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RESUMEN

El aguara guazu es el canido mas grande de América del Sur, categorizado como cercano a la amenaza
por la UICN. Las técnicas de genética molecular son utilizadas para analizar las dinamicas y estructura
de poblaciones de especies amenazadas. Los objetivos de nuestro trabajo fueron: i) analizar la
estructura genética del aguara guazi mediante loci de microsatélites, incluyendo distintas localidades a
lo largo de su distribucién geografica; ii) examinar la variabilidad genética y las relaciones de parentesco
dentro y entre stocks cautivos. Para ello se utilizaron muestras de pelo, tejido y feca depositadas en el
banco de muestras de los laboratorios de Genética de la Conservacion y del Center for Conservation and
Evolutionary Genetics SCBI-National Zoological Park-Smithsonian Institution. A partir del ADN extraido se
amplificaron por PCR multiplex 12 loci de microsatélites aislados para perro doméstico. En conjunto,
los microsatélites analizados tienen un alto contenido de informacién polimérfica (PIC=0,699) y valores
de probabilidad de no exclusién adecuados (NE-1=3,88x10-13, NE-SI=4,66x10-5, NE-PP=2x10-8). Esto
sugiere que pueden ser utilizados tanto para analisis de estructura genética poblacional como para
identificacion individual y asignaciéon de parentesco. Mediante el analisis Bayesiano realizado en el
software STRUCTURE se detecto la presencia de estructura genética en poblaciones silvestres. El
numero mas probable de grupos fue dos, uno conformado por individuos exclusivamente de Bolivia y el
otro por individuos de distintas localidades (ejemplares de Uruguay, Argentina, Brasil e incluso siete
animales de Bolivia). Estos resultados son congruentes con los obtenidos a partir del Analisis Factorial
de Correspondencia y el indice Fsr que revelé diferenciacién genética entre los dos grupos (Fsr= 0,19). E1l
numero de migrantes por generacién entre ambos grupos fue de 1,364, el cual resulta apropiado para
mantener la conectividad entre ambos. Las muestras de Bolivia en su mayoria fueron de fecas (81%) por
lo tanto era posible que un mismo individuo haya sido re-muestreado. Mediante el analisis de identidad
se detectaron 23 individuos muestreados en Bolivia y por el método de Captura-Recaptura se estim6 un
tamano poblacional de 51 animales. A través del coeficiente de parentesco se identificaron posibles
grupos familiares en Argentina, Bolivia y Uruguay. Se utilizé6 como control positivo un grupo familiar de
animales en cautiverio del Smithsonian Conservation Biology Institute, Front Royal, constituido por
cuatro hermanos y sus respectivos padres. Los genotipos asignados para cada individuo fueron
consistentes con las relaciones de parentesco entre ellos. El total de los individuos en cautiverio
presentaron una alta variabilidad genética, siendo Brasil el stock con mayor diversidad. El grupo
familiar de EUA (Front Royal) present6é una fuerte diferencia genética con los demas grupos. Se
identificaron dos hembras como posibles candidatas reproductoras en cautiverio, asi como también dos
posibles parejas para mantener la diversidad genética y evitar la consanguinidad. Para analizar la
estructura genética poblacional eliminando sesgos muestrales e identificar Unidades de Manejo se
deberian aumentar los esfuerzos de muestreo tanto en las localidades incluidas en esta tesis, asi como

también en otros sitios de su rango de distribucién.



ABSTRACT

The maned wolf is the largest South American canid species categorized as near threatened in the [IUCN
Red List. Molecular genetic techniques are used to analyze dynamics and structure of threatened
species populations. Our objectives were: i) to analyze the genetic structure of maned wolf using
microsatellite loci, including different localities along their geographical distribution, ii) to examine
genetic variability and kinship relations within and between captive stocks. We used hair, tissue and
feces from the samples collection of the Conservation Genetics Laboratory and the Center for
Conservation and Evolutionary Genetics SCBI-National Zoological Park, Smithsonian Institution. From
extracted DNA 12 microsatellite loci, isolated for domestic dog, were amplified by multiplex PCR. The set
of loci showed high polymorphic information content (PIC=0.699) and appropriate values for non-
exclusion probability (NE-I=3.88x10-13, NE-SI=4.66x10-5, NE-PP=2x10-8). This suggests that they have
enough power to achieve studies on population genetic structure, individual identity and kinship.
Genetic structuring was detected in wild populations using Bayesian analysis performed by the software
STRUCTURE. The most likely number of genetic clusters was two; one of them included samples
exclusively from Bolivia and the other one included samples from different localities (Uruguay, Bolivia,
Argentina, Brazil). These results are congruent with those obtained from Correspondence Factor
Analysis, furthermore structuring index Fgsr revealed a strong difference between the two groups (Fsr=
0.19). Gene flow (1.364 migrants per generation) was found between the two clusters revealing
connectivity for maintaining genetic variability, local adaptation and inbreeding avoidance. Bolivian
samples were mostly feces (81%) so it would be possible that the same individual has been re-sampled.
From identity analysis we detected 23 individuals sampled in Bolivia and from Capture-Recapture
method we estimated a population size of 51 animals. Kinship analysis revealed family groups in the
Uruguayan, Bolivian and Argentinean samples. A family group of animals in captivity in the
Smithsonian Conservation Biology Institute- Front Royal, consisting of four siblings and their parents,
was used as a positive control. The genotypes assigned for each individual were consistent with the
relationships among them. The total number of individuals in captivity showed high genetic variability,
with Brazil being the most diverse stock. The U.S. family group (Front Royal) showed strong genetic
differences with the other groups. Two females were identified as potential candidates for captive
breeding, as well as two possible couples to maintain genetic diversity and avoid inbreeding. It is
extremely important to increase sampling efforts to deeply understand their genetic dynamics and

patterns of population sub structuration.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los canidos sudamericanos

El origen de los canidos ocurrié durante el Eoceno tardio en América del
Norte, basado en el registro fésil. En dicho continente, ocurrieron sucesivos
eventos de radiacion que dieron lugar a tres subfamilias durante el Oligoceno
tardio: Hesperocyoninae, Borophaginae y Caninae (Wang et al., 2004; Perini
et al., 2010). Esta ultima es la Unica subfamilia sobreviviente y esta integrada
por 36 especies que se distribuyen en todo el mundo (Perini et al., 2010).

En América del Sur actualmente se encuentra la mayor diversidad de Caninae
incluyendo seis géneros y diez especies reconocidas (Wozencraft, 1992). La
monofilia de los canidos sudamericanos ha sido un asunto controvertido,
dado que los taxa vivientes se encuentran distribuidos en cinco géneros
distintos y las especies son morfolégicamente muy distintas (Wayne et al,,
1997). En el presente, no sélo se ha confirmado la monofilia del grupo sino
que se han constatado dos linajes: uno compuesto por Chrysocyon/Speothos
y el otro integrado por los géneros Lycalopex/Cerdocyon/Atelocynus (Wayne
et al., 1997; Slater et al., 2009; Perini et al., 2010) (Fig. 1). Segun Perini et al.
(2010) la divergencia de Chrysocyon/ Speothos habria ocurrido hace 3
millones de afios (ma), mientras que Lycalopex/Cerdocyon/Atelocynus se
infiere que sucedid hace aproximadamente 2,4 ma (Fig. 1). Sin embargo el
aguara guazu (Chrysocyon brachyurus llligeri, 1811) y el cachorrro do mato do
vinagre (Speothos venaticus Lund, 1842) aparecen en el registro fosil del
Pleistoceno de América del Sur, hace un millén de afos aproximadamente
(Berta, 1984; Wayne et al., 1997). Por otro lado, se han encontrado fésiles
asignados a los géneros Cerdocyon y Chrysocyon en Norteamérica antes de la
formacién del Istmo de Panama (2,7-3,6 ma), sugiriendo que la
diversificacion de los canidos sudamericanos habria ocurrido antes del Gran
Intercambio Americano (Wayne et al., 1997; Slater et al., 2009; Perini et al.,
2010). Estos restos fdésiles fragmentarios poseen una denticion mas

generalizada y debido a que no se conocen huesos del post-craneo no se ha



podido evaluar la extrema adaptacion que poseen las formas actuales. De
esta manera, representarian miembros basales de cada linaje y podrian no
estar directamente relacionados con las formas actuales de ambos géneros
(Perini et al., 2010). La presencia de restos fdsiles en Norteamérica apoya la
hipdtesis de que distintos linajes habrian invadido el territorio sudamericano
(Wayne et al., 1997). De acuerdo a la filogenia de las especies vivientes,
fueron necesarias al menos dos invasiones a América del Sur.

A su vez, el analisis de la divergencia entre las secuencias de ADN
mitocondrial de Chrysocyon y Speothos, sugiere que tendrian que haber
ocurrido tres invasiones (Wayne et al., 1997).

Ademas, la filogenia construida por Perini et al. (2010) a partir de datos
morfolégicos y moleculares de las especies actuales y extintas, permite ver
que el clado Chrysocyon/Speothos también contiene formas extintas hiper-

carnivoras del Pleistoceno como lo son Theriodictis y Protocyon (Fig. 1).
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Figura 1: Escala de tiempo de diversificacién de Canidae y filogenia del grupo modificada de
Perini et al. (2010). Las barras en los nodos indican el 95% de probabilidad de la densidad mas
alta en el intervalo de tiempo estimado. La barra gruesa representa la ventana temporal del
registro fosil para la especie estudiada. La linea punteada indica la formacion del Istmo de

Panama.



1.2. El aguara guazu
1.2.1. Caracteristicas de la especie

Existen diversas leyendas indigenas acerca de los poderes inexplicables de
este animal (Azara, 1802; Dietz, 1984). Variadas partes de su anatomia
servian como ingredientes en la medicina popular de algunas culturas nativas
(Azara, 1802; Dietz, 1984). Entre los mitos sudamericanos sobre cémo el
hombre entré en posesiéon del fuego aparece la leyenda del pescador
desposeido. Esta cuenta que en las nacientes del rio Xingti (Mato Grosso,
Brasil) el dueno del fuego es, en algunos casos, el aguard guazu (Blixen,
1992). Estos relatos lo cargan de valor cultural en los legajos de los pueblos
sudamericanos originarios.

El aguara guazu Chrysocyon brachyurus es el canido mas grande de América
del Sur ya que puede alcanzar aproximadamente 90 cm de altura a la cruz
(Dietz, 1985). Los individuos adultos pueden pesar 20-30 kg y presentar un
largo total de 147 cm, incluyendo la cola (Dietz, 1985; Paula et al., 2008). Se
diferencia de otros canidos por sus patas largas y delgadas, asi como también
por su pelaje dorado-rojizo, presentando coloracidn negra en la parte inferior
de sus patas y en la porcion dorsal de su lomo (Dietz, 1984) (Fig. 2). La regién
interna de cuello y orejas asi como también la parte distal de su cola son de
color blanco (Paula et al., 2008). Su cabeza es similar a la de un zorro, con un

hocico puntiagudo y orejas extraordinariamente largas (Emmons, 2012).

Figura 2: Ejemplares de aguard guazu. Las imagenes fueron tomadas

de internet.



Estos canidos poseen habitos nocturnos con picos de actividad durante el
crepusculo (Dietz, 1984; Bandeira de Melo et al., 2007). Presentan un sistema
de apareamiento de tipo monogamia facultativa (Rodden et al., 2004). Los
individuos de la pareja defienden territorios de aproximadamente 27 km?’
(Dietz, 1985) permaneciendo espacialmente relacionados durante el dia y
evitandose durante la caza nocturna (Bandeira de Melo et al., 2007). El celo
de las hembras es anual y se extiende por aproximadamente unos cinco dias.
La época reproductiva va de abril a junio y el periodo de gestacién
generalmente tiene una duracion de 65 dias. La mayoria de los nacimientos
ocurren de junio a setiembre y el tamano de la camada es de tres cachorros
en promedio. Las crias son de color oscuro y permanecen en el area de vida
de la madre hasta el afio de vida, momento en el cual comienzan a dispersar.
Al mismo tiempo los juveniles alcanzan la madurez sexual, pero usualmente
no se reproducen hasta el segundo afio (Rodden et al., 2004).

Otro rasgo distintivo de la especie son sus huellas, en las cuales las
almohadillas del tercer y cuarto digito estan unidas en su extremo proximal
formando una figura unica (Fig. 3). Su modo de caminar tan particular esta
dado por sus piernas largas y espalda corta, ademas las piernas del mismo
lado del cuerpo se mueven juntas en el mismo sentido (Dietz, 1985; Emmons,

2012).

Figura 3: Detalle de la almohadilla plantar delantera (izquierda) y

de la huella (derecha). Fotografias tomadas de internet.



Los principales componentes de su dieta van desde frutos hasta pequeios
mamiferos y aves, de esta manera se lo considera omnivoro generalista
(Dietz, 1984). Los diversos estudios indican que en su dieta se encuentra una
amplia variedad de material vegetal y animal, siendo ambos consumidos en
igual proporcién (Rodden et al., 2004; Queirolo & Motta-Junior, 2007). Se ha
constatado que el fruto Solanum lycocarpum (conocido como lobeira) es una
fuente primaria de alimento para ellos (Rodrigues, 2002; Rodden et al., 2004;
Queirolo & Motta-Junior, 2007). El éxito de germinacién de las semillas de la
lobeira es significativamente mayor cuando pasa por el tracto digestivo del
aguard guazu, ademas éstas son dispersadas largas distancias. Dado que al
parecer sus compuestos secundarios son antihelminticos, el fruto tiene otro
beneficio ademds del nutricional para este cdnido (Courtenay, 1994). Por otro
lado, entre los items animales mds frecuentes estdn los roedores,
marsupiales y aves (Rodrigues, 2002; Rodden et al., 2004). Si bien los
animales mayormente consumidos son de pequefio y mediano porte,
eventualmente se puede alimentar de venados y oso hormiguero grande
(Dietz, 1984; De Almeida Jacomo, 1999; Rodrigues, 2002; Rodden et al.,
2004).

La especie habita areas abiertas caracterizadas por pastizales, malezales y
bosques de galeria en las regiones de Cerrado, Chaco y Pampa (Dietz, 1985;
Queirolo et al., 2011). La longitud de sus patas es un rasgo adaptativo al
ambiente en el que vive ya que le permite una eficiente visidn y traslado en
vegetaciones altas (Dietz, 1984). La distribucion actual de la especie incluye
regiones de Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay, Perud y Uruguay (Fig. 4B),
aungue actualmente debido a presiones antrdpicas ha sufrido una gran
retraccion en su limite sur (Paula et al., 2008; Queirolo et al., 2011). A su vez,
se ha documentado una reciente expansién poblacional en el limite este de
su area de distribucién, posiblemente debido a la deforestacion de la selva
atlantica (Paula et al., 2008; Queirolo et al., 2011).

Se han realizado estudios de su distribucidn histdrica, actual potencial y
futura (Fig. 4). Durante la colonizacion europea el rango de la especie

alcanzaba hasta los 37°-39° Sur en Argentina, estaba presente en la mayor



parte de Rio Grande do Sul (Brasil) y ocupaba todo el territorio uruguayo
(Queirolo et al., 2011). Hacia el oeste se extendia hasta los departamentos de
Beni y Santa Cruz en Bolivia, mientras que alcanzaba el sureste de Peru
(Queirolo et al., 2011). Mediante el uso de distintos modelos se ha
identificado que la temperatura y la precipitacion son las variables climaticas
que influyen en mayor medida a la distribucidon de esta especie (Prevosti et
al., 2004; Torres et al., 2013). De esta manera, su distribucién potencial
abarca la regién centro- este de Brasil, noreste de Bolivia y Argentina, centro
de Paraguay, oeste de Uruguay, este y centro de Peru (Torres et al., 2013).
Por otro lado, segun las predicciones, dentro de 40 afos el drea que ocuparia
el aguara guazu seria muy similar a la actual, con una zona estable localizada

en el centro de América del Sur con retracciones ubicadas principalmente en

el norte de la misma (Torres et al., 2013).
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Figura 4: Distribuciones histérica (A), actual (B) y potencial (C) para el aguard guazd. Los

mapas de la distribucion histérica y potencial fueron tomados de Queirolo et al. (2011) y

Torres et al. (2013) respectivamente; mientras que el actual fue modificado de Rodden et al.

(2008).

1.2.2. Situacién de Conservacién

En la actualidad, se ha identificado que el principal riesgo para su
conservacion es la drastica reduccién de ambientes naturales favorables para
la supervivencia de sus poblaciones. Esta amenaza se vuelve aun mayor al
observar que grandes dreas de su distribucién se han convertido en zonas

agropecuarias (Paula et al., 2008). De esta manera ha sido clasificado como



“Cercano a la amenaza” por la UICN, con un numero estimado de ~13, 000
individuos maduros en la poblacidon global, la cual probablemente sufra una
reduccion del 10% durante la proxima década (Rodden et al., 2008). También
esta incluida en el Apéndice Il de CITES (Gonzdlez & Martinez, 2010).

En Uruguay existen pocos registros actuales y es considerada amenazada
(Achaval et al., 2004; Gonzalez & Martinez, 2010). En nuestro pais, uno de sus
limites sur de su distribucién, C. brachyurus estaba considerado extinto hasta
la captura de manera casual en 1989 de un ejemplar macho adulto en el
departamento de Rio Negro (Mones & Olazarri, 1990). A su vez, en el 2006,
en el departamento de Cerro Largo, se constato su ultimo registro (Queirolo
et al.,, 2011; Mannise et al., 2012). Por otro lado, se han encontrado huellas
caracteristicas de la especie en el departamento de Rocha (Prigioni & Sappa,
2003).

En Argentina y Paraguay se considera que el declive poblacional de la especie
fue debido a la persecucién y caza, mientras que en Brasil la mortalidad
potencial debida a atropellamientos es la amenaza mas importante (Paula et
al., 2008). Por lo tanto se la cataloga como En Peligro en Argentina y
Vulnerable en Brasil, estimandose la presencia de 660 y 21746 individuos en
cada pais respectivamente (Soler et al., 2005; Paula et al., 2008; Gonzalez &

Martinez, 2010).

1.3. Marcadores genéticos hipervariables

Los microsatélites son marcadores genéticos nucleares de locus simple, que
consisten en repetidos en tandem de secuencias entre dos y seis pares de
bases de largo. Andlisis genealdgicos han revelado que son co-dominantes y
de herencia mendeliana (Jarne & Lagoda, 1996). Estan presentes tanto en
regiones codificantes como no codificantes y usualmente se caracterizan por
un alto grado de polimorfismo (Zane et al., 2002). Sus alelos difieren en el
numero de estas unidades repetidas, siendo los repetidos de di, tri y
tetranucledtidos los mas utilizados (Queller et al,, 1993; Jarne & Lagoda,
1996). El reino animal es rico en repetidos CA mientras que en genomas

vegetales son mas frecuentes GA y TA. Los trinucledtidos han sido estudiados



en relacién a algunas enfermedades humanas y pueden ser encontrados en
exones (Jarne & Llagoda, 1996). Esto hace que los repetidos de tres
nucledtidos sean menos utilizables en estudios de genética poblacional. Se
destaca la presencia de GATA y GACA en los tetranucledtidos, que son
altamente polimorficos (Jarne & Lagoda, 1996). Si bien aun esta en debate el
origen de tales repetidos (polimorfismos), parece mas probable que ocurran
por el deslizamiento (slippage) de la polimerasa durante la replicacion del
ADN (Schlotterer & Tautz, 1992). Algunos errores son corregidos por la
maquinaria de reparacién del ADN, pero otros escapan de estos mecanismos
generdandose mutaciones. La inestabilidad de estos repetidos simples
representaria el balance entre errores que ocurren durante la replicaciony la
correccion de los mismos (Eisen, 1999; Li et al., 2002).

Su alta tasa mutacional (10%/10°® eventos por locus por generacién) posibilita
que se encuentren multiples alelos por locus, este alto nivel de polimorfismo
permite que puedan ser empleados para realizar inferencias acerca de
eventos genético poblacionales recientes. En la bibliografia se pueden
encontrar diversos modelos mutacionales que subyacen a la evolucién de los
microsatélites (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). En un extremo se encuentran
el modelo de alelos infinitos (IAM), en el cual cada evento mutacional genera
un alelo nuevo (cuyo tamano es independiente del alelo del progenitor). En el
otro el modelo de mutacién de un paso (SMM), en donde la adicién o pérdida
de repetidos crea un alelo nuevo (Selkoe & Toonen 2006). A su vez el modelo
de dos fases (TPM) deriva del SMM vy fue desarrollado para considerar una
mayor proporciéon de eventos mutacionales (Di Rienzo et al., 1994; Balloux &
Lugon-Moulin, 2002). El debate sobre cual modelo prevalece continua aun
vigente (Ellegren, 2004).

Los loci de microsatélites se caracterizan por ser rapida y facilmente
tipificables mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), para la mayoria de las
especies que son examinadas por primera vez es necesario aislarlos de novo
(Zane et al., 2002). Esto ultimo implica la construccion y andlisis de librerias
gendmicas, secuenciacion de ADN vy disefo de cebadores, lo cual puede ser

obviado utilizando cebadores disefiados en especies filogenéticamente



relacionadas. La amplificacidon cruzada o interespecifica (cross-amplification)
de microsatélites es posible gracias a la existencia de regiones conservadas
flanqueantes a la regidn hipervariable, sobre las cuales se disefian los
cebadores (Moore et al., 1991).

En la bibliografia se han encontrado varios trabajos de C. brachyurus en los
que utilizaron loci de microsatélites aislados para perro doméstico (Franco
Berriel, 2004; Rodrigues et al., 2006; Bruzzi Lion, 2007; Salim et al., 2007; Da
Fontoura-Rodrigues et al., 2008; Bruzzi Lion et al., 2011; do Passo Ramalho,
2011). La mayoria de los loci testeados en aguara guazu resultaron
polimérficos, excepto CSSM-038 que exhibid un Unico alelo (Anexo 1).
Incluso algunos loci fueron utilizados en mas de un estudio de genética de
poblaciones para la especie, reflejando el poder de éstos (Anexo 1).

Dado que los microsatélites presentan una alta variabilidad intraespecifica,
proveen una elevada resolucién en analisis de estructura y dindmica
poblacional (Lacey et al., 1999). Son apropiados para estudios de:
parentesco, endogamia, jerarquias genealdgicas, migracién, flujo génico,
biologia forense, mapeo genético y para identificar unidades de conservacion

(Wayne & Morin, 2004).

1.4. Antecedentes genéticos

El niumero de cromosomas de C. brachyurus es 2n=76, el cual es muy cercano
a aquél que exhiben los ejemplares del género Canis (2n=78) (Rodden et al.,
2004). Por otro lado, un estudio filogenético reveld que esta especie
constituye un clado monofilético junto con el cachorro do mato vinagre
(Speothos venaticus) y el zorro-lobo extinto de las islas Malvinas (Dusicyon
australis), que se diferencia de los restantes canidos sudamericanos (Slater et
al., 2009). Esto refleja cudn singular y distinto genéticamente es el aguara
guazu en comparacion con otros canidos sudamericanos.

Se evalud la variabilidad genética de la especie utilizando dos fragmentos de
ADN mitocondrial (citocromo b y D-loop) en muestras de distintas localidades
abarcando gran parte de su distribucién geografica (Franco Berriel, 2004). La

escasa diversidad genética encontrada en la regidon de citocromo b (Cit. b)
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estd dada por la baja tasa de mutacidon que presenta la misma (Franco
Berriel, 2004), sin embargo, para el fragmento de la regidn control (D-loop) se
encontré una mayor diversidad. Los resultados en el fragmento D-loop
sugieren que la poblacién de Argentina seria la mads variable (Franco Berriel,
2004). En otro trabajo, se encontré que la especie exhibié el indice de
diversidad nucleotidica mas bajo entre los carnivoros para la regiéon control
del ADN mitocondrial (Prates, 2008). A partir de los resultados obtenidos en
cinco intrones y dos regiones codificantes del ADN mitocondrial, se
comprobé que la baja diversidad genética se encuentra distribuida en todo el
genoma y, por consiguiente, refleja un evento demografico (Prates, 2008). A
pesar de ello, la variabilidad genética encontrada utilizando microsatélites en
muestras colectadas en Brasil es comparable a la hallada en otros cédnidos
(Rodrigues et al., 2006; Salim et al., 2007). Esto refleja la presencia de dos
escenarios, uno del pasado reciente dado por las secuencias de ADN
mitocondrial y otro actual representado por los loci de microsatélites (Prates,
2008).

Estudios de genética poblacional en aguara guazi empleando el marcador D-
loop evidenciaron una rdpida expansién poblacional luego de la glaciacién
pleistocénica (Prates, 2008; Gonzalez et al.,, 2009). Durante este periodo
glacial, fueron detectadas fluctuaciones de temperatura y humedad (Salgado-
Labouriau et al., 1997) y por lo tanto cambios en el ambiente, generando asi
pérdida de habitat para la especie. Esto habria producido extinciones,
desencadenando un cuello de botella en las poblaciones de este canido
(Prates, 2008; Gonzalez et al., 2009). A finales del Pleistoceno- comienzos del
Holoceno se registra un aumento de la temperatura, tornando el habitat
asequible, en donde las poblaciones habrian experimentado una rapida
expansion (Prevosti et al., 2004; Gonzalez et al., 2009). Durante el Holoceno
se registran al menos tres eventos que podrian ser favorables para la
expansion del area de distribucion de esta especie (Prevosti et al., 2004). El
periodo previo al actual pudo representar el Ultimo episodio de expansidn en

la distribucion del aguara guazu (Prevosti et al., 2004).
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Cuando una especie sufre un proceso de retraccidn y posterior expansion se
registra una pérdida de variabilidad genética como aquella detectada en el
analisis realizado con D-loop en poblaciones de aguara guazu (Prates, 2008;
Gonzdlez et al., 2009).

Da Fontoura-Rodrigues et al. (2008) examinaron el potencial de un conjunto
de 9 loci de microsatélites aislados para perro doméstico (Francisco et al.,
1996; Mellersh et al., 2000), con la finalidad de visualizar su utilidad en
estudios poblacionales y evolutivos en cdnidos neotropicales. Por otro lado,
Bruzzi Lion (2007) y Bruzzi Lion et al. (2011), analizaron la diversidad genética
y estructuracién poblacional analizando muestras de fecas y sangre
colectadas en 3 de las principales Unidades de Conservaciéon del Distrito
Federal de Brasil (Brasilia), empleando cinco loci microsatelitales aislados
para perro doméstico (FH2004, FH2010, FH2054, FH2088 y FH2132). En este
ultimo estudio no se encontré estructuracion poblacional (Bruzzi Lion, 2007;
Bruzzi Lion et al., 2011). Incluso se llevd a cabo un trabajo en San Pablo (en la
Estacion Ecoldgica de Jatai) a partir de muestras no invasivas (do Passo
Ramalho, 2011). En este ultimo se identificé el niumero de individuos de
aguara guazu muestreados por el método de captura-recaptura, mediante la
amplificacién de siete loci de microsatélites disefiados para perro doméstico
(do Passo Ramalho, 2011). Por otro lado, el trabajo de De Mattos et al. (2004)
utilizando marcadores proteicos revelé la ausencia de endogamia y
estructuracién genética en un drea al noreste del estado de San Pablo.
Recientemente se han utilizado marcadores moleculares (Cit. b y D-loop) para
analizar las muestras colectadas en Uruguay. Dos muestras corresponden a
ejemplares cazados en Cerro Largo y Rio Negro y una feca colectada en el
sitio de caza del ejemplar de Cerro Largo. Los resultados que obtuvimos con
D-loop revelaron que estas muestras retienen diversidad genética, ya que se
encontraron haplotipos distintos para las tres muestras (Mannise et al.,

2012).
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1.5. Unidades de conservacién y manejo

El empleo de marcadores neutrales ha sido un foco de interés y desarrollo
para la genética de la conservacién de los ultimos afios (Hedrick, 2001). Han
sido utilizados para identificar especies, unidades evolutivas significativas
(ESUs), unidades de manejo (MUs; del inglés Managment Units) e individuos.
Marcadores genéticos altamente variables, como los microsatélites, han
permitido la cuantificacion de patrones que no son aparentes con otros
marcadores (Hedrick, 2001).

Para disefiar planes de conservacién es esencial conocer detalladamente la
estructura genealdgica de una poblacién y cémo influyen aspectos
comportamentales y demograficos en la misma (Wayne & Morin, 2004). En
una aproximaciéon primaria para definir unidades de conservacién es
apropiado el uso de datos moleculares, ya que proveen informacion acerca
de la historia poblacional y de la distribucidn actual de diversidad genética
(Moritz, 1995). Las unidades de manejo (MUs) representan poblaciones
demograficamente independientes, que son diagnosticadas como tales
presentando divergencia en sus frecuencias alélicas (Moritz, 1999).

Las MUs son los componentes ecolégicos de las unidades evolutivas
significativas (ESUs) y pueden ser manejadas (Moritz, 1999). Las ESUs
representan un mayor elemento de diversidad dentro de especies siendo de
interés para la conservacion (Moritz, 1999). Dado que pueden ser usadas
para abordar cuestiones de estructura poblacional actual, el reconocimiento
de las MUs es fundamental para un manejo a corto plazo de las mas
inclusivas unidades evolutivas significativas (Moritz, 1994). Ambos aspectos
no deben ser considerados como entidades separadas cuando se busca
conservar la mayor Unidad Evolutiva Significativa (Moritz, 1999).

La delimitacién de MUs requiere la estimacion de la tasa de dispersidn entre
poblaciones. Durante la ultima década, ha aumentado sustancialmente el uso
de andlisis genéticos de poblaciones para inferir si las mismas constituyen
una Unica MU (Palsbgll et al., 2006). La divergencia genética entre
poblaciones esta dada por el nUmero de migrantes por generacion, o sea

flujo génico. Estas estimaciones de dispersion pueden realizarse por métodos
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genéticos de captura-recaptura de individuos o a través del andlisis de la
distribucién de organismos cercanamente emparentados. Otros métodos
dividen las muestras colectadas en clusters eludiendo asi la necesidad de una
separacion a priori. Sin embargo, antes de asignar MUs a cada cluster se debe
estimar el grado de divergencia entre los grupos de muestras resultantes

(Palsbgll et al., 2006).

1.6. Conservacion ex situ

Es creciente el nimero de taxones amenazados, teniendo éstos que
sobrevivir en ambientes cada vez mas modificados por el hombre. Dado el
escenario actual no serd posible asegurar la supervivencia de especies
amenazadas sin la utilizacidon de diversas técnicas y aproximaciones (IUCN,
2002). En consecuencia, el rol de los zoolégicos ha cambiado y actualmente
contribuyen a la conservacidn, investigaciéon cientifica y educacidn
(Witzenberger & Hochkirch, 2011).

Una de las principales metas de los programas de cria en cautiverio es la
preservaciéon de la maxima variabilidad genética dentro de una especie. La
disponibilidad de marcadores altamente variables, en particular los
microsatélites, ha llevado a un creciente numero de estudios sobre la
estructura genética de las poblaciones en cautiverio (Witzenberger &
Hochkirch, 2011).

En una reciente revisién acerca de genética de la conservacién ex situ, se
desarrollaron una serie de recomendaciones para los estudios moleculares
en programas de cria en cautiverio de animales amenazados. En primer
lugar, para obtener informacion acerca de la variabilidad genética y sobre la
identidad de unidades de manejo, se sugiere la ejecucidon de andlisis
genéticos en poblaciones silvestres (Witzenberger & Hochkirch, 2011). Por
otro lado, si bien los andlisis estadisticos dependen de los objetivos de la
investigacion, algunas medidas estandar deberian estar presentes en
cualquier estudio genético ex situ. Esto es particularmente cierto para la
heterocigosidad observada y esperada, asi como también los coeficientes de

endogamia tanto a partir de datos moleculares como a partir de genealogias
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(Ruiz-Loépez et al., 2009; Witzenberger & Hochkirch, 2011). Otras medidas
gue deberian ser tenidas en consideracidn incluyen el tamafio de la poblacion
en cautiverio y el numero de individuos fundadores. También es
recomendable calcular el tamafo efectivo poblacional (Witzenberger &
Hochkirch, 2011).

En 1985 el aguard guazu fue incorporado al programa de supervivencia de
especies de la asociacién de zooldgicos y acuarios (AZA). Las metas del plan
para C. brachyurus (MWSSP; del inglés Maned Wolf Species Survival Plan)
son: mantener una poblacidon cautiva auto sostenible en Norteamérica,
potenciar el bienestar y la salud de los animales alojados en zooldgicos de
América del Norte y promocionar la conservacion de la especie a través de
iniciativas educativas y conservacionistas. Desde su creacion, el MWSSP y sus
instituciones asociadas han participado u otorgado financiamiento para
apoyar estudios sobre dieta y biologia reproductiva del aguard guazu. En este
sentido, se ha recabado informacién relevante para comprender aspectos de
la biologia de la especie y cdmo ésta responde a cambios ambientales
relacionados con las actividades humanas en los ambientes que ocupa. Sin
embargo, restan abordar los siguientes desafios: formular una dieta
adecuada para los animales en zooldgicos, mejorar el éxito reproductivo en
cautiverio, evaluar la importancia de las enfermedades en poblaciones
silvestres, promocionar y apoyar los esfuerzos para reducir el conflicto con
los humanos y preservar la especie en los paises que ésta habita (Songsasen

& Rodden, 2010).
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1.7. Justificacion del problema a abordar

El aguard guazu se encuentra amenazado en todo su rango de distribucién
geografica debido a la fragmentacién del habitat que ocupa y a la reduccién
del nimero de individuos a nivel global. Esto se ve agravado por el vacio de
informacién acerca de su estructura genética y flujo génico en distintas
localidades de su distribucién geografica. Por otro lado, existen ejemplares
alojados en distintos zoolégicos y hasta el momento no se han realizado
estudios genéticos comparativos dentro y entre poblaciones cautivas.

Este trabajo generard un importante aporte para el establecimiento de
unidades de manejo de las poblaciones en vida libre y recomendaciones

acerca del manejo ex situ de esta especie amenazada.
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2. HIPOTESIS

A partir de la problemdtica que afronta el aguara guazu, se plantean las

siguientes hipotesis:
1. Existe estructuracion genética en la distribucion geografica de la especie,
lo cual es congruente con los datos obtenidos a partir del analisis de ADN

mitocondrial (D- loop).

2. Los indices de variabilidad y estructura genética intrapoblacional resultan

diferentes en distintas localidades de su distribucion.

3. Los stocks cautivos de C. brachyurus retienen niveles de variabilidad

genética que permiten la viabilidad de las mismas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Generales:

e Analizar la estructura genética de aguard guazi mediante loci de
microsatélites, a partir de distintas localidades a lo largo de su distribucion

geografica.

e Examinar la variabilidad genética y las relaciones de parentesco dentro y

entre stocks cautivos de aguara guazu.

3.2. Objetivos Especificos:

e Caracterizar el patron de amplificacion de cada uno de los loci para la
especie.

e Establecer el nUmero de poblaciones genéticamente mas probables para
el conjunto de muestras de animales en vida libre.

¢ |dentificar el nimero de migrantes entre poblaciones silvestres, para
asignar unidades de manejo.

e Determinar el grado de variabilidad vy estructuracion genética
intrapoblacional en las distintas localidades de su distribucidén, asi como
también en las poblaciones cautivas.

e Estimar el numero de individuos muestreados y el tamafio poblacional en
Bolivia.

e Explorar el grado de diferenciacién genética entre stocks en cautiverio.
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4. MATERIALES y METODOS

4.1. Obtencidn de las muestras

La colecta de las muestras se realizd bajo condiciones de esterilidad,
utilizando guantes descartables y etiquetas indelebles. Las muestras de pelo,
tejido y fecas fueron conservadas en alcohol 95%, mientras que las de sangre
contenian el anticoagulante EDTA. Todas fueron almacenadas a 4°C hasta el
momento de la extraccién de ADN. Se analizaron un total de 86 muestras
colectadas entre 1989-2011, depositadas en el banco de tejidos de los
laboratorios de Genética de la Conservacion (Montevideo, Uruguay) y del
Center for Conservation and Evolutionary Genetics Smithsonian Conservation
Biology Institute-National = Zoological ~ Park-Smithsonian  Institution
(Washington DC, EUA).

De distintas localidades de poblaciones silvestres se obtuvieron muestras de
Brasil (n=9), Argentina (n=12), Bolivia (n=37) y Uruguay (n=3) (Anexo 2, Fig.
5).

A su vez, se contd con 25 muestras de animales de stock cautivos de
zoolégicos de Argentina (cinco), Brasil (once), Europa (dos), Estados Unidos
(seis) y México (uno) (Anexo 3). Las muestras de Estados Unidos (Front Royal)
pertenecen a un grupo familiar constituido por cuatro hermanos totales y sus

parentales.

4.2. Aislamiento de ADN y amplificacién por PCR

Extraccion de ADN

Se utilizaron diferentes protocolos de extraccion en funcién del origen de la
muestra. Para tejidos y pelos se extrajo ADN total siguiendo el protocolo
propuesto por Medrano et al. (1990) con modificaciones (Gonzalez, 1998); se
utilizdé entre 25-30 mg de muestra en el caso de tejidos y aproximadamente
40 pelos con bulbo piloso. Por otro lado, se aislé ADN total de fecas (unos 30
mg) utilizando el kit de extracciones QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN).

Para efectuar las extracciones a partir de sangre, se us6 100 pl de sangre vy el
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kit comercial DNeasy®Tissue Kit (QIAGEN). En aquéllas donde se manipularon
kit comerciales, se siguieron los protocolos sugeridos por los fabricantes.

La pureza y cantidad de ADN aislado fueron cuantificadas mediante
espectofotometria  UV/Vis  (Nanodrop 1000). El software del
espectrofotémetro estima la concentracion de ADN utilizando la ecuacién de
Beer-Lambert y calcula su pureza a partir del cociente entre las medidas de
absorbancia a 260 nm-280 nm (Termo 12 Fisher Scientific, 2008). Cuando
este Ultimo se encuentra entre 1,8-1,9 se consideran muestras puras de ADN.
Para las extracciones de ADN fecal, también se verificd su calidad mediante

electroforesis en gel de agarosa 1% (1 g de agarosa en 100 mL de TBE),

usando como agente intercalante GoodView™ (SbS).

Referencias

\:] 14 . Cultivos sin riego
I:, 20 Mosaico Cultivos/vegetacion

|:] 30 Mosaico Vegetacién/cultivos

- 40 . Bosque Semi- caducifolio

B 50 Bosque Caducifolio

[ 110- Mosaico Bosque de matorral/pradera
[ 120 Mosaico Pradera/bosque de matorral
I 130 - Zona de Arbustos cerradas a abiertas

I 180 vegetacion Cerrada a abierta- regularmente inundada
Figura 5: Mapa fitogeogréfico en donde se muestran las localidades muestreadas (puntos de colores)
y la distribucién geografica de la especie (contorno anaranjado). Los nimeros representan los puntos
de muestreo. 1- Rio Negro (Uruguay). 2- Cerro Largo (Uruguay). 3- Santa Fé (Argentina), 4-
Santiago del Estero (Argentina). 5- Formosa- Chaco (Argentina). 6- Faisca, Araxa, Gaia (Brasil). 7-
Franca, Belo Horizonte (Brasil). 8- Rio Verde (Brasil). 9- Chapada do Sul (Brasil). 10- Mangabalito
(Bolivia). 11- El Refugio, Parque Nacional Noel Kempff, Meseta (Bolivia).
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Amplificacion por PCR

Se seleccionaron 12 loci de microsatélites desarrollados para perro
doméstico, que fueron utilizados de manera exitosa en otras especies de
canidos (Tabla I). Se disefiaron PCR multiplex en base a las temperaturas de
anidamiento (Ta), el tipo de fluorocromo de cada juego de cebadores vy el
tamafio del fragmento a amplificar (Tabla I).

La reaccion de PCR consistid en un volumen de reaccion de 20 ul,
conteniendo aproximadamente 50 ng de DNA, 0,65 pM de cada cebador
(Tabla 1) y 10 ul del mix de PCR ImmnoMix™ (BIOLINE), el cual es especifico
para PCR-multiplex y posee una elevada performance por poseer hot-start
Taq polimerasa. Las condiciones del termociclado fueron 95 eC durante 10
minutos, seguido de 35 ciclos de: 95 2C durante 30 segundos, temperatura de
anidamiento durante 1 minuto y extensiéon a 72 2C durante 1 minuto, con
una extension final de 15 minutos a 72 °C.

Se comprobd el éxito de la reaccion de amplificacion a través de la migracién
de 4 ul de los productos en gel de agarosa al 2% (Amresco®), utilizando
GoodView™ (SbS) como agente intercalante. Las corridas electroforéticas
fueron efectuadas a 100 V y 50 mA, incluyéndose un marcador de peso
molecular de 100 pb (Invitrogen). Las mismas se detuvieron luego de haber

migrado 2/3 del gel.

Genotipificacion

Los productos de PCR fueron corridos en un equipo ABI PRISM 3100 Genetic
Analyser (Applied Biosystems). Se utilizé 1 ul del producto amplificado,
adicionandole 10 pl de formamida/ROX (Applied Biosystems). Se llevd a cabo
la migracion empleando el polimero POP4 (Applied Biosystems), en
microcapilar de 22 cm y manteniendo las condiciones de 15 kV, 100 A, 11
mW a 60 2C por 35 min.

El tamano de los fragmentos fue examinado con el software Genescan
Analysis® en el Center for Conservation and Evolutionary Genetics -

Smithsonian Conservation Biology Institute, National Zoological Park. La
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genotipificacion de los individuos fue realizada utilizando el software

Genotyper ® (Applied Biosystems) y GenMarkerV1.75 (SoftGenetics).

Tabla |: Para cada locus utilizado se indica tipo de repetido, en que cromosoma del perro se ubica, secuencia del
cebador, tamafo esperado del fragmento amplificado en pares de bases (pb), flurocromo con que se encuentra
marcado el cebador y temperatura de unién del cebador al ADN molde en °C (Ta). También se muestran los multiplex

disefiados para la amplificacién por PCR.

Locus Tipo de Repetido | Cromosoma en el perro Secuencia del cebador Tamario esperado (pb) | Fluorocromo | Ta (°C) Multiplex

) ) F 5-GCCTTATTCATTGCAGTTAG-3"
FH2054 12 Tetranucleotido 12 138-154 HEX 60
R5- ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC-3"

34 . . F5- AGTGGGTTTGCAAGTGGAAC- 3’
REN169D01 Dinucleotido 14 199-221 FAM 60 1
R5°- AATAGCACATCTTCCCCACG-3’

34 F 5- CTCAAAGGCGTTCTTTCCAG- 3’

AHTK253 Dinucleotido 23 ; , 277-297 FAM 60
R 5- GCACATGGAGGACAAGCAC- 3
156 . F 5-GCAGTCCCTTATTCCAACATG-3'

FH2137 ™ Tetranucleotido 3 183-247 TET 58

R 5'-CCCCAAGTTTTGCATCTGTT-3'

) . F 5- GGGGAAGCCATTTTTAAAG-3’
FH2140 16 Tetranucleotido 5 - - 107-159 FAM 58 2
R 5-TGACCCTCTGGCATCTAGG-3

. . F 5- ACCAGGTAGTTTTCAGAAATGC- 3’
FH2328 78 Tetranucleotido 29 . 5 171-213 FAM 58
R 5- AGTTATGGGACTTGAGGCTG-3

‘ _ _ F 5 -CAAAACCAACCCATTCACTC- 3°
FH2848 %10 Dinucleotido 2 221-237 HEX 58
R 5-GTCACAAGGACTTTTCTCCTG

! . F 5-GTCATTGACAGACTACAAATCTCC-3'
FH2535 %6 Tetranucleotido 15 146-176 HEX 58 3
R 5-ACAGACTTGCAGTATTTTGTCTG-3'

9,10 ) ) F 5"-GGAATCAAAAGCTGGCTCTCT- 3’
REN105L03 Dinucleotido 11 - - 161-177 EAM 58
R 5-GAGATTGCTGCCCTTTTTACC- 3

| ) F 5-TGCTCAAGGTTGAATAAATATGC-3'
FH2561 %¢ | Tetranucleotido 6 210-272 TET 58
R 5-TTTATGGCCTGTGGGCTC-3'

2 . F 5-GACTCATGATGTTGTGTATC-3'
Pez19 Tetranucleotido 20 195-211 EAM 58 4
R5-TTTGCTCAGTGCTAAGTCTC-3'

] ) F 5-GGACTACCCCATTGCATTTG-3'
FH2226 "¢ Tetranucleotido 7 128-180 HEX 58
R 5- GAATCGAGTCCCATATCGGG-3'

YFrancisco et al. (1996); ’Neff et al. (1999); *Breen et al. (2001); *ISAG Canine Panel (2005); *Richman et al. (2001);
®Maldonado (2010); 'Mellersh et al. (1997); #Tom et al. (2010); ’Lindblad-Toh et al. (2005); “Moore et al. (2010).
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4.3. Analisis de muestras de animales de poblaciones silvestres

La metodologia empleada para examinar esta matriz de genotipos consistio
en: estimar el numero de individuos muestreados en Bolivia y su tamafio
poblacional (ya que la mayoria de las muestras eran fecas), caracterizar los
loci utilizados, analizar la estructura genética poblacional (examinando las
relaciones interpoblacionales) y determinar las relaciones de parentesco

intrapoblacional.

4.3.1. Caracterizacion de los loci de microsatélites

Errores de genotipado

Durante el genotipado se puede encontrar distintos tipos de errores cuando
se trabaja con ADN degradado o en baja concentracidn: errores estocasticos
(pérdida de alelos y tartamudeo) y errores sistematicos (alelos nulos)
(Pompanon et al., 2005; Cosse, 2010). Los errores estocasticos pueden ser
observados debido al reducido numero de copias del ADN molde, la
amplificacién puede producir varias copias de relativamente baja calidad. Si
al comienzo de la reaccién de PCR es introducida una pequefia cantidad de
ADN, es posible que los alelos amplifiquen de manera diferente. La pérdida
de alelos puede causar la asignacién incorrecta de homocigotas,
subestimando la heterocigosidad observada (Wang et al., 2012). El
tartamudeo (stutter) es comun en repetidos de dinucleétidos, dificultando
discriminar entre homo y heterocigotas (Oosterhout et al., 2004). Por otro
lado, los errores sistemdaticos son aquéllos que se originan a partir de
mutaciones en el sitio de unidn al cebador, lo que genera una reduccion en la
eficiencia de la reaccidon de PCR. Este proceso determina que algunos alelos
no amplifiquen (alelos nulos) produciendo falsos homocigotas, generando asi
deficiencia en la frecuencia de ciertos heterocigotas (Selkoe & Toonen, 2006;
Chapuis & Estoup, 2007; Cosse, 2010). Tales errores de genotipado suelen
ocasionar desvios de las proporciones esperadas para el equilibrio de Hardy-

Weinberg (H-W) (Oosterhout et al., 2004).
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Para evaluar los errores de genotipado causados por alelos nulos, pérdida de
alelos o tartamudeo se utilizé el programa Micro-Checker 2.2.3 (Oosterhout
et al., 2004). Luego de identificar la presencia o no de estos errores el
software puede estimar las frecuencias de alelos nulos vy ajustar las
frecuencias observadas, las cuales pueden ser utilizadas en analisis de
genética poblacional subsecuentes (Oosterhout et al., 2004). Micro-Checker
implementa una distribucién binomial acumulada para calcular Ia
probabilidad observada de homocigotos dentro de cada clase de alelo
homocigota (Weir, 1996). Los valores de p son calculados a través de un
ranking de frecuencias observadas en la distribuciéon al azar de genotipos.
Finalmente se identifican desviaciones significativas de las proporciones
esperadas para el equilibrio H-W, indicando si las mismas son consistentes
con alelos nulos, tartamudeo, pérdida de alelos (Oosterhout et al., 2004;
Cosse, 2010).

El software ofrece distintos estimadores de alelos nulos, otorgando
sugerencias sobre cudl estimador es mads apropiado en cada situacidn
(Oosterhout et al., 2003-2005). En este caso, dado que los loci no
amplificados podrian ser artefactos, tener alelos nulos, ADN degradado o
problemas con el PCR el programa sugiere utilizar la ecuacién de Brookfield 1

(Brookfield, 1996):

f = (He - Ho) / (1 + He) (1)

Siendo Ho la heterocigosidad observada calculada a partir de los datos como
n»/(n1+n;), en donde n; es el nUmero de homocigotas y n, el de heterocigotas
en la muestra. He es la heterocigosidad esperada calculada como la suma del
producto de todas las frecuencias alélicas observadas (Oosterhout et al.,

2003-2005).

Test de equilibrio de Hardy-Weinberg

Uno de los supuestos basicos en los estudios de genética poblacional es que

los loci utilizados, para analizar la estructura poblacional, deben tener un
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comportamiento neutral en relacidn a la seleccién natural (Beebee & Rowe,
2008). Un punto de partida frecuente es que, si la poblacion se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), se puede predecir las frecuencias
genotipicas a partir de las frecuencias alélicas. Este principio asume que en
una poblacidn suficientemente grande, con apareamiento al azar (diploide),
las frecuencias alélicas se mantendrdan constantes de generacion a
generacioén; asumiendo que no hay mutacién, migracion, seleccién o deriva
génica (Guo & Thomson, 1992). En la préctica estos supuestos no son
requeridos de manera rigurosa.

Para un locus con dos alelos en equilibrio de H-W, se espera una distribuciéon
binomial de homo y heterocigotas (Beebee & Rowe, 2008) de acuerdo con la
siguiente relacion:

p’+2pg+q°=1 (2)

Donde p y g son las frecuencias de los alelos A y a en una poblacién.
Esta relacién puede ser rapidamente acomodada para multiples alelos (Guo

& Thomson, 1992):

2 piAiA; + Xicj 2pipjAA| (3)

pi es la frecuencia alélica de A; y p; la frecuencia alélica de A,

Se estimd la probabilidad exacta para H-W utilizando el programa GenePop
(Raymond & Rousset, 1995) que emplea cadenas de Markov mediante el
método descrito por Guo & Thomson (1992). Se realizé la correccion de
Bonferroni para comparaciones multiples (Rice, 1989).

Se evalud el equilibrio H-W para cada locus y para el conjunto de loci.

Desequilibrio de ligamiento
Se estudid el ligamiento entre loci para comprobar si éstos segregan de
manera independiente vy, por lo tanto, si cada locus aporta informacion

nueva. En éste, las distintas combinaciones alélicas se pueden generar por
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segregacion independiente o pueden estar determinadas por patrones de
ligamiento entre los loci. Se denomina equilibrio de ligamiento cuando las
combinaciones alélicas de diferentes loci son logradas por azar (Hartl &
Clarck, 1989).

El coeficiente de desequilibrio de ligamiento (D) es una medida de asociaciéon
entre los alelos Ay B en dos loci, siendo psps el producto de las frecuencias

alélicas y pag la frecuencia gamética (Weir, 1996):

Dag= pas- Pabs (4)

Este fue realizado para cada par de locus mediante un test de X* en el
software GenePop (Raymond & Rousset, 1995). Se realizaron las correcciones

de Bonferroni para comparaciones multiples (Rice, 1989)

Contenido de informacidn polimorfica y probabilidad de no exclusion

El contenido de informacién polimérfica (PIC) es una medida del grado de
polimorfismo o informacién que nos brinda un locus o el conjunto de loci,
relacionada con la heterocigosidad esperada y calculada a partir de las

frecuencias alélicas (Marshall, 1998-2007):

n-1 n

n
PIc=1-() p- ) > 2}
i=1

=1 j=it1

(5)

pi Yy pjson las frecuencias alélicas para los n alelos de un locus (Botstein et al.,
1980).

Cuando PIC>0,5 se considera altamente informativo, razonablemente
informativo para 0,5>PIC>0,25 y débilmente informativos PIC<0,25 (Botstein
et al., 1980).

Cuando se construyen genealogias a partir de datos moleculares es posible
rechazar una hipdtesis de parentesco debido a la ausencia de alelos
compartidos. Sin embargo, al existir homoplasia, se puede calcular la
probabilidad de que dos individuos que comparten alelos puedan tener una

relacion de parentesco dada. Por consiguiente, se puede determinar la
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probabilidad de error en el proceso de exclusion de padres potenciales en un
analisis de parentesco. La probabilidad de no exclusién para el par parental
(NE-PP) es la probabilidad de considerar como posible par parental a dos
individuos que no son los padres. Esta probabilidad de no exclusiéon (NE-PP)
se puede estimar para un individuo dado en un locus (Marshall, 1998-2007;
Kalinowski et al., 2007). En el andlisis de identidad, la probabilidad de no
exclusién es la probabilidad de que los genotipos en un locus no se
diferencian entre dos individuos elegidos al azar. Esta puede ser calculada de
dos maneras, una de ellas asume que los dos individuos no estan
relacionados (NE-I) mientras que la otra permite que los individuos puedan
ser hermanos (NE-SI) (Marshall, 1998-2007; Waits et al., 2001).

Las probabilidades de no exclusiéon, asi como también el PIC fueron
estimados mediante el uso del programa Cervus 3.0 ® (Marshall, 1998-2007).
Fueron calculados para cada locus y se hallé el promedio para el conjunto de

loci.

4.3.2. Numero de individuos muestreados en Bolivia y tamafno poblacional

estimado

Numero de individuos muestreados

Las muestras de Bolivia en su mayoria fueron de ADN fecal (81%) por lo tanto
es posible que un mismo individuo haya sido re-muestreado. Para estimar el
numero de individuos muestreados se realizé un analisis de identidad con el
programa GeneCap (Wilberg & Dreher, 2004). Con este software se
compararon todos los genotipos entre si con una probabilidad de
coincidencia de 0,01 y asumiendo que los individuos podian ser hermanos
(Psib) (Wilberg & Dreher, 2004). Los valores de Psib<0,05 son considerados
aceptables (Woods et al., 1999)

La probabilidad de identidad es la probabilidad de que dos individuos
compartan el mismo genotipo. Esta fue calculada de dos maneras con el

software GeneCap (Wilberg & Dreher, 2004):
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HWP(ID)=>p" +3 > (2pip))* (6

TS

Sib P(ID) = 0.25 + (0.55p2) +[0.5(Zp?)] - (0.255p)  (7)

pi and pj son las frecuencias alélicas de los alelos i, j. La ecuacién 6 (Paetkau
& Strobeck, 1994) no considera que los individuos tengan una relacion de
parentesco, mientras que la ecuacion 7 (Evett & Wier, 1998) asume que los
individuos puedan ser hermanos.

Los valores de P (ID) globales fueron obtenidos a través del producto de los P
(ID) para cada locus (Wilberg & Dreher, 2004).

Para estimar el nUmero de muestras el programa crea historias de captura a

partir de los genotipos coincidentes y de Psib (Wilberg & Dreher, 2004).

Tamaiio poblacional

Se estimd el tamafio de la poblacion de Bolivia utilizando el ejecutable
GenCapturel.4 (McKelvey, 2008) contenido en el paguete DROPOUT2.3
(McKelvey & Schwartz, 2005; McKelvey, 2008;). El programa permite
convertir datos de captura/marca/recaptura (CMR) en estimaciones de
tamafio poblacional. GenCapture produce un archivo para ingresar al
programa CAPTURE y también ejecuta este programa. El proceso de CMR que
evaliua CAPTURE consiste en el modelo de bolillero, en donde los individuos
son muestreados con reemplazo. Estos son marcados cada vez que son
muestreados y dado que el nimero total de organismos marcados es
conocido, el nimero de organismos en el bolillero puede ser estimado por la
proporcién de recapturas. El modelo basico, del cual derivan todos los
restantes, asume que los organismos dentro de la urna pertenecen a una
poblacion cerrada (sin muertes ni reproduccién) y que todos tienen la misma
probabilidad de ser capturados (McKelvey, 2008).

GenCapture computa el estimador de Petersen (1896) y Lincoln (1930),
llamado LP, el cual consta de dos pasos, primero se marcan los individuos
muestreados y en una segunda instancia se registra la proporcién de

individuos colectados que se encuentran marcados (re-captura). La
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proporciéon de marcas en la poblacidn es igual a la proporcidn de recapturas
en el segundo muestreo. Este estimador es potencialmente menos sensible a
las irregularidades de muestreo que los estimadores realizados en CAPTURE

(McKelvey, 2008). La formula utilizada es la descrita por McKelvey (2008):

N=(N1Ny)/M, (8)

Donde N; y N, son el numero de capturas en la primera y segunda sesion,
mientras que M, es el nimero de recapturas en la segunda sesién (McKelvey,
2008).

A su vez, calcula el corrector de Chapman (1951) para poblaciones pequefias
el cual provee el siguiente estimador poblacional (McKelvey, 2008):

N=[(N1+1) (N3+1)/ (Mp+1)]- 1 (9)

El estimador de Chapman suele ser usado cuando el nimero de recapturas es
cero y posee un menor sesgo cuando N+ N,>N, siendo N el tamafio

poblacional (White & Shenk, 2001; McKelvey, 2008).

4.3.3. Estructura genética poblacional

El grado de estructuracién 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 (K puede
ser desconocido), cada uno caracterizado por un conjunto de frecuencias
alélicas. Los individuos muestreados son asignados probabilisticamente a los
clusters, considerando que dentro de los mismos los loci se encuentran en
equilibrio Hardy- Weinberg y en equilibrio de ligamiento (Pritchard et al.,
2009). Sin embargo, la version 2.0 puede manejar marcadores débilmente
ligados (Pritchard et al., 2009); asi como también leves desvios del equilibrio

Hardy-Weinberg sin afectar las simulaciones (Cornuet et al., 1999).
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El programa STRUCTURE fue corrido para K de 1 a 10 con cinco réplicas cada
una, empleando un parametro de 10.000 burnin period y 200.000 réplicas
Montecarlo de cadenas de Markov (MCMC).

El modelo de ancestralidad utilizado en dicho pardmetro fue Admixture. Se
calcularon las probabilidades de maxima verosimilitud LnP(X/K) para cada K.
A partir de éstas, se graficd su media y desvio estandar. Se elige el valor de K
con mayor media de LnP(X/K) y menor desvio estandar. En la mayoria de los
casos una vez que se alcanza el K real, los valores de LnP(X/K) llegan a una
meseta o continian aumentando ligeramente para K mayores. De esta
manera la distribucion de LnP(X/K) no presenta un pico claro para seleccionar
la K real; pero existe una cuantificacién ad hoc basada en la tasa de cambio
de segundo orden de la funcién probabilistica para K. Esta aproximacién
llamada AK muestra un claro aumento para el K verdadero (Evanno et al.,
2005). En primer lugar se calcula la diferencia entre los promedios de LnP
para dos K sucesivas (ecuacion 10) y luego la diferencia entre éstos (ecuacion
11). Por ultimo, la sumatoria de los valores absolutos de L”(K) es dividida

entre el desvio estandar (SD) para cada K (ecuacion 12).

L'(K) = LnPD med K3 — LnPD med &, (10)
L”(K) = L'(K) K3 — L'(K) K> (12)
AK=Y | L”(K) | /SD (12)

AK puede ser calculada exclusivamente para K>1 (Evanno et al., 2005).

Estadisticos F

Los estadisticos de F estiman como estd distribuida la variacion genética
dentro y entre subpoblaciones (Beebee & Rowe, 2008). Las subpoblaciones
(demes) son entidades mas pequefias dentro de una poblacion, es entonces
el nivel mas pequefio de estructura poblacional (Balloux & Lugon-Moulin,
2002). Existen tres estadisticos de F (Fis, Fst, Fir) que fueron inicialmente
descritos por Wright en 1943-1951 (Nei, 1977). El coeficiente Fis evalla el
grado de endogamia de los individuos dentro de su subpoblacidn, es en

esencia un coeficiente de endogamia. Por otro lado, Fir mide cuanto se aleja
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una poblacidon global del equilibrio Hardy-Weinberg (Allendorf & Luikart,
2007); mientras que Fsr (el indice de fijacidon) es un estimador comun de
diferenciacién entre subpoblaciones (Beebee & Rowe, 2008). Los

estimadores estan definidos de la siguiente manera (Beebee & Rowe, 2008):

Fis= (Hs‘ Hi)/Hs (13)
Fir= (He-Hj)/He (14)
Fst= (He-Hs)/H¢ (15)

H; es la heterocigosidad observada promedio a través de las subpoblaciones,
Hs es la heterocogosidad esperada a través de las subpoblaciones y H; es la
heterocigosidad esperada para la poblacion total.

El estadistico Fis puede tomar valores que van desde -1 (exogamia) a 1
(donde hay endogamia). El indice de fijacién Fst toma valores positivos que
van de 0 (no hay estructuracién poblacional) a 1 (poblaciones separadas
totalmente), en donde los valores mayores a 0,2 se considera que reflejan
una fuerte estructuracion (Beebee & Rowe, 2008).

Si bien fueron descritos inicialmente para loci bialélicos, Nei (1977) extendid
su uso para loci con mas de dos alelos usando los parametros Gis, Gst, Gir.
Actualmente G y F son usados de manera intercambiable (Allendorf &
Luikart, 2007; Cosse, 2010).

Los estimadores fueron obtenidos a partir del software GenePop (Raymond &
Rousset, 1995), de acuerdo al andlisis de varianza descrito por Weir &

Cockerham (1984).

Andlisis factorial de correspondencia

Mediante el programa computacional GENETIX 4.05 (Belkhir et al., 1996-
2004) se realizd un analisis factorial de correspondencia. Es un tipo de
analisis candnico particularmente bien adaptado para describir asociaciones
entre variables y se utiliza para analizar relaciones entre individuos. Para

simplificar, se reduce el nimero de variables a un pequefio nimero de
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factores. En concreto, los individuos son vistos como una nube de puntos en
un hiperespacio con multiples dimensiones, ya que hay alelos en diferentes
loci. Por convencidn, el primer eje es el que tiene la mayor contribucién a la
inercia total. De esta manera también se identifica el o los factores que

aportan en mayor medida a la estructura de los datos.

Numero de migrantes

Las tasas de flujo génico pueden ser estimadas de dos maneras utilizando
marcadores moleculares. Una manera indirecta de estimar la tasa de flujo
génico promedio (Nm) que puede ser obtenida a partir de la diferencia de
frecuencias alélicas entre poblaciones (Fs7). Otra forma de calcularla es a
través de la proporcién de alelos privados en una poblacién (Slatkin, 1985;
Allendorf & Luikart, 2007). Se entiende por alelo privado a aquel que se
encuentra Unicamente en una poblacidn. Slatkin (1985) demostrd que existe
una relacion lineal entre Nm y el promedio de las frecuencias alélicas de
alelos privados. Este método es mas apropiado porque es menos sensible a la
homoplasia que pueden acarrear los microsatélites (Allendorf & Luikart,
2007). De esta manera, se estimé Nm mediante el método de alelos privados
utilizando GenePop (Raymond & Rousset, 1995). El programa provee tres
estimadores utilizando tres regresiones lineales (para N=10, 25 y 50)
descritas por Barton & Slatkin (1986) asi como también el valor estimado

corregido a partir de la regresién lineal mas cercana (Rousset, 2009).

Andlisis de parentesco

La capacidad para inferir las relaciones genealdgicas entre individuos de una
poblacién ha contribuido a muchas &reas de investigacion en
comportamiento, evolucidn y conservacién (Blouin, 2003). Para desarrollar
estrategias de apareamiento en programas de manejo de especies
amenazadas, se requiere el conocimiento de las relaciones de parentesco

entre parejas potenciales. Las relaciones de parentesco reflejan la historia
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compartida entre los miembros de una misma familia o poblacién (Weir et
al., 2006).

Estdn disponibles diversos métodos estadisticos para realizar andlisis de
parentesco a partir de marcadores moleculares (Blouin, 2003). Estos pueden
ser divididos en dos: i) relacion entre individuos (relatedness) y ii) parentesco
(kinship):

i) La estimacion de relaciones entre individuos es una medida continua (r) de
identidad por descendencia global. Los estudios de relacion entre individuos
se expresan en términos de probabilidades de que un conjunto de alelos
desciendan de un Unico alelo ancestral, determinando la probabilidad de que
dos alelos idénticos lo sean por descendencia. Se dice que dos individuos
estan relacionados cuando el alelo de uno de ellos es idéntico por
descendencia a aquél que tiene el otro (Weir et al., 2006).

ii) Las categorias de parentesco son las que permiten determinar relaciones
de parentesco (genealdgicas) como los son los hermanos, primos, etc. (Blouin
2003).

Dentro de los diversos programas computacionales para estimar relaciones
entre individuos y parentesco encontramos ML-Relate, que fue utilizado en
este caso. Este calcula las probabilidades de maxima verosimilitud para
estimar r, el cual posee un error cuadratico medio menor que otros
estimadores (Kalinowski et al., 2006). Las probabilidades de que dos
individuos compartan 0, 1 o 2 alelos idénticos por descendencia se resume en
los coeficientes ko k; y ky, llamados coeficientes k (Blouin 2003). La relacion
entre los coeficientes k y r estd dada por la siguiente ecuacién (Kalinowski et

al., 2006):

r=(%)ks + ko (16)
ko, k1 ¥ ko representan las probabilidades de que dos individuos compartan 0,
1 o 2 alelos respectivamente en un locus dado. De esta manera para padre-
hijo k; serd igual a 1, entre hermanos totales serd 0,5 y para primos 0,25. ML-

Relate también calcula el tipo de parentesco mas probable siendo padre- hijo
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(PO), hermanos totales (FS), medio hermanos (HS) o individuos no

relacionados (U) (Kalinowski et al., 2006).

4.4. Andlisis de muestras de stocks de cautiverio

Si bien diversos zooldgicos en el mundo tienen ejemplares de aguara guazu
en sus instalaciones, en este trabajo se contd con muestras de los zooldgicos
de: La Plata (Argentina), Buenos Aires (Argentina), Riberao Preto (Brasil),
Belo Horizonte (Brasil), Praga (Republica Checa), Krefeld (Alemania), Instituto
de Biologia de la Conservacion (SCBI), Smithsonian Institution (Front Royal,
EUA) y Africam Safari, Puebla (México). En base al nUmero de muestras vy al
intercambio entre los zoolégicos de un mismo pais o continente, fueron
definidos los siguientes stocks: Argentina (zooldgicos de La Plata y Buenos
Aires), Brasil (zoolégicos de Riberao Preto y Belo Horizonte), EUA (SCBI,
Smithsonian Institution, Front Royal), México (Africam Safari- Puebla) y
Europa (zooldgicos de Praga y Krefeld).

Para las muestras de los stocks en cautiverio se calcularon las frecuencias
alélicas y génicas, asi como también se realizd el test de equilibrio de Hardy-
Weinberg utilizando GenePop (Raymond & Rousset, 1995). Con dicho
software se obtuvieron los coeficientes Fst para todos los pares de
subpoblaciones en cautiverio, se considerd que los individuos en zoolégicos
de un mismo pais pertenecen a una misma subpoblacién y en el caso de los
individuos en zooldgicos europeos fueron considerados en su conjunto como
una Unica subpoblacién. Las herramientas que utiliza dicho software para
efectuar el test de equilibrio H-W vy calcular el coeficiente Fst fueron
explicadas con detalle en el apartado anterior (apartado 5.3.3.).

Se calculé para cada stock la diversidad génica y la diversidad interna que
retienen las mismas. También se hallaron para el total y para cada grupo
definido el coeficiente de coancestria, la heterocigosidad observada vy
esperada, PIC, Fis, Fst y Fir. Se hallaron los coeficientes de coancentralidad y
parentesco entre los individuos, asi como también el coeficiente de

endogamia y la coancestria promedio de cada individuo.
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4.4.1. Diversidad génica y diversidad interna

Mantener la diversidad génica es una de las principales metas en el manejo
de poblaciones cautivas (Caballero & Toro, 2000). El aporte de diversidad de
cada subpoblacién analizada al conjunto de datos puede ser examinado por
el método propuesto por Petit et al. (1998) y el descrito por Caballero & Toro
(2002).

Caballero & Toro (2002) utilizan el criterio de mantener la diversidad génica
global mdaxima (GD), lo cual minimiza la coancestria molecular global
promedio (f) porque GD= 1- f. Si se observa la férmula de f es claro que GD
depende de la coancestria dentro de las subpoblaciones y de la distancia

promedio entre ellas (Caballero & Toro, 2002):

S,
I P
Af: - o ”_
<N, N,

(17)
Donde Dj son las distancias genéticas minimas de Nei (1987).
De a cuerdo a esta férmula, cuando una poblacién dada, resulta en una
contribucion positiva (f), nos estaria indicando que su contribucién a la
diversidad global no seria relevante (Gutiérrez & Goyache, 2009).
La diversidad interna descrita por Petit et al. (1998) evalua la contribucidn de
la poblacién i a la rigueza alélica total a través de su propia riqueza alélica.
Una contribucién positiva de una poblacién implica que el conjunto de datos
restante tiene un reducido numero de alelos y por consiguiente seria
preferente conservar dicha poblacién (Gutiérrez & Goyache, 2009).
Ambas diversidades fueron exploradas a partir del programa computacional

Molkin 3.0 (Gutiérrez et al., 2005)

4.4.2. Coeficientes de coancestria molecular y parentesco
El grado de relacionamiento genético entre individuos es denominado
coeficiente de coancestria. El coeficiente de coancestralidad molecular entre

dos individuos para un locus dado es la probabilidad de que dos alelos
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muestreados al azar sean idénticos (Caballero & Toro, 2002). Esta
informacién es Util para seleccionar tanto a cada uno de los individuos
reproductores como a las parejas. El coeficiente de coancestria entre dos

individuos i- j se calcula mediante (Gutiérrez & Goyache, 2009):

L
. Zlf
if

L (18)

Siendo L los loci analizados. La auto-coancestria molecular de un individuo (s;)
estd relacionada con su propia endogamia (F;) en donde Fi= 2 s;— 1 (Gutiérrez
& Goyache, 2009).

Con el software Molkin 3.0 se hall6 el coeficiente de coancestria molecular (f)
y el promedio del coeficiente de coancestria molecular para cada animal
(forom). Este ultimo tiene como propdsito asegurar el grado en el cual un
genotipo dado esté representado en una poblacién dando asi informacién
adicional sobre los candidatos que se utilizaran para reproduccién con el fin
de preservar la variabilidad genética.

Los coeficientes de parentesco (r) entre individuos fue calculado con el
software ML-Relate (Kalinowski et al., 2006). Los detalles de este coeficiente

fueron tratados con anterioridad en la seccién 5.3.3.

4.4.3. Contenido de Informacién Polimérfica (PIC), Heterocigosidad
observaday esperada

Mediante el método expandido (rarefaction method) del Molkin 3.0 se
obtuvieron los valores promedios de contenido de informacién polimérfica
(PIC), heterocigosidad observada y esperada para cada stock y para el total.
La férmula de PIC que utiliza es aquélla descrita por Botstein et al. (1980) y
los valores de heterocigosidad fueron calculados a partir de las frecuencias
genotipicas y alélicas. Los valores de PIC son expresados en términos de

porcentaje.
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4.4.4. Estadisticos F y coeficiente de endogamia individual
Los estadisticos Fis, Fst, Fir definidos como déficit de heterocigotas dentro de
una subpoblacién, pérdida de heterocigotas por estructuracidon poblacional y
falta de heterocigotas en la poblacion total, respectivamente, fueron
calculados con Molkin 3.0 de la siguiente manera (Gutiérrez & Goyache,
2009):

Fs= (F-f)/ (1-f) (19

Fsi= (f- )/ (1- f) (20)

Fi= (F- )/ (1- f) (21)
Donde Fy f son el promedio de endogamia y coancestria para la poblacién
respectivamente, mientras que f es el promedio de coancestria para la
subpoblacion (Gutiérrez & Goyache, 2009). Los valores que pueden tomar
estos estadisticos fueron expuestos en la seccién 5.3.3.
El coeficiente de endogamia (F;) para cada individuo es una manera de
cuantificar si comparte ancestros con otros individuos. Cuando F>0 significa
que comparten cierta ascendencia (Templeton & Read, 1994). El programa
computacional COANCESTRY1.0 © implementa distintos métodos para
hallarlo (Wang, 2011). Los estimadores instantaneos (moment estimators) se
obtienen tipicamente al igualar ciertos estadisticos de los datos a su valor
esperado para un parametro dado, por lo general, se obtienen en términos
de los primeros momentos de las distribuciones de las frecuencias alélicas
(Wang, 2011). El estimador instantdneo que utiliza el software es aquél

descrito por Ritland (1996) (Wang, 2011):

Tk Si—pi'2
FI_ i:j":k—l:'?”'

(22)

Para un locus con k alelos y siendo Si un indicador de similitud de alelos. El
estimador para multiples loci se calcula ponderando k-1 (Ritland, 1996). Por
otro lado, a través de métodos probabilisticos el software estima la
endogamia individual a partir de los nueve coeficientes de parentesco que

implementa asumiendo que los genes son idénticos por descendencia (Wang,

2011).
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5. RESULTADOS

5.1. Andlisis de muestras de poblaciones silvestres

Los genotipos para cada locus se muestran en el Anexo 4. Las extracciones de
ADN realizadas a partir de muestras no invasivas fueron exitosas tanto para
fecas y pelos. Esto es altamente ventajoso ya que mediante el muestreo
genético no invasivo se puede reunir informacidon critica sin manipular,
capturar, u observar directamente animales (Waits & Paetkau, 2005).
Ademas la utilizacién de estos métodos resulta favorable para estudiar
poblaciones de especies raras, amenazadas o cripticas, como es el caso del
aguara guazu (Waits, 2004). Sin embargo, la amplificaciéon del ADN aislado de
muestras no invasivas es a menudo problemdatico ya que éste se encuentra
usualmente degradado y en baja cantidad (Bellemain & Taberlet, 2004). El
éxito de la amplificacion de este tipo de muestras también se encuentra
influenciado por condiciones ambientales y la antigliedad de la misma.
Sumado a lo anterior, los componentes de la dieta presentes en la fecha
pueden afectar la reaccion de PCR (Murphy et al., 2003; Santini et al., 2007).
Dentro de los diversos items alimentarios que consume el aguard guazu se
encuentran frutos que pueden contener inhibidores del PCR, frente a los
cuales el ADN nuclear es muy sensible (Vynne, 2010). A pesar de ello las
amplificaciones realizadas en este trabajo fueron exitosas, excepto para un
Unico locus (FH2328) que presenté una baja eficiencia de amplificacion. De
esta manera queda reflejada la eficacia de los métodos no invasivos para

amplificar fragmentos de ADN nuclear en esta especie.

5.1.1. Caracterizacion de loci de microsatélites

El andlisis de errores de genotipado reveld que todos los loci presentaban
alelos nulos, en su mayoria en bajas frecuencias y no se evidencié pérdida de
alelos en ninguno de ellos (Tabla Il). Por otro lado, se detectd la presencia de
tartamudeo en los loci AHTK253, REN105 y REN169, indicado por la escasez
altamente significativa de genotipos heterocigotos con alelos que se

diferencian en una unidad del repetido.
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Se corrigieron los genotipos considerando alelos nulos para todos los loci.
Luego de corregir las frecuencias alélicas Unicamente el locus FH2137 se
encontraba bajo equilibrio H-W, algunos loci presentaban un leve desvio
(REN105 y FH2054) mientras que otros revelaron un valor de p altamente
significativo incluso luego de ser efectuadas las correcciones de Bonferroni
(Tabla ).

En el analisis de desequilibrio de ligamiento entre loci se realizaron 55

comparaciones de las cuales tan solo 22 mostraron valores estadisticamente
no significativos luego de las correcciones de Bonferroni (p> 0,00091).

Para evaluar la presencia de exceso de homocigotas se calculé el indice Fis en
cada locus (Tabla 1l). Se puede observar un valor elevado para PEZ19 y
REN169, pero todos presentaron signo positivo y, por lo tanto, exceso de

éstos.

Tabla Il: Resultado del analisis de errores de genotipado, se detalla el
locus y la frecuencia estimada de alelos nulos para la aproximacion de
Brookfield 1. Para cada locus se muestran los valores de la probabilidad

(p) para el test del equilibrio H-W y el coeficiente de endogamia Fys.

Locus Brookfield 1 p Fis
FH2140 0,129 0 0,287
FH2137 0,079 0,929 0,179
FH2535 0,121 0 0,305
FH2848 0,155 0 0,355
REN105 0,098 0,013 0,247
PEZ19 0,266 0 0,683
FH2561 0,191 0 0,404
FH2226 0,094 0 0,235
FH2054 0,136 0,013 0,322
REN169 0,324 0 0,964
AHTK253 0,139 0 0,464

La diversidad alélica promedio fue de 11,82 alelos por locus, en donde el
numero de alelos por locus varié de 3 (REN169D01) a 27 (FH2561) (Tabla Il1).
La heterocigosidad global esperada y el contenido de informacién polimorfica
(PIC) fueron 0,741 y 0,699, respectivamente. Para todo el conjunto de loci las

probabilidades de no exclusién para el par parental (NE-PP) y para la
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identidad (NE-1) fueron 2x 10® y 3,88x 103, mientras que para la identidad
asumiendo que los individuos puedan ser hermanos fue NE-SI= 4,66X 107.

Los resultados para cada locus se presentan en la Tabla lll.

Tabla Ill: Nimero de muestras analizadas (N), diversidad alélica (k), contenido
de informacion polimdrfica (PIC), heterocigosidad observada (Hobs) y esperada
(Hesp), probabilidades de no exclusién para el par parental (NE-PP), para la

identidad (NE-1) y para la identidad asumiendo que puedan ser hermanos (NE-SI).

Locus N k PIC Hobs Hesp NE-PP NE-I NE-SI
FH2140 |54 17 0,861 0,630 0,881 0,092 0,028 0,321
FH2137 |34 19 0,910 0,765 0,930 0,048 0,013 0,295
FH2535 |51 12 0,653 0,524 0,703 0,342 0,135 0,436
FH2848 J49 9 0,784 0,531 0,819 0,196 0,063 0,360
REN105 |42 6 0,664 0,548 0,725 0,359 0,132 0,425
PEZ19 |33 6 0,610 0,212 0,661 0,387 0,163 0,465
FH2561 j42 27 0,940 0,571 0,954 0,023 0,006 0,280
FH2226 |54 14 0,700 0,556 0,724 0,238 0,097 0,416
FH2054 |39 8 0,746 0,538 0,791 0,246 0,082 0,380
REN169 |53 3 0,388 0,019 0,513 0,700 0,362 0,586
AHTK253]50 9 0,429 0,240 0,446 0,534 0,324 0,610

5.1.2. Numero de individuos muestreados en Bolivia

La estimacion realizada con el programa GeneCap reveld que en Bolivia
fueron muestreados 23 individuos (Tabla IV). Las probabilidades de identidad
globales fueron P(ID)= 3,1 x10™ (asumiendo que los individuos puedan ser
hermanos) y P(ID)=1,14 x10® (asumiendo que se encuentran en equilibrio H-

W).

Tabla IV: Los 23 individuos muestreados (capturas) y los 14 re-capturados. Aquellos marcados con *

son muestras problematicas.

Capturas

ABOL1 A1489 ACB2 ACB3 ACB4 ACB6 ACB61 AJW1 ALECBB ALECBE ALHECBD ALHEF BI50 BIS1 BI52 BI55 BI61 BI64 BI65 BI69 BI70 BI71 CB13

Re- Capturas

ACB5* ACB57* BL69 AJW2 BL56* BL60 ALECBH BL50 BL69  BL54*  BL53* ACB1* ALECBE BL57*

Se identificaron siete muestras que presentaron pocos loci amplificados vy,

por lo tanto, el programa las catalogd como problematica (Tabla IV). Ademas
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40 pares de muestras se diferencian Unicamente en un alelo y 48 en dos. Para
analisis posteriores se utilizaron las 23 capturas, descartando asi los re-

muestreos y muestras problematicas.

5.1.3. Estructura genética y caracterizacion de loci de microsatélites

Identificacion de agrupamientos genéticos
Dado que la presencia de estructura poblacional puede reflejar desequilibrio
de ligamiento entre loci y, a su vez, desvios del equilibrio de H-W, se examiné

la existencia de subdivisién poblacional con el software STRUCTURE.

El andlisis de estructuracion realizado con el software STRUCTURE indicé que
el nimero de cluster que presenta el mayor valor medio para el Ln de
maxima verosimilitud y menor desvio estandar fue K=2 (Fig. 6). Se define asi
un grupo que incluye individuos exclusivamente de Bolivia y otro grupo con el

resto de los individuos, existiendo pocas muestras de Bolivia en este ultimo

(Fig.7).

LnP(X/K)
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Figura 6: Gréfica con los valores medios del LnP(X/K) y el desvio estandar (SD)

obtenido para cinco réplicas de distintos modelos de clusters (K), obtenidos

con el programa STRUCTURE.
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Figura 7: A) Mapa las localidades muestreadas y las proporciones de individuos para cada cluster en las

distintas localidades. B) Grafica que representa una simulacion con K=2 (representados en rojo y verde). Para
cada individuo se presenta una barra que grafica la probabilidad de éste de pertenecer al cluster rojo o verde.
Los numeros en la abscisa representan las localidades de muestreo: 1-Chapada do Sul, Brasil; 2-Chaco,
Argentina; 3- Santa Fé, Argentina; 4- Bolivia; 5- Araxa, Brasil; 7- Belo Horizonte, Brasil; 8-Franca, Brasil; 9-

Uruguay; 10- Santiago del Estero, Argentina.

A pesar de que la forma de la curva del LnP llegd a una meseta y exhibidé un
ligero aumento para K>2, los valores de AK apoyan la existencia de dos
clusters reales (Fig. 8).

Se calcularon los errores de genotipado y se caracterizaron los loci de

microsatélites para cada cluster. De aqui en adelante se refiere a Kbol a aquel
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cluster constituido exclusivamente por muestras de Bolivia y Kmixto al

conformado por muestras de distintas localidades.
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Figura 8: Grafica de la magnitud de AK (tasa de cambio del LnP(X/K)) en

funcién de K clusters en las muestras analizadas.

Caracterizacion de loci de microsatélites en el cluster con muestras de Bolivia
exclusivamente (Kbol)

Se detectd la presencia de alelos nulos en cuatro de los loci analizados, pero
no se encontraron errores de tartamudeo ni pérdida de alelos en ninguno de
ellos. Luego de corregir las frecuencias alélicas y aplicar la correccion de
Bonferroni, cinco loci se encontraron en equilibrio de H-W vy el locus FH2535
exhibid una desviacién altamente significativa para el mismo (Tabla V).

El analisis de desequilibrio de ligamiento no fue significativo para ningun par
de loci luego de la correccion de Bonferroni (p> 0,00093), de manera que
éstos segregan de manera independiente.

El estadistico Fis fue calculado para cada loci y los valores variaron entre
0,069 (FH2848) y 0,660 (FH2561), siendo todos positivos e indicando por

consiguiente exceso de homocigotas (Tabla V).
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Tabla V: Resultado del analisis de errores de genotipado para las muestras del
cluster Kbol, se detalla el locus, la presencia de alelos nulos y la frecuencia
estimada de alelos nulos para la aproximacién de Brookfield 1. Para cada locus se
muestran los valores de la probabilidad (p) para el test del equilibrio H-W vy el

coeficiente de endogamia Fys.

Locus Presencia de alelos nulos Brookfield 1 p Fis
FH2140 no 0,079 0,012 0,349
FH2137 no 0,029 0,800 0,316
FH2535 no 0,082 0 0,356
FH2848 si 0,174 0,006 0,069
REN105 no -0,008 0,583 0,472
PEZ19 no -0,003 0,193 0,321
FH2561 si 0,198 0,015 0,660
FH2226 si 0,179 0,001 0,427
FH2054 no 0,045 0,094 0,479
REN169 no - 0,002 0,085 0,493

AHTK253 si 0,182 0,006 0,616

Para este grupo el nimero promedio de alelos por locus fue 5,64 en un rango
de 3 a 9 alelos (Tabla VI). El PIC global fue de 0,557 y el promedio de la
heterocigosidad esperada fue 0,613. Las probabilidades de no exclusién para
la identidad fueron NE-I=5,4x 10 y NE-SI=4,3x10, mientras que para el par
parental fue NE-PP=3,2x10”. En la Tabla VI se encuentran estos datos para

cada locus analizado.

Tabla VI: Nimero de muestras analizadas (N), diversidad alélica (k),
contenido de informacion polimérfica (PIC), heterocigosidad
observada (Hobs) y esperada (Hesp), probabilidades de no exclusion
para el par parental (NE-PP), para la identidad (NE-I) y para la

identidad asumiendo que puedan ser hermanos (NE-SI) en el cluster

Kbol.

Locus|] Nk PIC Hobs Hesp NE-PP NE-I NE-SI
FH2140] 22 6 0,707 05 0,762 0,288 0,103 0,403
FH2137] 12 8 0,782 0,583 0,841 0,186 0,061 0,363
FH2535] 20 8 0,628 0450 0,692 0,366 0,152 0,451
REN105] 16 3 0,505 0,563 0,603 0,555 0,252 0,521
PEZ19| 15 3 0227 0133 0248 0,781 0591 0,778
FH2054] 17 5 0608 0471 0686 0411 0,170 0,459
REN169] 18 3 0149 0,056 0160 0,855 0,719 0,852
FH2848] 15 7 0,743 0467 0802 0,241 0,083 0,383
FH2561] 11 9 0793 0455 0853 0,170 0,056 0,357
FH2226] 15 5 0570 0,333 0646 0451 0,196 0,487
AHTK253] 17 5 0414 0176 0451 0576 0,340 0,616
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Caracterizacion de loci de microsatélites en el cluster con muestras de
distintas localidades (Kmixto)

No se identificaron pérdida de alelos y tampoco sefiales de tartamudeo en
ninguno de los loci, sin embargo, se detectd la presencia de alelos nulos en
ocho de ellos (Tabla VII). Posteriormente se corrigieron las frecuencias
alélicas y se calcularon las probabilidades para el test del equilibrio H-W
aplicando las correcciones de Bonferroni. De esta manera se encontraron
siete loci en equilibrio H-W, mientras que el locus PEZ19 mostré una
desviacién altamente significativa (Tabla VII).

En el analisis de desequilibrio de ligamiento tan sélo dos pares de loci
exhibieron un valor de p<0,00093 y por lo tanto significativo luego de la

correccion de Bonferroni (AHTK253-FH2848: p=0,0001; AHTK253-FH2535:
p=0,0002). Dichos loci no segregarian de manera independiente y se excluyd
AHTK253 en posteriores analisis en este cluster para evitar informacion
redundante.

Los valores de Fis para cada locus se encuentran en la Tabla VII. Los valores de

este coeficiente varian entre 1 (REN169) y 0,009 (FH2226).

Tabla VII: Resultado del analisis de errores de genotipado para las muestras del clister
Kmixto, se detalla el locus, la presencia de alelos nulos y la frecuencia estimada de alelos
nulos para la aproximacion de Brookfield 1. Para cada locus se muestran los valores de la

probabilidad (p) para el test del equilibrio H-W vy el coeficiente de endogamia Fi.

Locus Presencia de alelos nulos Brookfield 1 p Fis
FH2140 no 0,049 0,776 0,014
FH2137 si 0,064 0,999 0,156
FH2535 si 0,098 0,321 0,25
FH2848 si 0,139 0,012 0,328
REN105 si 0,120 0,024 0,299
PEZ19 si 0,219 0 0,541
FH2561 si 0,121 0,143 0,268
FH2226 no 0,028 0,995 0,009
FH2054 no 0,101 0,819 0,086
REN169 si 0,121 0,03 1

AHTK253 si 0,091 0,056 0,350

La diversidad alélica encontrada vario entre 2 (REN169) y 24 (FH2561) alelos
cuyo promedio fue de 9,82 alelos por locus. El contenido de informacion

polimérfica y el promedio de la hererocigosidad esperada fueron 0,674 y
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0,715, respectivamente. Las probabilidades de no exclusion globales fueron
NE-PP=4x10®, NE-1=1,27x10"® y NE-SI=6,89x10>. Estos indices y
probabilidades fueron calculados para cada locus incluido en el estudio

(Tabla VIII).

Tabla VIII: Nimero de muestras analizadas (N), diversidad alélica (k),

contenido de informacién polimorfica (PIC), heterocigosidad observada
(Hobs) y esperada (Hesp), probabilidades de no exclusién para el par
parental (NE-PP), para la identidad (NE-1) y para la identidad asumiendo

que puedan ser hermanos (NE-SI) en el clister Kmixto.

LOCUS| N k PIC Hobs Hesp NE-PP NE-I NE-SI
FH2140] 22 12 0,840 0,864 0,875 0,116 0,036 0,331
FH2226] 24 12 0,765 0,792 0,799 0,179 0,064 0,375
FH2054] 17 5 0,625 0,647 0,706 0,413 0,160 0,447
FH2137| 23 17 0,896 0,783 0,924 0,060 0,017 0,302
FH2535 27 9 0,681 0,556 0,737 0,321 0,119 0,418
FH2848] 27 7 0,777 0556 0,821 0,210 0,067 0,364
REN10§ 26 6 0,706 0,538 0,763 0,301 0,106 0,402
PEZz19| 17 6 0,690 0,353 0,756 0,315 0,115 0,412
FH2561] 27 24 0,935 0,704 0,956 0,026 0,007 0,283
REN169 27 2 0,128 0 0,140 0,884 0,754 0,870
AHTK254 28 8 0,367 0,250 0,382 0,603 0,399 0,662

5.1.4. Estructura genética poblacional

Estadisticos F

Estos estadisticos fueron calculados de dos maneras: para cada cluster y para
las localidades. Las localidades fueron agrupadas por su proximidad espacial,
de esta manera las localidades representan muestras colectadas en un
mismo pais.

Se obtuvo el resultado del equilibrio H-W para el conjunto de loci en cada
cluster y localidades por pais de manera independiente. Los valores de p de
este analisis luego de la correccion de Bonferroni se muestran en la Tabla IX.
Para ambos cluster se obtuvo un valor altamente significativo (HS) cuando se
analizaron todos los loci genotipados. Sin embargo, los valores que se
muestran fueron calculados considerando solo aquellos loci con wun

comportamiento neutro (en equilibrio H-W y en equilibrio de ligamiento). Se
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puede observar que ninguno de los cluster se encuentra bajo las condiciones
del equilibrio H-W (Tabla IX).

Para el calculo por localidades se realizaron las correcciones de frecuencias
alélicas en aquellos loci que presentaron alelos nulos y se utilizaron todos los

loci genotipados. El conjunto de muestras de Brasil y Uruguay exhibieron un
p>0,05. Por otro lado, las muestras colectadas en Bolivia presentaron un

apartamiento altamente significativo del mismo (Tabla IX).

Los valores del coeficiente de endogamia Fis variaron entre 0,118 (Brasil) y
0,362 (Bolivia) (Tabla IX).

El cluster Kbol y las localidades de Bolivia presentaron los valores mas altos
para el indice Fis. A su vez, Kbol y Bolivia retienen la menor variabilidad intra

(1- Qintra) e interindividual (1-Qinter) (Tabla X).

Tabla IX: Coeficiente de endogamia (F;s) segtn la varianza de la identidad alélica, se
detallan las variabilidades intra (1-Qintra) e interindividual (1-Qinter), asi como también
los valores de p para el test de H-W (p) para cada cluster (Kbol, Kmixto) y localidades por

pais.

Fis 1-Quintra 1-Quinter p
Kbol 0,297 0,346 0,4923 0,013

Cluster
Kmixto 0,142 0,721 0,841 0,004
Argentina 0,159 0,609 0,725 0,002
. Brasil 0,118 0,615 0,697 0,612
Localidades

Uruguay 0,212 0,482 0,611 1
Bolivia 0,362 0,414 0,649 HS

El indice de estructuracién Fst entre los cluster Kbol-Kmixto fue de 0,193,
proximo a 0,2. De acuerdo con Beebee & Rowe (2008) se puede inferir estos
dos clusters estan marcadamente diferenciados.

Cuando se analizé el estadistico Fst entre pares de localidades por pais (Tabla
X) vemos una fuerte diferenciacidén genética entre Bolivia y las restantes. Esto
reafirma los resultados obtenidos a través del método Bayesiano que emplea

el software STRUCTURE, en donde se observaron dos cluster y uno de ellos es
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constituido por muestras de Bolivia exclusivamente. Las localidades de

Uruguay y Argentina mostraron una leve diferenciacion genética (Fst>0,05).

Tabla X: Valores de Fsr entre pares de localidades por pais.

Localidades
Brasil
Uruguay
Bolivia

Argentina
0,049
0,094
0,208

Brasil

0,044
0,223

Uruguay

0,236

La endogamia global F;r fue de 0,343 considerando la diferenciacién en dos

cluster y tuvo un valor de 0,363 teniendo en cuenta las cuatro localidades.

Numero de migrantes

Para un tamafio medio de 19,9 individuos muestreados por poblacién y un

valor de 0,074 para la frecuencia promedio de alelos privados considerando

Kbol y Kmixto, el nUmero de migrantes por generacién resulté ser 1,364. Por

otro lado, cuando se consideraron las cuatro agrupaciones de localidades el

numero de migrantes por generacion fue de 1,123 (tamafio medio de la

muestra por poblacidon=9,73; frecuencia promedio de alelos privados=0,107).
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Andlisis factorial de correspondencia

En la Figura 9 se pueden observar los resultados obtenidos a partir de este
analisis. Se puede apreciar que la mayoria de los individuos muestreados en
Bolivia se separan de los restantes, mientras que las muestras de las otras
localidades aparecen en una Unica nube de puntos. El primer, segundo y
tercer eje contribuyen en un 6,86%, 5,23% y 4,95% a la inercia total

respectivamente.

(5.23 %)

2

Axe
g

Axe3 (495 %

5,000
Axe 1 (6.86 %)

45000

Figura 9: Gréfica en tres dimensiones del analisis factorial de correspondencia. Las localidades por pais estdn

representadas con un color diferente: blanco= Uruguay, amarillo= Argentina, azul= Brasil y gris= Bolivia.

Relaciones de parentesco

El coeficiente de parentesco r fue calculado para cada par de individuos en el
mismo cluster. Los valores promedio fueron 0,089 (desvio estandar= 0,184) y
0,057 (desvio estandar= 0,114) para Kbol y Kmixto, respectivamente. En la
Tabla XI se muestran los valores de r para aquellas comparaciones que
resultaron en Kbol. En el clister Kmixto se analizaron las relaciones entre
muestras de localidades por pais (Tablas XIl y Xlll), los resultados de las de
Uruguay se describen mas adelante en el texto. Los resultados de r promedio

para las muestras de las localidades por pais incluidas en Kmixto fueron:
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Argentina=0,081 (SD=0,099), Brasil=0,076 (SD=0,103) vy Uruguay=0,15
(SD=0,13).

Tabla XI: Matriz de las relaciones de parentesco entre los individuos del cluster Kbol. En la diagonal

inferior se detalla el coeficiente de parentesco r y en la superior el tipo de relacién de parentesco (FS:

hermanos totales; HS: medio hermanos; PO: padre-hijo).

IndividuosJABOL1 A1489 ACB2 ACB3 ACB4 ACB6 ACB61 ALECBB ALECBE ALHECBD ALHEF BI69 BI61 Bl64 BI65 BI70 BI71
ABOL1

A1489 0

ACB2 0,109

ACB3 0 FS

ACB4 0

ACB6 0 HS
ACB61 0

ALECBB 0

ALECBE ] 0,050
ALHECBD 0

ALHEF 0

BI69 0 0

Bl61 0 0

Bl64 0,059 0 0 0

Bl65 0 0 0 0370 0 0257 O 0 0,287 0 0 06460239 0

BI70 0,261 0,021 0,252 0 0021 O 0 0 0,523 0 0,126 0 0 0,201 0,119
BI71 0 0 0 0 0 0,069 0,026 0 0 0 0,141 0 0 0 0 0,046

En el cluster Kbol se encontraron relaciones de tipo padre-hijo (PO) entre
BL69-ACB6 y BL65-BL69, esto podria indicar la presencia de una pareja y su
cria (Tabla XI). A su vez, se constataron grupos de hermanos totales (FS) y
medio hermanos (HS) (Tabla XlI). Dado que ACB6-BL65 exhibieron un vinculo
de medios hermanos y, a su vez, resultaron padres de BL69, ésto podria
aumentar la endogamia de la poblacién.

Tabla XlI: Matriz de las relaciones de parentesco entre los individuos de Argentina del cluster

Kmixto. En la diagonal inferior se detalla el coeficiente de parentesco r y en la superior el tipo de

relacion de parentesco (FS: hermanos totales; HS: medio hermanos; PO: padre-hijo).

Individuos]A200 A201 A202 A203 A23 A400 A402 A441 A442 A447 A109 A444

A200 -

A201 0,31

A202 0 HS

A203 0 HS HS HS
A23 0 HS HS

A400 0,19 01 O -

A402 0,18 0,09 O 0 0 0 -
A441 0 0 008 O 027 001 019 -
A442 012 O 008 016 025 007 O 008 -

Ad47 0 0 023 018 039 O 0 024 0,18
A109 006 O 0O 001 O 009 O 0 015
Ad444 0 015 014 0,16 O 0 0 0O 001 O 026 -

HS
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Para las muestras de Argentina en Kmixto se observd que la totalidad de
éstas mantiene una relacién de tipo medio hermano con alguna otra (Tabla
Xll). Por otro lado, en las de Brasil se encontrd que solo seis mantenian un

parentesco de hermanos totales o medios hermanos (Tabla XIlII).

Tabla XIlI: Matriz de las relaciones de parentesco entre los individuos de Brasil
del cluster Kmixto. En la diagonal inferior se detalla el coeficiente de parentesco
ry en la superior el tipo de relacién de parentesco (FS: hermanos totales; HS:

medio hermanos; PO: padre-hijo).

Individuos]A411 A415 A435 A436 A427 A428 A431 A416 A410

A411 - FS

A415 0,45 -

A435 0 008 - HS

A436 011 0 025 - HS
A427 0 0 014 O -

A428 0 018 006 015 O - HS

A431 0,03 006 007 031 01 0,12 -
A416 001 006 007 02 006 004 O -
A410 019 O 0 0 0 0 0 0 -

Entre las muestras de Uruguay se hallé una relacidn de tipo medio hermanos
entre A438-A24 y A438-A437, cuyos valores de r fueron 0,23 y 0,22,
respectivamente; mientras que para el par A24-A437 el coeficiente de

parentesco fue cero y por lo tanto no estarian relacionados.

Tamaio poblacional estimado en Bolivia

La estimacion de abundancia de Lincoln, considerando un locus para
identificar individuos, resulté N=208 con un intervalo de confianza
91<N<325. Sin embargo, el ajuste de Chapman estimé un tamafio
poblacional de 118 individuos (28<N'<235). En este caso el software calculd la
presencia de 28 muestras en el conjunto de datos que se distribuyen de la
siguiente manera: primer muestreo=13, segundo muestreo=16 y 1 recaptura.
Estos resultados no concuerdan con aquellos obtenidos a partir del GeneCap,

en donde se identificaron 23 individuos muestreados.
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Cuando se realizaron los calculos permitiendo diferencias en dos loci para
determinar individuos, el indice de Lincoln estimé un tamaiio poblacional de
N=66 (27<N<105). Al aplicar la correccién para poblaciones pequefias la
abundancia estimada fue de 51 (21<N<90). El numero de individuos
muestreados en este escenario fue 21: primer muestreo=12, segundo
muestreo=11 y 2 recapturas. El nimero de individuos muestreados se

aproxima al calculado previamente.

5.2. Analisis de los stocks en cautiverio

En el Anexo 5 se presentan los genotipos obtenidos. Las amplificaciones
fueron exitosas para los doce loci, los cuales resultaron polimérficos con una
diversidad de 3 (AHTK253) a 18 (FH2561) alelos con un promedio de nueve
alelos por locus (Tabla XIV). La probabilidad global de no exclusiéon para el par
parental fue 4,67x10°, mientras gue para la identidad NE-1=3,03x10™" y NE-
SI=1,87x10”. El contenido de informacién polimérfica (PIC) fue 0,699 vy la
heterocigosidad esperada media fue 0,747. Los valores para cada locus se

muestran en la Tabla XIV.

Tabla XIV: Diversidad alélica (k), nimero de muestras analizadas (N), probabilidades de

no exclusién para el par parental (NE-PP), para la identidad (NE-I) y para la identidad
asumiendo que puedan ser hermanos (NE-SI), contenido de informacién polimérfica (PIC),

heterocigosidad esperada (Hesp) para el conjunto de muestras en cautiverio.

Locus k N NE-PP  NE-I  NE-SI PIC Hesp
FH2140) 13 23 0,110 0,033 0,327 0,849 0,882
FH2137 17 23 0,038 0,010 0,290 0,920 0,946
FH2328 9 21 0,164 0,054 0,355 0,796 0,836
FH2535 7 22 0,253 0,089 0,390 0,731 0,782
FH2848 8 23 0,229 0,082 0,389 0,738 0,781

7

4

REN105 24 0,321 0,124 0,425 0,671 0,727
PEZ19 14 0,437 0,168 0,453 0,614 0,704
FH2561) 18 19 0,035 0,009 0,288 0,925 0,953
FH2226 | 11 23 0,168 0,057 0,362 0,786 0,822

FH2054 6 17 0,293 0,102 0,398 0,713 0,777
REN169 3 24 0,718 0,421 0,652 0,338 0,414
AHTK253 5 24 0,683 0,467 0,703 0,313 0,335

El analisis del equilibrio de H-W fue realizado para cada stock y dentro de los
mismos para cada locus (Tabla XV). No pudo ser estimada la significancia

estadistica para dicho principio en aquellos loci con un nimero poco
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representativo de muestras amplificadas por stock. El valor de p para los
restantes loci fue superior a 0,05 luego de las correcciones de Bonferroni.
Esto refleja un comportamiento neutral de los microsatélites para los
distintos conjuntos de muestras. Tampoco se pudo calcular el equilibrio de H-
W para el stock del zoolégico de México debido a que se analizé un solo
ejemplar (A413).

Los resultados de dicho analisis para el conjunto de loci en los distintos stock
en cautiverio (excepto para el ejemplar del zooldgico de México) revelaron
gue se encuentran en equilibrio de H-W (Argentina p=0,999, Brasil p=0,712,
Europa p=1, EUA p=1).

Tabla XV: Vvalores de la probabilidad (p) para el test del equilibrio H-W y el coeficiente de

endogamia Fs para cada locus en los stocks en cautiverio Argentina, Brasil, Europa y EUA.

Argentina Brasil Europa EUA

Locus p Fis Locus o] Fis Locus o] Fis Locus p Fis
FH2140 0,679 0,333 | FH2140 0,996 -0,161) FH2140 1 0 FH2140 0.785 -0.389
FH2137 0,959 0 FH2137 0,999 -0,078] FH2137 1 - 0,333 | FH2137 1 -0,282
FH2328 1 -0,333] FH2328 0,999 0,067 | FH2328 1 - 0,333 | FH2328 1 -0,111
FH2535 1 -0,5 | FH2535 0,19 -0,073] FH2535 1 -0,333 | FH2535 1 -0,191
FH2848 1 0 FH2848 0,825 0,121 | FH2848 - FH2848 1 -0,143
REN105 0,707 0,238 | REN105 0,496 0,379 | REN105 1 - 0,333 | REN105 1 -0,143
PEZ19 1 -0,333] PEZ19 0,01 1 PEZ19 - PEZ19 -
FH2561 0,955 0,182 | FH2561 1 -0,059] FH2561 - FH2561 1 -0,333
FH2226 0,249 -0,032] FH2226 0,9715 -0,069] FH2226 - FH2226 1 -0,263
FH2054 1 -0,200f FH2054 0,999 -0,12 ] FH2054 1 - 0,333 | FH2054 1 -0,333
REN169 - REN169 - REN169 - REN169 -

AHTK253 1 -0,125JAHTK253 1 -0,071] AHTK253 - AHTK253 -

El coeficiente Fis para cada locus en los distintos stocks cautivos refleja la
presencia (signo positivo) o ausencia (signo negativo) de exceso de
homocigotas (Tabla XV). En Argentina el valor de Fs varié entre -0,5 (FH2535)
y 0,333 (FH2140), presentando exceso de homocigotas FH2140, REN105 y
FH2561. Para las de Brasil quedaron comprendidos dentro del rango de -
0,161 (FH2140) y 0,379 (REN105), en donde aquéllos con exceso de
homocigotas fueron: FH2848, REN105, FH2328 y PEZ19.

El coeficiente estimado para el grupo de los zoolégicos de Europa fue -0,333.

El stock de Front Royal (EUA) corresponde a un grupo familiar y también
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exhibié valores negativos. En estos dos ultimos grupos no se encontrd exceso

de homocigotas para ningun loci.

5.2.1. Diversidad génica y diversidad interna

Se examind la contribucién de cada stock a la diversidad génica por los
métodos descritos anteriormente (Tabla XVI). Los valores de GD (Caballero &
Toro, 2002) variaron entre 0,683 (Brasil) y 0,717 (Europa). Los resultados de
GD revelaron que todos los grupos tienen contribuciones positivas, siendo el
de Brasil el que presenta la diversidad génica menor.

La diversidad interna fue positiva para los stocks Europa, EUA y México; por
lo tanto, dado que aportan a la diversidad alélica seria importante incluir sus
ejemplares en los planes de cria en cautiverio. En el caso de las muestras de
EUA se trata de un grupo familiar y, por consiguiente, la diversidad dentro del
grupo es baja, sin embargo, los alelos de dichos individuos son diferentes a

los encontrados en los restantes.

Tabla XVI: Diversidad génica (GD) e interna evaluadas para

las muestras de los zooldgicos de Argentina, Brasil, Europa,

EUA y México.
Stock GD |Diversidad Interna
Argentina 0,698 -2,010
Brasil 0,683 -11,221
Europa 0,717 0,995
EUA 0,703 7,794
México 0,716 1,098

Estos valores pueden estar influenciados por el nimero dispar de muestras
entre los diferentes zooldgicos, ya que en Argentina y Brasil se cuenta con un

numero mayor de individuos que en México (n=1) y Europa (n=2).
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5.2.2. Contenido de Informacién Polimérfica (PIC), Heterocigosidad
observaday esperada

En la Tabla XVII se muestran los resultados obtenidos para cada grupo en
cautiverio definido y para el total. Brasil presenté el mayor valor de PIC
(53,68%) y México el menor quizd porque se trata de una sola muestra
(18,18%). La heterocigosidad observada se distribuyd en un rango
comprendido entre 0,519 (EUA) y 0,733 (Europa), y la esperada entre 0,364
(México) y 0,671 (Brasil). En el total la heterocigosidad observada y esperada

revelaron una diferencia de 0,095, siendo levemente superior a la esperada.

Tabla XVII: Heterocigosidad observada (Hobs) y esperada
(Hesp), contenido de informacién polimérfica (PIC) para
cada stock en cautiverio (Argentina, Brasil, Europa, EUA,

México) y para el total.

Stock Hobs Hesp PIC
Argentina 0,662 0,547 38.15%
Brasil 0,657 0,671 53.68%
Europa 0,733 0,469 28.91%
EUA 0,519 0,405 24.68%
México 0,727 0,364 18.18%
Total 0,634 0,729 69.95%

La heterocigosidad observada y esperada para Brasil fueron similares, al igual
gue en EUA. Sin embargo, para Europa y México resultaron diferentes y para

Argentina fueron levemente distintos.

5.2.3. Coeficientes de coancestria molecular, endogamia individual y
parentesco

Fue calculado el promedio del coeficiente de coancestria molecular de cada
animal, con respecto al total (fprom) Y @ sus respectivos stocks (forom Stock).
Para el conjunto total el individuo A412 presentd el forom Mas bajo (0,159) por
lo cual, deberia ser considerado al momento de seleccionar individuos

reproductores (Tabla XVIII). Este coeficiente presentd el valor mas alto para
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A425 (0,349), el forom €n los restantes individuos varié entre 0,163 (A409) y
0,341 (A426).

Cuando se observan los f,om de cada stock (foromStock) se pueden identificar
animales para cada grupo de cautiverio cuyos genotipos se encuentran
escasamente representados, lo que los hace excelentes candidatos para
asegurar la diversidad genética en cautiverio (Tabla XVIIl). De esta manera en
Argentina deberia ser considerado A409 (0,204), en Brasil A412 (0,195) y
Europa A439 (0,513). De los individuos parentales en EUA (sefialados con
asterisco en la Tabla XVIIl) 114164 presenté un valor levemente menor
(0,611), mientras que de las crias el ejemplar 114749 presentd un valor de
0,597.

El coeficiente de endogamia individual de Ritland (F;) revel6 que aquellos
individuos con valores mayores a cero comparten cierta ascendencia y por lo
tanto no deberian ser considerados para reproduccién (Tabla XVIII). Dentro
del stock Argentina A406 y A408 fueron quienes mostraron un F; elevado,
mientras que en Brasil la mayoria de los valores obtenidos fueron negativos o
cercanos a cero excepto para A421. Los animales en zooldgicos de Europa y
México no mostraron un coeficiente elevado, esto mismo fue visualizado

para el grupo familiar de EUA (Tabla XVIII).
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Tabla XVIII: Coeficiente de coancestria molecular promedio de cada individuo con respecto al total de
animales en cautiverio (fyom), coeficiente de coancestria molecular promedio de cada ejemplar con
respecto a su stock (forom Stock) y coeficiente de endogamia individual (F;). Con asterisco se indican los

ejemplares parentales del grupo de EUA.

Individuo Stock forom S prom Stock F;
A405 Argentina 0,258 0,416 0,033
A406 Argentina 0,329 0,513 0,407
A408 Argentina 0,256 0,403 0,212

A409  Argentina 0,163 0,204 - 0,100
A440 Argentina 0,284 0,410 -0,012
A412 Brasil 0,159 0,195 - 0,082
A417 Brasil 0,276 0,343 - 0,0877
A418 Brasil 0,266 0,321 0,062
A419 Brasil 0,274 0,323 - 0,064
A420 Brasil 0,302 0,367 - 0,064
A421 Brasil 0,260 0,329 0,119
A422 Brasil 0,301 0,369 - 0,019
A423 Brasil 0,333 0,406 0,029
Ad24 Brasil 0,238 0,335 - 0,004
A425 Brasil 0,349 0,405 0,089
A426 Brasil 0,341 0,392 0,073
A439 Europa 0,278 0,513 - 0,076

A443 Europa 0,286 0,546 0,026
114286* EUA 0,315 0,619 0,024
114464* EUA 0,281 0,611 0,149

114749 EUA 0,293 0,597 0,039
114750 EUA 0,324 0,644 0,038
114751 EUA 0,313 0,640 0,096
114752 EUA 0,287 0,635 0,0087

A413 México 0,253 0,636 0,029

El coeficiente de coancestria molecular entre individuos y para cada ejemplar
fue calculado en los distintos stocks (Tabla XIX). A partir de estos resultados
se pueden observar las relaciones de coancestralidad entre individuos del

mismo y diferente stock.
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Tabla XIX: Coeficiente de coancestria molecular para cada ejemplar y par de individuos en cautiverio. Se indica con distinto color y etiqueta el grupo al que

pertenecen las muestras. Los animales parentales del zooldgico de EUA estdn sefialados con asterisco (*).

Indiviudos JA405 A406 A408 A409 A440 A413 A412 A417 A418 A419 A420 A421 A422 A423 Ad424 A425 A426 A439 A443 114286* 114464* 114749 114750 114751 114752
A405 0,708

A406 0,438 0,875 Argentina

A408 0,432 0,5 |0,636

A409 0,063 0,25 0,083 0,5

A440 0,438 0,5 0,364 0,125 0,625

A413 0,364 0,357 0,275 0,063 0,295 0,636 México

A412 0,125 0,219 0,159 0,063 0,229 0,114 0,542

A417 0,273 0,344 0,25 0,063 0,227 0,159 0,275 0,591

A418 0,25 0,438 0,318 0,063 0,292 0,188 0,227 0,386 0,708

A419 0,271 0,25 0,227 0,063 0,25 0,104 0,318 0,318 0,229 0,625 Brasil

A420 0,182 0,281 0,2 0,25 0,227 0,159 0,275 0,318 0,295 0,386 0,636

A421 0,205 0,25 0,225 0,25 0,182 0,205 0,182 0,25 0,182 0,205 0,225 0,682

A422 0,159 0,281 0,175 0,25 0,205 0,091 0,25 0,295 0,25 0,409 0,545 0,225 0,682

A423 0,225 0,417 0,2 0,333 0,25 0,175 0,25 0,389 0,275 0,3 0,444 0,45 0,472 0,7

Ad24 0,114 0,25 0,15 0,188 0,182 0,25 0,175 0,295 0,205 0,273 0,318 0,375 0,341 0,417 0,636

A425 0,536 0,458 0,375 0,125 0,429 0,143 0,292 0,357 0,464 0,357 0,321 0,417 0,393 0,4 0,357 0,786

A426 0,225 0,321 0,278 0,188 0,225 0,125 0,25 0,417 0,35 0,35 0,389 0,4 0,361 0,444 0,222 0,458 0,8

A439 0,375 0,393 0,275 0,167 0,35 0,175 0,306 0,225 0,25 0,275 0,275 0,222 0,275 0,361 0,25 0,333 0,25 0,6 Europa

Ad43 0,25 0,375 0,273 0,188 0,271 0,146 0,341 0,273 0,313 0,292 0,318 0,205 0,341 0,3 0,205 0,286 0,35 0,425 0,667

114286* 0,194 0,208 0,194 0,167 0,306 0,111 0,194 0,194 0,139 0,25 0,25 0,167 0,278 0,222 0,111 0,35 0,344 0,222 0,25 0,722

114464* 10,1 0,143 0,167 0,125 0,2 0,075 0,175 0,175 0,2 0,225 0,25 0,15 0,25 0,194 0,1 0,167 0,306 0,139 0,225 0,472 0,75 EUA

114749 0,125 0,156 0,136 0,188 0,167 0,083 0,136 0,182 0,188 0,188 0,273 0,227 0,273 0,3 0,114 0,179 0,375 0,2 0,25 0,528 0,625 0,708

114750 0,175 0,179 0,15 0,25 0,275 0,125 0,222 0,225 0,15 0,275 0,275 0,167 0,275 0,222 0,125 0,292 0,438 0,2 0,225 0,639 0,611 0,575 0,75

114751 0,094 0,2 0,183 - 0,281 0,156 0,214 0,214 0,156 0,219 0,25 0,286 0,214 0,357 0,179 0,167 0,333 0,25 0,219 0,667 0,625 0,594 0,571 0,813
114752 0,125 0,167 0,167 0,083 0,225 0,075 0,15 0,194 0,125 0,2 0,194 0,175 0,222 0,222 0,111 0,3 0,333 0,156 0,15 0,688 0,583 0,55 0,719 0,571 0,7
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El coeficiente de parentesco (r) promedio para el total de las muestras analizadas
fue 0,071 (SD=0,155). Este fue calculado entre animales del mismo grupo asi
como también se obtuvieron el tipo de relaciones de parentesco (PO=padre-hijo,
FS=hermanos totales y HS=medio hermanos) entre los individuos (Tabla XX, Tabla
XXI y Tabla XXIll). Entre los animales de Europa (A439 y A443) r fue 0,36
pudiendo tener una relacion de medios hermanos entre ellos. El ejemplar de

México no mostré estar relacionado con ningln otro.

Tabla XX: Coeficiente de parentesco r (bajo la
diagonal) y las relaciones entre los individuos de

los zooldgicos de Argentina (por encima de la

diagonal).

Individuo|A405 A406 A408 A409 A440
A405 - HS HS FS
A406 0,26 - FS HS HS
A408 0,42 0,33 - HS
A409 0O 017 01 -

A440 043 0,34 021 O -

Entre los individuos de los zooldgicos de Argentina se encontré un r
promedio de 0,226 (SD=0,158) variando entre 0 (A409-A440) y 0,43 (A405-
A440). Se observd que A408-A406 y A405-A440 tendrian una relacién de
hermanos totales. Por otro lado A405-A409, A408-A409 y A409-A440 no
estarian relacionados. Los restantes individuos exhibieron una relacion de
medios hermanos entre ellos (Tabla XX).

Para las muestras de cautiverio brasileras, el coeficiente de parentesco
promedio fue 0,097 con 0,136 de desvio estandar, cuyos valores pareados
fueron comprendidos entre 0 y 0,65 (A420-A422) (Tabla XXI). Se encontrd
que el par A420-A422 podrian ser padre-hijo y a su vez A420 tendria como
hermano total a A419. Esto ultimo nos indicaria que quiza A420 sea madre o
hija de A422 y hermana total de A419, sin embargo, entre A419 y A422
habria una relaciéon de tipo medio hermanos cuando se esperaria una

relacion de tipo tio-sobrino que el software no calcula (Tabla XXI). En total se
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encontraron doce pares de individuos que posiblemente tengan una relacion

de medios hermanos (Tabla XXI).

Tabla XXI: Coeficiente de parentesco r (bajo la diagonal) y las relaciones

entre los individuos de los zooldgicos de Brasil (por encima de la diagonal).

Individuo

A412 A417 A418 A419 A420 A421 A422 A423 A424 A425 A426

A412
A417
A418
A419
A420
A421
A422
A423
A424
A425
A426

- HS HS
0
0,02 0,34 HS
0 0,06 0
0 0 0 0,29 HS HS
0,15 0 0 0 HS HS
0 0 0 031 065 O - HS

0 016 01 0 016 036 035 -
0,12 0,11 0 0 013 032 022 026 -
0,01 0 0,12 0 0 023 014 0,22 0,14 -
0 0,06 0,15 0,05 0 0 0 003 0O 008 -

Dado que los ejemplares del SCBI-Front Royal de Estados Unidos constituyen

un grupo familiar el valor de r promedio (r=0,577, SD=0,152) fue el mas alto

compardndolo con los obtenidos para otros grupos. Entre los padres se

observé una relacién de medios hermanos (r=0,21) y uno de ellos (114464)

presentd una relacidon de tipo padre-hijo con toda su descendencia (Tabla

XXIl). Por otro, lado el individuo parental 114286 mostré una relacion de

hermano total con dos de sus crias (114750 y 114752) y algunos de los

hermanos un parentesco padre-hijo (Tabla XXII).

Tabla XXII: Coeficiente de parentesco r (bajo la diagonal) y las relaciones

(por encima de la diagonal) entre los individuos del zooldgico del

Smithsonian Conservation Biology Institute, Front Royal de EUA. El asterisco

(*) indica los parentales.

Individuo] 114286* 114464* 114749 114750 114751 114752

114286* - FS
114464* | 0,21 PO
114749 0,5 PO
114750 | 0,66 0,57 - FS

114751 0,59 0,5 0,45 048 -
114752 0,81 0,53 0555 081 042 -
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5.2.4. Estadisticos F

Los coeficientes de endogamia (Fis) para cada stock variaron entre -0,244
(EUA) y 0,051 (Brasil), exhibiendo la mayoria de ellos valores negativos (Tabla
XXIII). De esta manera no se estaria frente a escenarios de endogamia en los
grupos de muestras de los distintos zooldgicos analizados. El stock de EUA
mostré la menor variabilidad intra (1-Qintra) e interindividual (1-Qinter), lo
cual era de esperarse ya que se trata de un grupo familiar. A nivel
intraindividual presentaron mayor variabilidad los animales de los zoolégicos
europeos, mientras que a nivel interindividual aquéllos en Brasil (Tabla XXIII).

No se pudo calcular para México porque se cuenta con una Unica muestra.

El estimador de la endogamia global Fi; para el conjunto de muestras en

cautiverio fue 0,119.

Tabla XXIII: Coeficiente de endogamia (F;s) segun la varianza de
la identidad alélica, se detallan las variabilidades intra (1-Qintra)
e interindividual (1-Qinter), para cada stock en cautiverio

(Argentina, Brasil, Europa, EUA).

Stock 1-Qintra 1-Qinter Fis

Argentina] 0,638 0,622 -0,026
Brasil 0,669 0,706 0,051

Europa 0,700 0,575 -0,217

EUA 0,525 0,422 -0,244

Entre los grupos de animales en zooldgicos de distintos paises se calculé el
grado de diferenciacion génica mediante el estadistico Fst (Tabla XXIV).
Cuando se compard EUA con las demas, en todos los casos se pudo ver una
fuerte diferenciacion entre ellas. Entre los restantes stocks se visualizé una
leve diferencia (0,2>Fst >0,05). Se observa diferenciacién genética en todos
los grupos en cautiverio incluidos en este estudio, lo cual era esperable ya
gue algunos stocks estan constituidos por grupos de animales altamente

relacionados y esto sesgaria el analisis.
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Tabla XXIV: Valores de Fs; entre pares de stocks en

cautiverio.
Stock JArgentina Brasil Europa EUA
Brasil 0,122
Europa 0,111 0,077
EUA 0,374 0,263 0,393
México 0,057 0,051 0,179 0,459
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6. DISCUSION
6.1. Analisis de poblaciones silvestres

Caracterizacion de loci de microsatélites e Identificacion de estructura
genética

Los errores de genotipado encontrados tanto para el analisis que incluyd la
totalidad de las muestras como dentro de cada cluster pueden ser explicados
por la reducida cantidad y calidad del ADN colectado a través de métodos no
invasivos. A su vez, el aumento del nimero de loci empleados en este tipo de
muestras incrementa la probabilidad de observar errores de genotipado. De
esta manera resulta, crucial determinar el numero O6ptimo de loci
polimérficos, para ello se recomienda evaluar entre diez y quince loci en
aproximadamente 30 muestras (Taberlet et al., 1999; Waits et al., 2001;
Waits & Paetkau 2005). La presencia de tartamudeo fue detectada
Unicamente en tres loci cuyos repetidos son dinucledtidos (AHTK253, REN105
y REN169), lo cual es muy frecuente para este tipo de repetidos (Oosterhout

etal., 2004).

Se discute en primer lugar la caracterizacion de los marcadores para el total
de muestras en su conjunto. Posteriormente se analiza la identificacion de
estructura genética y las frecuencias alélicas de los microsatélites para cada

cluster.

Para el total de muestras el andlisis de desequilibrio de ligamiento entre loci
revel6 que la mayoria de los mismos no eran heredados de manera
independiente. Si bien no se sabe con certeza la ubicacién de estos loci en C.
brachyurus, se conoce que en perro doméstico estan presentes en distintos
cromosomas (Tabla ). El nimero cromosdmico de aguara guazu (2n=76) es
muy similar al que presenta el género Canis al que pertenece el perro
doméstico (2n=78). Una comparacion cromosdmica, basada en la morfologia
y en el patrén de bandas, entre Canis lupus (lobo gris) y aguara guazu sugirié
gue comparten un ancestro comun similar a un lobo (Wayne et al., 1987 en

Rodden et al., 2004). Consecuentemente, no se esperaria encontrar
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diferencias en la ubicacion de dichos loci en C. brachyurus con respecto al
gue exhiben en Canis lupus familiaris. Una posible causa del desequilibrio de
ligamiento observado entre loci es la presencia de subdivisién poblacional. Si
las frecuencias alélicas entre subpoblaciones difieren, puede generar
asociaciones no aleatorias entre alelos de distintos loci (Allendorf & Luikart,

2007).

El apartamiento de los loci del equilibrio H-W, asi como el exceso de
homocigotas detectado, puede ser explicado por el efecto Wahlund. Este
efecto ocurre cuando la mezcla de subpoblaciones sin reproduccién provoca
déficit de heterocigotas (o exceso de homocigotas) (Allendorf & Luikart,

2007).

En conjunto, los once microsatélites analizados tienen un alto contenido de
informacién polimérfica y valores de probabilidad de no exclusion
adecuados. Esto sugiere que pueden ser utilizados tanto para analisis de
estructura genética poblacional como para identificaciéon individual y

asignacion de parentesco.

La estructura genética poblacional podria estar sesgando los resultados
obtenidos con respecto a la neutralidad de los marcadores utilizados.
Mediante el andlisis Bayesiano realizado en el software STRUCTURE se
detectd la presencia de estructura genética. El nUmero mds probable de
clusters fue dos, uno conformado por individuos de Bolivia y el otro por
individuos de distintas localidades (Uruguay, Bolivia, Argentina, Brasil).
Schwartz & McKelvey (2009) estudiaron como distintos esquemas de
muestreo pueden influir en la correcta identificacion de estructura genética.
Dentro de los seis escenarios que plantean estos autores se encuentra el
muestreo mixto, éste es probablemente el tipo de muestreo mas comun para
carnivoros y fue el que se utilizé en esta investigaciéon para obtener las
muestras analizadas. Esta metodologia combina muestras obtenidas a partir
de eventos de caza o colectas ocasionales y esfuerzos de muestreo en

proyectos de investigacién. El area de Bolivia parece diferente y Unica, sin
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embargo esto puede ser un artefacto muestral, ya que se cuenta con un
mayor esfuerzo de muestreo en esa localidad. Se recomienda analizar
patrones de autocorrelacidon (Schwartz & McKelvey, 2009). En este trabajo se

realizd un analisis de parentesco como medida de autocorrelacidn.

Los resultados del desequilibrio de ligamiento y equilibrio de H-W para cada
locus en ambos grupos, reflejan que la presencia de poblaciones mezcladas
sin reproduccién estaba sesgando los resultados obtenidos a partir del total

de muestras.

Para el cluster de Bolivia se encontré que los loci eran heredados de manera
independiente, mientras que para el otro grupo se identificé que un locus
(AHTK253) se encontraba en desequilibrio de ligamiento y, por lo tanto, fue
excluido en andlisis posteriores. A su vez, se detectaron microsatélites en
equilibrio H-W para cada cluster y si bien se encontré exceso de homocigotas
los valores de Fis fueron menores en comparacién con el detectado para el
total de las muestras. El locus FH2848 no se encuentra bajo equilibrio H-W en
ninguno de los dos agrupamientos. Dado que este microsatélite no habia sido
amplificado anteriormente en C. brachyurus tal apartamiento podria ser
explicado por su asociacion con un cardcter sometido a alguna fuerza de
selecciéon. Por otro lado, las desviaciones del equilibrio H-W en los restantes
loci podrian deberse a cuestiones biolégicas como son el apareamiento no
azaroso, la dramatica declinacidon poblacional y cuellos de botella. Otras
posibles causas relacionadas con la metodologia podrian ser el pequefio
tamafio muestral en algunas localidades, la no deteccion de alelos nulos en
ciertos loci y la presencia de subestructuracién moderada que no pudo ser
detectada con el método utilizado. Las dos causales mds probables en este
escenario serian el reducido nimero de muestras en algunas localidades y la

posible presencia de subestructura.

Por otra parte, el alto contenido de informacion polimérfica encontrado para
el conjunto de loci en los dos grupos apoya el potencial que presentan para

estudios genéticos poblacionales. Los valores obtenidos para NE-PP, NE-SI,
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NE-1 en ambos clusters reafirman que el conjunto de loci provee elevada

confiabilidad para asignar paternidad, identificar hermanos e individuos.

Andlisis entre cluster y localidades

Los valores de endogamia global F;r entre Kbol y Kmixto (0,343) y entre las
localidades por pais (0,363) fueron muy similares. Los resultados indican un
apartamiento de la poblacién global del equilibrio H-W por un exceso de
homocigotas; lo cual es consistente con lo encontrado para cada locus

considerando el total de las muestras.

El andlisis factorial de correspondencia (AFC) arrojo resultados similares a
aquellos obtenidos con el método Bayesiano que emplea el programa
STRUCTURE. Se observan dos nubes de puntos, una compuesta por muestras
de Bolivia y otra por individuos de distintas localidades. Ambas se encuentran
conectadas por individuos que podrian haber migrado de otra poblacién a
Bolivia. A su vez, cuatro muestras colectadas en Bolivia se alejan de la nube
de puntos pudiendo ser diferentes a los demds ejemplares analizados. Este
resultado podria estar sesgado por los diferentes esfuerzos de muestreo en
las distintas localidades, asi como también por la falta de muestras en otras

areas cercanas a los sitios de colecta en Bolivia.

El indice de estructura genética Fst entre Kbol y Kmixto reafirma la marcada
diferenciacién entre éstos (Fs1=0,19). Los resultados de este indice entre las
localidades por pais, revelan que las muestras de Bolivia son fuertemente
diferentes a las demas. Sumado al efecto causado por diferentes esfuerzos de
muestreo, la region de Bolivia presenta una cobertura vegetal diferente a las
otras dareas (Fig. 5). En dicha regidon predomina la presencia de bosques
mientras que las otras son dreas donde predominan cultivos, pudiendo esto
ocasionar diferencias en los patrones de flujo génico. Por otro lado, entre los
restantes puntos de colecta se detecté una moderada diferenciacién. Con
respecto a estos valores se puede inferir que las muestras procedentes de

Uruguay se diferencian en mayor grado con las de Argentina que con las de
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Brasil y que entre las de Brasil y Argentina se observa una moderada

diferenciacion.

Este andlisis con microsatélites exhibidé un bajo nivel de estructura genética,
mientras que en otro estudio realizado a partir de secuencias de ADN
mitocondrial se detecté la presencia de cinco grupos o Unidades de
Conservacion (Gonzalez et al., en prep). Los grupos identificados con ADN
mitocondrial fueron: Uruguay, Argentina (Corrientes, Santa Fé), Bolivia y dos
en Brasil (Emas y Araza Gaia, Belo Horizonte, Franca, Chapada do Sul)
(Gonzélez et al., en prep). Las diferencias entre los resultados obtenidos a
partir del ADN mitocondrial y loci nucleares coinciden con lo esperado en
especies cuyas hembras tienen menor dispersiéon y flujo génico que los
machos. En estos escenarios la estructura es detectada mediante estudios
con marcadores que se heredan por via materna (Avise, 1995; Cosse, 2010).
Asimismo durante la dispersién de juveniles de aguard guazu, se han
encontrado hembras filopatricas (Emmons et al., 2012%). Por otro lado, los
resultados obtenidos a partir de marcadores nucleares y mitocondriales
estarian reflejando distintas escalas temporales. El alto grado de
polimorfismo de los microsatélites los hace adecuados para realizar
inferencias sobre eventos genéticos poblacionales actuales (Fredsted et al.,
2005). El uso de secuencias de la region control del ADN mitocondrial nos
permiten obtener informacién del pasado reciente (Prates, 2008). Para poder
realizar afirmaciones sobre la estructura genética actual de la especie es
necesario aumentar los esfuerzos de muestreo e incluir otras localidades de

Paraguay, Brasil y Peru.

El nimero de migrantes por generacién considerando Kbol y Kmixto
(Nm=1,364) fue muy similar al obtenido teniendo en cuenta las localidades
por pais (Nm=1,123). Dado que existe una leve diferenciacidon entre las
muestras de Argentina, Brasil y Uruguay, se esperaba encontrar un menor
numero de migrantes en el analisis por localidad. Si bien se detectan
diferencias entre las localidades de muestreo, tales pueden ser originadas

por las disparidades en el numero de muestras, dificultando el calculo de Nm.
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En este escenario el calculo para los dos clusters (Kbol y Kmixto) resulta mas
apropiado que el realizado por localidades. Cuando Nm=1 se considera que
hay un migrante por generacion lo cual es considerado el umbral critico por
encima del cual las subpoblaciones no divergiran genéticamente a causa de la
deriva génica (Wang, 2002). Ademas, en conservacion un migrante por
generacioén es considerado un nivel adecuado de flujo génico (Wang, 2002).
Cierto nivel de conectividad entre subpoblaciones es esencial para mantener
la variabilidad genética, adaptacion local y prevenir la endogamia (Wang,
2002; Beebee & Rowe, 2008). Un migrante por generacién corresponde al
limite inferior de la cantidad de flujo génico deseable. Sin embargo, en ciertas
ocasiones las poblaciones reales presentan desviaciones de las condiciones
ideales que asume la regla de un migrante por generacidon. En estas
situaciones sera necesario mas de un migrante por generacion en promedio.
Como una regla adecuada para propdsitos genéticos se sugiere un minimo de
uno y un maximo de diez migrantes por generacion (Mills & Allendorf, 1996).
El valor obtenido entre los grupos fue préximo a uno y, por lo tanto, existiria
divergencia entre ambos. Para algunas especies un migrante por generacion
resulta apropiado, pero para otras con alto riesgo de depresion endogamica
este valor es su limite superior. En el caso que existan datos demograficos y
ecoldgicos detallados, lo mas conveniente seria determinar el nimero de

migrantes necesarios (Wang, 2002).

Andlisis dentro de clusters y localidades

Ninguno de los clusters (Kbol y Kmixto) se encontraron bajo equilibrio H-W,
ademas presentaron valores de Fis mayores a cero. La causa mas comun de
exceso de homocigotas es el apareamiento no azaroso de los individuos o la
presencia de subdivision poblacional (Allendorf & Luikart, 2007). Se puede
discriminar si la causa de tal exceso es debida a la presencia de endogamia o
a la inclusion de multiples poblaciones en un Unico grupo. La presencia de
endogamia reducird la frecuencia de heterocigotas en todos los loci
(Allendorf & Luikart, 2007). En ambos clusters se observa una menor

proporcién de heterocigotas que lo esperado segun el equilibrio H-W para
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cada locus, se puede entonces plantear la existencia de endogamia en ambos
grupos. A pesar de que los valores positivos de Fis, Kbol y Kmixto tienen una
alta diversidad intraindividual e interindividual lo cual indica que retienen
variabilidad genética. Dado que los valores de Fis obtenidos fueron bajos y
que los resultados de Fsr revelan diferencias moderadas entre las localidades
de muestreo, no se puede descartar la presencia de subestructura. Para

indagar en éste aspecto se deberian aumentar los esfuerzos de muestreo.

La presencia de cuellos de botella poblacionales podrian ocasionar desvios
del equilibrio H-W. No obstante, de acuerdo a los resultados presentados en
esta tesis no se estaria frente a tal situacion dado que no se detectd un
exceso de heterocigotas con respecto a lo esperado (Cornuet & Luikart, 1996;
Cosse, 2010). Poblaciones con tamanos fluctuantes o dindmicas ciclicas
pueden generar la pérdida de sefial genética de eventos de cuello de botella
(Pimm et al., 1989; McEachern et al., 2011). En este sentido, son necesarios
estudios sobre dindmicas poblacionales en aguard guazi a lo largo del

tiempo.

Para las localidades por pais se obtuvieron valores positivos de Fs,
reteniendo cada una de ellas variabilidad genética. Aquellas colectadas en
Uruguay (n=3) y Brasil (n=9) se hallaron en equilibrio H-W. El nimero de
muestras para dichas localidades fue reducido vy, por lo tanto, los valores de
significancia del test de X* para analizar el equilibrio H-W no fueron robustos.
Por otro lado, Brasil presentd el menor valor de Fis, mientras que Bolivia

presentd el mayor valor para este indice.

Los valores promedio de parentesco (r) para las muestras de un mismo pais
fueron bajos. Sin embargo, los desvios estandar en Bolivia, Brasil y Uruguay
son elevados lo que refleja la alta variabilidad de los datos. Las muestras de
Brasil presentaron el menor valor promedio para r y se encontraron pocas
muestras con cierto grado de relacionamiento. Con respecto a las muestras
de Uruguay se puede inferir que las dos muestras procedentes de Cerro

Largo tendrian una relacion de medios hermanos, mientras que una de ellas
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(feca colectada en Cerro Largo) mantendria una relacion de medio hermano
con el individuo cazado en Rio Negro. De esta manera se podria plantear la
posible presencia de un grupo familiar en nuestro pais (Mannise et al., 2012;
Anexo 6). Las muestras de Argentina mantendrian una relacion de medios
hermanos con alguna otra de la misma localidad. Esto al parecer no habria
afectado la variabilidad genética que retienen las mismas y podrian
pertenecer a uno o mas grupos familiares. Entre las muestras de Bolivia se
observa que existen una alta proporcidon de muestras emparentadas, incluso
algunas relaciones podrian afectar el grado de endogamia. Dado que las
muestras fueron colectadas en localidades muy préximas (las mas distantes
se encuentran a 150km aproximadamente) y que los individuos de la especie
tienen extensos dareas de vida, resulta esperable que los individuos de Bolivia

mantengan relaciones de parentesco.

La presencia de muestras emparentadas en una misma localidad podria
indicar la existencia de patrones de autocorrelacion local. De esta manera las
divergencias temporales y espaciales asociadas a dichas muestras podrian
causar errores en la asignacion de subestructuracién poblacional (Schwartz &
McKelvey, 2009). Por ejemplo, las localidades de Bolivia parecen Unicas y
diferentes a las demads. Esto podria ser un artefacto ya que dicha zona se
encuentra a la misma escala que el patrén de autocorrelacién cuando
deberia estar asociado a las propiedades del drea de muestreo (Schwartz &

McKelvey, 2009).

Tamario poblacional estimado en Bolivia

La aproximacidon mas utilizada para estimar el tamafio poblacional es la de
captura-recaptura, la cual requiere la identificacién de los individuos. Estos
han sido adaptados para el uso de metodologias no invasivas, que utilizan el
numero de individuos muestreados y la probabilidad asociada de detectar un
animal. Asume que los individuos son correctamente identificados y que
todos tienen la misma probabilidad de ser muestreados (Long & Zielinski,

2008).
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Dentro del conjunto de datos se identificaron muestras cuyos genotipos
coincidian con otros (n=14). El programa utilizado (GeneCap) presenta
algunas ventajas frente a otros ya que permite evaluar errores de genotipado
en muestras con genotipos similares, emplea probabilidades para asignar
coincidencias y puede operar en ausencia de datos. A su vez, excluye
muestras redundantes para estimar las frecuencias alélicas que podria
afectar la estimacién de P(ID) (Wilberg & Dreher, 2004). En este sentido, se
encontraron siete muestras problematicas las cuales tenian una alta
proporcién de loci sin amplificar y, por lo tanto, podian coincidir con uno o
mas genotipos de manera errénea. De esta manera GeneCap las registré y
excluyé del analisis de coincidencia genotipica. Se reconocieron 23 genotipos
Unicos y, por lo tanto, éste seria el nUmero de individuos muestreados en
Bolivia. Los valores de P(ID) fueron suficientemente bajos y, por lo tanto,
adecuados para realizar estudios de captura-recaptura (Taberlet & Luikart,

1999).

Se considera la estimacién del tamafio poblacional calculada a partir de
diferencias en dos loci ya que se encontraron muestras con ausencia de datos
gue podrian incidir en la identificacidon de individuos. Ademas el nimero de
individuos muestreados fue mas cercano (n=21) al calculado previamente
con GeneCap (n=23). Los resultados obtenidos a partir del estimador de
Chapman poseen menor sesgo en la estimacion, ésto los hace mas adecuado.
La abundancia estimada a partir del indice de Chapman fue de 51 individuos
con un amplio intervalo de confianza (21<N<90). Este Ultimo depende del
tamafio de la muestra, estudios con un gran tamafio muestral tienden a ser
mas precisos y por lo tanto sus intervalos de confianza son mas pequefios. Sin
embargo, la abundancia estimada concuerda con los datos obtenidos por
Emmons et al. (2012 b) en donde consideran la presencia de
aproximadamente 20-30 parejas en el Parque Nacional Noel Kempff (PNK) en
Bolivia. Este grupo de investigadores ha tenido un seguimiento de los
animales del Parque a través de radiocollares, collares con GPS, fotografias y

capturas. La mayoria de las muestras incluidas en la estimacion efectuada en
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esta tesis son procedentes de PNK, tan solo nueve fueron obtenidas de otras
localidades de Bolivia que se encuentran en un rango de 10km a 100km de

distancia del PNK.

6.2. Analisis de los stocks en cautiverio

El conjunto de loci presentd un elevado contenido de informacién
polimdrfica asi como también valores adecuados para las probabilidades de
no exclusién. Por lo tanto, este conjunto de microsatélites permitird
identificar individuos, relaciones de parentesco y efectuar estudios de
variabilidad genética entre y dentro de los stocks. A su vez, los marcadores
REN169 y AHTK253 serdn menos informativos en analisis de diversidad y
parentesco porque presentaron los niveles mds bajos de PIC vy

heterocigosidad.

Con respecto al equilibrio H-W se detectd que en el stock de Brasil el locus
PEZ19 exhibia un leve desvio y un déficit de heterocigotas (Fis=1). Dado que
tal exceso de homocigotas (o déficit de heterocigotas) seria locus especifico,
se plantea la posible presencia de alelos nulos. Este fendmeno ocasiona un
exceso de homocigotas aparente de acuerdo a las proporciones esperadas
para el equilibrio H-W (Allendorf & Luikart, 2007). Si bien en algunos stocks
se observan otros marcadores con indices Fis relativamente altos, éstos no
reflejaron desviaciones del equilibrio H-W. Asi mismo, un alto nimero de loci
tuvieron valores negativos de Fis revelando un leve exceso de heterocigotas.
Este ultimo escenario puede ser ocasionado por la seleccidon de individuos
menos emparentados entre si para apareamiento o porque los heterocigotas
tengan una mayor probabilidad de supervivencia. Sin embargo, la ventaja
diferencial de los heterocigotas tiene que ser lo suficientemente grande para
gue el efecto sea detectado en las proporciones genotipicas (Allendorf &
Luikart, 2007). En este sentido los excesos de heterocigotas registrados
tampoco causaron desvios del equilibrio H-W, por lo tanto, los loci tendrian

un comportamiento neutral.
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El reducido numero de muestras en algunos stocks imposibilité el calculo de
Fis v el de la probabilidad asociada al anlisis de X* para el equilibrio de H-W
en algunos loci. Por el mismo motivo tampoco pudo ser computado para la
muestra de México. Los stocks en cautiverio se encontraron en equilibrio H-
W, ésto podria deberse a un sesgo provocado por el reducido nimero de
muestras por stock. El grupo familiar del zoolégico de Front Royal (EUA) se
encuentra en equilibrio a pesar del alto grado de parentesco entre los
individuos. EI método del test exacto para el equilibrio H-W utilizado es
recomendado para un reducido tamano muestral de una poblacién (Guo &
Thompson, 1992). De todas maneras el nimero de individuos fue muy bajo
para los stocks de Argentina (n=5), Europa (n=2) y EUA (n=6). El nUmero de
muestras obtenido de cada stock es menor a la cantidad de animales
presentes en cada Institucidon. Por lo tanto los resultados obtenidos para cada

stock se encuentran influenciados por el nimero de muestras obtenidas.

Diversidad y variabilidad genética de los stocks

La diversidad génica positiva de cada stock definido revelé que ninguno tiene
una contribucién relevante en la diversidad global. De esta manera los grupos
tendrian igual importancia para la conservacién. Por otro lado, los stocks de
Europa, EUA y Meéxico mostraron una diversidad interna positiva,
contribuyendo a la diversidad alélica global. En este sentido el grupo de EUA
demostré ser el que aportaria mas, presentando mayores diferencias
genéticas con los demas stocks, por lo que se torna importante su adecuado

manejo para la conservacién de dicho stock.

El parametro PIC hace referencia al poder de un conjunto de marcadores
para detectar polimorfismos dentro de una subpoblacién, dependiendo del
numero de alelos detectables y la distribucion de sus frecuencias alélicas
(Gutiérrez & Goyache, 2009). El conjunto de loci utilizado demostrd ser
altamente informativo para los stocks de Brasil, Argentina y Europa. Dado
gue EUA estd conformado por un grupo familiar, era esperable que tuvieran

un moderado o débil contenido de informacién polimérfica. Dichos valores
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obtenidos reafirman el adecuado uso de estos loci en estudios de parentesco

y variabilidad genética dentro y entre los stocks.

La heterocigosidad esperada provee la medida de variabilidad genética con
mayor significado biolégico cuando se exploran las consecuencias del
apareamiento (Templeton & Read, 1994). Brasil presenté el mayor valor de
Hesp siendo el grupo que retendria mayor variabilidad. Aquéllos con una y
dos muestras (México y Europa) asi como también el grupo familiar de Front
Royal exhibieron los valores mas bajos. El valor global fue elevado, lo que
significa que el total de las muestras mantendria variabilidad genética (Tabla
XVIl). Las heterocigosidades observada y esperada fueron similares para el
total y para cada stock, excepto para México y Europa que tienen uno y dos
animales, respectivamente. Se puede inferir que los apareamientos podrian
haber ocurrido de manera azarosa, reflejando un buen manejo de los

animales dentro y entre zooldgicos.

Si bien los stocks definidos en este trabajo no siempre representan grupos
gue cohabitan en el mismo zooldgico, la mayoria comparten una historia
comun. Los zooldgicos europeos, incluyendo Krefeld, comenzaron a trasladar
animales desde Brasil y Argentina a partir de 1960. Entre 1965 y 1967 fueron
transportados los primeros siete individuos desde América del Sur hacia
zooldgicos en Estados Unidos. Asociaciones entre instituciones de EUA vy
Europa facilitaron el intercambio entre ambos continentes, mientras que en
los siguientes afios existieron traslados entre zooldgicos de EUA, Europa vy
América del Sur. A partir de estos y otros intercambios que ocurrieron
posteriormente, se conformdé una poblaciéon cautiva de 80 individuos
descendientes de 32 animales fundadores (Songsasen & Rodden, 2010). Los
resultados obtenidos reflejan el buen manejo de los stocks definidos ya que
se observan altos niveles de heterocigosidad a pesar de que mantienen una
historia de conexiones. Incluso cuando los stocks no corresponden a animales
en un mismo zooldgico, estdn constituidos por aquéllos que tienen un mayor
intercambio entre si (por ejemplo: entre el zooldgico de la Plata y el de

Buenos Aires, ambos en el stock aqui definido como Argentina). De esta
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manera, se habrian manejado adecuadamente los apareamientos entre

animales de distintos zooldgicos.

Estadisticos F

Para el conjunto de muestras de animales en cautiverio no se encontrd
endogamia y tampoco para cada stock. Esto es congruente con los datos de
variabilidad tratados anteriormente y confirma el buen manejo de las cruzas
de animales dentro y entre los zooldgicos. El grupo Brasil presenté el grado
mas alto de variabilidad interindividual, ésto coincide con los resultados de
parentesco y coancestralidad obtenidos. Por otro lado, a pesar de que los
ejemplares de EUA son un grupo familiar con indices de coancestria y

parentesco elevados no se registré endogamia.

El stock de EUA mostré una fuerte diferencia genética con los demas, lo que
ya habia sido vislumbrado en el analisis de diversidad. Las restantes
comparaciones reflejaron moderadas diferencias entre los grupos. A partir de
esta informacidn se podria inferir que seria adecuada la reproduccién entre
animales de distintos agrupamientos. Sin embargo, algunas cruzas aportarian
mayor variabilidad genética y evitarian la consanguinidad. De esta manera,

no seria apropiado seleccionar arbitrariamente los individuos reproductores.

Determinacion de relaciones de parentesco y seleccion de reproductores.

Con la finalidad de comprobar la eficiencia de los marcadores y el método
utilizado para asignar parentesco, se realizé el analisis para el grupo familiar
de EUA cuyos parentescos son conocidos. Entre las crias y sus padres se
encontré cierta discrepancia con lo esperado. Uno de los padres exhibidé una
relacion de hermanos totales con dos de sus crias, a pesar de que los valores
de r fueron mayores a 0,5. Algunas de las crias presentaron relaciones de tipo
padre-hijo, ésto podria ocurrir porque los padres de esta camada mantienen
un coeficiente de parentesco elevado pudiendo ser medios hermanos. Si se
observan los genotipos obtenidos para cada locus, se puede observar que los
descendientes tienen un alelo proveniente de cada uno de sus progenitores

(Anexo 5). Para el locus FH2140, la cria 114751 exhibid un alelo nuevo. La
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amplificacién de dicho locus fue repetida tres veces para el grupo familiar,
por lo tanto, se sospecha que pueda tratarse de una mutacién de novo en
este individuo. Seria apropiado explorar otros programas computacionales
que calculen coeficientes de parentesco y que permitan un mayor grado de

resolucién en la asignacién de tipo de relaciones.

El uso de informacién molecular resulta valioso cuando se quieren manejar
poblaciones con registros genealdgicos inexactos o ausentes (lvy et al., 2009).
Se encontrd cierta congruencia entre los datos obtenidos a partir del
coeficiente de coancestralidad molecular (f) y el de parentesco (r). La
muestra de México no se encontré emparentada ni mantendria relaciones de
ancestralidad con ninguna otra, mientras que las de Europa podrian ser
medios hermanos mostrando mantener mayor grado de coancestralidad
entre ellos que con cualquier otro individuo. Por otro lado, los valores de r
promedio y f fueron mas altos para el stock de Argentina que para el de
Brasil. Dentro de los animales de Argentina se encontré que comparten en
mayor medida ancestros entre si que con animales de otros grupos,
pudiéndose identificar dos grupos de hermanos totales (FS) y cinco de
medios hermanos (HS). El uUnico animal de dicho grupo que se encuentra
menos emparentado con los de su mismo stock es A409, que mantiene una
relacion de HS con A406. Entre los ejemplares de Brasil se encontré que
A420-A422 podrian ser padre-hijo, incluso A419 podria ser hermano total de
A420 y por lo tanto tio de A422. El software utilizado no distingue tios-
sobrinos pero reveld que existia una relacion de tipo HS entre A422-A419,
reafirmando el parentesco entre ellos. En el stock de Brasil se identificaron
otras posibles relaciones de medios hermanos, siendo el individuo A426 el

gue estaria menos emparentado con los demas.

En los programas de conservacion ex situ se deben abordar dos cuestiones
centrales: seleccionar individuos reproductores y resolver de qué manera se
van a aparear. Para elegir estos animales deberian basarse en minimizar la
coancestralidad promedio entre los individuos que van a reproducirse

ponderado por su contribuciéon a la préoxima generacidon (Ballou & Lacy,
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1995). Esto ultimo es equivalente a maximizar el tamafio efectivo poblacional
en una subpoblacidon (Caballero & Toro, 2002). Si se considera que el
conjunto de animales en cautiverio constituyen una poblaciéon y que cada
stock representa una subdivision de la misma, deberia seleccionarse aquellos
individuos con menor coancestralidad promedio. En este sentido el individuo
A412 (Brasil) presentd el menor valor de coancestralidad promedio vy, por lo
tanto, seria un candidato para posibles apareamientos con otros animales
tanto del mismo como de distinto stock. En caso de que los intercambios
entre stocks no sean viables, se reconocieron individuos candidatos en cada
uno de ellos. Dentro del grupo de Argentina el ejemplar A409 presentd la
coancestralidad promedio mas baja, mientras que para Europa no se puede
efectuar una recomendacion dado que los resultados fueron muy similares
para los dos animales. También debe considerarse que el grupo de hermanos

de Front Royal pueda reproducirse con animales de otros stocks.

A partir del coeficiente de endogamia individual se puede identificar aquellos
ejemplares que comparten ascendencia y, que por lo tanto, deberian ser
descartados como posibles reproductores. Dos animales de Argentina (A406
y A408) exhibieron valores elevados y, por lo tanto, se aconseja no tomarlos
en cuenta a la hora de seleccionar reproductores. El grupo de EUA revelé que
los individuos comparten cierta ascendencia con otros, lo cual es esperable
ya que se trata de un grupo familiar. Sin embargo, los valores fueron
levemente mayores a cero, lo cual podria ser explicado porque este stock
aporta mayor diversidad alélica al total y es distinto genéticamente a los

demas.

Los dos ejemplares candidatos para reproducciéon (A409 y A412) exhibieron
los valores mas bajos de coancestria promedio (f) ya sea con otros de igual o
distinto stock. Ambos ejemplares son hembras y, por lo tanto, se deberia
considerar un individuo macho para reproduccion. Algunos animales de
distintos grupos comparten un grado de coancestralidad considerable y, por
lo tanto, la reproduccidn entre éstos deberia ser evitada. Un par de ejemplos:

A406 (Argentina), A423 (Brasil) y A408 (Argentina), A425 (Brasil).
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La auto-coancestria de cada animal es una medida relacionada con la
endogamia individual. Los dos individuos que podrian ser candidatos para
reproduccion tuvieron los valores mas bajos. El ejemplar A419 posee el indice
mas bajo entre los machos y su endogamia individual fue negativa. Una
pareja de reproductores potenciales podria ser A419-A409, al igual que A405-
A412. El macho A413 (México) no reveld valores altos de coancestria y podria
ser considerado para apareamientos. Las dos muestras de Europa son
hembras y ambas mantienen bajos valores de coancestralidad con A413, por
lo tanto, serian posibles parejas reproductoras. Ademas, el macho del stock
de México parece no compartir ancestros con los animales de Front Royal por

lo que puede ser un potencial reproductor con alguna de las hembras del

grupo.
6.3. Implicancias para la Conservacién

En el 2008 se elaboré el Plan de Accién para la Conservacién del aguard
guazl: Analisis de Viabilidad Poblacional y de Habitat (PHVA) (Paula et al.,
2008). En aquella instancia se realizaron talleres con el objetivo de definir
estrategias compartidas y proponer acciones para la conservacion de esta
especie amenazada. El proceso de evaluacion de viabilidad poblacional se
basé en simulaciones desarrolladas por un software (Vortex) especifico para
modelos de dindmicas poblacionales (Paula et al., 2008). A partir de datos
bioldgicos y sociolégicos el modelo estima riesgos y dificultades para el
manejo poblacional. Dentro de los problemas prioritarios delineados en
dicho trabajo se encuentran la falta de informacion acerca de la estructura
genética entre poblaciones de aguara guazu y la ausencia de trabajos sobre
diversidad genética de sus poblaciones locales. Ambos datos son necesarios
para estimar la viabilidad de las poblaciones (Paula et al., 2008). En este
sentido esta tesis aporta informacion valiosa que deberia ser considerada en
futuros analisis de viabilidad poblacional. Se ha detectado una alta
variabilidad genética en cada una de las localidades asi como también dentro
de los clusters genéticos identificados. Para implementar estrategias de

conservacion el grupo de Bolivia podria ser considerado una Unidad de
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Manejo. Sin embargo, el muestreo diferencial en esta area podria ocasionar
gue parezca Unica y distinta a las demds. Dado que se encontraron
diferencias genéticas moderadas entre las localidades del grupo mixto y se
cuenta con un reducido numero muestral, no se puede afirmar que las
restantes localidades conforman una Unica Unidad de Manejo. Seria
necesario un mayor esfuerzo de muestreo para indagar sobre la existencia de

las Unidades de Manejo.

Si bien el estudio aqui presentado es una evaluacién genética, un monitoreo
podria brindar mayor informaciéon acerca del efecto que tienen distintos
factores antrépicos (como el uso del suelo y la construccién de carreteras) en
las poblaciones de la especie. Se debe distinguir monitoreo de evaluacion
genética. Esta ultima implica analizar las caracteristicas poblacionales en un
Unico momento, mientras que el monitoreo lo hace a lo largo del tiempo

(Schwartz et al., 2007).

En el marco del Taller PHVA se identificaron los principales objetivos que
tiene mantener stocks ex situ de C. brachyurus. En primer lugar la educacién
ambiental tiene un rol destacado, ya que existen diversos mitos y leyendas
en torno a la misma y se conoce poco de su problematica actual. A su vez se
trata de una especie elusiva y, por lo tanto, investigaciones cientificas en
animales en cautiverio generan aportes para estudios de ejemplares en vida
libre. Resulta de suma importancia mantener poblaciones ex situ que
retienen diversidad genética en el caso de que sean requeridas para su
reintroduccion (Paula et al., 2008). La muestra en cautiverio estudiada
demostré mantener variabilidad genética y ha permitido identificar que el
stock de EUA (Front Royal) es diferente genéticamente a los restantes.
Ademads, el grupo de Brasil estaria compuesto por individuos menos
emparentados y exhibié el valor mas alto de diversidad. En este sentido
también se identificaron parejas reproductoras potenciales para mantener la

variabilidad genética y evitar la consanguinidad.
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7. CONCLUSIONES

e El conjunto de loci de microsatélites utilizado es apropiado para
realizar estudios de parentesco ya que los niveles de polimorfismo
son elevados y sus probabilidades de no exclusion permiten
identificar individuos y parentesco. El poder de estos marcadores para
determinar relaciones de parentesco fue comprobado mediante el
genotipado del grupo familiar de EUA (Front Royal). Ademas los loci
pueden ser usados para estudios genético poblacionales ya que
segregarian de manera independiente y tendrian un comportamiento

neutral.

e Se identificaron dos clusters genéticamente mads probables en vida
libre. Uno conformado por individuos exclusivamente de Bolivia vy, el
otro, por animales de distintas localidades (Uruguay, Bolivia,
Argentina y Brasil). Entre ambos se detecté la presencia de
aproximadamente un migrante por generacidén, existiendo
divergencia entre ellos. Sin embargo, deberian aumentarse los
esfuerzos de muestreo para determinar la existencia de Unidades de

Manejo y eliminar el sesgo muestral.

e Las muestras de Uruguay se diferencian genéticamente en mayor
grado con las de Argentina que con las de Brasil. En base a los
coeficientes de parentesco encontrados para las muestras de
Uruguay, se plantea la posible presencia de un grupo familiar en

nuestro pais.

e Entre los individuos de las localidades de Brasil y Argentina se observa
una moderada diferenciacion genética. Las muestras procedentes de
Argentina podrian pertenecer a uno o mas grupos familiares, dado

gue mantienen elevados coeficientes de parentesco.

e Se estimo la presencia de 23 individuos muestreados en Bolivia y un

tamafio poblacional de 51 animales. Se observd que existen una alta
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proporciéon de ejemplares emparentados y, por lo tanto, la posible

presencia de grupos familiares.

El total de los individuos en cautiverio presentaron una alta
variabilidad genética, siendo Brasil el stock con mayor diversidad. El
grupo familiar de EUA (Front Royal) presentd una fuerte diferencia
genética con los demads grupos. Los restantes stocks cautivos

revelaron diferencias genéticas moderadas entre ellos.

Se identificaron las hembras A412 (Brasil) y A409 (Argentina) como
posibles candidatas reproductoras en cautiverio. También se
reconocieron dos posibles parejas para mantener la diversidad
genética y evitar la consanguinidad: A419 (macho, Brasil), A409 vy
A405 (macho, Argentina), A412. El macho A413 (México) podria ser
considerado para apareamientos con las dos muestras de Europa o

con las hembras de Front Royal.
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8. PERSPECTIVAS

Se considera relevante aumentar los esfuerzos de muestreo tanto en las
localidades incluidas en esta tesis y de otros sitios de su area de distribucion
(del norte de Brasil y en Paraguay). Esto permitird analizar la estructura
genética poblacional eliminando sesgos muestrales. Asimismo, seria
enriquecedor incluir muestras de area potenciales para su distribucién y de
zonas con coberturas vegetales similares a las de Bolivia. Por lo tanto,
muestras de Paraguay, Perl y centro oeste de Brasil aportarian valiosa
informacién para efectuar correlaciones entre el paisaje y flujo génico. De
igual modo permitiria identificar Unidades de Manejo de una manera mas
ajustada. También seria relevante aumentar el numero de individuos

muestreados en cautiverio.

Realizar un monitoreo genético aproximadamente cada cinco anos (ventana
temporal que coincide con el tiempo generacional) de las poblaciones
silvestres para estimar el efecto de distintas presiones antrdpicas sobre las
mismas. Monitorear las poblaciones cautivas seria aconsejable en la medida
en que surjan nacimientos o introducciones de individuos en los distintos

zooldgicos.

Resultaria necesario para el disefio de planes de manejo calcular el tamafio

efectivo para poblaciones in situ y ex situ.

En el caso de que no se cuente con la procedencia de los animales en
cautiverio, se podria determinar a qué poblacién o Unidad de Manejo
pertenecen. Esto seria crucial si se presentaran las condiciones y la necesidad

de efectuar reintroducciones.

Para llevar a cabo planes de conservacion es elemental desarrollar tareas de
difusion acerca del conocimiento adquirido e involucrar a los distintos
actores sociales. En este sentido, se considera que los resultados obtenidos
deberian ser presentados ante las instituciones gubernamentales que tienen

competencia en los recursos naturales a nivel nacional (DINAMA-SNAP-
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MVOTMA, RENARE-MGAP) y regional (IBAMA en Brasil, Ministerio de
Ambiente en Argentina). De igual manera los datos sobre cautiverio estarian
a disposicion del Plan de Supervivencia del aguara guazu de la Asociacion de
Zooldgicos y Acuarios (AZA). Seria pertinente organizar campafias de
divulgacién para que la informaciéon recabada alcance a otros ciudadanos vy,
de esta manera, se logre comprender y sensibilizar sobre la problemdtica a la

gue se enfrenta el aguard guazu.
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10. Anexos

Anexo 1

Para cada locus testeado en C. brachyurus se muestra el rango de tamafo en

pares de bases, nimero de alelos (k), heterocigosidad observada (Hobs) y

esperada (Hesp), coeficiente de fijacion (Fis) y referencia bibliografica. Se

indica con un asterisco en el casillero Hesp, aquellos loci que no se

encontraron bajo equilibrio H-W.

Locus | k JTamafioJHobs| Hesp | Fis Bibliografia
3 152-160 - 0,410 - Da Fontoura-Rodrigues et al., 2008
FH2001 | 5 - 0,62 ] 0,760 | 0,232 do Passo Ramalho, 2011
5 - 0,62 ] 0,760 | 0,232 do Passo Ramalho, 2011
FH2004 5 256-272 - 0,750* - Da Fontoura-Rodrigues et al., 2008;
5 -- 0,739} 0,703 | - 0,052 Bruzzi Lion etal., 2011
5 240-256 - 0,720 - Da Fontoura-Rodrigues et al., 2008
FH2010 | 5 - 0,652] 0,652 0 Bruzzi Lion etal., 2011
5 - - - - Salim etal., 2007
FH2018 6 169-197 - 0,790 - Da Fontoura-Rodrigues et al., 2008
5 -- 0,38 ] 0,640*] 0,431 do Passo Ramalho, 2011
6 158-174 -- 0,740 -- Da Fontoura-Rodrigues et al., 2008
froosa | 8 - 0,696 0,697 | 0,001 Bruzzi Lion et al., 2011
5 - - - - Salim etal., 2007
6 -- 0,62 ] 0,800*] 0,264 do Passo Ramalho, 2011
3 112-120 - 0,590 - Da Fontoura-Rodrigues et al., 2008
FH2088 3 -- 0,54 ] 0,610 | 0,152 do Passo Ramalho, 2011
4 - 0,739] 0,660 | -0,123 Bruzzi Lion etal., 2011
3 - - * - Salim etal., 2007
FH2132 6 160-188 - 0,740 - Da Fontoura-Rodrigues et al., 2008
10 - 0,913 0,863 | - 0,060 Bruzzi Lion etal., 2011
FH2137 15 | 218-272 - 0,910* - Da Fontoura-Rodrigues et al., 2008
8 208-252 - -- -- Franco Berriel, 2004
13 | 138-190 - 0,880* -- Da Fontoura-Rodrigues etal., 2008
FH2140 | 11 | 128-184| -- - - Franco Berriel, 2004
8 -- 0,46 ] 0,800*] 0,455 do Passo Ramalho, 2011
FH2006 | 4 - - - - Salim etal., 2007
cssm-038] 1 - - - - Rodrigues et al., 2006
PEZO5 5 -- 0,697] 0,627 | -0,129 Rodrigues et al., 2006
PEZ20 | 6 -- 0,560} 0,712 ] 0,197 Rodrigues et al., 2006
PEZ12 2 -- 0,658) 0,478 | - 0,394 Rodrigues et al., 2006
Loco13| 8 -- 0,914 0,817 | -0,135 Rodrigues et al., 2006
Loco1s| 5 -- 0,553 0,564 | 0,007 Rodrigues et al., 2006
PEZ19 4 | 196-212) -- -- -- Franco Berriel, 2004
FH2226 10 144-180 - - - Franco Berriel, 2004
FH2561 | 13 | 240-348 - - - Franco Berriel, 2004
FH2535 4 146-158 - - - Franco Berriel, 2004
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Anexo 2
Lista de muestras de poblaciones silvestres analizadas. Para cada muestra se
exhiben las coordenadas geograficas y las localidades de colecta asi como

también el tipo de muestra.

Tipo de
Muestra Latitud Sur Longitud Oeste Localidad muestra
A23 262477 59243’ Argentina- Chaco tejido
A109 30°14° 60°47° Argentina- Santa Fé tejido
A200 26°12° 60°37" Argentina- Chaco tejido
A201 26°12° 60°37" Argentina- Chaco tejido
A202 26°12° 60°37" Argentina- Chaco tejido
A203 26°12° 60°37" Argentina- Chaco tejido
A447 26°47° 59°43° Argentina- Chaco tejido
A400 25°09° 59°35° Argentina- Formosa tejido
A402 25°09° 59°35° Argentina- Formosa tejido
A411 18°27° 52°36° Brasil- Chapada Do Sul tejido
A415 17°5° 51°26" Brasil- Rio Verde tejido
A427 23°11° 47°05° Brasil- Faisca, Araxa pelo
A428 23°117 47°05" Brasil- Araxa, Gaya pelo
A435 23°11° 47°05" Brasil- Franca San Pablo pelo
A410 23°11° 47°05" Brasil- Franca San Pablo tejido
A431 20°32° 47°217 Brasil- Belo Horizonte pelo
A436 20°32° 47°21° Brasil- Franca San Pablo tejido
A416 20°32° 47°21° Brasil- Franca San Pablo tejido
A441 26°12° 60°37" Argentina- Chaco sangre
A442 26°12° 60°37° Argentina- Chaco sangre
A444 27°49° 63°08" Argentina- Santiago del Estero sangre
A24 32°4° 58°06" Uruguay- Rio Negro tejido
A437 32°19° 54°06" Uruguay- Cerro Largo tejido
A438 32°19° 54°06" Uruguay- Cerro Largo feca
ABOL 1 13°47'24" 60°32°28° Bolivia- Mangabalito sangre
Bolivia- Parque Nacional Noel
ALECBE 14°33° 60°55" Kempff feca
Bolivia- Parque Nacional Noel
ACB 57 14°33° 60°55" Kempff feca
Bolivia- Parque Nacional Noel
Bl 56 14°33° 60°55" Kempff feca
Bolivia- Parque Nacional Noel
Bl 69 14°33° 60°55" Kempff sangre
Bolivia- Parque Nacional Noel
Bl 70 14°33° 60°55" Kempff feca
Bolivia- Parque Nacional Noel
Bl 66 14°33° 60°55" Kempff feca
Bolivia- Parque Nacional Noel
Bl 65 14°33° 60°55" Kempff feca
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ACB 3

ACB 4

ACB5

Bl 64

Bl 57

ACB 61

A

148.1499

Bl 71

ACB 6

Bl 55

ALHECBD

Bl 61

ACB 2

Bl 54

CB13

BI 53

ALHEF

ACB1

ALECBG

ALECBH

Bl 60

Bl 49

B1 50

AJW2

Bl 52

Bl 51

AJW1

AJW3
ALECBB

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°36”

14°33°

14°41°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°33°

14°31'26"

14°47"

14°47°

14°47°

14°47°

14°47°

14°47°

14°47°
14°47°

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°52°

60°55"

60°56"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°55"

60°44'24"

61°02°

61°02°

61°02°

61°02°

61°02°

61°02°

61°02°
61°02°

Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Parque Nacional Noel
Kempff
Bolivia- Meseta
Bolivia-El Refugio
Bolivia-El Refugio
Bolivia-El Refugio
Bolivia-El Refugio
Bolivia-El Refugio
Bolivia-El Refugio
Bolivia-El Refugio
Bolivia-El Refugio

feca

sangre

feca

feca

feca

feca

sangre

feca

sangre

feca

feca

feca

feca

feca

sangre

feca

feca

feca

feca

feca

feca

feca

feca

feca

feca

feca

feca

feca

feca
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Anexo 3

Lista de muestras de individuos en cautiverio. Para cada muestra se presenta el

zoolégico al que pertenece, el tipo de muestra y el sexo del animal.

Muestra Zoolbgico Tipo de muestra sexo
A405 Buenos Aires tejido macho
A406 Buenos Aires tejido macho
A408 La Plata tejido hembra
A409 Buenos Aires tejido hembra
A440 Buenos Aires sangre hembra
A412 San Pablo tejido hembra
A417 Zoo Riberao Preto- San Pablo sangre hembra
A418 Zoo Riberao Preto- San Pablo sangre macho
A419 Zoo Belo Horizonte sangre macho
A420 Zoo Belo Horizonte sangre hembra
A421 Zoo Belo Horizonte pelo hembra
A422 Zoo Belo Horizonte pelo macho
A423 Zoo Belo Horizonte pelo hembra
A424 Zoo Belo Horizonte pelo hembra
A425 Zoo Belo Horizonte pelo macho
A426 Zoo Belo Horizonte pelo hembra
A439 Praha-Rca Checa sangre hembra
A443 Krefeld- Alemania sangre macho

Front Royal- National Zoo, Smithsonian
114286 pelo
Institution macho
Front Royal- National Zoo, Smithsonian
114464 pelo
Institution hembra
Front Royal- National Zoo, Smithsonian
114749 sangre
Institution hembra
Front Royal- National Zoo, Smithsonian
114750 sangre
Institution macho
Front Royal- National Zoo, Smithsonian
114751 sangre
Institution hembra
Front Royal- National Zoo, Smithsonian
114752 sangre
Institution macho
A413 Africam Safari-Puebla pelo macho
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Anexo 4

Matriz de genotipos de las muestras de animales en vida libre. Cada columna

contiene los alelos para cada locus, la ausencia de datos por locus esta

representada por “000000”.

Muestra FH2140 | FH2137 | FH2535 | FH2848 | REN105 | PEZ19 FH2561 | FH2226 | FH2054 | REN169 | AHTK253
ABOL1 120120 | 226236 | 094094 | 236238 | 231231 | 197205 | 280318 | 138166 | 140144 | 198198 | 284284
A1489 120168 | 000000 | 094094 | 240240 | 227231 | 197197 | 300304 | 158158 | 140144 | 198198 | 284284
ACB1 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 197197 | 312312 | 000000 | 144144 | 000000 | 280280
ACB2 124132 | 242242 | 098098 | 236238 | 227229 | 197197 | 304304 | 158158 | 140144 | 198198 | 284284
ACB3 120124 | 000000 | 094098 | 234240 | 227231 | 197197 | 304308 | 156156 | 136140 | 198198 | 284290
ACB4 120124 | 000000 | 094094 | 240240 | 227231 | 197197 | 310310 | 158158 | 140140 | 198198 | 284284
ACB5 120124 | 000000 | 000000 | 000000 | OOOOOOC | OOOOOOC | OOOOOO | OOOOOO | 000000 | 198198 | 000000
ACB57 120120 | 000000 | 094094 | 240240 | 000000 | 000000 | 000000 | 158158 | 000000 | 198198 | 000000
ACB6 120168 | 000000 | 094094 | 240240 | 227231 | 000000 | 306306 | 000000 | 144144 | 198198 | 284284
ACB61 120168 | 236242 | 092092 | 240240 | 229229 | 197197 | 300300 | 158170 | 140144 | 198198 | 284284
Alw1 128128 | 000000 | 098098 | 000000 | 000000 | 197197 | 314318 | 138158 | 000000 | 000000 | 278278
AJW?2 124124 | 210230 | 000000 | 000000 | OOOOOO | OOOOOO | OOOOOO | 156166 | 000000 | 000000 | 000000
ALECBB 168180 | 222236 | 098098 | 230232 | 227227 | 197197 | 304304 | 158170 | 140144 | 198198 | 280280
ALECBE 120120 | 000000 | 094098 | 000000 | 000000 | 0OOOOO | OOOOOO | OOOOOO | 140140 | 000000 | 282282
ALECBG 000000 | 000000 | 094098 | 240240 | 000000 | 197197 | 304304 | 158158 | 136144 | 198198 | 284284
ALECBH 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 0OOOOCO | 0OOOOO | 308308 | 158158 | 140140 | 198198 | 280284
ALHECBD 124124 | 232232 | 000000 | 000000 | 000000 | 0OOOOOO | 000000 | 158170 | 130130 | 000000 | 284284
ALHEF 168168 | 230232 | 094094 | 238238 | 227227 | 197197 | 300304 | 158158 | 136140 | 198198 | 284284
BI49 120124 | 000000 | 000000 | 240240 | 000000 | 197197 | 310310 | 158158 | 132136 | 198198 | 284284
BI50 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 197205 | 000000 | 158158 | 140140 | 200200 | 284284
BI51 124132 | 000000 | 102102 | 000000 | 000000 | OOOOOO | OOOOOO | 170170 | O0OOOOO | OOOOOO | 276284
BI52 124128 | 218218 | 094094 | 234236 | 227229 | 000000 | 284322 | 140158 | 140140 | 198198 | 284284
BI53 154154 | 000000 | 094094 | 228230 | 000000 | 000000 | 000000 | OOOOOO | 000000 | 198198 | 000000
BI54 124172 | 000000 | 102102 | 236240 | 227229 | 000000 | 000000 | OOOOOO | OOOOOO | 198198 | 000000
BI55 124124 | 000000 | 094140 | 234234 | 000000 | 000000 | 252252 | 176176 | 152152 | 000000 | 290290
BI56 120120 | 000000 | 098098 | 238240 | 000000 | 000000 | 000000 | OOOOOO | 000000 | 198198 | 000000
BI57 120132 | 000000 | 112112 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 158158 | 000000 | 198198 | 000000
BI60 000000 | 000000 | 094102 | 236240 | 231231 | 197197 | 000000 | 158172 | 000000 | 198198 | 000000
Bl61 124124 | 000000 | 000000 | 226226 | 000000 | OOOOOO | 000000 | 156156 | 136144 | 198198 | 284284
Bl64 120132 | 000000 | 094098 | 236238 | 227231 | 197197 | 276300 | 158170 | 000000 | 198198 | 282282
BI65 120120 | 236236 | 094098 | 234234 | 227231 | 197197 | 000000 | 156156 | 144144 | 198198 | 284284
BI66 120120 | 000000 | 094094 | 000000 | 000000 | OOOOOO | OOOOOO | 158158 | 144144 | 000000 | 280286
BI69 120120 | 232236 | 094098 | 234240 | 227231 | 197197 | 000000 | 156156 | 000000 | 198198 | 284290
BI70 120120 | 236240 | 094098 | 236238 | 227227 | 000000 | 000000 | 158158 | 000000 | 198198 | 284284
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BI71 120168 | 236242 | 134138 | 238238 | 227227 | 197197 | 292292 | 158158 | 144144 | 198202 | 284296
CB13 128128 | 222222 | 130140 | 234238 | 231231 | 199199 | 278278 | 140158 | 000000 | 198198 | 284284
JW3 134134 | 000000 | 094102 | 000000 | 000000 | OOOOOO | OOOOOO | 144170 | 000000 | 198198 | 000000
A411 122132 | 222238 | 88094 232236 | 229229 | 199199 | 310322 | 162168 | 146146 | 200200 | 284284
A415 118132 | 226242 | 094094 | 232236 | 229233 | 199203 | 310322 | 158162 | 000000 | 200200 | 284284
A435 124130 | 218222 | 94094 238238 | 229231 | 199203 | 312326 | 158158 | 136146 | 200200 | 284284
A436 000000 | 000000 | 094102 | 230240 | 229229 | 000000 | 260312 | 158166 | 000000 | 200200 | 284284
A200 130182 | 222230 | 098098 | 234236 | 231231 | 201201 | 000000 | 144158 | 000000 | 200200 | 284284
A201 128182 | 226230 | 000000 | 234234 | 227227 | 000000 | 304318 | 158158 | 000000 | 200200 | 284284
A202 126132 | 234268 | 000000 | 232238 | 227227 | 000000 | 276326 | 158166 | 136136 | 200200 | 284284
A203 122136 | 234234 | 098102 | 232234 | 227229 | 000000 | 280318 | 158158 | 136148 | 200200 | 284284
A23 126134 | 000000 | 098102 | 232238 | 223231 | 000000 | 282282 | 158172 | 136146 | 200200 | 000000
A400 122122 | 216222 | 098098 | 236236 | 227227 | 000000 | 256322 | 158158 | 140146 | 200200 | 282284
A402 132182 | 220238 | 102102 | 234236 | 231233 | 000000 | 350350 | 158176 | 140146 | 200200 | 284284
A441 126132 | 228238 | 094102 | 232232 | 223231 | 203203 | 256272 | 158176 | 136140 | 200200 | 284284
A442 136136 | 214238 | 098098 | 232238 | 223231 | 199199 | 318318 | 144170 | 132136 | 200200 | 284284
A447 126132 | 234272 | 098102 | 232238 | 223231 | 203207 | 280342 | 158174 | 140146 | 200200 | 286288
A109 126136 | 226240 | 094102 | 236236 | 229229 | 000000 | 318328 | 144144 | 000000 | 200200 | 284284
A427 126128 | 230250 | 094098 | 238238 | 227241 | 000000 | 312318 | 158170 | 000000 | 200200 | 284284
A428 126132 | 220224 | 094094 | 238242 | 229233 | 203203 | 284296 | 158166 | 136136 | 200200 | 284296
A431 118122 | 222234 | 094102 | 238238 | 229229 | 203203 | 284284 | 140146 | 140146 | 200200 | 284284
A416 126132 | 238242 | 094106 | 240240 | 231231 | 199199 | 290312 | 158170 | 136140 | 200200 | 284288
A24 000000 | 000000 | 094094 | 240240 | 227227 | 203203 | 314320 | 166170 | 146146 | 200200 | 000000
A437 132174 | 230234 | 094102 | 236236 | 227231 | 197201 | 282324 | 158170 | 000000 | 200200 | 284284
A438 132132 | 230230 | 094094 | 236240 | 227229 | 199203 | 306306 | 140170 | 136136 | 200200 | 284284
Ad44 126136 | 226234 | 092100 | 234234 | 229229 | 000000 | 318326 | 166180 | 140146 | 200200 | 284296
A410 124170 | 232232 | 094098 | 236240 | 227229 | 201201 | 320320 | 162168 | 146146 | 200200 | 282284
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Anexo 5

Matriz de genotipos de animales en cautiverio. Cada columna contiene los

alelos para cada locus, la ausencia de datos por locus esta representada por

“000000”.
Individuo | FH2140 | FH2137 | FH2328 | FH2535 | FH2848 | REN105 | PEZ19 FH2561 | FH2226 | FH2054 | REN169 | AHTK253
A405 126126 | 230268 | 253267 | 094102 | 236236 | 227227 | 203203 | 316318 | 140158 | 136140 | 200200 | 288296
A406 126186 | 220220 | 000000 | 000000 | 000000 | 227227 | 000000 | 284284 | 140158 | 136136 | 200200 | 284284
A408 126186 | 230268 | 253271 | 098102 | 236238 | 227231 | 199203 | 000000 | 176176 | 136136 | 200200 | 284288
A409 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 232242 | 229231 | 000000 | 284288 | 158172 | 000000 | O0OOOO | 000000
A440 124124 | 220230 | 267271 | 094102 | 232236 | 227227 | 199203 | 286296 | 140158 | 136140 | 200200 | 284288
A412 122124 | 228238 | 259275 | 092100 | 228232 | 233235 | 199199 | 262322 | 140180 | 136140 | 200202 | 284296
A417 122126 | 212242 | 241245 | 092098 | 236240 | 227229 | 000000 | 260316 | 162170 | 132140 | 200200 | 284284
A418 122126 | 212246 | 245267 | 098106 | 238238 | 227227 | 199199 | 260312 | 158166 | 132146 | 200200 | 284284
A419 118130 | 222234 | 237245 | 094102 | 236240 | 229241 | 203203 | 326356 | 166170 | 140146 | 200200 | 284284
A420 122128 | 222234 | 241275 | 094102 | 230238 | 229229 | 000000 | 288306 | 158170 | 140146 | 200200 | 284284
A421 126166 | 238240 | 259259 | 098102 | 232236 | 229233 | 201201 | 262328 | 172172 | 000000 | 200200 | 284300
A422 120128 | 226234 | 237241 | 094102 | 230240 | 229229 | 000000 | 288306 | 158170 | 146146 | 200200 | 284284
A423 122126 | 226240 | 241241 | 094102 | 232240 | 229233 | 201201 | 000000 | 158172 | 000000 | 200200 | 284284
A424 128166 | 234242 | 241259 | 092100 | 232240 | 233233 | 000000 | 288328 | 168172 | 140146 | 200200 | 284284
A425 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 236236 | 227227 | 000000 | 318328 | 158172 | 146146 | 200200 | 284296
A426 122132 | 200246 | 000000 | 098098 | 236236 | 229229 | 201201 | 258326 | 158166 | 000000 | 200200 | 284284
A439 126136 | 230264 | 267271 | 094102 | 234240 | 233241 | 000000 | 000000 | 158158 | 136140 | 200200 | 284296
A443 120138 | 234264 | 263267 | 098102 | 234234 | 229241 | 199203 | 276316 | 158158 | 132136 | 200200 | 284284
114286 120124 | 228232 | 271271 | 094102 | 236236 | 229239 | 000000 | 000000 | 152158 | 000000 | 198198 | 284284
114464 120124 | 208208 | 267271 | 102104 | 236238 | 229229 | 000000 | 330330 | 138166 | 000000 | 198198 | 284284
114749 120120 | 208228 | 267271 | 102104 | 236238 | 229229 | 201201 | 312330 | 138158 | 140148 | 198198 | 284284
114750 120124 | 208228 | 271271 | 094104 | 236236 | 229229 | 000000 | 000000 | 158166 | 140144 | 198198 | 284284
114751 112124 | 208228 | 271271 | 102102 | 000000 | 000000 | 201201 | 000000 | 000000 | 132140 | 198198 | 284284
114752 120124 | 208232 | 271271 | 094104 | 236236 | 229239 | 197201 | 312330 | 000000 | 000000 | 198198 | 284284
A413 126132 | 242260 | 271275 | 094102 | 234234 | 227229 | 203203 | 316332 | 140166 | 000000 | 200200 | 284294
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RESUMEN

El aguard guazu es el canido mas grande de Sudamérica, categorizado como cercano a la
amenaza por la UICN. En Uruguay ocurrieron dos episodios de caza furtiva de ejemplares machos
adultos, uno en Rio Negro y otro en Cerro Largo. El objetivo de este trabajo fue confirmar la
presencia de aguard guazu en dos localidades del Uruguay (Departamentos de Cerro Largo y Rio
Negro) y caracterizar los niveles de variabilidad genética de la especie en nuestro pais utilizando
marcadores moleculares. Se analizaron las muestras de ejemplares cazados y una feca colectada
en el sitio de caza de Cerro Largo. Fueron amplificados fragmentos de ADN mitocondrial (Cit b y D-
loop). Las muestras de Cerro Largo fueron genotipadas para nueve loci de microsatélites. El ADN
fecal fue sexado con cebadores especificos para Canidae. Los resultados obtenidos indican que la
especie retiene diversidad génica ya que cada individuo analizado representd un haplotipo
diferente para el fragmento de D- loop. El andlisis del ADN fecal revelé que en la dieta del ejemplar
estaban incluidos restos ovinos y que pertenecia a un individuo aguara guazi macho. Las
muestras de Cerro Largo comparten al menos un alelo para cada uno de los loci microsatelitales
analizados, siendo posible la presencia de un grupo familiar en Cerro Largo.

Palabras clave: ecologia molecular, genética de la conservacion, muestreo no invasivo.

ABSTRACT

Documenting maned wolf (Carnivora, Mammalia) occurrence in Uruguay. The maned wolf is the
largest South American canid species and is categorized as Near Threatened in the IUCN Red List. In
Uruguay two adult males were illegally hunted, one in Rio Negro and the other in Cerro Largo.The aim of
this study was to characterize the levels of genetic variability of maned wolf in Uruguay using molecular
markers and to confirm their presence in Cerro Largo and Rio Negro using non-invasive genetic
technigues. Samples from illegally hunted animals and a faeces collected in the Cerro Largos
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poaching locality were analyzed. Mitochondrial DNA fragments were amplified (Cit b and D- loop).
The Cerro Largo samples were also genotyped for nine microsatellite loci. Faecal DNA was sexed
using primers designed for Canidae. Our results revealed a higher genetic diversity than expected
because each sample analyzed showed a different haplotype for D-loop. Faecal analysis revealed
that sheep remains were included in the animal diet and sexing markers revealed that the maned
wolf was a male. Cerro Largo samples share at least one allele in every one of the microsatellite
loci used. This suggests that the animals that we screened from Cerro Largo may be members of a
family group.

Key words: molecular ecology, conservation genetics, non invasive methods.

INTRODUCCION

El aguara guazu (Chrysocyon brachyurus) es el canido méas grande de América del Sur
(Dietz, 1985). La distribucidén geogréfica de la especie abarca regiones de Argentina, Bolivia,
Brasil, Paraguay, Peru y Uruguay. Debido a presiones antropogénicas se han documentado
cambios en su rango de distribucion geografica ocurriendo una reciente expansién
poblacional en el limite este y una gran retraccion especialmente en su limite sur (Cunha de
Paula et al., 2008; Queirolo et al., 2011).

En la actualidad, se ha identificado que el principal riesgo para su conservacion es la
drastica reduccion de los ambientes naturales adecuados para la supervivencia de sus pobla-
ciones, siendo categorizada por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) como “Cercana a la amenaza” (Cunha de Paula et al., 2008; IUCN, 2008).

En 1989 en Uruguay fue registrado un episodio de caza furtiva de un ejemplar macho
adulto en el departamento de Rio Negro (Mones & Olazarri, 1990; Mannise et al., 2011). Por
otro lado, se han encontrado huellas caracteristicas de la especie en el departamento de
Rocha (Prigioni & Sapa, 2003). Posteriormente en el 2006, en el departamento de Cerro
Largo, se reporto otro episodio de caza furtiva (Mannise et al., 2011; Queirolo et al., 2011).

Las técnicas de genética molecular son ampliamente utilizadas para abordar cuestiones
elusivas en biologia de la conservacion y ecologia del comportamiento (Taberlet et al., 1999).
La posibilidad de identificar individuos, sexo y especie utilizando marcadores moleculares a
partir de muestras colectadas de forma no invasiva (ej: fecas), ofrecen un amplio potencial
(Piggott & Taylor, 2003). En estudios que utilizan este tipo de muestreos, generalmente se
realizan andlisis con ADN mitocondrial para determinar la especie y ademdas analizar las
relaciones filogeograficas. A su vez el empleo de marcadores moleculares nucleares permite
obtener otros niveles de resolucién para efectuar la identificacion individual (loci de
microsatélites) y sexaje (marcadores presentes en cromosomas sexuales) de la muestra
(Taberlet et al., 1999; Waits & Paetkau 2005).

El ADN mitocondrial en mamiferos es una molécula pequefia, circular, de aproximadamente 16
000 pb cerrada, heredada por via materna (Avise et al., 1987). Cada célula contiene entre 10 y
2500 copias del genoma mitocondrial, lo cual facilita su amplificacion (Kohn & Wayne, 1997). Las
secuencias de ADN mitocondrial tienen una tasa de mutacion diez veces mas rapida que
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los genes nucleares, particularmente su regidn control no codificante (D-loop) (Ryder &
Fleischer, 1996). La amplificacion de la region control permite desarrollar analisis de
variabilidad poblacional, determinar unidades de manejo y desarrollar estudios filogeograficos
(Kohn & Wayne, 1997). Es de importancia primaria el diagndstico de especies y la
determinacién de relaciones interespecificas para biologia, ecologia, evolucién, sistematica,
manejo de la biodiversidad, conservacion y estudios forenses (Tobe et al., 2009). Para
realizar la identificacion taxondmica es apropiado amplificar una seccién del gen citocromo b
(Cit b) (Gonzalez, 2005; Tobe et al., 2009).

En estudios de conservacion de especies amenazadas el ADN mitocondrial se ha utilizado para
identificar sets de poblaciones evolutivamente divergentes, incluyendo la resolucién de Unidades
Evolutivas Significativas (ESUs); asi como también para evaluar desde una perspec-tiva evolutiva
0 filogenética la conservacion de areas 6 poblaciones (Moritz, 1994). Un pre-requisito para el
manejo de la biodiversidad es la identificacion de poblaciones con historias evolutivas
independientes, tales agrupamientos son categorizados como especies, subespecies 6 ESUs
(Moritz, 1994). Siguiendo lo establecido en la Convencion de la Biodiversidad de Rio, poblaciones
genéticamente divergentes son reconocidas de manera apropiada como unidades de conservacion
(Moritz, 1994). Una aplicacion genética muy simple pero altamente poderosa y practica es definir
Unidades de Manejo (MUs), las cuales representan poblaciones demograficamente
independientes, que son diagnosticadas como tales presentando divergen-cia en sus frecuencias
alélicas (Moritz, 1994; 1999). Las Unidades de Manejo son los compo-nentes ecoldgicos de las
Unidades Evolutivas Significativas (ESUs) (Moritz, 1999). Las ESUs representan un mayor
elemento de diversidad dentro de especies siendo de interés para la conservacion (Moritz, 1999).
Ambos aspectos no deben ser considerados como entidades separadas cuando se busca
conservar la mayor Unidad Evolutiva Significativa (Moritz, 1999).

Los microsatélites son marcadores genéticos nucleares de locus simple, con herencia
mendeliana, que consisten en repetidos en tdndem de secuencias entre dos y seis pares de
bases de largo (Zane et al.,, 2002). Dado que presentan una elevada variabilidad
intraespecifica son utilizados para analizar las relaciones de parentesco entre individuos
(Lacey et al.,, 1999; Lacey et al., 2000). Si bien no se han aislado loci de microsatélites
especificos para aguara guazu, diversos estudios en dicha especie utilizan loci hipervariables
que fueron aislados para perro domeéstico (Lion et al., 2007; Salim et al., 2007; Da Fontoura-
Rodrigues et al., 2008; Lion et al., 2011).

Dentro de los marcadores nucleares, encontramos aquellos ubicados en los cromosomas
sexuales. El gen denominado ZFX ubicado en el cromosoma X y el ZFY ubicado en el
cromosoma Y, codifica para la proteina con dedos de zinc, que cumple una funcién de
regulacion génica pero que ha sido ampliamente utilizada para el sexaje de zorros (Ortega et
al., 2004).

El objetivo de este trabajo fue el de caracterizar mediante marcadores moleculares, ejem-
plares de aguara guazu registrados en Uruguay.

MATERIAL Y METODOS

Muestras
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Las muestras procedentes de animales cazados se encuentran depositadas en la
coleccion del Museo Nacional de Historia Natural (MNHN). Se extrajeron muestras de tejidos

de los ejemplares cazados en Rio Negro en 1989 (32035’45”8; 58°08'46” O) y Cerro Largo en
el 2006 (32014’43“8; 54°03'30” 0). Ademas en esta Ultima localidad se colecté una feca dias

después del episodio de caza, la misma se mantuvo refrigerada por cuatro dias y luego
conservada en alcohol.

Extraccién de ADN y Amplificacion

Las extracciones de ADN para tejidos fueron realizadas siguiendo el protocolo de Medrano et
al. (1990), mientras que para la extraccion del ADN fecal se realiz6 utilizando el kit de
DNeasy®Tissue (QIAGEN, Hilden, Germany), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.

Posteriormente cuantificamos y observamos la pureza del ADN extraido midiendo su
absorbancia mediante espectofotometria UV/Vis (Nanodrop 1000).

Para efectuar la caracterizacion genética amplificamos fragmentos del gen de Cit b (Irwin
et al., 1991) y de D-loop de ADN mitocondrial (Franco Berriel, 2004).

Para efectuar el sexaje de la muestra de ADN fecal utilizamos cebadores especificos
desarrollados para Canidos que amplifican un fragmento del gen ZFX-ZFY (Ortega et al.,
2004). Amplificamos dicho fragmento mediante PCR en Tiempo Real (RT-PCR) y analizamos
los patrones de las curvas de desnaturalizacién o melting mediante el canal de HRM (High
Resolution Melting) para la asignacion del sexo de la muestra (Repetto et al., en revision).
Mediante esta técnica, en las hembras se espera observar una Unica curva de amplificacion
(Zfx-Zfx) mientras que en los machos se obtendria un patrén de dos curvas de amplificacion
(Zfx-Zfy) (Repetto et al., en revision).

Con la finalidad de determinar la posible relacion de parentesco entre las dos muestras de
Cerro Largo analizamos nueve loci de microsatélites (FH2226, FH2535, FH2140, PEZ19,
FH2137, FH2848, FH2328, REN169, FH2054) que fueron disefiados para perro doméstico
(Francisco et al., 1996; Mellersh et al., 2000). Para su empleo desarrollamos un protocolo
para la reaccion y termociclado de PCR en base a Franco Berriel (2004), Mellersh et al.
(2000) y Francisco et al. (1996).

Andlisis de secuencias y genotipificacion con loci de microsatélites

Las secuencias que obtuvimos para los marcadores mitocondriales fueron analizadas y se
asignaron haplotipos con el software Mega.5 ® (Tamura et al., 2011). A su vez efectuamos,
con la aplicacion “Blast Search”, la comparacién de las secuencias obtenidas con la base de
datos del Genbank.

Los productos amplificados de loci de microsatélites fueron corridos en gel microcapilar y
genotipificados con el software GenMarker V1.75® (Softgenetics).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la especie y relaciones filogenéticas

El analisis que realizamos de los fragmentos de D-loop amplificados con cebadores
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especificos para aguara guazu revelo la presencia de tres haplotipos diferentes para la especie.
Sin embargo, las secuencias de Cit b obtenidas de los animales cazados evidenciaron que las
muestras de tejidos tenian el mismo haplotipo. Mientras que la secuencia del fragmento de Cit b
obtenida del ADN fecal y amplificada a partir de cebadores universales para mamife-ros, fue
determinada por “Blast Search” como perteneciente a Ovis aries. Este hallazgo est4d en
concordancia con los diferentes estudios de dieta donde se menciona que seria una especie
omnivora que eventualmente podria consumir otros vertebrados y carrofia (Dietz, 1984; Rodrigues,
2002; Queirolo & Motta-Junior, 2007; Trovati, 2009).

Estas herramientas moleculares permiten estimar a partir de ADN fecal, de manera

cualita-tiva, items presentes en la dieta a través de la amplificacion por PCR con cebadores
especifi-cos y/o universales (Valentini et al., 2009).

Sexaje

Mediante la comparacion de la curva de metling obtenida para el ADN fecal con muestras de
sexo conocido, se determind que pertenecia a un ejemplar macho (Fig. 1). De esta manera, las
muestras de Cerro Largo pertenecen a dos individuos machos, con diferente origen materno.

Genotipificacidn con loci de microsatélites

Mediante la comparacion de los dos genotipos de los ejemplares de Cerro Largo, se pudo
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Fig. 1. Patron de curvas obtenido para la muestra de ADN fecal, la cual exhibe un pico a 83,75°C y otro a
85,2°C. En la parte superior se observan los controles positivos y . Los presentan dos picos: a 83,75°C
representa aquel fragmento presente en el cromosoma sexual Y, a 85,2°C que representa a la copia en el
cromosoma sexual X. Las presentan un Unico pico a 85,2°C presente en el cromosoma sexual X.
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Tabla 1. Se muestran los alelos para cada loci de microsatélite utilizado, aquellos alelos compartidos se
encuentran marcados con un asterisco (*).

Loci FH2226  FH2535 FH2140 Pez 19 FH 2137 FH2848 FH2328 REN169 FH2054

Individuo
’ 158 170* 94* 94* 134* 174 197* 207* 278* 288 293* 299 363 373* 199* 199* 62* 72
cazado

Feca 140 170* 94* 102 122 134* 197* 207* 276 278* 293* 303 373* 403 199* 199* 62* 62*

observar que para cada loci de microsatélite analizado, ambas muestras comparten por lo
menos un alelo (Tabla 1).

Los resultados con los fragmentos de D-loop y ZFX revelaron que las muestras de Cerro
Largo pertenecen a dos individuos machos con diferente origen materno, por lo que se
descarta que sean hermanos. Dado que las dos muestras de Cerro Largo comparten al
menos un alelo para cada loci de microsatélites, nos permite plantearnos la hipétesis de que
éstas podrian tener una relacion de parentesco padre-hijo. Dicha relacién podra ser verificada
mediante el calculo del coeficiente de parentesco, para lo cual se necesitan datos de las
frecuencias alélicas en un nimero mayor de muestras.

CONCLUSION

Los marcadores moleculares empleados demostraron ser eficientes para determinar en forma
confiable y repetible, la presencia en Uruguay de este céanido vulnerable y elusivo. Los resultados
presentados en este trabajo revelan que la especie retiene diversidad génica ya que cada individuo
analizado representd un haplotipo diferente para el fragmento de D- loop. A su vez, serian
consistentes con la presencia de un grupo familiar de aguara guazi en Cerro Largo.
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