio (n=165) como
descargadas del GenBank (n=55), para la regidn variable amplificada con cebadores universales
para vertebrados (Tabla 2.1) (Vila et al., 1999). En la base se incluyeron las siguientes especies
de mamiferos: zorro de monte (Cerdocyon thous), zorro gris (Lycalopex gymnocercus), aguara
guazl (Chrysocyon brachyurus), tucu-tucu (Ctenomys rionegrensis), lobito de rio (Lontra
longicaudis), tamandua (Tamandua tetradactyla) y mano pelada (Procyon cancrivorus). A partir

de esta base de datos se disefiaron cebadores especificos (Tabla 2.1) (Grattarola, 2012).
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Tabla 2.1. Secuencia de los cebadores de ADN utilizados para la identificacién de mamiferos.

ID Cebador Secuencia (5'-3') Cita
Universales para vertebrados
Thr-L15926 CAATTCCCCGGTCTTGTAAACC Vila et al., 1999
DL-H16340 CCTGAAGTAGGAACCAGATG Vila et al., 1999
MAMCODE
MAMCODE F ATGGGCCCGGAGCGAGAAGA Grattarola, 2012
MAMCODE R AGAATNTCAGCTTTGGGWG Grattarola, 2012

Una vez disefiados los cebadores realizamos un analisis de PCR anidado para cada muestra para
obtener un producto a ser secuenciado e identificado taxondmicamente. El PCR anidado nos
permite; por un lado, aumentar la cantidad de ADN blanco de la muestra para producir mas
copias de nuestro fragmento de interés incrementando la eficiencia de la reaccién; y por otro,
restringir al grupo de los mamiferos los fragmentos amplificables del ADN. Este tipo de PCR
consiste en dos etapas: en un primer paso amplificamos un fragmento con los cebadores Thr-
L15926/ DL-H16340 (Vila et al., 1999), y en la segunda reaccién se amplifica un fragmento de
menor tamano a partir del producto de la reaccion anterior y con los cebadores MAMCODE
desarrollados. El primer PCR contenia 0.2 U de ADN Tag Polimerasa (Invitrogen), 1X PCR Buffer,
0.2 uM MgCl2, 0.2 uM de cada cebador, ADN blanco (= 90 ng) y H20 hasta un volumen final de
15 pl. La segunda reaccién mantenia las mismas condiciones, excepto el cambio en la
concentracion de 0.7 uM para cada cebador y la adicién de 1 pL del producto del primer PCR

como ADN blanco.

Las condiciones de ciclado para las reacciones fueron: un paso inicial de 5min a 94°C, seguido
de 35 ciclos de 45seg a 94°C, 45seg a temperatura de asociacion al cebador (TA) y 45seg a 72°C,
y un paso final de 20 min a 72°C; La TA fue de 51°C para el primer PCR y 59.5°C para el
segundo. Se utilizd un termociclador Applied Biosystems®2720 (Life Technologies). Para
confirmar la amplificacion se realizé una electroforesis en agarosa 2% con 4 ul de los productos
por 120 minutos, utilizando GoodView™ (SbS) como agente intercalante e incluyéndose un

marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
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2.4.4 Secuenciacion del ADN

Secuenciacion por método Sanger

Debido a que el fragmento amplificado varia de tamafo entre especies, los productos de PCR a
partir de fecas pueden presentar mas de una banda al visualizarlos en una electroforesis en gel
de agarosa. Al comprobarse la amplificacién del PCR y habiendo visualizado una Unica banda, la
muestra se selecciond para su envio a secuenciacidon. En caso de haber observado varias
bandas para una misma muestra, se cortaron las bandas del gel separando los distintos
productos. Luego de purificar los fragmentos obtenidos con el kit DNA Clean & Concentrator™-
25 (Zymo research), los productos se enviaron al Servicio de Secuenciacién del Instituto Pasteur

junto a las muestras de bandas Unicas.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y corregidas manualmente mediante el software
MEGAS (Tamura et al., 2011). Por ultimo, se realizé un analisis de Blast-search a través del sitio
del Centro Nacional de Informacidén sobre Biotecnologia (NCBI) GenBank, para todas las
secuencias utilizando la configuracién predeterminada. Una vez identificadas taxondmicamente
las muestras colectadas y en caso de encontrar varios individuos de una misma especie,
analizamos el nivel de variabilidad de las secuencias. Para el estudio a nivel intra-especifico de
las muestras se realizd la reconstruccién filogenética utilizando el método UPGMA en MEGA 5
(Tamura et al. 2011). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de nimero de
diferencias y realizamos un analisis de bootstrap con 1.000 repeticiones como una medida de
apoyo a los clados obtenidos. Los gaps fueron tratados como datos faltantes utilizando el
método de eliminacidon completa (Tamura et al. 2011).

En los casos que no fue posible identificar con precision mediante Blast-search la especie a la
que correspondia la muestra, construimos un darbol con nuestras secuencias y secuencias
descargadas de GenBank de especies cercanas filogenéticamente presentes en Uruguay.
Realizamos la reconstruccién filogenética utilizando el método de mdxima verosimilitud en
MEGA 5 (Tamura et al. 2011). Para el arbol realizamos un analisis de bootstrap con 1.000
repeticiones como una medida de apoyo a los clados obtenidos. Los gaps fueron tratados como

datos faltantes utilizando el método de eliminacion completa (Tamura et al. 2011).
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Secuenciacion masiva con lon Torrent ™

Los productos del PCR anidado de todas las muestras de fecas fueron incluidas como un Unico
pool de muestras en un solo tubo. A dichos productos se les ligaron adaptadores e
identificadores (barcodes) que posibilitan luego seleccionar las muestras de interés en la
secuenciacién, que incluye mas muestras pertenecientes a otros grupos del IIBCE. Las
secuencias adaptadoras, comunes a todos los fragmentos, se utilizan para ligar cada molde de
ADN a las esferas donde se produce la sintesis por PCR en emulsidn. Las esferas a su vez
contienen el complementario a los adaptadores en su superficie. Se busca entonces, obtener
en cada esfera un Unico fragmento de ADN, que luego es amplificado.

En general los estudios con tecnologias de NGS suelen incorporar como primer paso la ruptura
del ADN en pequefios segmentos que luego son secuenciados. En este caso, ya partimos de
“secuencias fragmentadas”, que son nuestros productos obtenidos mediante el PCR anidado.
La secuenciacion masiva nos permite obtener varias copias de cada una de las diferentes
moléculas de ADN presentes en la muestra total, y por tanto esperabamos obtener una lecura
de secuencia por cada especie de mamifero presente en la muestra fecal, tanto del depositario
como de sus presas o de muestras ambientales.

La secuenciacién de los fragmentos de d-loop de ADNmt se realizé mediante el sistema lon

PGM™ (Life Tecnologies), equipamiento con que cuenta el IIBCE.

Debido al volumen de datos generados mediante la secuenciacién masiva no es posible
identificar los fragmentos realizando un andlisis secuencia a secuencia. Para esto utilizamos
herramientas bioinformaticas que nos permiten simultdneamente alinear todas las lecturas

frente a secuencias conocidas (Figura 2.1).

Secuencias de

referencia
(formato FASTA) Alineamiento Fichero de lecturas Reporte
Bowtie2 (formato BAM -SAM — BED) BioPython
Lecturas
(formato FASTQ)
Sickle

v

Figura 2.1. Esquema del analisis bioinformatico utilizado mostrando las diferentes etapas y las

herramientas manejadas.
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El primer paso fue crear la base de datos de referencia de secuencias de d-loop mitocondrial.
Para esto, descargamos todas las secuencias de d-loop de mamiferos disponibles en Genebank
exceptuando primates, a fin de quitar del analisis al género Homo. Una vez generada la base de

datos de referencia procedimos a preparar las muestras para la secuenciacion.

El resultado de la secuenciacidn fue recibido en formato FASTQ. Es un formato basado en texto
que almacena la secuencia de nucleétidos y sus niveles de calidad correspondientes (Cock et
al., 2010). El programa Phred lee los archivos del cromatograma de secuenciacion del ADN,
identifica los nucleétidos y asigna un valor cualitativo a cada nucleétido identificado. El valor de
calidad Phred representa la probabilidad de que la base correspondiente sea leida de forma
errénea, es decir que estd logaritmicamente vinculada a las probabilidades de error. Por
ejemplo, si se asigna una puntuacion de calidad de 20 a una base, las posibilidades de que esta

base se haya asighado incorrectamente son de 1 en 100 (99% de confianza).

Ejemplo de archivo FASTQ:

@OHYNO:00037:00271
CACCCAAAGCTGATATTCTTCTTAAACTATTCCCTGATACTCTATGTTTACATATTGCAACAGCCCTCCTGTGCTA
+

BBDE ?BB=CB; ; ; AGA?AA<@>2990999=QCE@DBAA<A<GERC499<8<BBGCC?A<959@99919@<94;>@Q<

Donde el caracter “I” representa la calidad mas baja, mientras que “~” es la mas alta. Estos son

los caracteres ASCII de valor de calidad en orden creciente de izquierda a derecha:

1"#SSE! () *+,-./0123456789:; <=>?@ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ [\]" “abcdefghijklmnopgrstuvwxyz{|}~

Las lecturas de las secuencias se analizaron en funcion de su longitud y calidad mediante el
programa Sickle (Joshi & Fass, 2011). Sickle es una herramienta que utiliza ventanas corredizas
junto con umbrales de calidad y longitud para determinar cuando la calidad es suficientemente
baja para recortar los extremos de las lecturas. También nos permite descartar lecturas
basandose en un umbral éptimo de longitud. Mediante Sickle filtramos del total de lecturas
aquellas con un umbral de calidad Phred de 20 para el recorte basado en la calidad promedio

en una ventana. Ademas, de las restantes mantuvimos las secuencias mayores a 50pb.
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Comando ejecutado en linea de comando de Unix para Sickle:

#Limpieza de calidad en base a “qual-threshold” promedio de 20 (por defecto) y “length-
threshold” de 50

>>> sickle se -f lon.fastq -t sanger -o lon-si.fastq -q -1 50

Una vez que tuvimos nuestras lecturas limpias procedimos a alinearlas frente a la base de
referencia generada. Para esto, utilizamos el algoritmo de alineamiento: Bowtie. El paquete
Bowtie (Langmead et al., 2009) permite la alineacidn ultrarrapida y eficiente en memoria de
grandes conjuntos de lecturas a una o varias secuencias de referencia. El paquete contiene
herramientas para la construccion de indices de genomas de referencia y para alinear lecturas
cortas utilizando los indices como guia. Para correr el Bowtie es necesario un archivo con las
lecturas y un archivo que contiene el indice del genoma de referencia. Mediante el programa
construimos un indice a partir del set de secuencias de referencia generado y alineamos

nuestras lecturas al indice generado.

Comando ejecutado en linea de comando de Unix para Bowtie:

#Generacion de un indice para la base de referencia

>>> bowtie-build mam.fasta t_index

#Alineamiento de las corridas a través del indice generado

>>> bowtie -S -y -v 3 t_index -q lon-si.fastq > aligned.sam

Mediante el alineamiento de los fragmentos a la base de datos de referencia obtuvimos un
archivo en formato SAM de nuestras corridas, donde cada linea representa la alineacion lineal
de un segmento (Li et al., 2009). El formato SAM contiene la informacidon de cada secuencia,
sobre dénde y como se alinea con el genoma de referencia. Para visualizar los resultados
convertimos a través de SAMtools el archivo a formato BED, que proporciona una manera

flexible para definir las lineas de datos que se muestran en la secuencia de anotacion.

Comando ejecutado en linea de comando de Unix para SAMtools:

#Convertir el archivo de formato SAM a BAM y después a formato BED
>>> samtools view -bS aligned.sam > algined.bam

>>>bamToBed -i aligned.bam > aligned.bed
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El archivo de alineamiento contiene 6 columnas de datos: chrom: el nombre de la secuencia de
referencia, chromStart: la posicién de inicio donde alinea contra la referencia, chromEnd: la
posicion final del caracter alineado a la secuencia, name: el nombre de la secuencia incégnita,
score: un indice de calidad de entre 0-1000, y strand: la hebra, definida como + (foward) o -

(reverse).

Archivo ejemplo de formato BED:

chrom chromStart chromEnd name score strand

gi|242375783|emb|AM258943.1 | 14 197 OHYNO:00051 255 -

Para poder analizar los datos del resultado del alineamiento tenemos que determinar a qué
especie corresponde el cddigo de la base de referencia para cada alineamiento (chrom:
gi| 242375783 |emb|AM258943.1|). Para esto combinamos columnas del alineamiento
realizado (formato BED) con datos de la base de referencia (en formato FASTA), que tiene en el

encabezamiento la especie a la que corresponde cada cddigo Genbank.

Linea del alineamiento (aligned.bed):

gi| 576890983 |gb|KF964159.1] 106 158 OHYNO:00038:00051 255 +

Linea de la base de referencia de d-loop mitocondrial (mam.fasta):

>gi| 242375783 |emb|AM258943.1| Mustela nivalis partial mitochondrial D-loop control
region, tissue library Dk101
ATTCCCTCACCAAATTTTCTATTCATATATTTAACAACATTAATGTGCCTCCCCAGTATGTACTCTTCTT
CCTCCCCCTATGTACTTCGTGCATTAGTGGCTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATTATGGTTGAT

Para lograr esto creamos un programa propio utilizando Python. Python es un lenguaje de
programacién de alto nivel, de propdsito general y ampliamente usado. Su sintaxis y escritura
dindmica, junto con su naturaleza interpretada, hacen que sea un lenguaje ideal para escribir
secuencias de comando y desarrollar aplicaciones en diversas areas y sobre la mayoria de las
plataformas. Utilizando Python desarrollamos una serie de scripts para extraer del
alineamiento los siguientes datos: a qué especie corresponde la secuencia alineada, cuantas
especies diferentes surgen del alineamiento (riqueza), y la abundancia de coincidencias para
cada especie. Para esto trabajamos con una biblioteca especial de Python, Biopython, un

conjunto de herramientas libremente disponibles para la computacién bioldgica.
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Escribimos los siguiente scripts de Python para analizar el alineamiento e identificar a qué

especie corresponde cada secuencia leida y cudl es el conteo de lecturas por especie.

Scripts de Python para extraer el conteo de lecturas por especies:

import collections
from Bio import SegIO

references = SeqlO.parse("mam.fasta", "fasta")

with open ("aligned.bed") as f:

alignments = f.readlines()
seqgs = {}

records = {}

delimiter = ";"

for ref in references:
parts = ref.description.split (' ")
segs|[ref.id] = {"name" : parts[l] + " " + parts[2], "data" : []}

for a in alignments:

parts = a.split('\t")

id = parts|[0]

data = parts[3]

segs[id] ["data"] .append(data)

for seqg in segs:

if (segsl(seqg]["data"]):

records([seq] = {"name" : seqgs[seq]["name"], "data"
segs[seq] ["data"]}

def standardReport():

print "Name" + delimiter + "Data"

for rec in records:

for dataval in records[rec] ["data"]:

print records[rec] ["name"] + delimiter + dataVal

def hintsReport():

print "Name" + delimiter + "Count"

for rec in records:

print records|[rec] ["name"] + delimiter +
str (len(records[rec] ["data"]))

hintsReport ()

Scripts de Python para extraer la base de alineamientos por especie, codigo de GenBank y

secuencia incognita:

import collections
from Bio import SeqIO

references = SeglO.parse ("mam.fasta", "fasta")

with open ("aligned.bed") as f:
alignments = f.readlines /()
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seqgs = {}
records = {}
nameDatalist = {}
delimiter = ";"

for ref in references:
parts = ref.description.split (' ")
seqgs[ref.id] = {"name" : parts[l] + " " + parts[2], "data" : []}

for a in alignments:

parts = a.split('\t")

id = parts[0]

data = parts[3]

segs[id] ["data"] .append(data)

for seqg in segs:
recName = segs[seq] ["name"]

if (segs[seq] ["data"]):
if not recName in records:
records[recName] = {}

records[recName] .setdefault (seq, []).append(segs[seq]["data"])

#iterate records names

for recName in records:
item = records[recName]
print recName

# iterate records ids

for recId in item:

print "----- >" + recIld
itemData = item[recId]

# iterate records data

for recData in itemData:

# iterate records data vals
for dataval in recData:
print "----——--mm——— >" + dataval

2.5 RESULTADOS

2.5.1 Muestreo y andlisis genético

Se colectaron 29 muestras fecales (Figura 2.2), 7 en zona de pastizal y 22 en el monte. Las
extracciones de ADN de las muestras presentaron valores de concentracion de entre 10 y 100
ng/ul, con niveles variables de calidad (ANEXO Il). El anélisis por PCR anidado resulté en la

amplificacion positiva de 28 de las 29 muestras.
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Figura 2.2. Muestras de fecas (S2MF2 y S2MF5) colectadas en Paso Centurion, departamento de Cerro
Largo.

2.5.2 Secuenciacion por método Sanger

Para cada muestra fecal cortamos bandas de productos amplificados (Figura 2.3), purificamos
fragmentos, secuenciamos, y mediante Blast-search reconocimos las especies presentes en la

muestra. Identificamos 64,3% de las fecas analizadas a nivel de especie (Tabla 2.2).

Figura 2.3. Andlisis de electroforesis en gel de agarosa al 2% que muestra la diversidad de tamafios del
fragmento de d-loop mitocondrial analizado para diferentes especies de mamiferos con los cebadores

MAMCODE.
Una alta proporcién de las muestras (57,1%) presentaron mds de una Unica banda en la

electroforesis en gel de agarosa (ver + Tabla 2.2). Los productos mostraron variabilidad de

tamafio en funcién de la especie. En total se separaron 52 productos para su secuenciacion. Las
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secuencias analizadas frente a la base de referencia del GenBank resultaron mamiferos en

todos los casos.

Tabla 2.2. Identificacidn a nivel de especie de las 28 muestras de fecas de mamiferos analizadas
mediante secuenciacion Sanger. Se muestran los numeros de muestra (ID) y nombres de las especies.
Valores de SQL muestran la longitud de la maxima secuencia continua legible en el archivo de secuencia.
Se Indica la identificacidn de especies sin éxito a través de la busqueda BLAST (NI), las inconsistentes (*)
y muestras con mds de un producto banda (+).

ID Especies SQL (pb)
SIMF1  Leopardus geoffroyi + 392
S1IMF2 NI + -
SIMF4  Leopardus wiedii *+ 465
S1IMF5 NI -
SIMF6  Leopardus geoffroyi + 490
S1IMF7  Cerdocyon thous + 259
S1PF1 NI ;
S2MF1  Cerdocyon thous + 218
S2MF2 Mazama guazoubira + 398
S2MF3  Mazama guazoubira 172
S2MF4 NI+ ;
S2MF5  Cerdocyon thous 259
S3M1 Canis lupus familiaris + 107
S3MF1 Mazama guazoubira 225
S3MF2 NI -
S3P1 NI -
S3P2 NI + -
S3PF1 Chaetophractus vellerosus * 281
S3PF1 NI + -
SamM1 Mazama guazoubira 392
S4M2 NI + -
S4M5 NI + -
SAMF1 Mazama guazoubira 134
S4P1 Cerdocyon thous 273
S4PF2 Bos taurus + 341
S5M1 Mazama guazoubira 66
S5M2 Mazama guazoubira + 383

S5M3 Cuniculus paca/Lycalopex gymnocercus + 377 /272

Dos de los productos fueron inconsistentes, ya sea debido a una excesiva variacion de la
secuencia o a la baja cobertura del taxdn en la base de datos (ver * Tabla 2.2). El primer caso se
trata de un felino. Para poder identificar a qué especie correspondia construimos un arbol con
nuestras secuencias y secuencias descargadas de GenBank de gato montés (Leopardus

geoffroyi), margay (Leopardus wiedii) y ocelote (Leopardus pardalis). A través de la
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reconstruccion filogenética identificamos la muestra como margay y confirmamos otras dos

muestras como gato montés (Figura 2.4).

19 16-7.1 MAMCODEfw MC

22 L.wiedii 2
441 ILwiedii 1.2

Lwiedii 1

—— L.pardalis 1

92— |.pardalis 2

16-4.1 MAMCODEfw MC

L.geoffroyi 2

100 |23-14.1 MAMCODEfw MC

L— L.geoffroyi 1

0.01

Figura 2.4. Andlisis filogenético por maxima verosimilitud de muestras de gato montés (Leopardus
geoffroyi) y margay (Leopardus wiedii) obtenidas mediante la secuenciacion Sanger de productos de
muestras fecales.

El segundo caso se tratd de una especie del grupo Xenarthra, Dasypodidae. La secuencia se
alineé mas probablemente (78% de identidad) con la especie Chaetophractus vellerosus (piche
llorén), especie de armadillo asociada a ambientes andinos, no citada para el Uruguay. Dado el
bajo porcentaje de identidad (27/213pb de diferencia) creemos que la secuencia puede tratarse
de otro armadillo, como puede ser la mulita (Dasypus hybridus), peludo (Euphractus sexcinctus)
o rabo molle (Cabassous tatouay), para los cuales no existen secuencias de ADN disponibles en
GenBank. Para la especie que si existen secuencias, tatu (Dasypus novemcinctus), el producto
de PCR incégnita presenta unas 50 bases de diferencia en 213pb analizadas y un 73% de

identidad, por tanto descartamos que se trate de esta especie.

En total, 8 especies fueron identificadas a través de esta metodologia de secuenciacién:
guazubira (Mazama guazoubira) (N=7), zorro de monte (Cerdocyon thous) (N=4), gato montés
(Leopardus geoffroyi) (N=2), margay (Leopardus wiedii) (N=1), paca (Cuniculus paca) (N=1),
zorro gris (Lycalopex gymnocercus) (N=1), perro (Canis lupus familiaris) y vaca (Bos taurus)
(N=1). El guazubird y el zorro de monte fueron las especies mas abundantes. Entre las
secuencias amplificadas encontramos la presencia de diferentes haplotipos para ambas

especies.
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Para el caso del zorro de monte el analisis incluyd tres secuencias, ya que una de ellas
presentaba muchos nucleétidos inciertos. Todas las posiciones que contenian gaps y datos
faltantes fueron eliminadas. Hubo un total de 237 sitios analizados en el conjunto de datos, y a
través de este analisis se lograron identificar 2 haplotipos diferentes a partir de las tres

secuencias de zorro de monte analizadas (Figura 2.5).

| 9-8.2 MAMCODEfw MC

! 91-22 MAMCODEfw MC

13-10.2 MAMCODEfw MC

0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
S1IMF7 S4P1 S2MF5
S1MF7
S4P1
S2MF5 0 2

Figura 2.5. Estimaciones de la divergencia evolutiva utilizando el método de UPGMA entre secuencias
para las muestras de zorro de monte (Cerdocyon thous). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando
el método de numero de diferencias. Para las tres muestras se lograron identificar 2 haplotipos.

Para el caso del guazubira el andlisis incluyd siete secuencias de nucledtidos. Hubo un total de
105 sitios analizados y se lograron identificar 3 haplotipos diferentes a partir de las siete

secuencias de guazubira amplificadas (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Estimaciones de la divergencia evolutiva utilizando el método de UPGMA entre secuencias
para las muestras de guazubird (Mazama guazoubira). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando
el método de nimero de diferencias. Para las siete muestras se lograron identificar 3 haplotipos.

Curiosamente, una de las muestras (S5M3) fue identificada macroscépicamente como un
animal herbivoro (Figura 2.7), sin embargo fue posible identificar dos especies presentes en la
muestra, paca (Cuniculus paca) y zorro gris (Lycalopex gymnocercus). Probablemente la feca
haya sido marcada con orina por el zorro y se extrajo ADN de ambas especies a partir de la
muestra. Del mismo modo, a partir de una muestra de carpincho (SIMF1) identificada por su
morfologia y tamafio (Figura 2.7), detectamos una muestra de gato montés (Leopardus
geoffroyi). Resultados similares también han sido encontrados en fecas de carpincho
(Hydrochoeris hydrochaeris), donde pudimos identificar muestras de perro doméstico (Canis

lupus familiaris) (Grattarola et al., 2014).

45



Figura 2.7. Muestras de fecas S5M3 y SIMF1 colectadas en Paso Centurién, departamento de Cerro
Largo, analizada a través de un fragmento de d-loop de ADN mitocondrial.

2.5.3 Secuenciacion masiva con lon Torrent ™

La base de datos de referencia fue generada contabilizando un total de 42795 secuencias de d-
loop mitocondrial (46,7 MB en formato FASTA). El archivo de secuenciacién FASTQ recibido
consistio en 42999 secuencias. Las secuencias presentaron una buena calidad de lectura, todas
por encima de un indice 20 de Phred. La longitud de las lecturas por otro lado, fue en promedio
baja; las secuencias muy cortas fueron eliminadas por ser dificilmente identificables con
precision. A través del programa Sickle fueron descartadas mediante el filtro de calidad 16548
lecturas, mientras mantuvimos 26451 (61,52 %). De las secuencias que mantuvimos mediante
el programa Bowtie fue posible alinear 4104 lecturas a secuencias de nuestra base de

referencia. El 84,48% de las lecturas ya filtradas fallaron en ser alineadas.

RESULTADO Bowtie

# reads processed: 26451

# reads with at least one reported alignment: 4104 (15.52%)
# reads that failed to align: 22347 (84.48%)

Reported 4104 alignments to 1 output stream(s)

A través del script en Python obtuvimos un archivo ordenado de secuencias por especie. Todas
las secuencias alineadas se encuentran en formato electrénico en el ANEXO Il mostrando el
codigo de Genbank vy las lecturas que se alinean con ese registro. A través del segundo script
obtuvimos el conteo de lecturas por especie. El archivo con el conteo total se encuentra en

formato electrénico en el ANEXO IV.
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Luego de una revisién manual de los resultados de alineamiento obtuvimos el conteo del
numero de lecturas alineadas por especie (Tabla 2.3) a partir de un total de 4024 identificadas.
Para unas 80 lecturas no fue posible identificar su identidad taxondmica. Esto se debe a que el
secuenciador genera fragmentos mds cortos a los esperados y debido a que el polimorfismo
contenido en los primero nucleétidos para nuestro fragmento de d-loop es menor, las
secuencias resultaban ser similares a muchas especies y no era posible su identificacién

precisa.

Por esta metodologia pudimos detectar la presencia de 11 especies de mamiferos en el drea. El
50,2% de las lecturas alineadas correspondieron a zorro de monte, 27% a zorro gris y 16,3% a
zorrillo. Del total de secuencias alineadas, 83 de ellas no correspondieron a especies
predecibles por su distribucién geografica. Luego de ser evaluadas manualmente no fue posible

conocer con precision su identidad taxondmica.

Tabla 2.3. Identificacidn a nivel de especie de las muestras de fecas de mamiferos analizadas mediante
secuenciacion masiva. Se muestran el nombre de las especies y el nUmero de lecturas alineadas para

cada una.
Especie Lecturas
Cerdocyon thous 2015
Lycalopex gymnocercus 1085
Conepatus chinga 656
Mazama guazoubira 149
Bos taurus 49
Leopardus wiedii 25
Cuniculus paca 20
Leopardus geoffroyi 10

Hydrochoerus hydrochaeris 8
Sus scrofa

Canis lupus familiaris
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2.6 DISCUSION

2.6.1 Presencia de mamiferos en Paso Centurion

La escasez de registros de presencia de mamiferos en diversas zonas del pais representa una
importante dificultad a la hora de conocer la zona de distribucidén de las especies y por tanto,
de establecer medidas para su manejo y conservacion.

Aplicando el método de identificacion de especies de mamiferos desarrollado determinamos
taxondmicamente muestras de fecas colectadas en la Reserva Departamental de Paso
Centurion. Ademas, en algunos casos pudimos también analizar la variabilidad genética de las

muestras colectadas.

En el drea de Paso Centurién pueden registrarse 51 mamiferos, de los cuales fue posible
detectar 11 especies (21,6%).

La técnica utilizada tiene el potencial entonces de establecerse como una herramienta
importante para el monitoreo de mamiferos en areas naturales, por su precisidon y cobertura

taxondmica.

2.6.2 Método molecular para la identificacion de mamiferos

Lo novedoso de nuestra técnica frente a otras es que a través del desarrollo de un Unico set de
cebadores de d-loop mitocondrial podemos capturar y discriminar ADNs de diferentes especies
presentes en una muestra y asi aumentar la deteccién de mamiferos en un area. En estudios de
barcode se utiliza un fragmento de citocromo oxidasa | (COIl) y esta secuencia presenta unos
800pb de tamafo en promedio para los mamiferos. En el caso de muestras no invasivas es muy
complejo amplificar fragmentos grandes por la baja calidad de ADN que presentan las
muestras. Chaves et al. (2012) usan un fragmento menor de COIl de 187pb, especifico para la
deteccién y discriminacién de 6 especies de canidos simpatricos norteamericanos, y prueban
una mejor eficiencia de amplificacién. Por otro lado, Nowak et al. (2014) analizan la eficiencia
de varios marcadores moleculares, como citocromo b, 16S y 12S, en la identificacion de
mamiferos a través de muestras de fecas y pelos. En el caso de citocromo b, al ser un
fragmento conservado y de mayor tamafio, la eficiencia en la identificacién de especies para
muestras no invasivas resulta baja (<20%). Los fragmentos de 12S y 16S son mas eficientes (64

y 75% respectivamente) y generan productos de menor tamafio. Existen también trabajos que
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utilizan un par de cebadores para identificar especies dentro de cierto grupos de mamiferos
como el caso de Bozarth et al. (2010), utilizando un fragmento de d-loop para discriminar entre
canidos simpatricos norteamericanos. Finalmente, Pun et al. (2009) desarrollan una
metodologia de deteccién de especies de mamiferos utilizando un fragmento de d-loop
mitocondrial, con especies domésticas y muestras de tejido de alta calidad, para la
identificaciéon de mamiferos en general.

La metodologia desarrollada en esta tesis es eficiente con muestras no invasivas, es decir de
baja calidad, con especies de mamifero no modelo, y ademas presenta una buena eficiencia en
la amplificacion del fragmento a través de la implementacion del PCR anidado. Sin embargo
estd sujeta a la calidad de la base de referencia con la que se cuenta para los distintos
mamiferos. En el caso de citocromo b por ejemplo, si bien existen una gran cantidad de
secuencias disponibles en Genbank, se ha observado una aparente incorrecta identificacién en
37 de 164 especies (23%) destacando la posibilidad de que algunas secuencias depositadas
publicamente pueden no ser confiables (Chaves et al., 2012).

En conclusion, nuestra metodologia constituye una poderosa técnica para el monitoreo de
mamiferos en areas naturales a través de fecas frente a sistemas ya existentes, util para la

deteccién de especies depositoras y para la capturar de otras con presencia en el area.

2.6.3 Tecnologias de secuenciacion de ADN

Trabajamos con dos tecnologias de secuenciacion diferentes, ambas presentaron diferencias en
cuanto a su eficiencia y poder de resolucion. A través de la secuenciacién clasica fue posible
identificar 8 especies a partir de 17 secuencias legibles de 52 enviadas a secuenciar. Es decir
que identificamos 32,9% de las muestras secuenciadas, y un 58,6% del total de muestras
colectadas (n=29). Aquellas que no fue posible identificar, en general, fue debido a que en los
cromatogramas se encontraba mds de una secuencia solapada y esto no permitian su
individualizacion. Esto podria deberse a que el fragmento amplificado presenta un tamafo
similar en pares de bases entre individuos cercanos filogenéticamente (Pun et al., 2009). Al
analizarlos en el gel de electroforesis los fragmentos de especies cercanas migran distancias
similares y al cortar las bandas del gel estamos cortando mas de un tipo de secuencia en la
misma banda. Por esto al secuenciar los productos obtuvimos mas de un cromatograma,

debido a que habia mas de un producto.

En el caso de la secuenciacion masiva, identificamos 4024 lecturas del total de 42999 lecturas

generadas (9,3%). Un alto porcentaje de secuencias fallaron en ser alineadas a la base de
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referencia (84,48%). Esto puede deberse por un lado al algoritmo utilizado, ya que usualmente
es usado para alinear secuencias cortas a grandes genomas de referencia. Por otro lado, la baja
eficiencia podria también estar asociada a la calidad de la base de referencia con la que
contamos. Si bien para mamiferos existe una de las colecciones mas extensas de secuencias de
d-loop en Genbank, destacamos la importancia de considerar las posibles limitaciones en la
disponibilidad de secuencias de mamiferos Neotropicales. Por esto, seria importante generar

un banco de secuencias de referencia para las especies uruguayas.

En total mediante las secuencias obtenidas con lon Torrent™ fue posible identificar 11 especies
de mamiferos, todas las ya identificadas con la técnica de secuenciacién clasica de Sanger, y un
37,5% mds de especies. Sin embargo, muchas secuencias fueron imposibles de discriminar
debido a su similaridad a diversas especies cercanas. Por esto, si bien a través de la
secuenciacién masiva fue posible detectar un mayor nimero de especies, el fragmento
utilizado no seria el 6ptimo para utilizar en estudios de NGS (Ji et al., 2012). El desafio esta en
buscar un fragmento que ademds de ser corto mantenga buenos niveles de resoulucion
taxondmica y presente extremos conservados para su amplificacién simultdnea en todos los
mamiferos (Coissac, 2012).

Es significativo destacar que la identificacion a partir de secuenciacién clasica nos permite
georreferenciar las muestras determinando a los individuos. Mientras, con la identificacion a
través de secuenciacion masiva perdemos la individualidad de las fecas y pasamos a tener una
Unica muestra comunitaria. La perspectiva en cuanto a riqueza de especies, no obstante, puede
ser interesante a la hora de relevar areas naturales. Asimismo, las limitaciones antes
mencionadas en el uso de estas tecnologias son un reto a superar para ir mas allad de la mera

deteccién de especies (Bohmann et al., 2014).

2.6.4 Consideraciones

Curiosamente, no fue posible registrar micromamiferos a través de ninguna de las dos técnicas
a pesar de que se esperaba que fueran parte de la dieta de los carnivoros. Una posibilidad es
que las secuencias de micromamiferos fallen al ser alineadas a fragmentos de la base de
referencia de Genbank por contener un bajo nimero de secuencias de estas especies. Otra
opcion, es que pueda deberse a que los cebadores de d-loop fueron desarrollados a partir de
secuencias de mamiferos carnivoros en su mayoria; y si bien han sido testeados en pequefios
roedores (Ctenomys pearsoni, Mus musculus y Akodon olivaceus) (Grattarola, 2012), quizas su

eficiencia sea menor y competitivamente pierdan con otros ADNs blanco en la reaccion de PCR.
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Mas especificamente, puede que las secuencias del depositor estén siendo sobre
representadas en la muestra y esto reduzca la cantidad y por tanto nimero de secuencias en el
producto final de las presas consumidas.

En trabajos con NGS de estudios de dieta, se ha visto que el ADN del predador y por tanto las
secuencias de éste, predominan en las lecturas totales en un altos porcentajes de abundancia
(Bohmann et al., 2014). Para conocer en mejor medida las especies presentes en la dieta de los
carnivoros se utilizan bloqueadores especificos para éstas, lo que hace que la presencia de

secuencias del predador disminuya a 2,2% en el total de secuencias (Shehzad et al., 2012).

Si bien la metodologia de colecta utilizada estd sesgada a aquellas muestras de fecas visibles
tanto en monte como en pradera; a través de la deteccién de items dietarios o muestras
ambientales también es posible identificar otros animales que a priori no esperariamos
encontrar. Fue interesante por ejemplo, haber “capturado” en dos fecas de herbivoros
muestras de carnivoros. Varios estudios han descripto la posibilidad de extraer ADN a partir de
muestras ambientales de orina (Hausknecht et al., 2007). Estos casos ponen de manifiesto el
potencial de la técnica para detectar no sélo la especie a la que pertenece la muestra sino

también captar otros individuos presentes en el ambiente.
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ANEXO |

MONITOREO PARTICIPATIVO DE FAUNA

La colecta de fecas fue producto de un muestreo realizado en el marco del curso de grado
Espacio de Formacidn Integral (EFI) “Monitoreo participativo de fauna en Paso Centurién, Cerro
Largo”. El mismo tenia como objetivo desarrollar un proceso formativo sobre estrategias de

participacidn social para el monitoreo ambiental.

Actualmente la zona de Paso Centuridn se constituye como un territorio en tension, donde se
disputan diversos intereses. Por un lado, en la zona residen aproximadamente 60 familias de
bajos recursos econémicos, en su mayoria pequefios productores ganaderos, inmersos en un
area de gran diversidad de especies de flora y fauna, Unica en el Uruguay. Por otro lado, en la
zona conviven diversas iniciativas productivas que amenazan con alterar la relacién histdrica
que los pobladores mantienen con la naturaleza en el lugar. Se destacan la forestacidn, la
posible instalacién de la tercera planta de celulosa del pais, y mineria de pirolisis para la
extraccion de esquistos de hidrocarburos. En general la poblacidn local considera
negativamente los cambios en el uso del suelo, que generalmente son asociados con perjuicio
ambiental y despoblamiento. De cara a las disputas vigentes en la zona de Paso Centurién se
torna evidente el potencial que presenta generar un monitoreo sistematico de las especies, y
sobre todo, por constituirse como una herramienta para la participacion de la poblacién en

procesos que producen importantes cambios a nivel social y ambiental.

La integralidad contenida en el EFI abarcé tanto la combinacién de las funciones universitarias
(investigacioén, ensefianza y extensién), como la interdisciplinariedad (a nivel de disciplinas y
mas alld de areas de conocimiento) y la co-producciéon de conocimientos mediante el didlogo
de saberes entre universitarios y otros actores sociales. En términos de investigacion la
propuesta del EFl se centrd en realizar una aproximacion a las relaciones sociedad-naturaleza
en Paso Centurion, con foco en la fauna de mamiferos. Esto se llevd a cabo a través de dos
abordajes: un muestreo no invasivo de fauna con camaras trampa y colecta de fecas, para su
posterior andlisis de ADN; y un abordaje social para la integraciéon de perspectivas sociales,

culturales, econémicas y productivas relacionadas al ambiente y la fauna autdctona local.
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Existe un gran interés y curiosidad entre las personas de la zona por la observacién de
animales, por registrarlos y determinar a qué especies corresponden. En este marco, el
abordaje de la ecologia molecular ha representado un aporte importante a la generacién de
conocimiento sobre los mamiferos del drea, en un contexto no sélo ambiental sino social. El
registro de las especies a través de herramientas genéticas se integra a una perspectiva de
monitoreo local, que resalta la importancia de considerar distintas formas de acercarse al
conocimiento de la diversidad bioldgica, reconociendo y valorando los diferentes modos de

asociacién de las personas con la fauna del lugar.
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ANEXO Il

Lista de muestras de fecas colectadas en Paso Centurién (departamento de Cerro Largo),
mostrando el nimero de muestra, la concentracidon de ADN, las medidas de absorbancia, y la
localizacién geografica donde fue colectada cada muestra.

Muestra Concentracion Absorbancia X v
ng/ul (260/280)/(260/230)
SIMF1 419 1,84/1,81 -53,7280556 -32,1462778
S1IMF2 37,4 1,710,82 -53,7268333 -32,1459444
S1IMF4 17,88 1,71/0,86 -53,7263333 -32,1445833
S1IMF5 29,51 1,630,86 -53,7263333 -32,1445833
S1IMF6 75,22 1,87/1,46 -53,7260833 -32,1440556
SIMF7 21 1,8/1,01 -53,7260833 -32,1438056
S1PF1 18,89 1,86/0,99 -53,7286111 -32,1455833
S2MF1 47,66 1,872,06 -53,7298889 -32,1468611
S2MF2 35,63 1,972,08 -53,7307778 -32,1467222
S2MF3 59,37 1,86/2,01 -53,7320278 -32,14775
S2MF4 41,369 1,96/2,13 -53,7320278 -32,14775
S2MF5 46,88 1,932,04 -53,7321389 -32,1479722
S3M1 38 1,85/1,5 -53,75525 -32,1933056
S3MF1 61,86 1,92/1,91 -53,7553333 -32,19325
S3MF2 16,62 1,4700,84 -53,75525 -32,1927222
S3P1 37,11 1,67/1,28 -53,7548889 -32,1916944
S3P2 12,4 1,71/0,69 -53,7566111 -32,1920556
S3PF1 108,68 1,142/0,73 -53,7541667 -32,19175
S3PF1 33,04 1,751,51 -53,7576111 -32,1885556
S4M1 48,46 1,64/0,85 -53,7468889 -32,2253056
S4M?2 35,21 1,79/1,08 -53,7485556 -32,2253333
S4M5 43,01 1,84/1,18 -53,7478333 -32,2258333
S4AMF1 34,81 1,88/1,84 -53,7481944 -32,2255556
S4P1 4,04 1,28/0,65 -53,7491667 -32,2245
S4PF2 83,46 1,88/1,95 -53,7483611 -32,2274444
S5M1 47,59 1,680,91 -53,7598611 -32,2128056
S5M2 36,7 2,02/2,15 -53,75975 -32,2126389
S5M3 25,72 1,89/1,93 -53,7595556 -32,2123333
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ANEXO Il

Secuencias alineadas mostrando el cédigo de Genbank y las lecturas que se alinean con cada
secuencia de la base de referencia (EN FORMATO ELECTRONICO: LINK).

ANEXO IV
Conteo de lecturas de lonTorrent alineadas por especie (EN FORMATO ELECTRONICO: LINK).
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3 ESTRUCTURA GENETICA DEL ZORRO DE MONTE (Cerdocyon thous) EN
URUGUAY

3.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La pérdida, fragmentacidon y transformacidn de habitat generan discontinuidades en la
distribucidon de los recursos o condiciones ambientales. Estas discontinuidades llevan a una
reduccién de la conectividad entre poblaciones. De este modo, la subdivisién y aislamiento
poblacional reducen las probabilidades de dispersidn y la tasa de colonizaciéon de parches de
paisaje. Este proceso puede resultar entonces en el declive de la capacidad de persistencia de
las poblaciones, aumentando la probabilidad de extinciones regionales a lo largo del paisaje.
Esto a su vez, tiene efecto en la composicién de las comunidades y el funcionamiento de los

ecosistemas (Banks et al., 2005; Segelbacher et al., 2010).

Siendo uno de los paises con las praderas mas diversas del mundo (Groombridge, 1992),
Uruguay ha experimentado profundas transformaciones en su territorio en las Ultimas décadas
debido a los cambios en la economia, la agricultura y las politicas forestales. Entre 2000 y 2009,
el drea con plantaciones de soja aumenté de 89 km? a 8.000 km?, en gran parte a expensas de
los pastizales nativos remanentes, los cultivos tradicionales y las praderas de pastoreo. Sumado
a esto, las plantaciones de Eucalyptus spp. y Pinus spp. también han ido reduciendo la
cobertura herbacea (Redo et al., 2011). Junto con la reduccién del drea y calidad del habitat, la
disminucién en la conectividad del habitat es uno de los principales factores que influyen en la

persistencia de las especies en paisajes fragmentados (Banks et al., 2005). Hasta el momento,
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no existen estudios en el pais que evalten el efecto que han generado los cambios en el uso del

suelo sobre la conectividad funcional de las especies.

3.1.1 Patrones espaciales y genética del paisaje

La genética del paisaje ha surgido como una nueva drea de investigacion que busca integrar la
genética de poblaciones, la ecologia del paisaje y la estadistica espacial (Manel et al., 2003). La
genética del paisaje proporciona un marco tedrico para evaluar la influencia relativa de las
caracteristicas del paisaje y del ambiente al flujo de genes, las discontinuidades genéticas y la
estructura genética de la poblacidon (Manel et al., 2003; Holderegger & Wagner, 2006; Guillot
et al., 2005). Este tipo de analisis puede aplicarse por ejemplo para la identificaciéon de barreras
antropogénicas especificas, que reducen el flujo de genes o la diversidad genética, o para la
identificacién de posibles corredores biolégicos para apoyar el disefio de dreas de conservacién

(Storfer et al., 2007).

En una poblacién continua, con una dispersién espacial limitada, el grado de flujo génico tiende
a decrecer en funcién del aumento de la distancia geografica, lo que resulta en un aumento de
la diferenciacidn genética entre los individuos. La diferenciacién genética esperada en tales
poblaciones continuas fue discutida por primera vez por Wright (1943). En el marco de la
genética del paisaje el proceso de aislamiento por distancia (IBD, isolation by distance) es
detectado por medio del andlisis de la distribucion de la distancia genética estimada entre
pares de individuos. El IBD asume que los individuos se dispersan con igual probabilidad en
todas direcciones en un ambiente homogéneo, por tanto, se espera que el efecto de la
topografia y el paisaje sobre la capacidad de dispersién de los individuos determinen un
apartamiento del modelo de aislamiento por distancia. El modelo de IBD, es entonces una
hipdtesis nula ideal para testear el efecto del grado de conexidn del paisaje en la dispersion y
conectividad de las poblaciones (Broquet et al., 2006). En caso de no existir aislamiento por
distancia se deben evaluar hipdtesis alternativas, como son el aislamiento por barreras (como
pueden ser rios o carreteras), el aislamiento por resistencia del paisaje, o la posibilidad de que
en la poblacién aun no se haya alcanzado el equilibrio entre flujo y deriva, por ejemplo, ante
una expansion geografica reciente. Los ambientes pueden generar una resistencia a la
dispersion de los individuos, estableciendo una migracion diferencial, lo que genera un patrén

no homogéneo de dispersidn en el paisaje (Cushman & Landguth, 2010).
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El enfoque de la genética del paisaje basada en individuos consiste en tomar muestras a través
de un territorio amplio, evaluar la diferenciacién genética entre los individuos, y evaluar las
relaciones entre distancias genéticas entre individuos y los gradientes del paisaje (Manel et al.,
2003; Cushman et al., 2006). Implica un muestreo aleatorio a través de toda el area de estudio
y no sélo el muestreo de algunos individuos en cada una de las poblaciones identificadas de
antemano. Para poder analizar el grado de fragmentacidon del territorio o la existencia de
barreras en el flujo génico, es necesario seleccionar una especie de estudio y elegir el marcador

genético adecuado.

3.1.2 La especie: zorro de monte (Cerdocyon thous)

El zorro de monte (Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766) es el canido de distribucion mas amplia
de Sudamérica; su rango de distribucion geografica se extiende desde el norte de Venezuela
hasta Argentina y Uruguay (Figura 3.1) y se lo considera una especie comun en gran parte de su
area de distribucion. Se lo asocia con ambientes muy variados y se lo considera una especie de
habitos generalistas (Berta, 1982; Goulart et al., 2009). Es un canido de tamafio medio (4-7kg)
que vive en grupos de entre 2 a 5 adultos (Mcdonald & Courtenay, 1996). Es sobre todo
nocturno, viaja en pareja, pero caza de manera individual (Brady, 1979; Berta, 1982; Mcdonald
& Courtenay, 1996; Nowak, 1999). Este zorro tiene un drea de ocupacion pequefia, que varia
de 5 a 10 km® (McDonald & Courtenay, 1996; Nowak, 1999). Ademas, se conoce que en
Amazonas las parejas de individuos que dispersan tienden a establecerse adyacentes a sus
territorios natales, por lo que se espera que existan grupos territoriales de familiares
(Mcdonald & Courtenay 1996). Se encuentra principalmente en los bosques, bordes de los
bosques, las sabanas arboladas y zonas de bosques abiertos (Langguth, 1975; Berta, 1982;
Nowak, 1999). Su dieta es omnivora; consumen, frutas, pequefios mamiferos, insectos, aves y
reptiles, entre otros, y presentan estacionalidad en el consumo de algunos alimentos (Bisbal &

Ojasti, 1980; Motta-Junior et al., 1994; Facure & Monteiro-Filho, 1996).

63



[-10°00"s

REFERENCIAS

D Distribucion C.thous

Limites administrativos

N
/ I («ilometros
—— - ‘ 0 1.000 2.000

T
100'00°0 80'00"0 60'00"0 40%00°0 20000

Figura 3.1. Distribucién geogréfica del zorro de monte (Cerdocyon thous). Fuente: The IUCN Red List of

Threatened Species™ - Modelo digital de distribucién.

Cinco subespecies de C. thous han sido reconocidas sobre la base de los estudios morfoldgicos
clasicos (Cabrera, 1931; Berta, 1982): (i) C. t. entrerianus (sur de Brasil, Bolivia, Uruguay,
Paraguay, Argentina); (ii) C. t. azarae (noreste y centro de Brasil); (iii) C. t. thous (sudeste de
Venezuela, Guyana, Surinam, Guayana Francesa, el norte de Brasil, (iv) C. t. aquilus (norte de
Venezuela, Colombia); y (v) C. t. germanus (region de Bogotd, Colombia). Sin embargo, estudios
realizados con ADN mitocondrial revelaron un unico fuerte quiebre filogeografico entre el
noreste de Brasil y el resto de distribucién de la especie, con una separacion completa entre los
componentes sur y norte de la Mata Atlantica (Tchaika et al., 2010). El clado del norte estaria
casi completamente restringido al nordeste de Brasil, ocupando un area aproximadamente tres
veces mas pequeiia que la habitada por el clado del sur. Dentro de cada gran clado, Tchaika et
al. (2010) sugirieron la existencia de muy poca estructuracion genética entre las poblaciones.
Carlozzi (2011) agrega al analisis individuos de Uruguay, la zona mas austral de la distribucion
de la especie. Determina también, la presencia de los dos mismos clados fuertemente
fraccionados. Ademas, propone que ambos pueden estar sujetos a un modelo poblacional tipo
stepping-stone, donde se manejan unidades discretas pero con un criterio de aislamiento por

distancia, al encontrarse conectadas por migracion.
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A lo largo de su rango de distribucidn, el zorro es objeto de persecucién constante por los
ganaderos que lo consideran predador de ovejas y otros pequefios animales (Berta, 1982;
Ginsberg & Macdonald, 1990). Muchos de ellos también mueren atropellados en las carreteras,
aunque el impacto demografico de esta mortalidad es actualmente desconocido. Si bien la
especie no esta en peligro de extincidn, este canido esta incluido en el Apéndice Il de la CITES

(Nowak, 1999) como una especie vulnerable por actividades de explotacién y comercio.

En Uruguay el zorro de monte se encuentra en simpatria con el zorro gris (Lycalopex
gymnocercus) (Lucherini & Luengos, 2008). Este ultimo posee una distribucién geogréfica
tipicamente mas austral, siendo Uruguay el extremo mas al norte. Ademas de la superposicién
en su rango de distribucién, estos canidos tienen un tamafio corporal similar y comparten
habitos alimenticios (Vieira & Port, 2007). El zorro gris pareceria ocupar sélo areas abiertas,
incluyendo praderas y caminos de tierra, mientras que el zorro de monte es mas generalista en
el uso del habitat, y habita tanto en el interior como en el borde de los montes y praderas. Sin
embargo, la coexistencia de estas especies es posible debido a un uso diferencial de los
habitats y las horas del dia (Di Bitetti et al., 2009).

Debido a que ambos canidos se encuentran en simpatria en Uruguay, comparten habitat y son
similares morfolégicamente es generalmente dificil obtener material bioldgico

inequivocamente identificado para estudios ecoldgicos y genéticos.

3.1.3 Marcadores hipervariables

Los microsatélites son marcadores genéticos de locus simple, que consisten en repetidos en
tdndem de secuencias de entre dos y seis pares de bases de largo. Los loci repetidos simples
evolucionan por ganancia y pérdida de las unidades repetidas y son por tanto, altamente
polimérficos (Jarne & Lagoda, 1996; Zane et al., 2002). Estos marcadores evolucionan mas
rapidamente que el ADNmt y generalmente permiten responder preguntas a una escala
(ecoldgica) temporal mas fina que otros marcadores moleculares, tanto a nivel de dindmica

como de estructura poblacional (Bidlack & Cook, 2002; Maudet et al., 2002; Slatkin, 1995).

El sistema molecular que permite la alta tasa de mutacidn para estos marcadores es debido al
mecanismo de deslizamiento (slippage) de la polimerasa durante la replicacion del ADN,
proceso que aumenta o disminuye el nimero de repetidos en una unidad. Algunos de estos

errores son corregidos por los mecanismos de reparacion de errores, por la actividad
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exonucleasa de la ADN polimerasa. Sin embargo una proporcién de los mismos pueden escapar
de estos mecanismos y generar nuevas mutaciones.

Diversos modelos han sido desarrollados para explicar la evolucidn del modelo de mutacién de
los microsatélites, entre ellos: el modelo de alelos infinitos (IAM; Kimura & Crow, 1964) y el
modelo gradual de mutacién (SMM; Kimura & Otha, 1978). En el IAM, cada mutacidn crea un
nuevo alelo a una tasa dada. En consecuencia, este modelo no permite homoplasia. Alelos
idénticos comparten un ancestro comun y son idénticos por descendencia. Bajo el escenario
del SMM cada mutacidn crea un nuevo alelo, ya sea agregando o eliminando una sola unidad
repetida, con igual probabilidad en ambas direcciones. En consecuencia, los alelos de tamafios
muy diferentes estardn menos relacionados que los alelos de tamafios similares. No obstante,
los mecanismos de mutacion de los microsatélites ain son debatidos; no existe consenso sobre
qué caracteristicas rigen la regulacién entre la generacion y expansion de arreglos de repetidos,

ni tampoco sobre el mecanismo evolutivo per se de estos marcadores (Ellegren, 2004).

Pese a esto, los microsatélites presentan diversas ventajas que los hacen herramientas utiles
para el estudio poblacional de las especies: (i) son numerosos y estan esparcidos
uniformemente a través del genoma; (ii) dada su alta tasa de mutacién (102/10° eventos por
locus por generacién) la mayoria son polimorficos y resultan uatiles para definir un Unico
genotipo multilocus; (iii) en general son selectivamente neutros, supuesto necesario para el
estudio en genética de poblaciones; (iv) son relativamente faciles de tipificar y los distintos

alelos pueden ser caracterizados sin ambigliedades.

Se han probado y optimizado varios microsatélites en C. thous y otros canidos Neotropicales
que originalmente fueron descritos para el perro doméstico (Francisco et al., 1996). Da
Fontoura-Rodrigues et al. (2008) prueban un conjunto de 9 loci para C. thous con la finalidad de
visualizar su utilidad en estudios poblacionales y evolutivos en canidos neotropicales.
Encontraron que estos marcadores amplifican de manera eficiente, son polimérficos y generar
productos de amplificacion cortos. Ademas, Da Fontoura-Rodrigues et al. (2008) destacan que
el conjunto de loci tiene un gran potencial para su aplicacidén en estudios evolutivos, ecoldgicos
y de conservacion.

A su vez se ha caracterizado un conjunto de 12 microsatélites para la especie, lo
suficientemente polimdrfico para ser utilizado en el andlisis genético de la poblacién del

territorio uruguayo (Lassevich, 2014).
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3.2 HIPOTESIS DE TRABAJO

Hasta el momento para el zorro de monte se han hecho estudios con marcadores
hipervariables. El andlisis de loci de microsatélites, como marcadores nucleares codominantes,
provee informacién adicional y con mayor resolucién que la aportada por marcadores de
herencia materna para poder determinar aspectos basicos de la sub-estructura poblacional.
Nos propusimos primero, estudiar el grado de variabilidad genética que presenta el zorro de
monte en Uruguay. Pensamos que por lo encontrado a través de marcadores mitocondirales
no deberia existir un nivel de estructuracion poblacional para la poblacidon de zorro de monte
en el Uruguay pero posiblemente si un patréon de aislamiento por distancia.

En base a lo expuesto, nos planteamos entonces las siguientes hipdtesis:

e  Elzorro de monte mantiene altos niveles de variabilidad genética.

e La poblaciéon de zorro de monte en Uruguay no presenta estructuracion genética.

e  Existe aislamiento por distancia entre los individuos de zorro de monte en Uruguay.

3.2 OBIJETIVOS

3.2.1 Objetivo General

Estudiar la variabilidad genética intraespecifica del zorro de monte (Cerdocyon thous) y evaluar

su nivel de fragmentacion poblacional en el territorio uruguayo.

3.2.2 Objetivos Especificos

Desarrollar una herramienta molecular para identificar las muestras de zorro de monte.

Analizar la estructura genética de la poblacidon del zorro de monte con un set de loci de

microsatélites.

Establecer el grado de variabilidad genética en la poblacidn de Uruguay.
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Establecer la relacién entre las distancias genéticas y las distancias geograficas para los

individuos analizados.

3.3 METODOLOGIA

Para el desarrollo de una herramienta molecular para la identificacién de la especie de interés
se utilizaron muestras de animales atropellados y fecas. Por otro lado, para el andlisis de la

estructura genética del zorro de monte se utilizaron muestras de zorros atropellados en la ruta.

3.3.1 Disefio de sonda Tagman™ para zorro de monte

Trabajar con muestras obtenidas a través de animales atropellados en la ruta resulta muchas
veces dificultoso, ya que no siempre es posible detectar con seguridad la especie a la que
pertenece. Por eso, desarrollamos una herramienta molecular a fin de identificar la especie de

interés de manera rapida y eficaz.

Para esto disefiamos una reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real con sonda
TagMan™ a partir de un fragmento de citocromo oxidasa Il (COIl) de ADN. En la reaccién de
PCR la ADN TagMan polimerasa comienza a sintetizar la hebra de ADN complementaria al
fragmento y a su vez, por su accidon exonucleasa, comienza a degradar la sonda liberando el
extremo 5’ con el fluorocromo (Figura 3.2). De esta manera la fluorescencia emitida comienza a
aumentar y esto se visualiza en tiempo real. El incremento en la lectura de fluorescencia sdlo

se observa si la sonda es complementaria al ADN blanco y por tanto, si es degradada.

Durante el anidamiento la sonda

e Q—9 TagMan™ se une a la secuencia blanco

«—

Extension

_— Durante la extension, la accién
exonucleasa de la Taq polimerasa
libera el reportero del quencher,
permitiendo su fluorescencia

~ e O Reportero

e Quencher

Figura 3.2. Mecanismo de accion de la sonda TagMan™
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Toma de muestras y aislamiento de ADN

Para testear la especificidad de la sonda se utilizaron 55 muestras de cdnidos ya identificados,
28 de animales sin identificacién taxondmica y 18 muestras de fecas. Las muestras de tejido,
pelos, musculos, higado y sangre de zorro de monte (n=39) y de zorro gris (n=9), mas muestras
de pelo de aguard guazu (C. brachyurus) (n=4), y perro (C. I. familiaris) (n=3) y cénidos
desconocidos (n=40), fueron obtenidos a partir de animales atropellados colectados durante
diferentes estudios desde 1997 a 2014 (ANEXO 1). Las muestras fecales (n=16) fueron
colectadas en estudios en los departamentos de Rocha y Cerro Largo, en el afio 2009. Todas las
muestras se almacenaron en etanol al 95% a 4° C después de la recoleccion y la llegada en el

laboratorio.

El ADN de tejido, pelo, musculo, higado y sangre fue aislado siguiendo el protocolo de Medrano
et al. (1990). Para aislar el ADN de fecas utilizamos DNeasy®Tissue (QIAGEN, Hilden, Alemania)
segun el protocolo del fabricante. El ADN se eluyé en 100 pl de H20 para todos los tipos de
muestras y se almacend a 4 °C. La cuantificacidon se llevé a cabo en un espectrofotometro UV-

VIS NanoDropTM ND-1000 (Nano-Drop Technologies, Inc., Wilmington, DE).

Disefio experimental

Se disefiaron un par de cebadores y una sonda a partir de secuencias de COIl de C. thous con
los haplotipos (AF028217, AY609148), L. gymnocercus (AY609150, AF028225), C. brachyurus
(AY609144, AF028211) y C. [I. familiaris (HM048871, AB499817, AB499816, U96639 y
AY729880) disponibles en GenBank. Se identific6 un fragmento de 154 pb con extremos
flanqueantes conservados para las cuatro especies y un polimorfismo interno especifico para
cada una de la cuatro especies analizadas. Se disefiaron cebadores y una sonda TagMan™ MGB

marcada con fluorescencia VIC, complementaria Unicamente con C. thous (Tabla 3.1).

Con el fin de evaluar la especificidad de la sonda y los cebadores se amplificé, a partir de
muestras de zorro de monte, zorro gris y perro, un fragmento de COIl de 772 pb que incluye las
secuencias a evaluar. Se utilizaron los cebadores COIll de Bardeleben et al. (2013) (Tabla 3.1).
Cada PCR contenia 0,2 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen), 1X Buffer de PCR, 0.2 uM MgCl2,
0,4 uM de cada cebador, ADN molde (= 90 ng) y H20 a un volumen final de 15 uM. El analisis
se llevd a cabo en el termociclador T personal (Biometra), de acuerdo con el siguiente

protocolo de ciclos: paso inicial de 10 min a 94 °C, seguido por 40 ciclos de 30s a 94 °C, 30s a
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55° Cy 90 a 72° Cy una etapa final de 20 min a 72° C. Se purificaron y secuenciaron productos
de PCR para C. thous (n=7), L. gymnocercus (n=4) y C. I familiaris (n=3) con un ABI3130

(Applied Biosystems) en la Unidad de Biologia Molecular (Institut Pasteur, Montevideo).

Tabla 3.1. Secuencia de los cebadores de ADN utilizados para la identificacidn de mamiferos.

ID Cebador Secuencia (5'-3") Cita
Cebadores COII

COIIF GTAAAACATTACATGACTTTGTC Bardeleben et al., 2013

COIIR GTAAAACATTACATGACTTTGTC Bardeleben et al., 2013
Cebadores TagMan

FOX154F CGCTATYCCAGGACGACTA Descrito en este trabajo

FOX154R CTTTGAAACCTGATCAGCC Descrito en este trabajo
Sonda TagMan

MGB

FOXCOIIPROBE ACAGCTTTATACCTATTGTCCTCGAAA  Descrito en este trabajo

Identificacion de muestras de zorro de monte

Para confirmar la eficiencia de la sonda en detectar correctamente individuos de zorro de
monte se realizé un analisis de RTPCR con los cebadores FOX154 y la sonda FOXCOIIPROBE con
las 54 muestras aisladas a partir de tejidos de canidos ya identificados. Cada PCR contenia 2X
SensiMix ™ SYBR®, 0,4 uM de cada cebador, 0,3 uM de sonda, ADN molde (= 60 ng) y H20 a un
volumen final de 10 pL. El andlisis se llevd a cabo en un termociclador en tiempo real
RotorGene 6000™ (Corbett Life Sciences, Australia), segun el siguiente protocolo de ciclos: paso
inicial de 10 min a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 10 segundos a 95 °C, 10s a 56,5 °C y 10
segundos a 72 °C (de acuerdo con las recomendaciones para SensiMix ™ SYBR®). La adquisicién
de fluorescencia para evaluar el rendimiento de la amplificacion del producto se realizd
durante la etapa de extension, en el canal verde (470 nm de excitacién, detecciéon 510 nm) y en
el canal amarillo (excitacion 530 nm, deteccion 550 nm) para detectar la unién de la sonda a la
secuencia blanco. La eficiencia del PCR se midié en funcién de la pendiente de la curva del
control negativo (RotorGene 6000™). El andlisis de la curva de la sonda se realizd con el Rotor-

GeneTM 6000 v.1.7 software (Build 75) y el algoritmo proporcionado.
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3.3.2 Obtencion de muestras de zorro de monte

Para el andlisis con microsatélites se tuvieron en cuenta todas las muestras de zorro de monte
del banco de ADN vy tejidos del Laboratorio de Genética de la Conservacion del I[IBCE,
colectadas en los ultimos 30 afios. El conjunto de muestras fue georreferenciado en un mapa
del Uruguay utilizando Arcview (ESRI® ArcMap™ 10.0). Se analizd el grado de cobertura del
territorio para la especie, y al detectar vacios, se realizaron salidas de campo para colectar
muestras nuevas. Para esto se recorrieron rutas del pais registrando zorros muertos por
atropellamiento y se tomaron muestras de cuero y pelos. Todas las muestras fueron colocadas
en alcohol 70% y almacenadas en el Laboratorio de Genética de la Conservaciéon del IIBCE a
4°C. Una vez extraido el ADN de las muestras, se siguid el analisis de RTPCR descrito
anteriormente para la identificacidon taxonémica de los individuos colectados (en el ANEXO | se

registran los detalles de las muestras).

3.3.3 Andlisis con microsatélites

Analizamos 10 loci de microsatélites (Francisco et al., 1996) en 55 muestras representativas del
rango de distribucién geografico de la especie en Uruguay. Se hicieron PCRs multiplex en base a
las temperaturas de anidamiento, el tipo de fluorocromo de cada juego de cebadores y el
tamafio del fragmento a amplificar (Tabla 3.2). Se desarrollaron cuatro multiplex para
amplificar dos y tres loci en cada reaccién de PCR, la eleccion de los conjuntos de loci se basé

en Lassevich (2014).

Tabla 3.2. Listado de los 10 cebadores de microsatélites (Francisco et al. 1996) utilizados para zorro de
monte (Cerdocyon thous). Se detalla el nombre del locus, el tamafio esperado en pares de bases (pb), la

temperatura de anidamiento del cebador (°C), el tipo de fluorocromo y el tipo de repetido.

Locus Multiplex Tamafoenpb TAen°C Fluorocromo Tipo de Repetido
FH2140 A 146 58 FAM Tetranucleétido
FH2848 A 237 58 HEX Dinucledtido
FH2137 A 185 58 TET Tetranucleétido
REN105L03 B 251 58 FAM Dinucledtido
FH2226 B 205 58 HEX Tetranucledtido
FH2535 B 145 58 HEX Tetranucledtido
FH2328 C 200 58 FAM Tetranucledtido
FH2018 C 149 58 VIC Tetranucledtido
FH2010 D 228 59 FAM Tetranucleétido
FH2001 D 131 58 NED Tetranucledtido
FH2132 D 272 60 VIC Tetranucledtido
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Los multiplex se realizaron en platos de 96 pocillos. Las reacciones contenian 50 ng de ADN, 0,5
UM de cada cebador, y 2x de PCR Platinum Multimix, se adiciond agua hasta completar el
volumen final de 10ulL. Las condiciones de termociclado fueron 95°C durante 2 minutos,
seguido de 35 ciclos de: 95°C por 30 segundos, 60°C por 90 segundos, extensién a 72°C por 50
segundos, y finalmente a 60°C durante 30 minutos. Se comprobd el éxito de la reaccidn de
amplificacion a través de la migracion de 4 pl de los productos en gel de agarosa al 2%,
utilizando GoodView™ (SbS) como agente intercalante. Las corridas electroforéticas fueron
efectuadas a 100 V y 50 mA, incluyéndose un marcador de peso molecular de 50 pb
(Invitrogen).

Todas las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Genética de la Conservacion (lIBCE)
y los productos de PCR se corrieron en la plataforma ABI 3130 (Applied Biosystems) de la
Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo. La genotipificacion de los

individuos fue realizada utilizando el software GenMarkerV1.75 (Soft Genetics).

3.3.4 Andlisis de genética de poblaciones

La metodologia utilizada para el analisis de la matriz de genotipos de microsatélites consistio
en evaluar: equilibrio de Hardy-Weinberg, errores de genotipado, desequilibrio de ligamiento y

contenido de informacién polimérfica (PIC).

Equilibrio de Hardy-Weinberg

El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) es la base de las teorias evolutivas y de la
genética de poblaciones. Establece que en una poblacidn ideal las frecuencias génicas y
genotipicas se mantendran constantes de generacidn a generacién. Por tanto, las frecuencias
genotipicas pueden predecirse a partir de las frecuencias alélicas. Este principio se basa en
varios supuestos, algunos mas razonables que otros en el contexto de las poblaciones
naturales, pero es Util porque las desviaciones del equilibrio de HW pueden ser de caracter
informativo (por ejemplo, en la inferencia de la estructura de la poblaciéon). Los principales
supuestos para el equilibrio HW son: el apareamiento al azar (panmixia) dentro de la
poblacién, los efectos insignificantes de mutacidn o migracion (la poblacidn es un sistema
"cerrado"), el tamario de la poblacién es infinitamente grande, presenta herencia mendeliana,
y no existe seleccién (Beebee & Rowe, 2008).

Los diferentes loci fueron evaluados para estimar la probabilidad de que se encontraran en

equilibrio de HW. Una vez que se establecié que cada uno de los loci se encontraba en
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equilibrio, el conjunto de microsatélites puede ser utilizado para posteriores andlisis
poblacionales. Para estimar la probabilidad exacta de HW se usé el software Genepop
(Raymond & Rousset, 1995) que emplea algoritmos de Cadenas de Markov de Monte Carlo. En
el caso de observar un apartamiento del equilibrio, se aplicd la correcciéon de Bonferroni para

comparaciones multiples (Rice, 1989).

Errores de genotipado

Los errores de genotipado pueden ser causados por bajas concentraciones de ADN molde, lo
que puede resultar en la falla en la amplificacién de un alelo debido al error estocastico de
muestreo (allelic dropout). Este tipo de errores también pueden ocurrir debido a la
amplificacion preferencial de alelos pequefios, donde el alelo mayor falla especificamente en
amplificar. Ademds, el deslizamiento de la ADN Polimerasa durante la amplificacién puede
producir errores de “tartamudeo” adicionales, que difieren del molde original por multiplos de
la longitud de unidad de repeticién. Por ultimo, cuando se producen mutaciones en el sitio de
unién de los cebadores, ciertos alelos pueden no ser amplificados (alelos nulos) resultando en
falsos homocigéticos (Van Oosterhout et al., 2004).

Para la evaluacién de errores en la asignacién de genotipos, pérdida de alelos y presencia de

alelos nulos se utilizé el software Micro-checker (Van Oosterhout et al., 2004).

Desequilibrio de ligamiento

Las distintas combinaciones alélicas se pueden generar por segregacion independiente o
pueden estar determinadas por patrones de ligamiento entre los loci. Para que cada locus
incluido en el analisis aporte informacidon nueva, debemos probar que no existe desequilibrio
de ligamiento, o sea que determinado alelo en un locus es independiente de otro en otro locus
(Weir, 1996).

Para testear la existencia de desequilibrio de ligamiento, se estimd la probabilidad entre pares
de loci por medio del test de x2 utilizando el programa Genepop (Raymond & Rousset, 1995).
En este caso también se aplicd la correccion de Bonferroni para comparaciones multiples (Rice,

1989).
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Contenido de informacion polimdrfica (PIC)

El grado de informacidon que nos puede proveer un conjunto de loci de microsatélites
dependera de cuan informativos o polimdrficos sean cada uno de los loci incluidos. El
parametro PIC hace referencia al poder de un conjunto de marcadores para detectar
polimorfismos dentro de una subpoblacion, dependiendo del nimero de alelos detectables y la

distribucidn de sus frecuencias alélicas (Elston, 1999), segun:

n-1 n

n
PIc=1-0 ph-) > i}
=1

i=1 j=i+1

Donde p; y p;son las frecuencias alélicas para los n alelos de un locus. Valores superiores a 0,5
se consideran muy informativos, valores entre 0,25 y 0,5 medianamente informativos y los
valores inferiores a 0,25 poco informativos.

Mediante el software Cervus (Marshall et al., 1998) se obtuvieron los valores de PIC para cada

locus y el valor promedio para el conjunto de loci.
3.3.5 Estructura genética poblacional

Las poblaciones estdn comunmente fragmentadas en subpoblaciones, separadas parcialmente
entre ellas por barreras de migracidn. Tales subdivisiones tienen el efecto de alterar las
frecuencias genotipicas esperadas por HW. Para el zorro de monte en Uruguay, no se evidencia
ningun patrén de estructuracién poblacional a través de marcadores mitocondriales (Carlozzi,

2011).

Nos propusimos evaluar los datos de dos formas. En primer lugar y a modo exploratorio,
planteamos la existencia de dos sub-poblaciones, una al norte y sur del rio Negro. Asumimos
que para los individuos de zorro de monte del territorio uruguayo el Rio Negro podria
representar una barrera al flujo de individuos. Luego, analizamos los datos sin asumir
estructuracién alguna, es decir, sin presuponer la existencia de barreras y por tanto la
existencia de sub-poblaciones.

En este sentido por un lado, probamos presuponer la existencia de dos poblaciones (norte y
sur) y analizamos mediante FST el nivel de estructuracién de los grupos. Por otro lado,

mediante el uso de dos métodos independientes (arboles de neighbour-joining y pruebas de
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asignacion bayesianos), se analizaron los datos sin una presuncién previa sobre la estructura

espacial.

Estimacion de Fst: estructuracion Norte-Sur

Los estadisticos de F (Fs, Fsr, Fir), inicialmente descritos por Wright en 1943-1949, estiman
como esta distribuida la variacion genética dentro y entre subpoblaciones (Beebee & Rowe,
2008). El indice de fijacién Fs; es el coeficiente de diferenciacion genética entre subpoblaciones

y esta definido de la siguiente manera:

FST= (Ht‘HS)/Ht

donde Hs es la heterocogosidad esperada a través de las subpoblaciones y Ht es la
heterocigosidad esperada para la poblacidon total. Fs; toma valores positivos que van de 0 (no
existe estructuracion poblacional) a 1 (poblaciones separadas totalmente), y se considera que
los valores mayores a 0,2 reflejan una fuerte estructuracion (Beebee & Rowe, 2008).

El estadistico F;s estima el grado de endogamia en una poblacidn dada, esto es que exista un
exceso de homocigotas en relacidon a lo esperado para el equilibrio de H-W, y estd definido de la

siguiente manera:

F|s = (HS'Hl)/HS

donde Hi es la heterocigosidad promedio observada para la poblacion y Hs es la
heterocigosidad promedio esperada para la poblacién. Fs toma valores que van de 0 (sin
endogamia) a 1 (endogamia total), cuando toma valores negativos, corresponde a un exceso
heterocigotos (exogamia).

Mediante el programa Genepop se obtuvieron los coeficientes Fs; para los pares de
subpoblaciones, considerando a los individuos localizados al norte del rio Negro como
pertenecientes a la poblacién Norte (N: z198, 2200, z212, 2235, 2240, z241, 2244 y z246) y a los
ubicados al sur, como Sur (S: z160, z162, z164, z166, z167, z169, 2170, z173, 2176, z177, 2186,
z195, 2196, z204, z206, 2207, z208, z209, z219, 2220, z231, z233). A través del programa

Genepop también se calculd el indice Fs para el conjunto de individuos.
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Arboles de neighbour-joining (NJ)

Para evaluar la estructura del conjunto de datos se utilizdé la medida de distancia DAS (shared
allele distance; Chakraborty & Jin, 1993) basada en la proporcién de alelos compartidos entre
individuos. La magnitud de alelos compartidos entre dos individuos estd determinada por el
grado de aislamiento genético entre los individuos. Para cualquier conjunto de loci
polimérficos, los datos sobre los genotipos de dos individuos pueden resumirse analizando si
sus genotipos comparten ninguno, uno o dos alelos idénticos por descendencia. La distancia
Chakraborty—Jin, dg(i, j), entre el individuo i y el individuo j se establece promediando el

numero de alelos distintos, n(i, j), por locus | entre los m loci diferentes:

"
dg, j) = Z m(i, 1)/2m
=

En un determinado locus, la distancia es 1 si ambos individuos tienen el mismo genotipo, O si
no tienen ningln alelo en comun y 0,5 de otro modo (Chakraborty & Jin, 1993).

Se calcularon las distancias DAS entre los individuos mediante el programa Population 1.2.32
(Langella 2002) utilizando el método de neighbour-joining (NJ) y el arbol fue visualizado a
través del programa FigTree v1.4 (Rambaut 2012). Los valores de bootstrap se calcularon con
2000 réplicas. Las subpoblaciones se obtuvieron de las principales ramas del arbol de NJ vy
fueron asignadas a los individuos mediante el sistema de informacion geografica ArcView

(ESRI® ArcMap™ 10.0).
Meétodo bayesiano

El grado de sub-estructuracién de un conjunto de individuos puede ser estimado por el método
Bayesiano de clusteres, utilizando el programa STRUCTURE 2.1 (Pritchard et al., 2000). Este
método asume la existencia de equilibrio de HW intrapoblacional; este pre-supuesto es
necesario para poder utilizar las frecuencias alélicas observadas para computar la probabilidad
de origen de un genotipo dado a una poblacidn determinada (Manel et al., 2002). Mediante el
programa STRUCTURE se puede inferir la existencia de sub-estructuracion poblacional,
determinando el numero de grupos (K) que pudieran observarse sin ninguna asuncién previa
de agrupamiento de los individuos.

Analizamos las muestras bajo el supuesto de distinto grado de sub-estructuracion (K= 1 a 8),

con cinco réplicas, burning=10000 y 80000 ciclos de Montecarlo de las cadenas de Markov
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(MCMOC). El programa STRUCTURE, calcula el logaritmo de la maxima verosimilitud de los datos
para cada valor de K. Luego, a través del programa Harvester (Earl, 2012) y utilizando el método
Evanno se determina el numero de grupos K que mejor ajusta al conjunto de datos. Por ultimo,
se eligié el nivel de sub-estructuracion (K) en funcién del que presentd el mayor valor de

maxima verosimilitud, junto con el menor desvio estandar (Earl, 2012).

3.3.6 Distancias genéticas y distancias geogrdficas

Las distancias genéticas pueden ser divididas en dos grandes grupos. El primero incluye las
llamadas distancias geométricas, que simplemente reflejan la similitud entre poblaciones con
respecto a las frecuencias alélicas que éstas presentan en determinados sistemas genéticos, sin
asumir a priori supuesto evolutivo alguno. A este grupo corresponde la distancia Da (Nei et al.,
1983). Constituye simplemente una vision geométrica de las distancias entre puntos en una
hiperesfera cuyo nimero de dimensiones es igual al de alelos considerados en la comparacion.
A pesar de ser relativamente antigua, la distancia Da es utilizada frecuentemente con
microsatélites debido a que se ha demostrado que es la que mejor representa las relaciones
poblacionales, tanto a partir de datos generados por computadora (Takezaki & Nei, 1996) como
empiricos (Takezaki & Nei, 2008).

El segundo grupo de distancias comprende a aquellas que se basan en modelos evolutivos
donde la variaciéon es atribuida principalmente a la accién de la mutaciéon y la deriva,
asumiendo que los marcadores utilizados no estan sujetos a la seleccién natural. La gran
mayoria de estas medidas de distancia, se ajustan al modelo de alelos infinitos (IAM). La
distancia basada en el modelo IAM mas utilizada es la distancia estandar (D.) de Nei (1972),
qgue también ha demostrado ser adecuada para el analisis de microsatélites (Takezaki & Nei,

2008).

Las relaciones intermuestrales se analizaron a través de las dos medidas de distancias, cuyos

algoritmos se presentan a continuacion.

Dy=1-2,VX,Y, (Nei et al., 1983)

Siendo Xu la frecuencia alélica del alelo u en la poblacién X, y Yu la frecuencia alélica del alelo u

en la poblacién Y. La distancia D, toma valores de 0 a 1.

Da :'1n(J)(y/ \/ijy) (Ne| et al., 1972)
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Siendo Jy la sumatoria de las frecuencias alélicas al cuadrado en un individuo, Jy la sumatoria de
las frecuencia alélicas al cuadrado del segundo individuo, y Jxy la sumatoria del producto, para
cada alelo, de las frecuencia alélicas en el individuo 1 multiplicada por la frecuencia alélica de
ese mismo alelo en el otro individuo. La D, toma valores de 0, si son idénticos los individuos, a

infinito, si son completamente diferentes.

La distancia geométrica Da y la distancia estandar D. fueron calculadas con el programa

Population 1.2.32 (Langella, 2002).

Para establecer la distancia geografica entre los individuos en el territorio existen también
diferentes medidas. Podemos tomar la distancia euclidiana, es decir, el recorrido mas corto
entre dos puntos. También, podemos hacer consideraciones sobre el paisaje e imponer un
determinado costo al recorrido del individuo por ciertos parches que a priori identificamos. En
este caso y a modo de simplificar el andlisis tuvimos en cuenta Unicamente las distancias
euclidianas.

La matriz de distancias geograficas entre poblaciones se obtuvo utilizando el programa GenAlEx
6 (Peakall & Smouse, 2006). Luego, se realizé una comparacién entre las matrices de distancias
genéticas (Da y Do) y geograficas, y se obtuvo su significacién estadistica mediante el test de

Mantel (1967), que estima el grado de correlacion existente entre las dos matrices.

3.3.7 Identificacion de barreras

A modo de evidenciar potenciales barreras al flujo génico se evaluaron los individuos en
funcién de su cercania geografica y genética. El zorro de monte es una especie territorial y
filopatrica (al menos en el norte de Brasil, Macdonald & Courtenay, 1996), esperamos
entonces, que individuos que se encuentren dentro de un cierto rango de cercania presenten
distancia genéticas (Da y Da) menores al promedio de la poblacion. Para esto tomamos como
parametro de distancia genética el promedio de las distancias Da y D. calculadas para todos los
individuos. De este modo, esperamos que dos individuos que se localizan contiguamente
tengan una distancia genética menor al promedio de distancias del total de individuos.
Estimamos que si por el contrario esa distancia es mayor, entonces el territorio entre esos
puntos podria establecerse como una barrera para los individuos. Mediante este andlisis
pretendimos evaluar por tanto, cual es el grado de diferenciacidn de individuos vecinos que a

priori se espera sean similares genéticamente.
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Primero se tomé como pardametro de distancia geografica 10km, y se trazé el area por cada
individuo a partir de la herramienta "Zona de influencia" del ArcView (ESRI® ArcMap™ 10.0).
Luego, se trazd un area menor de 2,5km, siendo ésta la zona media de ocupacién estimada por
grupos territoriales de familiares (Mcdonald & Courtenay, 1996), y nuevamente se analizo la

distancia genética entre los individuos.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Identificacion de muestras de zorro de monte mediante sonda Tagman™

Los fragmentos de 772pb de COIl secuenciados (n=14) fueron alineados, junto con secuencias

disponibles en GenBank (n=8), verificando el polimorfismo singular en el sitio de unién de la

sonda para cada una de las especies de canidos presentes en nuestro territorio. (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Alineamiento de secuencias de COIl (CT: Cerdocyon thous; CB: Chrysocyon brachyurus; CLF:
Canis lupus familiaris; LG: Lycalopex gymnocercus) mostrando los cambios nucleotidicos en los diferentes
canidos respecto al polimorfismo de 26pb seleccionado para disefiar la sonda TaqManTM. Con asterisco
(*) se marcan las secuencias obtenidas de Genbank.
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La eficiencia del PCR, los cebadores y la sonda, se validé a través de ADN de especies
conocidas. Todas las muestras (n=55) presentaron amplificacién de producto de COIl a través
del analisis RTPCR, mostrando un aumento de la fluorescencia en el canal verde (Figura 3.4).
Sélo las muestras de zorro de monte (n=39) incrementaron la fluorescencia en el andlisis de
hibridacidn a la sonda, observada en el canal amarillo (Figura 3.5). De esta manera se validd la
unién inequivoca de la sonda TagMan™ disefiada a todos los zorros de monte testeados. La
eficiencia en la amplificacion de las muestras se evalué a través del comportamiento de la
curva de la reaccién y actué como punto de control de calidad para el procesamiento posterior

de las muestras.
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CLF
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Figura 3.4. Andlisis de RTPCR mostrando la curva de fluorescencia en el canal verde para 9 muestras de
canidos (CT: Cerdocyon thous; CB: Chrysocyon brachyurus; CLF: Canis lupus familiaris; LG: Lycalopex
gymnocercus; C-: control negativo). Se visualiza la amplificacion del fragmento de CO/l utilizando
SensiMix™ SYBR® en todas las muestras analizadas.
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Figura 3.5. Andlisis de RTPCR mostrando la curva de fluorescencia en el canal amarillo para 9 muestras
de canidos (CT: Cerdocyon thous; CB: Chrysocyon brachyurus; CLF: Canis lupus familiaris; LG: Lycalopex
gymnocercus; C-: control negativo). Se observa la unién de la sonda TagMan™ exclusivamente en los
individuos pertenecientes a muestras de zorro de monte (CT).

Finalmente, testeamos la sonda disefiada en muestras sin datos taxondmicos. ldentificamos 22
individuos de zorro de monte en 40 muestras de zorros atropellados (Figura 3.6) y 15 en las 16
fecas utilizadas (los datos de las muestras se incluyeron en el ANEXO I). El método desarrollado
nos permitid un rapido diagndstico de la especie y mostré su eficiencia inclusive en muestras

con ADN de baja calidad, como son las fecas.

Figura 3.6.Individuo atropellado identificado a través del analisis con sonda TagMan™ como zorro de
monte (Cerdocyon thous).
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3.4.2 Andlisis con micrb nmé6vb nmé6vosatélites

En total se analizaron y genotiparon 55 muestras de zorro de monte. Sin embargo, para
considerar un periodo de andlisis compatible con los tiempos generacionales de la especie y a
modo de reducir el sesgo de evaluar generaciones solapadas, los analisis de estructura
poblacional fueron realizados con una matriz de 30 individuos. Estos habian sido colectados en
el periodo entre 2013 y 2014, cubriendo gran parte del territorio nacional (Figura 3.7, ANEXO
I1). Consideramos que la superposicién de generaciones podia afectar la estructura genética de
la poblacién y por tanto optamos por mantener los individuos de una ventana temporal de dos

afios. Los genotipos para cada locus se muestran en el ANEXO Il
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Figura 3.7. Localizacidn geografica de las 30 muestras de zorro de monte (Cerdocyon thous), utilizadas
para el estudio con microsatélites, colectadas entre 2013 y 2014 a partir de animales atropellados.

Todos los loci se encontraron en equilibrio de HW, luego de que REN105L03 y FH2132 fueran
corregidos por Bonferroni. El analisis de errores de genotipado reveld que tres loci presentaban
alelos nulos, FH2226, REN105L03, FH2132. Luego de corregir las frecuencias alélicas todos los

loci se encontraron en equilibrio de HW. El analisis de desequilibrio de ligamiento entre pares
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de loci no relevé resultados estadisticamente significativos. De manera que se concluyd que los
microsatélites seleccionados podian considerarse como independientes. En la Tabla 3.3 se

encuentran estos datos para cada locus analizado.

Tabla 3.3. Caracterizacidn de los microsatélites. Se muestra el Locus, cantidad de alelos por locus (a),
numero de individuos analizados para ese locus (N), heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He),
contenido de informacién polimdrfica (PIC) y valores de equilibrio de Hardy Weinberg (HW). Con
asterisco (*) se marcan los loci que estaban fuera de equilibrio de HW antes de ser corregidos por

Bonferroni.

Locus a N Ho He PIC HW

FH2140 11 19 0.737 0.851 0.808 0.1582
FH2848 6 22 0.727 0.773 0.716 0.4662
FH2535 8 23 0.826 0.871 0.835 0.1033
FH2226 14 29 0.690 0.899 0.872 0.1311
REN105L03 7 29 0.655 0.826 0.787 0.4911*
FH2018 8 28 0.893 0.805 0.763 0.9795
FH2328 13 28 0.857 0.818 0.788 0.0551
FH2001 3 27 0.333 0.451 0.360 0.3102
FH2010 7 28 0.750 0.736 0.678 0.4412
FH2132 8 27 0.481 0.713 0.652 0.0622*

Se pudieron genotipar el 86,7% de los loci analizados para los 30 individuos. La diversidad
alélica promedio fue de 8,5 alelos por locus, en donde el nimero de alelos por locus varié de 3
(FH2001) a 14 (FH2226). El set de loci exhibié en promedio un elevado polimorfismo (PIC=
0,73) y una alta heterocigosidad esperada (He = 0,77). Se concluyd asi que el conjunto de loci
puede ser usado para estudios de genética de poblaciones ya que segregarian de manera

independiente, tendrian un comportamiento neutral y son altamente polimérficos.

3.4.3 Estructura genética del zorro de monte en Uruguay

Evaluamos el grado de estructura genética para la especie a través de 3 metodologias
diferentes, por un lado, proponiendo la existencia de dos sub-poblaciones (estructuracion
Norte-Sur, Fs;) y por otro, sin asumir estructuracién alguna (distancias DAS y arboles de

neighbour-joining, y pruebas de asignacion bayesianos).
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Estructuracion Norte-Sur (Fsy)

El grado de sub-estructuracion entre las poblaciones norte y sur es nulo, ya que el valor de Fs;
global es -0,002. Cuando se analiza el valor por locus vemos una leve diferenciacién genética
(Fst >0,05) para el locus FH2848, pero en general los valores son proximos a cero y en algunos
casos negativos (Tabla 3.4). Valores negativos podrian ser indicativos del alto intercambio
genético entre las poblaciones supuestas, ya que los estimadores de Fs; pueden producir
valores que son ligeramente negativos cuando no hay estructura en la poblacién presente
(Meirmans, 2006). Usualmente las estimaciones negativas de Fs; se interpretan como iguales a
cero. En el caso del estadistico de F;s, se encontré un valor promedio para el conjunto de
individuos de 0,104 indicando un ligero exceso de homocigotas, variando desde -0,111 hasta

0,329 para cada uno de los loci.

Tabla 3.4. Valores de Fs; por locus y total para el par poblacional Norte y Sur. En rojo se destacan los

valores mayores a 0,05 para el indice de Fsr que indicarian un leve grado de estructuracion.

Locus Fst Fs
FH2140 -0,044 0,137
FH2848 0,082 0,06
FH2535 0,02 0,053
FH2226 -0,026 0,236
REN105L03 -0,009 0,21
FH2018 0,022 -0,111
FH2328 0,001 -0,049
FH2001 -0,044 0,264
FH2010 -0,025 -0,019
FH2132 0,006 0,329
TOTAL -0,002 0,105

Distancias DAS y drboles de neighbour-joining (NJ)

A través del programa Population 1.2.32 calculamos el arbol filogenético de los individuos a
través del método de distancia DAS y utilizando neighbour-joining (NJ). Mediante el andlisis de
NJ identificamos 4 grupos de individuos (Figura 3.8). Al mapear los individuos pertenecientes a
éstas en el territorio, visualizamos que los grupos no se segregan espacialmente sino que los

individuos se distribuyen a través del territorio homogéneamente (Figura 3.9).
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Figura 3.8. Arbol de neighbour-joining (NJ) calculado utilizando la distancia DAS (shared allele distance)
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para los 30 individuos de zorro de monte de Uruguay. Los valores de bootstrap fueron calculados a partir

de 2000 réplicas. Las subpoblaciones se obtuvieron de las principales ramas del arbol NJ.
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Figura 3.9. Localizacidn de las subpoblaciones de zorro de monte obtenidas a partir del andlisis de
neighbour-joining (NJ) utilizando la distancia DAS (shared allele distance). Los colores son especificos de
cada grupo poblacional.
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Método bayesiano

Mediante el analisis Bayesiano realizado con el software STRUCTURE no se detectd la presencia
de estructura genética. A través del programa Evanno identificamos como k=1 el nimero de

cluster con mayor valor de maxima verosimilitud y menor desvio estandar (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Gréfico de la probabilidad media L(K) y la varianza por valor de K obtenido del STRUCTURE,
para el conjunto de datos que contiene 30 individuos genotipados para 10 loci microsatélites

polimérficos.

Frente a la posibilidad de que existieran al menos dos grupos para el conjunto de individuos
analizados, graficamos la distribuciéon de la probabilidad de cada individuo de pertenecer a

cada uno de los clister sin encontrar evidencia alguna de estructura (Figura 3.11).
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0.60

Figura 3.11. Patrdn de distribucidn de la probabilidad de pertenecer a cada uno de los clisters
detectados con el programa STRUCTURE, con K=2 para los 30 individuos analizados. En verde cluster 1y
en rojo cluster 2.
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3.4.4 Relacion entre distancias genéticas y distancias geogrdficas

Calculamos la matriz de distancias genéticas geométricas Da (Nei et al., 1983), la distancia

genética estandar D. (Nei, 1972) y las distancias geograficas euclidianas (ANEXO 1V). Luego

aplicamos el test de Mantel para evidenciar mecanismos de aislamiento por distancia. El

analisis mostré que no existe correlacion entre las distancias genéticas y las distancias

geograficas, tanto para la Da (r=0,023, p=0,290) (Figura 3.12), como para D« (r=0,038, p=0,240)

(Figura 13).

GGD

6,000
5,000
4,000
3,000
2,000
1,000
0,000

0,000

GDNei83 vs GGD
y=0,177x+ 1,805 POPON
R? = 0,000 R R * %o
tudie;
i $3. ¢

P

0,200 0400 0600 0800 1,000 1,200

GDNei83

L B {

——Lineal (Y)

Figura 3.12. Diagrama de dispersion del test de Mantel que muestra el grado de correlacidn existente
entre las matrices de distancias genéticas Da (Nei et al., 1983) y las distancias geograficas euclidianas
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Figura 3.13. Diagrama de dispersion del test de Mantel que muestra el grado de correlacidn existente

entre las matrices de distancias genéticas D. (Nei, 1972) y distancias geograficas euclidianas (r=0,038,
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Al analizar el par de individuos que presentd mayor distancia genética y el que presento la
menor, pudimos evidenciar aun mads la carencia de un patrén de diferenciaciéon genética
asociado a la distancia. Encontramos que el par z173 / z244 que se distanciaban espacialmente
por 324,98km presenté el menor valor de distancia genética entre el total de pares de
individuos (D= 0,36). En el otro extremo, aquel par de zorros que presentd la mayor distancia

genética entre ellos (D= 3,09) se encontraba a 184,44km de separacion (z196 / z206).

3.4.5 Identificacion de barreras

Finalmente, evaluamos a los individuos de posibles grupos territoriales en funciéon de su
cercania genética. Para esto se calculé el valor promedio de distancias genéticas para cada
medida, Da = 0,658 y Ds = 1,109. Los valores de distancia por encima de éstos se interpretan

como valores de distancia genética mayores al promedio de los individuos.

Al trazar un radio de influencia de 2,5 y 10km por cada individuo, identificamos siete pares de
individuos con zonas de influencia que se solapan (Figura 3.14). Dos de estos pares se
distanciaban por menos de 4km (z173/z160 y 2170/z219). Este es el rango de distancia
esperado para grupos familiares, sin embargo, ambos pares de individuos presentaban
distancias genéticas mayores a las del promedio (Tabla 3.5). Es decir, que ambos pares de
individuos a pesar de su cercania geografica, y por tanto supuestamente familiar, presentaron
distancias genéticas mayores a las esperadas.

Por otro lado, aquellos pares de individuos cuyas aéreas de influencia se solapaban a distancias
mayores de 10km presentaron distancias genéticas menores al promedio para el conjunto de

individuos (ver valores rojos Tabla 3.5).

88



2196
L 7220
7233 >
.2195 PS
REFERENCIAS
7176 I oistancia 2,5km
.2186 Distancia 10km
y .2152 [-ao0s Limites administrativos
Cuerpos de agua
531 @ Individuos de C.thous (2013-2014)
® Z206
173
160
7204
.2177‘ 02’166 N
Z170. Z i
7219 I Kilometros
®
.2207 ‘ 0 10 20 40 A

Figura 3.14. Localizacion geografica de los individuos de zorro de monte mostrando aquellos que se

Tabla 3.5. Andlisis de pares de individuos en funcion de la distancia geografica y las distancias genéticas
D,y D.. En rojo aquellos individuos que presentan una distancia menor a la distancia genética promedio

3.5 DISCUSION

T
5600

solapan en el area de influencia trazada para 2,5km y 10km.

del conjunto de individuos (D, = 1,109 y D, = 0,658).

Individuos Distancia (km) D, (Nei72) D, (Nei83)
z173 - z160 3,52 1,204 0,662
2170 - z219 3,02 2,471 0,875
2196 - 2195 18,8 0,964 0,625
2176 - z186 11,74 0,567 0,465
2177 - 2204 17,14 1,000 1,000
2166 - 2167 11,8 0,634 0,474
z170 - 2204 19,28 0,981 0,500

3.5.1 Identificacién de muestras de zorro de monte por sonda Tagman™

La amplificacion por PCR de un fragmento de ADNmt es una manera de abordar la
identificacién de especies. Para prescindir de la secuenciacién del fragmento, Cabrera (2007)

desarrollé un sistema de PCR-RFLP. En el mismo se efectua la digestidén de los productos de PCR
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mediante la enzima de restriccién Spel, que corta el ADN en una secuencia especifica,
presente Unicamente en zorro de monte. Los productos luego se visualizan en un andlisis de
electroforesis en gel de agarosa y se identifica como zorro de monte aquellas muestras que
presentan el patron de corte especifico. EIl método permite distinguir individuos, incluso
mediante ADN fecal, sin embargo, la técnica genera digestiones parciales que generalmente se
deben resolver secuenciando los fragmentos (Cabrera, 2007).

El sistema desarrollado en esta tesis nos permite amplificar muestras de zorro de monte, junto
a la de los otros tres canidos presentes en Uruguay, y detectar a través de la unidn de la sonda
en tiempo real, sélo aquellas muestras que corresponden a zorro de monte. La simpleza y
rapidez para detectar la especie hace de este tipo de herramienta un sistema extremadamente

util e importante también en la gestion de la conservacion (O'Neill et al., 2013).

A través de la técnica logramos identificar 9 zorros de monte en 28 muestras de zorros
colectadas. En algunos casos se comprobd que, segln lo que se creia por su morfologia, se
trataba efectivamente de individuos de zorro de monte. En otros sin embargo, denotamos la
erronea identificacién morfolédgica que habiamos supuesto a través de los restos del animal en
campo. También fue posible asignar 15 fecas de 18 testeadas, que habian sido ya identificadas
a través de la secuenciacion de un fragmento de ADNmt. De este modo, el método
desarrollado nos permitié un rdpido diagndstico de la especie y mostré su eficiencia inclusive
en muestras con ADN de baja calidad. Mediante una unica reacciéon de PCR pudimos saber, en
tiempo real, si el espécimen colectado se trataba efectivamente de zorro de monte sin
necesariamente secuenciar el producto de la reaccidon. Debido a la corta longitud de la
secuencia (154 pb) y la alta especificidad de los cebadores en cuestién (temperatura de

annealing de 60°C), la reaccion de PCR resulta muy eficiente.

3.5.2 Set de loci de microsatélites

En estudios previos Da Fontoura et al. (2008) utilizando un set de 9 microsatélites en 22
individuos (incluyendo 5 de los analizados en este trabajo) encontraron una heterocigocidad

esperada de 0,78 para el zorro de monte, similar a la encontrada por nosotros. Ademas, para

cada locus, los niveles de H, y nimero de alelos también fueron similares.
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3.5.3 Estructura genética del zorro de monte en Uruguay

No encontramos estructuracidon para la especie en el territorio nacional. Consecuentemente
podemos afirmar que, a través del conjunto de datos analizados, el zorro de monte en el
Uruguay se comporta como una Unica poblacion manteniendo niveles altos de heterocigocidad
y baja endogamia. Esto se condice con trabajos previos realizados con ADNmt para el zorro de
monte, que describen un nivel muy bajo de estructuracion genética entre poblaciones de las
zonas filogeograficas propuestas para la especie (Tchaicka et al., 2007; Carlozzi, 2011). Si bien
los microsatélites son marcadores hipervariables y por tanto nos permiten ver detalles mas
préoximos en el tiempo, los resultados muestran que el zorro de monte presenta una alta
conectividad en el territorio sin evidencia de segregacién poblacional. Este tipo de resultados
es el esperado para esta especie, flexible y adaptable a una variedad de ambientes naturales e
incluso a habitats sub-urbanos. Este escenario de alto flujo génico es el predicho por especies
de habitos generalistas de distribucién continua, como lo es el zorro de monte, y ha sido

también observado para coyotes y lobos (Geffen et al., 2004; Sacks et al., 2004).

Ademas de la alta dispersién y flexibilidad del animal frente a diferentes habitats, es de
destacar que los cambios recientes en la dindmica del uso del suelo en Uruguay pueden haber
actuar promoviendo el elevado flujo génico de la especie (Andrade-Nuriez & Aide, 2010). El
aumento sostenido de cultivos forestales, funcionando como corredores, dando abrigo y
alimento; el decrecimiento de la ganaderia ovina y por tanto, de la matanza de zorros por su
amenaza a la produccién; son algunas de las caracteristicas que creemos podrian influir en este

flujo.

Para poblaciones continuas se esperaria visualizar un modelo de aislamiento por distancia, es
decir, que las distancias genéticas aumenten a medida que crece la distancia geografica. Segun
ha sido documentado, los zorros de esta especie dispersan tendiendo a establecerse préximos
a sus territorios natales. Al observar esta relacidn en los individuos analizados, vemos que la
longitud del trayecto entre ellos no seria el componente que explica la diferenciacién genética.
Por ejemplo, a pesar de que algunos individuos se encontraban a mas de 500km de distancia,
esto no los hacia mads distantes genéticamente. Contrariamente, registramos individuos que a
pesar de su proximidad geografica mantenian una distancia mayor a la del promedio de los
individuos.

Uruguay es un pais pequefio y estos patrones probablemente aparezcan a distancias

geograficas mayores. Asimismo, si bien el nimero de marcadores analizados y su nivel de
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polimorfismo son aptos para estudios poblacionales, un muestreo de marcadores mas denso

quizds nos permitiria revelar patrones a distancias pequefias.

Es interesante resaltar que, a pesar de no haber detectado fuerte estructuracién ni aislamiento
por distancia, los zorros si presentaron una moderada segregacién genética. Teniendo en
cuenta que la diferenciacidn genética entre los individuos es independiente de la distancia que
los separa, este tipo de resultados podrian explicarse deduciendo que lo que estamos
observando podrian ser animales de distintas familias (u origines geograficos) que se

superponen en el area.
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ANEXO |

Lista de las muestras sin identidad taxondmica analizadas mediante sonda Tagman™. Para cada
muestra se muestra el numero de coleccién (Departamento de Biodiversidad y Genética del
IIBCE), la especie determinada por morfologia, las muestras identificadas por la sonda
Tagman™, el afio de colecta y el colector.
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IIBCECOL Especie por Morfologia  Especie por Tagman™ Afo  Colector
z133 Lycalopex gymnocercus - 2006 Susana Gonzalez
z148  Sin determinar - 2010 Susana Gonzalez
z174  Sin determinar - 2013 Cristina Maspoli
z175  Sin determinar - 2013 Cristina Maspoli
2185 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2013 FCE
2186 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2013 FCE
2189 Cerdocyon thous - 2013 FCE
z190 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2013 FCE
z195 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2013 FCE
2196 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2013 FCE
z197 Sin determinar - 2013 FCE
2198 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2013 FCE
z199 Lycalopex gymnocercus - 2013 FCE
2200 Lycalopex gymnocercus Cerdocyon thous 2013 FCE
z201 Cerdocyon thous - 2013 FCE
2203 Sin determinar - 2013 Cristina Maspoli
z204  Sin determinar Cerdocyon thous 2013 Cristina Maspoli
z206  Sin determinar Cerdocyon thous 2013 Cristina Maspoli
z207  Sin determinar Cerdocyon thous 2013 Cristina Maspoli
z208  Sin determinar Cerdocyon thous 2013 Cristina Maspoli
z209  Sin determinar Cerdocyon thous 2013 Cristina Maspoli
z210  Sin determinar - 2013 Cristina Maspoli
2212 Sin determinar Cerdocyon thous 2013 Cristina Maspoli
2219 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2014 Susana Gonzalez
2220 Sin determinar Cerdocyon thous 2014 Carlos Aristimufio
7224 Sin determinar - 2014 Carlos Aristimufio
2228 Sin determinar - 2014 Carlos Aristimufio
2230 Cerdocyon thous - 2014 Nadia Bou
z231 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2014 Nadia Bou
2232 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2014 Nadia Bou
2233 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2014 Nadia Bou
2234 Cerdocyon thous - 2014 Nadia Bou
2235 Cerdocyon thous Cerdocyon thous 2014 José Venzal
2237 Lycalopex gymnocercus - 2014 José Venzal
7238 Lycalopex gymnocercus - 2014 José Venzal
z239 Lycalopex gymnocercus - 2014 José Venzal
2240 Cerdocyon thous - 2014 José Venzal
7241 Cerdocyon thous - 2014 José Venzal
2244 Sin determinar Cerdocyon thous 2014 Martin Blasina
2246 Lycalopex gymnocercus Cerdocyon thous 2014 Martin Blasina



ANEXO Il

Lista de las muestras de zorro de monte (Cerdocyon thous) analizadas. Para cada muestra se
detalla el nimero de coleccidon (Departamento de Biodiversidad y Genética del 1IBCE), el

departamento, afio y coordenadas geograficas de colecta.
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IIBCECOL DEPTO ANO X Y
z160 Lavalleja 2013 -55,372409 -34,416683
2162 Lavalleja 2013 -54,788598 -34,06639
z164 Rocha 2013 -54,202115 -34,455178
2166 Maldonado 2013 -54,563766 -34,682668
z167 Maldonado 2013 -54,662549 -34,750855
z169 Rocha 2013 -53,716672 -33,900003
z170 Maldonado 2013 -55,376711 -34,761792
z173 Lavalleja 2013 -55,408177 -34,428128
z176 Florida 2013 -56,266802 -33,871409
z177 Canelones 2013 -55,696674 -34,668933
2186 Florida 2013 -56,2375833  -33,9744722
z195 Durazno 2013 -56,4860556 -33,2818056
z196 Durazno 2013 -56,4599444  -33,1136667
2198 Tacuarembd 2013 -56,3836389  -32,5243333
z200 Tacuarembd 2013 -55,5693333  -31,8390278
2204 Canelones 2013 -55,51543 -34,631074
z206 Lavalleja 2013 -55,120445 -34,344099
2207 Canelones 2013 -56,014583 -34,818821
z208 San José 2013 -56,689104 -34,130436
2209 Flores 2013 -56,761629 -33,848781
z212 Rio Negro 2013 -57,354363 -32,964476
2219 Maldonado 2014 -55,35499 -34,782373
z220 Durazno 2014 -55,8793396  -33,1699008
z231 Florida 2014 -56,2399047 -34,314901
z233 Durazno 2014 -56,0713758 -33,2674086
2235 Artigas 2014 -57,653421 -30,47386
2240 Rio Negro 2014 -58,0024044  -32,6540518
2241 Paysandu 2014 -57,8469096 -32,0261653
2244 Salto 2014 -56,3826521 -31,6143561
2246 Rivera 2014 -55,3344997 -31,2383401



ANEXO Il

Matriz de genotipos de las muestras de zorro de monte (Cerdocyon thous) analizadas. Cada
columna contiene los alelos para cada locus, la ausencia de datos por locus esta representada
por “000000”.

FH2140 FH2848 FH2535 FH2226 REN105L03 FH2018 FH2328 FH2001 FH2010 FH2132

2160 114122 235239 117121 181201 233237 149153 000000 000000 226226 154154
2162 114114 239239 129129 197201 237237 149163 182190 123123 222222 158158
2164 000000 237237 000000 181189 241241 149165 168168 127127 222226 162170
2166 000000 231237 000000 185205 235241 149169 168186 127127 222226 154158
2167 126132 237239 115121 193197 239241 149161 168202 123127 226230 154158
2169 000000 237237 000000 197197 241241 153153 168168 123127 216226 158158
2170 120130 233239 000000 201201 227227 153157 168168 000000 000000 000000
2173 122126 231237 109121 189189 233241 149161 168186 127127 226230 158158
2176 122122 239239 109109 177201 233233 149153 168178 127127 226230 154158
2177 000000 231239 119121 193201 239241 149169 168198 127127 218226 158162
2186 000000 000000 109119 177197 229241 149161 168202 127127 000000 000000
2195 114126 237237 115121 177177 237241 149161 178202 121127 222222 154154
2196 000000 000000 109121 147155 235241 149161 190194 123123 218226 154154
2198 114118 233239 119121 000000 233241 149163 182202 123127 222226 150154
2200 104132 233235 117133 185193 237239 157161 168178 127127 226226 154166
2204 102130 000000 129129 141141 000000 153157 000000 000000 206220 000000
2206 122122 231237 115119 193193 237237 153169 160166 127127 218222 158158
2207 114126 233239 125129 197197 239241 153161 160168 127127 222226 154154
2208 122132 237239 000000 185189 229239 169169 160168 123127 222226 150154
2209 000000 235237 000000 155177 229229 153169 168204 123123 218226 154158
2212 122122 000000 125125 169201 237237 000000 182190 127127 222230 154154
2219 000000 000000 117125 193193 233241 149153 198206 123123 222226 158170
2220 000000 000000 000000 189193 229229 149149 168202 123127 222230 154154
2231 122154 231237 117121 185185 229233 161169 178182 127127 222222 158158
2233 114118 239239 109115 189201 229233 149169 168198 127127 218226 154166
2235 118140 233241 125129 159189 239241 157169 182190 127127 226230 178178
2240 126126 231239 125129 185193 235241 149158 168178 123127 222230 158158
2241 000000 000000 117129 181197 239239 149157 168168 123127 218230 154158
2244 114122 233237 117121 189213 233241 000000 168198 127127 226226 158184
2246 000000 000000 109125 189193 235241 149169 190208 123127 222222 150150
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ANEXO IV

ticas Da (Nei et al., 1983) de las muestras de zorro de monte

(Cerdocyon thous) analizadas.
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4 CONCLUSIONES

Uruguay cuenta con un adecuado marco legal e institucional para la conservacién y el uso
sustentable de la biodiversidad. Sin embargo, el establecimiento de politicas sectoriales no
siempre coincide con este marco. En el pais, la biodiversidad es un concepto de consideracion
menor en politica ambiental, complejo de incorporarse en las regulaciones y manejo del
territorio. Sumado a esto, no existen hasta el momento estudios genéticos periddicos para
ninguna especie o grupo que sean integrados a las evaluaciones de impacto ambiental. Si
tenemos en cuenta que la conservacion de multiples poblaciones, genéticamente distintas, es
necesaria para asegurar la sobrevivencia de las especies y el funcionamiento de los ecosistemas

a largo plazo, en el Uruguay este componente estd siendo descuidado.

En el trabajo realizado en esta tesis, nos propusimos estudiar los mamiferos en Uruguay a
través del desarrollo de herramientas de ecologia molecular, a modo de aportar conocimiento
util para tomar decisiones en asuntos de biodiversidad. Los estudios realizados nos permitieron
por un lado, identificar la presencia de mamiferos y su variabilidad genética a través de
diferentes herramientas moleculares, y por otro, evaluar el nivel de flujo génico de los
individuos de una especie en particular, el zorro de monte, en el territorio uruguayo. Creemos
que para seguir progresando en el uso sustentable de los recursos naturales del pais, es
sustancial la incorporacién de estudios genéticos de este tipo en las evaluaciones de

biodiversidad en el pais.
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4.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA MOLECULAR DE MAMIFEROS

Establecimos la presencia de especies de mamiferos en la localidad de Paso Centuridn a través
de fecas por medio del desarrollo de un método molecular para la identificacién de las
muestras. ldentificamos en total la presencia de 11 especies de mamiferos, abarcando diversos
grupos, como roedores, carnivoros y cérvidos. El fragmento altamente polimérfico utilizado, d-
loop de ADN mitocondrial, resulté eficiente tanto para la determinacion de especies como para
la evaluacién de niveles de diversidad dentro de las especies. Los productos de amplificacion
fueron secuenciados a través de dos metodologias de secuenciacidn, demostrando el poder de
los distintos métodos para el analisis de fragmentos. Por ultimo, el método de secuenciacion
masiva nos permitié acceder a un mayor nimero de entidades taxondmicas que el método de
secuenciacion clasica.

El poder de deteccion de especies (vertebrados, invertebrados y plantas) en muestras
ambientales avanza rapidamente junto a las nuevas tecnologias. EI metabarcoding es un
método rapido de evaluacidn de la biodiversidad que combina dos tecnologias: la taxonomia
de ADN vy la secuenciacion masiva de ADN. La secuenciacidn clasica se limita a la secuenciacion
de un solo gen de un solo espécimen en cada corrida. La NGS, en contraste, puede secuenciar
por separado moléculas individuales de ADN y por lo tanto aceptar mezclas de marcadores,
muestras y especies. Es importante resaltar que para este nivel de analisis, mds amplio y con
secuenciaciéon masiva, sera necesario profundizar en la busqueda de nuevos fragmentos, mas
cortos y con mayor divergencia a nivel de secuencia, mejorando la resolucién taxondmica entre

individuos de especies diferentes.

El sistema desarrollado mediante sonda Tagman™ nos permitié amplificar muestras de canidos
presentes en Uruguay y detectar a través de la unién de la sonda, solo aquellas muestras que
corresponden a zorro de monte. El mecanismo simple y rdpido de la sonda fluorescente, junto
a su precisidn y bajo costo, hicieron de ésta una metodologia dptima a incorporar en la caja de
herramientas moleculares para el estudio de la especie. La secuencia COI/ utilizada se establece
como una regién éptima para el desarrollo de sondas especificas, no sdlo para zorro de monte
sino para los otros tres canidos, teniendo identificado un polimorfismo especifico para cada

especie.
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4.2 ESTRUCTURA GENETICA DEL ZORRO DE MONTE (Cerdocyon thous) EN URUGUAY

El conjunto de loci de microsatélites utilizado es apropiado para estudios genético
poblacionales, ya que los niveles de polimorfismo encontrados son elevados, segregarian de

manera independiente y tendrian un comportamiento neutral.

A través de tres métodos diferentes pudimos evidenciar que la poblacidn de zorro de monte en
Uruguay no presenta sub-estructuracion a lo largo del territorio. Primero asumimos dos grupos
poblacionales, uno al norte y otro al sur del rio Negro. Vimos que el nivel de Fs; entre
poblaciones fue cercano a cero, por tanto ambos grupos mantendrian un alto grado de
intercambio genético, descartando asi la segregacién norte-sur de los individuos. Luego,
evaluamos a los individuos en funcién de la distancia DAS entre ellos, basada en la proporcion
de alelos compartidos entre individuos. Las subpoblaciones identificadas a través del andlisis
de NJ no tuvieron correspondencia espacial, sino que por el contrario, los individuos
pertenecientes a estas subpoblaciones se distribuyeron mezclados en el territorio. Finalmente,
evaluamos el nivel de estructuracién de la poblacién de zorro de monte mediante un método
de asignacion bayesiano. En este caso el resultado arrojoé la presencia de un Unico grupo

poblacional para el conjunto de individuos analizados.

En otro orden de cosas, encontramos también que el grado de diferenciaciéon genética entre los
individuos es independiente de la distancia que los separa, sin evidencia de aislamiento por
distancia. Por otro lado, si bien encontramos cierto nivel de estructuracion genética ésta no se
segregaria espacialmente. Estos grupos podrian corresponderse a animales de distintas familias
(u origines geograficos) que se superponen en el area. Este tipo de resultados podrian
evidenciar la asociacién del distanciamiento genético entre individuos a componentes del

paisaje.

Contrariamente a lo propuesto por Macdonald & Courtenay (1996), de que individuos
emparentados permanecen cercanos al lugar de nacimiento, encontramos pares de zorros que
a pesar de encontrarse en un rango esperado de territorio familiar la distancia genética entre
ellos era mayor a la del promedio de los individuos del Uruguay. Este patrén podria deberse a
dos factores no excluyentes: la existencia de una barrera al flujo en el territorio que los separa
o a la carencia de grupos territoriales en esta especie para el Uruguay, o simplemente que los
individuos se dispersan sin mayores barreras y asi animales de distintas familias (u origines

geograficos) se superponen en un area dada.
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4.3 PERSPECTIVAS

A partir de los datos obtenidos en esta tesis, es importante puntualizar las siguientes

cuestiones:

En cuanto al marcador molecular utilizado para identificar mamiferos, seria importante generar
una base de secuencias de referencia para todos los mamiferos con presencia en Uruguay. Esto
permitiria optimizar el método desarrollado a modo de tener mayor precisién y eficiencia en la
identificacién de especies presentes en nuestro territorio, generando una herramienta
poderosa para inventarios de mamiferos.

Por otro lado, para el estudio con tecnologias de secuenciacion masiva es recomendable el uso
de un fragmento diferente para optimizar resultados, que presente un menor tamafio pero que
mantenga un alto poder de resolucién para la discriminaciéon entre diferentes especies de

mamiferos.

Para el estudio del grado de fragmentacion del zorro de monte, seria relevante aumentar el
esfuerzo de muestreo en todo el territorio nacional, especialmente en aquellas zonas para las
gue no contamos con muestras recientes de esta especie (departamento de Treinta y Tres,
Cerro Largo, Soriano y Colonia). Ampliar el nimero de muestras nos permitird evaluar en
detalle aquellos elementos del paisaje que se establecen como discontinuidades al flujo génico
de la especie. Para poder definir aquellas unidades de paisaje que se establecen como barreras
o corredores en cuanto a la conectividad funcional de los individuos, serd necesario generar un
mapa de resistencia al movimiento para la especie. Para generarlo hay que definir qué variables
son las que imponen resistencia al movimiento, ponderarlas y finalmente integrar las variables

en un mapa.

Finalmente, seria relevante realizar un monitoreo genético periddico a modo de visualizar la
evolucion de la especie acompanando los cambios en el uso del suelo que se sucederan.
También, seria relevante conocer de qué modo afecta el mosaico paisajistico del Uruguay a
otras especies, menos generalistas y con menor movilidad. Este asunto es parte de los
objetivos del proyecto de Fondo Clemente Estable, "Genética del paisaje: Impacto de las
caracteristicas del ambiente en la estructura genética de tres especies de mamiferos

autéctonos”, en el cual se enmarca parte del trabajo de esta tesis.
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