B 5 _
5
/&]9 /

ANIl | oée  reocce

Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas - Subdrea Genética
Programa de Desarrollo de Ciencias Bdsicas (PEDECIBA)
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica
Montevideo, Uruguay

2017

Analisis genético de poblaciones de
Mazama gouazoubira (Fischer, 1814).
Implicancias para su conservacion.

Lic. Maria Pia Aristimuno

Departamento de Biodiversidad y Genética
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (1IBCE)

Orientador: Dra. Susana Gonzdlez (1IBCE)

Co — orientador: Dr. José Mauricio Barbanti Duarte (UNESP, Brasil)

Tribunal:

Dra. Gabriela Bedé
Dra. Eileen Amstrong

Dra. Leticia Bidegaray




AGRADECIMIENTOS

A la Agencia Nacional de Investigacidon e Innovacién por la beca de posgrado que permitio la realizacién de esta
maestria, a la Comision Sectorial de Investigacion Cientifica que financié parte de este trabajo, y a la Asociacién de
Universidades Grupo Montevideo que me concedid la beca para la estadia en NUPECCE, Jaboticabal, Brasil.

A Susana, por ensefiarme tantas cosas y guiarme en este trabajo, por su paciencia para ver su concrecidn
(ifinalmente!), y su generosidad para compartir siempre su conocimiento conmigo. Al Instituto de Investigaciones
Bioldgicas Clemente Estable, por el espacio para la realizacion de este trabajo, y por la oportunidad de formar parte de
su equipo.

A Mauricio, por su co-orientacion, por aceptarme en su laboratorio, por su hospitalidad durante ese periodo y su
amabilidad y disposicion siempre para todas las consultas.

A todas las personas que colaboraron en la recolecciéon de muestras, o de una forma u otra facilitaron muestras para
su inclusidn en este trabajo. Especialmente al SNAP y sus guardaparques (particularmente a Dante Roibal), y a Enrique
Gonzalez y Raul Maneyro por permitirme visitar las colecciones del Museo Nacional de Historia Natural y la Facultad
de Ciencias para tomar muestras y medir ejemplares.

A todos mis compafieros del laboratorio de Biodiversidad y Genética del IIBCE, por su buena onda, las manos siempre
dispuestas a ayudar, y por el lindo ambiente de trabajo que compartimos. Tengo un precioso recuerdo de estos afos
de trabajo junto a ustedes. Un “gracias” especial a todos los “conservacionistas”: por su dedicacién y esfuerzo
cotidiano para conocer y preservar nuestra fauna autéctona.

A todos los integrantes de NUPECCE, por su increible hospitalidad durante mi estadia alli. Por la gran ayuda que
fueron para el trabajo de laboratorio, por todos los mates compartidos, y por hacer de esa experiencia tan
enriquecedora para esta tesis como para mi vida.

A mi familia, principalmente papa y mamd, por apoyarme siempre, por acompafiarme con entusiasmo en las
busquedas de cacas y de huellas, y sobre todo, por todo lo suyo que reconozco en mi.

A Nico, por aguantarme el cansancio y las noches de tesis, y por sentir siempre como propia mi felicidad.

A mis amigas y amigos, que agradezco todos los dias que estén, por dar siempre para adelante y ayudar con ese
ultimo empujoncito que faltaba.

A estos lindos animalitos, que me hicieron dudar, pensar y estudiar, me enseflaron a perseverar y me llevaron a
conocer muchos lugares y muchas personas. Espero de corazén haber aportado un granito de arena para su
conocimiento y conservacion.



TABLA DE CONTENIDOS

RESUMEN ....cuiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieiieiiieiiseiisesiasiassssissstassrassrassssssssssssssssssassssssssssasssas 10
ABSTRACT ... iiiiiiiiinireiiiiireiinesiesiratrastsestasstasstassrsssssssssssassssssrsssssssasssassrassrnsssnsss 11
INTRODUCCION ....coctiiiriririsisssssscnsseeessstsssssssssssssssssssssenesssssssssssssssssssssssssases 12
Cérvidos neotropicales: caracteristicas e historia evolutiva..........ccccceeeeeicciiiiieeee e, 12
Los ciervos del género Mazama y Mazama gouUQZOUDBIIQ ..............ccocececuveeeeeeeeeecccciiieeeeeeeeeeecrvneeens 13
Genética para la conservacidn y aplicacion de marcadores moleculares .......cccccceeeeecciiieeeeeeeeeeeenns 15

ADN MIEOCONAITAL. ..ttt b ettt ettt e bt e s bt e s bt e sate st e et e e b e enbeesbeesmeesaeeentean 17

VHICEOSAEIITES. .. eeeeteeetee ettt et sttt et b e e st e e at e e sa b e e s bt e e sabeesabbesnbeesabaeesabeesabeesneeesneeanns 18
Antecedentes Y JUSTIICACION .....cocueiiiiiiieiie e s s 19
HIPOTESIS.....cuciiiiiiitsesssessssssssesesee ettt sasss sttt ss s sssasssasns 22
OBJETIVOS.....cuiiiiiiiiiiiiiiiiieineiireiieesiairairesisesissstassrassssssssssssssassssssssssasssasssnsssnsss 23
(0] o [ RNV o =1=] o =T - | F R UPRPRR 23
(0] o) [ RNV o R =] o 1T ol 1 ol 1R UPRURRN 23
MATERIALES Y METODOS ......ooevueeiernresseisseessesssesssessssssesssesssesssssssessesssssssesssssssssnes 24
Obtencion y procesamiento 0B MUESTIAS....uuuiiiiiiiieeiirieeeeeeeeeeiicirrreeeeeeeeeeenrrereeeeeeeessnrssrereeeseesennnnes 24
Extraccion y cuantificacion d@ ADN ........eoeiiiiieiiiiiiieeee et e e e e e eeseerrree e e e e e e s esabrreeeeeeeeesennnrseeeees 25
Amplificacion por PCR y secuenciacion de ADN mitocondrial........cccovveeeeeeiiiiiiiiieeeeeee e, 26
Amplificacion de microsatélites y disefio de PCR MUItIPIEX c...ccovveeiireeieiiei e 27
ANaAlisis DIoINTOrMATICO. .. .iiiieiie e 29

Andlisis bioinformatico de secuencias de ADN mitocondrial ........cccceeveeiiiniiniiniieeeeeeeeeee e 29

Andlisis bioinformatico de 1oci de MICroSatélites .........cocoieiiiiiiiiiieeee e 31
RESULTADOS ...cuiiiiiuiiieiiieiieiieiiaiiieiisesissiairsssssissstassrassrassssssssssssssasssassssssssssasssas 34
Procesamiento d@ MUESEIAS ......coiuiiirieriieee ettt st e e sneessn e s neeeneennneeas 34
Analisis de secuencias de ADN mitoCONdrial ........ocveiiiiiiiiiiiiie e 35

U4 Te] Y D (o To T BRSSP 35

Desarrollo de cebadores para el gen CitOCrOMO D....uevieii oo e e 48

Secuencias del ZeN CILOCITOMIO D....ii i e e e e et e e e saab e e e e s tbaeesannaaeeeas 49



Secuencias concatenadas de fragmentos de ADN mitocondrial ........ccooeveciiiiiiieiiiicciiieeee e 52

Amplificacion de loci de microsatélites y disefio de PCR MUItipleX ......ccveeeevciieeeeiiiiee e, 58
Andlisis bioinformatico de loci de MicroSatélites .........cooueriiiiiiriiiniieeeee e 60
DISCUSION Y CONCLUSIONES .....ccueeeureeuriineeireseessnessnessesssesssesssesssessesssesssesssesssssnes 63
Diversidad y estructuracién genética de las poblaciones a partir de analisis de fragmentos del ADN

MIEOCONATIAL .t 63
Filogeografia e historia demografica de [as poblaciones............ceeeeciiiieecciiii i, 64

Uso de microsatélites como marcador molecular: disefio de multiplex para PCR y caracterizacion

(o L e V=Y o - To I oL 0 1= ot PSPPSR 65
Conclusiones acerca del muestreo y distribucidon de [a eSpecie.......cccuveieiviiieeiiiiieee e 67
Implicancias para la conservacion de la especie y definicién de Unidades de Manejo .................... 68
PERSPECTIVAS ...cuiieiiiiiiitiitiiitiiiieintiinieiteeiineeiitsesstseisessisenssnesssnssssssssssssssssssnens 70
3= TR L] Y 1 O 71
ANEXOS ...ttt re s s s e s e s e s s e s s e s s s a e s an s sansans 85
TABLAS

Tabla 1. Condiciones de amplificaciéon por PCR para tres fragmentos de ADN mitocondrial de
Mazama gouazoubira utilizados en este trabajo.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificaciéon de loci de microsatélites de Mazama
gouazoubira.

Tabla 3. Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacién de loci de microsatélites de Mazama

gouazoubira. Se muestran los dos juegos de multiplex generados durante el transcurso de este
trabajo 19: 1-3; 29: A-C.

Tabla 4. Matriz de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias para un fragmento de 600
pb de la regién D- loop de Mazama gouazoubira.

Tabla 5. Lista de individuos y haplotipos determinados para un fragmento de 600 pb de la regién
D- loop de Mazama gouazoubira.



Tabla 6. Lista de individuos y haplotipos identificados para un fragmento de 159 pb de la regién
D- loop de Mazama gouazoubira

Tabla 7. Resumen de resultados de andlisis AMOVA implementado en software Arlequin v 5.3.2.
(a), (b) y (c) representan diferentes agrupaciones probadas en diferentes corridas.

Tabla 8. Lista de haplotipos identificados para un fragmento de 225 pb del gen citocromo b de
Mazama gouazoubira.

Tabla 9. Valores de Fst pareados entre poblaciones. La linea subrayada indica valores
significativos con p< 0,05. Estimados con Arlequin v.3.5.1.3. Las poblaciones Rivera, Cer_L (Cerro
Largo), Tac (Tacuarembd), T_Y_t (Treinta y Tres), Mald (Maldonado), Lav (Lavalleja) y Rocha
corresponde a Uruguay, y las poblaciones RGS (Rio Grande do Sul), SC_PA (Santa Catarina y
Parand), MGS (Mato Grosso do Sul) y SP_BA_ MG (Sao Paulo, Minas Gerais y Bahia) corresponden a
Brasil.

Tabla 10. Lista de muestras secuenciadas y haplotipos encontrados para un fragmento de
secuencias concatenadas del ADN mitocondrial (159 pb de la regién D- loop y 214 pb del gen
citocromo b) de Mazama gouazoubira.

Tabla 11. Exito de amplificacién por locus de microsatélite testado. (X) indica que el individuo fue
amplificado con éxito para ese loci.

Tabla 12. Tamafios alélicos asignados para 5 loci de microsatélites testados en 4 muestras de M.
gouazoubira (ADN control positivo y ADN extraido de materia fecal). X indica que no fue posible
asignar alelos para esa muestra para ese locus.

Tabla 13. Genotipos determinados para 8 loci de microsatélites en 29 muestras de individuos de
Mazama gouazoubira de Uruguay (continda en la pdgina siguiente).

Tabla 14. Valores reportados en este trabajo (columna M. gouazoubira) para 29 muestras
analizadas, y valores reportados en bibliografia (columna Referencia) para otras especies de
cérvidos en cuanto a: numero de alelos (Na), heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad
observada (Ho), valores de probabilidad (p- valor) para el test del equilibrio H-W, coeficiente de
endogamia (FIS) para cada locus, y niumero de muestras analizadas (n) para cada locus.



FIGURAS
Figura 1. Mapa de distribucion de Mazama gouazoubira. Adaptado de Duarte & Gonzalez, 2010.

Figura 2. Individuos de M. gouazoubira: a - Hembra adulta (fotografia tomada en Parque
Nacional Santa Teresa, Rocha, Uruguay) b - Macho adulto (fotografia tomada en Estacién Bioldgica
Potrerillo de Santa Teresa, Rocha, Uruguay) c - Juvenil (ORicardo Kuehn) d - Macho con astas en
crecimiento (fotografia tomada con cdmara trampa en Parque Nacional San Miguel, Rocha,
Uruguay)

Figura 3. Mapa mostrando la distribucion geogréfica de la especie Mazama gouazoubira
(contorno amarillo, tomado de UICN 2016) y las muestras analizadas en este trabajo (puntos
azules). Realizado con QGIS versién 2.6.0.

Figura 4. Red haplotipica TCS construida con 22 haplotipos (obtenidos a partir de 24 individuos)
de un fragmento de 600 pb de la regidn D- loop del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira.
Las mutaciones se muestran como lineas sobre las ramas. Los diferentes colores corresponden a
diferentes localidades de muestreo: RGS (Rio Grande do Sul), ES (Espirito Santo), MG (Minas
Gerais), RGN (Rio Grande do Norte), MGS (Mato Grosso do Sul), GO (Goias), SP (Sao Paulo), PA
(Parand), CE (Ceard), MGO (Mato Grosso). Extraido del software PopArt.

Figura 5. Mapa de haplotipos hallados por localidad de muestreo. Construido con 22 haplotipos
(obtenidos a partir de 24 secuencias muestreadas en 10 localidades de Brasil) de un fragmento de
600 pb de la regién D-loop del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira.

Figura 6. Arbol filogenético consenso construido utilizando el algoritmo de Maximun Likelihood,
con 10.000 réplicas de bootstrap, y tomando como modelo de sustituciéon nucleotidica Tamura-Nei
93, para 25 secuencias de 600 pb de la regién D- loop de Mazama gouazoubira de Brasil y
Ozotoceros bezoarticus como grupo externo. MG = Minas Gerais, MS = Mato Grosso do Sul, GO =
Goias, PR = Parand, RGS= Rio Grande do Sul, SP = S3o Paulo, ES = Espirito Santo, MT = Mato Gross,
RN = Rondonia, CE = Ceara. Extraido de MEGA 6.0

Figura 7. Red haplotipica TCS construida con 69 haplotipos (obtenidos en 121 secuencias) de un
fragmento de 159 pb de la regién D- loop del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira. Las
mutaciones se muestran como lineas sobre las ramas. Los diferentes colores corresponden a
diferentes localidades de muestreo (total = 11; 7 de ellas corresponden a diferentes puntos de
muestreo dentro de Uruguay). Extraido del software PopArt.



Figura 8. Grafico "mismatch distribution" representando la distribucién empirica de las
frecuencias de diferencias nucleotidicas pareadas para el niUmero total de secuencias analizadas
para la regién D- loop del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira sobre la linea punteada (121
secuencias), y la distribucidon esperada bajo el modelo de expansién demografica sobre la linea
continua. Tomado de DnaSP v 5.0.

Figura 9. (a) Cronograma construido con BEAST v. 1.8 a partir de 69 haplotipos de ADN
mitocondrial de Mazama gouazoubira de Uruguay, grupo externo Ozotoceros bezoarticus. Por
debajo de los nodos se muestra la edad de nodo en millones de afios, por encima se muestra la
probabilidad posterior de ese nodo (sdlo si p = 0,9. (b) Se muestran en colores haplotipos y/o
clados pertenecientes a diferentes localidades de muestreo: Azul = Uruguay; Amarillo = Brasil;
Rojo = Bolivia; Violeta = Paraguay; Rosa = Argentina

Figura 10. Representacion gréfica de los grupos de poblaciones testeados en el AMOVA: (1)
RIVERA+ TACUAREMBO+CERRO LARGO + RGS + SC_PA (2) ROCHA + MALDONADO + LAVALLEJA +
TREINTA Y TRES (3) ARGENTINA + PARAGUAY + MGS (4) BOLIVIA_MT (5) SP_BA_MG, con un valor
de Fst=0,22.

Figura 11. Red haplotipica TCS construida con 19 haplotipos (obtenidos en 47 secuencias) de un
fragmento de 225 pb del gen citocromo b del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira. Las
mutaciones se muestran como lineas sobre las ramas. Los diferentes colores corresponden a
diferentes localidades de muestreo: Tac_Riv, Lav, RioNegro, Maldonado y Rocha corresponden a
localidades de Uruguay. BRC = Brasil Centro (Sao Paulo y Minas Gerais); BRS = Brasil Sur (Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parand); Brasil Norte = Pernambuco y Rio Grande do Norte. Grafico
obtenido com el software PopArt.

Figura 12. Cronograma inferido con BEAST v. 1.8 a partir de 19 haplotipos del gen citocromo b de
Mazama gouazoubira. Por encima de los nodos se muestra la probabilidad posterior del nodo.

Figura 13. Red haplotipica TCS construida con 21 haplotipos de fragmentos concatenados de la
region D- loop y gen citocromo b del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira. Las mutaciones
se muestran como lineas sobre las ramas. Grafico obtenido con el software PopArt.

Figura 14. Cronograma construido con BEAST 1.8 para 21 haplotipos del ADN mitocondrial
(fragmento del gen citocromo b de 214 pb + fragmento de la regién D — loop de 159 pb) de
Mazama gouazoubira de Uruguay. Por debajo de los nodos se muestra la edad de nodo en MA,



por encima se muestra la probabilidad posterior del nodo. En negro se observan los individuos del
norte del pais y en gris los individuos del sur.

Figura 15. Distribucion de la frecuencia de diferencias nucleotidicas pareadas para el nimero
total de secuencias (en linea punteada). La linea continua muestra la distribucién esperada bajo el
modelo de expansion. Tomado de DnaSP v 5.0

Figura 16. Perfil demografico Bayesiano (Bayesian Skyline Plot) para las secuencias de ADN
mitocondrial de Mazama gouazoubira analizadas. La linea negra muestra el valor observado a
partir de la mediana y las lineas grises el intervalo de confianza (95% HPD). El eje Y representa
Ne*tiempo generacional, mientras que el Eje X representa el tiempo en millones de afios (MA). La
linea vertical indica la exitencia de un cambio en la funcién demografica.

Figura 17. Mapa de Uruguay representando las localidades muestreadas y los grupos analizados
en el AMOVA. En la esquina superior izquierda se indica el porcentaje de varianza entre grupos
(EG), entre poblaciones dentro de grupos (EP/DG) y dentro de poblaciones (DP).



ANEXOS

ANEXO I. Muestras relevadas

Anexo l.a. Listado de muestras colectadas en distintos puntos de Uruguay, relevadas en las
colecciones del Museo Nacional de Historia Natural (acrénimo MNHN), Facultad de Ciencias
(acréonimo ZVCM) y Departamento de Biodiversidad y Genética (acronimos ANI, MSG, MF, BV y LC)
del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.

Anexo L.b. Listado de muestras colectadas en Brasil, Argentina, Paraguay y Bolivia relevadas en
las colecciones del Museo Nacional de Historia Natural (acronimo MNHN), Facultad de Ciencias
(acrénimo ZVCM) y Departamento de Biodiversidad y Genética (acrénimos MSG y MGT) del
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.

Anexo l.c. Listado de muestras relevadas en NUPECCE, Jaboticabal, Brasil incorporadas en esta
tesis.

ANEXO Il. Muestras analizadas

Anexo ll.a. Listado de muestras incorporadas en este trabajo para el andlisis de secuencias de
ADN mitocondrial.

Anexo ll.b Listado de muestras incorporadas en este trabajo para el andlisis de loci de
microsatélites.

ANEXO Ill. Secuencias

Anexo lll.a. Secuencias de la region D- loop del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira de
600 pb.

Anexo lll.b. Secuencias de 159 pb de la region D- loop del ADN mitocondrial de Mazama
gouazoubira.

Anexo lll.c. Secuencias de 226 pb del gen citocromo b de Mazama gouazoubira.

Anexo lll.d. Secuencias concatenadas de 159 pb de la region D- loop y 214 pb del gen citocromo
b de Mazama gouazoubira.



RESUMEN (500 palabras)

El "guazu bird" (Mazama gouazoubira) es un cérvido de mediano tamafio, que habita principalmente en
bosques y posee una amplia distribucién geografica en la regidén sur de Sudamérica. El objetivo de este
trabajo fue caracterizar genéticamente individuos de esta especie muestreados en diferentes poblaciones,
representativas del total de su area de distribucidn, con el fin de analizar su estructura poblacional y
variabilidad genética. Para esto, se utilizaron dos regiones del ADN mitocondrial (citocromo b y D- loop)
como marcadores moleculares. Ademas, se buscé poner a punto un set de microsatélites informativos y
polimdrficos para esta especie, para su uso en muestras de ADN degradado. Se disefiaron protocolos para
amplificacidn por PCR y posterior secuenciacion de fragmentos de 600 pb y 159 bp de la regién D- loop. Se
disefiaron cebadores para amplificar por PCR y secuenciar un fragmento corto e informativo del gen
citocromo b de 214 pb. Se probaronon dos posibles juegos de multiplex para amplificacién por PCR de 16
loci de microsatélites. La especie posee una gran diversidad genética a nivel del ADN mitocondrial. Se
encontrd un alto nimero de haplotipos para D —loop y citocromo b. El gran numero de haplotipos Unicos, el
analisis mismatch distribution para la regidn D- loop y la forma de estrella de la red haplotipica para el gen
citocromo b son posibles sefiales moleculares de la radiacién explosiva de la especie. Se detectd con el
analisis AMOVA moderada diferenciacién (Fst = 0,22), siendo la subdivision testada mas probable de 5
grupos. En cuanto a los microsatélites, se detectaron entre 8 y 22 alelos por loci para 9 loci analizados. La
media del contenido de informacidn polimdrfica fue PIC= 0,7951. Este trabajo representa una aproximacion
a la utilizacién de microsatélites para evaluar un pequeiio nimero de muestras de la especie, incluyendo
muestras de ADN degradado. Los resultados de este trabajo apoyan la clasificacidon actual de la especie
como de “Preocupacién Menor” dada su alta variabilidad genética, aparente gran tamano poblacional y
ocurrencia dentro de areas protegidas. Se plantea como perspectivas continuar con el desarrollo de los
microsatélites como herramienta para el andlisis a nivel poblacional a una escala temporal y espacial mas
reducida, permitiendo conocer en mayor profundidad como los cambios recientes en el paisaje han
afectado a esta especie y cual es el grado de conectividad actual de las poblaciones.
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ABSTRACT

The "guazu bird" (Mazama gouazoubira) is a median-sized deer, which lives mainly in forests and has a
wide geographic distribution in the South region of South America. The objective of this study was to
genetically characterize individuals of this species sampled in different populations, representative of its
total area of distribution, in order to analyze population structure and genetic variability. For this, two
regions of mitochondrial DNA (cytochrome b and D-loop) were used as molecular markers. In addition, a
set of informative and polymorphic microsatellites for this species were tested for use in degraded DNA
samples in two possible sets of multiplex for PCR amplification. Protocols for PCR amplification and
subsequent sequencing of 600 bp and 159 bp fragments of the D-loop region were designed. Primers were
designed to amplify and sequence a short and informative 214 bp fragment of the cytochrome b gene. The
species has a great genetic diversity at the mitochondrial DNA level. A high number of haplotypes were
found for D -loop and cytochrome b. The mixture of haplotypes from different locations within such a large
sampling area, the mismatch distribution analysis for the D-loop region, and the star shape of the
haplotype network for cytochrome b gene are possible molecular signals of the explosive radiation suffered
by the species. The AMOVA detected as most probable the existence of five moderately differentiated
groups (Fst =0.22), implying moderate genetic structure. For microsatellite loci, we detected between 8 and
22 alleles per loci for 11 loci analyzed. The mean of the polymorphic information content was PIC = 0.7951.
This work represents an approximation to the use of microsatellites to evaluate a small number of samples
of the species, including samples of degraded DNA. These results would support the current classification of
the species as "Low Concern" given its high genetic variability, apparent large population size and
occurrence within protected areas. As a perspective, we propose to continue with the development of
microsatellites. They represent a useful tool for analysis at the population level on a smaller temporal and
spatial scale than mtDNA, allowing deeper understanding of how recent changes in the landscape have
affected this species and what is the degree of current connectivity of populations.
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INTRODUCCION

I. Cérvidos neotropicales: caracteristicas e historia evolutiva

La regidn neotropical (regién biogeografica que incluye toda América del Sur, América Central y parte
de América del Norte) es una de las regiones mas biodiversas del mundo (Dinerstein et al., 1995). Con
respecto a la Familia Cervidae, es la regién mas biodiversa del planeta, con seis géneros (Odocoileus,
Blastocerus, Hippocamelus, Mazama, Pudu y Ozotoceros) y 17 especies descritas, encontrandose la mayoria
de estas especies en Sudamérica.

El origen de la familia Cervidae y su diversificacion temprana, ocurrié posiblemente durante el Mioceno
en Asia (Eisenberg, 1987). Este periodo se caracterizd por cambios climaticos dramaticos que afectaron el
ambiente y el paisaje en esa zona, coincidiendo con un incremento global en la estacionalidad y aridez y
resultando en la extensidn de los pastizales en Asia y el este de Africa. Gilbert et al. (2006) sugirid, en base a
la distribucion de caracteres morfoldgicos en arboles filogenéticos, que los cérvidos ancestrales habitaron
areas abiertas, siendo animales de gran tamafno, con astas ramificadas en tres puntas y sin caninos
superiores. Por otra parte, la historia evolutiva de los cérvidos en las regiones Neartica y Neotropical es aun
poco clara. Probablemente llegaron a América del Norte a través del estrecho de Bering durante el Plioceno
temprano, y la formacién del Istmo de Panama (hace aproximadamente 2.5 — 3 millones de afios) permitié
a algunos taxa extenderse hacia el sur, participando del “Intercambio faunistico americano” (Stehli &
Webb, 1985). El éxito de estos ciervos ancestrales en la region neotropical pudo deberse en gran parte a la
ausencia de otros rumiantes (Webb, 2000).

Los cérvidos sudamericanos actuales se clasifican en dos grandes grupos en base a su morfologia: a) las
especies de pequefio tamano (adultos de menos de 60 cm a la cruz) con astas sin ramificaciones,
consideradas adaptaciones a la vida en ambientes de vegetacion densa (géneros Mazama y Pudu), y b) las
demas especies de mayor tamafio y astas ramificadas que habitan areas abiertas, pastizales, praderas y
humedales (Odocoileus, Hippocamelus, Ozotoceros y Blastocerus) (Eisenberg, 2000; Merino et al., 2005). La
sistematica de estos cérvidos neotropicales es profundamente controvertida debido a que el registro f6sil
es muy escaso y se ha cuestionado la utilidad de los caracteres morfolégicos por su alto nivel de
homoplasia (Merino & Rossi, 2010). Ademas, la familia Cervidae posee una de las tasas evolutivas mas altas
en sus cariotipos, debido a su fragilidad cromosémica (Vargas-Munar, 2003), y la taxonomia de algunos
géneros (en particular Mazama) es muy problematica debido a que la diferenciacion morfolégica entre
especies del género (en general, baja) no estd correlacionada a los altos niveles de diferenciacion
cariotipica entre las especies (Groves & Grubb, 1987; Duarte & Merino, 1997). Por estos motivos, el
esquema de clasificacidon taxondmica de estos cérvidos ha sufrido muchos cambios en las Ultimas décadas
(Bianchini & Delupi, 1979; Groves & Grubb, 1987; Janis & Scott, 1987; Duarte & Merino, 1997;; Grubb,
2000; Webb, 2000; Grubb, 2005) y auin no ha sido completamente esclarecido. Duarte et al. (2008) a través
del analisis de marcadores moleculares del ADN mitocondrial, encontré un complejo patrén evolutivo para
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estas especies. Sus hallazgos muestran dos clados, que divergieron hace aproximadamente cinco millones
de afios (dos millones de afios antes de su colonizacion de América del Sur). Uno de ellos incluye a:
Mazama gouazoubira, Blastocerus dichotomus, Hippocamelus bisulcus, H. antisensis y Ozotoceros
bezoarticus; y el otro clado, mads basal, incluye las especies de ciervos rojos Mazama bororo, M. nana, M.
americana y M. temama, y el género Odocoileus. Este andlisis sitla a los “ciervos rojos” mas cercanos
filogenéticamente al género Odocoileus que a otros miembros del género Mazama, polifilia que ya habia
sido descrita en estudios anteriores (Smith et al., 1986; Pitra et al., 2004; Gilbert et al., 2006). Sugiere
ademas, que los “ciervos rojos” presentaron una diversificacién explosiva e independiente de los “ciervos
grises”, muy cercana a su colonizacidon de América del Sur. La adaptacion a ambientes de vegetacién densa
en las especies del género Mazama, parece haber causado evolucidén morfolégica convergente, existiendo
en la actualidad ademas, varias especies cripticas en este género (Gonzalez et al., 2010).

Il. Los ciervos del género Mazama y Mazama gouazoubira

El género Mazama (Rafinesque, 1817) presenta amplia distribucion en la region neotropical, abarcando
desde México hasta el sur de Argentina (Weber & Gonzalez, 2003). La taxonomia, distribucién, ecologia y
status de las especies dentro de este género permanecen poco claros (Wemmer, 1998). Se conoce que
estas especies habitan un amplio rango de ecosistemas, desde montes y florestas hasta sabanas,
encontrandose generalmente en ambientes cerrados. Son animales en general elusivos y dificiles de
observar en la naturaleza (Vogliotti & Duarte, 2009). Las diferentes especies varian en tamafio desde
pequefio a mediano porte, y comparten caracteres morfolégicos como astas simples de aproximadamente
12 cm que presentan Unicamente los machos, y que se renuevan anualmente. Existe por otro lado, gran
diversidad en cuanto a los patrones de coloracién entre las especies (Eisenberg, 2000; Duarte & Merino,
1997).

La primer revisién taxondmica del género, fue realizada por Allen en 1915, quién clasificé 18 especies,
separandolas en dos grupos segun la coloracion del pelaje (rojizos y marrones). En las ultimas décadas, se
han realizado varias revisiones taxondmicas (Czernay, 1987; Duarte, 1996; Duarte & Jorge, 1998; Geist,
1998; Medellin, 1998; Rossi, 2000) y el descubrimiento en las Ultimas décadas de tres especies nuevas
(Duarte, 1996; Duarte & Merino, 1997; Medellin et al., 1998; Duarte & Jorge, 2003) ha aumentado
considerablemente el interés en el status taxondmico y las relaciones filogenéticas de los miembros del
género. De acuerdo a las ultimas revisiones basadas en datos morfoldgicos y moleculares, se distinguen
diez especies de Mazama (Merino & Rossi, 2010). Sin embargo, la separacion de estas especies en dos
clados reportada por Gilbert et al. (2006), Duarte et al. (2008) y mas recientemente Hassanin et al. (2012)
en analisis filogenéticos usando ADN mitocondrial y marcadores nucleares sugiere que este género
corresponde a un clado polifilético y M. gouazoubira y M. nevorivaga deberian excluirse del género
Mazama. Hasta el presente, esta controversia no ha sido resuelta.

Particularmente, el “guazu bird” (Mazama gouazoubira; Fischer, 1814) es una de las especies del clado
“gris”, y se trata de una de las dos especies actuales de cérvidos autéctonos de Uruguay. Su distribucion
abarca la regién pre andina en Argentina y Bolivia, extendiéndose hasta la costa del océano Atlantico en el
este, siendo el limite norte de su distribucién el sur de la regidn Amazdnica en Brasil, y el limite sur la costa
del océano Atlantico en el territorio uruguayo y la provincia de Entre Rios en Argentina. Aunque algunos
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autores reportan su presencia a lo largo de todo Brasil, evidencia mas reciente indica su sustitucion por
Mazama nemorivaga en la regién Amazénica (Black-Décima et al.,, 2010) (Fig. 1). Las principales
caracteristicas morfoldgicas de la especie son su tamafo (60 cm de altura a la cruz aproximadamente) y la
presencia de astas simples sin bifurcar de hasta 12 cm en los machos adultos. Es una especie generalista, y
su dieta se adapta a las caracteristicas del entorno, variando en el porcentaje de hojas, semillas y frutos
(Black - Décima et al., 2010). Esta amplitud troéfica podria explicar la amplitud de su area de distribucion
geografica y la diversidad de habitats que ocupa (Pinder y Leeuwenber, 1997): principalmente bosques
nativos riberefos, pero se encuentra también en bosques mixtos o exdticos (Canevari & Vaccaro, 2007;
Duarte & Reis, 2012) y realizando incursiones en pastizales abiertos (Julid & Richard, 2000; Rivero et al.,
2005). Presenta una gran variabilidad morfoldgica externa en tamanio y coloracion del pelaje, relacionada a
esta diversidad de ambientes que habita, variando desde el marrén en los individuos de sabana, hasta el
grisaceo en los que habitan ambientes de bosque (Duarte & Merino, 1997) (Fig. 2). Por outra parte, han sido
observadas variaciones de tamafio de acuerdo a um gradiente latitudinal, siendo los individuos provenientes del
sur de mayor porte que aquellos originarios del norte (Duarte & Jorge, 1998; Black — Décima et al., 2010).
Inicialmente, seis formas morfoldgicas fueron descriptas como subespecies (Avila—Pires, 1959; Cabrera,
1961; Czernay, 1987; Pinder & Leeuwenberg, 1997). Mas adelante, en su revision, Rossi (2000) interpreté a
las subespecies de Brasil como formas de variacidon individual entre especimenes, no analizando la
subespecie argentina. Posteriormente, Duarte & Gonzalez (2010) analizaron la descripcidn original de esta
subespecie propuesta por Lonnberg (1919) y consideraron que no hay caracteres en el ejemplar tipo que
no puedan ser explicados como variacién geografica o individual, por lo tanto, al presente no se reconocen
subespecies.

Sistema’de[Coordenadas,
Geograficas ='SIRGAS2000,
1:351000,000,

Figura 1. Mapa de distribucion de Mazama gouazoubira. Adaptado de Duarte & Gonzalez, 2010.
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El “guazu bird” es una especie relativamente tolerante a las modificaciones ambientales, adaptandose
también a areas parcialmente cultivadas (Ferrari, 2005; Caraballo, 2009; Rodrigues et al., 2014). Entre las
especies de cérvidos de Sudamérica, es la que aparentemente presenta mayor plasticidad ecolégica (Black-
Décima et al., 2010), por este motivo y debido a que su alimentaciéon se compone mayoritariamente de
frutos y tallos jévenes, actia como especie clave en la estructuracion de la comunidad vegetal, siendo que
la alteracion en su densidad poblacional puede modificar la estructura de esta comunidad,
comprometiendo la disponibilidad de recursos para las demas especies de herbivoros (Feldhamer &
McShea, 2012). A pesar de esta relativa tolerancia a modificaciones en el habitat, se ha detectado en
diversas localidades a lo largo de su distribucién una tendencia a la declinacién de los tamafios
poblacionales, debido principalmente a factores antrépicos como la caza, urbanizacién, fragmentacion del
habitat y cambios en el patréon de uso del suelo (Hurtado Gonzales & Bodmer, 2004; Mosa & Goytia, 2004;
Black — Décima & Vogliotti, 2008; Black — Décima et al., 2010). Ademas de estos factores, las enfermedades
introducidas por animales domésticos, la depredacién por perros y la competencia con especies de
ungulados introducidas (otros ciervos y ganado) son las mayores amenazas que presentan estos cérvidos
en la actualidad (Julié & Richard, 1999).

Figura 2. Individuos de M. gouazoubira: a - Hembra adulta (fotografia tomada en Parque Nacional Santa Teresa,
Rocha, Uruguay) b - Macho adulto (fotografia tomada en Estacién Bioldgica Potrerillo de Santa Teresa, Rocha,
Uruguay) c - Juvenil (ORicardo Kuehn) d - Macho con astas en crecimiento (fotografia tomada con cdmara trampa en
Parque Nacional San Miguel, Rocha, Uruguay)
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Actualmente, esta especie estd catalogada como “Preocupacién menor” por la IUCN (International
Union for Conservation of Nature), sin embargo, muchos aspectos de su historia natural no han sido
evaluados en profundidad. Su ya mencionada capacidad para habitar areas secundarias o bordes de
montes (muchas veces cercanas a nucleos humanos), hacen de ella una especie muy conspicua y por lo
ia & Richard, 1999). Los datos
concretos obtenidos en Argentina a través de entrevistas, indican que la presidn de caza tanto deportiva

tanto pueden generar sobre estimaciones de su abundancia poblacional (Ju

como de subsistencia es alta (Julid, 2002) y en Bolivia, el "guazu bird" representa un 39% de la biomasa
silvestre consumida (Cuéllar, 1999). En nuestro pais, se conoce su ocurrencia en 10 departamentos a través
de registros en colecciones cientificas, colecta de fecas y monitoreo con cadmaras remotas (Gonzalez &
Elizondo, 2010; Gonzalez & Martinez, 2010). Sin embargo, no existen estudios acerca de su abundancia o su
distribucién exacta. Hasta el momento tampoco se han efectuado estudios que confirmen la existencia de
poblaciones fragmentadas, pero la especie denota grandes variaciones en densidad poblacional en las
zonas evaluadas (IUCN, 2011). Para realizar un manejo adecuado, es necesario conocer en mayor detalle su
distribucién geografica (por ejemplo, su presencia o ausencia en otras zonas de Uruguay donde auln no ha
sido citada), realizar evaluaciones de aspectos demograficos como abundancia, densidad poblacional y
distribucién de la variabilidad genética en los diferentes biomas, ademas de incluir aspectos sanitarios
relativos a zoonosis (Black — Décima et al., 2010).

Ill. Genética para la conservacion y aplicacion de marcadores moleculares

La disciplina denominada "Genética para la conservacién" se focaliza en generar estrategias para
determinar qué conservar, donde focalizar los esfuerzos de conservacion y cédmo conservar la mayor
cantidad de biodiversidad con los recursos y esfuerzos disponibles (Frankham et al., 2002), utilizando
herramientas de la sistemdtica molecular y genética de poblaciones. La genética de la conservacion se
focaliza en el estudio de la biodiversidad a nivel genético, con el objetivo de mantener el potencial
evolutivo de las poblaciones y especies a largo plazo (Allendorf et al., 2013). La conservacién de la
diversidad genética es requerida para la evolucidn adaptativa de las especies, y esta adaptacidn es la clave
para su supervivencia a largo plazo. A lo largo del tiempo, el pool genético de una especie varia, con alelos
desapareciendo por deriva génica y otros surgiendo por mutaciones de novo. Durante este proceso de
evolucién, las especies pueden prevalecer a condiciones cambiantes adaptandose, o perecer
extinguiéndose en un ciclo natural de especiacién — extincién (Ouborg et al., 2010). Actualmente, las altas
tasas de cambio ambiental impuestas por la actividad humana, sumadas a la fragmentacion y modificacion
de los ambientes han amenazado este balance natural, llevando a una declinacién global de la
biodiversidad del planeta por aceleracion de los procesos de extincion y llevando a algunas especies a
tamafios poblacionales muy pequefios, donde la probabilidad de extincidon aumenta debido a mayor
influencia de procesos estocdsticos como la deriva genética (Benayas et al., 2009).

A los efectos de responder preguntas especificas como son la determinacién de la variabilidad genética
de una poblacién, determinacidn del tamafo poblacional, deteccidn y prediccion de los efectos de
fragmentacién del habitat, delimitacién de unidades de manejo para la conservacion, etc., la genética de la
conservacién se basa en la informacidn obtenida a través de marcadores moleculares en el genoma. Un
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marcador molecular es un segmento de ADN cuyas caracteristicas pueden ser medidas y utilizadas para
hacer inferencias en patrones ecoldgicos y evolutivos de las poblaciones y especies (Palomares et al., 2000;
Hewitt, 2004). La eleccidn del marcador molecular a utilizar depende en gran medida de la pregunta a
responder, y es una etapa clave en la planificacién de una investigacién, ya que la elecciéon de un marcador
inadecuado puede comprometer la posibilidad de alcanzar los objetivos propuestos (Arif & Kahn, 2009).

a. ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial es un marcador molecular que ha sido ampliamente utilizado en las ultimas 3
décadas, a partir de los trabajos realizados por Avise (1987) y Moritz (1987). Se trata de una pequefa
molécula de ADN de doble hebra, circular, que se encuentra fuera de nucleo, en multiples copias dentro de
las mitocondrias de las células (Taberlet, 1996). El contenido genético en animales y el orden de los genes
dentro de la molécula también es muy conservado dentro de los vertebrados (Brown, 1985). La molécula
de ADN mitocondrial es compacta, con pocas secuencias intergénicas y no posee intrones, existiendo
variacion entre especies, desde 14 hasta mas de 30 kilobases (Harrison, 1989). La region de control es una
region no codificante del ADN mitocondrial dentro de la cual estd el fragmento D-loop, donde se
encuentran las secuencias que controlan el inicio de la replicacién. Andlisis comparativos que se han
realizado entre diversos taxa han mostrado que la regién de control estd altamente estructurada, incluye
una regién conservada central (CCR) flanqueada por dos dominios periféricos altamente divergentes entre
especies (Saccone et al., 1991; Clayton, 1992). La CCR contiene secuencias que controlan la replicacion y
transcripcién del ADN mitocondrial, en la cuales existen mutaciones puntuales y con bajas tasas de
acumulacién de deleciones (Saccone et al, 1991). En contraste, los dominios periféricos acumulan
rapidamente mutaciones puntuales, deleciones y nimeros variables de repetidos en tandem. Por su alta
tasa de cambios nucleotidicos en los dominios periféricos, la region de control es muy utilizada en genética
de poblaciones y genética evolutiva en mamiferos (Harrison, 1989), ya que es comuUnmente variable al nivel
intraespecifico y por lo tanto adecuada para estudios de variabilidad genética, filogeografia y asignacién de
unidades de manejo (Kohn & Wayne, 1997).

El ADN mitocondrial en general, posee una serie de propiedades que lo hacen apropiado como
marcador molecular para cuantificar la diversidad: experimentalmente, es relativamente facil de aislar
debido a la existencia de multiples copias en cada célula, su contenido es muy conservado en el reino
animal y es muy variable en poblaciones naturales debido a su elevada tasa de mutacion. Las regiones
variables estdn tipicamente flanqueadas por regiones conservadas, lo que facilita el disefio de cebadores.
Es heredado exclusivamente por via materna (debido a que el citoplasma espermatico se destruye luego de
la fertilizacidn, y por lo tanto también las mitocondrias masculinas), lo que significa que todo el genoma se
hereda como un solo locus, no recombinante, y por lo tanto hay una Unica genealogia que representa la
historia y el origen de los linajes maternos (Kohn & Wayne, 1997). Esto simplifica considerablemente la
representacion y el andlisis de los datos. Como sélo una fraccion de la poblacidn (la mitad, si la proporcién
de sexos es 1:1) pasa su ADN mitocondrial a la progenie, el tamaiio poblacional efectivo encontrado es
menor que para genes nucleares. Ademas debido a que no ocurre recombinacion, este marcador es
particularmente apropiado para rastrear eventos en la historia evolutiva (efecto fundador, cuellos de
botella, expansiones demograficas).
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Estudios realizados en algunos cérvidos neotropicales usando esta regién como marcador molecular,
han mostrado que es polimdrfica e informativa (Gonzalez et al., 1998; Bidegaray et al., 2003; Elizondo,
2010; Black-Décima, 2010, Figueiredo, 2016). Si bien evaluar la divergencia en el ADN mitocondrial puede
ser util para generar hipdtesis acerca de la diversidad genética, el aislamiento o estructuracion de las
poblaciones, también es claro que la divergencia en el ADN mitocondrial no necesariamente equivale a la
ausencia de flujo génico, ya que Unicamente se evallia el linaje materno. Esta consideracién es
particularmente importante en mamiferos donde existe filopatria en las hembras y el flujo génico esta dado
por los machos.

b. Microsatélites

Los microsatélites se han convertido en marcadores nucleares muy utilizados en genética de la
conservacién en las ultimas décadas. Consisten en cortos repetidos en tdndem de una secuencia de ADN,
usualmente entre 75 y 300 pares de bases de largo. Son regiones no codificantes del genoma, y por lo tanto
en general consideradas como selectivamente neutrales (Selkoe & Toonen, 2006). Debido a esto, son
altamente variables, y la variabilidad entre los alelos se mide en el nimero de veces que aparece el
repetido (tipicamente de entre 2 a 6 nucledtidos). La tasa de mutacidn en estas regiones, varia entre 103y
10 mutaciones por locus por generacion (Bruford & Wayne, 1993). Esto, sumado a la herencia biparental,
los hace especialmente valiosos para aplicar en conservacién, dado que son altamente polimdrficos incluso
en pequefias poblaciones de especies amenazadas. Este alto nivel de polimorfismos resulta de su alta tasa
de mutacion (Paetkau et al., 1995; Charruau et al., 2011). Entre las numerosas aplicaciones se destacan: la
deteccion de estructura poblacional intraespecifica, estimacion del tamafo poblacional efectivo, asignacion
de individuos a poblaciones como ocurre en casos en que se incautan animales por trafico ilegal, o
productos extraidos de animales silvestres, estimacion de la tasa de migracién y del flujo génico, la
identificacion individual y el andlisis de parentesco. Por esto ultimo, también han sido muy empleados para
brindar informacidn genética para el manejo de poblaciones en cautiverio, ya que permiten asignar
paternidad y determinar coeficientes de endogamia (Zane et al., 2002).

La dindmica de como se genera la alta variabilidad por mutacidn aun no es del todo comprendida, se
han sugerido varios mecanismos, incluyendo errores durante la recombinaciéon, cross over desigual, y
deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion o reparacion del ADN. El cross over desigual, ocurre
debido a que en las regiones de microsatélites se forma una horquilla durante la sinapsis de los
cromosomas homdlogos, dando lugar a que se intercambien partes desiguales de los cromosomas,
aumentando y disminuyendo el nimero de repetidos en cada uno. Por otro lado, durante la replicacién o
reparacion del ADN, puede ocurrir que las hebras de ADN se disocien temporalmente y cuando se unan
nuevamente, lo hagan en una posicion diferente, llevando asi a errores en la copia, incrementando o
disminuyendo el nimero de repetidos en el alelo (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Es importante considerar
cual modelo tedrico debe ser aplicado para interpretar correctamente los parametros genéticos obtenidos
de estos marcadores (Ellegren, 2004). Los modelos de mutacidon planteados son cuatro:

- Modelo de alelos infinitos (Infinite alleles (IA) model): Cada mutacion resulta en un alelo Unico y
novedoso, de tal forma que existen un nuimero infinito de alelos posibles. Aplicando este modelo, la
proximidad en el nimero de repetidos entre alelos no significa mayor proximidad filogenética (Kimura &
Crow, 1964).
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- Modelo de mutacion paso a paso (Stepwise mutation (SM) model): Cada mutacion resulta en la
ganancia o pérdida de un solo repetido. Este modelo implica que dos alelos que difieran por un motivo
estdn mds relacionados (comparten un ancestro comuin mas reciente) que aquellos alelos que difieren en
mds de un motivo de repeticidn. Este modelo es preferido cuando se estima estructuraciéon poblacional,
excepto en la presencia de homoplasia. La homoplasia puede influenciar seriamente en los estudios
poblacionales cuando la tasa de mutacidn es muy elevada y el tamafo poblacional muy grande (Otha &
Kimura, 1973; Selkoe & Toonen, 2006).

- Modelo de dos fases (Two phase (TP) model): Este modelo incorpora los planteamientos del
modelo por pasos, pero también permite la ocurrencia de mutaciones que cambien el largo del repetido en
mas de una unidad (asigna una probabilidad p a las mutaciones de largo 1, y 1 — p a las de mayor largo) (Di
Rienzo et al., 1994; Fu & Chakraborty, 1998; Balloux & Lugon- Moulin, 2002).

- Modelo K - alelos (K-alleles (KA) model): Bajo este modelo, existen K posibles alelos para cada
locus y cada alelo posee la misma probabilidad de mutacion a los restantes K -1 alelos: p= u/k-1 (Crow &
Kimura, 1970).

Un aspecto favorable de estudiar la diversidad molecular en poblaciones utilizando loci de
microsatélites, es que se detectan un gran nimero de alelos (Lacey et al., 1999), por lo tanto, hay mayor
sensibilidad para detectar diversidad en comparacidon con otros marcadores. Este aspecto es favorable
cuando las poblaciones estdn subdivididas y la diversidad total se encuentra dividida entre las
subpoblaciones, ya que resulta en el hallazgo de un nimero considerable de alelos exclusivos lo que resulta
muy Util para estimar el grado de aislamiento entre ellas (Wayne & Morin, 2004).

Por otra parte, debido a sus caracteristicas y particularmente al ser amplificados a partir de muestras
de ADN degradado, los microsatélites pueden presentar errores de genotipado. Estos errores de
genotipado pueden ser estocdsticos, como por ejemplo debido a una baja concentracién de ADN en la
muestra (Wandeler et al. 2003), lo que puede resultar en la no amplificacidon azarosa de algunos alelos
(pérdida de alelos, Miller & Waits, 2003), o también pueden ocurrir debido a la amplificacidon preferencial
de alelos de menor tamafio (Wattier et al., 1998). Por otra parte, el deslizamiento de la ADN polimerasa
durante la amplificacidn puede producir "tartamudeo" y ocasionar la adicién en nimero de repetidos de la
copia respecto al ADN molde (Shinde et al., 2003). Este tartamudeo es mas comun en loci dinucledtidos,
genernado una incorrecta asignacion de homocigotas y heterocigotas. Por ultimo, cuando ocurren
mutaciones en el sitio de unién al cebador, algunos alelos no son amplificados (alelos nulos), resultando en
falsos homocigotas. Este ultimo, es un error de tipo sistemdatico (Shaw et al., 1999). Los errores de
genotipado pueden conducir a desviaciones del equilibrio de Hardy—Weinberg, en particular por deficiencia
de heterocigotas (Shaw et al., 1999), generando un sesgo potencial en los andlisis de genética poblacional
subsecuentes, ya que estas desviaciones pueden ser confundidas con aquellas causadas por endogamia,
apartamientos de la panmixia, o efecto Wahlund (Oosterhout et al., 2004). Sin embargo, algunos de estos
errores dejan una firma molecular reconocible (por ejemplo, deficiencias o excesos de ciertos genotipos
particulares) por lo que es posible reconocerlos y corregirlos (Wang et al., 2012).

Los marcadores genéticos utilizados para analisis poblacionales deben ser neutros desde el punto de
vista evolutivo, no encontrandose bajo presién de seleccidn, para asegurar que las mutaciones que ocurren
no son eliminadas ni seleccionadas. El principio de Hardy-Weinberg (EHW) establece que en una poblaciéon
ideal las frecuencias génicas y genotipicas se mantendran constantes de generacion a generacién bajo
ciertas asunciones: no ocurrencia de mutacion, migracién, seleccion o deriva génica (Guo & Thomson,
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1992). Si bien estas asunciones son comunmente violadas en poblaciones naturales, se espera que los loci
gue no se encuentren bajo presion de seleccién de ningln tipo cumplan a grandes rasgos esta expectativa.
Para un locus con dos alelos en equilibrio de H-W, se espera una distribucién binomial de homo vy
heterocigotas (Beebee & Rowe, 2008) de acuerdo con la siguiente relacién: p?+2pg+g°=1. Donde p y q son
las frecuencias de los alelos A y a en una poblacidn. Esta relacidon puede ser acomodada para multiples
alelos (Guo & Thomson, 1992): Zi piAiAi + Zi<j 2pipjAiAj. Si las frecuencias genotipicas observadas para un
locus dado no se separan significativamente de las esperadas para H-W, se estima que este locus se
encuentra en equilibrio, y por lo tanto es neutral desde un punto de vista evolutivo.

La mayor desventaja de estos marcadores es probablemente que no pueden ser aplicados facilmente
con ADN de baja calidad y concentracion. El desarrollo de los cebadores especificos para su amplificacién
por PCR puede resultar muy costoso y consumir mucho tiempo (Zane et al., 2002), ya que implica la
construccion de librerias gendmicas u obtencion de datos de secuenciacidon masiva para la identificacién de
los microsatélites en el genoma, el disefio de cebadores apropiados para amplificacion por PCR y la
seleccion de los loci polimdrficos en la poblacién a analizar. Estos pasos pueden ser evitados mediante el
ensayo de cebadores disefiados en especies filogenéticamente cercanas, técnica conocida como
amplificacion cruzada o interespecifica (cross-amplification) (Moore et al., 1991; Cosse et al., 2007,
Mantellatto et al.,, 2010). Esto es posible gracias a la existencia de regiones conservadas entre especies
cercanas, flanqueantes a la region hipervariable, donde son disefiados los cebadores (Galan et al., 2003;
Cosse et al., 2007; Armstrong et al., 2011).

IV. Antecedentes y justificacion

La cuantificacién de la diversidad genética es un parametro fundamental en biologia evolutiva y
biologia de la conservacién. Es importante conocer y conservar la variabilidad genética dentro y entre las
poblaciones, ya que se espera que altos niveles de variabilidad genética incrementen el potencial evolutivo
de una especie y favorezcan el mantenimiento de poblaciones saludables (Kalinowski, 2004). Un déficit en
la misma puede afectar la posibilidad de respuesta de la especie frente perturbaciones ambientales (como
enfermedades o catastrofes naturales), volviéndolas mas vulnerables (Diaz & Smith-Flueck, 2000).

Los patrones de diversidad genética de las especies observados en la actualidad son la consecuencia de
su historia evolutiva y también de las restricciones actuales a la dispersién y reproduccién de los individuos.
Factores paleoambientales (como las fluctuaciones climaticas ocurridas durante el Pleistoceno) han sido
responsables de los patrones actuales de diversidad genética observados en muchas especies (Lessa et al.,
2003), ya que llevaron a la ocurrencia de procesos demograficos (como expansiones o contracciones) que
dejan firmas reconocibles en el patrén molecular de diversidad (Harpending et al., 1998; Schneider &
Excoffier 1999). Por ejemplo, acontecimientos que causan una disminucidn en tamafio pueden resultar en
niveles bajos de variacion genética en las poblaciones actuales (Aris-Brosou & Excoffier, 1996). La
ocurrencia de estos procesos en la historia de una especie o poblacién, puede ser inferida a través del
estudio de los patrones de variacion y estructuracidon genética de una especie en un contexto geografico
(filogeografia), contribuyendo al entendimiento de la importancia de los factores biogeograficos sobre la
distribucién y diversidad (Avise et al., 1987; Avise, 2000; Knowles & Maddison, 2002), y permitiendo la
comparacion con otras especies que se han visto afectadas de forma similar por tener requerimientos
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ambientales parecidos (Marquez et al., 2006). Se espera que si una especie se encuentra estrechamente
asociada con una condicion ambiental particular, su distribucidon y su diversidad genética seran mas
dependientes de los cambios ambientales y como éstos afecten el paisaje.

Con el fin de disefiar estrategias adecuadas de conservacién y manejo para una especie, es importante
incorporar informacién confiable acerca de su diversidad genética e historia demografica (Frankham et al.,
2002; Schwartz et al., 2007). Es crucial conocer la presencia de divisiones demogréficas que podrian influir
en los patrones de flujo genético y resultar en una distribucidn jerarquica de la diversidad genética entre las
poblaciones (Moritz, 1995; Crandall et al., 2000). En este contexto, la definicidn intraespecifica de Unidades
de Manejo (UM) (Moritz, 1994) cobra gran importancia, porque describe las unidades fundamentales a
conservar. Las UM son reconocidas como poblaciones que poseen una diferencia significativa en sus
frecuencias alélicas, sin importar su diferenciacion filogenética (Fraser & Bernatchez, 2001) e identifican
poblaciones de individuos entre los cuales el grado de conectividad (medido a través del flujo génico) es lo
suficientemente bajo como para asumir que cada poblacién deberia ser monitoreada y manejada de forma
separada (Palsbgll et al., 2006). Si una UM fuera sobreexplotada o extirpada, es improbable que pudiera ser
restablecida a través del reclutamiento natural de individuos de otras poblaciones (Avise, 2000). El
propésito de la definicion de Unidades de Manejo es asegurar que el patrimonio genético de todas las
poblaciones sea reconocido y protegido, manteniendo el potencial evolutivo de la especie (Moritz, 1994).

Los marcadores moleculares pueden utilizarse para conocer las respuestas demograficas de las
poblaciones a los cambios climaticos pasados y otros procesos histéricos (Templeton et al., 1995; Lessa et
al., 2003; Gonzdlez & Duarte, 2007), y también para analizar la variacién genética intraespecifica, lo que
puede permitir predecir el impacto de los futuros cambios climaticos en las poblaciones (Davis & Shaw,
2001). Estos, combinados con un muestreo no invasivo, son una herramienta que provee informacion
biolégica valiosa previniendo disturbios ecosistémicos y tratando de minimizar el impacto humano en el
proceso de obtencién de informacidn (Gonzédlez & Duarte, 2007). El muestreo no invasivo, cobra ademas
gran importancia para obtener informacidn genética en mamiferos silvestres de pequefio tamafio, habitos
nocturnos y elusivos, que resultan dificiles de observar y capturar (Kohn et al. 1999).

El analisis de la varibilidad genética y conectividad entre las poblaciones de una especie, y como ésta se
ve afectada por cambios en el ambiente, ha cobrado particular importancia en las ultimas décadas, ya que
una gran porcion de los ambientes naturales ha sido urbanizada o cultivada. En particular en Uruguay, la
transformacion de ambientes como consecuencia de las actividades antropogénicas, ha alterado pastizales,
bosques y humedales nativos, lo que ha resultado en la reduccidon de las poblaciones de mamiferos
silvestres (Soutullo et al., 2013). La transformacién del habitat se asocia en general con la declinacidon de las
poblaciones silvestres, ya que crea discontinuidades en la distribucion de recursos y condiciones
ambientales llevando a una reduccién de la conectividad entre poblaciones y disminuyendo la probabilidad
de dispersién de los individuos y la tasa de colonizacion de nuevos parches del ambiente (Benayas et al.,
2009). En particular en el caso del “guazu bird”, no se tienen datos concretos de su abundancia y estructura
poblacional, y se cree que las poblaciones pueden encontrarse aisladas limitando el flujo génico entre ellas
(Gonzalez et al,, 1998; Wemmer, 1998). Es, por lo tanto, importante un relevamiento completo que
permita obtener informacién acerca de su estatus poblacional.

Anteriormente, se han realizado aproximaciones en este sentido: Bidegaray (2003) realizé un estudio
filogenético comparativo de varias especies del género Mazama utilizando como marcador molecular el
gen de citocromo b del ADN mitocondrial, incluyendo individuos de M. gouazoubira de Uruguay. Afos
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despues, Elizondo (2010) realizé el primer analisis de diversidad genética para la especie, empleando el gen
citocromo b, y encontrd altos niveles de polimorfismo, mostrando el analisis poblacional una tendencia
discreta hacia la subestructuracion. Los altos niveles de diversidad genética encontrados en ese trabajo
sugieren la existencia de grandes tamafnos poblacionales, aunque detecté niveles moderados de flujo de
genes entre las localidades, mostrando una leve tendencia hacia la divergencia. Posteriormente otro
estudio se realizd empleando secuencias de la regiéon D-loop para analizar la variabilidad genética
comparativamente de esta especie en el pais con ejemplares de algunas localidades sudamericanas,
encontré una alta variabilidad genética y una sefal leve de expansién demogréafica en el pasado
(Aristimuio, 2013). Sin embargo, estos trabajos utilizaron un numero limitado de individuos y no
representativos de la amplia distribucidn geografica, por lo que es importante ampliar la muestra para
obtener una mayor resolucidn acerca de la historia evolutiva y las posibles particiones demogréficas en esta
especie. Recientemente, Figueiredo (2014), realizé una revisién filogenética de las especies M. nemorivaga
y M. gouazoubira a partir de muestras de diferentes poblaciones de Brasil, utilizando marcadores
moleculares mitocondriales y nucleares. Concluyd, a partir de estas muestras, que la especie M.
gouazoubira se subdivide em cinco clados, com alto soporte estadistico pero no relacionados a
separaciones biogeograficas, sino que ocurriendo en sempatria. Por este motivo, sugere que analisis
complementdrios deben ser realizados para la determinacién de um posible complejo de espécies cripticas.

Por otro lado, existen dos antecedentes de puesta a punto de un set de loci de microsatélites para la
especie por amplificacidon cruzada de loci desarrollados para bovinos y otros cérvidos (Da Rosa, 2014), y
otro set de loci probados por amplificacidon cruzada de microsatélites desarrollados para otros cérvidos en 2
individuos de Mazama gouazoubira (Mantellatto et al., 2010). Ambos trabajos concluyen que es posible la
amplificacion cruzada con cebadores inicialmente desarrollados para otras especies, pero no son
concluyentes respecto a su utilidad en la especie, siendo necesario continuar el trabajo para lograr un set
polimérfico y robusto que permita analisis poblacionales, que hasta el momento no han sido publicados.
Recientemente, en el laboratorio de Genética Molecular del Nucleo de Pesquisa e Conservagao de
Cervideos (NUPECCE) se desarrollaron a partir de datos de secuenciacién masiva, 10 loci de microsatélites
especificos para M. gouazoubira (Caparroz et al., 2015). Peres (2015) utilizé estos loci para la identificacion
individual de muestras en el marco de un andlisis de drea de vida para una poblacién de Pantanal, Brasil. De
ellos, Unicamente 5 mostraron ser amplificables en muestras de ADN fecal (con un éxito promedio de
amplificacion de apenas 20%), pero no mostraron ser fiables al momento de la asignacién certera de
genotipos individuales a las muestras.

Teniendo en consideracion los aspectos mencionados, y los antecedentes con los que se cuenta al
momento, en esta tesis estaremos analizando muestras de individuos de M. gouazoubira representativos
de su drea de distribucion empleando marcadores moleculares del ADN mitocondrial. Por otro lado,
estaremos poniendo a punto un set de loci microsatélites para ser probados en el analisis de ADN obtenido
a partir de muestras no invasivas. Esto permitira continuar y consolidar el trabajo ya iniciado en pos de
conocer y generar estrategias y herramientas para la preservacion de una especie autdctona de Uruguay.

Se pretende que los resultados sirvan como insumo para elaboracion de planes de manejo para la
especie, permitiendo identificar sitios donde se retiene la diversidad genética y que son importantes para
asegurar el flujo génico, pudiendo generar recomendaciones de zonas de conservacion para la especie.
Ademas, aportaran a la comprensién de los factores histéricos y actuales que inciden en la distribucion de
la diversidad genética a nivel intra-especifico.
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HIPOTESIS

En base a las caracteristicas biolégicas de la especie, la posible influencia de factores ambientales
historicos sobre su diversidad genética y distribucién, y lo reportado anteriormente, se plantean las
siguientes hipdtesis de trabajo:

- La especie sufrié una expansiéon demografica en el pasado reciente, producto de la colonizacién de
ambientes luego de periodos con tamafios poblaciones pequefios, como ya ha sido reportado para varias
especies de vertebrados de América (OE 3).

Por este motivo, se espera encontrar una alta diversidad haplotipica a nivel del ADN mitocondrial,
particularmente para la region D-loop (que posee una mayor tasa de mutacion al ser una regién no
codificante del genoma) y un alto nimero de haplotipos en baja frecuencia o Unicos. Se espera que la
diversidad genética del gen citocromo b sea menor, ya que se trata de una regién codificante donde hay
una mayor proporcidon de mutaciones que son eliminadas por seleccion natural (OE 1).

- Al tratarse de una especie con un rango geografico tan amplio en relacion a su capacidad de dispersién,
es esperable detectar poblaciones geograficamente diferenciadas, dificilmente conectadas por migracién
efectiva de individuos a pesar de no existir barreras geograficas (OE 2).

- Debido a la cercania filogenética de esta especie con otras especies de artiodactilos, y a los
antecedentes ya reportados, se espera amplificar en PCR tipo multiplex un set de aproximadamente 10 loci
microsatélites construido a partir de los loci ya reportados y citados en antecedentes para Mazama
gouazoubira. De acuerdo a lo citado en la bibliografia, se espera que estos loci resulten polimorficos e
informativos, y obtener un éxito de amplificacion de aproximadamente 50% para las muestras de ADN
degradado, proveniente de materia fecal o huesos. Debido a la alta variabilidad genética ya detectada para
esta especie en el ADN mitocondrial, se espera identificar un nimero alto de alelos para los loci analizados
y una alta proporcion de individuos heterocigotas (OE 4 y 5).
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OBIJETIVOS

. Objetivo general

El objetivo general es caracterizar la diversidad genética de ejemplares representativos a lo largo de la
distribucién geografica de M. gouazoubira para analizar sus patrones de diversidad genética y
estructuracidn espacial de las poblaciones utilizando marcadores moleculares. Relacionar esta informacién
con el estado de conservacidn de la especie propuesto por organismos internacionales como la IUCN y
determinar UMs.

Il.  Objetivos especificos

II.1. Caracterizar la diversidad genética de M. gouazoubira a través de su rango de distribucién en un
contexto filogeografico utilizando marcadores moleculares del ADN mitocondrial y microsatélites.

[1.2. Evaluar la existencia de estructuracion genética entre las poblaciones. Determinar unidades genéticas
de manejo para la conservacion a partir del andlisis de marcadores moleculares de ADN mitocondrial.

II.3. Detectar la existencia de posibles eventos demograficos histéricos en el pasado reciente para las
poblaciones de M. gouazoubira, que hayan dejado sefales moleculares en las poblaciones analizadas.

II.4. Probar un juego de loci de microsatélites que sean amplificables y cumplan con los siguientes
requisitos: facilmente genotipables, polimodrficos, se encuentren en equilibrio de Hardy-Weinberg y en
equilibrio de ligamiento y sean neutrales.

II.5. Disefar multiplex para la amplificacion por PCR de estos loci de microsatélites y probarlos en muestras
de ADN de buena calidad y también de ADN degradado. Caracterizar la diversidad genética para este
conjunto de muestras con este conjunto de marcadores.
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b)

d)

MATERIALES Y METODOS

I. Obtencidn y procesamiento de muestras

El drea estudiada abarcd diversos puntos dentro del area de distribucidn geografica conocida de Ia
especie (Fig. 3). Se utilizaron para este trabajo distintos tipos de muestras obtenidas bajo diversas
condiciones:

Muestras de tejido o hueso depositadas en el acervo de las colecciones naturales de Facultad de Ciencias y
Museo Nacional de Historia Natural (pertenecientes a los ultimos 30 afios). Se realizd un relevamiento de
las muestras disponibles en estas colecciones, que se detalla en el Anexo I.

Muestras de tejido, hueso, sangre y fecas, y ADN previamente extraido a partir de muestras de estos tipos,
depositadas en el banco de muestras bioldgicas del Laboratorio de Biodiversidad y Genética del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable. Se realizé un relevamiento de las muestras disponibles en esta
coleccidn, que se detalla en el Anexo I.

Muestras de fecas, huesos y tejido obtenidas durante la realizacién de este trabajo. Estas muestras fueron
colectadas en poblaciones silvestres conocidas de distintas localidades de Uruguay, utilizando guantes
descartables y pinzas o tijeras estériles para la colecta.

ADN extraido a partir de muestras de pelo de individuos muestreados en diferentes zonas de Brasil y
depositadas en la colecciéon del NUPECCE (UNESP, Jaboticabal, Brasil), estas muestras se detallan en el
Anexo Il

Las muestras de musculo, érganos internos, pieles, pelos, huesos y fecas se almacenaron dentro de tubos
plasticos estériles y cerrados, debidamente rotulados, conteniendo etanol 70% y se almacenaron a 4° C
hasta el momento de la extraccion de ADN. Posteriormente, fueron trasladadas a -202 C para su
conservacion a largo plazo. El nimero total de muestras relevadas, su procedencia, tipo y fecha de colecta
se detallan en el Anexo I. Las muestras analizadas durante este trabajo de detallan en el Anexo Il. La
posicion geografica de cada muestra recolectada fue georreferenciada utilizando Google Earth (Version
7.1.2.2041; Google Inc., USA), para posteriormente mapear todos los puntos de colecta a través del
software Quantum GIS version 2.6.0 (QGIS Development Team, 2014).

Se realizé un relevamiento de las muestras de la especie disponibles en las colecciones de Uruguay
(Museo Nacional de Historia Natural, Coleccion de la Seccién Zoologia de Vertebrados de Facultad de
Ciencias y Departamento de Biodiversidad y Genética del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable). Esto permitid la evaluacion de la disponibilidad y abundancia de posibles fuentes de ADN para la
realizacion de este trabajo, pero a su vez, permitié detectar sitios donde la especie no ha sido detectada.
Con el objetivo de cubrir estas zonas del pais, durante el transcurso de este trabajo, se realizd una salida de
campo con el objetivo de recolectar muestras de la especie a los departamentos de Durazno, Tacuarembd y
Treinta y Tres, donde se realizaron transectas por montes nativos y mixtos asi como recoleccion de
animales atropellados en las rutas, y no fueron encontradas muestras de fecas o animales muertos de M.
gouazoubira, ni fueron visualizados individuos.

En total, se relevaron en las diferentes colecciones de Uruguay, 284 muestras correspondientes a priori
a la especie M. gouazoubira, ademas de 26 muestras en la coleccidn del NUPECCE en Brasil.
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Figura 3. Mapa mostrando la distribucion geografica de la especie Mazama gouazoubira (contorno amarillo, tomado
de UICN 2016) y las muestras analizadas en este trabajo (puntos azules). Realizado con QGIS versién 2.6.0.

Il. Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccién de ADN consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN a partir de una
muestra bioldgica, con la finalidad de obtener ADN de buena calidad y cantidad adecuada para el andlisis
genético, asi como garantizar la eliminacién de inhibidores potenciales que dificulten los posteriores
analisis. En general, el protocolo de extraccion consiste de cinco etapas principales: homogeneizacién de la
muestra, lisis celular, separacion de proteinas y lipidos, precipitacion y redisolucion del ADN. La lisis celular
se realiza utilizando un buffer de lisis que solubiliza los lipidos, compuesto por EDTA, Tris y HCI, mientras
que para el paso de degradacion de proteinas se utiliza la enzima proteinasa K. Para la precipitacion del
ADN, se utilizan sales como cloruro de sodio (NaCl), que estabiliza las moléculas de ADN vy lo aisla de la
solucion acuosa dejandolo libre de impurezas.

Para este trabajo, la extraccidon de ADN fue realizada siguiendo diferentes protocolos de acuerdo al tipo
de muestra bioldgica. Para fecas y tejidos se utilizé el Kit QIAGEN DNeasy © (de acuerdo a las instrucciones
del fabricante); para muestras de huesos se utilizd el protocolo de Gonzalez et al. (2015). Se utilizaron
materiales estériles y guantes durante el proceso para reducir al minimo la posibilidad de contaminacion.
Para cuantificar y verificar la calidad del ADN extraido se utilizé6 un espectrofotémetro NanoDrop ® 1000
(Thermo Fischer), que provee informacién acerca de la concentracidon de ADN de la muestra (ng/ul) a través
de la medida de absorbancia a 260 nm, mediante la ecuacién de Lambert-Beer, y ademas permite detectar
la presencia de impurezas a través de la relacion de absorbancia a 260 nm /280 nm (valores > 1.80, indican
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gue la muestra es ADN en alto grado de pureza, = 2.00 indican que existe una mayor concentracion de ARN,
y valores < a 1.80 demuestran presencia de proteinas). A partir de la relaciéon de absorbancia 260 nm/230
nm, se puede ademas identificar otras impurezas, como productos quimicos organicos y contaminacidn con
disolventes. Para las extracciones de ADN a partir de fecas, también se verificd su calidad mediante
electroforesis en gel de agarosa 1% (1 g de agarosa, 100 mL de TBE, agente intercalante GoodView™- Sbs).

. Amplificacion por PCR y secuenciacion de ADN mitocondrial

Debido a que se contaba con ADN de diferente calidad de acuerdo al tipo de muestra bioldgica a
partir de la cual fue obtenido (el ADN obtenido a partir de fecas o huesos se encuentra por lo general muy
degradado debido a la exposicion a la luz UV y/o resecamiento, resultando dificil la amplificacién de
fragmentos de gran tamafio), se decidié optar por la amplificacion de mas de un fragmento del ADN
mitocondrial para luego analizar las secuencias concatenadas, lo que es valido en el contexto de no
recombinacién del ADN mitocondrial. Adema3s, la secuenciacion de diferentes genes o porciones, permitié
la evaluacion de regiones con diferentes tasas de mutacidn. En primer lugar, para aquellas muestras con las
gue se contaba con ADN de alto grado de pureza, se realizé la amplificacién por PCR en tiempo final de un
fragmento de la region D-loop de aproximadamente 600 pb utilizando cebadores universales para
mamiferos Thr-L15926/DL-H16340 (Vila et al., 1999). Alternativamente, para aquellas muestras cuya
calidad de ADN era baja y luego de un intento no se logrd la amplificacién de este fragmento, se realizé la
amplificacion por PCR de un fragmento de 159 pb (comprendido dentro del fragmento de mayor tamaiio)
utilizando los  cebadores DLHBF (5°  GCGGCATGGTAATTAAGCTC 3°) y DLHBR (37
GCATGGGGCATATAATGTAATG 5°) disefiados especificamente para ciervos (Gonzalez et al., 2012; Moreno
et al., 2016). Adicionalmente, a partir de secuencias completas del gen citocromo b del ADN mitocondrial
de M. gouazoubira ya disponibles (Duarte et al., 2008), se disefiaron nuevos cebadores mas pequefios y
que a priori resultaran informativos a nivel poblacional, factibles de ser amplificados en muestras de ADN
degradado o en baja cantidad. Estos cebadores fueron disefiados utilizando el software libre Primer3
(Untergrasser et al., 2012), y amplifican una regién de aproximadamente 214 pb. Para su disefio, se tuvo en
cuenta que el contenido GC en ambos cebadores se encontrara entre 45-55%, que la secuencia no fuera
auto-complementaria, que fuera baja la posibilidad de formacién de dimeros o estructuras secundarias, y
gue no existieran en el gen otros posibles motivos complementarios con estas secuencias que generasen
amplificacidon inespecifica. En la Tabla 1 se detallan las condiciones de PCR utilizadas para la amplificacion
de cada fragmento de ADN mitocondrial. En el caso de los cebadores DLHB y los cebadores del gen
citocromo b, las amplificaciones fueron llevadas a cabo por PCR en tiempo real, utilizando un termociclador
Corbett Rotor Gene 6000 QIAGEN ©, utilizando un volumen total de 20 pl, conteniendo 10 ul de SensiFast
10x (Bioline), 0.4 uM de cada primer (1 pl), 60 ng de ADN aproximadamente (1 a 3 pl) y agua ultra pura
(c.s.p. 20 pl). Esta técnica posee el mismo principio que la técnica de PCR en tiempo final, con el agregado
en el mix de PCR de una sustancia marcada con un fluordforo. Este fluoréforo se une inespecificamente al
ADN doble hebra, y emite una mayor sefial de fluorescencia a medida que aumenta el producto de
amplificacion. Por lo tanto, permite monitorear el progreso de la reaccion a medida que esta transcurre,
evaluar la eficiencia de la misma sin necesidad de la electroforesis en gel de agarosa, y también discriminar
fragmentos amplificados a partir de la curva de melting o desnaturalizacién (dependiente, entre otras
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cosas, de la composicién de bases de la secuencia). Para la amplificacién del fragmento de 600 pb de la
region D-loop se utilizé la técnica de PCR en tiempo final, utilizando un volumen total de 20 pul, conteniendo
10 ul de Immomix 10x (Bioline), 0.4 uM de cada primer (1 pl), 60 ng de ADN aproximadamente (1a3 ul)y
agua ultra pura (c.s.p. 20 ul). En cada PCR se utilizaron controles negativos (conteniendo sdlo reactivos de
PCR) para monitorear una posible contaminacién cruzada entre muestras y controles positivos para
advertir ADN defectuoso o error de procedimiento. Los productos obtenidos en las reacciones de PCR
fueron purificados utilizando el kit comercial ZYMO Research© DNA Clean & Concentration y secuenciados
mediante el método de Sanger en un secuenciador automadtico de 4 capilares, ABI3130 (Applied
Biosystems) en el Instituto Pasteur de Montevideo.

Tabla 1. Condiciones de amplificacion por PCR para tres fragmentos de ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira
utilizados en este trabajo.

Fragmento Tamafo Ciclado Temperatura Tiempo

Incubacion inicial 95° 10 minutos
95° 60 segundos
D loop 600 pb 35 ciclos 51° 90 segundos
72° 60 segundos

Extension final 72° 7 minutos

Incubacion inicial 95° 3 minutos

95° 5 segundos
b loop 139 b 35 ciclos 56° 10 segundos
72° 20 segundos

Incubacion inicial 95° 3 minutos

95° 5 segundos
citb 214.pb 35 ciclos 58° 10 segundos
72° 20 segundos

IV. Amplificacion de microsatélites y disefio de PCR Multiplex

Con el objetivo de generar un set de al menos diez loci de microsatélites a ser utilizados para analisis de
genética poblacional a partir de muestras de ADN de Mazama gouazoubira procedentes de diferentes
fuentes, se comenzé testando el set de microsatélites definido por Da Rosa, 2014, de 9 loci de
microsatélites desarrollados para bovinos y otras especies de cérvidos, en las condiciones definidas en ese
trabajo. Para ello se seleccionaron 24 muestras de Uruguay, de acuerdo a diferentes criterios: 1) cantidad y
calidad de ADN extraido de acuerdo a evaluacidn por gel de agarosa y espectrofotometria, buscando
utilizar aquellas muestras de calidad mas alta y mayor cantidad de ADN y 2) distribucidon geografica,
buscando contar con muestras representativas de diferentes localidades del pais. Los controles positivos
fueron elegidos por tratarse de muestras con alta cantidad y calidad de ADN. Se evalud por PCR el éxito de
amplificacion de los diferentes loci para 22 muestras de ADN extraido de materia fecal y 2 muestras de ADN
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extraido a partir de tejido (utilizadas como control positivo). Por otra parte, se probaron cinco loci de
microsatélites, cuyos cebadores fueron cedidos por el NUPECCE (Mantellatto et al., 2010; Peres, 2015). De
estos, cuatro fueron desarrollados especificamente para M. gouazoubira y uno de ellos para el cérvido
Rangifer tarandus (RT09). Se disefiaron PCR tipo multiplex teniendo en cuenta la temperatura de
hibridacidn (Ta), el tipo de fluoréforo y el tamafio del fragmento a amplificar de cada juego de cebadores,
inicialmente utilizando Unicamente los primeros 9 cebadores. La Tabla 2 resume las caracteristicas de los
lociy el disefio de estos multiplex.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacion de loci de microsatélites de Mazama gouazoubira.

Cebador Tamafio T°Color Fluoréforo Especie Secuencia cebador Cita

M. *AAGAAGCTCAAACTGCCTGTC

goua24 170-200 55 azul FAM gouazoubira *TCTTATTTCCACCTCTTTCCCA Peres, 2015
M. *GGGACAGTGATAAACTAGGTGT

goual6 200-220 55 verde JOE/VIC gouazoubira *CTAATGAGATAGCAAAGTACGC Peres, 2015
M. *AGGACAACCATGCACCTACTTT

goua25 170-210 55 negro NED gouazoubira *ATCCCAGCTCCTTTTAACACAA Peres, 2015
M. *GAGTACAACAGCCATGCAGAGA

goua21 160-195 53 azul FAM gouazoubira *CATTGGGGTTCACCTAGAGAAG Peres, 2015
M. *GTCTGATCCAAATCTGAGGGTC

goua07 ~140 55 verde HEX gouazoubira *TCATAGCATCCAAGGCAAACTA Peres, 2015
M. *AGTTGGGATCCTTTAGGCTG

goua03 ~106 55 azul FAM gouazoubira *CCTGACATCCAGGTTTCTTG Peres, 2015
M. *AAAGGAGATGTCAGGATATGGG

goua08 ~166 55 verde HEX gouazoubira * ACTTGGTTGATTTCGCTGCTAT Peres, 2015
M. * TAGTGGGACGTTTGTTGTTGTT

goual0 ~110 55 azul FAM Peres, 2015

gouazoubira * TGGATCTTTGGAGAGGGTCTAA
*AATTTCAAAGAACCGTTACACAGC  Cosse et al., 2007; Da
*AAGGGACTTGCAGGGACTAAAACA Rosa, 2014

Rangifer *TGAAGTTTAATTTCCACTCT Wilson et al., 1357;
rt09 100 55 azul FAM tarandus *CAGTCACTTTCATCCCACAT Mantellatto et al.,
2010; Peres, 2015

*TGGAAACAATGTAAACCTGGG Cosse et al., 2007; Da

cssm41 120-150 54 verde JOE/VIC Bos sp.

bm757 180-200 54 azul FAM Bos sp.

*TTGAGCCACCAAGGAACC Rosa, 2014
*GGGTGTGACATTTTGTTCCC Cosse et al., 2007; Da

bm203 205-240 56 verde JOE/VIC Bos sp. *CTGCTCGCCACTAGTCCTTC Rosa. 2014
*CTAAATTTATCCCACTGTGGCTCT  Cosse et al., 2007; Da

tglal0 150-180 55 negro NED Bossp.  «CAATCTGCAGTAGCATACATCCTTG Rosa, 2014
*AGCTGGGAATATAACCAAAGG Cosse et al., 2007; Da

bm1818 220-250 53 azul FAM Bos sp. *AGTGCTTTCAAGGTCCATGC Rosa. 2014

Estos multiplex fueron revisados y redisefiados en funcidon de la inclusién de los cinco loci de
microsatélites cedidos por el NUPECCE, y también del bajo éxito de amplificacidn resultante para algunos
de los considerados inicialmente (Tabla 3). Las condiciones de las reacciones de PCR en tiempo final
utilizadas para cada multiplex testado se detallan en la Tabla 3. Se comprobd el éxito de la reaccion de
amplificacidn a través de la migracion de 4 ul de los productos de PCR en gel de agarosa al 2%, utilizando
GoodView TM (SbS) como agente intercalante. Se seleccionaron 2 muestras de buena calidad y
concentracién de ADN suficiente para probar la amplificabilidad de este set de microsatélites. Luego, se
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testé la amplificacion con muestras de ADN degradado, utilizando ADN extraido a partir de 25 fecas
(seleccionadas a partir de sus curvas de absorbancia a 260 nm y concentracién de ADN obtenido) y ADN
extraido a partir de 4 muestras provenientes de museos. Los productos de PCR fueron genotipados
utilizando el servicio de andlisis de fragmentos del Instituto Pasteur de Montevideo.

Tabla 3. Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacion de loci de microsatélites de Mazama gouazoubira. Se
muestran los dos juegos de multiplex generados durante el transcurso de este trabajo 12: 1-3; 22: A-C.
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Multiplex Temp. Tiempo Ciclos Multiplex Temp. Tiempo Ciclos
95 2 min A 95 2 min
Bl\/]I.757 95 30 sec RTO9 95 30 sec
56 90 sec 35 GOUA24 55 90 sec 35
BM203 72 50 GOUAO07 72 50
TGLA10 sec sec
60 30 min BM203 60 30 min
95 2 min B 95 2 min
2 95 30 sec 95 30 sec
GOUAO03
GOUA24 55 90 sec 35 55 90 sec 35
BM757
GOUA25 72 50 sec 72 50 sec
GOUA16 CSssm41
60 30 min 60 30 min
TGLA10
95 2 min 95 2 min
3 95 30 sec c 95 30 sec
BM1818 53 90 sec 35 GOUALD 55 90 sec 35
CSSM41 GOUAO08
72 50 sec 72 50 sec
GOUA21 GOUA25
60 30 min 60 30 min

V. Andlisis bioinformdtico
a. Andlisis de secuencias de ADN mitocondrial

Una vez obtenidos los cromatogramas de las secuencias, se utilizé la herramienta “BLAST” (Basic Local
Alignment Search Tool) y la base de datos Gen Bank del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov), para verificar que efectivamente el ADN amplificado
correspondia a las regiones esperadas del genoma de M. gouazoubira. Estos fragmentos de ADN
mitocondrial poseen sitios polimérficos diagndsticos de la especie en estudio, y esto resulta especialmente
relevante para la identificacidn certera de la especie de origen en el caso de muestras como fecas, animales
atropellados, y huesos. Las secuencias se analizaron utilizando el software MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013)
gue permite la alineacién de las secuencias de diferentes individuos utilizando diferentes algoritmos, la
clasificacidn de los diferentes haplotipos existentes y la construccién de arboles de distancia y matrices de
relaciones para el analisis de estos haplotipos. Las secuencias fueron alineadas manualmente y a partir de
la alineacién se computo la proporcion de diferencias nucleotidicas entre cada par de secuencias (“pairwise



distance”, utilizando el algoritmo “n° of differences”) para clasificar los diferentes haplotipos. La diversidad
haplotipica y nucleotidica asi como el nimero de sitios polimérficos se calculd utilizando el software DnaSP
v. 5.0 (Librado et al., 2009).

Para examinar las relaciones entre los haplotipos se construyd una red utilizando el software PopArt
(http://popart.otago.ac.nz) implementando el algoritmo TCS (Clement et al, 2002) de parsimonia
estadistica. Para analizar las relaciones filogenéticas entre los haplotipos, se utilizaron los métodos de
Maxima Verosimilitud (implementando en el software MEGA 6.0, con 10000 réplicas de Bootstrap) y de
inferencia Bayesiana utilizando el paquete BEAST v.1.8.1 (Drummond et al., 2012), para el cual se utilizd
como parametros largo de cadena 25.000.000 y muestreo cada 2.500 pasos, generando un total de 10.000
arboles. El software TRACER v. 1.6 (Rambaut & Drummond, 2007) se usé para asegurar que las cadenas de
Markov alcanzaran la estacionalidad examinando los valores de ESS (effective sample sizes) y también para
determinar el nimero correcto de pasos a ser descartados como burn-in para el analisis (10% inicial). Los
modelos de sustitucion recuperados con MEGA 6.0 fueron definidos para cada particidn (citocromo b y D-
loop) y se utilizd como prior para la distribucién de los nodos en el arbol el modelo “Coalescent: constant
size”. Se utilizaron tasas de substitucion nucleotidica descritas en trabajos anteriores para citocromo b en
cérvidos (2,51 x 10 sustituciones/sitio/afio; Latch et al, 2009) y para la regién D-loop (4,46 x 10°
sustituciones/sitio/afio; Latch et al, 2009). Se realizaron dos corridas independientes, que fueron
analizadas utilizando el software TreeAnotator para obtener un arbol consenso, y ambos se unificaron
utilizando el software LogCombiner v 1.8.1. Los resultados de ambas corridas combinadas fueron
analizados utilizando el software FigTree v 1.4.0 para dibujar el arbol consenso. Para el analisis filogenético
se usdé como grupo externo una secuencia de D- loop y del gen Citobromo b de Ozotoceros bezoarticus
(MRGOb2) (Accession: IN632681.2), obtenidas de la web Gen Bank. En el caso de las secuencias obtenidas
a partir de fecas, los haplotipos iguales fueron considerados como obtenidos del mismo individuo.

El software DnaSP se utilizd para estimar la distribucidn de las frecuencias de las diferencias
nucleotidicas pareadas entre secuencias (mismatch distribution) con el objetivo de analizar la dindmica
demografica histérica (Rogers & Harpending, 1992). La significancia estadistica de la distribucién de
frecuencias observadas bajo el modelo de expansion, se evalué con el estadistico SSD (Sum of Square
Deviations), el indice r (raggedness) utilizando el software Arlequin v 3.5.1.2. (Excoffier et al., 2005) y el test
de Ramos-Onsins & Rozas’s (R2) que se aplica mejor a pequefos tamafos muestrales (Ramos-Onsins &
Rozas, 2002). En una poblaciéon que sufrié una expansion reciente, se espera que SSD y R2 presenten
valores bajos (Harpending, 1994). Los estadisticos F de Fu (Fu, 1997) y D de Tajima (Tajima, 1989) se
estimaron mediante simulaciones coalescentes, y se utilizaron para poner a prueba la hipdtesis de
neutralidad y expansion poblacional reciente. En caso de no rechazar la hipétesis de expansidn poblacional,
el modelo de Rogers & Harpending (1992) se utiliza para calcular el tiempo transcurrido desde la expansion
poblacional, a través de Tau (t = 2ut) y Theta (6 = 4Nep) extraidos del software Arlequin. Se utiliza el
parametro Tau para estimar el tiempo desde la expansién usando la ecuacién: t = t /2y, donde p es la tasa
de mutacién por secuencia por generacion (Rogers, 1995; Schneider & Excoffier, 1999). Este calculo se
realizd utilizando la herramienta de Schenekar & Weiss (2011) disponible en la web
(http://www.unigraz.at/zoowww/mismatchcalc/mmc2.php). Para complementar esta aproximacion vy
estimar la variacién en el tamafio efectivo poblacional de hembras en el tiempo, se utilizé el modelo GMRF
Bayesian Skyrline Plot (BSP) (Minin et al., 2008) en BEAST. El BSP representa en un grafico el cambio en el
tamafio poblacional a través del tiempo, inferido a partir de las secuencias de ADN mitocondrial. Para la
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construccion de este grafico, se utilizaron las tasas de sustitucidon nucleotidica mencionadas arriba, y 2 afios
como tiempo generacional para la especie.

Para analizar la estructura poblacional en un contexto geografico, se realizdé un andlisis jerarquico de
varianza molecular (AMOVA) implementado también en el software Arlequin y se calcularon los
estadisticos 6, andlogos a las estadisticos F de Wright (Wrigth, 1978). Los estadisticos F estiman como esta
distribuida la variacidn genética dentro y entre subpoblaciones (Beebee & Rowe, 2008). El estadistico FIS,
evalua el grado de endogamia de los individuos dentro de su subpoblacién, FIT mide cuanto se aleja una
poblaciéon global del equilibrio Hardy-Weinberg (Allendorf & Luikart, 2007); mientras que FST (el indice de
fijacién) es un estimador comun de diferenciacién genética entre subpoblaciones (Beebee & Rowe, 2008) y
utilizado cominmente como un indicador del grado de subestructuracién genética de las poblaciones de
una especie. Los estimadores estan definidos de la siguiente manera:

FIS= (Hs- Hi)/Hs

FIT= (Ht-Hi)/Ht
FST= (Ht-Hs)/Ht

Hi es la heterocigosidad observada promedio a través de las subpoblaciones, Hs es la heterocigosidad
esperada a través de las subpoblaciones y Ht es la heterocigosidad esperada para la poblacién total. Se
experimentd con diversas agrupaciones de poblaciones sugeridas por los arboles filogenéticos, y las
sugeridas por la ubicacién geografica de las localidades de muestreo. Las agrupaciones que maximizan los
valores de ®OCT, y son significativamente diferentes de las distribuciones aleatorias de las secuencias, se
supone que reflejan diferenciacion entre los grupos previamente definidos. Se siguieron las guias de Wright
para interpretar los valores de ®CT, donde un valor de 0 a 0,05 indica poca diferenciacién, 0,05 - 0,15
diferenciacién moderada, 0,15 - 0,25 diferenciacién robusta, y mayor a 0,25 gran diferenciaciéon entre
grupos de poblaciones (Wright, 1978).

b. Andlisis de loci de microsatélites

Luego de obtenidos los resultados de las corridas en microcapilar, se realizé la asignacion de tamafio a
cada alelo con el software GeneMarker 1.9® (Softgenetics, State College, PA). La correcta asignacion de
alelos en los individuos puede verse afectada por distintos tipos de errores al momento de la amplificacion
por PCR de los loci de microsatélites (Oosterhout et al., 2004; Chapuis & Estoup, 2007; Cosse, 2010). Para
evaluar la existencia de errores de genotipado se utilizé el programa Micro-Checker 2.2.3 (Oosterhout et
al., 2004). El software implementa una distribucién binomial acumulada para calcular la probabilidad
observada de homocigotas para cada loci (Weir, 1996).

Se estim¢ la probabilidad exacta para H-W utilizando el programa GenePop (Raymond & Rousset, 1995)
gue emplea cadenas de Markov mediante el método descrito por Guo & Thomson (1992).

El grado de informacién que se puede obtener a partir de un set de microsatélites depende en gran
medida del nimero y la frecuencia de los alelos que presenta el set para la poblacidon o poblaciones
analizadas. Se define como Contenido de Informacién Polimarfica (PIC), la probabilidad de que se pueda
deducir, a partir del genotipo de la descendencia, el par parental (Botstein et al., 1980). El valor de PIC se
calcula segun: PIC = 1-5 (Pi), donde Pi es la proporcidn de las muestras que presentan el alelo i de un locus
particular. Para determinar el PIC se analizaron los datos con el programa Cervus 3.0® (Kalinowski et al.,

32



2007; Marshall et al., 1998). Los loci que presentan un PIC mayor 0,5 se consideran altamente informativos,
aquellos cuyos valores estan entre 0,25 - 0,5 son considerados medianamente informativos y aquellos que
se encuentran por debajo de 0,25 débilmente informativos y por lo tanto, no apropiados para el andlisis
genético de las poblaciones (Botstein et al., 1980).

La diversidad genética para el conjunto de muestras analizado a partir de este set de microsatélites, fue
cuantificada mediante el numero de alelos observado por locus (A), en conjunto con la heterocigosidad
esperada (He) y observada (Ho) para cada locus (Corti et al., 2009).

Asumiendo a priori la existencia de mdas de una poblacién, el grado de estructuracidon genética
poblacional fue estimado mediante el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Este programa 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). En este caso, se realizaron corridas con el software para K
variando de 1 a 5, con cinco réplicas cada una, 200.000 réplicas Montecarlo de cadenas de Markov (MCMC)
y gquemando las 10.000 iniciales como burning period. El modelo de ancestralidad utilizado fue Admixture.
Finalmente, se eligié el valor de K con mayor media de LnP(X/K) y menor desvio estandar.
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RESULTADOS

I. Procesamiento de muestras

La extraccién de ADN fue exitosa en el 100% de los casos, mostrando que los protocolos utilizados son
apropiados, como ya ha sido descrito anteriormente. Se amplificaron por PCR y secuenciaron un total de
136 muestras, de las 284 muestras relevadas al comienzo de este trabajo. De éstas, un total de 81 fueron
secuenciadas para el fragmento corto de la regién D —loop (159 pb), 26 para el fragmento de la regién D —
loop de 600 pb, y 29 para el gen citocromo b. Por otro lado, se utilizaron en el andlisis 73 secuencias con las
gue se ya se contaba previamente de publicaciones anteriores, totalizando 209 secuencias de 160
individuos. Al utilizar el BLAST con estas secuencias en comparacién con la base de datos de la web Gen
Bank, todas ellas arrojaron como 12 resultado Mazama gouazoubira, con porcentajes de identidad de 96 a
99% con respecto a las secuencias de referencia de la base de datos.

El éxito de amplificacién por PCR fue diferencial para los diferentes tipos de muestras, no siendo
posible amplificar el fragmento de 600 pb en ninguna de las muestras de fecas, huesos, o piel de animales
hallados muertos que se probaron inicialmente. Esta dificultad, producto de la degradacién del ADN en este
tipo de muestras, ya ha sido extensamente descrita en la bibliografia (Kohn & Wayne, 1997; Taberlet, 1999;
Wei et al., 2000; Herrmann & Hummel, 2012). Sin embargo, fue posible la amplificacidn y secuenciacién de
este fragmento en 85% de las muestras testadas de pelos (NUPECCE, Brasil). Para los fragmentos cortos (D-
loop: 159 pb y citocromo b: 214 pb) el éxito de amplificacidn para las muestras de ADN de fecas, huesos y
pieles fue de entre 50 a 60% para cada corrida de PCR. Esto ocurrié posiblemente debido a que las fecas,
ademas de poseer ADN degradado, también pueden contener componentes que pueden ser inhibidores de
la reaccion de PCR, como polisacaridos, productos de la degradacién del alimento (acidos, enzimas, lipidos
y proteinas), ARN y bacterias (Kohn & Wayne, 1997), dificultando su amplificacién. Es importante destacar
gue durante la realizacién de este trabajo, el secuenciador Sanger del Instituto Pasteur de Montevideo, con
el cual se contaba para la secuenciacion de las muestras, sufrié averias en dos oportunidades y se encontro
fuera de servicio durante algunos meses. Este imprevisto dificulté la obtencidn del ndmero total de
secuencias previsto inicialmente, particularmente para el gen citocromo b.

En cuanto al tipo de muestra, 62 de las muestras utilizadas fueron pelos, 56 fecas, 15 huesos o restos
de piel de material de museo, 6 muestras de sangre, 5 fueron muestras de tejido, 2 de huesos o restos de
animales encontrados muertos en el campo, y por ultimo, 14 de las secuencias de ADN utilizadas (ya
obtenidas previamente) se desconoce del tipo de muestra del que se obtuvieron.

En relacién a las localidades de muestreo, se procesaron muestras correspondientes a 70 puntos de
muestreo, distribuidos en 5 paises: Uruguay (n= 83), Brasil (n= 58), Argentina (n= 10), Paraguay (n= 6),
Bolivia (n= 3). Estas muestras fueron colectadas en un periodo de 21 afos (1993 -2014). Los puntos de
muestreo se corresponden en 100% con la distribucién geografica ya descrita para esta especie.

Il. Andlisis de secuencias de ADN mitocondrial

Debido a que se contaba con secuencias de diferentes fragmentos y longitudes para el ADN
mitocondrial para las diferentes muestras, estas fueron consideradas por separado para la mayoria de los
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analisis realizados. En primer lugar, se analizaron las secuencias de 600 pb de la regién D- loop del ADN
mitocondrial. En segundo lugar, se analizaron las secuencias de 159 pb de la regién D- loop del ADN
mitocondrial y en tercer lugar, las secuencias del gen citocromo b (214 pb). Finalmente, para las muestras
para las que se contaba con secuencia de la region D- loop (159 pb) y secuencia del gen citocromo b, ambas
secuencias fueron concatenadas y se realizaron analisis con la concatenacion.

a. Regidn D- loop

Fue posible la amplificacién por PCR del fragmento de 600 pb en las 26 muestras de pelo cedidas por
NUPECCE. La extraccién de ADN, amplificacién por PCR y secuenciacion de estas muestras fue realizada en
el laboratorio de NUPECCE en la Universidad Estadual Paulista, Jaboticabal, Brasil. Luego de la
secuenciacién, se procedié a descartar dos secuencias correspondientes a 2 individuos, ya que no era
posible su lectura por problemas técnicos. A partir del alineamiento de las 24 secuencias restantes (las
secuenciadas se detallan en el Anexo lll), se clasificaron los diferentes haplotipos encontrados mediante
una matriz de diferencias nucleotidicas (Tabla 4).

Tabla 4. Matriz de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias para un fragmento de 600 pb de la regién D-
loop de Mazama gouazoubira.

T354 T35 TO15 T194 T158 T323 T348 T155 T319 TO75 T091 T131 T132 T273 T092 T196 TO76 T139 T048 T138 T320 T137 T31 T35:
T355 18

TO15 14 12

T194 22 14 14

T158 24 14 16 14

T323 22 14 14 4 14

T348 21 7 13 19 19 19

T155 23 13 15 13 3 13 18

T319 12 15 11 21 21 21 16 22

TO75 25 17 17 5 17 5 20 16 24

TO91 16 12 10 6 10 6 15 9 16 9

T131 22 12 14 10 4 10 17 3 21 13 6

T132 15 19 11 19 21 19 22 20 17 22 13 17

T273 22 12 14 12 2 12 17 1 21 15 8 2 19

T092 10 14 12 20 22 20 17 21 11 23 16 20 13 20

T196 20 14 12 10 8 10 17 7 19 13 6 4 15 6 16

TO76 25 17 17 5 17 5 20 16 24 0 9 13 22 15 23 13

T139 8 18 12 20 24 22 19 23 9 23 18 15 22 6 18 23

TO48 21 13 15 11 13 11 16 12 21 12 7 16 11 19 9 12 21

T138 14 16 12 20 22 22 15 21 13 23 18 20 10 16 23 8 19

T320 24 14 16 14 4 14 19 3 23 17 10 2 22 8 17 24 13 22
T137 23 13 15 13 3 13 18 0 22 16 9 1 21 7 16 23 12 21 3
T318 22 14 14 10 4 12 19 3 21 13 8 19 2 20 8 13 20 13 20 4 3
T352 20 14 10 10 10 10 17 9 19 13 6 8 18 6 13 20 11 18 10 9 10

5w s BER
|
a1

Se encontraron 22 haplotipos diferentes para los individuos secuenciados (Tabla 5). Entre estos
haplotipos, se registraron un total de 58 sitios polimdrficos y 59 mutaciones, 38 sitios informativos para



parsimonia, y un total de 53 transiciones y 5 transversiones. La proporcion de sitios polimérficos fue 10,6%,
y el nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias fue k= 14 (variando entre 0 y
27). El indice de diversidad haplotipica fue Hd= 0,993 (s.d. 0,0002), mientras que el indice de diversidad
nucleotidica fue Pi= 0,02639 (s.d. 0,00195). En la construccidn de la red de haplotipos (Fig. 4) se observa
una estructura con un gran nivel de homoplasia en el centro (esto es, cambio evolutivo independiente que
genera que dos individuos presenten un mismo caracter adquirido independientemente), que se ve
reflejada por la presencia de conexiones alternativas entre los haplotipos, y una gran distancia mutacional
entre algunos de los haplotipos. No existe clara relacion entre la distancia mutacional entre haplotipos y su
localizacién geogréfica, ademads, se observa que la gran mayoria de las muestras representan haplotipos
Unicos, lo que es indicador de la alta variabilidad genética de la especie para este fragmento (Fig. 5).

Tabla 5. Lista de individuos y haplotipos determinados para un fragmento de 600 pb de la regién D- loop de Mazama
gouazoubira.

Individuo/s Haplotipo

T354 HAP 1
T355 HAP 2
TO15 HAP 3
T194 HAP 4
T158 HAP 5
T323 HAP 6
T348 HAP 7
T155;T317 HAP 8
T319 HAP 9
TO75; TO76 HAP 10
TO91 HAP 11
T131 HAP 12
T132 HAP 13
T273 HAP 14
T092 HAP 15
T196 HAP 16
T139 HAP 17
T048 HAP 18
T138 HAP 19
T320 HAP 20
T318 HAP 21

T352 HAP 22
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Se detectaron Unicamente dos haplotipos compartidos entre muestras, y ambos en individuos de la

misma localidad. No se encontraron haplotipos compartidos entre localidades. Es importante resaltar la

relacién estrecha que parece haber entre los haplotipos 5 (Minas Gerais), 8 (Mato Grosso do Sul), 20
(Goias) y 21 (Mato Grosso do Sul), donde todos parecen derivar del haplotipo 14 (T273 - Sao Paulo).
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Figura 4. Red haplotipica TCS construida con 22 haplotipos (obtenidos a partir de 24 individuos) de un fragmento de 600 pb de la

region D- loop del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira. Las mutaciones se muestran como lineas sobre las ramas. Los

diferentes colores corresponden a diferentes localidades de muestreo: RGS (Rio Grande do Sul), ES (Espirito Santo), MG (Minas
Gerais), RGN (Rio Grande do Norte), MGS (Mato Grosso do Sul), GO (Goias), SP (Sao Paulo), PA (Parana), CE (Ceard), MGO (Mato
Grosso). Extraido del software PopArt.
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Figura 5. Mapa de haplotipos hallados por localidad de muestreo. Construido con 22 haplotipos (obtenidos a partir
de 24 secuencias muestreadas en 10 localidades de Brasil) de un fragmento de 600 pb de la regién D-loop del ADN
mitocondrial de Mazama gouazoubira.

Al analizar las relaciones filogenéticas a través de un arbol filogenético de Maxima Verosimilitud (Fig. 6)
se observod que existe ambigliedad en la tipologia del arbol, y por lo tanto no es posible afirmar relaciones
filogenéticas entre los individuos, ya que los valores de bootstrap, salvo excepciones, son <50. Se reafirma
la relacion cercana entre las muestras T155, T317, T273, T320, T158 y T318 (Haplotipos 5, 8, 20, 21 y 14)
que se describid para la red haplotipica.
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Figura 6. Arbol filogenético consenso construido utilizando el algoritmo de Maximun Likelihood, con 10.000 réplicas
de bootstrap, y tomando como modelo de sustitucién nucleotidica Tamura-Nei 93, para 25 secuencias de 600 pb de la
region D- loop de Mazama gouazoubira de Brasil y Ozotoceros bezoarticus como grupo externo. MG = Minas Gerais,
MS = Mato Grosso do Sul, GO = Goias, PR = Parand, RGS= Rio Grande do Sul, SP = S3o Paulo, ES = Espirito Santo, MT =
Mato Gross, RN = Rondonia, CE = Ceara. Extraido de MEGA 6.0

Por otro lado, para el fragmento de 159 pb de la regidn D- loop, se contd con un total de 121
secuencias para el andlisis, las mismas se detallan en el Anexo lll. Se clasificaron los diferentes haplotipos
mediante una matriz de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias, donde se diferenciaron un
total de 69 haplotipos para los 121 individuos secuenciados (Tabla 6). Se registraron un total de 39 sitios
polimérficos y 49 mutaciones entre secuencias, siendo 10 de ellas transversiones. No se encontraron
deleciones o inserciones. La diversidad haplotipica fue Hd= 0,980 (s.d. 0,005) y la diversidad nucleotidica
Pi= 0,060 (s.d. 0,003). El nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias fue k=7
(variando entre 0y 20).
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Tabla 6. Lista de individuos y haplotipos identificados para un fragmento de 159 pb de la regién D- loop de Mazama
gouazoubira

Individuos Haplotipos
LC 21; MNHN 1380 HAP 1
LC 32 HAP 2
BV011; BV012; BV013; MF15; MF16; MF17; MSG50; T79 HAP 3
BV018 HAP 4
MF1; MSG 89 HAP 5
MF2; MF3 HAP 6
MF6 HAP 7
MF7; MF8; MF13 HAP 8
MF 18 HAP 9
MF19; MF23; MF32; MSG136; MNHN2604; MNHN3127; MNHN5501; HAP 10
MNHN7632
MF31; MF36; MF76; MF77; MSG52 HAP 11
MF60 HAP 12
MF 62 HAP 13
MF 63; MF64; MF65; MF66 HAP 14
MSGO01; MSG39; MSG107 HAP 15
MSG11 HAP 16
MSG12 HAP 17
MSG14; MSG15 HAP 18
MSG18 HAP 19
MSG19; T101; T111 HAP 20
MSG20; MSG43 HAP 21
MSG26 HAP 22
MSG33; MSG44; MSG45; T209 HAP 23
MSG34; MSG60 HAP 24
MSG35 HAP 25
MSG36; MSG55 HAP 26
MSG40; MSG88; MSG99; MSG100; MSG110; MSG112; MSG325 HAP 27
MSG48 HAP 28
MSG51 HAP 29
MSG61 HAP 30
MSG63 HAP 31
MSG64 HAP 32
MSG65 HAP 33
MSG66 HAP 34
MSG91 HAP 35
MSG91; MSG92; MSG94; MSG137 HAP 36
MSG101; MSG105; MSG109; MSG114; MSG116; MNHN6266 HAP 37
MSG105 HAP 38
MSG138 HAP 39
MSG139 HAP 40
MSG330 HAP 41
ZVCM1730 HAP 42
ZVCM1769 HAP 43
ZVCM5517 HAP 44
MNHN7357 HAP 45

8-26 HAP 46



Individuos Haplotipos

14-11; 16-12 HAP 47
ANI15 HAP 48
ANI16 HAP 49
ANI17 HAP 50
ANI49 HAP 51
ANI68 HAP 52
ANI71 HAP 53

1987-273 HAP 54
39008 HAP 55
MNHNP804 HAP 56
MNHNP806; MNHNP807; T180 HAP 57
MNHNP1909 HAP 58
T14 HAP 59
T69 HAP 60
T77 HAP 61
T83 HAP 62
T106 HAP 63
T125 HAP 64
T128 HAP 65
T129 HAP 66
T134 HAP 67
T155 HAP 68
T158 HAP 69

La red haplotipica construida a partir de estos haplotipos, muestra una estructura compleja, ya que el
numero de haplotipos es alto y existe homoplasia (Fig. 7). Se observa, a gran escala, una relacion entre la
localizacién geografica de los haplotipos y su grado de conexién en la red. El centro de la red parece estar
ocupado por haplotipos uruguayos y brasileros, siendo que los haplotipos de Rivera (Norte de Uruguay)
presentan estrecha relaciéon con los haplotipos de Tacuarembé (Norte de Uruguay) y también de Cerro
Largo (Noreste de Uruguay). Estos haplotipos de Uruguay se encuentran relacionados con haplotipos
brasileros y en menor medida con haplotipos provenientes de otros paises. A su vez, los haplotipos de
regiones del Sur de Uruguay se encuentran mas dispersos en la red. El haplotipo 10 se encuentra
compartido por mas individuos de diferentes localidades (cinco en total, todas de ellas en Uruguay),
seguido por el haplotipo 3 (compartido por tres localidades uruguayas y un individuo de Brasil).
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Para estas secuencias, al inferir la ocurrencia de cambios histéricos en el tamafio poblacional de
acuerdo al modelo mismatch distribution (Fig. 8), se observa una gran concordancia con la distribucién de
frecuencias esperada para poblaciones que han sufrido una expansién demografica explosiva. El valor
observado de theta fue 8= 0,66 (s.d. 1,75) y tau T= 6,98 (s.d. 3,07). El valor del estadistico de Ramos-Onsins
y Rozas (R2) fue 0,0860, y el valor del estadisitico r (raggedness) fue 0,0067. A su vez, el estadistico de
Tajima (D) fue negativo: -0,79, pero no significativo con un p valor > 0,10. Un valor negativo significativo
para este estadistico, indica que podemos estar frente a poblaciones que hayan sufrido un cambio abrupto
de tamafio poblacional o se encuentren bajo selecciéon natural. Al analizar las diferentes poblaciones por
separado, el estadistico de Fu resulté negativo y significativo Unicamente para el grupo conteniendo los
individuos muestrados en el Sur de Brasil + Norte de Uruguay, siendo un indicador de expansién
poblacional en el pasado reciente (F=-10,4418; p < 0,0008).

— Exp

---g-- Dbs

0.04

30

Pairwize Differences

Figura 8. Grafico "mismatch distribution" representando la distribucidn empirica de las frecuencias de diferencias
nucleotidicas pareadas para el numero total de secuencias analizadas para la regién D- loop del ADN mitocondrial de
Mazama gouazoubira sobre la linea punteada (121 secuencias), y la distribucion esperada bajo el modelo de
expansion demografica sobre la linea continua. Tomado de DnaSP v 5.0.

En relacién al analisis filogenético, se detectaron grupos de haplotipos ancestralmente diferenciados
(Fig. 9a y 9b). La edad de divergencia entre M. gouazoubira y O. bezoarticus, es de aproximadamente 2 MA.
El tiempo del ancestro comin mas reciente (MRCA) es de 1.81 MA. Se observan pocos clados con
divergencia mas reciente en el tiempo, formados por haplotipos pertenecientes a una misma localidad (ej.
HAP48, HAP49 y HAP50), pero por otra parte, se observan clados formados por haplotipos pertenecientes a
diferentes localidades, indicando que no existe diferenciacion entre individuos geograficamente
distanciados, sino que la gran variabilidad genética tiene un origen reciente y no se ha estructurado
geograficamente a la escala analizada.

Para el AMOVA, se probaron tres formas de agrupaciones diferentes de poblaciones, teniendo las dos
primeras, que agrupaban a todas las localidades de Brasil en una Unica poblacidn, un resultado similar en
términos de nivel de estructuracion genética a nivel poblacional entre grupos y dentro de grupos. Para la
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tercera agrupacion, generada a partir de la observacién de los valores de Fst pareados entre poblaciones
para las dos primeras corridas, se subdividid a las poblaciones brasileras y se agrupé a los individuos del Sur
de Brasil con los del Norte Uruguay, y a los individuos de Argentina con los de Paraguay. En todos los casos,
la mayor parte de la variabilidad se encuentra dentro de las poblaciones (aproximadamente 80% de la
varianza), lo que es indicador de la alta diversidad intrapoblacional y poca estructuracién de las
poblaciones. Dado esto, la variabilidad entre poblaciones representa un pequefio porcentaje de la varianza
total, lo cual puede ser una explicacién de la similitud entre los resultados de diferentes agrupaciones. La
Tabla 7 resume los resultados del test, que se muestran graficamente en la Figura 10.
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Figura 9. (a) Cronograma construido con BEAST v. 1.8 a partir de 69 haplotipos de ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira
de Uruguay, grupo externo Ozotoceros bezoarticus. Por debajo de los nodos se muestra la edad de nodo en millones de afios,
por encima se muestra la probabilidad posterior de ese nodo (sélo si p 2 0,9. (b) Se muestran en colores haplotipos y/o clados
pertenecientes a diferentes localidades de muestreo: Azul = Uruguay; Amarillo = Brasil; Rojo = Bolivia; Violeta = Paraguay; Rosa
= Argentina



Tabla 7. Resumen de resultados de andlisis AMOVA implementado en software Arlequin v 5.3.2. (a), (b) y (c)
representan diferentes agrupaciones probadas en diferentes corridas.

(a)

(1) RIVERA+CERRO LARGO (2) TACUAREMBO (3) ROCHA + MALDONADO +
LAVALLEJA + TREINTA Y TRES (4) ARGENTINA (5) BOLIVIA + PARAGUAY (6) BRASIL

Fuente de varianza Suma de cuadrados Compm:lentes % de varianza
de varianza
Entre grupos 71,4 0,60 16,59%
Entre poblaciones 18,7 0,11 3,00%
dentro de grupos
Dentro de poblaciones 303,5 2,81 80,40%
FSC 0,036 (p<0,11)
FST 0,20 (p <0,000001)
FCT 0,15 (p <0,0002)
(b)

(1) RIVERA + CERRO LARGO + TACUAREMBO (2) ROCHA + MALDONADO +
LAVALLEJA + TREINTA Y TRES (3) ARGENTINA (4) BOLIVIA (5) PARAGUAY (6) BRASIL

Fuente de varianza Suma de cuadrados Compor.mentes % de varianza
de varianza
Entre grupos 66,45 0,51 14,55%
Dentro de poblaciones 303,50 2,81 80,21%
FSC 0,061 (p < 0,000001)
FST 0,20(p < 0,000001)
FCT 0,15 (p <£0,000001)
(c)

(1) RIVERA + TACUAREMBO + CERRO LARGO + RGS + SC_PA (2) ROCHA +
MALDONADO + LAVALLEJA + TREINTA Y TRES (3) ARGENTINA + PARAGUAY + MGS
(4) BOLIVIA_MT (5) SP_BA_MG

Fuente de varianza Suma de cuadrados Compor.'nentes % de varianza
de varianza
Entre grupos 75,6 0,63 18,09%
Entre poblaciones 30,2 0,15 4,30%
dentro de grupos
Dentro de poblaciones 277,7 2,70 77,61%
FSC 0,052 (p £0,003)
FST 0,22 (p <£0,000001)

FCT 0,18 (p <0,000001)
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Tabla 8. Valores de Fst pareados entre poblaciones. La linea subrayada indica valores significativos con p< 0,05.
Estimados con Arlequin v.3.5.1.3. Las poblaciones Rivera, Cer_L (Cerro Largo), Tac (Tacuarembd), T_Y_t (Treinta y
Tres), Mald (Maldonado), Lav (Lavalleja) y Rocha corresponde a Uruguay, y las poblaciones RGS (Rio Grande do Sul),
SC_PA (Santa Catarina y Parana), MGS (Mato Grosso do Sul) y SP_BA_MG (Sao Paulo, Minas Gerais y Bahia)
corresponden a Brasil.
RIV CER_L RGS SC_PA TAC T_Y_T MALD LAV ROCHA ARG PAR BOL MGS SP_BA_MG

RIV 0
CER.L 003 0O

RGS 0.07 0.04 0O

SCPA 029 015 002 O

TAC 023 0.13 0.078 014 O

TYT 023 0.08 0095 021 012 0

MALD 032 016 0.11 0.6 0.18 012 0

LAV 027 016 011 0.17 0.19 0.027 0.038 0

ROCHA 0.16 0.08 0.037 0.11 0.16 0.013 0.052 0.066 0O
ARG 0.32 0.15 0.041 0.082 0.17 0.16 0.086 0.15 0.12 0
PAR 049 031 0.28 0.32 038 039 0.27 030 0.28 0.098 0
MGS_MG 0.39 0.21 0.12 0.082 0.26 0.28 0.13 0.20 0.22 0.0030 0.0013 O
BOL 0.46 0.26 0.14 0.12 035 035 0.15 0.23 0.22 0.028 0.0099 0.048 0

SP_.BA 042 035 025 0.16 035 033 018 0.20 0.25 0.17 0.32 0.088 0.13 0

b. Desarrollo de cebadores para el gen citocromo b
La secuencia de los cebadores desarrollados es la siguiente:

Cebador L: 5 TCCTTACTGGCCTATTCTTAGCA 3’ (23 bases)
Cebador R: 5" TCTCAAAAACATGAAACATTGGA 3’ (23 bases)

Estos cebadores fueron inicialmente enfrentados al banco de secuencias de la especie del gen citocromo b
completo (Duarte et al., 2008), donde se corrobord que no existiesen mutaciones en el sitio de unién al
cebador entre individuos, y también se analizd si el fragmento a amplificar presentaba polimorfismos entre
los diferentes individuos, permitiendo la realizacion de analisis intrapoblacionales. Por otro lado, se
corrobord que este fragmento permitia diferenciar a M. gouazoubira de otras especies del género Mazama
mediante la herramienta BLAST. En total, las secuencias generadas a partir de estos cebadores poseen un
largo de 214 pb y es posible su amplificacién a partir de muestras de ADN degradado.
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Figura 10. Representacion grafica de los grupos de poblaciones testeados en el AMOVA: (1) RIVERA+
TACUAREMBO+CERRO LARGO + RGS + SC_PA (2) ROCHA + MALDONADO + LAVALLEJA + TREINTA Y TRES (3)
ARGENTINA + PARAGUAY + MGS (4) BOLIVIA_MT (5) SP_BA_MG, con un valor de Fst=0,22.

C. Secuencias del gen citocromo b

Se analizaron 62 secuencias del gen citocromo b provenientes de la bibliografia (Bidegaray et al., 2003;
Gonzalez, 2004; Elizondo et al., 2010) y de individuos secuenciados durante el transcurso de esta tesis con
los cebadores desarrollados a tales efectos. Por este motivo, se contaba con secuencias correspondientes a
diferentes fragmentos y longitudes: 29 secuencias de 360 pb obtenidas con los cebadores FARH y FARL
(Marquez et al., 2006), 18 secuencias de 260 pb obtenidas con los cebadores L14724 y H15149 (Kocher et
al., 1989) y 15 secuencias obtenidas en el transcurso de este trabajo, correspondientes a un fragmento de
214 pb. En total, estas secuencias coincidian apenas en 89 pb, por lo que se optd por analizarlas por
separado, ya que el analisis conjunto resultaria poco robusto. Las secuencias provenientes de trabajos
anteriores fueron analizadas en conjunto (un total de 47 secuencias de 225 pb), y las demas fueron
utilizadas para el andlisis en concatenacidén con la region D —loop.

Para las 47 secuencias de 225 pb, a partir de su alineamiento, se clasificaron los diferentes haplotipos
encontrados mediante una matriz de diferencias nucleotidicas. Se encontraron 19 haplotipos (Tabla 8),
entre estos haplotipos, se registraron un total de 26 sitios polimérficos y 28 mutaciones, 13 sitios
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informativos para parsimonia, y un total de 22 transiciones y 6 transversiones. La proporcion de sitios
polimérficos fue 11,5%, y el nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre secuencias fue k= 3
(variando entre 0 y 8). El indice de diversidad haplotipica fue Hd= 0,898 (s.d. 0,027), mientras que el indice
de diversidad nucleotidica fue Pi= 0,0122 (s.d. 0,001).

Tabla 9. Lista de haplotipos identificados para un fragmento de 225 pb del gen citocromo b de Mazama gouazoubira.

Individuos Haplotipo

MSGO01; MSG14; MSG53; MSG61; T69; T135; MSG50; MSG66; MSG70; HAP 1
MSG74; BV101

MSG33; MSG34; MSG44; MSG45; T111; T155; T158; T209; T101 HAP 2

MSG36; MSG55; MSG64; MSG48 HAP 3

MSG40; MSG330; MSG77; MSG88; MSG325 HAP 4

MSG43; T112 HAP 5

MSG56 HAP 6

MSG63; MSG76 HAP 7

T113 HAP 8

T138 HAP 9

BV103 HAP 10

BV108 HAP 11

LCO2 HAP 12

LCO3 HAP 13

MSG52; MSG79 HAP 14

MSG68 HAP 15

MSG75 HAP 16

MSG85 HAP 17

MSG89 HAP 18

BV102 HAP 19

Al analizar la red haplotipica (Fig. 11) construida a partir de estas 47 secuencias, se observa la topologia
tipica asociada a una expansion poblacional: un haplotipo mas abundante en posicidn central, que seria
ancestral y es ademds compartido entre diferentes localidades. Relacionados a este haplotipo, se sitdan
varios haplotipos en baja frecuencia o Unicos que derivan de este. Por otra parte, no se observa correlacion
entre la distancia genética y la geografica entre los haplotipos, ya que haplotipos de una misma localidad se
encuentran dispersos en la red.
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Figura 11. Red haplotipica TCS construida con 19 haplotipos (obtenidos en 47 secuencias) de un fragmento de 225 pb
del gen citocromo b del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira. Las mutaciones se muestran como lineas sobre
las ramas. Los diferentes colores corresponden a diferentes localidades de muestreo: Tac_Riv, Lav, RioNegro,
Maldonado y Rocha corresponden a localidades de Uruguay. BRC = Brasil Centro (Sao Paulo y Minas Gerais); BRS =
Brasil Sur (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana); Brasil Norte = Pernambuco y Rio Grande do Norte. Grafico
obtenido com el software PopArt.

En la reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre estos haplotipos (Fig. 12), podemos confirmar
que no se detectan clados correspondientes a poblaciones geograficamente diferenciadas, no
detectadndose subdivisiones poblacionales histéricas. No existe concordancia aparente entre la relacion
filogenética entre los haplotipos y su disposicién geografica.
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Figura 12. Cronograma inferido con BEAST v. 1.8 a partir de 19 haplotipos del gen citocromo b de Mazama
gouazoubira. Por encima de los nodos se muestra la probabilidad posterior del nodo.

d. Secuencias concatenadas del gen citocromo b y region D- loop

Para el analisis de secuencias concatenadas se utilizaron 27 secuencias de 159 pb de la regién D- loop y
214 pb del gen citocromo b. Estas secuencias corresponden a muestras colectadas en diferentes localidades
de Uruguay entre los afios 1993 — 2014. Se identificaron 21 haplotipos al analizar el fragmento concatenado
(denominados HAP1 a HAP21) (Tabla 9). Este fragmento presenté 29 sitios polimdrficos y 29 mutaciones
(proporcidn de sitios polimérficos de 9,6%), la mayoria de éstos pertenecientes a la regidn D- loop (S=22).
La diversidad nucleotidica promedio fue Pi = 0,02681, con un promedio de k= 7 diferencias entre pares de
secuencias, y la diversidad haplotipica (Hd) fue 0,974 (s.d. 0,017).
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Tabla 10. Lista de muestras secuenciadas y haplotipos encontrados para un fragmento de secuencias
concatenadas del ADN mitocondrial (159 pb de la regién D- loop y 214 pb del gen citocromo b) de Mazama
gouazoubira.

Haplotipos Muestras
HAP1 BV011
HAP2 BV012; MSG50
HAP3 BV013
HAP4 BVv018
HAP5 LC21
HAP6 LC32
HAP7 MSGO01
HAPS8 MSG40; MSG325
HAP9 MSG52
HAP10 MSG63
HAP11 MSG88
HAP12 MSG89
HAP13 MSG91
HAP14 MSG92
HAP15 MSG99
HAP16 MSG100; MSG110; MSG112
HAP17 MSG109; MSG101; MSG116
HAP18 MSG105
HAP19 MSG107
HAP20 MSG114
HAP21 MSG330

La red haplotipica (Fig. 13) construida a partir de estos haplotipos, permite visualizar que existe un gran
numero de mutaciones en el total de la muestra y un alto nimero de haplotipos unicos, lo que indica gran
diversidad genética. No se observa en la red una tipologia consistente con eventos de contraccién o
expansion demografica en el pasado reciente, tampoco se observa un patréon filogeografico claro de
relacién entre los haplotipos, al identificarlos de acuerdo a su procedencia como Norte y Sur de Uruguay:
(1) Norte de Uruguay: ocho muestras obtenidas de dos localidades (Rivera y Tacuarembd); (2) Sur de
Uruguay: 19 muestras obtenidas en tres localidades (Lavalleja, Maldonado y Rocha). Se considerd la
procedencia en la naturaleza de los individuos de zoolégico con el objetivo de asignarlos a uno de los dos
grupos. La existencia de una topologia no resuelta en el centro de la red indica que existe homoplasia en
estas secuencias de ADN, lo que ya ha sido descrito anteriormente para regiones no codificantes del
genoma (como la regién D — loop).



Figura 13. Red haplotipica TCS construida con 21 haplotipos de fragmentos concatenados de la regién D- loop y gen
citocromo b del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira. Las mutaciones se muestran como lineas sobre las ramas.
Grafico obtenido con el software PopArt.

En cuanto a los analisis filogenéticos (Fig. 14) el mejor modelo de sustitucién nucleotidica para el
fragmento concatenado fue TN93 (Tamura & Nei, 1993). Al observar la topologia del arbol consenso, no se
identifican clados de acuerdo a poblaciones geograficamente diferenciadas y los individuos representantes
del Norte y Sur del pais aparecen mezclados, lo que indica que no existe una estructuracion filogeografica
marcada. La divergencia entre Mazama gouazoubira y Ozotoceros bezoarticus data de 2,24 MA
aproximadamente, con un amplio 95% HPD (high posterior density) posiblemente debido al bajo numero de
muestras analizadas y la longitud del fragmento.
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Figura 14. Cronograma construido con BEAST 1.8 para 21 haplotipos del ADN mitocondrial (fragmento del gen
citocromo b de 214 pb + fragmento de la regién D — loop de 159 pb) de Mazama gouazoubira de Uruguay. Por debajo
de los nodos se muestra la edad de nodo en MA, por encima se muestra la probabilidad posterior del nodo. En negro

se observan los individuos del norte del pais y en gris los individuos del sur.

El estadistico de Tajima (-0,08; p > 0,05) resultd negativo y no significativo, mientras que el estadistico F
de Fu resulté marginalmente positivo y no significativo (0,45; p > 0,05). Un resultado negativo de estos test
indica apartamiento de la neutralidad (accién de la seleccidon natural sobre esta parte del genoma), o se
considera indicador de cambios en el tamafio poblacional en el pasado reciente, ya que estos estadisticos
identifican secuencias que no se encuentran en equilibrio mutaciéon/deriva genética, a partir de la relacion
entre el nimero de diferencias nucleotidcas entre pares de secuencias y la proporcion de sitios
segregantes.

En relacion a los analisis demogréficos, el grafico mismatch distribution (Fig. 15) muestra una
distribucién unimodal, indicando que un nimero bajo de diferencias pareadas entre secuencias es muy
frecuente en la muestra analizada, lo que es esperado en el modelo de expansién demografica. En apoyo a
este resultado, los estadisticos R2 y r (raggedness) fueron significativos (0,16 p < 0,05; 0,09 p < 0,05
respectivamente), mientras que SSD no lo fue (0,19 p > 0,05).

El grafico Bayesian Skyline indica que la historia de estas poblaciones en el drea estudiada comenzo
hace aproximadamente 800.000 afios, observandose un crecimiento poblacional hace aproximadamente
250.000 - 500.000 afios (Fig. 16), luego de este periodo de crecimiento la poblacion parece haberse
mantenido constante, dado que no se observan otras sefiales de expansién o decrecimiento poblacional. El
mismo resultado fue obtenido con el método de Rogers & Harpending (1992). El pardmetro T fue 7,3+ 1,1
y el tiempo transcurrido desde la expansion fue 464.181 aios + 60.785, coincidente con el cambio en el
tamafio poblacional reflejado en grafico BSP.
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Figura 15. Distribucidon de la frecuencia de diferencias nucleotidicas pareadas para el nimero total de secuencias (en
linea punteada). La linea continua muestra la distribucién esperada bajo el modelo de expansion. Tomado de DnaSP v
5.0

1.E27

1.E17

1.E‘2 v T T T v T T T v T T T M T T T
0 0.1 0.2 03 04 05 0.6 0.7 0.8

Time

Figura 16. Perfil demografico Bayesiano (Bayesian Skyline Plot) para las secuencias de ADN mitocondrial de Mazama
gouazoubira analizadas. La linea negra muestra el valor observado a partir de la mediana y las lineas grises el intervalo
de confianza (95% HPD). El eje Y representa Ne*tiempo generacional, mientras que el Eje X representa el tiempo en
millones de afios (MA). La linea vertical indica la exitencia de un cambio en la funcién demografica.



En relaciéon al AMOVA (Fig. 17), se encontrd una estructuraciéon poblacional moderada vy significativa
entre el Norte y el Sur del pais (analizando a los individuos de Rivera y Tacuarembd vs. individuos de
Lavalleja, Maldonado y Rocha). Esta agrupacién se realizd en base a que las poblaciones del Norte del pais,
se encuentran en ambientes de bosque riberefio, mientras que las poblaciones del Sur, se encuentran
mayoritariamente en montes de tipo serrano, con interfaz de campo abierto. El valor de Fst fue 0,18 (p
valor £ 0,05). De todas formas, la mayor fuente de varianza (81%) fue encontrada dentro de las poblaciones
y no entre grupos de poblaciones, lo cual puede estar influenciado por el alto nimero de haplotipos
encontrados dentro de una misma localidad de muestreo.

Fuente de varianza % de varianza

EG 3,68
EF/DG 14,54
op 81,79

Figura 17. Mapa de Uruguay representando las localidades muestreadas y los grupos analizados en el AMOVA. En la
esquina superior izquierda se indica el porcentaje de varianza entre grupos (EG), entre poblaciones dentro de grupos
(EP/DG) y dentro de poblaciones (DP).

Il. Amplificacion de loci de microsatélites y disefio de PCR Multiplex

La Tabla 10 resume el éxito de amplificacion por locus para las 24 muestras testadas (las muestras
utilizadas se detallan en el Anexo Il.b). El éxito de amplificacidon fue determinado como presencia de una o
mas bandas del tamafio esperado para el locus en gel de agarosa al 3%, luego de 3 intentos de
amplificacidon por muestra por multiplex. El éxito de amplificacién para las 24 muestras para 9 loci fue de
64,5 %. Los loci con mayor éxito de amplificacién fueron: GOUA16, GOUA24 y GOUA25, lo cual es esperado
dado que se trata de microsatélites desarrollados especificamente para Mazama gouazoubira, mientras
gue los loci con menor éxito de amplificacion fueron BM1818 y CSSM41, ambos desarrollados para ganado
bovino y ya usados previamente en cérvidos (Cosse et al., 2007). En las dos muestras utilizadas como
control positivo fue posible amplificar los 10 loci testados, lo que también fue posible en cuatro muestras
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de ADN extraido a partir de fecas. Se llevaron a cabo corridas en microcapilar de todos los productos de
PCR para la determinacién de alelos para cada locus. A partir de la genotipificacidon de las muestras, el loci
BM1818 fue descartado del pool por no ser posible la asignacion de alelos en mds del 50% de las corridas
(6/11). Por lo tanto, el andlisis genético de las muestras se realizd con 8 loci. A continuacidn, se
seleccionaron y genotiparon otras 5 muestras provenientes de ADN extraido de materia fecal, con el
objetivo de contar con un nimero mds representativo de muestras en relacién a sus localidades de
procedencia, siendo un total de 29 muestras genotipadas para 8 loci.

Tabla 11. Exito de amplificacién por locus de microsatélite testado. (X) indica que el individuo fue amplificado con
éxito para ese loci.

BM TGLA BM BM CSSM  GOUA GOUA GOUA GOUA AMPLLISI((::IADOS
203 10 757 1818 41 21 25 24 16 POR MUESTRA
MSG88 X X 2
MsG124 X X X X X X X X X 9
MSG63 X 1
MF57 X X X X X X X X 8
MSG52 0
MF59 X X X X X 5
Mfgl)” X X X X X X X X X 9
MsGo1 X X X X X X X X X 9
MF51 X X X X X X X 8
MsSG109 X X X X X X X X X 9
Mfgl)“ X X X X X X X X X 9
MFI0 X X X X X X X X X 9
MsG92 X X X X X X X 7
MsG111 X X X X X X 6
MSG125 X X X 3
MFI3 X X X X X X X X 8
MF34 X X X X X X 6
MF1I9 X X X X X X X X X 9
BVIOLI X X X X X X X X X 9
ANI12 X X X 3
MF76 X X X 3
MF78 X X X X X X 6
MF60 X X X 3
MF64 X X X 3
MUESTRAS
s, 18 18 17 11 11 12 20 18 18 143

C/LOCUS
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Por ultimo, se recibieron 5 loci de microsatélites desarrollados en el NUPECCE, los cuales fueron
testados en 4 muestras: 2 controles positivos (mismas muestras que las utilizadas anteriormente) y 2
muestras de ADN extraido de materia fecal. El objetivo de este analisis fue poner a prueba la posibilidad de
incluir estos loci junto a los 8 iniciales en los multiplex disefiados, permitiendo asi la posibilidad de realizar a
futuro un analisis genético mas robusto. Los resultados para esta prueba se detallan en la Tabla 11, a partir
de ellos, se sugiere la incorporacion de 4 de estos microsatélites en los multiplex, de acuerdo al esquema
planteado en la seccién Materiales y Métodos.

Tabla 12. Tamafios alélicos asignados para 5 loci de microsatélites testados en 4 muestras de M. gouazoubira
(ADN control positivo y ADN extraido de materia fecal). X indica que no fue posible asignar alelos para esa muestra
para ese locus.

MUESTRA TAMANO
GOUA10 GOUAO08 RTO9 GOUA07 GOUAO03
MSG 137 (C+) 123 -130 166 - 168 X 142 - 145 112 -112
MSG 145 (C+) 114 -120 162 - 168 131-131 142 - 142 108 - 112
MF 32 (FECA) 114 -120 158 - 158 111-135 145 - 145 90-92
MF 31 (FECA) 114 -114 162 - 162 X X 90 - 90
C- X X X X X

Ill. Andlisis bioinformatico de loci de microsatélites

Los genotipos determinados para cada muestra para cada uno de los 8 loci se detallan en la Tabla 12. Se
detectaron entre 8 y 22 alelos por loci, siendo GOUA21 el mds polimdrfico y GOUA25 el menos polimérfico
(ambos disefiados especificamente para M. gouazoubira). La media del contenido de informacion
polimérfica (PIC) fue de 0,7951. En la Tabla 13 se detallan los resultados obtenidos por locus en cuanto a
numero de alelos, heterocigosidad esperada y heterocigosidad observada. Se encontraron errores de
genotipado para cuatro de los loci: CSSM41, TGLA10, GOUA21 y GOUA24; por presencia de alelos nulos. Se
determind la probabilidad de equilibrio de H-W, detectdndose que Unicamente GOUA24, BM203 y BM757
(p 2 0,05) se encuentran en equilibrio en la poblacién (Tabla 13). El nivel de endogamia resulté
marginalmente positivo Fis= 0,15, representando un exceso de homocigotas en la poblacidon analizada
(Tabla 13). En relacion al desequilibrio de ligamiento, se detectaron 2 comparaciones con valores de p <
0,05 (GOUA16 — GOUA21 y GOUA25 — GOUA24), de un total de 28 realizadas.
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Tabla 13. Genotipos determinados para 8 loci de microsatélites en 29 muestras de individuos de Mazama
gouazoubira de Uruguay (continla en la pagina siguiente).

GOUA21 CSSM41 BM203 TGLA10 BM 757 GOUA25 GOUA24 GOUA16

ANI 12 124124 123131 219221 142158 178194 160160 162174 192228
ANI 15 000000 129133 000000 162162 000000 000184 162165 226226
ANI 16 158158 131131 223223 160162 182192 000160 162162 000226
ANI 68 182182 131131 000000 162196 000000 145223 162231 150150
BVOl1 150166 131131 215221 136156 168204 160181 162174 148154
LC1 000000 000000 000000 158158 000000 181181 162162 192226
MF 10 152152 113127 219219 192224 188222 175181 162174 000000
MF 12 162174 000000 221227 136170 192196 178178 168231 000000
MF 13 162162 131133 219221 136152 188196 160175 162165 208226
MF 16 162168 131131 000000 136158 194196 160178 162168 196218
MF 19 136166 127131 219221 136148 230240 160175 162162 000000
MF 34 000000 000000 219219 128148 188194 160175 162162 208228
MF 51 164196 000000 219221 136162 206206 160160 153165 000000
MF 57 154166 129131 000000 000000 000000 181181 162162 208208
MF 60 142168 131133 221239 136144 192192 178181 162174 192200
MF 64 122136 131183 221221 134162 162166 000000 165174 000000
MF 76 158158 000000 211219 000000 198220 157157 159171 212212
MF 78 134180 181181 219221 170176 182194 175184 159162 000000
MSG 109 134198 129151 207221 192192 190242 160178 165195 194204
MSG 111 142166 131131 221233 136136 194220 160175 162165 192216
MSG 124 154158 129131 221223 176180 196206 175181 165174 192196
MSG 137 128132 127127 229235 136136 220220 175181 162162 192208
MSG 145 154158 129133 219221 128136 216220 160175 162174 192196
MSG 146 000000 000000 221221 000000 000000 160160 162165 000000
MSG 148 134198 127153 000000 124124 000000 000000 162165 000000
MSG 156 146158 143143 000000 126164 000000 175175 138138 192192
MSG 86 122122 000000 221221 164164 000000 160175 162162 196196
MSG 91 142158 129131 221235 138154 230242 160175 162162 204218
MSG 92 142158 129131 219235 136136 196220 160175 162165 204218

El andlisis preliminar de estructuracién genética poblacional mediante el método de asignacion
bayesiano implementado en el software Structure indicé que el nimero de clusters que presenta mayor
valor medio para el Ln de maxima verosimilitud y menor desvio estandar fue K=1, siendo el valor del Ln (P)
= - 874,20 (s.d. 39). El valor de distancia promedio entre los individuos dentro del mismo cluster
(correspondiente a toda la muestra analizada, ya que K=1) fue He= 0,8582.
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Tabla 14. Valores reportados en este trabajo (columna M. gouazoubira) para 29 muestras analizadas, y valores
reportados en bibliografia (columna Referencia) para otras especies de cérvidos en cuanto a: niumero de alelos (Na),
heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada (Ho), valores de probabilidad (p- valor) para el test del
equilibrio H-W, coeficiente de endogamia (FIS) para cada locus, y nimero de muestras analizadas (n) para cada locus.

M. gouazoubira Referencia
Locus Na He Ho P- Fis | Na He Ho Cita n
valor

GOUA 21 22 095 0,72 0 0,20 | 8 0,77 0,73 Peres, 2015 15
GOUA25 8 0,78 058 001 024 |6 071 0,6 Peres, 2015 15
GOUA 24 10 069 069 08 0056| 6 0,85 0,93 Peres, 2015 15
GOUA 16 14 091 0,70 0 0,15 9 0,81 0,8 Peres, 2015 15
CSSM41 12 0,45 0,55 05 0,054|20 0,87 0,60 Cosse et al., 2007 53
BM 203 11 0,73 0,74 0,01 0,022 |13 0,87 0,89 Cosse et al., 2007 61
BM 757 19 094 086 006 0,078|15 0,90 0,88 Cosse et al., 2007 57

TGLA 10 21 088 069 004 023 | 6 * * Slate et al., 1998 *
* No se presentan estos datos en el articulo de referencia




DISCUSION Y CONCLUSIONES

I. Diversidad y estructuracion genética de las poblaciones a partir de andlisis de
secuencias del ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial han sido ampliamente utilizado para analisis de variabilidad genética
intraespecifica y determinacién de especie a partir de muestras de ADN de origen no invasivo o ambiental
(Kohn & Wayne, 1997; Parson et al., 2000; Pawlowski et al., 2003). En este caso, el fragmento de 159 pb de
la regién D- loop probd ser muy util para analisis poblacionales en esta especie, especialmente cuando el
ADN de partida se encuentra degradado o en baja cantidad, ya que fue posible y confiable su amplificacion,
particularmente en aquellas muestras en las que la amplificacidon del fragmento de mayor tamaiio (600 pb)
no habia sido lograda. Si bien su robustez estadistica en algunos analisis no es alta, posiblemente debido a
qgue el numero de sitios informativos es bajo, y ademads, la region mostrd ser homoplasica, se trata de un
pequefio fragmento altamente variable en la especie estudiada, lo que lo hace muy interesante para
analisis a nivel poblacional a partir de ADN degradado. Ademas, posibilita la utilizaciéon de ejemplares de
museos 0 muestras arqueolégicas para el estudio de ADN antiguo, posibilitando investigar la historia de la
especie en un contexto filogenético.

La especie posee una gran diversidad genética a nivel del ADN mitocondrial. Se encontrd, para toda la
muestra, un alto nimero de haplotipos para las dos regiones analizadas (D —loop y citocromo b). A nivel de
la region D —loop, la diversidad genética del fragmento de 600 pb fue similar a la del de 159 pb (Hd= 0,998
vs 0,993; n? de mutaciones= 59 vs 49), indicando que este fragmento de pequefio tamafio es
representativo para estimaciones de diversidad genética. Parece ser que el fragmento de 159 pb involucra
la parte mds variable de la regidon D -loop. Se detecté un gran nimero de mutaciones entre haplotipos,
mostrando que las distancias genéticas entre individuos de la misma especie son en algunos casos muy
grandes.

Para el andlisis poblacional efectuado con el fragmento de 600 pb, a partir de las diferencias
nucleotidicas entre pares de secuencias, no se detectd relacidon entre esta distancia mutacional y la
localizacion geografica de los individuos, siendo que, por ejemplo, los haplotipos con mayor nimero de
diferencias entre si (n= 25) se encuentran distanciados geograficamente (Ceard y Rio Grande do Sul), pero
dos haplotipos muestreados en Rio Grande do Sul poseen una distancia mutacional similar (23 diferencias
nucleotidicas), indicando que no existe correlacién. De todas formas, el nimero de muestras por localidad
fue muy bajo (en la mayoria de los casos, sélo una muestra por sitio de muestreo) y por lo tanto es muy
dificil realizar inferencias acertadamente sin aumentar el nimero de muestras utilizado.

En cuanto al fragmento de 159 pb, al analizar mayor nimero de individuos y tener un muestreo mas
completo de localidades (particularmente en Brasil y Uruguay), fue posible realizar mas inferencias acerca
de la distribucidon de la diversidad genética para la especie. En la red haplotipica, se observa que los
haplotipos del Norte y Noroeste de Uruguay (Rivera, Tacuarembd y Cerro Largo) se encuentran muy
relacionados entre si, siendo que particularmente los haplotipos de Rocha son aquellos que mas se
diferencian del resto. Los individuos muestreados en Rocha corresponden mayoritariamente a una
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poblacién que se encuentra dentro de un darea protegida en la zona conocida como “Bafiados del Este”,
cercana a la frontera con Brasil, pudiendo ocurrir que estos individuos se encuentren mas relacionados a
poblaciones brasileras que a poblaciones del norte de Uruguay, de las cuales se encuentran mas distantes
geograficamente. Los haplotipos brasileros que observamos mezclados con este clado de haplotipos
uruguayos (particularmente los individuos T083 y MSG61), ambos corresponden a localidades de la zona
sur de Brasil. En otra parte de la red encontramos, mas dispersos entre si, a los haplotipos de la zona
Sureste del pais (Lavalleja y Maldonado), también estrechamente relacionados a haplotipos brasileros. Por
otro lado, los haplotipos paraguayos aparecen muy relacionados a haplotipos de la zona centro — oeste de
Brasil (Minas Gerais y Sao Paulo), pero no a los haplotipos bolivianos o argentinos. De todas formas, para
evaluar relaciones filogeograficas en estas dreas, es necesario un mejor muestreo de individuos de Bolivia,
Paraguay y Argentina. La mezcla de haplotipos de diferentes localidades, sin correlacion geografica
marcada, dentro de un drea de muestreo tan extensa, es posiblemente un efecto de la radiacion explosiva
sufrida por esta especie. Por otro lado, debido a que los haplotipos no muestran asociaciéon con uno o mas
haplotipos centrales, es probable que el origen de la diversidad genética de estas poblaciones haya sido
resultado de la explosion demografica a partir de mas de un linaje maternal (Korsten et al., 2009).

La regidn D —loop de M. gouazoubira mostré ser mas diversa que en otras especies de cérvidos de la
region para los que existen trabajos publicados, tanto en Sudamérica como en Norteamérica (Gonzalez et
al., 1998; Latch et al., 2009; Abril et al., 2010), reafirmando el concepto de que se trata de una especie con
alta diversidad intraespecifica, tanto morfolégicamente, como a nivel cariotipico y en su ADN. Gonzdlez et
al. (1998) detectaron alta diversidad genética para esta region del ADN mitocondrial al analizar 54
individuos de Ozotoceros bezoarticus pertenecientes a 6 localidades sudamericanas. El "venado de campo"
es una de las especies de cérvidos sudamericanos mas estrechamente relacionada al "guazu bird",
estimandose su ancestro comun en aproximadamente 2,5 millones de afios atrds y con una divergencia
entre secuencias de ambas especies de 10,1% en el ADN mitocondrial. La diversidad genética detectada a
nivel del D- loop es comparable entre ambas especies, indicando que pueden haber sufrido eventos
poblacionales histéricos recientes de similares caracteristicas (al momento de la colonizacion de América
del Sur), a pesar de no compartir el mismo habitat. Por el contrario, en el "venado de campo" se detectd
fuerte estructuracion genética entre las poblaciones analizadas, a diferencia de lo encontrado en este
trabajo para "guazl - bird". Esto podria indicar que M. gouazoubira posee una mayor capacidad de
dispersidn que O. bezoarticus, o bien que, dadas sus caracteristicas ecoldgicas, las barreras geograficas a la
dispersién de individuos no son las mismas para ambas especies (por ejemplo, los bosques riberefios
podrian actuar como corredores biolégicos para M. gouazoubira, pero posiblemente no para O.
bezoarticus). Estas diferencias podrian explicar las disimilitudes encontradas entre ambas especies en
términos de estructuracién genética, a pesar de compartir similar diversidad genética para la misma region
del genoma.

Por otra parte, la diversidad genética encontrada para M. gouazoubira es también mayor a la reportada
para Hippocamelus bisulcus ("Huemul Patagdnico"), otra de las especies de cérvidos sudamericanos mas
emparentada filogenéticamente. El huemul, a pesar de tratarse de una especie categorizada en peligro de
extincion por su bajo tamano poblacional, posee una alta diversidad genética tanto a nivel haplotipico
como nucleotidico a lo largo de su distribucion geografica (Marin et al., 2013). Sin embargo, esta diversidad
se encuentra fragmentada en pequefias poblaciones no interconectadas entre si con alto grado de
estructuracion genética. El habitat del huemul y sus caracteristicas bioldgicas son diferentes a los de M.
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gouazoubira, sin embargo, al igual que éste y que el venado de campo, es una especie que presenta alta
diversidad genética. Para el huemul, también se detectdé una sefial molecular de una expansion
demografica ocurrida en el pasado reciente, indicando que este tipo de eventos pueden haber tenido lugar
en varias especies, generando una radiacién molecular explosiva que provocé patrones de alta diversidad
genética retenidos al presente.

En cuanto al fragmento del gen citocromo b, la diversidad genética encontrada fue alta, pero menor a la
de la region D- loop (en concordancia con lo esperado, ya que se trata de una regidn codificante) y fue
similar a lo reportado para otros cérvidos anteriormente (Marquez et al., 2006; Duarte et al., 2008; Latch et
al., 2009; Abril et al, 2010). El patrén observado en la red haplotipica para este fragmento, es
completamente diferente al encontrado para la region D- loop, a pesar de que se trata de dos fragmentos
del ADN mitocondrial (donde no existe recombinacién y por lo tanto todo el genoma se hereda como un
Unico locus con la misma historia evolutiva). Posiblemente, esto se debe a la tasa diferencial de mutacion
entre ambos fragmentos, sumado a que el conjunto de muestras analizado no fue el mismo. El patrén
reportado es un tipico patron de estrella (star-shaped network; Rogers & Harpending, 1992), que se
considera una sefial molecular de la ocurrencia de un evento de expansion demografica explosiva. Esta red,
estd compuesta por un haplotipo central de mayor frecuencia compartido entre diferentes localidades
(derivado del linaje maternal del que se originid la radiacién), y varios haplotipos menos frecuentes o
Unicos que derivan de éste. Este mismo patron ha sido observado para otros cérvidos (Latch et al., 2009;
Abril et al., 2010), pero en este caso, no es posible la deteccion de haplogrupos relacionados a localidades
geograficas, debido a la falta de estructuracién geografica marcada entre las poblaciones. Esto puede
ocurrir debido a multiples causas, las cuales no pueden ser discriminadas a partir de este trabajo: que la
radiacion explosiva ocurrié muy recientemente en el tiempo y las poblaciones no han llegado a
diferenciarse a pesar de no estar actualmente conectadas por migracion efectiva de individuos, o que las
poblaciones mantienen su conectividad a través del flujo génico en la actualidad (mediante una estructura
de tipo metapoblacién) (Taylor et al., 1993; Hanski et al., 1995; Hanski & Simberloff, 1997).

Il. Filogeografia e historia demogrdfica de las poblaciones

El analisis de estructuracidén genética poblacional a través de AMOVA, se realizé para el fragmento corto
de la regidn D —loop, y también para las secuencias concatenadas de citocromo b y D —loop (Unicamente
con muestras de Uruguay), por lo que se analizan dos escalas espaciales diferentes. En el primer caso, se
detectd como mds probable la existencia de cinco grupos diferenciados, entre diversas agrupaciones
probadas. El valor de Fst para esta agrupacion (0,22) implica moderada estructuracion genética. Dado el
patrén observado en la red haplotipica, es de esperar que Argentina y Paraguay puedan tratarse de grupos
diferenciados entre si, y que esta estructuracion no haya sido detectable en el AMOVA dado el bajo
numero de muestras de ambos paises. El gran porcentaje de varianza atribuible a la variacion dentro de las
poblaciones esta dado por la alta diversidad genética y la alta cantidad de haplotipos Unicos en la muestra,
generando una gran variabilidad inclusive dentro de cada localidad de muestreo.

Por otro lado, el patron encontrado en Uruguay para el andlisis efectuado con las secuencias
concatenadas, coincide con el encontrado sélo para la regidon D- loop, mostrando un nivel moderado de
estructuracion entre grupos pero también alta varianza entre poblaciones dentro de los grupos, y dentro de
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las poblaciones. Ademas, como se menciond anteriormente, este patron de estructuracién no fue
detectado en la red haplotipica, ni tampoco en el arbol filogenético, por lo que podria tratarse de un
artefacto influenciado por el tipo y cantidad de muestras y por la alta variabilidad genética del fragmento
D- loop, generando una gran presencia de haplotipos unicos.

Existe una sefial clara de la ocurrencia de un evento de expansién demografica en el pasado reciente a
partir de los analisis mismatch distribution y BSP, y también en la forma de estrella de la red haplotipica
para el gen citocromo b. Este evento, posiblemente ocurrié luego del advenimiento de condiciones
ambientales favorables a la especie y propicid una expansidon geografica junto a un crecimiento
demografico (Rogers & Harpending, 1992). Si nos guiamos por la inferencia realizada en este trabajo, la
expansiéon habria sucedido durante el Pleistoceno medio o loniense, y los cambios climdticos ocurridos
hacia el final de ese periodo (hace aproximadamente 20.000 afios — ultimo maximo glacial) no habrian
afectado considerablemente a esta especie, como se conoce que afectaron a otras especies de mamiferos
de Sudamérica: sefiales similares de expansion demografica (aproximadamente 25.000 mil afios atras) se
detectaron para el "ciervo de los pantanos" (Mdrquez et al., 2006) y el canido "aguara guazu" (Gonzalez et
al., 2015). Como M. gouazoubira se trata de una especie plastica, capaz de adaptarse a ambientes
modificados (Rodrigues et al., 2014), es posible que cambios climaticos como el ultimo maximo glacial
durante el Pleistoceno tardio, no la hayan afectado de la misma forma que a otras especies mayormente
asociadas a ambientes especificos (Klicka, 1997), como es el caso del "ciervo de los pantanos". Pero por
otro lado, es posible que la estimacidn del rango temporal no sea precisa y estemos frente a un artefacto
dado por el bajo nimero de muestras y/o longitud de los fragmentos utilizados para realizar esta
inferencia. Durante el Pleistoceno, ocurrieron ciclos de glaciacién y entre estos periodos glaciares hubo
intervalos de clima mas calido, denominados «interglaciares». Durante estos periodos interglaciares, se
conoce que ocurrieron aumentos de humedad en el noreste de Argentina y el sur de Paraguay y Uruguay
que probablemente permitieron la extensidn hacia el sur de organismos de hdbitats mds meésicos,
agregando asi el factor de una ruta migratoria mas tolerable hacia el este para plantas y animales. Por otro
lado, a lo largo del Pleistoceno, los depdsitos de loess (material geoldgico sedimentario de origen edlico) se
construyeron en el norte de la Argentina y el sur de Uruguay, probablemente mas fuertemente en periodos
frios y secos (final de los episodios glaciales), cuando se redujo la cubierta vegetal y se redujo la fuerza de la
vegetacion y los vientos de los Andes fueron mas fuertes. Los fragmentos de madera fésil encontrados en
las pampas indican que, a veces durante el Pleistoceno, esta regién era mds humeda que ahora,
permitiendo que los bosques del norte se extendieran mas al sur y facilitando la expansién de especies
animales asociadas a ambientes de bosque (Vuilleumier, 1971).

Observando los arboles filogenéticos, vemos que la mayoria de los nodos se diversifican en un punto,
hace 600.000 — 500.000 afios aproximadamente, siendo esto concordante con la inferencia de la ocurrencia
de un evento de expansion demografica. No se observaron grupos de haplotipos con monofilia reciproca en
concordancia con localidades geograficas, esto indica que todas las poblaciones analizadas corresponden a
una Unica unidad evolutiva o ESU (Evolutionary Significant Units; Moritz, 1994). Se ha reportado que el ADN
mitocondrial requiere de 1,8 x Ne (Hudson & Coyne, 2002) o de 2 x Ne (Avise, 2000) generaciones para que
haya una probabilidad del 95% de identificar a una poblacién aislada como reciprocamente monofilética
(progresion de polifilia a parafilia, y luego a monofilia). Procesos histéricos como la introgresion o la
separacion incompleta de linajes puede dar lugar a incoherencias entre la divergencia real entre
poblaciones y el arbol filogenético obtenido (Funk & Omland, 2003) y ademas, si las poblaciones se
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encuentran en una etapa temprana de diferenciacion (anterior a la monofilia reciproca) o han divergido
recientemente, la posibilidad de encontrar monofilia reciproca es reducida (Zink, 2004; Phillimore &
Owens, 2006). En este caso, al tratarse de una divergencia reciente y explosiva, el patrén observado es
esperable.

Seria interesante correlacionar la diversidad genética encontrada a la variacién morfolégica que se ha
reportado para esta especie en los diferentes ambientes que habita (Rossi, 2000; Duarte et al., 2008;
Duarte & Gonzalez, 2010). El guazu bird posee un area de distribucién muy grande y dentro de ella, muy
alta variabilidad, por lo que tal vez sea posible sino la deteccién de subespecies, la deteccién de “ecotipos”
relacionados a diferentes ambientes (Courtois et al., 2003).

lll. Uso de microsatélites como marcador molecular: disefio de multiplex para PCR y
caracterizacion de la diversidad genética

El resultado obtenido del andlisis de clusters realizado con el software Structure (obteniendo como
resultado mds probable que toda la muestra analizada pertenece a una uUnica poblacién, k= 1) puede llevar
a interpretar que en Uruguay no existe estructuracién genética actual entre las diferentes poblaciones, o
puede tratarse de un artefacto generado por las pocas muestras utilizadas por cada localidad de muestreo,
gue no permiten suficiente robustez estadisitica al andlisis (dada por el In(P) y su alto desvio estandar). Este
mismo patron de conectividad entre poblaciones fue detectado también para otras especies de mamiferos
del pais, que poseen distintas tasas de dispersién y areas de vida, como el "Zorro perro" (Cerdocyon thous)
y el "Gato montés" (Leopardus geoffroyi) (Cosse, 2015), indicando que es posible que en Uruguay no
existan barreras geograficas actuales que generen el aislamiento reproductivo de poblaciones de
mamiferos de mediano porte.

El apartamiento de algunos loci del equilibrio H-W, asi como el exceso de homocigotas, puede ser
explicado por errores no detectados en el genotipado, o por el efecto Wahlund. Este efecto, ocurre cuando
se analizan en conjunto poblaciones que en la naturaleza se encuentran aisladas reproductivamente entre
ellas, provocando en apariencia un déficit de heterocigotas (o exceso de homocigotas) (Allendorf & Luikart,
2007). Es importante destacar que solo algunas corridas fueron realizadas por duplicado (aquellas en las
gue no era posible la asignacion de alelos luego de la primer corrida), mientras que lo recomendable para
muestras no invasivas es realizar corridas por triplicado para la obtencidn de un genotipo consenso (Peres,
2015).

En conjunto, los loci analizados tienen un alto contenido de informacion polimdrfica, esto sugiere que
pueden ser utilizados para analisis de estructura genética poblacional. El alto nimero de alelos encontrado
en comparacién con los mismos loci utilizados en otras especies, conicide con la informacién preliminar
obtenida del ADN mitocondrial, de que se trata de una especie con alta diversidad genética. Aunque
comparaciones de resultados entre especies pueden resultar sesgadas, son Utiles para obtener un
pantallazo de la diversidad genética de una especie en relacién a otras especies cercanas. El "Venado de
Campo" (Ozotoceros bezoarticus), el "Ciervo de los Pantanos" (Blastocerus dichotomus), y el "Huemul
Patagonico" (Hippocamelus bisulcus) han sido evaluados utilizando loci de microsatélites (Gilbert et al.,
2006; Cosse et al., 2007; Leite et al., 2007; Corti et al., 2009). El "Venado de Campo" mostré una diversidad
alta (Na promedio = 15; Ho = 0,703), mientras que el "Ciervo de los Pantanos" presenta menor diversidad
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(Na promedio = 3; Ho = 0,413). En el caso del "Huemul" por otra parte mostré muy baja diversidad (Na por
locus promedio = 2; Ho= 0,28), lo que es esperable debido a que se trata de una especie en peligro de
extincion, con un tamafio poblacional pequefio.

Este trabajo presenta una aproximacion a la caracterizacién y utilizacidn de un set de microsatélites para
evaluar un pequefio nimero de muestras de la especie, incluyendo muestras de ADN degradado
(proveniente de materia fecal o huesos), para probar su amplificabilidad, polimorfismo y su utilidad para
analisis de diversidad. Queda mucho trabajo por hacer en este aspecto: ajustar protocolos de amplificacidén
(particularmente para muestras no invasivas), determinar la utilidad de los multiplex disefiados incluyendo
los 5 marcadores cedidos por NUPECCE, y utilizar este ultimo set para el andlisis en poblaciones silvestres.

En general, es esperable encontrar diferencias entre los resultados obtenidos a partir del ADN
mitocondrial y loci nucleares. Por un lado, porque poseen diferentes tipos de herencia (biparental para los
microsatélites y materna para el ADN mitondrial). Esto permite inferir la historia evolutiva exclusivamente
de los linajes maternos o de ambos sexos, y particularmente en especies filopatricas, donde las hembras
tienen menor dispersién y flujo génico que los machos, puede generar la observacion de diferentes tipos de
estructura genética para un mismo set de muestras (Napolitano, 2012). En este ultimo escenario, la
estructura es mayoritariamente detectada mediante estudios con marcadores que se heredan por via
materna (Avise, 1995; Cosse, 2010) como el ADN mitocondrial, pero en menor medida con loci nucleares,
que es el caso de este trabajo. Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de marcadores nucleares y
mitocondriales reflejan distintas escalas temporales. El alto grado de polimorfismo de los microsatélites los
hace adecuados para realizar inferencias sobre eventos genéticos poblacionales mas recientes en el tiempo
(Fredsted et al., 2005), mientras que el uso de secuencias del ADN mitocondrial nos permite obtener
informacion acerca del pasado reciente (Prates, 2008) a una escala macroevolutiva.

Contando con un set robusto de marcadores, seria muy interesante el andlisis de poblaciones de
Uruguay, para las que ya se cuenta con un banco de muestras, permitiendo conocer mas y mejor la
estructura actual de las poblaciones y el flujo génico entre ellas, dado el conocimiento que se tiene a partir
del ADN mitocondrial.

Si bien el estudio aqui presentado representa una primer evaluacién genética en el pais de la cudl no es
posible extraer muchas conclusiones acerca de la estructura poblacional de la especie en Uruguay, estos
marcadores podrian brindar mayor informacidn acerca del efecto de distintos factores de origen antrépico
(como cambios en patrones de uso del suelo, construccidén de carreteras y urbanizacién) en las poblaciones
de la especie en el pais.

IV. Conclusiones acerca del muestreo y distribucion de la especie

La informacién acerca de las localidades de ocurrencia para la especie relevada en las colecciones
cientificas del pais, combinada con el muestreo realizado en el marco de este trabajo y con la informacion
publicada en guias de campo (Gonzalez & Martinez, 2010) y articulos cientificos (Gonzdlez & Elizondo,
2010), nos permiten concluir que la especie no ha sido detectada en la region central y suroeste del
Uruguay. Sin embargo, es referida como una especie que habita todo el pais. Es importante la realizacién
de un muestreo extensivo particularmente en esa zona, para establecer su distribucién en el pais. Es
importante resaltar que la zonas suroeste y litoral del pais coinciden con algunas de las zonas mas
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modificadas del territorio, en cuanto a uso de suelo para agricultura, ganaderia y forestacién (Montes
Narbondo, 2013), por lo que podria ser posible que la especie no se encuentre presente o sea muy poco
abundante en estas areas. Se detectdé la presencia de la especie (incluso siendo observada durante el dia)
en todos los muestreos realizados en el marco de este trabajo dentro de dreas protegidas del pais: Laureles
(Tacuarembd), Parque Potrerillo de Santa Teresa (Rocha), Parque Nacional San Miguel (Rocha) y Paisaje
Protegido Quebrada de los Cuervos (Treinta y Tres). Esto podria indicar que la especie es mas abundante o
conspicua en ambientes naturales donde la presidn de caza o amenaza percibida es menor (como areas
protegidas).

La existencia de muestras ya colectadas y depositadas previamente, tiene un valor muy grande para este
trabajo, ya que permitid la inclusidn de un nimero mucho mayor de individuos, y resalta la importancia de
la trazabilidad de una muestra y su correlacidon con un nimero de coleccién cientifica, para asegurar su
utilidad posterior en proyectos de investigacién. En este trabajo fueron evaluadas el 48% de las muestras
disponibles de la especie en las colecciones cientificas del pais. Esto, sumado a las secuencias que ya se
encontraban disponibles de publicaciones o trabajos anteriores, totabiliza un nimero de muestras que
permitié una cobertura general del drea de distribucién geografica de la especie. Sin embargo, se trata de
un muestreo heterogéneo, ya que se contd con pocas muestras de algunas localidades y paises (Argentina,
Bolivia y Paraguay) en comparacidén con otros (Uruguay y Brasil). El nimero diferencial de muestras
colectado en Uruguay y Brasil corresponde a un mayor esfuerzo de obtencién de muestras en estos paises y
no necesariamente estd relacionado a una mayor abundancia de la especie. Ademas, las muestras
analizadas presentaban un rango temporal muy amplio (20 afios), y provenian de diferentes tipos de
muestras asi como diferentes métodos de colecta. Por estos motivos, se trata de un muestreo mixto, de
acuerdo a los escenarios planteados por Schwart & McKelvey (2009). Este tipo de muestreo puede influir
en la correcta identificacion de la estructura genética de una especie, generando artefactos muestrales al
contar con localidades con mayor esfuerzo de colecta. Desafortunadamente, la mayoria de las
investigaciones de genética de la conservacidn en mamiferos silvestres, se encuentran restringidas en gran
medida por el esfuerzo de muestreo (debido a escasez de fondos y tiempo y/o debido a restricciones
logisticas). Como resultado, muchos de los estudios realizados se encuentran limitados en su habilidad de
evaluar y discriminar diferentes hipdtesis de trabajo. En el caso de M. gouazoubira, su amplio rango de
distribucién y su gran variacion fenotipica y genética acrecentan este problema. Por este motivo, seria
importante ampliar el muestreo (principalmente sumando localidades en Bolivia, Paraguay y Argentina) y
reducir el espectro temporal de las muestras, permitiendo asi analisis mas robustos y estimativas mas
confiables en cuanto a la estructuracion genética, historia demografica de la especie y definicion de UMs.

V. Implicancias para la conservacion de la especie y definicion de Unidades de
Manejo

De acuerdo a los resultados que surgen de este trabajo, es posible inferir para esta especie un gran
tamafio poblacional en el pasado reciente, tanto en el pais como en general en su area de distribucion. La
especie se encuentra presente en varias areas protegidas de Uruguay, Brasil y Argentina, por lo que algunas
de sus poblaciones se encuentran bajo proteccidn, y es posible sugerir que su alta diversidad genética le
posibilitaria la adaptacion o supervivencia a cambios drasticos en el ambiente. Estos resultados apoyarian la
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clasificacidn actual de esta especie como de “Preocupacion Menor” (IUCN, 2016), dada su alta variabilidad
genética, aparente gran tamafio poblacional y ocurrencia dentro de areas protegidas. De todas formas,
evaluaciones mas detalladas y periddicas son necesarias, para detectar la influencia de los cambios
recientes en el paisaje sobre la especie, aspecto que no es posible detectar con el andlisis del ADN
mitocondrial, pero si con marcadores hipervariables (como microsatélites), y también optando por una
evaluacidn de poblaciones que ocupen diferentes biomas, incluyendo individuos con marcadas diferencias
fenotipicas, lo que posibilitaria la deteccién de grupos genéticamente disimiles, de relevancia para la
conservacién completa del potencial evolutivo de esta especie.

No fue posible la definicion estadisticamente significativa de UM (Unidades de Manejo), ya que no se
detectaron poblaciones particulares altamente diferenciadas, pero si, podemos saber que existe una gran
diferenciacidn entre poblaciones distantes geograficamente, por lo que, a priori, es prioritaria la
conservacién de la especie en toda su area de distribucion. La identificaciéon de UMs en una especie es
fundamental para ayudar a guiar esfuerzos de conservacioén, y facilitar la aplicacién de leyes que propicien
la conservacion de toda la diversidad poblacional intraespecifica existente y los hdbitats asociados a ella. En
general pueden ocurrir dos errores en el diagndstico de UM o Unidades de Conservacién: la identificacion
de muy pocas o demasiadas unidades. El reconocimiento de muy pocas unidades (subdivisién) podria
deberse a la falta de poder estadistico para detectar una diferenciacion genética cuando esta es
biolégicamente significativa (e.g., debido a muy pocos datos) o a la identificacidn errénea de los limites de
la poblacidn (e.g., debido a una subestructura criptica de la poblacién), y podria conducir a subproteccién
de toda la diversidad existente, y por lo tanto a la reduccién o pérdida de poblaciones locales. El
reconocimiento de demasiadas unidades (sobredivision) podria dar lugar a un despilfarro innecesario de
recursos para monitoreo, conservacion y manejo de las poblaciones, porque las poblaciones no serian
demograficamente independientes como para merecer la condicién de UM distintos (Allendorf & Luikart,
2007). Considerando estos posbiles escenarios, la no identificacién de unidades seria la situacion de mayor
riesgo en términos de conservacién debido a posible extincion de poblaciones Unicas. En este caso, el
principal problema es que algunos sitios de muestreo poseen tamafios muestrales muy pequefios (n = 3).
De todas formas, el tamafio muestral de los distintos grupos geograficos analizados es siempre mayora n =
10 (con la excepcidn de Bolivia), y es sobre estos grupos geograficos sobre los que se basa el AMOVA que
nos llevan a las conclusiones planteadas. Se ha planteado que tamafios muestrales de entre 20 y 50
individuos (para niveles de diversidad genética altos y bajos) serian capaces de muestrear 95% o mas de los
haplotipos existentes en una poblacién (Crandall & Templeton, 1993), por lo que un aumento del nimero
de muestras por poblacién seria necesario en algunos casos.

Dentro de Uruguay, considerando que se trata de un drea pequefia y sin la presencia de grandes
barreras geograficas aparentes, la estructuracidon genética moderada podria representar la existencia de
poblaciones fragmentadas recientemente debido a causas antropogénicas (como cambios en el patrén de
uso de suelo, urbanizacion, fragmentacién de montes nativos, etc.). La conectividad entre estos grupos de
poblaciones que habitan paisajes fragmentados a través de corredores de habitat adecuados para la
migracidon es un tema critico para asegurar la mantencidon de poblaciones viables a largo plazo. Esta
conectividad favoreceria una dindmica metapoblacional, actuando como un modelo de migracién paso a
paso para favorecer el intercambio demografico y genético entre las poblaciones (Taylor et al., 1993,
Hanski et al.,, 1995, Hanski & Simberloff, 1997), particularmente aquellas mas cercanas entre si,
acercandose a un patrén de aislamiento por distancia. Los patrones de conectividad dependen en gran
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medida de la capacidad intrinseca de dispersion de la especie y los contextos ambientales particulares a los
gue estan expuestos.

PERSPECTIVAS

En funcién de los resultados de este trabajo y las conclusiones obtenidas, se considera que como
principales perspectivas a futuro, seria muy interesante la incorporacion de datos morfolégicos al analisis
como medidas corporales e informacion fenotipica de los individuos como tamafio y coloracién del pelaje.
Esto ultimo permitiria la evaluacién de la existencia de ecotipos y la correlacién de datos de genética
molecular con datos morfolégicos, pudiendo evaluar la presencia de grupos genéticamente diferenciados
en funcién de aspectos morfoldgicos, permitiendo reconocer la existencia de patrones reproductivos
diferenciales dentro de la especie.

Por otro lado, se plantea como otra perspectiva a futuro continuar con el desarrollo de los
microsatélites como herramienta para el andlisis a nivel poblacional a una escala temporal y espacial mas
reducida que el ADN mitocondrial, permitiendo conocer en mayor profundidad como los cambios recientes
en el paisaje han afectado a esta especie y cual es el grado de conectividad actual de las poblaciones.

Otra estrategia potencial a implementar es la utilizacion de la gendmica, que implica un tamafo
muestral menor brindando informacién de alto valor y poder resolutivo. Los datos gendmicos tienen el
potencial de permitir la deteccién de variacidon adaptativa y permiten el uso combinado de marcadores
moleculares neutrales y sujetos a presiones de seleccion. Esto provee diferentes tipos de informacion que
en conjunto permiten optimizar las decisiones de manejo, como la definicién de UMs. En situaciones donde
se espera variacion adaptativa significativa entre poblaciones (por ejemplo, cuando el tamafio poblacional
es muy grande o cuando existe gran variacion ambiental dentro del area de distribucidon de la especie,
como es el caso de M. gouazoubira) es cuando la gendmica tiene mayor potencial resolutivo (Funk et al.,
2012). Ademas, los datos gendmicos tienen mayor resolucién que los microsatélites ya que incrementan en
gran medida el numero de loci y por la tanto la robustez estadistica (Der Sarkissian et al., 2015).
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ANEXOS

ANEXO I. Muestras relevadas
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Anexo l.a. Listado de muestras colectadas en distintos puntos de Uruguay, relevadas en las colecciones del
Museo Nacional de Historia Natural (acronimo MNHN), Facultad de Ciencias (acréonimo ZVCM) vy
Departamento de Biodiversidad y Genética (acréonimos ANI, MSG, MF, BV y LC) del Instituto de

Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.

ne | ipusce | 'DCOLECCION!  poppcie COLECTA_Lug DEPARTAMENTO | Afio | T'P° 9€
ORIGEN muestra
1 | ANIO7 Posible M. BOTNIA_Fray_Bentos Rio Negro 2003| FECA
gouazoubira
2 | ANIO8 Posible M. BOTNIA_Fray_Bentos Rio Negro 2003| FECA
gouazoubira
3 | ANI 09 Posible M. BOTNIA_Fray_Bentos Rio Negro 2003| FECA
gouazoubira
Posible M. ,
4 ANI_12 . BOTNIA_Fray_Bentos Rio Negro 2003 | FECA
- gouazoubira - -
5 | ANI_13 Posible M. BOTNIA_Fray_Bentos Rio Negro 2003| FECA
- gouazoubira - -
6 | ANI 15 Posible M. BOTNIA_Fray_Bentos Rio Negro 2003| FECA
gouazoubira
Posible M. ,
7 ANI_16 . BOTNIA_Fray_Bentos Rio Negro 2003 | FECA
- gouazoubira - -
8 | ANI17 Posible M. BOTNIA_Fray_Bentos Rio Negro 2003| FECA
gouazoubira
9 | ANI20 Posible M. whk Maldonado 2004| FECA
- gouazoubira
10 | ANI 46 Posible M. Paso_Centurion Cerro Largo 2011| FECA
gouazoubira
Posible M. .
11 ANI_49 . Quebrada_de_los_Cuervos Treintay Tres 2012 | FECA
gouazoubira
12 | ANI68 Posible M. Paso_Centurion Cerro Largo 2012| FECA
- gouazoubira -
13 | ANL71 Posible M. Paso_Centurion Cerro Largo 2012| FECA
gouazoubira
14 | ANI 82 Posible M. Polanco_del_Yi Durazno 2013| FECA
gouazoubira
15 ANI_99 Posible M Paso_Centurion Cerro Largo 2013 | FECA
gouazoubira
16 BV1_01 M. gouazoubira Predio_Buena_Vista_COLONVADE Rivera 2008 | FECA
17 BV1_02 M. gouazoubira Predio_Buena_Vista_ COLONVADE Rivera 2008 | FECA
18 BV1_03 M. gouazoubira Predio_Buena_Vista_COLONVADE Rivera 2008 | FECA
19 BvV1_08 M. gouazoubira Predio_Buena_Vista_ COLONVADE Rivera 2008 | FECA
20 | BV1_13 Posible M. Predio_Buena_Vista COLONVADE Rivera 2008| FECA
gouazoubira
21 LC_1 M. gouazoubira Predio_La_Corona_COLONVADE Tacuarembd 2008 | FECA
22 LC_2 M. gouazoubira Predio_La_Corona_COLONVADE Tacuarembd 2008 | FECA
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23 LC_3 M. gouazoubira Predio_La_Corona_COLONVADE Tacuarembd 2008 | FECA
24 MF_01 M. gouazoubira Valle_Eden Tacuarembo 2004 | FECA
25 MF_02 M. gouazoubira Valle_Eden Tacuarembd 2004 | FECA
26 MF_03 M. gouazoubira Valle_Eden Tacuarembo 2004 | FECA
27 MF_04 M. gouazoubira Valle_Eden Tacuarembo 2004 | FECA
28 MF_05 M. gouazoubira Valle_Eden Tacuarembd 2004 | FECA
29 MF_06 M. gouazoubira FYMSA Rivera 2003 | FECA
30 MF_07 M. gouazoubira FYMSA Rivera 2003 | FECA
31 MF_08 M. gouazoubira FYMSA Rivera 2003 | FECA
32 MF_09 M. gouazoubira *Ex *oAk 2004 | FECA
33 MF_10 M. gouazoubira Cerro_Boquerdn_Lunarejo Rivera 2013 | FECA
34 MF_11 M. gouazoubira Laureles Tacuarembo 2013| FECA
35 MF_12 M. gouazoubira Gruta_de_los_Helechos Tacuarembd 2013| FECA
36 MF_13 M. gouazoubira Cascada_de_Sonia_Laureles Tacuarembo 2013| FECA
37 MF_14 M. gouazoubira Cuchilla_Negra Rivera 2013| FECA
38 MF_15 M. gouazoubira Cuchilla_Negra Rivera 2013| FECA
39 MF_16 M. gouazoubira Cuchilla_Negra Rivera 2013| FECA
40 MF_17 M. gouazoubira Cuchilla_Negra Rivera 2013| FECA
41 MF_18 M. gouazoubira Cuchilla_Negra Rivera 2013| FECA
42 MF_19 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
43 MF_20 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
44 MF_21 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
45 MF_22 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
46 MF_23 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
47 MF_24 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
48 MF_25 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
49 MF_26 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
50 MF_27 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
51 MF_28 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
52 MF_29 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
53 MF_30 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
54 MF_31 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
55 MF_32 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
56 MF_33 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
57 MF_34 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
58 MF_35 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
59 MF_36 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
60 MF_37 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
61 MF_38 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
62 MF_39 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
63 MF_40 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
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64 MF_41 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
65 MF_42 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
66 MF_43 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
67 MF_44 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
68 MF_45 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
69 MF_46 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
70 MF_47 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
71 MF_48 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
72 MF_49 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
73 MF_50 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
74 MF_51 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
75 MF_52 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
76 MF_53 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
77 MF_54 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
78 MF_55 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
79 MF_56 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
80 MF_57 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
81 MF_58 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013 | FECA
82 MF_59 M. gouazoubira Parque_Nacional_San_Miguel Rocha 2013| FECA
83 MF_60 M. gouazoubira Parque_Potrerillo de Santa_Teresa Rocha 2013 | FECA
84 MF_61 M. gouazoubira Parque_Potrerillo de Santa_Teresa Rocha 2013| FECA
85 MF_62 M. gouazoubira Parque_Potrerillo de Santa_Teresa Rocha 2013 | FECA
86 MF_63 M. gouazoubira Cabo_Polonio Rocha 2014| FECA
87 MF_64 M. gouazoubira Cabo_Polonio Rocha 2014 | FECA
88 MF_65 M. gouazoubira Cabo_Polonio Rocha 2014 | FECA
89 MF_66 M. gouazoubira Cabo_Polonio Rocha 2014 | FECA
90 MF_76 M. gouazoubira Sierra_del_Caracol Maldonado 2014| FECA
91 MF_77 M. gouazoubira Quebrada_de_los_Cuervos Treintay Tres 2014 | FECA
92 MF_78 M. gouazoubira Quebrada_de_los_Cuervos Treintay Tres 2014 | FECA
93 | MSG_001 M. gouazoubira Minas Lavalleja 1994 |SANGRE
94 | MSG_002 M. gouazoubira Estacion_de_cria_Pan_de_Azucar Maldonado 1994 | PELOS
95 | MSG_004 M. gouazoubira Pan_de_AzUcar Maldonado 1994 | PELOS
96 | MSG_006 M. gouazoubira Villa_Dolores Montevideo 1995 | PELOS
97 | MSG_007 M. gouazoubira Zoo_de_Salto Salto 1995 PELOS
98 | MSG_008 M. gouazoubira Zoo_San_Carlos Maldonado 1995 PELOS
99 | MSG_009 M. gouazoubira Zoo_San_Carlos Maldonado 1995 | PELOS
100 | MSG_010 M. gouazoubira Zoo_San_Carlos Maldonado 1995 PELOS
101 | MSG_037 M. gouazoubira Zoo_Minas Lavalleja 1998 | PELOS
102 | MSG_038 M. gouazoubira Zoo Minas Lavalleja 1998 | PELOS
103 | MSG_039 M. gouazoubira Zoo_Minas Lavalleja 1997 | PELOS
104 | MSG_040 M. gouazoubira Zoo_Minas Lavalleja 1998 | PELOS




88

105 | MSG_046 M. gouazoubira Don_Bosco Rocha 1999 | FECA
106 | MSG_047 M. gouazoubira Don_Bosco Rocha 1999 | FECA
107 | MSG_050 M. gouazoubira San_Carlos Maldonado 1999 [SANGRE
N°2 P.
108 | MSG_051 | Lecocq/chip: | M. gouazoubira Parque_Lecocq Tacuarembd 1999 |SANGRE
021091295

109 | MSG_052 M. gouazoubira Parque_Lecocq Montevideo 1999 [SANGRE
110 | MSG_062 18 M. gouazoubira Parque_Lecocq Montevideo 2000 ?
111 | MSG_063 M. gouazoubira Parque_Lecocq Rivera 2000 [SANGRE
112 | MSG_069 M. gouazoubira Valle_Eden Tacuarembd 2004 | TEJIDO
113 | MSG_084 M. gouazoubira Artigas Artigas 2006 | PELOS
114 | MSG_085 M. gouazoubira M'Bopicua Rio Negro 2006 | PELOS
115 | MSG_086 M. gouazoubira Arroyo_Quebracho Paysandu 2010| FECA
116 | MSG_088 M. gouazoubira Aguas_Blancas Lavalleja 2007 | PELOS
117 | MSG_089 M. gouazoubira Laguna_de_Rocha Rocha 2009 | PELOS
118 | MSG_090 M. gouazoubira Arroyo_Quebracho Paysandu 2010| FECA
119 | MSG_091 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
120 | MSG_092 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012| FECA
121 | MSG_093 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
122 | MSG_094 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012| FECA
123 | MSG_095 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012| FECA
124 | MSG_096 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2013 | FECA
125 | MSG_097 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012| FECA
126 | MSG_098 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
127 | MSG_099 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2011| FECA
128 | MSG_100 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
129 | MSG_101 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
130 | MSG_102 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
131 | MSG_103 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
132 | MSG_104 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
133 | MSG_105 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
134 | MSG_106 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
135 | MSG_107 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
136 | MSG_108 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
137 | MSG_109 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
138 | MSG_110 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
139 | MSG_111 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
140 | MSG_112 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
141 | MSG_113 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
142 | MSG_114 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
143 | MSG_115 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
144 | MSG_116 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA
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145 | MSG_117 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012 | FECA

146 | MSG_118 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2012| FECA

147 | MSG_119 MNHN1380 | M. gouazoubira Sierra_del_Infiernillo Tacuarembd 1961 | HUESO
148 | MSG_120 MNHNG6266 | M. gouazoubira SD Maldonado 2004 | HUESO
149 | MSG_121 MNHN 7357 | M. gouazoubira Paso_del_Arroyo_Sarandi Cerro Largo 1999 | HUESO
150 | MSG_122 M. gouazoubira A°_Laureles Tacuarembd 2013 | TEJIDO
151 | MSG_123 MNHN 1383 | M. gouazoubira Proximidades_Cerro_Lunarejo Rivera 1957 | HUESO
152 | MSG_124 MNHN2604 | M. gouazoubira Parque_de_vacaciones_de_UTE Lavalleja 1972 | HUESO
153 | MSG_125 MNHN3127 | M. gouazoubira Rincén_da_Vassoura Tacuarembo 1962 | HUESO
154 | MSG_126 MNHN 3339 | M. gouazoubira Km_110_R.64 Lavalleja 1991 | HUESO
155 | MSG_127 MNHN5501 | M. gouazoubira Estancia_Los_Abuelos_"FYMSA" Rivera 2004 | HUESO
156 | MSG_128 MNHN5503 | M. gouazoubira Cascada_sobre_el_Solis SD 2004 | HUESO
157 | MSG_129 MNHN 5504 | M. gouazoubira Parque_Salus_Camino_a_la_fuente Lavalleja 2004 | HUESO
158 | MSG_130 | MNHN 5507 | M. gouazoubira Zona-s“roe“e—de;i:‘;balse—e”-Parq“e- Lavalleja 2004 | HUESO
159 | MSG_131 MNHNG6265 | M. gouazoubira Cerro_de_Animas Maldonado 2004 | HUESO
160 | MSG_132 MNHN 7291 | M. gouazoubira Valle_del_Lunarejo Rivera 2011 | HUESO
161 | MSG_133 MNHN 7630 | M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2013 | HUESO
162 | MSG_134 MNHN 7631 | M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2013 | HUESO
163 | MSG_135 MNHN 7632 | M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2013 | HUESO
164 | MSG_136 M. gouazoubira ok Cerro Largo 2013 | HUESO
165 | MSG_137 M. gouazoubira Barra_del_Chuy Rocha 2013 | TEJIDO
166 | MSG_138 M. gouazoubira Parque_Santa_Teresa Rocha 2014 Pi;gZY
167 | MSG_139 M. gouazoubira Laureles Tacuarembd 2014 | HUESO
168 | MSG_140 ZVCM 1769 | M. gouazoubira Gajo_Lunarejo_Campo_Abelenda Rivera 1995 | HUESO
169 | MSG_141 ZVCM 1330 | M. gouazoubira Cerro_Pan_de_Azucar Maldonado 1956 | HUESO
170 | MSG_142 ZVCM 50 | M. gouazoubira Quebrada_de_los_Cuervos Treintay Tres 1953 | HUESO
171 | MSG_143 ZVCM 5517 | M. gouazoubira Valle_del_Lunarejo Rivera 2005 | HUESO
172 | MSG_144 ZVCM 5546 | M. gouazoubira Potrerillo_de_Santa_Teresa Rocha 2000 | HUESO
173 | MSG_145 M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2014 PTEELJ?DSOY
174 | MSG_325 M. gouazoubira San_Carlos Maldonado 1998 |SANGRE
175 | MSG_330 M. gouazoubira SD Tacuarembd 1998 |SANGRE
176 ZVCM_1730f ZVCM 1730 | M. gouazoubira Zoo_San_Carlos Maldonado 1993 | HUESO

Estancia_Mascarenhas, A°_Laureles_(gaj
177 MNHN 0694 | M. gouazoubira (s)t_ar;ocli’;?\;lji;zrr;yhoa_slfs;(:Jl::{a_renne_r: :g_e;(: Tacuarembo SD | HUESO
_Rivera)

178 MNHN 0695 | M. gouazoubira Laureles Tacuarembo 1956 | HUESO
179 | MSG_146 MNHN 0696 | M. gouazoubira Cerro_de_Animas Maldonado 1958 | HUESO
180 | MSG_147 MNHN 0895 | M. gouazoubira Cerro_de_Animas Maldonado 1958 | HUESO
181 MNHN 1244 | M. gouazoubira Caﬁada_Los_Omeb_l'JAlensi_n?Iaesl'_PIata,_Cerro_d Maldonado 1962 | HUESO
182 MNHN 1329 | M. gouazoubira | Estancia_la_Querencia,_Cerro_Travieso,_ Tacuarembd SD | HUESO
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Sierra_del_Infiernillo
183 MNHN 1381 | M. gouazoubira Sierra_del_Infiernillo Tacuarembo 1963 | HUESO
184 MNHN 2581 | M. gouazoubira Arroyo_La_Invernada Artigas 1972 | HUESO
185 | MSG_148 MNHN 2585 | M. gouazoubira Arroyo_La_Invernada Artigas 1972 | HUESO
186 | MSG_149 MNHN 3067 | M. gouazoubira R.12_a_28km_de_minas,_4°_ seccional Maldonado 1985 | HUESO
187 MNHN 3068 | M. gouazoubira Km_23_R.60 Lavalleja 1986 | HUESO
189 MNHN 3167 | M. gouazoubira Aguas_Blancas, _R.8 km_92 Lavalleja 1989 | HUESO
190 | MSG_150 MNHN 3336 | M. gouazoubira Las_Delicias Maldonado 1987 | HUESO
191 MNHN 3338 | M. gouazoubira 10km_Minas Lavalleja 1991 | HUESO
192 MNHN 3368 | M. gouazoubira Gregorio_Aznares Maldonado SD | HUESO
193 MNHN 3839 | M. gouazoubira Sierra_de_Rios Cerro Largo 1907 | HUESO
194 MNHN 5502 | M. gouazoubira Parque_Salus Lavalleja 2004 | HUESO
195 MNHN 5505 | M. gouazoubira SD Rivera 2004 | HUESO
196 MNHN 5506 | M. gouazoubira Estancia_Los_Abuelos_"FYMSA" Rivera 2003 | HUESO
197 MNHN 6409 | M. gouazoubira Dunas_Cabo_Polonio_Km264_R.10 Rocha 2007 | HUESO
198 | MSG_153 MNHN 6425 | M. gouazoubira Estancia_Los_Abuelos_"FYMSA" Rivera 2003 | HUESO
199 MNHN 6426 | M. gouazoubira Estancia_Los_Abuelos_"FYMSA" Rivera 2003 | HUESO
200 | MSG_154 MNHN 6434 | M. gouazoubira Estancia_Los_Abuelos_"FYMSA" Rivera 2003 | HUESO
201 MNHN 6435 | M. gouazoubira Estancia_Los_Abuelos_"FYMSA" Rivera 2003 | HUESO
202 | MSG_155 MNHN 6436 | M. gouazoubira Estancia_Los_Abuelos_"FYMSA" Rivera 2003 | HUESO
203 | MSG_156 MNHN 7292 | M. gouazoubira Valle_del_Lunarejo Rivera 2011 | HUESO
204 MNHN 7293 | M. gouazoubira Valle_del_Lunarejo Rivera 2011 | HUESO
205 ZVCM 1776 | M. gouazoubira Gajo_Lunarejo_Campo_Abelenda Rivera 1995 | HUESO
206 ZVCM 5524 | M. gouazoubira Gajo_Lunarejo_Campo_Abelenda Rivera 1995 | HUESO

Anexo l.b. Listado de muestras colectadas en Brasil, Argentina, Paraguay y Bolivia relevadas en las
colecciones del Museo Nacional de Historia Natural (acrénimo MNHN), Facultad de Ciencias (acrénimo
ZVCM) y Departamento de Biodiversidad y Genética (acrénimos MSG y MGT) del Instituto de

Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.

Ne | 1D nBce |10 COLECCION ESPECIE PAIS LOCALIDAD Punto de colecta ARNO
ORIGEN
1 [ MSGO03 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_zZ0OO 1994
2 | MSG 05 M. gouazoubira | Argentina Corrientes Laguna_lbera 1995
3 | MSG 11 M. gouazoubira | Argentina Santa Fe Reconquista S/ fecha
4 | MSG 12 M. gouazoubira Bolivia Santa Cruz Santa_Cruz_Z00 1997
5 | MSG 14 M. gouazoubira Bolivia Santa Cruz Santa_Cruz_Z0O 1997
6 | MSG 15 M. gouazoubira Bolivia Santa Cruz Santa_Cruz_Z0O 1997
7 | MSG 17 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_Z00 1997
8 | MSG 18 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_zZ0OO 1997
9 | MSG 19 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_zZ00 1997
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10 | MSG 20 M. gouazoubira Brasil San Pablo Municipio_ITU 1997
11 | MSG 21 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_Z00O 1997
12 | MSG 22 M. gouazoubira Brasil San Pablo Municipio_ITU 1997
13 | MSG 23 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_zZ00O 1997
14 | MSG 24 M. gouazoubira Brasil San Pablo Votorantim 1997
15 | MSG 25 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_z00 1997
16 | MSG 26 M. gouazoubira Brasil San Pablo Santa_Ana_do_Paranaiba 1998
17 | MSG 27 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sao_Roque 1998
18 | MSG 28 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_Z00O 1998
19 | MSG 30 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_z00 1998
20 | MSG 31 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_Z00O 1998
21 | MSG 32 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_Z00O 1998
22 | MSG 33 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_z0OO 1998
23 | MSG 34 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_Z00O 1998
24 | MSG 35 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_z0OO 1998
25 | MSG 36 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_Z0O 1998
26 | MSG 41 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_z0OO 1999
27 | MSG 42 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_z0OO 1999
28 | MSG 43 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_Zf)PC;:I(ICP)i)edade,_Sao 1999
29 | MSG 44 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_z0OO 1999
30 | MSG 45 M. gouazoubira | Brasil San Pablo S°r°°aba-zos’;is)a't°—de—Pira 1999
31 | MSG 48 M. gouazoubira Paraguay Asuncion Asuncién_Z00 1999
32 | MSG 49 M. gouazoubira Paraguay Asuncion Asuncion_Z00 1999
33 | MSG 53 M. gouazoubira Brasil Parana Hacienda_Municipio_de_Lapa | 2000
34 | MSG 55 M. gouazoubira Brasil San Pablo Iperé_Flona 1999
35 | MSG 56 M. gouazoubira Brasil San Pablo Jundiaf 1999
36 | MSG 57 M. gouazoubira Brasil San Pablo Jundiai 1999
37 | MSG 58 M. gouazoubira Brasil San Pablo Iperé_Flona 1999
38 | MSG 59 M. gouazoubira Brasil San Pablo Sorocaba_zZ0OO 1999
39 | MSG 60 M. gouazoubira Brasil San Pablo Aracoiaba_da_Serra 2000
40 | MSG 61 M. gouazoubira Brasil Santa Catarina Floriandpolis 2000
41 | MSG 64 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2001
42 | MSG 65 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Sur_Tucuman 2002
43 | MSG 66 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Este_Tucu;iT:é_i:;i:s_Santiago 2002
44 | MSG 68 M. gouazoubira | Argentina Corrientes Santo_Tomé 2004
45 | MSG 71 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2001
46 | MSG 72 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2002
47 | MSG 73 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2002
48 | MSG 74 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2003
49 | MSG 75 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2002
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50 | MSG 76 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2004

51 | MSG 77 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2004

52 | MSG 78 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman 2005

53 | MSG 79 M. gouazoubira | Argentina Tucuman Tucuman S/ fecha

54 | MSG 81 M. gouazoubira | Argentina Santa Fé Don_Cristobal 2006

55 | MSG 87 M. gouazoubira | Argentina Corrientes Mburucuya 2008

56 MNHN 697 M. gouazoubira | Venezuela Bolivar Rio_Erebato_Orinoco 1957
Pantanal_del_Tacuari_proximo_

57 |MSG 151 | MNHN 3099 | M. gouazoubira Brasil Mato Grosso Rio_Negro_Estancia_Campo_Cyr|S/ fecha

a

58 NA MNHNP 804 | M. gouazoubira Paraguay Alto Paraguay Parque_Naceilcincar:;CD;afensores_d

59 NA MNHNP 805 | M. gouazoubira Paraguay Alto Paraguay Parque_Na(:ei:)_rwcar:;cDjfensores_d

60 NA MNHNP 806 | M. gouazoubira Paraguay Boquerdn Agua_Dulce

61 NA MNHNP 807 | M. gouazoubira Paraguay Boquerdn Agua_Dulce

62 NA MNHNP 1902 | M. gouazoubira Paraguay Itapua Isla_Yacyreta

63 NA MNHNP 1909 | M. gouazoubira Paraguay Itapla Isla_Yacyreta

64 NA MNHNP 3269 | M. gouazoubira Paraguay Naranhaty UTM_21H_467435_7376494

65 NA ND 2 Posible guazubird | Paraguay *E* Hkx

66 | MGT 14 T014 M. gouazoubira Brasil Mato Grosso Rosario_do_Oeste

67 | MGT 15 T015 M. gouazoubira Brasil Mato Grosso Tangara_da_Serra

68 | MGT 69 T069 M. gouazoubira Brasil Parana Rio_Branco_do_Sul

69 | MGT 77 T077 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Sul Alegrete

70 | MGT 79 T079 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Sul Santo_Antonio_da_Patrulha

71 | MGT 83 T083 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Sul Julio_de_Castilho

72 |MGT 101 T101 M. gouazoubira Brasil Parana Palmas

73 |MGT 106 T 106 M. gouazoubira Paraguay Alto Parand Hernandarias

74 |MGT 111 T111 M. gouazoubira Brasil Sao Paulo Jundai

75 |MGT 128 T128 M. gouazoubira Brasil Minas Gerais Fazenda_Alegria

76 |MGT 155 T 155 M. gouazoubira Brasil Minas Gerais Fazenda_Alegria

77 |MGT 158 T158 M. gouazoubira Brasil Minas Gerais Fazenda_Alegria

78 | MT 209 T209 M. gouazoubira Brasil Sao Paulo Intervales_State_Park

Anexo l.c. Listado de muestras relevadas en NUPECCE, Jaboticabal, Brasil incorporadas en esta tesis.

Ne¢ |ID COLECCION ORIGEN ESPECIE PAIS LOCALIDAD Punto de colecta
1 T048 M. gouazoubira Brasil Espirito Santo Aracruz

2 T075 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Sul Gramado

3 TO076 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Sul Gramado

4 T091 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Sul Candiota

5 T092 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Sul Candiota

6 T131 M. gouazoubira Brasil Minas Gerais Divinopolis




7 T132 M. gouazoubira Brasil Minas Gerais Curvelo

8 T134 M. gouazoubira Brasil Bahia Juazeiro

9 T 135 M. gouazoubira Brasil Pernambuco Petrolina

10 T138 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Norte Mossoro

11 T139 M. gouazoubira Brasil Rio Grande do Norte *Ax

12 T 180 M. gouazoubira Brasil Mato Grosso do Sul Fazenda_Alegria
13 T193 M. gouazoubira Brasil Goias Serra_de_Mesa
14 T194 M. gouazoubira Brasil Goias Serra_de_Mesa
15 T 195 M. gouazoubira Brasil Goias Serra_de_Mesa
16 T 196 M. gouazoubira Brasil Goias Serra_de_Mesa
17 T273 M. gouazoubira Brasil Sao Paulo Hkx

18 T317 M. gouazoubira Brasil Mato Grosso do Sul Pantanal

19 T318 M. gouazoubira Brasil Mato Grosso do Sul Pantanal

20 T319 M. gouazoubira Brasil Mato Grosso do Sul Pantanal

21 T320 M. gouazoubira Brasil Mato Grosso do Sul Pantanal

22 T323 M. gouazoubira Brasil Sao Paulo Hkx

23 T348 M. gouazoubira Brasil Sao Paulo *Ex

24 T352 M. gouazoubira Brasil Parana *Ex

25 T354 M. gouazoubira Brasil Ceara Hkx

26 T355 M. gouazoubira Brasil Goias *Ex
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ANEXO Il. Muestras analizadas

Anexo ll.a. Listado de muestras incorporadas en este trabajo para el andlisis de secuencias de ADN
mitocondrial.

ID Nombre Secuencia disponible Tamaiio Cita

1 8-26 D LOOP 159 pb Grattarola et al., 2015

2 14-11 D LOOP 159 pb Grattarola et al., 2015

3 16-12 D LOOP 159 pb Grattarola et al., 2015

4 ANI 015 D LOOP 159 pb -

5 ANI 016 D LOOP 159 pb -

6 ANI 017 D LOOP 159 pb Kok

7 ANI 049 D LOOP 159 pb Hoxk

8 ANI 068 D LOOP 159 pb Kok

9 ANI 071 D LOOP 159 pb Kok

10 BV 101 aTe 260 pb Elizondo, 2010
D LOOP 159 pb -

11 BV 102 aTe 260 pb Elizondo, 2010
D LOOP 159 pb -

12 BV 103 cTsB 260 pb Elizondo, 2010
D LOOP 159 pb .

13 BV 108 CITB 260 pb Elizondo, 2010
D LOOP 159 pb * %k

14 LC 003 cTB 260 pb Elizondo, 2010
D LOOP 159 pb -

15 LC2 CITB 260 pb Elizondo, 2010
D LOOP 159 pb -

16 MF 001 D LOOP 159 pb oxk

17 MEF 002 D LOOP 159 pb *k ok

18 MF 003 D LOOP 159 pb -

19 MF 006 D LOOP 159 pb ok

20 MF 007 D LOOP 159 pb -

21 MF 008 D LOOP 159 pb -

22 ME 013 D LOOP 159 pb *kk

23 MF 015 D LOOP 159 pb *x*

24 MF 016 D LOOP 159 pb *ok ok

25 MF 017 D LOOP 159 pb -

26 MF 018 D LOOP 159 pb ok ok

27 ME 019 D LOOP 159 pb *kk

28 MF 020 CITBPIA 200 pb *xx

29 MEF 023 D LOOP 159 pb *kk
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30 MF 031 D LOOP 159 pb *okk
31 MF 032 D LOOP 159 pb ok ok
32 MF 036 D LOOP 159 pb *okk
33 MF 044 CIT B PIA 200 pb *rx
34 MF 059 CITBPIA 200 pb *xx
35 MF 060 D LoOP 159 pb ok
36 MF 062 D LOOP 159 pb okok
37 MF 063 D LOOP 159 pb *okk
38 MF 064 D LOOP 159 pb okok
39 MF 065 D LOOP 159 pb *okk
40 MF 066 D LoOP 159 pb Tk
41 MF 076 D LOOP 159 pb *kok
42 MF 077 D LOOP 159 pb *kk
43 MNHN 1380 D LOOP 159 pb *ork
44 MNHN 2604 D LOOP 159 pb ok
45 MNHN 3127 D LOOP 159 pb *ork
46 MNHN 5501 D LOOP 159 pb Kok
47 MNHN 6266 D LOOP 159 pb ok
48 MNHN 7357 D LOOP 159 pb okk
49 MNHN 7632 D LOOP 159 pb -
50 MNHNP 1909 D LOOP 159 pb -
51 MNHNP 804 D LOOP 159 pb -
52 MNHNP 806 D LOOP 159 pb Hokk
53 MNHNP 807 D LOOP 159 pb Hokx
54 MSG 001 ars 985 pb o
D LOOP 443 pb -

55 MSG 011 D LOOP 159 pb *kk
>6 MSG 012 D LOOP 159 pb *hx
< MSG 014 aTB 985 pb ok
D LOOP 159 pb Hokk

>8 MSG 015 D LOOP 159 pb *rx
>9 MSG 018 D LOOP 159 pb *hx
60 MSG 019 D LOOP 159 pb *xx
61 MSG 020 D LOOP 159 pb ok
62 MSG 026 D LOOP 159 pb *hx
63 MSG 033 ars 260 pb e
aTB 423 pb ok

64 MSG 033 D LOOP 159 pb *xx
D LOOP 159 pb *kk

65 MSG 034 T B 260 pb rx
aTB 423 pb -
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66 MSG 035 D LOOP 159 pb ok
CITB 260 pb o
67 MSG 036 CITB 423 pb $ok ok
D LOOP 159 pb ok
68 MSG 039 D LOOP 159 pb ok
* %k %k
6 MSG 040 D LOOP 159 pb
CITB 260 pb ok
* %k
20 MISG 043 CITB 985 pb
D LOOP 159 pb ok
* %k
71 MSG 044 ciTe 260 pb
D LOOP 159 pb ok
* %k
7 MISG 045 CITB 985 pb
D LOOP 159 pb il
* %k
73 MSG 048 ciTB 260 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %Kk
24 MSG 050 D LOOP 159 pb
CITB 260 pb Elizondo, 2010
75 MSG 051 D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
D LOOP 159 pb ko
76 MSG 052 P
CITB 260 pb Elizondo, 2010
77 MSG 053 CITB 985 pb Gen Bank
78 MSG 055 CITB 260 pb Elizondo, 2010
79 MSG 056 CITB 423 pb Bidegaray, 2003
80 MSG 055 D LOOP 159 pb
81 MSG 060 D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
82 MSG 061 CITB 985 pb Gen Bank
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
83 MSG 063 CITB 320 pb Gen Bank
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
84 MSG 064 CITB 985 pb Gen Bank
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
85 MSG 065 D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
CITB 260 pb Elizondo, 2010
86 MSG 066 P 1zondo,
D LOOP 159 pb Aristimuio, 2013
87 MSG 068 CITB 260 pb Elizondo, 2010
88 MSG 070 CITB 260 pb Elizondo, 2010
89 MSG 074 CITB 260 pb Elizondo, 2010
90 MSG 075 CITB 260 pb Elizondo, 2010
91 MSG 076 CITB 260 pb Elizondo, 2010
92 MSG 077 CITB 260 pb Elizondo, 2010
93 MSG 079 CITB 260 pb Elizondo, 2010
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94 MSG 085 CITB 260 pb Elizondo, 2010
* %k
95 MSG 088 D LOOP 159 pb
CITB 260 pb Elizondo, 2010
* %k
9 MSG 089 D LOOP 159 pb
CITB 260 pb Elizondo, 2010
* %k
97 MSG 091 CITBPIA 200 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %k %k
98 MSG 092 CITBPIA 200 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
99 MSG 094 D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %k
100 MSG 099 CITBPIA 200 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %Kk
101 MSG 100 CITBPIA 200 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %Kk
102 MSG 101 CITBPIA 200 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %k
103 MSG 105 CITBPIA 200 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %k
104 MSG 107 D LOOP 159 pb
CITBPIA 159 pb *kk
ITBPIA 2 *kk
105 MSG 109 ¢ 00 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
ITBPIA 2 *kk
106 MSG 110 ¢ 00 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %k
107 MSG 112 CITBPIA 200 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
* %k
108 MSG 114 CITBPIA 200 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
CITBPIA 200 pb *hk
109 MSG 116 P
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
110 MSG 136 D LOOP 159 pb ok
* %k
11 MSG 137 IDMAZ 200 pb
D LOOP 159 pb *kx
112 MSG 138 D LOOP 159 pb Hokek
113 MSG 139 D LOOP 159 pb ok
159 pb *kk
114 MSG 325 D LOOP
CITB 985 pb Gen Bank
B B
115 MSG 330 CIT 985 pb Gen Bank
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
D |_ * %k
116 T014 oop 600 pb
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
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117 T015 D LOOP 600 pb i
118 T026 D LOOP 600 pb ok
119 T 048 D LOOP 600 pb *Ex
CITB 985 pb Gen Bank
120 T069 P en 2an
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
121 T 075 D LOOP 600 pb ok
122 T076 D LOOP 600 pb ok
123 T077 D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
124 T079 D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
125 T083 D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
126 T 091 D LOOP 600 pb ok
127 T092 D LOOP 600 pb *kk
128 T101 CITB 985 pb Gen Bank
D LOOP 600 pb el
129 T106 D LOOP 600 pb o
ITB 2 Eli 201
130 T111 C 60 pb izondo, 2010
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
131 T112 CITB 985 pb Gen Bank
132 T113 CITB 985 pb Gen Bank
133 T125 D LOOP 159 pb *k %
134 T128 D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
135 T129 D LOOP 159 pb *ok %
136 T131 D LOOP 600 pb ok
137 T132 D LOOP 600 pb *hk
138 T134 D LOOP 159 pb *ok %
139 T135 CITB 320 pb Gen Bank
D LOOP 600 pb *Ex
140 T138 P
CITB 320 PB Gen Bank
141 T139 D LOOP 600 pb *hk
ITB 2 Eli 201
142 T 155 C 60 pb izondo, 2010
D LOOP 600 pb Aristimufio, 2013
CITB 260 pb Elizondo, 2010
143 T158 P 1zondo,
D LOOP 600 pb Aristimuio, 2013
144 T180 D LOOP 159 pb *ok %
145 T194 D LOOP 600 pb el
146 T196 D LOOP 600 pb *kx
147 T209 CITB 260 pb Elizondo, 2010
D LOOP 159 pb Aristimufio, 2013
148 T273 D LOOP 600 pb il
149 T317 D LOOP 600 pb *Ex
150 T318 D LOOP 600 pb *kx
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151 7319 D LOOP 600 pb wk
152 T320 D LOOP 600 pb .
153 7323 D LOOP 600 pb wk
154 T348 D LOOP 600 pb .
155 T352 D LOOP 600 pb ok
156 T354 D LOOP 600 pb .
157 T355 D LOOP 600 pb .
158 ZVCM 1730 cars 260 pb Elizondo, 2010
D LOOP 443 pb Gen Bank
159 ZVCM 1769 D LOOP 159 pb .
160 ZVCM 5517 D LOOP 159 pb o

*** Corresponden a secuencias obtenidas en el marco de la realizacidn de esta tesis

Anexo Il.b Listado de muestras incorporadas en este trabajo para el andlisis de loci de microsatélites.

Nombre Loci genotipados Total
ANI 12 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8
ANI 15 CSSM 41, TGLA 10, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16 5
ANI 16 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8
ANI 68 CSSM 41, TGLA 10, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 6
BVO011 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8

LC1 TGLA 10, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16 4
MF 10 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 21 7
MF 12 BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 7
MF 13 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8
MF 16 CSSM 41, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 6
MF 19 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 21 7
MF 31 GOUA 10, GOUA 8, GOUA 25, RT 09, GOUA 24, BM 203, GOUA 07, GOUA 03, TGLA 10 9
MF 32 GOUA 10, GOUA 8, GOUA 25, RT 09, GOUA 24, BM 203, GOUA 07, GOUA 03, BM 757, 10

TGLA 10
MF 34 BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16 6
MF 51 BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 21 6
MF 57 CSSM 41, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 5
MF 60 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8
MF 64 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 24, GOUA 21 6
MF 76 BM 203, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 6
MF 78 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 21 7

MSG 109 CSSM 41, BM 203, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 7

MSG 111 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8

MSG 124 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8
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MSG 137 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8
MSG 145 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8
MSG 146 BM 203, GOUA 25, GOUA 24, 3
MSG 148 CSSM 41, TGLA 10, GOUA 24, GOUA 21 4
MSG 156 CSSM 41, TGLA 10, GOUA 24, GOUA 25, GOUA 21 5
MSG 86 BM 203, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 5
MSG 91 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8
MSG 92 CSSM 41, BM 203, TGLA 10, BM 757, GOUA 25, GOUA 24, GOUA 16, GOUA 21 8

ANEXO Ill. Secuencias

Anexo lll.a. Secuencias de la regién D- loop del ADN mitocondrial de Mazama gouazoubira de 600 pb.

>T354
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGTTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTG
CTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAAAATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGTATGTAATGTAATGTA
CTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTCTATGTACTATACACACGTAAAATTATATTATACTACATATACTATGTAGTTTATG
TAGTTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTGAAAATTTAATACTGACAA
GGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTGCGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGGC
TATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T355
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACGATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGTG
CTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTA
CTATTATACATAGTATGTCCTAGTACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAATAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACA
AGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGG
CTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T015
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGGCGGGATACGCATGTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGT
GCCATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
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ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATATTATACTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACA
AGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAATACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGG
CTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T194
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAGTTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGC
GCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGAACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAGTACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATGCTATATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGAC
AAGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T158
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCA
CTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAGTTAAGGTCATGGACCTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTA
CTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAGTTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTATG
TAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAATTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACAA
GGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGGC
TATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T323
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGC
GCTATGTACGGTCAATGATGTTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAGTACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATGCTATATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGAC
AAGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T348
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACGATTAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGT
GCCATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTACAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATATAATGT
ACTATTATACATAGTATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATGCTACATATGTTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAATAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACA
AGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGG
CTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T155
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCA
CTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACCTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTA
CTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAGTTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTATG
TAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACAA
GGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGGC
TATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG



>T319
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGT
GCCATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAATATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGTATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATATTGTACTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAATAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAATTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTGAAAATTTAATACTGACA
AGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTGCGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGG
CTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T075
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAGTTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGC
GCTATGTACGATCAATGATGTTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATATAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAGTACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATGCTATATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTCAATACTGAC
AAGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGCACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T091
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGC
GCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGAC
AAGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T131
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAACGGATTTGACTTAATGC
ACTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAGTTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGAC
AAGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T132
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGGCGGGATACGCATGTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGT
GCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAAATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTAAAATCATATTATACTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTTGAAATTTAATACTGATA
AGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTGCGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGG
CTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T273

ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCA
CTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACCTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTA

102
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CTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAGTTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTATG
TAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACAA
GGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGGC
TATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T092
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGT
GCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAGTATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTAAAATTATATTATACTACATATACTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGAAAAACTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTGAAAATTTAATACTGACA
AGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTGCGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGG
CTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T196
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGC
ACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAGTTATGTTATACTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGAC
AAGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T076
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAGTTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGC
GCTATGTACGATCAATGATGTTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATATAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAGTACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATGCTATATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTCAATACTGAC
AAGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGCACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T139
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAGTTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGT
GCCATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGTATGTAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTAAAATTATATTATACTACATATACTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTGAAAATTTAATACTGACA
AGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTGCGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGG
CTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T048
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGT
GCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACCTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATATAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAGTACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGAC
AAGGCTCTTGAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG
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>T138
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAAATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAGTTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGT
GCCATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTAAAATTTTATTATATTACATATGTTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTATTAAAGATTTTTGAAAATTTAATACTGACA
AGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTGCGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGG
CTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T320
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAGTAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCA
CTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACCTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGCA
CTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAGTTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTATG
TAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACAA
GGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGGC
TATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T317
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCA
CTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACCTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTA
CTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAGTTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTATG
TAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACAA
GGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGGC
TATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T318
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAGTTAAGCTCGTGATCTAGTGGACGGGATACGCATGTTGACAAGAATAGATTTGACTTAATGCA
CTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACCTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTA
CTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAGTTATGTTATGCTACATATGCTATGTAGTTTATG
TAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGACAA
GGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGGGC
TATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG

>T352
ACCAGATGTCTGATAAAGTTCATTAAATAGCTACCCCCACAATAGATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGGATCCCTGCCAAGCGGGT
TGCTGGTTTCACGCGGCATGGTAATTAAGCTCGTGATCTAGTGGGCGGGATACGCATGTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGC
GCTATGTACGATTAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCTTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT
ACTATTATACATAATATGTCCTAATACATTAATTTTATGTACTATACACACGTGAAATTATGTTATACTACATATGCTATGTAGTTTAT
GTAATTAATAGTAATTAAATTATAATATAGCTATTGAGTGCAAAACTGTATTAAATTACTAAAGATTTTTGGAAATTTAATACTGAC
AAGGCTCTTAAATTTTATGGAGCTATATTAATAGTACGTCAGGGAATAGTTTAAATAGAACTTCAGCTTTGGGTGTTGATGGTGGG
GCTATAGCTTCTTCCTTGAGTCTTAG
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GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>LC21
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGACGTTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>LC32
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>BV011
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>BV012
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>BVvV013
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>BV018
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCCATGTACGATCAATAATATTATGTACCATGTACTGTAGTTAAGGTCATGGACTTGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF1
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAACGTTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACTTGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF2
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAACGTTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACTTGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF3
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAACGTTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACTTGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF6
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATGTTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF7
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF8
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF13
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF15
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF16



GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF17
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF18
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF19
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF23
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF31
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF32B
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF36
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF60
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF62
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF63
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF64
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF65
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF66
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF76
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MF77
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GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSGO01
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>MSG11
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAATATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG12
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGACCAATAATATCATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG14
GTTGACGAGGACGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAACAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAAGTCATGGACCTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG15
GTTGACGAGGACGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAACAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAAGTCATGGACCTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG19
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACCTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG20
GTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGACCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG26
GTTGACAAGAACGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG33
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG34
GTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG35
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAGTGTAATGA

>MSG36
GTTGACAAGAATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG39
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>MSG40
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG43
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GTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGACCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG44
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG45
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG48
GTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG50
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG51
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAACGTTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATATAATGT

>MSG52
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG55
GTTGACAAGAATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG60
GTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG61
GTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG63
GTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATGATACTATGTACCATGTACTGTAATTAAAGTCATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>MSG64
GTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACCTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG65
GTTGACGAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAACATTATGTACCATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATATAATGA

>MSG66
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATGACATTATGTACCATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATATAATGA

>MSG88
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG89
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GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAACGTTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACTTGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG91
GTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAACGA

>MSG92
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG94
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG99
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG100
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG101
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG105
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAACGA

>MSG107
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>MSG109
GTTGACANGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG110
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG112
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG114
GTTGACANGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG116
GTTGACANGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG136
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG137
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GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG138
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG139
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG325
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MSG330
GTTGGCAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAGTGTAATGT

>ZVCM1730
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAGTGTAATGT

>ZVCM1769
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCCATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>ZVCM5517
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHN1380
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGACGTTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHN2604
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHN3127
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHN5501
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHNG6266
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHN7357
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATTTTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHN7632
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>8-26



GTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTTATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>14-11
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>16-12
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>ANI15
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTCATGCGCTATGTACGATGAACAATACTATGTACTATGTACTATAAATAGTGAGGGGTACATGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>ANI16
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATGAACAATACTATGTACTATGTACTATAAATAGTGAGGAGTACATGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>ANI17
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATGAACAATACTATGTACTATGTACTATAAATAGTGAGGGGTACATGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>ANI149
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAGTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>ANI68
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAGTATGTACTATGTACTATAATTAAAATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>ANI71
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAANGA

>1987-273
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAGTACGTACTATGTACTATATTTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>39008
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAGTACGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHNP804
GTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATGTTACGTACTATTTACTATAATTAATATCATGGACTTGCTT
ATAAGCATGGGGCATATAATGTGATGA

>MNHNP806
GTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAATATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHNP807
GTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAATATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>MNHNP1909
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATAGTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTGATGA

>T14
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GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T69
GTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATTAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T77
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGACATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T79
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T83
GTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATGATACTATGTACCATGTACTGTAATTAAAGTCATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T101
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACCTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T106
GTTGACAAGGGCGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T111
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACCTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T125
GTTGACAAGAACGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACCATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T128
GTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAATATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T129
GTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T134
GTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACCATGTACTATAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T155
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACCTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>T158
GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAGTTAAGGTCATGGACCTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGT

>T180
GTTGACAAGGGTAGATTTGACTTAATGTGCCATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTATAATTAATATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>T209
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GTTGACAAGAATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGA

>5G001
GTTGACAAGAATGGAATTGACTAAATGTGCCATGTACGATCAATAATAGTATGTACTATGTACTATAAATAATATCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGTATATAATGTAATGA

Anexo lll.c. Secuencias de 226 pb del gen citocromo b de Mazama gouazoubira.

>MSGO01
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG14
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG33
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG34
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG36
CGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTCTTC

>MSG40
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTGCTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTCACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG43
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG44
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG45
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG53
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CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG55
CGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTCTTC

>MSG56
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTATTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG61
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG63
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTTAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG64
CGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTCTTC

>MSG330
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTGCTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTCACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T69
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T111
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATITTIC

>T112
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T113
CGCATTTGTTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T135
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CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T138
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACTCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T155
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T158
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T209
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>BV103
CGCAATTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGAAGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATACATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>BV108
CGCATTTACTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCACGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTCACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGTCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>LC02
TGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTTCTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>LCO3
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTACTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG48
CGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTCTTC

>MSG50
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG52



116

CGCATTTATTGATCTTCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG66
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG68
CGCATTTATTGATCTTCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCTTTACTAGGAATTCGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTETC

>MSG70
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG74
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG75
AGCATTtATTGATCTCCCAGCTCCATCAGaTATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG76
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTTAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG77
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTGCTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTCACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG79
CGCATTTATTGATCTTCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG85
CGCATTTATTGANCNCCCAGCTCCATCAAATATCtCATCATGATGAAACTTTGGTTCtCTACTAgGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAgCAATACACTACTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGtCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTAT
GGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG88
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTGCTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTCACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG89
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TGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTTCTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>MSG325
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTGCTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTCACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>T101
CGCATTTATTGATCTCCCAGCCCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>BV101
CGCATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGCTGAATTATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>BV102
CGCATTTACTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCACGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACACATC
CTTACTGGCCTATTCTTAGCAATACaCTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATT
ATGGCTGAATCATTCGATATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTC

>0B2
CGCATTCATTGATCTACCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATTTGCTTAATTCTACAAATTC
TTACTGGCCTATTCTTAGCAATACATTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTCACCCATATCTGCCGAGACGTCAATTA
TGGTTGAATTATCCGATATATGCATGCTAATGGAGCATCAATATTTTTT
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>BV011
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAG

>BV012
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATTCATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAACATTGGAG

>BV013
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAACATTGGAG

>BV018
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GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCCATGTACGATCAATAATATTATGTACCATGTACTGTAGTTAAGGTCATGGACTTGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGTCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGAT
ATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTC
AGAAACATGAAACATTGGAG

>LC21
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGACGTTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAACATTGGAG

>LC32
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAACATTGGAG

>MSGO01
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAATATTGGAG

>MSG40
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAATATTGGAG

>MSG50
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAAGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATTCATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAACATTGGAG

>MSG52
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAATATTGGAG

>MSG63
GTTGACAAGGATGGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATGATACTATGTACCATGTACTGTAATTAAAGTCATGAACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTTAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAACATTGGAG
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>MSG88
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAACATTGGAG

>MSG89
NTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATAACGTTATGTACTATGTACTGTAATTGAGGTCATGGACTTGC
TTATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGAT
ATATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTC
AGAAACATGAAACATTGGAG

>MSG91
GTTGACAAGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAACGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG92
GTTGACANGGACGGATTTGACTTAATGCGCTATGTACGATCAATGATATTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGCTATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG99
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG100
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG101
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG105
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAACGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA



TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG107
GTTGACAAGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGTGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG109
GTTGACANGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG110
GTTGACAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG112
GTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG114
GTTGACANGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGGCTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG116
GTTGACANGGATAGATTTGACTTAATGTGCTATGTACGATCAATAATACTATGTACTATGTACTGTAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGAGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
AAAACATGAAACATTGGAA

>MSG325
NTTGACANGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGCACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAATGTAATGANNNTTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA
GAAACATGAAACATTGGAA

>MSG330

120



121

GTTGGCAAGGACAGATTTGACTTAATGCACTATGTACGATCAATAATGCTATGTACTATGTACTATAATTAAGGTCATGGACTTGCT
TATAAGCATGGGGCATATAGTGTAATGTGCATTTTCCTCTGTTACCCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATA
TATACATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGGGGACTATACTATGGATCATATACTTTCTCA

GAAACATGAAACATTGGAG



