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Resumen

El venado de campo (Ozotoceros bezoarticus, Linnaeus 1758), es un cérvido
neotropical. Tuvo un rango de distribucion de los 5°S a 41°S en el pasado reciente,
encontrandose actualmente “casi amenazado” (IUCN). En Uruguay se extendié en todo
el territorio, actualmente quedan dos poblaciones silvestres remanentes de su
distribucidén. “Los Ajos” en Rocha y “El Tapado” en Salto. En 1981 a partir de 21
individuos provenientes de “El Tapado” se formd una poblacidn que se encuentra en
cautiverio en la “Estacion de Cria de Fauna Autdctona Tabaré Gonzalez” (“ECFA”), de
aproximadamente 70 individuos. Esta constituye la poblacién en cautiverio de mayor
tamaiio de esta especie. El objetivo de la tesis fue analizar los patrones de diversidad
genética del venado de campo en Uruguay utilizando marcadores moleculares
mitocondriales (D-loop y NADH 5) y nucleares (set de microsatélites). Utilizando
muestras de pelos y fecas de todos los individuos de “ECFA”. Para las poblaciones
silvestres se usaron muestras del banco de ADN del laboratorio del Departamento de
Biodiversidad y Genética del IIBCE. Se amplificé y secuencié un fragmento de la regién
del D-loop del ADNmt de 163 pb en 27 individuos de “ECFA”; y un fragmento de 473
pb del gen NADH 5 en 27 individuos de las tres poblaciones Uruguayas (“El Tapado”,
“Los Ajos” y “ECFA”).

Mediante amplificacién cruzada se selecciond un set de 9 loci de microsatélites, que
se utilizé para realizar estudios poblacionales en poblaciones silvestres y cautiva de
Uruguay (n=61).

Los resultados obtenidos con los marcadores mitocondriales muestran que existen
altos niveles de polimorfismo y estructuracidn poblacional, (FST de 0.48 NADH 5y 0.22
D-loop). Con el set de loci de microsatélites obtuvimos un buen patrén de amplificacidn
y hallamos altos niveles de polimorfismos para la especie (PIC=0.7). Se observaron
con estos marcadores dos grupos, uno compuesto por todas las muestras de la “ECFA”
y el otro por las muestras de las poblaciones silvestres. Esto indica un proceso de
diferenciacién que puede estar explicado por el efecto fundador y las acciones de
manejo reproductivo. Los resultados sugieren que es importante realizar un manejo
reproductivo de esta poblaciéon considerando el parentesco de los individuos e
incluyendo aquellos individuos que estén menos representados en el pool reproductor

para asegurar su viabilidad a largo plazo.
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1. INTRODUCCION
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Antecedentes

El origen de la Familia Cervidae y su diversificacion temprana se estima data del
Mioceno en Asia (Eisenberg, 1987). Los cérvidos probablemente llegaron a América
desde Asia, a través del estrecho de Bering, en el Plioceno temprano y posteriormente,
algunos taxa pasaron de Norte América a Sudamérica por el estrecho de Panam3, hace
aproximadamente 2.5millones de afos (Stelhi & Webb, 1985). La region Neotropical
es una de las mas diversas, considerada un “hostpost” de la familia Cervidae, la cual

estd representada por 6 géneros con 17 especies descriptas (Duarte & Gonzalez, 2010).

Actualmente en Uruguay habitan 4 especies de la famila Cervidae, 2 de ellas
autéctonas Guazu-bird: (Mazama gouazoubira) y venado de campo (Ozotoceros
bezoarticus), y 2 exdticas introducidas desde Eurasia: ciervo axis (Axis axis) y Gamo
(Dama dama) (Gonzalez, 2001). El ciervo de los pantanos (Blastocerus dichotomus) es
una especie nativa para Uruguay pero actualmente estd extinto en este pais (Gonzalez,

2001).

La caracterizacion genética de las especies es importante a la hora de disefiar
programas de conservacién y manejo in situ y ex situ de sus poblaciones (Frankham et
al., 2002). En muchos casos, especies con problemas de conservacién son dificiles de
capturar e incluso de observar en la naturaleza, por lo que se han desarrollado
métodos rapidos y confiables usando estrategias de muestreo no invasivo. El avance
de las técnicas y protocolos de genética molecular en combinacidn con la posibilidad
de realizar muestreos en forma no invasiva permite obtener informacién bioldgica
valiosa evitando efectuar disturbios en los ecosistemas y tratando de minimizar el
impacto humano en el proceso de obtencion de informacidn (Kohn, 1997, Taberlet et

al., 1997; Taberlet et al., 1999; Gonzalez & Duarte, 2007).

La concepcidn de estrategias adecuadas para la conservacién de una especie en
el complejo escenario actual requiere basarse en evidencia empirica, incluyendo la
comprensiéon de requerimientos ecoldgicos, como su historia evolutiva y demografica,

la estructuracién actual de sus poblaciones, y la caracterizacién de su diversidad
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genética (Simonetti & Acosta, 2002; Acosta-Jamett et al., 2003). La necesidad de
conocer y preservar la diversidad genética de las poblaciones para su conservacion, se
basa en dos argumentos: 1) la evolucién de las poblaciones en respuesta a cambios
ambientales requiere de diversidad genética y 2) los niveles de heterocigosidad bajos
estan relacionados directamente con una reducida adecuacidn biolégica debido a las
consecuencias de la depresién endogamica (Reed & Frankham, 2003).

La distribucion de la variabilidad genética dentro de una especie resulta de la
combinacién de diversos procesos a nivel molecular y a nivel poblacional, incluyendo
mutacion, deriva génica, flujo génico y dispersidn (Avise et al., 1987; Thomson et al.,
2010). La influencia de las caracteristicas del paisaje en la dispersion y por tltimo en la
estructura genética de las poblaciones ha sido ampliamente reconocida, siendo que
los patrones de cambios en el ambiente (por ejemplo, en patrones de uso del suelo,
topografia, urbanizacién) pueden afectar o modificar la estructuracién genética en las
especies (Ezard &Travis, 2006; Murphy et al., 2008; Landguth & Cushman, 2010). Los
datos obtenidos a través de la genética de poblaciones permiten comprender como
estos diferentes procesos afectan la variacién genética, dentro y entre poblaciones.
Esta informacidn es til para entender la historia evolutiva y ecologia de las especies y
proporciona valiosos datos para el desarrollo de politicas de gestiéon y conservacion
(Crandall et al., 2000; Moritz, 2002).

En la dltima década se comenzaron a desarrollar técnicas para genotipar
muestras con baja cantidad y calidad de ADN como son aquellas obtenidas de ADN
fecal o extraido de carcasas (Broquet & Petit, 2004). Esto ha permitido efectuar
estimaciones de tamafio poblacional ( Ernest et al., 2000; Mills et al., 2000; Lucchini et
al., 2002; Eggert et al., 2003;), determinacidn de paternidad (Constable et al., 2001), y
deteccion de sistemas de apareamiento asi como dilucidar la estructura social y otros
parametros etoldgicos en poblaciones silvestres amenazadas (Morin et al., 1994).
Asimismo, han resultados adecuados para inferir la relacién entre poblaciones, como

para planificar y disefiar translocaciones (Beja-Pereira et al., 2004).
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Caracteristicas morfolégicas del venado de campo

El venado de campo (Ozotoceros bezoarticus, Linnaeus 1758) es un cérvido de
tamafio mediano (70 cm de altura a la cruz; de 30 a 40 kg de peso). El color del pelaje
es bayo claro en toda la zona dorsal y en los flancos; la parte inferior del cuello, vientre,
la cara inferior de la cola, y el area que rodea los ojos y labios, es mas claro (Cabrera,
1943). Los machos se diferencian de las hembras por poseer un par de astas de unos
30 cm de longitud en el adulto, compuestas generalmente por 3 puntas (aunque se
han registrado individuos con puntas supernumerarias) y por ser de mayor tamafo
(Figura 1.1); las hembras presentan ademas un mechén blanquecino en la zona frontal

(Cabrera, 1943; Giménez Dixon, 1991; Gonzalez, 1993).

Figura 1.1. Fotos de venado de campo Ozotoceros
bezoarticus, tomadas en la “Estacién de Cria de Fauna
Autéctona, Tabaré Gonzalez” (“ECFA”). A) Hembray Macho.
B) Macho. C) Hembra.

En las poblaciones silvestres se ha estimado que la edad de reproduccion
aproximadamente es a los dos afios en hembrasy a los tres afios en machos, en cambio
en cautiverio existen registros de que ambos sexos pueden reproducirse a partir del

afo de edad (Cosse, 2001).
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La gestacidn es de aproximadamente 7 meses y medio, teniendo una sola cria
por camada. Las crias al nacer pesan alrededor de 1,5 Kg, presentan el dorso y los
flancos cubiertos por una “librea” (pelaje de manchas blancas) (Figura 1.2), que

mantienen hasta una edad cercana a los 3 meses de vida (Cosse, 2001).

Figura 1.2. Cria de venado de campo
(Ozotoceros bezoarticus) que se ve el
pelaje con librea. Foto tomada en la
“Estacion de Cria de Fauna
Autdctona, Tabaré Gonzalez”.

Filogenia y taxonomia

La taxonomia y sistematica del venado de campo se ha basado principalmente en
lainformacién morfolégica, reconociéndose 5 subespecies (IUCN) (Gonzalez & Merino,

2008):
«»* 0O.b.bezoarticus (Linnaeus, 1758), en la region del cerrado desde el este y el
centro de Brasil, al sur del rio Amazonas, entre la meseta de Mato Groso vy el

alto de San Francisco (Rossetti & Toledo, 2006).

% 0. b. celer (Cabrera, 1943), habita en la pampa Argentina, desde la costa

atlantica hasta a la cordillera de los Andes y al sur hasta la cuenca del Rio Negro.
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+» 0. b. leucogaster (Goldfuss, 1817), habita en las praderas del sudoeste de Brasil,

sudeste de Bolivia, Paraguay y norte de Argentina.

** 0. b. arerunguaensis (Gonzalez et al., 2002), habita en el noroeste de Uruguay

(departamento de Salto), 31241’51”S, 56243’31”W. poblacién “El Tapado”.

** 0. b. uruguayensis (Gonzalez et al., 2002), habita en el este de Uruguay

(departamento de Rocha), 33250°01”S; 54201’34” W, Poblacion “Los Ajos”.

Distribucion del venado de campo

El venado de campo histdricamente presentaba un area de distribucién
geografica desde los 52 a 419 de latitud Sur, que comprendia regiones de campo
abierto de Brasil, Bolivia, Paraguay, Argentina y todo el Uruguay (Cabrera et al., 1940;
Jackson, 1987; Gonzalez et al.,, 2010). Era una especie abundante en ambientes
abiertos sudamericanos como el cerrado brasilefio, los pastizales inundables del
Pantanal, el chaco Argentino - Paraguayo, la pampa Argentina y los pastizales
Uruguayos. Siendo una especie fuertemente asociada a estos ambientes, ha sufrido
una disminucion drastica probablemente asociada con la alteracion, fragmentacion y
reduccidn de su habitat natural. Se estima que su distribucion se redujo en un 99% en
el ultimo siglo, siendo probablemente el ciervo en mayor peligro de extincién de
Latinoamérica (Gonzalez et al., 1998, Gonzalez et al., 2010).

Actualmente presenta una distribucion fragmentada, habitando en Uruguay,
Argentina, Brasil, Bolivia y Paraguay, con poblaciones remanentes en general pequefias

y altamente aisladas (Gonzalez & Merino, 2008) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Distribucidn actual del venado de campo extraido de la pagina de IUCN.

Situacion de la conservacion de la especie en el Uruguay

En el siglo XIX varios naturalistas y viajeros reportaron la gran abundancia de la
especie en Uruguay, considerado el ciervo mas abundante del pais (Cosse, 2001). En
1839 Charles Darwin en su visita a Uruguay describe al venado de campo como un
cérvido muy abundante. Registros indican que entre 1870-1880 se exportaron
legalmente 2.300.000 cueros de venado de campo desde los puertos de Buenos Aires

y Montevideo (Cosse, 2001; Ungerfeld et al. 2011).

Muchos reportes de fines del siglo XX, indican como reciente el fenémeno de

desaparicion del venado (Jackson et al., 1980). Jackson et al. (1980) realizaron una
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revision y actualizacién de la distribucién del venado de campo. En la Figura 1.4 se

muestra el mapa donde se puede observar la disminucién de los nicleos poblacionales.

Distribution of Pampas Deer in Uruguay
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Figura 1.4. Distribucidén pasada y presente de las poblaciones de venado de
campo en Uruguay. Circulos blancos: poblaciones antiguas, Circulo negro:
poblaciones conocidas en 1980. Mapa extraido de (Jackson et al., 1980)

El venado de campo estd categorizado como cercano a la amenaza en las listas
rojas de la UICN (Unidn Internacional para Conservacion de la Naturaleza) (Gonzalez &
Merino, 2008), y en el Apéndice 1 de CITES (Convencidon sobre el Comercio

Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres).

En 1985 el Poder Ejecutivo, considerando la critica situacién poblacional del
venado de campo en Uruguay, lo declaré “Monumento Natural” (Decreto 12/985).
Actualmente se la considera especie prioritaria para la conservacién por el SNAP
(Sistema Nacional de Areas Protegidas) y estd incluida en la lista de mamiferos

amenazados para Uruguay (Soutullo et al., 2013).
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Actualmente, en Uruguay quedan 2 poblaciones silvestres remanentes.
Estudios realizados por Gonzalez et al. (1998) empleando marcadores moleculares del
ADN mitocondrial determinaron que las dos poblaciones son dos Unidades Evolutivas
Significativas (ESU), mientras que estudios morfométricos de estas dos poblaciones
naturales, permitieron determinar que las mismas corresponden a dos subespecies
(Gonzalez et al., 2002).

La subespecies, O. b. arerunguaensis, se localiza principalmente en el
departamento de Salto, constituyendo la poblacidn conocida como “El Tapado”,
ubicada en 31241'51”S, 56243’31”W (Gonzalez et al., 2002). Esta poblacién abarca un
area de 120 km?, y estd formada por aproximadamente 800 individuos (Weber &
Gonzalez, 2003).

La otra subespecie O. b. uruguayensis se encuentra en el departamento de
Rocha, ubicada en: 33250°01"S; 54201’'34”W (Gonzalez et al., 2002), en un area de
aproximadamente 15 a 20 km?, poblacién conocida como “Los Ajos”, constituida por

aproximadamente 300 individuos (Weber & Gonzalez, 2003).

Stock en cautiverio: origen y fundacién

La poblacidn que se encuentra en cautiverio en la “Estacién de Cria de Fauna
Autdctona, Tabaré Gonzdlez” (“ECFA”) (Figura 1.5), ubicada en el Cerro Pan de Azlcar,
departamento de Maldonado, Uruguay; se fundd con individuos provenientes de la
poblaciéon del Departamento de Salto (“El Tapado”). La poblaciéon en la “ECFA”
constituye la poblacion en cautiverio de venado de campo de mayor tamafio a nivel
mundial (Ungerfeld et al., 2011). Comenz6 en 1981 a partir de siete animales (tres
machosy cuatro hembras). En 1982 se agregaron otros catorce animales (cinco machos
y nueve hembras), cinco de ellos (dos machos y tres hembras) murieron antes de
alcanzar la edad reproductiva. Las dos capturas se realizaron en la poblacion “El
Tapado” Salto, Uruguay y se los traslado a “ECFA”. Todos los animales tenian menos
de un mes de edad en el momento en el que fueron capturados (Ungerfeld et al.,

2011). No existen estudios previos que evallen la variacion genética en esta poblacidn,

“Variabilidad Genética en poblaciones uruguayas de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus)”

18



con el objetivo de reconocer si existe incidencia de depresidon endogadmica, seleccionar

individuos reproductores y elaborar un plan de manejo apropiado.

Estacién de Cria
de Fauna Autbotons
_-' Carro Pan de kz‘&.‘t.;nr WH,

Figura 1.5. Fotos tomadas en la “Estacidon de Cria de Fauna Autdctona, Tabaré
Gonzalez”, Cerro Pan de Azucar.

Los animales se manejan en grupos alojados en encierros de 0,5-1 ha, que pueden estar
formados por grupos de machos, o por harenes de un macho con siete a diez hembras
y sus crias. En los encierros los animales tiene acceso a pasturas naturales, algunos
arboles y arbustos de los que ramonean, y adicionalmente de lunes a sabados reciben
racidon para vacas lecheras en una cantidad que podria ser considerada como “ad
libitum” (a libertad), ya que usualmente no toda es consumida (Ungerfeld et al., 2011).
En la figura 1.6 se muestra una imagen satelital del “Sector venados” de la “ECFA”

donde estan marcados los encierros.
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Figura 1.6. Imagen satelital del “sector venados”
de la “ECFA” donde se marcan los encierros,
extraido de Ungerfeld et al, (2011).
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1.2 Hipétesis
e Las poblaciones silvestres presentan mayor diversidad genética “ECFA”. La
poblacion de “ECFA” es mas cercana genéticamente a la poblacién “El Tapado”
gue a “Los Ajos”.
e La poblacion presente en “ECFA” tendrd altos niveles de endogamia y la

poblacién sufrié efecto fundador.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Caracterizar genéticamente a los individuos de “ECFA” y compararlos con los individuos de
las dos poblaciones silvestres uruguayas.

1.3.2 Objetivo Especificos

e Estimar los valores de endogamiay de diversidad genética para las poblaciones
silvestres y la poblacién en cautiverio.

e Analizar si existe estructuracién poblacional en las poblaciones Uruguayas
considerando a la poblacion “ECFA”.
e Caracterizar genéticamente a los individuos de la poblacién presente en la

“Estacion de Cria de Fauna Autoctona, Tabaré Gonzalez”, mediante dos
marcadores mitocondriales, NADH y D-loop. Y a los individuos de poblaciones
silvestres mediante NADH 5.

e Caracterizar las poblaciones Uruguayas de venado de campo mediante un set

de loci de microsatélites.
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2. PATRONES DE VARIABILIDAD GENETICA
CON MARCADORES MITOCONDRIALES
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2.1 Introduccion

Los marcadores mitocondriales presentan varias ventajas que facilita el trabajo
con ellos, destacandose la elevada cantidad de copias de ADN mitocondrial por
mitocondrias y de mitocondrias por célula, y ademas se trata de un genoma haploide.
Consiste en una molécula doble hebra circular de ADN de entre 15000 y 20000 pares
de bases (pb) de largo aproximadamente (Taberlet, 1996). Su tamafio varia entre
especies, desde 14 hasta mas de 30 kilobases (Harrison, 1989), y en la mayoria de las
especies tiene 16 kb (Clayton, 1992). En vertebrados el ADN mitocondrial se transmite
por herencia sin recombinacidon predominantemente por linaje materno (Taberlet,
1996; Freeland, 2014) . El ADN mitocondrial tiene limitada la habilidad de reparacion,
y por tanto tiene una alta tasa de fijacion de mutaciones, siendo de 5 a 10 veces mas
alta que la tasa de fijacion nuclear (Arif et al., 2011). Contiene genes que codifican para
13 proteinas, 22 genes que codifican para tARN, 2 genes de rARN y un segmento no
codificante de aproximadamente 1000 pb de largo que se denomina regién control de
la amplificacion del ADN (D-loop), (Taberlet, 1996). En el ADNmt de mamiferos no hay
intrones, los exones no estan separados (Arif et al., 2011). Las proteinas codificadas
por los genes del ADNmt estan principalmente involucradas en la respiracién celular
(Freeland, 2014), aunque el ADN mitocondrial ha evolucionado mas rapido que el
genoma nuclear, la tasa de evolucién es diferente para las diferentes regiones del ADN
mitocondrial y se ha utilizado para examinar diversas relaciones filogenéticas (Arif et
al., 2011) . Debido a estas caracteristicas se usaron diversos fragmentos del ADNmt se
usan como marcadores moleculares debidos a las caracteristicas antes descriptas
(Freeland, 2014).

El ADN mitocondrial en poblaciones naturales es altamente variable porque
tiene una elevada tasa de mutacion, lo que puede generar algunas sefiales acerca de

la historia de la poblacién en marcos temporales cortos (Galtier et al. 2009).

Los marcadores empleados en este trabajo tienen diferente tasa de evolucién y por

tanto grado de variacion.
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Los genes mitocondriales que codifican proteinas junto a los genes
ribosomales, son una buena herramienta para analisis genéticos a nivel de familias,
género y especies. De los 13 genes que codifican para proteinas, 6 de ellos lo hacen
para subunidades de la NADH deshidrogenasa, los genes son: NAD 1, NAD 2, NAD 3,
NAD 4, NAD 5y NAD 6. Este fragmento también es utilizado en varios analisis genéticos

(Escobedo-Morales et al., 2016).

En cambio la regidn de control (D-loop) es una region no codificante del ADNmt,
es el inicio de la replicacidn, transcripcion y traduccidn (Clayton, 1992; Arif & Khan,
2009). Esta regidn muestra mayor tasa de variacion que los genes que codifican
proteinas, y por ser una region no codificante se reducen las restricciones funcionales
y disminuye la presidn de seleccion (Arif & Khan, 2009). Presenta mayor tasa de
mutacion que los genes que codifican para proteinas, por lo que esta regién se usa
para identificacion a nivel de especies y sub especies (Arif & Khan, 2009). La regién D-
loop ha sido empleada en multiples estudios de variabilidad, filo geograficos vy
filogenéticos (Gonzdlez et al., 1998; Randi et al., 2001; Kholodova & Prikhodko, 2006;
Yamashiro et al., 2015).

Previamente, Gonzdlez et al. (1998), utilizaron un fragmento de esta regidon como
marcador para determinar los niveles de diferenciacién genética entre poblaciones
aisladas de venado de campo, donde hallaron segregacidon geografica y no se
observaron localidades que compartieran haplotipos.

Estudios con fragmentos del en Citocromo oxidasa | (CO 1), en 52 individuos de venado
de campo de poblaciones silvestres de Brasil, Uruguay y Argentina, evidenciaron una
historia evolutiva mas estrecha entre las poblaciones que la que se habia evidenciado
con el marcador D-loop. Este trabajo mostré que las poblaciones mas pequefiias fueron

las mas polimérficas (Repetto, 2010).

En los trabajos que se analizan genéticamente poblaciones de animales silvestres,
es muy util el uso de muestras colectadas de forma no invasiva (Vigilant, 2002). Estas
muestras tienen el potencial para responder muchas preguntas como: tamafio
poblacional, relacién de sexos en la poblacion, grado de parentesco entre individuos,

comparar poblaciones diferenciadas geograficamente, niveles de diversidad genética
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y relaciones filogenéticas (Luikart & England, 1999). Una de las técnicas de muestreo
no invasivo es la colecta de fecas y posterior extraccion de ADN de las mismas
(Gonzalez, 2005). Un gramo de fecas contiene células de la mucosa intestinal de las
cuales se puede extraer ADN del individuo que depositd la feca (Albaugh et al., 1992).
En general el ADN fecal es mas degradado y la pureza es menor que el extraido de
muestras de tejidos. En la poblacion de “ECFA” decidimos trabajar principalmente con

muestras de fecas para no exponer a los individuos a stress de captura.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Muestras utilizadas y muestreo:

En el desarrollo de esta tesis se utilizaron en total 105 muestras de venado de
campo provenientes de las tres poblaciones uruguayas: dos silvestres “Los Ajos”
(Rocha), “El Tapado” (Salto), y una en cautiverio en la “Estacion de Cria de Fauna
Autoctona, Tabaré Gonzalez” (“ECFA”), Pan de Azucar, Maldonado.

Se utilizaron 30 muestras de las poblaciones silvestres: “El Tapado” (n=11) y de
“Los Ajos”(n=19) (Anexo 1, Tabla 1), presentes en el banco de muestras de ADN del
Laboratorio de Genética de la Conservacion del Departamento de Biodiversidad y
Genética del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE). Las
muestras comprenden ADN extraido a partir de fecas y tejidos (sangre, huesos, felpa
de astas, corazén, pelos, musculo, glandula) colectados en los ultimas décadas. La
colecta de dichas muestras se realizé bajo condiciones de esterilidad, utilizando
guantes descartables y etiquetas indelebles.

En la Poblacién presente en “ECFA” se realizaron colectas de muestras de todos
los individuos presentes en ese momento, se colectaron 78 muestras correspondientes
a 75 individuos. Las colectas se realizaron en Enero-Febrero del afio 2017. Se
colectaron muestras de fecas, pelos y tejidos.

Para la colecta de fecas en “ECFA” esperamos fuera del recinto hasta que el animal
defecara, luego de identificada la muestra, se ingresaba al recinto y se tomaba la
misma con guantes descartables y bolsas de nylon (Figura 2.2.1). Las muestras de pelos
fueron tomadas con guantes por uno de los cuidadores de la reserva que se encarga
de los venados de campo, cuando los individuos estaban comiendo. Las muestras de
tejidos fueron tomadas de animales que murieron, en general se les tomo una muestra
de la oreja. Todas las muestras se conservaron en alcohol 70% y a 4°C hasta el
momento de la extraccion de ADN. Todos los animales al momento de tomar la
muestra fueron fotografiados y la muestra se identificé con el nimero y color de
caravana del individuo, anotando nimero de recinto en el que se encontraba el animal.
La distribucion de todos los animales por recinto al momento de la colecta se muestra

en la Figura 2.2.2.
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Figura2.2.1. Colecta de fecas en la poblacién “ECFA”.

2.2.1 Extracciones de ADN

Las extracciones de ADN de las fecas se realizé con un kit desarrollado para tal
efecto: QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del fabricante.
El ADN de pelos y tejidos se extrajo mediante el protocolo descripto por (Gonzalez et
al., 2015). La cantidad y calidad del ADN total extraido de las muestras fue estimado a
través de la medicién de la concentracion de ADN utilizando un nano
espectrofotémetro (Nanodrop © - 1000). El software del mismo estima concentracién
de ADN con la ecuacién de Beer-Lambert, y la pureza de la muestra con el cociente de

la absorbancia a 260 nm/280 nm (Thermo 12 Fisher Scientific, 2008).
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2.2.3 Disefio experimental para la amplificacion de marcadores del ADN mitocondrial.

2.2.3.1 Marcador NADH 5

Se amplificé una regién del gen mitocondrial NADH 5, de aproximadamente 500
pares de bases (pb) para ello se emplearon los cebadores: NADH F5’-AGG CCC TACTCC
TGT CTC AG 3’ y NADH R 5’- TAT TAG GAG GGC TCA GGC GT 3’ (Gonzalez comm.pers.).

La reaccidn de PCR consistié de: 7,5 ul de Mix para PCR ImmoMix ™ de Bioline,
0,75 pL de cada cebador (NADH F y NADH R), 0,45 pul de BSA, 7ng/ul de ADN vy se
completd con agua ultra pura hasta obtener un volumen de 15pl.

El protocolo consistié en el siguiente ciclado: una desnaturalizacién inicial a
95°C por 10 minutos, seguido de 35 Ciclos, cada uno con una desnaturalizacién a 95°C
por 1 minuto, hibridacién a 55°C por 1 minuto y una extensién 72°C por 1 minuto. Con
una extension final de 15 Minutos a 72°C. Se realizé PCR en tiempo final, se empled el

termociclador: Benchmark (modelo: TC 9639 Thermal cycler).

2.2.3.2 Marcador D-loop.

Se amplificé un fragmento de la regidn control del ADN mitocontrial D-loop, de
aproximadamente 160 pb, se emplearon los cebadores: Dloop F
5’GCGGCATGGTAATTAAGCTC 3’y Dloop R 5" CATTACATTATATGCCCCATGC 3’ (Moreno
etal., 2016).

La reaccién de PCR consistio de: 10 pl Mix para PCR ImmoMix ™ de Bioline, 0,80
ul de cada cebador (DLHB Fy DLHB R), 0,80 pl de Syto 9, entre 0,5 a 1,5 ng/ul de ADN
dependiendo la muestra. Se completd con agua ultra pura hasta obtener los 20 pl de
reaccioén. En las muestras de baja calidad de ADN y de dificil amplificacién se le adicioné
0,40 ul de BSA.

El protocolo de amplificacidn consistié en el siguiente ciclado: una etapa de
desnaturalizacién inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 10 ciclos, cada uno: una

desnaturalizacién inicial a 95°C por 20 segundos, hibridacidon a 57°C por 20 segundos y
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una extensién a 72°C por 20 segundos; 15 ciclos: desnaturalizacién a 95°C por 20
segundos, hibridacién a 56°C por 20 segundos y extension a 72°C por 20 segundos; 20
ciclos: desnaturalizacidn a 95°C por 20 segundos, hibridacién a 55°C por 20 segundos
y extension a 72°C por 20 segundos. Con una extension final de 5 minutos a 72°C. Las
reacciones se efectuaron en un termociclador en tiempo real Corbet research.

A todas las corridas se les realizé un andlisis de curvas de melting, para poder

determinar haplotipos en todas las muestras amplificadas.

2.2.3.3 Analisis de amplificaciones

En todos los experimento se incluyeron controles. Control positivo o de
amplificacién con una muestra conocida de tejido y que amplifica correctamente, y
control negativo sin ADN para detectar posibles contaminaciones. Para verificar las
amplificaciones y los controles se hicieron corridas electroforéticas en gel de agarosa
1% (1 g de agarosa en 100ml de TBE), usando GoodView ™ como agente intercalante

y visualizado en transiluminador.

Las purificaciones se realizaron mediante las enzimas Fast AP (Alkaline
phosphatasa) y Exo | (Exonuclease ) de Thermo Scientific. Por 10 pl de producto de PCR
se us6 2,5 pl de Fast Ap y 0,5 ul de Exo I. Se incubd a 37°C por 1 hora 30 minutos y

posteriormente 5 minutos a 75°C.
Las muestras fueron secuenciadas en el servicio de secuenciacion del Instituto
Pasteur de Montevideo, utilizando secuenciacién de Sanger con el equipo ABI 3500

(Applied Biosysitems).

2.2.4 Andlisis de secuencias

Los cromatogramas obtenidos para ambos fragmentos fueron analizados y
corregidos con el programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), también se usé para

calcular el ndmero de sitios informativos para cada fragmento. La diversidad
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nucleotidica y haplotipica fue calculada mediante el programa DnaSP v6 (Rozas et al.,

2017).

2.2.5 Anadlisis de variacidn genética

Para cuantificar la diferenciacién geogréfica entre los haplotipos se usé un andlisis
jararquico de varianza (AMOVA) implementado con el programa Arlequin 3.5.1.3
(Excoffier et al., 2005). Con el andlisis AMOVA calculamos los Phi estadisticos que son
un andlogo de los F-estadisticos, para la correlacién de los genotipos al azar entre
poblaciones relacionadas calculamos el Phi st analogo al Fsr de Wright. El valor de Phi
ct, que es la correlacion de los genotipos al azar entre grupos de poblaciones
relacionadas de la especie y mide la proporcién de variacidon genética entre grupos de
poblaciones. El valor de Phi sc, es la correlacion de genotipos al azar entre poblaciones
relacionadas y entre grupos regionales de poblaciones. Mide la proporcidn de variacion
entre poblaciones de una regién. Se probaron varios agrupamientos de poblaciones
sugeridos por la informacion genética previa y la geogrdfica, eligiendo aquellos
agrupamientos con mayor valor de Phi sc y significativos estadisticamente. Se
registraron los valores de varianza genética Fst, el nUmero de migrantes por generacidn
y la distancia genética de Slatlkin.

Los estadisticos F son los estimadores: Fis, Fst y Fir, los que en conjunto permiten
interpretar la distribucion de la variacidn genética dentro y entre grupos poblaciones
y subpoblaciones, e inferir la existencia de estructuracidon poblacional (Beebee &
Rowe, 2008). El coeficiente de endogamia (Fis) evalUa el grado de endogamia de los
individuos dentro de la subpoblacién, es decir exceso de homocigotas en relacién a lo
esperado para el equilibrio de HW. Se calcula como Fis= (Hs- Hi)/Hs, este estimador
toma valores entre 1 (endogamia total) y -1 (exogamia), valores de cero indican
panmixia o apareamiento al azar. (Allendorf & Luikart, 2007). El indice de fijacién (Fst)
estima la divergencia en las frecuencias alélicas entre subpoblaciones y utilizado
comunmente como un indicador del grado de subestructuracién genética de las
poblaciones de una especie. Se calcula de la siguiente manera Fsr= (Ht-Hs)/Ht varia

entre 0 (no hay estructuracion, son la misma poblacién) y 1 (poblaciones totalmente
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separadas). Valores de Fst > 0,2 se considera que reflejan una fuerte estructuracidn,
aunque valores inferiores también pueden ser significativamente distintos de cero

(Beebee & Rowe, 2008).

2.2.6 Red de haplotipos

Para evaluar las relaciones entre los diferentes haplotipos se construyeron
redes de haplotipos. La matriz para la red se construyo con el programa DnaSP v6 (Rozas
et al., 2017) y la red se realizé con el software NETWORK V 5.0.0.3, utilizando el método
de “Median joining” (Bandelt et al., 1999).

La red de haplotipos para el fragmento del gen mitocondrial NADH 5 se realizé con las 24
secuencias obtenidas en este trabajo para las tres poblaciones Uruguayas.

En el caso del fragmento de D-loop la red de haplotipos se construyd utilizando las 26
secuencias generadas en este trabajo de individuos de “ECFA”, y 78 secuencias
correspondientes a individuos de varias poblaciones de la regién, dos poblaciones
silvestres Uruguayas: “Los Ajos” y “El Tapado”, tres poblaciones silvestres de Brasil:

n u

“Emas”, “Parand” y “Pantana

|II

, tres poblaciones silvestres de Argentina: “Santa Fe”, “San
Luis” y “Bahia Samborombdn” y de zooldgicos Uruguayos: “Zoolégico de San Carlos”,
“Zooldgico de Durazno”, “Zoolégico de Salto” y “Parque Lecoq”. Ademas se incluyeron
dos secuencias de individuos de “ECFA”, muestras colectadas hace 20 afos. Las
secuencias empleadas son tomadas del trabajo de Gonzalez et al. (1998) y depositadas

en el GenBank. En la Tabla 2.2.1 se indica el nimero de muestras utilizadas por localidad.

En la Tabla 4, del Anexo 1, se detalla que muestras se usé de cada localidad.
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Tabla 2.2.1. Secuencias empleadas para la constriccién
de red de haplotipos para el fragmento mitocondrial
D-loop, discriminada por localidad. 26 de las
secuencias de “ECFA” fueron obtenidos en este
trabajo, el resto se tomaron del Gene Bank.

Poblacién Pais Muestras
poblaciones silvestres
Los Ajos Uruguay 10
El Tapado Uruguay
Santa Fe Argentina 3
San Luis Argentina 19
Bahia Argentina 7
Samborombdn
Parand Brasil 4
Emas Brasil 11
Pantal Brasil 9
Individuos en cautiverio
Zoo. San Carlos Uruguay 1
Zoo. Salto Uruguay 1
Zo0. Durazno Uruguay 1
Parque Lecoq Uruguay 3
ECFA Uruguay 28
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2.3 Resultados de los analisis mitocondriales

2.3.1 Extraccidn de ADN cuantificaciones y amplificaciones

En la poblacion “ECFA” se colectaron 78 muestras (18 de pelos, 54 de fecas y
seis de tejidos), perteneciente a 75 individuos (Anexo 1, Tabla 2). Todas las
extracciones se realizaron con éxito, sin embargo la calidad del ADN extraido varid
mucho dependiendo de la muestra, obteniendo mejor calidad el ADN cuando fue
extraido a partir de muestras de tejidos y peor el extraido de muestras de fecas. En
cuanto a la cantidad de ADN obtenida también varié en gran medida dependiendo de

la muestra empleada, obteniéndose entre 6,6 ng/ul (SG 277) y 2425 ng/ul (SG 251b).

Con las muestras colectadas iniciamos un banco de muestras de ADN vy tejidos
de individuos de la “ECFA”. Seria de interés continuar con este banco e incluir muestras
de todos los individuos que vayan naciendo en “ECFA”, reconstruyendo la genealogia
de la misma apoyada en la genética de los individuos. Esto nos permitird ir
monitoreando genéticamente la poblacién a lo largo de los afios, asi como diagramar
planes de conservacién del stock cautivo con el objetivo de mantener la diversidad

presente al dia de hoy.

2.3.2 Secuencias del fragmento de NADH 5

Se amplificaron y luego secuenciaron en el Instituto Pasteur de Montevideo 24
muestras para el fragmento del gen NADH 5, provenientes de: “Los Ajos” (n=7), de “El
Tapado” (n=7) y de “ECFA” (n=10) (Anexo 1, Tabla 3). La secuenciacion se realizé a
partir del cebador Forward (F). Se obtuvieron fragmentos de 473 pb. A pesar de ser un
fragmento relativamente grande se pudieron amplificar cinco muestras de fecas.
Analizando las secuencias se observaron cuatro sitios polimérficos informativos (#53,

#218, #235, #280) (Tabla 2.3.1).
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Tabla 2.3.1. Sitios informativos para cada uno de los cuatro haplotipos hallados que
surgieron del andlisis de las 24 secuencias de NADH 5 de venado de campo de las tres
poblaciones Uruguayas. LA (“Los Ajos”), ET (“El Tapado”) y ECFA (“Estacién de Cria de Fauna
Autoctona”).

. . . Sitios polimérficos
Haplotipos|Individuos|Poblaciones
#53 |H#H218|#235|#280
H1 2 LA A C T C
H2 9 LA, ET T C T C
H3 2 ECFA T T C T
H4 11 ECFA, ET T C C T

Se obtuvieron cuatro haplotipos para este marcador (Tabla 2.3.1). El H1
solamente se encontrd en “Los Ajos” (n=2). El H2 se hallé en las dos poblaciones de
vida libre, “Los Ajos” (n=5) y “El Tapado” (n=4). El H3 se observé Unicamente en la
poblacién cautiva “ECFA” (n=2). El H4 fue el mas abundante, se hallé en 11 individuos,
compartido entre dos poblaciones, “ECFA” (n=8) y “El Tapado” (n= 3) (Tabla 2.3.2).
Todos los haplotipos se diferencian de otros haplotipos por un cambio (Tabla 2.3.1).

La regién analizada del gen NADH 5 mostrd ser variable e informativa para las
poblaciones Uruguayas de venado de campo.
En el anexo 2 se muestra una secuencia por haplotipo.

Para el fragmento de NADH 5 se analizaron 10 individuos de “ECFA”
pertenecientes a seis de los nueve recintos. En los tres casos que hay mas de un
individuo del mismo recinto, esos individuos presentaron el mismo haplotipo. Los dos

individuos con el H3 pertenecian ambos al recinto cuatro.

Tabla 2.3.2. Muestras analizadas con el marcador NADH 5, detalladas por haplotipo y por Localidad.

Haplotipos Los Ajos El Tapado ECFA
H1 SG34,5G 118
2 SG 15,5G 44,5G 91, | SG 45, SG 95, SG 96,
SG 129, SG 143 SG 82
H3 SG 278, SG 283
SG 253, SG 268, SG 269, SG 270,
H4 SG 10, SG 47,5G 49

SG 274, SG 304, SG 318, SG 319
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2.3.3 Secuencias del fragmento de Dloop

Se amplificaron 69 muestras de “ECFA” mediante PCR en tiempo real (PCR RT)
para un fragmento de 161 Pb del regidon control del ADN mitocondrial D-loop.
Mediante un andlisis de melting se diferenciaron cuatro curvas, lo que revelé la
presencia de diferentes haplotipos para este marcador en esta poblacién. Se
secuenciaron 26 muestras con ambos cebadores (F y R) (Anexo 1, Tabla3). En las
muestras secuenciadas hay representantes de las cuatro curvas detectadas con el
analisis de melting.

Se observaron dos sitios polimérficos e informativos (#56, #77) (Tabla 2.3.3). Se
hallaron dos haplotipos. El H1 el menos frecuente lo presentaron ocho individuos. El
H2 fue el mas abundante, observado en 18 individuos (Tabla 2.3.4). Estos haplotipos
se diferencian por dos cambios (Tabla 2.3.3). No se observaron delecciones ni
inserciones en este fragmento.

En el anexo 2 se muestra una secuencia representante de cada haplotipo.
Tabla 2.3.3. Detalle de los dos sitios informativos para los dos haplotipos

que surgieron del andlisis de 27 secuencias de un fragmento de 161 pb del
D-loop de venado de campo presente en la poblacién de “ECFA”.

. . Sitios polimorficos
Haplotipos |Individuos
#56 #77
H1 8 G C
H2 18 A T

Para D-loop en los 26 individuos secuenciados de “ECFA” estdn todos los
recintos representados. En cuatro de los nueve recintos se hallaron ambos haplotipos.
En los recintos 1, 2, 3, 5y 9 sélo se encontraron uno de los haplotipos, pero en los dos

casos solo analizamos a un individuo del recinto (Tabla 2.3.4).

Las cuatro muestras secuenciadas con ambos marcadores se encuentran en

color gris en la Tabla 2.3.4. Se puede observar que hay una aparente asociacidn entre

el H4 de NADH 5y el H2 de D-loop.
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Tabla 2.3.4. Haplotipos hallados en “ECFA” para cada marcador mitocondrial por individuo y recinto. En
gris se destacan los cuatro individuos de los hay informacion para ambos marcadores.

Individuo | Recinto | NADH5 | D- loop Individuo| Recinto | NADH5 | D- loop
SG 305 E1l H4 SG 307 E7 H1
SG311 E1l H2 SG 309 E7 H2
SG 312 E1 H2 SG 318 E7 H4
SG314 E1l H2 SG 275 E8 H2
SG 263 E2 H2 SG 310 E8 H2
SG 252 E3 H2 SG 316 E8 H2
SG 274 E3 H4 H2 SG 317 E8 H1
SG 313 E3 H2 SG 268 ES H4 H2

SG 251b E4 H1 SG 269 ES H4

SG 278 E4 H3 H1 SG 270 E9 H4

SG 280 E4 H2 SG271 ES H2
SG 281 E4 H1 SG 272 ES H2
SG 283 E4 H3 SG 295 E42 H2
SG 319 E5 H4 H2 SG 321 E42 H1
SG 324 H2 SG 322 E42 H1
SG 253 E7 H4 SG 323 E42 H1

2.3.4 Analisis de las curvas de melting del fragmento D-loop

Se amplificaron 69 de los 75 individuos muestreados en “ECFA” mediante PCR
en tiempo real (RT PCR), para un fragmento de 161 Pb del region control del ADN
mitocondrial D-loop.

Mediante andlisis de melting se identificaron cuatro curvas, las que se
denominaron “A, B, D, E”. Las curvas “A, D y E”, mostraron forma uni-modal (Figuras
2.3.1y 2.3.2). Las secuencias de las muestras con curvas “A”, “D” o “E” presentaron
todas del mismo haplotipo (H 2) (Tabla 2.3.5).

La curva “B” es tipo bi-modal (Figuras 2.3.1 y 2.3.2). Las secuencias de muestras con
curva “B” mostraron el haplotipo 1 (H1) (Tabla 2.3.5).
La curva “C” fue uni-modal pero presentd una temperatura de melting diferente de

“A, Dy E”, ysolola presenté el control de otra especie (Mazama gouazoubird).
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Figura 2.3.1. Curvas halladas en el analisis de melting de las amplificaciones por PCR RT del fragmento
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Figura 2.3.2. Muestra las curvas correspondientes a los dos haplotipos hallados (“Bin A” y “Bin B”) y la curva
de otra especie (“Bin C”).
Por medio del analisis de las curvas de melting en 69 de las muestras colectadas
en “ECFA”, se determinaron dos haplotipos: H1 en 26 muestrasy H2 en 43 muestras.
Con los haplotipos inferidos mediante el andlisis de melting en la Tabla 2.3.5, para los
individuos: SG 283, SG 270, SG 305 y SG 318 (de los que hay secuencias de NADH 5), se
mantiene la posible asociacidn entre los haplotipos de NADH 5 y de D-loop.
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Tabla 2.3.5. Muestras de “ECFA” en las que se amplifico el fragmento D-loop mediante RT PCR. Se indica
la forma que presento la curva de melting, el haplotipo de la secuencia y en el caso de las muestras que
no fueron secuenciadas el haplotipo inferido por la curva.

Muestra Forma de Curva Hap. de la Hap. Muestra Forma de la Curva Hap. de la Hap.
la curva secuencias | inferido curva secuencias | _inferido
SG251b | Bi modal B H1 SG 292 Uni modal A H?2
SG 252 | uni modal H?2 SG 292 F Bi modal B H1
SG 254 | Bimodal B H1 SG 293 Uni modal D H?2
SG 255 | Bi modal B H1 SG 294 Bi modal B H1
SG 256 |unimodal | A H2 SG 295 Uni modal H2
SG 256 |unimodal| A H2 SG 296 Uni modal A H2
SG 257 |unimodal | A H2 SG 297 Uni modal D H2
SG 257 A H2 SG 298 Bi modal B H1
SG 258 | Unimodal| A H2 SG 300 Uni modal D H2
SG 259 A H2 SG 301 Bi modal B H1
SG 261F | Bi modal B H1 SG 302 uni modal A H2
SG261P B H1 SG 303 Bi modal B H1
SG 262 F B H1 SG 304 Bi modal B H1
SG262P | Unimodal| B H1 SG 305 Uni modal E H2
SG 263 | Uni modal B H2 SG 307 Bi modal B H1
SG 264 | Bi modal B H1 SG 309 Uni modal A H2
SG 265 [ Unimodal| A H2 SG 310 Uni modal A H2
SG 268 | Unimodal | A H2 SG 310 Uni modal A H2
SG 270 | Unimodal| A H2 SG 311 Uni modal D H2
SG271 | Unimodal| E H2 SG 312 Uni modal H2
SG 272 | Unimodal| A H?2 SG 313 Uni modal H?2
SG 273 | Unimodal| A H2 SG 314 Uni modal A H2
SG 274 | Unimodal | A H2 SG 315 Uni modal D H2
SG 275 | Uni modal| D H?2 SG 316 Uni modal D H2
SG 278 | Bi modal B H1 SG 317 Bi modal H1
SG 280 | Unimodal| A H2 SG 318 Uni modal D H2
SG 281 | Bi modal B H1 SG 319 Uni modal A H2
SG 283 | Bimodal B H1 SG 320 Uni modal A H?2
SG 284 | Bimodal B H1 SG 321 Bi modal B H1
SG 285 | Bi modal B H1 SG 322 Bi modal B H1
SG286 | Unimodal| A H?2 SG 323 Bi modal B H1
SG 287 | Unimodal | A H2 SG 324 Uni modal D H2
SG289 | Campana | A H2 SG 325 Uni modal A H2
SG 290 | bi modal B H1 SG 326 Uni modal D H2
SG291 | Bi modal B H1

2.3.5 indices de diversidad génica y haplotipica.

Se calcularon indices de diversidad génica y haplotipica para ambos fragmentos
mitocondriales, utilizando el programa DNA sp V6.

Para el fragmento de NADH 5 se observé una diversidad haplotipica (Hd) de:
0,663, considerando las tres poblaciones de Uruguay juntas. Sin embargo para cada
poblacién la Hd varié entre 0,356 y 0.714, siendo la poblacién con menor indice de

diversidad haplotipica “ECFA” (Tabla 2.5.5) y la de mayor diversidad “El Tapado” (Tabla
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2.5.6). La diversidad nucleotidica (Pi) para Uruguay de este fragmento fue: 0,00359,
varié entre 0,00099 y 0,00432 entre las tres poblaciones estudiadas (Tabla 2.3.6).

Tabla 2.3.6. indices estimados de diversidad génica y haplotipica para el fragmento NADH 5,
discriminado por poblacién. indices estimados con el programa DNA sp. Estos valores se calcularon a
partir de las secuencias generadas en este trabajo. Se denominé Uruguay a los valores calculados cuando
se usaron todos los individuos juntos.

indices Uruguay | "Los Ajos" |"El Tapado"| "ECFA"
Numero de individuos analizados 24 7 7 10
Numero de haplotipos 4 2 2 2
Diversidad haplotipica (Hd) 0,663 0,476 0,714 0,356
Varianza de la diversidad haplotipica 0,00359 0,02935 0,01606 0,02532
Desviacion estandar de la diversidad haplotipica 0,006 0,171 0,127 0,159
Diversidad nuecleotidica (Pi) 0,00359 0,00102 0,0032 0,00099

En la Tabla 2.3.7 se detallan los indices de diversidad calculados con el DNA sp
V6 para las poblaciones silvestres de Uruguay, Argentina y Brasil para el fragmento de
D-loop la diversidad haplotipica (Hd) de las muestras de “ECFA” secuenciadas en este
trabajo fue de 0,433 y la diversidad nucleotidica (pi) fue 0.00591 (Tabla 2.3.7). Si
consideramos todas las muestras que incluimos en los analisis de la red de haplotipos
(n=104), la Hd es 0.897 y Pi 0.03721 (Tabla 2.3.7).
En el total de 104 muestras analizadas, se observaron 34 haplotipos. La poblacidn que
presentd menor numero de haplotipos fue “ECFA” donde se observaron dos
haplotipos, a pesar de ser la poblacidn de la cual hay mayor nimero de muestras
(n=26). En la mayoria de las poblaciones silvestres se observaron casi tantos haplotipos
como muestras. Las poblaciones con mayor diversidad haplotipica (Hd) fueron “El

Tapado” y “Santa Fe”, estas presentaron un haplotipo por muestra.

Tabla 2.3.7. indices de diversidad génica y haplotipica para el fragmento D-loop, discriminado por poblacién. indices estimados con el
programa DNA sp. Estos valores se calcularon a partir de las secuencias generadas en este trabajo, en adiccién con las secuencias que ya
estaban disponibles en la base de datos.

indices TOda? las Los Ajos El ECFA | San Luis | Santa Fe Bahia . |Pantanal | Parana | Emas
poblaciones Tapado Samborombén

NUmero de individuos anélizados 104 10 7 26 19 3 7 9 4 11
Numero de haplotipos 34 7 7 2 8 3 6 7 3 10
Diversidad haplotipica (Hd) 0.897 0.911 1 0.433 0.789 1 0.952 0.944 0.833 0.982
Varianza diversidad haplotipica 0.00036 0.00598 | 0.00583 | 0.00541 | 0.00485 | 0.07407 0.00912 0.00493 | 0.04948 | 0.00215
Desviacidn estandar de la diversidad haplotipica 0.019 0.077 0.076 0.074 0.070 0.272 0.096 0.070 0.222 0.046
Diversidad nucleotidica (Pi) 0.03721 0.02588 | 0.05374 | 0.00591 [ 0.01363 | 0.02137 0.05312 0.02546 | 0.01139 | 0.04506
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2.3.6 Analisis poblacionales

Para el fragmento de NADH 5 de calculé el indice Fst entre las tres poblaciones, para
“ECFA” se usaron secuencias de ocho individuos de los diez que teniamos, se sacaron
las dos secuencias que no estaban completas. Se usaron 22 secuencias, siete de “Los
Ajos”, siete de “El Tapado” y ocho de “ECFA”. En la tabla 2.3.8 se muestran los
resultados, de los Fsr calculados entre las tres poblaciones y sus respectivos p. Con
estos andlisis no se observa diferenciacién entre “Los Ajos” y “El Tapado”, la
probabilidad del Fst no es significativa. Se ve diferenciacién entre “Los Ajos” y “ECFA”
Fsr=0,84381 (p=0,00000); también se ve diferenciacion entre “El Tapado” y “ECFA” Fsr=
0,48481 (p=0,03604). Probablemente la diferenciacién detectada entre “ECFA” y “El

Tapado” se deba al manejo.

Tabla 2.3.8. Datos obtenidos con el programa Arlequin V
3.5.1.3 para el fragmento de NADH 5. En la parte inferior
de la diagonal se muestran los valores de Fst entre las
poblaciones. En la parte superior a la diagonal se
muestran los valores del p.

ET LA ECFA
ET 0,07207 | 0,03604
LA ]0,28205 0,00000
ECFA |0,48481 | 0,84381

Referencias: ET “El Tapado”, LA “Los Ajos”, ECFA “Estacidn de Cria de Fauna Autéctona”.

Se realizd un andlisis de AMOVA para ver estructuracién entre las poblaciones, se
probaron los agrupamientos que se muestran en la Tabla 2.3.9, el primero fue
basdndonos en los resultados de los Fsty el segundo por la historia de las poblaciones.
En ninguno de los agrupamientos el Fer fue significativo. Para el fragmento NADH 5 es

detectd diferenciacién entre las poblaciones uruguayas pero no estructuracion.
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Tabla 2.3.9. Agrupamientos probados entre las poblaciones para el
fragmento de NADH 5, valores del indice Fcry su probabilidad p, para cada
agrupamiento.

Agrupamiento Grupos Fcr p
1- (LA+ET), ("ECFA") 2 0,47688 | 0,38747
2- (ET+"ECFA"), (LA) 2 0,36332 | 0,66862

En la tabla 2.3.10 se muestran los valores de distancia genética de Slatkin entre las
poblaciones y el nUmero de migrantes entre ellas, entre las poblaciones silvestres “Los
Ajos” y “El Tapado” es en las que hay mayor nimero de migrantes y menor distancia
genética, estos resultados tienen coherencia con los datos de Fsr. Entre las poblaciones
“Los Ajos” y “ECFA” es entre las que hay mayor distancia genética y menor nimero de
migrantes esto coincide con que eran las poblaciones mas diferenciadas, y es ldgico

dado que no se han realizado cruces entre individuos de esas poblaciones.

Tabla 2.3.10 Datos obtenidos con el programa Arlequin
3.5.1.3, se muestran los valores de la distancia genética de
“Slatlkin” entre las poblaciones para el fragmento de NADH
5 en la parte superior a la diagonal, y el nimero de
migrantes entre las poblaciones en la parte inferior a la

diagonal.
ET LA ECFA
ET 0,39286 | 0,94102
LA |1,27273 5,40251
ECFA |0,53134 | 0,09255

Para el fragmento de D-loop analizado se realizé un analisis de AMOVA solo
considerando las secuencias de individuos de poblaciones de Uruguay. Se usaron las
26 secuencias generadas en esta tesis para la “ECFA”, y 25 secuencias bajadas del
Genebank (diez de “Los Ajos”, siete de “el Tapado”, seis de diferentes Zoolégicos de
Uruguay, dos de “ECFA” tomadas hace veinte afios a las que nombramos “ECFA
viejas”). En la Tabla 2.3.11 se muestra los posibles agrupamientos que se probaron

entre ellas. En todos los casos la probabilidad del indice Fcr no fue significativa.
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Tabla 2.3.11. Se muestra los posibles agrupamientos para las poblaciones de Uruguay analizando
con el D-loop. Dentro de cada paréntesis se ubican las poblaciones que se asignaron al mismo
grupo.

Agrupamiento Grupos Fer p
(ZooUY + ECFA viejas + ECFA actuales), (ET), (LA) 0,29019 0,10068
(ZooUY + ECFA viejas + ECFA actuales + ET), (LA) 0,21519 0,20332
(ZooUY + ECFA viejas + ECFA actuales), (LA + ET) 0,16151 | 0,097775
(ZooUY + ECFA viejas), (ECFA actuales), (LA), (ET) 0,30009 0,09775
(ZooUY), (ECFA viejas + ECFA actuales), (LA), (ET) 1,982 0,39785
(ZooUY + ECFA viejas), ( ECFA actuales), (LA +ET) 0,02674 0,59335
(ZooUY), (ECFA viejas), (ECFA actuales), (LA +ET) 0,08226 0,87683

AW b |AININ|W

No se pudo elegir un posible agrupamiento entre las poblaciones de Uruguay, por lo
gue se realizaron los analisis considerando las 104 secuencias correspondientes a
individuos de varias poblaciones de la regién (Tabla 2.2.1). En la Tabla 2.3.12 se
muestran los resultados del AMOVA realizado con varias poblaciones de la regidn, se
realizé el AMOVA para siete agrupamientos diferentes, para cada uno se vario el
agrupamiento de las poblaciones de Uruguay, en todos los casos se pusieron a las
poblaciones de Bahia Samborombdn (BSAS) y a la de San Luis (SL) en el mismo grupo
basdndonos en estudios genéticos previos, y el resto de las poblaciones silvestres de
Brasil y Argentina cada una en un grupo independiente, “Pantanal” (PL), “Parana” (PA),
“EMAS” y “Santa Fe” (SF).

Para los agrupamientos 3, 4, 6 y 7 obtuvimos valores de Fcr no significativos. Elegimos

el agrupamiento 2 que es el que tuvo mayor Fcr.

Tabla 2.3.12. Andlisis de AMOVA para varios agrupamientos posibles de poblaciones de la regidn, se usaron secuencias del fragmento
D-loop.

. Entre grupos Entre poblaciones dentro de los grupos | Dentro de las poblaciones
Agrupamiento Grupos — — — —
% de variacion/Fe/p % de variacion/Fs¢/p % de variacion/Fst/p
1 | (ZooUy+ECFA+ET), (LA), (Bs+SL), (SF), (PA), (PT), (EMAS) 7 18,00/0,17997/0,02151 6,33/0,07714/0,02737 75,68/0,24322/0,00000
2 | (ZooUy+ECFA), (ET), (LA), (Bs+SL), (SF), (PA), (PT), (EMAS) 8 18,21/0,18211/0,04497 5,40/0,06606/0,08504 76,39/0,23614/0,00000
3 | (zooUy), (ECFA), (ET+LA), (Bs+SL), (SF), (PA), (PT), (EMAS) 8 5,00/0,05001/0,34311 17,86/0,18804/0,01564 77,14/0,22864/0,00000
4 | (ZooUy+LA+ET), (ECFA), (Bs+SL), (SF), (PA), (PT), (EMAS) 7 8,28/0,08279/0,16716 14,84/0,16178/0,01075 76,88/0,23118/0,00000
5 | (ZooUy+ECFA), (LA+ET), (Bs+SL), (SF), (PA), (PT), (EMAS) 7 14,15/0,14153/0,04106 9,42/0,10975/0,02542 76,42/0,23575/0,00000
6 |(ZooUy), (ECFA), (ET), (LA), (Bs+SL), (SF), (PA), (PT), (EMAS)| 9 6,21/0,06206/0,41447 16,63/0,17726/0,09482 77,17/0,22832/0,00000
7 (ZooUy+LA+ET+ECFA), (Bs+SL), (SF), (PA), (PT), (EMAS) 6 10,96/0,10960/0,06843 13,48/0,15139/0,00000 75,56/0,24440/0,00000
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EnlaTabla 2.3.13 se muestra los calculos del indice Fst entre las poblaciones Uruguayas
para el fragmento de D-loop utilizado. Vemos diferenciacion de la poblacién “ECFA”
con las dos poblaciones silvestres, sin embargo no vemos diferenciacién con este
marcador entre las dos poblaciones silvestres. Entre “ECFA” y “El Tapado” Fst=0,22884,
y entre “ECFA” y “Los Ajos” Fs1=049232. Se observé mayor diferenciacién entre “ECFA”
y “Los Ajos”. Los individuos de Zooldgicos no se diferenciaron de “ECFA” ni de “El

Tapado”, pero si de “Los Ajos” Fst=0,24538.

Tabla 2.3.13. Datos obtenidos con el programa Arlequin V
3.5.1.3 para el fragmento de D-loop. En la parte inferior
de la diagonal se muestran los valores de Fst entre las
poblaciones. En la parte superior a la diagonal se
muestran los valores del p.

ZooUy ECFA ET LA
ZooUy 0,3964 [0,73874|0,02703
ECFA |0,00187 0,00000 | 0,00000
ET -0,0216 | 0,22884 0,05405
LA 0,24538 | 0,49232 | 0,13536

En la Tabla 2.3.14 se muestra el nimero de migrante por generacién y la distancia de
Slatkin entre las poblaciones Uruguayas. Las poblaciones mas distantes son “Los Ajos”

de “ECFA”, y las que tienen menor niumero de migrantes por generacioén.

Tabla 2.3.14 Datos obtenidos con el programa Arlequin
3.5.1.3, se muestran los valores de la distancia genética de
“Slatlkin” entre las poblaciones para el fragmento de D-loop
en la parte superior a la diagonal, y el nUmero de migrantes
entre las poblaciones en la parte inferior a la diagonal.

ZooUy ECFA ET LA
ZooUy 0,00187 | 0,00000 | 0,32517
ECFA | 267,336 0,29675 | 0,96974
ET inf 1,6849 0,15656
LA 1,53763 | 0,5156 | 3,19375
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2.3.7 Red de haplotipos.

En la Figura 2.3.3 se muestra la red de haplotipos para el fragmento de NADH
5 construida con muestras de las tres poblaciones uruguayas. Se observa un haplotipo
central (H2), compartido entre los individuos de ambas poblaciones silvestres “Los
Ajos” y “El Tapado”. A un cambio del haplotipo central (H2) se encuentra el H1, que
solo lo presentaron individuos de “Los Ajos”. Del central se diferencia por dos
mutaciones el H4 que es compartido entre individuos de “El Tapado” y de “ECFA”,
probablemente este haplotipo era uno de los que presentaban las hembras
fundadoras de la poblacion de “ECFA” de ese haplotipo, por una mutacién mas se
diferencia el H3 que solo fue observado en individuos de “ECFA”.

. Los Ajos
B ecra
. El Tapado

Figura 2.3.3. Red de Haplotipos para el fragmento de NADH 5 se incluyen
muestras de las 3 poblaciones Uruguayas de venado de campo. Se construyé con
el programa Network V 5.0.0.3. En Rojo se ven los individuos de “Los Ajos”, en
verde de “ECFA, y en azul de “El Tapado”.

En la figura 2.3.4 se muestra la red de haplotipos construida para el fragmento
D-loop, con las 104 secuencias detalladas en la metodologia, 26 obtenidas en este
trabajo de muestras de “ECFA” y 78 muestras de la region. Se incluyeron muestras de

ocho poblaciones silvestres, una poblacién cautiva y cuatro zoolégicos de Uruguay.

Las dos secuencias de “ECFA” antiguas de D-loop (muestras colectadas hace 20 afios)

corresponden a diferentes haplotipos, una de ellas presentd el H2 que es el mas
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abundante entre las muestras actuales de “ECFA”, y la otra el H3, el cuadl compartié con
muestras de ambas poblaciones silvestres Uruguayas y una muestra de una poblacidn

silvestre de Brasil.

/ . Los Ajos
2 . El Tapado
. ECFA
|:| Zoo Uy
. San Luis
[ Bahia samborombén,
. Santa Fe
. Pantanal
. Parana

. Emas

H_1

Figura 2.3.4. Red de Haplotipos para el fragmento de D-loop se incluyen muestras de ocho poblaciones silvestres de Uruguay,
Argentina y Brasil.; de una poblacidn en cautiverio de Uruguay y cuatro zooldgicos de Uruguay. Se construyé con el programa
Network V 5.0.03.

Los dos haplotipos hallados en las muestras actuales de “ECFA” no fueron haplotipos

nuevos.
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Los haplotipos mas abundantes son el H1 y el H2. El H1 esta presente en 24 de las 104
secuencias, y es compartido por individuos de poblaciones silvestres de Uruguay (“El
Tapado”), Brasil (“Parand” y “Emas”) y Argentinas (“Santa Fe”, “Bahia Samborombdn”,
“San Luis”). El H2 se observd en 21 de las 104 secuencias analizadas, todas de
individuos en cautiverio; 18 son muestras actuales de “ECFA”, una muestra antigua de
“ECFA” (colectada hace aproximadamente 20 afios) y dos del “Parque Lecoq” que son
individuos provenientes de “ECFA”.

Todos los individuos provenientes de zooldgicos se los representé con color blanco en
la red de haplotipos. Se trata de seis individuos de cuatro zooldgicos diferente de
Uruguay que se sabe que originariamente pertenecian a la poblacién “El Tapado” o a
“ECFA”. El H1 estuvo presente en un individuo del “Zoolégico de San Carlos”, el H2 se

Ill

observéd en dos individuos del “Parque Lecoq”, el H4 lo presentd un individuo del

|ll

“Zoologico de Durazno”, y con el H6 se observaron dos individuos, uno del “Parque
Lecoq” y el otro del “Zooldgico de Salto”.

Este fragmento mostro ser variable entre individuos, pero no permite distinguir entre
poblaciones.

En la Figura 2.3.5 se muestra la red de haplotipos para el mismo fragmento que la
Figura 2.3.4 pero solamente con los individuos de poblaciones Uruguayas. Se hallaron
14 haplotipos en 51 individuos. Hay un solo haplotipo compartidos entre las dos
poblaciones silvestres. Se incluyeron diez muestras de “Los Ajos”, siete de “El Tapado”,

veinte seis de “ECFA”, dos de “ECFA” tomadas hace 20 afios y seis de varios Zooldgicos

de Uruguay.
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- Los Ajos
. El Tapado
. ECFA
[] zoouy

D ECFA previas

Figura 2.3.5. Red de Haplotipos para el fragmento de D-loop se incluyen solamente muestras de Individuos de Uruguay. Se
construyd con el programa Network V 5.0.03.
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Discusion 2.4

Diversidad y estructuracion genética de las poblaciones a partir de andlisis de

secuencias del ADN mitocondrial

Las especies amenazadas de extincidn son en general de las que menos se
conoce acerca de los aspectos basicos de la biologia y genética. En los estudios de
caracterizacidon genética uno de los mayores desafios es la estrategia de muestreo,
teniendo en cuenta que nos permita obtener un nimero de muestras representativas

pero sin lesionar ni alterar, ni a los individuos ni a sus habitats (Gonzalez, 2005).

Se determind que hace aproximadamente 2.5 a 3 millones de afios durante el
Pleistoceno, aparecioé en la formacién pampeana el ancestro directo del venado de
campo (Marshall et al., 1984). El levantamiento del puente de tierra panamefio
permitié que el ancestro del venado de campo participara en el intercambio faunistico
entre América del Norte y Sudamérica (Stehli & Webb, 1985). A partir de este evento,
los cérvidos se distribuyeron por toda Sudamérica ocupando distintos nichos, hasta la
introduccién de los bévidos que pasaron a ocupar gran parte del territorio habitado

por poblaciones de venados (Eisenberg, 1987).

Estudios realizados en venado de campo para diferentes marcadores
mitocondriales, detectaron niveles de variabilidad genética muy diversos. Gonzalez et
al., (2007), analizaron un fragmento del gen mitocondrial Cytb (417 pb) en 63
individuos de poblaciones de Uruguay, Brasil, Argentina y Paraguay; hallaron una baja
diversidad haplotipica (Hd= 0.28). Repetto (Repetto, 2010), analizé un fragmento del
gen COI (548 pb), en 52 individuos de poblaciones silvestres de Uruguay, Argentina y
Brasil, hallé una diversidad haplotipica baja (0.35) pero mayor que la observada con
Cytb. Gonzalez (Gonzdlez et al., 1998; Duarte et al., 2008) , utilizé una fragmento de la
region D-loop (453 pb) para andlisis en las poblaciones Uruguayas, Argentinas y
Brasilefias de venado de campo, ese fragmento les permitid distinguir entre
subespecies. En esta tesis se usé un fragmento mas pequeio de D-loop (de 161 pb),

comprendido dentro del analizado por Gonzalez et al. (1998), por ser este fragmento
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mas pequefio contiene una variabilidad mucho menor, se detecté menos cantidad de
haplotipos. En la poblacidn de “ECFA” solo se detectaron 2 haplotipos con este
marcador. En un futuro se deberia amplificar toda la regién D-loop o al menos el
fragmento de 453 pb en todos los individuos de esa poblacién para determinar si la
baja diversidad hallada para este marcador se debe al fragmento utilizado, o a que
efectivamente es una poblacion poco diversa con ese marcador. Se utilizd un
fragmentd mas pequefio dado que nos permitia realizar las amplificaciones mediante
PCR en tiempo real, que es mds rapido y sensible, una vez puesta a punto la
metodologia podremos genotipar a los individuos mediante el analisis de las corridas

en el Real Time sin necesidad de secuenciar.

El fragmento pequefio de D-loop, permitié detectar variabilidad genética en ADN de
baja calidad como es el extraido a partir de fecas, pero no es tan informativo para
aplicar en estudios poblacionales filogeograficos, dado que individuos de diversas
poblaciones geogréficamente distantes y aisladas comparten haplotipos, como es el
caso del H1, compartido por individuos de poblaciones silvestres de Uruguay,

Argentina y Brasil, individuos que pertenecen a subespecies diferentes.

En el caso del marcador NADH 5, se us6 un fragmento de 473 pb. Se observé un patrén
similar al D-loop pequefo. Sin embargo no nos permitié discriminar entre poblaciones.
Se hallaron haplotipos compartidos entre individuos de “Los Ajos” y de “El Tapado”
gue no solo se trata de poblaciones diferentes, sino que también de subespecies
diferentes. Probablemente no haya pasado el tiempo suficiente como para ver la
divergencia clara entre las poblaciones uruguayas con este fragmento. NADH 5 al ser

un gen es mas conservado que la regién D-loop.

Si bien el nimero de muestras analizadas con NADH 5 es bajo, probablemente se trate
de un marcador mas conservado en la especie. El fragmento es incluso mds grande que
el amplificado por Gonzalez et al. (1998) y la diversidad hallada mucho menor que para
D-loop, seguramente pueda deberse a que este gen codifica para una proteina siendo
mas conservado. En un futuro deberiamos realizar analisis con este marcador en

muestra de poblaciones con mayor aislamiento geogréfico, para ver si en esos casos,
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este marcador nos permite diferenciar entre poblaciones. También analizar mayor
nuimero de individuos de las poblaciones Uruguayas. Se podria diseiiar cebadores que
permiten amplificar por fragmentos toda la region hipervariable y luego ensamblarla

para su anlisis.

Si bien para ambos marcadores encontramos haplotipos compartidos entre las

poblaciones Uruguayas, los andlisis estadisticos mostraron diferenciacion entre ellas.

Proceso de diferenciacion de la poblacidon en cautiverio

La poblacidn presente en “ECFA” fue fundada hace 37 afios. Considerando el tiempo
generacional de 2 afios (Collaborative Workshop, 1993) lleva 18 generaciones desde
su origen, y ya se comenzo a ver proceso de diferenciacién genética de su poblacién
de origen (“El Tapado”) basandonos en los valores de Fst para ambos marcadores

mitocondriales utilizados.

En cuanto al fragmento amplificado del gen mitocondrial NADH 5, el H4 se observé en
11 de los 24 individuos analizados, ocho de ellos de “ECFA” y tres de la poblacién “El
Tapado”. Probablemente este haplotipo estuviera presente en “El Tapado” al
momento de la translocacién y algunas de las hembras translocada lo presentaran.

El H3 lo presentaron dos individuos (SG 278, SG 283) ambos de la poblacién “ECFA” los
dos pertenecen al mismo recinto (recinto cuatro), probablemente estos individuos
sean madre e hijo. El individuo SG 278 es un macho cria que no sabiamos cudl de las

hembras de ese recinto era la madre, y el individuo SG 283 es una hembra adulta.

En “ECFA” se hallaron dos haplotipos con ambos marcadores, una posible explicacidn
seria que entre las hembras fundadoras de esta poblacidon habia poca variacién
genética al menos para marcadores mitocondriales. También podria deberse al manejo
de esta poblacion desde su fundacién y que solo pocas fundadoras se vean

representadas en el pool gamético.

En “ECFA” se vio una aparente asociacién entre el H3 de NADH 5 y el H1 de D-loop; y

el H4 DE NADH 5 y el H2 de D-loop. Esa “asociacion” no se ve en las muestras de
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poblaciones silvestres; adicionalmente ni el H2 de D-loop ni el H3 de NADH 5 se
hallaron en poblaciones de vida libre. Si bien deberiamos hacer mas estudios con
ambos marcadores en las tres poblaciones, esta “asociacion” probablemente sea
reflejo del genotipo de las hembras fundadoras de “ECFA”. Los haplotipos que se
observaron en la poblacidn de “ECFA” pero no en la poblacion de “El Tapado” se puede
deber a dos motivos, uno que sean haplotipos Unicos de “ECFA” y que ambas
poblaciones se estén diferenciando genéticamente. La otra posible explicacion es que
sean haplotipos muy poco frecuentes en la poblacién “El Tapado” y que por “efecto
fundador”o efecto de muestreo, se vean con mucha mayor frecuencia en la poblacién
en cautiverio. De todas maneras deberiamos hacer un muestreo mayor con estos

marcadores en la poblacién “El Tapado”.

Un cuello de botella poblacional es la reduccién abrupta del nimero poblacional de un
afio al otro, que puede ser el resultado de diferentes factores, incluidos desastres
ambientales, caza excesiva o enfermedades. Una disminucion poblacional tan
marcada, puede dejar una marca genética duradera incluso si una poblacién recupera
posteriormente el tamafio poblacional previo. Un cuello de botella poblacional
reducird el tamafio efectivo de una poblacidon y por lo tanto su nivel general de
diversidad genética.

Las reintroducciones o formacion de poblaciones en un lugar donde no habian
poblaciones de esa especie, constituyen un tipo particular de cuello de botella que es
conocido como efecto fundador, conocido asi porque los fundadores de una poblacién
llevardn solo una parte de la diversidad genética que estaba presente en la poblacién

original (Freeland, 2014).

De los analisis realizados se desprende que la poblacién de “ECFA” ya se estd
diferenciando de la poblacion de “El Tapado” y que aparentemente la poblacién
“ECFA” no ha conservado toda la diversidad presente en “El Tapado”. Esto se puede
deber a muchas causas. Puede ser el efecto “cuello de botella”, también se puede
deber a un manejo no correcto de la poblacién de “ECFA” desde su fundacién, otro

factor que pudo haber influido es la seleccion de los individuos a traslocar.
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Estructuracion genética del venado de campo en Uruguay y la regién.

Para D-loop a nivel de las poblaciones de Uruguay se probaron muchos posibles
agrupamientos de las diferentes poblaciones, en todos los casos el Fcr no era
significativo por lo que no pudimos elegir ninguno, la regidon del D-loop que
amplificamos se trata de una region muy conservada disefiada para diferenciar entre
17 spp de distribucion neotropical. Posteriormente se realizaron andlisis agregando
secuencias de individuos de otras poblaciones de la region, y se eligio el agrupamiento
con mayor Fcr, la poblacidn “ECFA” en un grupo diferente que “El Tapado”. Los valores
de Fst entre las poblaciones Uruguayas tanto para D-loop como para NADH muestran
diferencias entre “ECFA” y ambas oblaciones silvestres, sin embargo no se ven

diferencias entre ellas.

Para NADH no se pudo realizar andlisis de AMOVA, se probaron dos agrupamientos y

ninguno dié valores de Fcr significativos.

El mismo fragmento de D-loop (161 pb) usado en esta tesis para venado de campo
habia sido empleado en el guazu-bira (Mazama gouazoubira), siendo en este ultimo
mas polimérfico y ademas permitié realizar inferencias poblacionales (Aristimufio,
2017). Ambas especies son cérvidos autdctonos y estan en el mismo clado filogenético
(Duarte et al., 2008). Se esperaba que el venado de campo fuese tan polimérfico como
el guazu-birad para esta region, sin embargo es menos polimoérfico. Recientes analisis
empleando un fragmento de D-loop como marcador (450 pb) mostraron que Dama
dama en varias poblaciones europeas tiene niveles de diversidad menores a los
hallados en venado de campo (Kusza et al., 2018). Por el contrario andlisis con el mismo
marcador en cérvidos asidtico Muntiacus reevesi (773 pb) mostré niveles de diversidad

iguales a los hallado en Mazama gouazoubira (Sun et al,. 2018).

El patron observado en la red de haplotipos para los andlisis realizados con el
fragmento de D-loop es patrén estrella (star-shaped network; Rogers & Harpending,
1992), que se considera una sefal molecular de la ocurrencia de un evento de

expansion demografica explosiva o seleccion a favor de algun haplotipo. Esta red, esta
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compuesta por un haplotipo central de mayor frecuencia, compartido entre diferentes
localidades (derivado del linaje maternal del que se origind la radiacién), y varios
haplotipos menos frecuentes o Unicos que derivan de éste. En este caso el haplotipo
central es el H1, el que es compartido por individuos de seis de las ocho poblaciones
silvestres analizadas. Un patrén similar al observado con D-loop, fue observado para las
mismas poblaciones de venado de campo con el maracdor COI por Repetto (2010). Este
patrén se ha observado en guazu-bird en Uruguay (Aristimufio, 2017) y también en

otros cérvidos (Latch et al., 2009; Abril et al., 2010).
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3. MICROSATELITES
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3.1 Introduccion

Los microsatélites son marcadores nucleares polimoérficos hipervariables con
una amplia distribucidn en los genomas eucariotas (Moore et al., 1991). Consisten en
repeticiones de secuencia simple en tandem. Los motivos de repeticidn varian entre 1-
6 pares de bases y se han encontrados en todos los genomas eucariotas. Estos
repetidos se localizan tanto en regiones codificantes como no, y en general se
caracterizan por un alto polimorfismo de longitud determinada por pérdida o ganancia
de unidades repetidas; debido a su alta variabilidad se han convertido en eficaces
marcadores genéticos (Zane et al., 2002). Son marcadores co-dominantes, bi-alélicos
en individuos, y multi alélicos en la poblacién. Estos marcadores pueden ser facilmente

amplificados mediante PCR (Arif & Khan, 2009).

Un marcador nuclear de este tipo es util para estudios de escalas espaciales
reducidas y permitira detectar los efectos de eventos a escalas temporales finas
(eventos recientes) (Zane et al., 2002). Estos marcadores moleculares pueden brindar
informacién adicional atil para el manejo de poblaciones en cautiverio, en especial
cuando los registros de pedigri no son exhaustivos o no estan disponibles (Armstrong
etal., 2011).

Los microsatélites dadas sus caracteristicas son muy usados como marcadores
moleculares, y particularmente en el campo de genética de la conservacidn se los
emplea en estudios de diversidad, analisis de estructura de poblacién y para explorar
las relaciones filogenéticas ( Duwe et al., 2017; Morillo et al., 2017; Snjegota et al.,

2017; Bolton et al., 2018; Piggott et al., 2018).

Si bien actualmente, las técnicas de secuenciacion masiva (Next Generation
Sequencing), son las mas apropiadas para desarrollar cebadores especie-especificos
para microsatélites, su costo asi como el esfuerzo requerido es sustancial (Galan et al.,
2003). Para disminuir costos y facilitar su rapida implementacién, disponemos de la
alternativa de emplear loci de microsatélites caracterizados para especies cercanas
taxondmicamente. Esto es posible debido a que las regiones que flanquean las

secuencias repetidas son en la mayoria de los casos conservadas (Rafalski et al., 1996;
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Ferreira & Grattapaglia, 1995; Zane et al., 2002) lo que permite la reduccién en trabajo
y costo para el desarrollo de cebadores para cada especie de interés (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). Un alto nimero de loci polimérficos han sido reportados y
aplicados en especies filogenéticamente cercanas (Galan et al., 2003; Vial et al., 2003;
Maudet et al., 2004) y la transferencia de loci de microsatélites entre especies
taxondmicamente relacionadas en mamiferos, ya ha sido demostrada en animales
domésticos como vacunos, ovinos, perros (Moore et al., 1991; Roy et al. 1994),
primates, (Morin & Woodruff, 1992) y cetaceos (Schlotterder et al., 1991).

Sin embargo no siempre es posible lograr reacciones de amplificacién cruzada entre
especies relacionadas de manera exitosa, debido a las altas tasas de mutacidn en las
secuencias que flanquean los microsatélites que obstaculizan seriamente el disefio de
cebadores conservados para su aplicacién universal (Arif et al., 2011).

La amplificacidon cruzada de marcadores de microsatélites entre especies
relacionadas no se comporta de manera uniforme a través de los taxa (Barbara et al.,
2007). Sin embargo se vio que se puede lograr mayor éxito de amplificacidon dentro y
entre géneros tanto en planta como animales, lo que indicaria un gran potencial para
emplear microsatélites y sus regiones de flanqueo como fuente de regiones nucleares

de copia Unica (Barbara et al., 2007).

En ciervos la utilizacién de loci de microsatélites disefiados en otras especies de
ungulados ha sido una estrategia muy utilizada (Slate et al., 1998; Galan et al,,
2003Gaur et al., 2003; Mantellatto et al., 2010). En venado de campo se probaron 15
jueos de cebadores inicialmente disefiados para otros ungulados, resultando cinco de
ellos con un patron de amplificacidn consistente y altamente polimérficos (Cosse,

2010; Cosse et al., 2007).
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3.2 Metodologia

3.2.1 Muestras utilizadas.

Se utilizaron muestras de “El Tapado”, “Los Ajos” y de “ECFA”, tomadas del
mismo set de muestras que las empleadas para los analisis con marcadores

mitocondriales (Anexo 1, Tabla 3).

3.2.2 Disefio vy seleccion del set de microsatélites

Se realizd una busqueda bibliografica para detectar cebadores de loci de
microsatélites desarrollados en especies relacionadas, que pudieran amplificar en
venado de campo. Se seleccionaron 20 pares de cebadores, algunos probados en
venado de campo y otros en guazu-bira, desarrollados en Mazama gouazoubira, Bos
sp, Capras sp, Ovis sp y Rangifer tarandus. De los loci seleccionados seis habian sido
probados en venado de campo (Cosse et al.,2007; Cosse, 2010), y reportados como
polimdrficos para la especie; 11 loci fueron desarrollados para Mazama gouazoubira
(de Farias Peres, 2015; Caparroz et al., 2015) los cuales no habian sido evaluados para
venado de campo; tres loci desarrollados inicialmente en otras especies, y probados
por amplificacién cruzada con éxito en M. gouazoubira (De Farias Peres, 2015; Da Rosa,

2014) (Tabla 3.2.1).

Una vez seleccionados los pares de cebadores a emplear, se probaron en venados de
campo los 14 loci que no habian sido testeados aun para esta especie (Goua 3, Goua
7, Goua 8, Goua 10, Goua 16, Goua 17, Goua 18, Goua 20, Goua 21, Goua 24, Goua 25,
SPS 113, SPS 115, RT 09). Para ello se eligieron ocho Individuos, cuatro de “Los Ajos”
(SG 13, SG 127, SG 143, SG 206), y cuatro de “El Tapado” (SG 49, SG 62, SG 64, SG 95).

Los protocolos de reaccién de amplificacion por PCR consistieron en: 6 ul de Mix para
PCR ImmoMix ™ de Bioline, 0,36 ul de BSA (concentracién 10mg/ml), 0,75 pl de cada
cebador (foward y reverse, concentracion 10 uM/pul), entre 5y 10 ng/ pul de ADN y resto

de agua ultra pura hasta completar los 12 pl de volumen final. Se usaron cebadores
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foward marcados con un fluorocromo: Goua 7, Goua 16, Goua 24, RT 09, SPS 113, SPS

115.

Tabla 3.2.1. Lista de los 20 loci seleccionados de la bibliografia para probar por amplificacion
cruzada en venados de campo. Se detalla para qué especie fue disefiado cada par de
cebadores de loci de microsatélites.

Especie en la
. P Probado en venado _— ,
Loci gue se Bibliografia
de campo
desarrollo
Goua 3 Mazama gouzoubira No Peres, 2015.
. Caparroz etal.,
Goua 7 Mazama gouzoubira No 2015,
Goua 8 Mazama gouzoubira No Peres, 2015.
Goua 10 | Mazama gouzoubira No Caparroz etal,
2015.
. Caparroz etal.,
Goua 16 | Mazama gouzoubira No
2015.
. Caparroz etal.,
Goua 17 Mazama gouzoubira No
2015.
. Caparroz etal.,
Goua 18 Mazama gouzoubira No
2015.
. Caparroz etal.,
Goua 20 Mazama gouzoubira No
2015.
. Caparroz etal.,
Goua 21 | Mazama gouzoubira No
2015.
. Caparroz etal.,
Goua 24 | Mazama gouzoubira No
2015.
. Caparroz etal.,
Goua 25 Mazama gouzoubira No
2015.
SPS 113 capra sp No
SPS 115 capra sp No
Si, Cosse 2010; Cosse et Cosse 2010;
BM 203 Bos sp al 2007. Cosse et al 2007
Si, Cosse 2010; Cosse et Cosse 2010;
BM 757 Bos sp al 2007. Cosse et al 2007
Si, Cosse 2010; Cosse et Cosse 2010;
BM 1818 Bos sp al 2007. Cosse et al 2007
, Wilson et al,
RT 09 Rangifer tarandus No 1997,
Si, Cosse 2010; Cosse et Cosse 2010;
C5SM 41 Bos sp al 2007. Cosse et al 2007
. Si, Cosse 2010; Cosse et Cosse 2010;
INRA 40 ovis sp al 2007. Cosse et al 2007
TGLA 10 Bos sp Si, Cosse 2007. Cosse 2007
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La misma se llevé a cabo mediante el siguiente ciclado: una desnaturalizacion inicial a
95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos, cada uno: una desnaturalizacién a 95°C por
1 minuto, hibridacién a 55°C por 2 minutos y una extension a 72°C por 1 minuto. Con
una extension final de 10, minutos a 72°C. Se realizé PCR en tiempo final, se empled el

termociclador: Benchmark (modelo: TC 9639 Thermal cycler).

Para algunos loci de microsatélites (Goua 3, Goua 7, Goua 8, Goua 21, Goua
25), comenzamos utilizando el cebador foward con una regién complementaria a la
gue flanquea el microsatélite a amplificar, mas una cola de M13 en el extremo 5’; un
cebador reverse con una secuencia especifica del extremo 3’ del microsatélite; y el
cebador universal M13 (5(6-FAM)TGTAAAACGGCCAGT-3’), incorporando asi

fluorescencia a los fragmentos amplificados.

En el caso de las reacciones con cebadores marcados con M13, la reacciones
consistieron en: 0,15 ul de Taq polimerasa, 1,5 ul del Buffer de la enzima, 0,45 ul de
MgCl, 0,3 ul de BSA (concentracion 10 mg/ml), 0,3 pl de dNTP, 0,33 ul de M13, 0,75 pl
de cada cebador (reverse y foward, concentracién 10 uM/pl), y resto de agua ultra pura
hasta completar los 15 pul de volumen final.

La misma se llevé a cabo mediante el siguiente ciclado: desnaturalizacién inicial
a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos, cada uno con una desnaturalixacién a 95°C
por 30 segundos, hibridacién a 55°C por 45 segundos y una extensién a 72°C por 45
segundos. A continuacion 9 ciclos cada uno con: una desnaturalizaciéon a 94°C por 30
segundos, hibridacién a 53°C por 45 segundos y extensién a 72°C por 45 segundos. Con
una extensién final a 72°C por 10 minutos. Se realizé PCR en tiempo final, se empled el

termociclador: Benchmark (modelo: TC 9639 Thermal cycler).
Los fragmentos amplificados se verificaron mediantes corridas electroforéticas

en gel de agarosa al 2% usando GoodView ™ como agente intercalante y visualizado

en transiluminador.

Los fragmentos que amplificaron exitosamente se enviaron al servicio de

secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo para efectuar la corrida en
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microcapilar en el ABI 3500 de Applied Biosystems. Con el analisis de las corridas se
seleccionaron siete loci que sumados a los seis ya probados en venado de campo
(Cosse et al., 2007; Cosse, 2010), generd un set de 13 loci de microsatélites para
amplificar las muestras. De este conjunto de 13 loci se mandaron a sintetizar marcados

con fluoroforo en el cebador foward aquellos fueron testeados con M13.

Se generaron set para reacciones en multiplex, en la cual incluimos tres o cuatro
pares de cebadores. Los loci se agruparon empleando los siguientes criterios; el tipo
de fluorocromo del cebador, el tamafio esperado del fragmento a amplificar y la

temperatura de anidamiento de los cebadores.

Los protocolos de las reacciones de PCR consistieron en: 6 ul de MIX de PCR (en
algunos caso se usé Platinium® Multiplex PCR Master Mix de Applied Biosystems ™, y
en otros Mix para PCR ImmoMix ™ de Bioline), 0,36 ul de BSA (el BSA estd a una
concentracion de 10 mg/mL, 0,48 pl de cada cebador (de F y R de todos los pares del
multiplex, los cebadores estaban en concentracion de 10 pM/u), entre 6 y 10 ng/ul de
ADN, y agua ultra pura hasta completar los 12 ul de volumen final. En cada
experimento adicionalmente a las muestras se incluyeron controles positivo y negativo
para detectar posibles contaminaciones.

Los protocolos de amplificacion de las reacciones realizadas con MIX Platinium®
Multiplex PCR Master Mix, se llevaron a cabo mediante el siguiente ciclado: una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos, cada uno con: una
desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, hibridaciéon a 60°C por 90 segundos vy
extension a 72°C por 1 minuto. Con una extension final de 30 minutos a 60°C. Se realizé
PCR en tiempo final, se emplearon los siguientes termocicladores: Benchmark
(modelo: TC 9639 Thermal cycler), A&E (Cycler 003) y Biometria (T-1 thermoblock).

Los protocolos de las reacciones llevadas a cabo empleando en el Mix para PCR
ImmoMix ™ de Bioline, se llevaron a cabo mediante el siguiente ciclado:
desnaturalizaciéon a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos, cada uno con una
desnaturalizaciéon a 95°C por 30 segundos, hibridacidn a 60°C por 1 minutos y extensién

a 72°C por 1 minuto. Con una extension final de 15 minutos a 72°C. Se realizdé PCR en
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tiempo final, se emplearon los siguientes termocicladores: Benchmark (modelo: TC
9639 Thermal cycler), A&E (Cycler 003) y Biometria (T-1 thermoblock).

Los fragmentos amplificados se verificaron mediantes corridas electroforéticas
en gel de agarosa al 2%, usando GoodView ™ como agente intercalante y visualizado
en transiluminador. Los loci utilizados en cada multiplex se detallan en la Tabla 3.2.2.
En los casos de que uno de los loci del multiplex no amplificara se realizé un nuevo PCR

con un unico par de cebadores.

Tabla 3.2.2. Se detalla para cada locus de microsatélite empleado, las secuencias de los cebadores
foward y reverse el rango de tamafio esperado para los alelos, el fluorocromo anexado al cebador
foward, la temperatura de anealling y el Multiplex en el que se usé.

. . . Tamafio .
Locus |Tipo de repetido Secuencia cebadores Fluorocromo | Ta°C| Multiplex
esperado

Goua 7 Trinucleotido F- GTCTGATCCAAATCTGAGGGTC 159-168 JOE 55 2
R- TCATAGCATCCAAGGCAAACTA

Goua 16| Tetranucleotido F- GGGACAGTGATAAACTAGGTGT 209-241 VIC 55 2
R- CTAATGAGATAGCAAAGTACGC

Goua 21| Tetranucleotido F- GAGTACAACAGCCATGCAGAGA 164-188 FAM 52 4

R- CATTGGGGTTCACCTAGAGAAG

Goua 24 Trinucleotido F- AAGAAGCTCAAACTTGLCTGTC 171-186 FAM 55 2

R- TCTTATTTCCACCTCTTTCCCA

Goua 25 Trinucleotido F- AGGACAACCATGCACCTACTTT 191-209 HEX 55 1
R- ATCCCAGCTCC AACACAA

BM 203 Dinucleotido |~ CGGTETGACATTTTGTTCCC 241-265 JOE 57 4
R- CTGCTCGCCACTAGTCCTTC

BM 757 Dinucleotido F- TGGAAACAATGTAAACCTGGG 195-227 FAM 55 3
R- TTGAGCCACCAAGGAACC

BM 1818 Dinucleotido F- AGCTGGGAATATAACCARAGG 251-279 FAM 55 2
R- AGTGCTTTCAAGGTCCATGC

RT 09 Dinucleotido F- TGAAGTTAATTTCCACTCT ~100 FAM 55 1
R- CAGTCACTTTCATCCCACAT

) . F- TCAGTCTCCAGGAGAGAAAAC
INRA 40 Dinucleotido 165-197 JOE 57 3
R- CTCTGCCCTGGGGATGATTG

CCSm 41 Dinucleotido F- AATTTCAAAGAACCGTTACACAGC 117-203 TAMRA 63 3

R- AAGGGACTTGCAGGGACTAAAACA

SPS113 Dinucleotido F- CCTCCACACAGGLTTCTCTGACTT 103-133 HEX 55 4
R- CCTAACTTGCTTGAGTTATTGCCC

TGLA 10 Dinucleotido F- CTAAATTTATCCCACTGTGGCTCTT ~150 NED 55 1
R- CAATCTGCAGTAGCATACATCCTTG

3.2.3 Genotipificacion

Los productos de PCR fueron corridos en microcapilar en un equipo AB/ 3500
de Applied Biosystems, en el servicio de secuenciacion del Instituto Pasteur de
Montevideo. El tamafio de los fragmentos fue examinado con el programa Gene

Marker V 2.4 (SoftGenetics).
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Por cambios en el servicio de secuenciacién algunas corridas (las primeras)
guedaron en base a un marcador de referencia el GS 500 old, y otras corridas con otro
marcador de referencia el GS 600. Al comparar el genotipado de muestras corridas con
ambos marcadores, se concluyé que no eran totalmente homologos. Para corregir este
error y poder hacer comparables las corridas con ambos marcadores, se eligieron para
cada locus entre 10 y 18 muestras que habian sido corridas en microcapilar con el
marcador de referencia GS 500 old. Se las amplificé en reacciones de PCR individuales
y se los envio a correr con el nuevo marcador de referencia GS 600.

Una vez genotipadas las muestras corridas, se comparé para cada locus y muestra
ambas corridas, y asi se establecié cuantos pares de bases se necesitaban correr las
matrices para que pudieran ser comparables. Ver Anexos 3, Tabla 1.

Se eligieron 20 muestras que fueron amplificadas por triplicado y en reacciones de
multiplex. Se usé un nuevo protocolo de ciclado “Touch Down”. El ciclado del “Touch
Down” consistid en: una etapa inicial de desnaturalizacién de 2 minutos a 95°C, seguida
por 10 ciclos: 30 segundos a 94°C, 90 segundos bajando la temperatura de 58°C a 56°C
(bajando medio grado cada 2 ciclos) y 60 segundos a 72°C, seguidos por una extension

Ill

final a 60°C por 40 minutos. En el caso del Multiplex C el “Touch Down” se inicié en
60°C llegando a 58°C. Para este protocolo se usaron cuatro multiplex: multiplex A:
Goua 16 y BM 757; multiplex B: Goua 24 y Goua 25; multiplex C: Inra 40 y BM 203;
multiplex D: Goua 7, Goua 21y RT 09. Los resultados se pueden ver en Anexos 3, Tabla

2.

Andlisis de diversidad genética y estructuracion poblacional

Al trabajar con ADN degradado o en baja concentracidon (como en el caso de
muestras no invasivas) se pueden generar errores en el genotipado. Se distinguen dos
tipos de errores: estocasticos y sistematicos. Los errores estocasticos son los que se
generan por pérdida de alelos y errores en la asignacion del genotipo, se pueden deber
a muchos factores como por ejemplo como consecuencia de baja concentracién de
ADN en la muestra. Esto puede llevar a la no amplificacién azarosa de algunos de los

alelos en algunas muestras (Miller & Waits, 2003). Se puede deber también a la
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amplificacién preferencial de alelos de menor tamano (Wattier et al., 1998). Durante
la reaccién de PCR puede suceder lo conocido como “tartamudeo de la polimerasa”, al
desplazarse la ADN polimerasa adicionar mayor numero de repetidos en la copia que
los que habia en el molde (Shinde et al,. 2003). Los errores sistematicos generan falsos
homocigotas dado que ciertos alelos no amplifican (alelos nulos) como consecuencia
de mutaciones en el sitio de unién al cebador. En esos casos se observa deficiencia en
la frecuencia de heterocigotos, si lo comparamos con lo esperado bajo el equilibrio de
Hardy-Weimberg, esto puede generar un sesgo en los andlisis poblacionales, esas
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg muchas veces se pueden confundir y
atribuirse a las generadas por endogamia, apareamiento fuera de la panmaxia o al
“Efecto Wahlund” (Van Qosterhout et al., 2004). En el “Efecto Wahlund” se observa
una reduccién en la frecuencia de heterocigotos pero debido a la existencia de varias
subpoblaciones agrupadas en una Unica muestra (Cosse, 2010; Selkoe & Toonen, 2006;
Chapuis & Estoup, 2007). Para evaluar y detectar posibles errores de genotipado
causado por alelos nulos, pérdida de alelos o tartamudeo de la polimerasa, se utilizé el
programa Micro-Checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). En caso de identificar
alelos nulos el programa estima las frecuencias de los mismos y ajustar las frecuencias

observadas (Van Oosterhout et al., 2004).

El equilibrio de Hardy- Weinberg (E H W) establece que en una poblaciéon las

frecuencias alélicas y genotipicas se mantendrdn constantes de generaciéon en
generacioén si no existen fuerzas evolutivas actuando. Este principio asume ciertos
supuestos: herencia mendeliana, apareamiento al azar (panmixia) dentro de la
poblacién, ausencia de migracion (la poblacién es un sistema "cerrado"), deriva (la
poblacidn es infinitamente grande), o seleccidn natural (Beebee & Rowe, 2008; Guo &
Thompson, 2003).

Un apartamiento del equilibrio de H-W de una poblacion sefiala que no se estdn
cumpliendo al menos uno de los supuestos. Por tanto el andlisis del equilibrio de H W
es util como hipétesis nula, para comprender los procesos que afectan a una poblacidn

real sometida a diferentes fuerzas evolutivas (Cosse, 2010).
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Los marcadores utilizados para realizar estudios genéticos poblacionales, no
deberian estar sometidos a presidon de seleccidn de ningln tipo, deben ser neutros
desde el punto de vista evolutivo, para asegurarse que las mutaciones que se producen
no son seleccionadas ni eliminadas. Es importante que los loci a utilizar como
marcadores genéticos se encuentren en Eq. H-W.

Para testear que los loci utilizados estén en equilibrio de Hardy-Weinberg, sean
neutros y que no estén ligados a genes que se encuentren bajo presion de seleccion,
se los evalué utilizando el programa Genepop on the Web V4.2 (Raymond & Rousset,
1995; Rousset, 2008) el cual emplea algoritmos de Cadenas de Markov de Monte Carlo
mediante el método descrito por Guo & Thompson (2003). Con el programa Genepop
V 4.2 se calcularon también los estimadores Fst para el conjunto de datos y Fis para
cada poblacién.

Para valuar cuan informativos son los loci a utilizar se calculd el PIC (contenido de
informacién polimérfica), como forma de medir el grado de polimorfismos de un locus
o del set de loci, mediante el programa Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007). El valor
de PIC se relaciona con la cantidad de alelos, asi como con su frecuencia para un locus
en determinada poblacidon. Se considera que el locus o el set de loci es informativo si
el PIC del mismo presenta valores superiores a 0,5; mientras que valores que se ubican
en el rango entre 0,25 -0,5 son medianamente informativos, y serdn considerados

como poco informativos aquellos cuyos PIC sean menores a 0,25 (Botstein et al., 1980).

Se utilizo el programa Structure V 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) para estimar el grado
de estructuracién genética en la poblacidn, con este programa se analizé la matriz de
datos de genotipos obtenidos para los diferentes loci de microsatélites, para el cual no
se definieron grupos a priori.

El programa Structure V 2.3.4 utiliza el método Bayesiano y asume un modelo en
donde existen K clusters caracterizados cada uno de ellos por un conjunto de
frecuencias alélicas. Los individuos muestreados son asignados probabilisticamente a
estos clusters, considerando que dentro de los mismos los loci se encuentran en
equilibrio Hardy - Weinberg y en equilibrio de ligamiento (Pritchard et al., 2009). La
corrida con el programa se realizé con la siguiente configuracién: “burn-in period”:

10.000, réplicas MCMC: 20.000, K: 1 a 5, réplicas: 10. Se utilizé la opcién por defecto
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de modelo con “admixture”, que admite la existencia de mezcla entre grupos
(Pritchard et al., 2000). El programa ajusta el modelo para un nimero de poblaciones
(K) determinado, cada una conteniendo un conjunto de individuos de forma que
presenten el minimo desequilibrio en relaciéon a H-W vy ligamiento. El K seleccionado
serd aquel que minimice estos valores, entonces son los propios datos los que
determinan el grado de estructuracidn. Para determinar el K mas probable una vez
realizadas las simulaciones, se utilizaron las aproximaciones implementadas en el
programa Structure Harvester Web V 0.6.9.4 (Earl & vonHoldt, 2012), donde el K mas
probable serd aquel que presente el mayor valor de maxima verosimilitud con menor

desvio estandar (Pritchard et al., 2000) y mayor delta K (AK) (Evanno et al., 2005).

Se realizaron analisis con el programa BOTTLENECK V 1.2.02 (Cornuet & Luikart,
1996), para evaluar si ocurrieron procesos de cuello de botella recientes en la
poblacién de la “ECFA”. Una poblacién que recientemente sufrié un cuello de botella
experimenta reduccién, tanto en numero de loci polimérficos como en su
heterocigosidad, sin embargo el nimero de alelos se reduce mds rdpidamente que la
heterocigosidad (Luikart et al. 1998), por lo que se espera observar un exceso de la
heterocigosidad en relacién a lo esperado en el equilibrio de H-W, dejando vacios en
la distribucion de alelos de la poblacion (Hajji et al., 2007). En el analisis incluimos dos
modelos de evolucién de microsatélites, de alelos infinitos (IAM) (Kimura & Crown,
1964) y el modelo de mutacion de un paso (SMM) (Kimura and Ohta 1978). Para este
analisis se utilizaron las muestras de la “ECFA”, para evaluar si sucedieron procesos de

cuello de botella reciente en esa poblacion.

El modelo IAM, supone que cada mutacion da origen a un alelo nuevo con una tasa
dada u. Este modelo no permite homoplasia. Alelos idénticos comparten el mismo
ancestro y son idénticos por descendencia.

Por lo contrario el modelo de SMM, supone que cada mutacién genera un alelo
nuevo tanto por adicién como por pérdida de una Unica unidad repetida simple u/2
para ambas direcciones. En este modelo dos alelos de tamafio muy diferentes estaran

menos relacionados que dos alelos de tamafio similar.
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3.3 Resultados

Se seleccionaron siete de los 14 loci de microsatélites extraidos de Ia
bibliografia, disefiados en especies relacionadas y que no habian sido probados con
anterioridad para venado de campo. Los loci: Goua 8, Goua 18 y Goua 20 no
amplificaron en venado de campo. Los loci: Goua 3 y Goua 17 amplificaron muy tenue
y en pocas muestras por lo que se los descartd. Los restantes 9 loci amplificaron en la
mayoria de las muestras y se enviaron a correr en microcapilar. Los loci: SPS 115y Goua
17 fueron monomorficos para la especie. Se seleccionaron a los que mostraron patrén

de amplificacién polimérfico (Tabla 3.3.1).
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Tabla 3.3.1. Resultados de amplificacién de los 14
loci testeados seleccionados de la bibliografia. En
rosado estan aquellos loci que amplificaron
mostrando un patrén polimérfico.

Locus |Patréon de amplificacion

Goua 3 |Amplificé muy Tenue
Goua 7 |Amplificé, polimorfico
Goua 8 [No amplificé
Goua 10 |Amplificaron pocas y tenue
Goua 16 |Amplifico, polimorfico
Goua 17 |[Amplificd, monomorfico
Goua 18 [No amplificé
Goua 20 [No amplificé
Goua 21 |Amplificd, polimorfico
Goua 24 |Amplifico, polimorfico
Goua 25 |Amplificd, polimorfico
SPS 113 [Amplificd, polimorfico
SPS 115 |Amplificé, monomorfico
RT 09 [Amplifico, polimorfico

En la Tabla 3.3.2 se muestran los alelos detectados para cada uno de los loci que
mostraron un patron de amplificacién polimérfico. Goua 7: n alelos=3; Goua 16: n
alelos=5; Goua 21: n alelos=4; Goua 24: n alelos =5; Goua 25: n alelos=5; RT 09: n
alelos=4; SPS 113: n alelos=6. (Tabla 3.5.2). Estos siete loci se sumaron a los seis que
ya habian sido probados para venado de campo (Cosse et al., 2007; Cosse, 2010),
generando un set de 13 loci de microsatélites para amplificar las muestras. Las

muestras analizadas con microsatélites se detallan en la Tabla 3 del Anexol.

Tabla 3.3.2. Alelos para los siete loci que mostraron patron de amplificacién polimérfico en el set de datos analizados. Con
rojo estdn lo alelos cuyas pruebas se realizaron con el cebador M 13 y en la Tabla se muestran corregidos.

Individuos |Poblaciones | Goua 7 | Goua 16| Goua 21| Goua 24| Goua 25| RT 09 [ SPS 113
SG 13 Los Ajos 155/163 139/145
SG 127 Los Ajos 136/142 151/159 157/166 |104/108

SG 143 Los Ajos 142/142 |193/201 |163/163 |165/168 |(175/178 |(102/104 |133/137
SG 206 Los Ajos 136/142 157/169 145/145
SG 49 El Tapado 207/211 |155/159 |159/165 100/102

SG 62 El Tapado 142/145 155/163 175/175 |102/104 |139/143
SG 64 El Tapado 155/155 157/169

SG 95 El Tapado 136/142 |201/203 |151/151 |156/162 |166/166 |[104/104 |129/139

“Variabilidad Genética en poblaciones uruguayas de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus)” 68



Todos los productos de PCR para los que se verificd amplificacion mediante
corrida electroforética se enviaron a correr en microcapilar al servicio de
secuenciacion. En muchos casos no fue posible realizar el analisis del cromatogramay

genotipado, dado que algunos tenian sefial muy baja y otros poca definicién.

Una vez que todas las muestras fueron genotipadas, se vio que no todos los
microsatélites del set de 13 loci amplificaron de forma similar. Aquellos loci que
amplificaron con sefial muy baja, o en muy pocas muestras se eliminaron de la matriz
final (SPS 113, TGLA 10, BM 1818 y CSSM 41), quedando informacién para nueve loci
(Goua7, Goual6, Goua21, Goua24, Goua25, RT09, BM203, BM757, INRA 40). También
se eliminaron de la matriz final aquellas muestras de las que teniamos informacién

para menos del 50% de los loci analizados).

A muchas corridas no se les pudo asignar genotipo dado que no fue posible leer el
cromatograma, esto fue una constante durante todo este trabajo, en algunos casos
debido a la poca sefial en otros porque las corridas tenian mucho ruido. Esto paso

sobre todo en las corridas en las que se usé el MIX ImmoMIX.

Muestras analizadas

Con el set de loci de microsatélites, se analizaron en total 111 individuos de las tres
poblaciones, 69 individuos de la poblacién de “ECFA” y 42 individuos de poblaciones
silvestres (n= 14 de “El Tapado” y n= 28 de “Los Ajos”). Se incluyeron cuatro individuos
mas provenientes del Zooldgico “Villa Dolores”. De la matriz de datos de 111 individuos
para 13 loci, se eliminaron aquellos loci que habian amplificado en muy pocas muestras
guedandonos con un set de 9 loci de microsatélites. A continuacién de eliminaron los
individuos de los que teniamos informacion para 4 o menos loci. Luego de depurada
la matriz de datos quedd con informacién para nueve loci y para 61 individuos de
poblaciones silvestres y en cautiverio, 41 de ellos de la poblacién “ECFA”, uno del

zooldgico “Villa Dolores” y 19 individuos provenientes de poblaciones silvestres (n=7
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de “El Tapado” y n=12 de “Los Ajos”). Esa matriz depurada es la que se usé para realizar

todos los analisis poblacionales con microsatélites (Anexo 3, Tabla 3).

Para los 61 individuos y los nueve loci se hallaron entre cinco y trece alelos,
siendo RT 09 el locus con menos alelos e INRA 40 el locus con mas alelos (Tabla 3.3.3).
Sin embargo por poblacién la cantidad de alelos hallados por locus es menor. En la
poblacion “Los Ajos” se hallaron entre cuatro y siete alelos. En “El Tapado” se
obtuvieron entre tres y seis alelos. La poblacion de “ECFA” es en la que tenemos datos
para mas individuos y es en la que se hallé mayor diversidad alélica entre cuatro y diez
alelos dependiendo del locus que miremos, y al igual que en el conjunto de las tres
poblaciones, RT 09 fue el locus con menor nimero de alelos y INRA 40 el locus con
mayor numero de alelos (Tabla 3.3.3). Para los nueve loci se hallaron alelos
compartidos por las tres poblaciones y alelos Unicos para al menos una de las
poblaciones analizadas, para todos los loci se halaron alelos Unicos para la poblacion

de “ECFA”.

En la Tabla 3.3.3 se muestras los alelos hallados para cada loci en total y por

poblacién.

Tabla 3.3.3. Alelos hallados por locus y en cada poblacién.

n° de
Locus Alelos "Los Ajos" "El Tapado" "ECFA"
alelos
115, 127, 130, 133, 136, 139, n=6 (127, 130, 133, 136, 139,
Goua7 n=7 n=5 (115, 130, 133, 136, 139) n=4 (130, 133, 136, 139)
142 142)
185, 189, 193, 197, 201, 205, =6 (185, 193, 197, 201, 205, | n=6(185, 189, 197, 205, 209,
Goua 16 n=8 n=5 (185, 189, 193, 197, 201) | " ! n=6(
209, 213 209) 213)
Goua 21 n=11 144, 148, 130, 152, 154, 136, n=4 (148, 152, 156, 160) n=5 (144, 148, 152, 156, 160) | " 9(150, 152, 154, 156, 158,
" 158, 160, 162, 164, 168 - e - P TR 160, 162, 164, 168)
Goua 24 n=8 153,156,159, 162, 165,168, | | _ 5 (156, 162, 165, 168, 174) | " © (1 196, 159,162,165, | n=6(153, 156, 159, 162, 165,
) 171, 174 " P I 168) 171)
157, 160, 163, 166, 169, 172, =8 (157, 160, 163, 166, 169,
Goua 25 n=8 n=5 (157, 160, 166, 172, 175) n=3(157, 160, 172) n=8(
175,178 172,175, 178)
BM203 | ne1p | 21%218.224,226,228,230, | n=6(212,224,230, 238,240, | | 051c 530 934 936, 24) | 8 (218 224, 226, 228, 230,
} 232, 234, 236, 238, 240, 242 242) ) i 232, 234, 240)
BV 757 -1 177,179, 181, 183, 187,189, | n=7(177, 179, 181, 183,187, | n=6(177, 179, 183, 187, 195, | n=9(177, 179, 181, 183, 189,
- 191, 195, 197, 199, 201, 205 189, 191) 197) 191, 199, 201, 205)
145, 147, 149, 151, 155, 157, =6 (147, 149, 155, 161, 163, | n=10(145, 147, 149, 157, 161,
INRA 40 n=13 n=4(145, 147,151, 157) | " O n=10(
161, 163, 165, 167, 169, 171, 171) 163, 165, 167, 169, 175)
RT 09 n=5 98, 100, 102, 104, 106 n=4(98, 100, 102, 106) n=3(98, 100, 102) n=4(98, 100, 102, 104)
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La matriz de datos obtenida fue analizada con el programa Microchequer V 2.2.3 y este
indicé que probablemente los locus Goua 16 y BM 757 tengan algun alelo nulo, no se

realizaron correcciones.

El andlisis de desequilibrio de ligamiento con el Genepop V 4.2 dio para todas las
combinaciones de loci en todas las poblaciones P valores mayores a 0,05 por lo que se

acepta que no hay ningun par de loci ligado.

En la Tabla 3.3.5 se muestran los resultados obtenidos del analisis con el programa
Cervus V 3.0.7, para cada locus, donde se muestre el nimero de alelos (k), nUmero de
individuos (N) heterocigosidad observada y esperada. Se analizaron entre 39 y 54
individuos dependiendo del locus. La heterocigosidad observada promedio fue de
0,716 y la heterocigosidad esperada promedio 0,75. En general ambas
heterocigosidades son valores similares para cada locus, el locus que muestra mayor
diferencia entre estos dos valores es el Goua 16, en el que la heterocigosidad
observada es casi la mitad del valor de la esperada. El programa Cervus V 3.0.7 también
estima si cada uno de los loci estd en equilibrio de Hardy-Weiberg y justamente el Goua
16 es el Unico que se aleja del mismo.

Para el conjunto de loci se analizaron 61 individuos, para nueve loci y el promedio de
alelos por locus es 9,444, el promedio de informacién polimérfica (PIC) es 0,7106, la
probabilidad combinada de no exclusién (par de padres) es 0,00000206 y la
probabilidad combinada de no exclusién (identidad) es de: 2,732E0,

Para todos los loci el PIC fue mayor a 0,5 es decir que individualmente todos los loci
son altamente informativos, en cada caso el PIC varié entre 0,525 y 0,901 (Tabla 3.3.4).
El conjunto de loci de microsatélites utilizados presenté un PIC de 0,7106 que nos habla
de un set altamente informativo. También se evalud el set para cada poblacion: “ECFA”
PIC = 0,6626; “Los Ajos” PIC=0,6150; “El Tapado” PIC=0,6569. En Anexos 3, Tabla 4 se
detalla el numero de alelos, contenido de informaciéon polimérfica (PIC),

heterocigosidad observada y esperada, por locus para cada poblacién.
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Tabla 3.3.4. Datos obtenidos de los andlisis con el programa Cervus V 3.0.7. K es el numero de alelos
hallados para ese locus, N es el nimero de individuos analizados para ese loci, Hobs y Hesp son la
heterocigosidad observada y esperada respectivamente, PIC contenido de informacidn polimdrfica.

Locus K N Hobs | Hesp PIC NE-1P | NE-2P
Goua 7 7 39 0.795 0.763 0.713 0.649 0.471
Goua 16 8 51 0.353 0.610 | 0.583 0.774 | 0.586
Goua 21 12 54 0.722 0.775 0.741 0.601 0.422
Goua 24 8 50 0.820 | 0.739 | 0.689 0.670 | 0.495
Goua 25 8 47 0.660 | 0.700 [ 0.662 0.698 0.514
BM 203 12 35 0.800 | 0.901 0.878 0.370 | 0.226
BM 757 12 39 0.667 0.801 0.775 0.547 0.367
INRA 40 13 39 0.923 0.857 | 0.828 0.469 0.304

RT 09 5 48 0.708 | 0.604 [ 0.525 0.809 0.670

En la Tabla3.3.5, se muestran los resultados de los anadlisis con el Genepop, de la
probabilidad de estar en Equilibrio de Hardy Weinberg. Teniendo en cuenta todos los
locus, solamente estd en equilibrio la poblacién “El Tapado”. Todos los locus ademas
estan en equilibrio para esa poblacién. Las poblaciones “Los Ajos” y “ECFA” no se

encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg.
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Tabla 3.3.5. Se muestra por Locus y por poblacion, la probabilidad de que
estén en EHW. En la columna marcada en gris se muestran las
probabilidades para cada locus de todo el conjunto de datos. En la Fila
marcada en gris se muestran las probabilidades de EHW para cada
poblacién teniendo en cuenta a todo el conjunto de loci. Los valores no
significativos estan marcador con un *.

ET LA ecpa | 10008 0s
datos
G7 0,773 0,002* 0,118 0,044*
Gl16 0,773 0,000* 0,001* 0,000*
G21 0,781 0,256 0,001* 0,000*
G24 0,770 0,767 0,168 0,027*
G25 0,115 0,913 0,310 0,212
BM203 1,000 0,179 0,440 0,072
BM757 0,796 0,199 0,030* 0,026*
INRA 40 1,000 1,000 0,362 0,111
RTO9 0,101 1,000 0,000* 0,010*
Todos los
Loci e Hig Sig* 0,0000*

Con el programa Genepop V 4.2 se realizé el test de deficiencia de heterocigotas y
mostré que solo la poblacion de “Los Ajos” estd fuera del equilibrio.

En la Tabla 3.3.6 se muestra los valores de Fst’'S estimados para todos los loci para
todas las poblaciones y los valores de p, calculados con el programa FreeNA. Los Fst
hallados no son significativos por lo que no se ven diferencias entre las poblaciones

estudiadas.
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Tabla

3.3.6.

Fst

estimado

entre las

poblaciones analizadas. Bajo la diagonal de
muestran los Fsr, y sobre la diagonal los
obtenidos con el

valores de p. Datos

programa FreeNA.

ET LA ECFA

ET 0,091 | 0,083

LA | 0,047 0,159
ECFA | 0,058 | 0,097

Con el programa Genepop V 4.2 se estimo el Fis, coeficiente de endogamia. Para el
conjunto de datos el Fis fue de 0,047. Por poblaciones el Fis fue: “El Tapado” Fis=0,0201,
“Los Ajos” Fis= 0,2407, “ECFA” Fis: -0,0573. Segun los resultados en “El Tapado” y

“ECFA” practicamente hay panmixia es decir apareamiento al azar.

Una vez corrida la matriz con el Structure V 2.3.4 se usé el Structure Harvester web V
0.6.94 para elegir el valor de K (n° de poblaciones). El k mas probable fue K=2 (Figura
3.3.1). En la Figura 3.3.2 se muestra el grafico del Structure para K=2. Se pueden
distinguir dos grupos, una por los individuos del 1 al 19 la cual estaria constituida por
los individuos de ambas poblaciones silvestres es el clister mayoritariamente rojo; la
otra poblacion el clister mayoritariamente verde compuesta con los individuos del 20
al 61, se trata de todos los individuos de “ECFA” y el individuos del Zooldgico “Villa
Dolores”, el que se sabe es hijo de una pareja que se llevd desde “ECFA” a “Villa

Dolores.

En la Figura 3.3.2 se muestra el grafico generado con el programa Structure V 2.3.4. Se
usé la matriz que se muestra en Anexo 3, Tabla 3, donde estdn todos los individuos
como una misma poblacién, ordenados de menor a mayor por nimero de muestra.
Cada barra representa a un individuo, el nimero que estd debajo es el nimero de
posicién del individuo en la matriz. Del individuo 1 al 19 son de poblaciones silvestres,
el nimero 20 es el SG 250 que es un individuo del Zooldgico “Villa Dolores”, y del

nimero 21 al 61 son individuos de “ECFA” (Tabla 3.3.7).
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Mean of est. Ln prob of data

Si bien con el Structure se ven dos grupos, los valores de FST no dieron significativos,
por lo que no vemos estructuracién en las poblaciones Uruguayas con estos

marcadores.

En el analisis de los datos de microsatélites con el programa BOTTLENECK V 1.2.02 para
la poblacién de “ECFA”, realizado bajo la hipdtesis de equilibrio de mutacidn-deriva
tanto para el modelo IAM como para SMM no se observé un exceso de heterocigotas,
como el esperado bajo un proceso de cuello de botella reciente.

Se observé deficiencia de heterocigotas solo bajo el modelo SMM.

Figura 3.3.1. Graficos obtenidos con el programa Structure Harvester Web V 0.6.94 del analisis de las corridas del programa
Structure. A) Gréfico del Logaritmo neperiano de maxima verosimilitud con su desvio estandar (L(K)(mean+-SD) para cada uno
de los K grupos B) Grafico de Delta k: B. simulacién.

A L(K) (mean +- SD) B Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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3.4 Discusion

Caracterizacion de un set de loci polimérfico

El conjunto de nueve loci de microstélites seleccionado, es un set altamente
polimérfico. Los loci no estan ligados y en su mayoria se encuentran en equilibrio de
Hardy — Weinberg. Este set nos permitio evaluar pardmetros poblacionales en venado
de campo, como niveles de endogamia y estructuracién genética. Por lo que podria ser

utilizado en estudios poblacionales.

Estructura genética poblacional

Los analisis genéticos previos con marcadores mitocondriales (Gonzalez et al.,
1998) mostraron diferencias genéticas entre los individuos de las poblaciones
silvestres “Los Ajos” y “El Tapado”. Posteriormente con estudios morfométricos
(Gonzédlez et al., 2002) se determinaron que ambas poblaciones conformaban

unidades de conservacion distintas, considerandolas dos subespecies.

Para la poblacién de “Los Ajos” hallamos un apartamiento del equilibrio de Hardy-
Weinberg. Esto podria ser causado por es el reducido nimero de muestra (n=12); sin
embargo estudios previos (Cosse et al., 2007; Cosse, 2010) encontraron resultados
similares con casi el triple de nUmero de muestras (n=34). El Fis para esa poblacién
muestra que hay exceso de homocigotas, esa podria ser una causa de que la poblacién
se encuentre fuera del equilibrio. Hay muestras y loci compartidos entre los estudios

realizados por Cosse et al. (2007) y los realizados en este trabajo.
Si bien en la poblacién de “El Tapado” se analizaron 7 muestras los resultados
obtenidos indican que la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg y el

apareamiento entre los individuos de la poblacién es al azar.

Los marcadores mitocondriales son una herramienta muy utilizada para la

reconstruccién de la historia de poblaciones y especies (por las caracteristicas del ADN
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mitocondrial) (Gonzalez et al., 2016). La regidn hipervariable D-loop en general se
utilizan para identificacion a bajos niveles, especies y subespecies (Arif & Khan, 2009),
y por tanto esta region presenta altas tasas de mutacién comparado con los genes que
codifican para proteinas. Mientras que los marcadores localizados en genes
mitocondriales son una buena herramienta para andlisis genéticos en bajas categorias
como: familias, género y especies, los loci de microsatélites han sido empleados en
estudios de parentesco y en estudios cldsicos de estructura genética en poblacionesy
permiten una vista alternativa al ADNmt de herencia materna. Estos marcadores son
tipicamente caracterizados por altas tasas de mutacion, altos niveles de polimorfismos
y en consecuencia un nivel mas fino de resolucién para dinamicas poblacionales (Hardy
et al., 2003). Con los marcadores mitocondriales (NADH 5 y D-loop) se observd
diferenciacién entre “El Tapado” y “ECFA” (Fst). Sin embargo con los microsatélites no
se hallé estructuracién entre las poblaciones uruguayas de venado de campo, los

valores de Fst entre las poblaciones no fueron significativos.

En “ECFA” a pesar de ser una poblacién en cautiverio y pequefia se hallé
diversidad con marcadores nucleares que con mitocondriales. Dado el manejo de la
poblacién “ECFA”, sin registros genealégicos claros, ni andlisis genéticos, el nimero de
individuos a partir de la cual se origind, las generaciones que se estiman han
transcurrido y que no se han incorporado nuevos animales, una de nuestras hipdtesis
de trabajo fue que la poblacién presente en “ECFA” tendria altos niveles de endogamia.
Sorprendentemente, la poblacion estd en equilibrio H-W y no presenta endogamia, lo
gue indicaria un buen manejo. En un trabajo previo con este tipo de marcadores en

una poblacién cautivas en otra especie de ungulado (Antilope Addax), originada a partir

de un nimero menor de individuos se hallaron resultados similares (Armstrong et al.,
2010). En el Huemul, analisis con 14 loci de micirosatélites en 58 muestras de tejidos
colectados en una en poblacién silvestre del Lago Cochrane en una reserva nacional en
Chile, se hallé una baja diversidad genética y los resultados mostraron una reduccién
poblacional reciente (cuello de botella). Sin embargo en esa poblacién pequefia se
observé indices de Fis cercano a cero (Fis=0.009) lo que indica que no habria endogamia

(Cortietal., 2011).
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Para cada locus analizado se hallaron alelos unicos en la poblacién “ECFA”,
mientras que para poblaciones silvestres algunos loci también presentaron alelos
Unicos (Tabla 3.3.3). Esto probablemente se deba a que “ECFA” esté en proceso de
diferenciacion genética de “El Tapado”, aunque el nimero de individuos analizados de

“El Tapado” fue bajo.

No se pudo caracterizar a todos los individuos presentes en la poblacién “ECFA”,
por lo que seria muy importante en un futuro continuar con la caracterizacién genética
de esta poblacidn en cautiverio y la informacién a obtenerse serd de gran importancia
a la hora de seleccionar individuos reproductores.

Para mantener la poblacidn de “ECFA” a largo plazo es relevante conservar la
diversidad actual, para eso lo recomendable es reproducir en mayor proporcién a los
individuos cuyos genotipos estdn menos representados en la poblacién, y en menor
proporcion a los que estan mas representados; evitar lo mds posible la pérdida de la
diversidad presente, asi como priorizar la conservacion de los genotipos presentes
también en “El Tapado” (Gonzalez et al., 2016).

Un seguimiento mds constante de cada individuo, acompafiado de un sistema de
marcaje mas claro, permitird tener registro de la genealogia de cada recinto y asi evitar

cruzar individuos relacionados.

Es muy recomendable poder implementar en Uruguay un programa de Cria en
cautiverio de venado de campo, similar al llevado a cabo con éxito en Brasil en el ciervo
de los pantanos (Duarte, 2003). Para ello seria necesario caracterizar genéticamente a
los individuos presentes en otros zooldgicos de Uruguay y realizar un plan eligiendo
algunos zooldgicos, en cada uno establecer stocks con individuos de “ECFA” donde en
cada grupo de venados deberd estar representado la mayor variabilidad genética

posible, y asegurarse de que se trate de individuos no relacionados.

Este sistema daria un respaldo en caso de que sucedan catastrofes y se pierda el
stock en alguna unidad del sistema de cria. Cada cierto tiempo se pueden intercambiar
individuos entres los centros participantes de este sistema de cria, de forma que los

individuos que presentan genotipos menos frecuentes dejaran descendencia en mas
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de un centro y eso contribuira a disminuir la posibilidad de pérdida de genotipos poco
frecuentes.

Dado el stress de captura que sufren estos animales, como forma de asegurar su
bienestar, una posibilidad podria ser solo mover crias, y emplear técnicas de

fecundacion in vitro.

El andlisis genealdgico (“studbook”) previene a través de cruzas dirigidas, la
seleccion artificial y la endogamia, lo que se refleja directamente en el mantenimiento
de la diversidad genética (Gonzalez et al., 2016). Por esta razén es importante que todo
este plan sea seguido de cerca registrando la genealogia, y con control sanitario de

todos los animales y lugares en donde estén.

La seleccién artificial, perdida de diversidad genética y la depresién por
endogamia son las principales preocupaciones que se enfrentan al disefiar un

programa de conservacion ex situ (Gonzalez et al., 2016).

Comunmente los stocks cautivos de especies amenazadas son fundados por un
pequefio nimero de individuos, generando un cuello de botella artificial lo que resulta
en baja diversidad genética en la primera generacion (efecto fundador). El pequefio
stock inicial sumado a la deriva génica explica cdmo la poblacidn efectiva se mantiene
baja durante varias generaciones y también causa perdida masiva de diversidad
genética en los stocks cautivos (Ballou et a/.2010). La poblacion “ECFA” se origind en
1981 a partir de 21 individuos de “El Tapado”. A pesar de la historia de esta poblacion,
no se observd un proceso de cuello de botella poblacional reciente. A partir de los
resultados obtenidos no se acepta la hipdtesis de cuello de botella reciente en “ECFA”.
En poblaciones silvestres de esta especie Cosse (2010) tampoco encontré indicios de

proceso de cuello de botella reciente en la poblacién “Los Ajos”.

En la cria en cautiverio el objetivo de la genética es retener lo mas intacta posible la
diversidad genética de los fundadores, para que el stock actué como reservorio

genético de la especie a largo plazo (Ballou et al., 2010).
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Actualmente es imprescindible a la hora de establecer un programa de cria en
cautividad para ciervos neotropicales seguir las siguientes consideraciones: i) Correcta
identificacion de taxones (especies, subespecies); ii) Seleccidn de posibles fundadores;
iii) mantener el stock cautivo identificado y marcado (microchip, tatuaje, etiquetas); iv)

Mantener registros genealdgicos detallados (Gonzalez et al., 2016).

Cuando se comenzd con la poblacién “ECFA” no se realizé estudios genéticos a los
individuos fundadores y tampoco se guardaron muestras de los mismos, por lo que no
podemos evaluar la conservacion de la diversidad de los individuos fundadores; pero
si podemos velar por conservar la diversidad presente actualmente en “ECFA”, con
especial esfuerzo en preservar los genotipos que también se encuentran en la
poblacidn silvestre “El Tapado”. Para esto es necesario continuar con los analisis hasta
contar con la caracterizaciéon genética de todos los individuos del stock cautivo y
analizar mayor nimero de muestras de “El Tapado”. Si bien los individuos de “ECFA”
estan marcados con caravana, mejoraria mucho el manejo utilizar otras caravanas que
se visualicen mejor, asi como colocarles caravanas a los individuos al momento que
nacen. Estos detalles ayudarian a poder mejorar el registro genealdgico. El cudl es

indispensable para mejorar el manejo.

“Variabilidad Genética en poblaciones uruguayas de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus)”

81



4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
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Los marcadores mitocondriales empleados en esta tesis D-loop
(fragmento de 161 pb) y NADH 5 (fragmento de 473 pb), son Utiles para

analizar variacién poblacional.

Con ambos marcadores mitocondriales de detectd subestructuracion

entre poblaciones Uruguayas.

Se obtuvo por amplificacién cruzada un set de 9 loci de microstélites que

permitiria estudios poblacionales en venado de campo.

Con el set de microsatélites se detectd estructuracién moderada. Con los
marcadores mitocondriales se vio estructuracion poblacional estadistica

significativa.

En la poblacion de “ECFA” que se originé con individuos de “El Tapado”,
ya comenzaron a detectarse procesos de diferenciacion genética entre
estas poblaciones, probablemente debido al manejo de la misma. Esto se
ve con los marcadores mitocondriales y los microsatélites. En caso que se
hagan reintroducciones de los animales de “ECFA” a la naturaleza no seria

recomendado que fuesen en “El Tapado”.

Con los microsatélites no se detectd evidencia de que la poblacion “ECFA”

haya atravesado un proceso de cuello de botella reciente.

Los resultados sugieren que es importante realizar un manejo
reproductivo de esta poblacion considerando el parentesco de los
individuos e incluyendo aquellos individuos que estén menos

representados en el pool reproductor.
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Perspectivas:

Seria de interés mediante técnicas NGS (Next Generation Sequencing), obtener
los mitogenomas para varios individuos de todas las poblaciones silvestres

conocidas para ésta especie.

A futuro sera necesario analizar a todos los individuos de la poblacién “ECFA”
con varios marcadores moleculares tanto mitocondriales como nucleares, con
el fin de poder elaborar un plan de manejo y conservacion para esa poblacién
gue asegure su viabilidad a largo plazo, como forma de conservary proteger el

acervo genético del venado de campo que hay en la misma.

Reconstruir la genealogia de la poblacion teniendo en cuenta los datos

obtenidos en esta investigacion.

Generar un plan de manejo y conservacidon del venado de campo con un
sistema de metapoblaciones, en el cudl se incluyan mas zooldgicos, y no estén
todos los individuos solo en “ECFA”, de esta forma no sélo se previene la
pérdida de diversidad por causas de catastrofes, sino que aumenta las
posibilidades de realizar educacién ambiental con estos animales, sobre el rol
del venado en los campos naturales y la importancia de la conservacién de la

fauna nativa.
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5. IMPLICANCIAS PARA LA CONSERVACION
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Se recomienda modificar el manejo de “ECFA”, de forma que se conserve la diversidad
genética presente hoy en dia. Sobretodo contemplar por la conservacién de Ia
diversidad compartida con “El Tapado”. La poblacién “ECFA” no estad en equilibrio de
H-W, no hay endogamia. Como estrategia de conservacién de la diversidad de “ECFA”
se recomienda: i) continuar con la caracterizacion genética de los individuos, ii)
reconstruir la genealogia para todos los recintos, iii) elaborar plan de manejo que
asegure la viabilidad en los proximos 100 afios y contemple introduccidon de material
genético, vy iv) planificar reintroducciones en predios adecuados en el norte del

Uruguay.
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7. ANEXOS
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Anexo 1

Anexo 1, Tabla 1. Detalle de todas las muestras de
poblaciones silvestres utilizadas en esta tesis. Para cada una
se detalla el tipo de muestra y el sexo del individuo.

Poblacién "Los Ajos"

Acrénimo | Tipo de muestra | Sexo
SG 15 Felpa del asta Macho
SG 34 Asta con sangre Macho
SG 44 Hueso Hembra
SG 56 Pelos Hembra
SG 58 Piel y glandula Hembra
SGI91 Tejidos y pelos Macho
SG 118 Sangre Hembra
SG 121 Pelos Hembra
SG 124 Sangre Hembra
SG 127 Sangre Hembra
SG 129 Sangre Macho
SG 133 Sangre Hembra
SG 142 Fecas Macho
SG 143 Sangre y fecas Macho
SG 144 Fecas Macho
SG 147 Hembra
SG 159 Tejidos Macho
SG 207 Pelo y cuero Hembra
SG 245 Tejido (feto) ?

Poblacion "El Tapado"

SG 10 Pelos y corazén Macho
SG 45 Huesos y piel ?
SG 47 Tejido Macho
SG 49 Huesos y piel Macho
SG 62 Tejido Macho
SG 63 Piel y glandula Hembra
SG 64 Tejido Macho
SG 82 Tejido Macho
SG 95 Tejido Macho
SG 96 Pelos Macho
SG 97 Piel ?
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Anexo 1, Tabla 2. Lista de las muestras colectadas en marco de este
trabajo en la “Estacion de Cria de Fauna Autdctona, Tabaré
Gonzalez”, Cerro Pan de Azlcar (“ECFA”). Para cada muestra se
detalla: el tipo de muestra colectada, el recinto en que estaba el
individuo al momento de la colecta, el sexo y el individuo. El nimero
es el de la caravana que tenia cada uno y la letra hace referencia al
color de la caravana. N: caravana color naranja, C: caravana color

celeste, A: caravana color amarrillo. s/c que no tenia caravana.

Tipo de
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Acrénimo Recinto | Individuo | Sexo
Muestra
SG 251 Pelo E4 Crias/c | Hembra
SG251b Tejido E4 Crias/c | Hembra
SG 252 Tejido E3 Cria s/c ?
SG 253 Feca E7 Crias/c | Hembra
SG 254 Feca E7 125N Hembra
SG 255 Feca E7 18A Macho
SG 256 Feca E2 67 A Hembra
SG 257 Feca E2 16 A Hembra
SG 258 Feca E2 8A Macho
SG 259 Feca E2 Crias/c | Hembra
SG 260 Feca E2 42A Hembra
SG 261 Fecay pelo E9 02C Macho
SG 262 Fecay pelo EQ 01C Macho
SG 263 Pelo E2 s/c Hembra
SG 264 Feca E7 s/c Macho
SG 265 Pelo El 52 A Hembra
SG 266 Pelo E9 34 A Macho
SG 267 Pelo E9 06C Macho
SG 268 Pelo E9 05C Macho
SG 269 Pelo E9 s/c Macho
SG 270 Pelo E9 07C Macho
SG 271 Pelo EQ 04C Macho
SG 272 Feca E4 s/c Hembra
5G 273 Fecay E8 43A | Hembra
Tejido
SG 274 Tejido E1l Cria, 52 Macho
SG 275 Feca E8 44 A Hembra
SG 276 Feca ES 10 Macho
SG 277 Pelo ES 35 Hembra
SG 278 Feca E4 Cria Macho
SG 279 Feca s/c Hembra
SG 280 Feca E4 46A Hembra
SG 281 Feca E4 24 Hembra
SG 282 Feca E4 s/c Hembra
SG 283 Feca E4 64 Hembra
SG 284 Feca E4 Crias/c | Hembra
SG 285 Feca E4 13 Hembra
SG 286 Feca E4 1 Macho
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SG 287
SG 288
SG 289
SG 290
SG 291
SG 292
SG 293
SG 294
SG 295
SG 296
SG 297
SG 298
SG 299
SG 300
SG 301
SG 302
SG 303
SG 304
SG 305
SG 306
SG 307
SG 308
SG 309
SG 310
SG311
SG312
SG 313
SG 314
SG 315
SG316
SG 317
SG 318
SG319
SG 320
SG321
SG 322
SG323
SG 324

Pelo
Pelo
Pelo
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Pelo
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Pelo
Feca
Feca
Feca
Pelo
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Feca
Tejido
Tejido
Feca
Feca
Feca
feca

E2
EO1
ES
ES
E5
E5
ES
E 42
E42
E42
ES
ES
E3
E3
E3
E3
E3
E3
El
El
E7
E7
E7
ES8
El
El
E3
El
E2
ES8
ES8
E7
ES5
ES8
E42
E42
E42
ES5

s/c
91
s/c
s/c
s/c
11
36 A
40
a7
32
48
111
20
8C
s/c
23
123
s/c
96
128
29
s/c
Cria s/c
45
s/c
37
45
126
Cria s/c
Cria s/c
28
60
Cria s/c
56
26
6
27
Cria s/c

Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
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Anexo 1, Tabla 3. Lista de todas las muestras empleadas en esta tesis y los andlisis que se hicieron con cada una.

Poblacion "Los Ajos"

Poblacion "ECFA"
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Secuen Real Secuencia Secuencia 'E(riwacla Secuencia

Muestra | ciaD- | Time D- NADH 5 Microsatélites Muestra D-Loop D- NADH 5 Microsatélites

Loop Loop Loop
SG 13 X SG 270 X X X
SG 15 X X SG 271 X X
SG 19 X SG 272 X X X
5G 27 X SG 273 X X
SG 34 X X SG 274 X X X X
SG 44 X X SG 275 X X X
SG 56 X SG 276 X
SG 58 X SG 277 X X
SG 59 X SG 278 X X X X
SGI91 X X SG 279 X
SG 109 X SG 280 X X X
SG 118 X X SG 281 X X X
SG 121 X SG 282 X
SG 124 X SG 283 X X X
5G 127 X SG 284 X X
SG 129 X X SG 285 X X
SG 130 X SG 286 X X
SG 133 X SG 287 X
SG 142 X SG 288 X
SG 143 X X SG 289 X X
SG 144 X SG 290 X X
SG 147 X SG 291 X X
SG 155 X SG 292 X X
SG 159 X SG 293 X X
SG 203 X SG 294 X X
SG 204 X SG 295 X X
SG 207 X SG 296 X X
SG 245 X SG 297 X X

Poblacion "El Tapado" SG 298 X X
SG 10 X X SG 299 X
SG 45 X X SG 300 X X
SG 47 X X SG 301 X X
SG 48 X SG 302 X X
SG 49 X X SG 303 X X
SG 61 X SG 304 X X X
SG 62 X SG 305 X X
SG 63 X SG 306 X
SG 64 X SG 307 X X X
SG 82 X X SG 308 X
SG 93 X SG 309 X X
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SG 95 X X SG 310 X X X
SG 96 X X SG 311 X X X
SG 97 X SG 312 X X X
Poblacién "ECFA" SG313 X X X
SG 251 X SG 314 X X X
SG251b| X X X SG 315 X X
SG 252 X X X SG 316 X X X
SG 253 X X X SG 317 X X X
SG 254 X X SG 318 X X X
SG 255 X X SG 319 X X X X
SG 256 X X SG 320 X X
SG 257 X X SG 321 X X X
SG 258 X X SG 322 X X X
SG 259 X X SG 323 X X X
SG 260 X X SG 324 X X
SG 261 X X
SG 262 X
SG 263 X X SG 247 X
SG 264 X X SG 248 X
SG 265 X X SG 249 X
SG 266 X X SG 250 X
SG 267 X X
SG 268 X X X X
SG 269 X X X
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Anexol. Tabla 4. Muestras usadas para los analisis de Dloop adicionales a las muestras

amplificadas y secuenciadas en este trabajo

Muestra Procedencia Muestra Procedencia
SG01 |Zoo.san Carlos| Uruguay SL 006
SG 20 Zoo. Salto Uruguay SL012
SG16 | Zoo.Durazno | Uruguay SLO013
SG 60 SL015
SG 112 | Parque Lecoq | Uruguay SL035
SG 113 SL 040 San Luis Argentina
3G 04 ECFA antiguas| Uruguay SL 049
VSG 11 SL 057
SG 09 SL 061
SG 10 SL 067
SG 17 SL 070
SG 49 El Tapado Uruguay PV 3
SG 76 PV 7 SantaFe | Argentina
SG 95 PV 11
SG 1623 FB 38 ve
SG 02 FB 39 ve . .
Parana Brasil
SG 07 FB 46 ve
SG 19 FB 51 ve
SG 34 SP 13 pe
SG 91 Los Ajos Uruguay SP 14 pe
SG 109 SP 15 pe
SG 118 SP 17 pe
SG 126 SP 19 pe
SG 134 SP 51 pe EMAS Brasil
SG 24 SP 52 pe
SG 39 SP 53 pe
SG 40 Bahia . SP 54 pe
SG 42 Samborobén Argentina SP 55 pe
SG 43 SP 56 pe
SG 52 SP 36 pt
SG72 SP 38 pt
SG 18 SP 40 pt
SG 66 SP 41 pt
SG 67 SP 42 pt | Pantanal Brasil
3G 68 San Luis Argentina oP 43 pt
SG 83 SP 44 pt
SG 8 SP 46 pt
SG 86 SP 50 pt
SG 104
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Anexo 2

Secuencias de los fragmentos del ADN Mitocondrial generadas en este trabajo.
D-loop

Haplotipo 1 de D-loop. Individuo: SG 278 (Poblacién “ECFA”).
TGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGGGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGGTAGATTTGAC

TAAATGTGCCATGTACGATCAATAATAATATGTACTATGTACTATAAATAATATCATGGACTTGCTTAT
AAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

Haplotipo 2 de D-loop. Individuo: SG 252 (Poblacién: “ECFA”).

TGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGGGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAGTAGA
TTTGACTAAATGTGCTATGTACGATCAATAATAATATGTACTATGTACTATAAATAATATCAT
GGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

NADH 5

Haplotipo 1 (H1) de NADH 5. Individuo: SG 118 (Poblacion “Los Ajos”).

AGCAGGCATTTTCCTATTAATTCGTTTTTACCCACTAACAGAAAATAATAAAATTGCACAALCT
ATCTTATTATGTCTAGGAGCTATCACCACTCTTTTCACAGCAATATGCGCTCTTACTCAAAACG
ACATTAAAAAAATTATTGCTTTCTCTACATCTAGTCAATTAGGCCTTATAATAGTAACAATTGG
CATCAATCAACCCTACCTAGCATTTCTCCATATTTGCACTCATGCTTTTTTCAAAGCCATATTAT
TTATATGCTCCGGTTCTATTATCCACAGTCTAAATGATGAACAAGACATTCGAAAAATAGGCG
GCTTATTTAAAGCCATACCATTTACCACAACAGCCCTAATTATTGGCAGCCTAGCACTAACAG
GAATGCCTTTTCTTACTGGATTTTATTCCAAAGACCTAATTATCGAGACCATTAACACGTCGT
ATACCAACGCCTGAGCCCTCCTAATAA

Haplotipo 2 (H1) de NADH 5. Individuo: SG 143 (Poblacion “Los Ajos”).

AGCAGGCATTTTCCTATTAATTCGTTTTTACCCACTAACAGAAAATAATAAATTTGCACAATCT
ATCTTATTATGTCTAGGAGCTATCACCACTCTTTTCACAGCAATATGCGCTCTTACTCAAAACG
ACATTAAAAAAATTATTGCTTTCTCTACATCTAGTCAATTAGGCCTTATAATAGTAACAATTGG
CATCAATCAACCCTACCTAGCATTTCTCCATATTTGTACTCATGCTTTTTTCAAAGCCATATTAT
TTATATGCTCCGGTTCTATTATCCACAGTCTAAATGATGAACAAGACATTCGAAAAATAGGCG
GCTTATTTAAAGCCATACCATTTACCACAACAGCCCTAATTATTGGCAGCCTAGCACTAACAG
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GAATGCCTTTTCTTACTGGATTTTATTCCAAAGACCTAATTATCGAGACCATTAACACGTCGT
ATACCAACGCCTGAGCCCTCCTAATAA

Haplotipo 3 (H1) de NADH 5. Individuo: SG 283 (Poblacién “ECFA”).

AGCAGGCATTTTCCTATTAATTCGTTTTTACCCACTAACAGAAAATAATAAATTTGCACAATCT
ATCTTATTATGTCTAGGAGCTATCACCACTCTTTTCACAGCAATATGCGCTCTTACTCAAAACG
ACATTAAAAAAATTATTGCTTTCTCTACATCTAGTCAATTAGGCCTTATAATAGTAACAATTGG
CATCAATCAACCCTACCTAGCATTTTTCCATATTTGCACTCACGCTTTTTTCAAAGCCATATTAT
TTATATGCTCCGGTTCTATTATTCACAGTCTAAATGATGAACAAGACATTCGAAAAATAGGCG
GCTTATTTAAAGCCATACCATTTACCACAACAGCCCTAATTATTGGCAGCCTAGCACTAACAG
GAATGCCTTTTCTTACTGGATTTTATTCCAAAGACCTAATTATCGAAACCATTAACACGTCGTA
TACCAACGCCTGAGCCNTCCTAATAA

Haplotipo 4 (H4) de NADH 5. Individuo: SG 10 (Poblacién “El Tapado”).

AGCAGGCATTTTCCTATTAATTCGTTTTTACCCACTAACAGAAAATAATAAATTTGCACAATCT
ATCTTATTATGTCTAGGAGCTATCACCACTCTTTTCACAGCAATATGCGCTCTTACTCAAAACG
ACATTAAAAAAATTATTGCTTTCTCTACATCTAGTCAATTAGGCCTTATAATAGTAACAATTGG
CATCAATCAACCCTACCTAGCATTTCTCCATATTTGCACTCACGCTTTTTTCAAAGCCATATTAT
TTATATGCTCCGGTTCTATTATTCACAGTCTAAATGATGAACAAGACATTCGAAAAATAGGCG
GCTTATTTAAAGCCATACCATTTACCACAACAGCCCTAATTATTGGCAGCCTAGCACTAACAG
GAATGCCTTTTCTTACTGGATTTTATTCCAAAGACCTAATTATCGAAACCATTAACACGTCGTA
TACCAACGCCTGAGCCCTCCTAATAA
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Anexo 3, Tabla 2. Matriz de genotipos para los 20 individuos que se realizaron las corridas por
triplicado, y con el protocolo de Touch Down

Goua7

Goua 16

Goua 21

Goua 24

Goua 25

RT 09

BM 203

BM 757

INRA 40

SG 247

Ld
000 000

Ld
000 000

000

L
000

000 000

Ld
000

000

Ld
000

000

222 224

000

Ld
000

165

165

SG 248

000 ' 000

000 000

000

" 000

165 171

000

000

102

104

222 224

000

" 000

165

SG 249

130 133

Ld
000 000

000

L4
000

L4
000 000

Ld
000

000

Ld
000

000

Ld
000 000

000

Ld
000

000

167
Ld

000

SG 250

130 139

Ld
000 000

158

158

159 165

Ld
000

000

Ld
000

000

224 226

000

Ld
000

167

167

SG 252

000 ' 000

000 000

000

000

159 171

160

166

000

000

000 000

179

183

147

167

SG 255

Ld
000 000

209 213

L4
000

000

L4
000 000

Ld
000

000

100

102

Ld
000 000

Ld
000

000

147

159

SG 256

133 139

209 213

L
000

000

000 000

Ld
000

000

100

102

Ld
000 000

000

Ld
000

147

147

SG 257

130 133

205 209

152

162

159 162

000

000

100

102

000 000

177

183

147

163

SG 258

L
000 000

209 213

L4
000

000

159 162

Ld
000

000

000

Ld
000

Ld
000 000

177

183

149

161

SG 260

Ld
000 000

209 213

152

158

159 162

166

175

100

102

Ld
000 000

183

183

147

161

SG 261

Ld
000 000

209 213

L4
000

000

000 ' 000

000

r
000

100

102

224 232

183

191

163

167

SG 267

Ld
000 000

Ld
000 000

L4
000

000

159 162

166

178

102

102

226 228

183

205

163

175

SG 273

130 139

209 213

156

160

159 162

166

175

100

102

Ld
000 000

000

Ld
000

000

Ld
000

SG 280

Ld
000 000

Ld
000 000

000

L4
000

159 159

166

166

100

102

Ld
000 000

177

177

149

163

SG 286

Ld
000 000

Ld
000 000

158

164

000 000

166

166

Ld
000

000

Ld
000 000

183

183

149

163

SG 293

Ld
000 000

Ld
000 000

150

158

162 | 162

Ld
000

000

Ld
000

000

Ld
000 000

183

183

000

Ld
000

SG 294

130 139

Ld
000 000

150

154

159 162

r
000

000

r
000

000

224 228

183

183

000

Ld
000

SG 302

133 139

L
000 000

L4
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000

159 171
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100

102

226 240

183

183

149

161

SG 303

Ld
000 000
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150

158

162 171
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102
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000 000

183

183

145

149
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000 000
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000 000
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000

000 ' 000

r
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r
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000

240 240

183

183

149

163
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Anexo 3, Tabla 3. Matriz de
genotipos depurada, que se
usd para realizar todos los
andlisis.

“Variabilidad Genética en po

Goua 7

Goua 16

Goua 21

Goua 24

Goua 25

BM 203

BM 757

INRA 40

RT 09

SG 10

130 136

000 000

Lg
152 160

Ly
000 000

Lg
166 166

Y
230 234

L
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Ly
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Ly
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L
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LS
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L
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L
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L
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L
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L
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Ly
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Lg
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1/
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¥
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L
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165 165
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L
000 000

SG63
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v
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¥
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SGIa1

L
000 000

000 000

LJ
152 160

Ly
000 000

LY
166 166

1
212 224

L
179 183

Lg
147 157

Ly
000 000

SG 95

Ls
000 000

L
197 201

L
144 148

L
153 159

L
166 166

Ly
000 000

L
177 179

Ly
000 000

L
102 102

SG 96

Ly
000 000

000 000

LJ
152 156

L
159 165

LY
157 157

Y
260 242

L
187 179

LJ
155 171

Ly
100 102

SG 127

L
130 136

000 000

L
152 156

L
000 000

L
157 166

Ly
000 000

L
179 183

Ly
000 000

L
102 106

SG 129

Ly
133 133

L
193 193

LJ
160 160

Ly
000 000

Ly
000 000

Y
138 240

L
177 189

Ly
000 000

Ly
000 000

SG 142

L
139 139

L
197 197

L
160 160

L
000 000

Ly
000 000

L
240 240

000 000

L
147 147

L
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¥
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L
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¥
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L
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L
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156 160
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4
000 000

L
179 187
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000 000
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L
130 139

000 000

L
158 158

L
159 165

Ly
000 000

L
224 226

000 000

L
167 167

L
000 000
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Lg
000 000

L
189 197

LJ
160 160

Lg
159 162

Lg
172 175

4
000 000

000 000

Ld
149 163

Lg
098 098

SG251b

L
133 139

L$
213 213

L
152 156

L
153 159

L
166 166

L
228 230

L
191 199

Ly
000 000

L
100 104

SG 252

Lg
000 000

L
185 197

Ld
152 156

Lg
159 171

Lg
160 166

4
228 230

¥
183 205

Ld
147 167

Lg
000 000

SG 257

L
130 133

L$
205 209

L
152 162

L
159 162

Ly
000 000

L
000 000

L
177 183

L
147 163

L
100 102

SG 258

Ly
133 139

L
209 213

Lg
160 164

Lg
159 162

Ly
000 000

¥
218 218

L
179 183

Ld
149 161

Ly
100 102

SG 260

L
000 000

L g
209 213

L
152 158

L
159 162

L
166 175

L
000 000

L
183 183

L
147 161

L
100 102

SG 261

136 139

209 213

158 158

159 162

166 169

224 232

183 191

163 167

100 102

SG 262

000 000

197 197

160 160

000 000

166 175

224 228

189 199

149 163

102 104

SG 264

139 142

209 209

160 164

159 162

166 175

000 000

000 000

147 147

000 000

SG 265

133 133

197 197

000 000

159 165

163 166

000 000

183 205

147 163

100 102

SG 266

000 000

197 205

160 164

159 162

000 000

230 230

000 000

000 000

102 102

SG 267

133 136

197 197

160 160

159 162

166 178

226 228

183 205

163 175

102 102

SG 268

000 000

197 205

160 164

162 162

000 000

224 228

191 205

163 167

100 102

SG 269

000 000

197 205

160 164

159 162

000 000

230 234

201 205

157 167

102 102

5G 270

133 133

197 197

160 160

162 162

166 166

226 230

000 000

157 163

100 102

SG 273

130 139

209 213

156 160

159 162

166 175

228 234

000 000

147 163

100 102

SG 274

000 000

197 197

160 164

159 162

163 166

000 000

205 205

000 000

100 102

SG 277

000 000

197 197

158 168

159 162

166 175

000 000

000 000

000 000

100 102

SG 280

000 000

197 197

152 160

159 159

166 175

000 000

177 177

149 163

100 102

SG 283

133 139

197 197

160 160

159 162

157 166

224 230

191 201

163 175

100 104

SG 284

133 139

197 197

152 160

162 165

166 175

000 000

000 000

149 163

100 104

SG 286

133 139

197 197

158 164

159 162

166 166

000 000

183 183

149 163

100 102

SG 288

000 000

000 000

160 164

000 000

172 175

228 234

000 000

149 161

102 102

SG 293

133 142

197 197

150 158

162 162

166 175

000 000

183 183

000 000

098 100

5G 294

130 139

209 209

150 154

159 162

157 175

224 228

183 183

000 000

100 104

SG 298

000 000

197 197

152 156

162 165

175 175

000 000

000 000

000 000

100 102

SG 300

130 133

197 209

152 160

159 162

178 178

000 000

000 000

147 163

100 100

SG 302

133 139

197 197

152 160

159 171

172 175

226 240

183 183

149 161

100 102

SG 303

000 000

000 000

150 158

162 171

166 175

000 000

183 183

145 149

100 102

SG 304

133 139

197 197

160 160

159 171

166 166

000C 000

000 000

149 167

100 102

SG 306

133 133

197 209

152 160

159 162

000 000

240 240

183 183

149 163

000 000

SG 307

133 139

000 000

152 160

000 000

172 175

000 000

183 201

157 163

100 102

SG 308

133 139

189 197

152 160

162 162

166 166

228 240

000 000

000 000

100 102

SG313

136 139

197 197

000 000

159 162

163 166

232 234

000 000

161 163

100 102

SG 314

136 139

197 197

000 000

162 165

157 178

000 000

000 000

000 000

102 102

SG316

130 136

000 000

000 000

000 000

166 166

228 232

183 183

163 167

100 102

SG 317

136 139

197 197

152 154

159 171

163 166

000 000

000 000

000 000

000 000

SG318

136 139

197 197

150 154

162 162

169 175

226 226

177 181

149 165

100 102

SG 319

000 000

000 000

160 160

156 159

000 000

226 228

183 183

167 169

000 000

SG321

136 139

197 197

000 000

159 165

166 166

000 000

000 000

000 000

100 102

SG 322

127 130

197 197

000 000

162 171

166 172

000 000

000 000

161 167

000 000
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Anexo 3, Tabla 4. Muestra Para cada poblacidn analizada,

por locus el nimero de alelos, Hobs, HExp y PIC

El Tapado

Locus K N Hobs HEXP PIC
G7 4 4 1,000 [ 0,821 | 0,667
G16 6 5 0,800 | 0,867 | 0,748
G21 5 7 0,857 | 0,736 | 0,647
G24 6 6 0,833 | 0,879 | 0,777
G25 3 5 0,200 | 0,511 | 0,410
BM203 5 5 1,000 | 0,800 | 0,676
BM757 6 5 1,000 | 0,867 | 0,748
INRA40 6 3 1,000 [ 1,000 | 0,810
RTO9 3 7 0,286 | 0,538 | 0,427

Los Ajos

Locus K N Hobs HEXP PIC
G7 5 7 0,286 | 0,791 | 0,700
G16 5 10 0,100 | 0,668 | 0,595
G21 4 11 0,545 | 0,671 | 0,580
G24 5 6 0,667 | 0,667 | 0,577
G25 5 8 0,625 | 0,708 | 0,618
BM203 6 8 0,625 | 0,817 | 0,728
BM757 7 10 0,800 | 0,847 | 0,778
INRA40 4 5 0,800 | 0,644 [ 0,535
RTO9 3 6 0,667 | 0,530 | 0,424

ECFA

Locus K N Hobs HEXP PIC
G7 6 27 0,889 | 0,743 [ 0,684
G16 6 36 0,361 | 0,529 | 0,490
G21 10 35 0,771 | 0,776 | 0,740
G24 6 37 0,838 | 0,655 | 0,582
G25 8 34 0,735 | 0,711 | 0,664
BM203 8 21 0,810 | 0,864 | 0,825
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