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RESUMEN

El zorro de monte (Cerdocyon thous) habita en el territorio uruguayo, siendo una
especie generalista de amplia distribucién en nuestro pais. Las técnicas de genética son
una herramienta muy util para realizar estudios poblacionales. Dentro de estas
herramientas moleculares, los microsatélites son secuencias de ADN repetidas en tdndem
que por ser hipervariables permiten responder preguntas a nivel ecolégico. Sin embargo,
las regiones que flanquean estas secuencias se mantienen conservadas en especies
filogenéticamente relacionadas, es asi que se pueden ajustar las condiciones para
amplificar en reacciones de PCR, muestras de zorro utilizando cebadores disefiados para
perro doméstico.

Los objetivos de este trabajo son: establecer las condiciones para la amplificacién
en PCR de multiplex de microsatélites en muestras de zorro utilizando cebadores
disefiados para perro doméstico, encontrar un set de microsatélites suficientemente
polimérfico para realizar estudios poblacionales en Cerdocyon thous, y analizar un
conjunto de muestras de zorro de monte tomadas del territorio uruguayo.

Se caracterizé un set de 8 microsatélites suficientemente polimérfico para realizar
analisis poblacionales. El contenido de informacién polimdrfica fue alto (PIC=0,75) y los
valores de probabilidad de no exclusidn resultaron aceptables para realizar estudios de
parentesco y de identificacion individual (NE-1P=0,007; NE-2P=0,00034;NE-PP=1x10"®;
P(o)) fue 2,4 x107°.

Se analizé un conjunto de 36 muestras con este set, resultando estar el conjunto
en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se analizé si existia algun grado de estructuracion
poblacional, concluyendo que el conjunto forma parte de una sola poblacién. Existe un
pequefio grado de endogamia (Fis=0,123). Se calculé el nimero efectivo poblacional,
estimado en 715 individuos activamente reproductivos.

Se concluyd que el set de microsatélites es adecuado para realizar estudios
poblacionales en zorro de monte, pero se recomienda aumentar el nimero de muestras
para obtener resultados mas ajustados a la realidad de esta especie en nuestro pais.



INTRODUCCION

Situacion actual de la biodiversidad

Uno de los principales desafios globales que debe afrontar el hombre moderno, es
la colosal pérdida de biodiversidad que esta afectando el planeta (Brazeiro et al. 2008).
Esta pérdida tiene como consecuencia un descenso de los beneficios que los ecosistemas
brindan a los seres humanos (servicios ecosistémicos), como por ejemplo: regulacién del
clima, fertilidad del suelo y ciclos biogeoquimicos (Benayas et al. 2009). Es por esto que es
importante tomar medidas para la conservacidn de las dreas naturales, estableciendo
planes de manejo de fauna y flora asi como la implementacién de areas protegidas (Lee &
Jetz 2008). Uruguay no queda exento de esta situacion y cada vez mas sufre la alteracién y
pérdida de habitats naturales y biodiversidad (Brazeiro et al. 2008).

Dados los recursos limitantes para la conservacion, es crucial identificar areas
prioritarias para su proteccion, asi como también analizar la conectividad funcional del
territorio total. Para esto es importante conocer la historia de vida y los habitos, asi como
también realizar el estudio de la estructura poblacional de especies con una amplia
distribucién en nuestro pais (Caro et al. 2004).

Aportes de la ecologia molecular

En las Ultimas décadas se ha desarrollado una nueva disciplina que une la ecologia
con la genética, llamada ecologia molecular, la cual responde a las preguntas de la
ecologia mediante el uso de métodos moleculares (DeYoung & Honeycutt 2005).

La informacién genética constituye una fuerte herramienta para la ecologia y el
manejo de vida salvaje, especialmente si se la combina con la etologia y biogeografia. Se
pueden definir unidades de manejo, identificar individuos, sexo, especie, incluso analizar
patrones demograficos asociados a la expansion o reduccién de poblaciones. La ecologia
molecular en asociacién a métodos de muestreo no invasivo es muy eficiente para el
estudio de aspectos eco-etoldgicos en animales elusivos, nocturnos y en baja densidad
poblacional. Esta herramienta permite también la observacién de patrones de hibridacién
entre especies, flujo génico, sistemas de apareamiento, tamafio efectivo de una
poblacion, y viabilidad poblacional (DeYoung & Honeycutt 2005).



Microsatélites

Un poderoso marcador molecular para responder a las preguntas de la ecologia
son los microsatélites. Estos son secuencias de ADN repetidas en tdndem de 2 a 6 pares de
bases de largo, siendo muy abundantes en los genomas de diversos taxones (Zane et al.
2002). Esta herramienta brinda la posibilidad de utilizar ADN extraido por métodos no
invasivos como fecas y pelo (Taberlet et al. 1999). Su relativa neutralidad ante la seleccién
natural y su alta tasa de mutacidn, junto con los altos niveles de variabilidad que
presentan, permiten responder preguntas a una escala (ecolégica) temporal mas fina que
otros marcadores moleculares (Maudet et al. 2002).

Los loci de microsatélites son facilmente tipificables por PCR, aunque para la
mayoria de las especies no se han desarrollado cebadores para amplificar los
microsatélites (Zane et al. 2002). Una alternativa a este problema es utilizar cebadores
disefados para especies filogenéticamente relacionadas. La amplificacidn cruzada de
microsatélites se puede realizar debido a la existencia de regiones conservadas, que
flanquean la region hipervariable, sobre las cuales se disefian los cebadores (Cosse et al.
2007; Galan et al. 2003; Mannise et al. 2011; Maudet et al. 2002). De esta forma es
posible caracterizar un set de microsatélites para una especie, a partir de cebadores
desarrollados para estudios de microsatélites en otra especie filogenéticamente
relacionada, para luego realizar andlisis ecoldgicos de poblaciones.

Es importante que la cantidad de loci utilizados para el analisis no sea ni muy baja
(puesto que carece de poder informativo suficiente) ni muy alta (puesto que aumentaria
el error de los resultados). Se busca encontrar el minimo nimero de microsatélites que
permitan resolver con buena confiabilidad las preguntas que se busca responder acerca
de una poblacién.

Antes de hacer estudios de ecologia molecular que permitan proponer unidades de
conservacion y pautas para el ordenamiento territorial, es necesario determinar una
metodologia para el analisis genético de las especies.



Zorro de monte (Cerdocyon thous)

En este trabajo se busca caracterizar un set de microsatélites y las condiciones para
su amplificacidén, que permita estudiar una especie en particular, Cerdocyon thous,
también conocido como zorro de monte, zorro perro, zorro cangrejero, zorro de patas
negras, zorro sabanero, cachorro do mato, aguara-i.

Este cdnido de estatura mediana, que pesa entre 4-7kg, puede ser reconocido por
tener el lomo marrdn negruzco, los flancos gris-marrén, la cara y la parte lateral de las
patas rojizas, y el cuello y el abdomen gris blancuzco. Las puntas de las orejas, la parte
posterior de las patas y la regién entre las mandibulas son negras (Berta 1982), (Figura 1).

Figura 1: Ejemplar de Zorro de monte donde se puede apreciar caracteristicas morfolégicas de la
especie y coloracion.

Tiene la distribucidn mas amplia entre los zorros de Sudamérica (Bueno & Motta-
Junior 2004), que abarca el norte y este de Sudameérica (Juarez et al. 2002), se encuentra
presente en el territorio uruguayo (Figura 2). Se lo asocia con ambientes muy variados, se
lo considera una especie de habitos generalistas (Goulart et al. 2009). Entre los ambientes
gue habita se encuentra la pradera, la sabana, el bosque lluvioso, el chaco, y el cerrado
(Emmons & Feer 1999).



Figura 2: Mapa del continente Sudamericano donde se marca el rango de distribucion de Cerdocyon
thous. Tomado de Wikipedia.

El zorro de monte puede vivir en pequefios grupos de 2 a 6 individuos, con
densidades estimadas de 1 individuo por km? en regiones secas (MacDonald & Courtenay
1996), hasta 6 individuos por km? en ecosistemas hiimedos (Eisenberg et al. 1979). Su
ambito hogar puede variar entre 200 a 600ha. Son territoriales (Medel 1988; Juarez et al.
2002), se considera que puede ocurrir solapamiento entre individuos en un 10% de su
area de accion (Maffei & Taber 2003).

Son animales mondgamos, es decir que se mantienen con la misma pareja, hasta la
muerte de alguno de los dos. Se estructuran en unidades sociales de un par monégamo
asociado a sus crias (Cabrera 2007; Moehlman 1986). Se los puede observar en parejas o
solos, pero en el segundo caso siempre la pareja se encuentra a una distancia cercana
(MacDonald & Courtenay 1996).



Figura 3: Pareja de zorros de monte.

Se reproducen una vez al afio, y la lactancia dura tres meses aproximadamente,
luego los cachorros se mantienen cercanos a sus padres por lo menos durante 3 meses
mas, para luego ir a buscar pareja y ocupar un territorio cercano al de los parentales
(MacDonald & Courtenay 1996).

Su periodo de actividad es principalmente nocturno, sale a cazar al caer la noche
hasta la mafiana (Maffei & Taber 2003).

En lo que respecta a su dieta, es omnivoro y generalista. Se adapta facilmente a las
caracteristicas del ambiente. Puede alimentarse de pequefios mamiferos, aves, reptiles,
insectos, y frutos. En épocas secas consume mucho mas insectos, y en épocas hiumedas,
frutas (Bueno & Motta-Junior 2004). Es por esto que es considerado un gran dispersor de
semillas, puesto que no tiene adaptaciones especiales para digerir las semillas, éstas
pasan por el tracto digestivo y son expulsadas intactas (Juarez et al. 2002). Otro estudio
realizado en la Reserva de Bidsfera Bafiados del Este, sugiere que los zorros dispersan las
semillas de las palmeras butid (Butia capitata) y pindé (Syagrus romanzoffiana) en
promedio 1km (Alonzo-Paz et al. 1995; Rodriguez-Mazzini & Molina 2000).

El zorro de monte es probablemente el depredador més abundante en muchos de
los ecosistemas terrestres del Uruguay, su presencia indica la presencia de sus presas



como son ratones, aves, reptiles, anfibios e insectos (Alonzo-Paz et al. 1995).Estas
caracteristicas determinan que el zorro de monte juegue un rol ecolégico importantisimo,
tanto como regulador de las comunidades vegetales, asi como de poblaciones de micro
mamiferos.

La determinacion de una metodologia para el andlisis de microsatélites de la o las
poblaciones de Cerdocyon thous en Uruguay, es clave para poder trabajar con esta especie
en nuestro pais. En este trabajo se pretende encontrar un set de microsatélites adecuado
para estudiar esta especie y también realizar un primer acercamiento al estado genético
de C.thous en Uruguay.

Los estudios de ecologia molecular de las diferentes especies de animales y de
plantas proveen de una importante informacidn para analizar el estado de conectividad
funcional de los paisajes, lo que permite proponer unidades de conservacién y pautas
para el ordenamiento territorial, que resultan en un aporte para la preservacion del medio
ambiente y los servicios ambientales que la naturaleza brinda y que son imprescindibles
para los seres humanos
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HIPOTESIS

1) Los cebadores de microsatélites desarrollados para perro doméstico (Canis lupus
familiaris) amplifican productos heterdlogos en Cerdocyon thous.

2) El set de microsatélites seleccionado es suficientemente polimorfico para realizar
analisis de ecologia molecular en zorros del Uruguay.

3) Existe estructuracién genética en la poblacién de C.thous uruguaya.

OBJETIVOS

1) Amplificar microsatélites en muestras de Cerdocyon thous a partir de cebadores
disefiados para perro doméstico.

2) Establecer las condiciones de PCR en multiplex.

3) Encontrar un set de microsatélites suficientemente polimodrfico para realizar
estudios poblacionales en zorros del Uruguay.

4) Andlisis de un conjunto de muestras de zorro de monte tomadas en el territorio
Uruguayo.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron muestras de ADN tanto de tejidos como de fecas del banco de ADN
del Departamento de Biodiversidad y Genética del Instituto de Investigaciones Clemente
Estable (IIBCE).

Se realizaron extracciones de ADN de tejidos y pelos, siguiendo el protocolo de
Medrano (1990) con modificaciones (Gonzalez et al. 1998; Mannise et al. 2012) (Anexo 1).
Luego se realizaron diluciones para lograr obtener una concentracion cercana a 50 ng/uL
de ADN de cada muestra.

Selecciéon de loci

Se utilizaron cebadores desarrollados para especies de perro doméstico, que
hubieran sido utilizados con éxito en zorro de monte (Da Fontoura-Rodrigues et al. 2008) y
Aguara guazu (Mannise et al. 2012) (Tabla 1).Los cebadores forward estaban marcados
con fluorescencia. Fueron testeados en 5 muestras de zorro de monte, pertenecientes a
diferentes poblaciones, en reacciones simples de un locus por PCR.
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Tabla 1: Listado de los cebadores testeados en este trabajo, se detalla el nombre del locus, la secuencia, el
motivo repetido, el tamarfio esperado en pares de bases (pb), el tipo de fluorocromo y la temperatura de
anidamiento del cebador (Ta).

Motivo d Tamafio Fl
Locus Secuencia del cebador otivo de esperado uore ) 1, (*C)
Repetidos en pb cromo

F&E-CTCAAAGGCGTTCTTTCCAG- 37 ) )
AHTKZ243 Dinucleotido 146 FAM 60
RE-GCACATGGAGGACAAGCAC- 37

FE-TCCTCCTCTTCTTTCCATTG-3' )
FH2001 Tetranucleotide 131 NED 58
RE-TEAACAGAGTTAAGGATAGACALC-3

FR-CTAAGTGEEGEAGCCTCCTCT-3 )
FH2004 Tetranucleotide 237 NED 58
RE-ACTGTGACCTACTGAGG TTGCA-3

FR-AAATEEAACAGTTGAGCATGE-3
FH2010 Tetranucleotide 228 FAM 59
RE-CCCCTTACAGCTTCATTTTCCS-3

FR-TTGCTTIACCGETTCATTTATT-3 )
FH2018 Tetranucleotide 149 VIC 58
RE-GAGCCTGCTTCTCCCTCTS-3

FR-GCCTTATTCATTGCAGTTAG-2" )
FH2054 Tetranucleotide 151 HEX 60
RE-ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC-27

FR-CCCTCTGCCTACATCTCTGEC-3 )
FH2083 Tetranucleotide 17 FAM 58
RE-TAGGGCATGCATATAACCAGC-3

FR-CACTEEEAGTEEAGACTG-2' )
FH2132 Tetranucleotide 272 VIC 60
RE-TECACAGCCAACTAGAGGTGE-3

FR-GCAGTCCCTTATTCCAACATS-2 )
FH2137 Tetranucleotide 185 TET 58
RE-CCCCAMGTTTTGCATCTETT-3

Fo-GEEEAAMGCCATTTT TAALS-F )
FH2140 Tetranucleotide 146 FAM 58
RE-TRACCCTCTEGGECATCTAGG-3

FR-GEACTACCCCATTGCATTTS- )
FH2226 Tetranucleotide 205 HEX 58
RE-GAATCEAGTCCCATATOGGEE-T

Fo-ACCAGGTAGTTTTCAGAAATGE- 3 )
FH2328 Tetranucleotide 200 FAM 58
RE-AGTTATGEGEACTTGAGGCTG-3

FR-GTCATTGACAGACTACASATCTCC-3 )
FH2535 Tetranucleotide 145 HEX 58
RE-ACAGACTTGCAGTATTTTGTCTG-3

FE-TEGCTCAAGGTTGAATARATATGC- _
FH2561 Tetranuclectide 283 TET 58
RE-TTTATGECCTGTGGEGECTC-

FR-CAAAACCAACCCATTCACTC- 3 ] )
FH2843 Dinucleotido 237 HEX 58
RE-GTCACAAGGACTTTTCTCCTG

FR-GACTCATGATGTTGTGTATC-2 )
Pez19 Tetranucleotido 200 FAM 58
RE-TTTGCTCAGTEGCTAAGTCTC-2

Fo-GRAATCAAMAGCTGGCTCTCT- 3
REM105L03 Dinucleatido 251 FAM 58
RE-GAGATTGCTGCCCTTTTTACE- ¥

F&- AGTEGEGTTTGCAAGTGGALC- 3
REMN165D01 Dinucleatido 208 FAM 60
RS- AATAGCACATCTTCCCCACG-Z




La reaccién de PCR contenia 50 ng de ADN, 0,5 pM de cada cebador, y 5 uL de PCR
Platinum Multimix, se adiciond agua hasta completar el volumen final de 10ulL. Las
condiciones de termociclado fueron 952C durante 2 minutos, luego 35 ciclos de: 952C por
30 segundos, 602C por 90 segundos y 722C por 50 segundos, y finalmente 602C durante 30
minutos.

Para comprobar la amplificacion se realizé una electroforesis en gel de agarosa al
2% (Invitrogen), utilizando TBE como buffer, tefiido con Goodview, donde se corrieron4 pL
de cada uno de los productos del PCRy 3 uL de una escalera de 50pb de ADN como escala.
El tiempo de corrida fue de 120 min. a 120 Vy 60 mA. Se comparé la distancia migrada por
cada banda, con la escalera de 50pb, esto a su vez se compard con el tamafo esperado
para cada locus recogido de Da Foutoura-Rodriguez et al. (2008) y Manisse (2013) (Figura
4).

Figura 4: Ejemplo de una electroforesis en gel de agarosa, donde se especifica la escalera de ADN (en pares
de bases) y donde se observan las bandas de los loci amplificados. Se puede ver que los rangos de los
tamafios van desde 75 pb a 250 pb.

Los productos obtenidos se enviaron al servicio de andlisis de fragmentos y
secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo.

Para analizar el tamafio de los fragmentos se utilizé el programa
GeneMarkerV2.4.0®, (Figura 5).
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Figura 5: Imagen del programa GeneMarker. Donde se puede ver el patrén de picos de un microsatélite. En
este caso el locus es heterocigota (dos alelos de 149 y 157 pares de bases).

Se observé la eficiencia de amplificacién, el patrén de amplificacion y el tamafio de
los alelos de cada locus para cada muestra, asi como también el grado de polimorfismo de
cada locus. De acuerdo con estas caracteristicas, se hizo un ranking de los microsatélites
estudiados y se selecciond un set de microsatélites, con los cuales se desarrollaron
reacciones multiplex, que permiten amplificar varios loci en una misma reaccién de PCR.

La seleccién de los pares de cebadores en cada multiplex se realizé teniendo en
cuenta sus temperaturas de anidamiento, el tamafio promedio de los alelos de cada locus,
y sus fluorocromos. De esta manera se logra una amplificacién eficiente de distintos
cebadores en una misma reaccion y a su vez se logra una facil discriminacion de los loci en
el genotipado en funcion de los tamafos y fluorocromos.

Para testear la eficacia de los multiplex se realizaron reacciones de PCR con 5
muestras de zorro de monte.

En la reaccidén de PCR de cada multiplex las condiciones fueron similares a las
reacciones previas, excepto que en este caso se agregd 0,5 pM de cada uno de los
cebadores del multiplex y por lo tanto menos agua para completar el volumen.

15



Andlisis de genética de poblaciones

Los multiplex se utilizaron para amplificar 48 muestras de ADN de Cerdocyon
thous, las cuales se genotiparon nuevamente con el programa Genemarker®. Se
seleccionaron las muestras que permitia una cobertura de las localidades de Uruguay, con
la finalidad de realizar una matriz para analizar.

Errores de genotipado

Para corregir errores de genotipado y ajustar frecuencias alélicas se utilizo el
programa Microchecker 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Dentro de los posibles errores
en la determinacién de los genotipos se encuentran: la presencia de alelos nulos, el
tartamudeo, y la pérdida de alelos, conocido en inglés como “allele drop-out”.

Los alelos nulos, son alelos que fallan en la amplificacién por PCR a causa de una
mutacion en el sitio de unién con el cebador (Chapuis & Estoup 2007).

El tartamudeo, es cuando la taq polimerasa no termina de amplificar algunos
fragmentos generando picos de menor tamafio, lo cual resulta en dificultades para
determinar si un individuo es homo o heterocigota para ese locus (Shinde et al. 2003).

Finalmente, la pérdida de alelos, significa que el alelo de mayor tamafio dentro de
un locus heterocigota no amplifica tan bien como el alelo mas chico, y aparece
indetectable al momento de genotipar (Wattier et al. 1998).

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Se analizé el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada uno de los loci de este
conjunto de muestras, con el objetivo de determinar su neutralidad respecto a la
seleccion natural. Esto es una condicién importante para poder analizar si la poblacién
entera esta en equilibrio, lo cual también se analizé. Un apartamiento del equilibrio podria
significar la existencia de algun proceso de endogamia, migracién, estructuracion
poblacional o efectos de deriva génica. Para ello se utilizé el software Genepop (Raymond
&Rousset 1995) que utiliza el método de cadenas de Markov descrito por Guo &
Thompson (1992). Se aplicé la correccién de Bonferroni para comparaciones multiples
(Rice 1989) para aquellas muestras que mostraban un leve desvio del equilibrio.



Desequilibrio de Ligamiento

Se estimoé la probabilidad de desequilibrio de ligamiento entre los loci, es decir, si
habian loci que estuvieran ligados y segregaran juntos en la meiosis, lo cual se separaria
del supuesto de independencia entre loci. Esto tiene como consecuencia informacién
redundante en el andlisis. Para esto se utilizé nuevamente el programa Genepop (Rousset
2009), que estima este parametro por medio del test de chi-cuadrado.

Se aplicé la correccidon de Bonferroni para comparaciones multiples para los loci
que en primera instancia del andlisis aparecian como genéticamente ligados (Rice 1989).

Contenido de informacion polimorfica

Se analizd el Contenido de Informacidn Polimérfica (PIC), definido como la
probabilidad de que se pueda deducir, a partir del genotipo de la descendencia, de qué
parental fueron heredados cada uno de sus alelos (Botstein et al. 1980; Guo & Elston
1999). El polimorfismo de un marcador genético estara dado por el nimero y la frecuencia
de alelos que presente (Cosse 2010).

También se calculé la probabilidad de no exclusion parental (NE-1P, NE-2P, NE-PP),
y la probabilidad de no exclusion para la identidad (P (p)). La probabilidad de no exclusién
parental, es la probabilidad de no excluir un individuo como posible parental cuando no
lo es, mientras que la probabilidad de no exclusion para la identidad, es la probabilidad de
considerar como un mismo individuo a dos individuos distintos. La precision de estos
analisis se basa en el nimero de loci, su grado de heterocigocidad y la frecuencia de sus
alelos (Cosse 2010; Kalinowski et al. 2007). El PIC de cada locus utilizado, asi como del
conjunto de loci, y la probabilidad de no exclusién parental y para la identidad, fueron
estimados utilizando el programa Cervus 3.0 (Kalinowski et al. 2007; Marshall et al. 1998).
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Estructuracion poblacional

Para evaluar la existencia de estructuracion poblacional en el conjunto de
muestras tomadas de Uruguay, se utilizé el programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al.
2000). El cual mediante el método Bayesiano estima el valor de maxima verosimilitud para
k nimeros de clusteres. Permite asi estimar el grado de estructuracién bajo el supuesto de
que las poblaciones estudiadas estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (Earl 2012).

El programa se corrié para k=1 a 8, con 8 réplicas cada corrida, burning: 10000, y
ciclos de Montecarlo de las cadenas de Markov: 25000.

Se utilizd el programa Structure Harvester (Evanno et al. 2005), para determinar el
numero de clusteres presentes en el conjunto de muestras analizadas. Este programa
utiliza diversos métodos para determinar el nimero de clusteres.

Por un lado grafica el logaritmo de la maxima verosimilitud de los datos en funcién
del valor de k. En el cual se elige el nivel de sub-estructuracién (nimero de clusteres K) en
funcién del que presenta la media del logaritmo de maxima verosimilitud mayor, junto
con el menor desvio estandar (Cosse 2010).

También utiliza un método basado en la tasa de cambio de segundo orden de la
funcidn probabilistica para k. Esta aproximacién llamada Ak, puede ser calculada
exclusivamente para k mayores a 1 (Manisse 2012; Evanno et al. 2005).

Grado de endogamia

Se estimo el estadistico Fis (Beebee & Rowe 2008) para ver el grado de endogamia
de la poblacidn, el cual fue obtenido con el programa Fstat V2.9.3 (Goudet 2001).

El grado de endogamia de una poblacidn mide el exceso de homocigotas en
relacion a lo esperado para el equilibrio de Hardy-Weinberg. Toma valores que van de 0
(apareamiento al azar, sin endogamia ni exogamia) 1 (endogamia total, exceso de
homocigotas), cuando toma valores negativos, corresponde a un déficit de homocigotas
(exogamia). Esta dado por: Fis = (He — Ho)/He, donde H, es la heterocigosidad promedio
observada y H. es la heterocigosidad promedio esperada.
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Tamano efectivo de la poblacién

El tamafio efectivo de la poblacion es el nimero de individuos que dejan
descendencia, es afectado por el numero de individuos de cada sexo, la proporcién de
individuos reproductivamente activos y el sistema de apareamiento.

Se utilizé el programa NeEstimator v2.0 (Do & Waples 2014) para determinar el
tamanfio efectivo de la poblacién basado en el método de desequilibrio de ligamiento de
las frecuencias alélicas en la poblacidn (Hill 1981), lo cual tiene la ventaja de requerir de
un solo muestreo de la poblacién, a diferencia del método temporal (Nei & Tajima 1981;
Waples 1989) que requiere de dos muestreos separados en el tiempo de una misma
poblacién.

NeEstimator v2.0 permite evaluar el sesgo de los alelos que se encuentran en baja
frecuencia, donde se estima el tamafio poblacional efectivo excluyendo alelos que se
encuentran en baja frecuencia (por ejemplo: <0,01).

England et al. (2006) demostrd que el resultado tiene un sesgo importante cuando
el nimero de muestras es menor al tamafio efectivo real de la poblacion de estudio, para
el cual Waples (2006), desarrollé una correccidn para eliminar el sesgo. Esta correccion
también fue realizada con el programa NeEstimator v2.0.

Se estimo el tamafio efectivo de la poblacidén con este programa teniendo en
cuenta que la especie es mondgama y excluyendo del andlisis los alelos con frecuencia
menor a 0,01.
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RESULTADOS

Preparacion de las muestras y amplificacion de microsatélites

Se extrajo con éxito ADN de 12 muestras de pelo de zorro de monte bajo el protocolo
de Medrano (1990). Se realizaron con éxito 48 diluciones de ADN.

Se logro establecer las condiciones necesarias para la amplificacién de 16 de los 18
microsatélites escogidos. Pez19 y FH2561 fueron los microsatélites que no se pudieron
amplificar correctamente.

Ranking de los microsatélites y desarrollo de multiplex

Se descartaron AHTK253, FH2004, FH2054, FH2088 y REN169D01, a causa de un
patron confuso de amplificacidn, inherente al microsatélite, o a “ruido” debido a una baja
especificidad de amplificacion lograda bajo las condiciones ensayadas.

Con los restantes 11 microsatélites, se determinaron tres conjuntos de tres loci y
uno de dos, para hacer los multiplex (Tabla 2).

Tabla 2: Multiplex disefiados, se detallan los nombres, tamafios esperados y fluorocromos de cada locus.

multiplex Locus Tamafio esperado Fluorocromo

A FH2140 146 FAM
FH2137 185 TET

FH2848 237 HEX

B FH2535 145 HEX
FH2226 205 HEX

REN105L03 251 FAM

o FH2018 149 VIC
FH2328 200 FAM

D FH2001 131 NED
FH2010 228 FAM

FH2132 72 viC
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Estos multiplex se testearon en reacciones de PCR con 5 muestras de zorros. Si en
la electroforesis aparecian las bandas de los loci, se considerd que estaban correctos para
amplificar el resto de las muestras.

Las bandas de los distintos loci de cada multiplex fueron observadas en la
electroforesis, por lo tanto se procedid a la amplificacion de 48 muestras de zorro de
monte para los 11 loci seleccionados. Una vez descartados 12 ejemplares por baja
eficiencia en la amplificacidn, se realizé una matriz de genotipos (Anexo 2) con un total de
36 muestras que representan individuos tanto del norte como del sur del Rio Negro
(Figura 6).
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Figura 6: Mapa del Uruguay donde se indica conA el lugar de colecta de las 36 muestras utilizadas para este
trabajo. Mapa realizado por Lucia Bartesaghi.
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Errores de genotipado

Se encontré una alta probabilidad de alelos nulos para 3 de los 11 loci, estos loci
fueron: FH2132, FH2137 y REN105L03 (Tabla 3). Se ajustaron sus frecuencias genotipicas,
segun la correccidn de Brookfield 1, generando una matriz ajustada.

Tabla 3: Analisis de loci con presencia de alelos nulos en el programa Microchecker.

oCus Mull Frasent Diosterhout Chakraborty Erookfield 1 EBrookfield 2

FHZ140 no 01125 0.1265 0,093 04811
FH2137 Ves 0.2304 0.3035 021 0.7514
FHZA48 no 0.0424 0.0428 0.0353 0.4907
FHZ53% no 01205 01423 01122 06936
FHZ226 i 0.0681 0.0714 00614 0.3294
REM105L03 VEE 02061 02675 01927 00,2405
FHZ018 no 0.0555 0.0603 00493 0,1959
FHZ2328 no 0,040% 00415 00374 067486
FH2001 no 007492 0,095% 00455 00,3834
FH2010 no -0,004% -0,0133 -0,011 00,3348
FHE132 WEE 01894 02467 01622 0.3763

Sevaral loc show evadenca for a null allele
This population 15 possibly in Hardy Wenberg equilibrium with lac FH2140, FH2137, REM106L03, FHZ2132,
showing signs of & null allels

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Los mismos tres microsatélites (FH2137, REN105L03, FH2132) se encontraban
fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg de manera estadisticamente significativa, incluso
luego de realizar la correccion de Bonferroni (Tabla 4).

Tabla 4: Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus con el programa Genepop. En amarillo los
tres loci con probabilidad significativa de estar fuera del equilibrio.

locus P-wal 3.E. Jteps

FH2140 o.2002 0.0321 1754 =witches
FH2137 0.odo0o00  oO.0000 3252 =witches
FH2B48 0.220% 0.005%7 2023E2 switches
FHZ2533 0.05&e2 0.0111 BESE =witches
FHZZZE o.0€13 0.0172 2159 =witches
BREW105L03 0.0000 O0.0000 12747 switches
FHZO01B 0.2777 0.0242 5522 =mwitches
FHZaZ28 0o.0841 0.02268 2135 =witches
FH2001 0.11€5 0.005€ 18402 switches
FH2010 o.2582 0.0211 €280 =witches
FH2132 0.0007 O0.000€ 3155 =witches
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Los loci fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg fueron eliminados del andlisis.

Se volvié a analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg para el resto de las muestras y
se aplicé la correccidon de Bonferroni para el locus FH2226 y para el conjunto de muestras.
Todos los loci asi como el conjunto de muestras, se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tablas 5y 6).

Tabla 5: Analisis de Hardy- Weinberg para cada locus y para el conjunto de loci, luego de descartar los loci
gue estaban fuera del equilibrio FH2132, FH2137, REN105L03.

Fis estimates

locus P-val S.E. W&C REH Steps

FH2140 0.2002 0.0321 0.15376 0.033%5 1754 switches
FH28448 0.2163 0.0084 0.1032 0.0530 20144 switches
FH2535 0.1125 0.0135 0.1154 0.1655 8700 switches
FHZZZ® 0.0476 0.0153 0.2325 0.2150 2007 switches
FH20148 0.3286 0.0227 0.109%8 0.0806 5608 switches
FH2328 0.0581 0.0178 0.1272 0.041% 2116 switches
FH2001 0.11431 0.0045 0.0535 0.0241 18045 switches
FH2010 0.2336 . 0.0180 0.0070 -0.0220 6288 switches

21l (Fisher's method):

ChiZ 31.4407
DE : 16.0000
Erob i 0.0118

Normal ending

Tabla 6: Analisis de Hardy-Weinberg con las correcciones de Bonferroni, para el locus 2226 y para la
poblacién. En ambos casos, luego de la correccion, se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

p-valor p-valor (bonferroni)
FH2226 0,0476 0,564
Poblacidn 0,0118 0,094




Desequilibrio de ligamiento

Luego de realizar la correccion de Bonferroni, ningun par de loci dio altamente
significativo y se los pudo considerar a todos independientes entre si.

Contenido de informacion polimorfica

El set de microsatélites tuvo un valor medio de PIC de 0,7508, el cual se puede
considerar alto.

La heterocigocidad esperada promedio fue de 0,7883.

La diversidad alélica fue de 10,75 alelos/locus, presentando un rango entre 4y 17
alelos por locus.

La probabilidad de no exclusidn parental para el primer padre (NE-1P) fue de
0,007, para el segundo padre (NE-2P) fue de 0,00034, y para el par parental (NE-PP) fue de
1x10°°.

La probabilidad combinada de no exclusién para la identidad (Pup)) fue 2,4 x10™°,
(Tabla 7).

Tabla 7: Resultados del programa Cervus, en donde se muestra para cada locus: el nUmero de alelos (k), el
numero de individuos genotipados (N), la heterocigocidad observada (HObs) y esperada (HExp), el contenido
de informacidn polimarfica (PIC), las probabilidadesde no exclusidn para el primer parental (NE-1P), segundo

parental (NE-2P), ambos parentales (NE-PP) e identidad (NE-I).

k N HObs HEXxp PIC  NE-1P NE-2P NE-PP NE-I
15 29 0.724 0.857 0.826 0.468 0.304 0.130 0.042
6 24 0,708 0.788 0.737 0.618 0.439 0.25¢ 0.087
10 24 0.792 0,893 0.861 0.407 0.25¢ 0.098 0.029
17 33 0.697 0.905 0.882 0.357 0.217 0.073 0.021
11 35 0,743 0.833 0.801 0.515 0.342 0.161 0.052
15 36 0.694 0.794 0.771 0.549 0.368 0.161 0.060
: 31 0.452 0.498 0.442 0.876 0.73¢ 0.581 0.308
8 30 0.733 0.738 0.687 0.674 0.4% 0.305 0.114
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Estructuracion poblacional

Mediante el grafico del logaritmo de la maxima verosimilitud de los datos en
funcion del valor de k, se observa que el numero de cldsteres con mayor valor de maxima
verosimilitud y menor desvio estandar es K=1 (Figura 7).

Mediante el método basado en la tasa de cambio de segundo orden de la funcién
probabilistica para k, se observa que el nimero de clisteres que mejor se adecua a los
datos es K=3 (Figura 8).

Al observar en el programa Structure las probabilidades de cada individuo de
pertenecer a cada clUster (para k=3) se observa que estas probabilidades son iguales para
mas de un cluster (Figura 9).

L(K) (mean +- SD}
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Figura 7: Grafica de los valores medios de LnP(D) (maxima verosimilitud) y el desvio estandar obtenido,en
funcidn de los distintos modelos de clusteres (K).

25



Deltak = mean(|L"(K}|) / sd{L(K)})

30}

Delta K

10+f

0.5}

0.0F

]
L
o
(%4}
o
-

K

Figura 8: Grafica de la tasa de cambio del LnP(D) ( 2K), en funcién de los distintos modelos de clisteres (K).

Figura 9: Grafico de barras de la probabilidad (0 a 1) de cada individuo (1 a 36) de pertenecer a cada uno de
tres clisteres (azul, verde y rojo).
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Grado de endogamia

El valor de endogamia hallado para el conjunto de muestras fue de 0,123 (Tabla 8).

Tabla 8: Resultados del analisis del grado de endogamia para cada locus y para el conjunto de loci, con el
programa Cervus.

Fis Per population
FH2140 0.158
FH2848 0.103
FH2535 0.115
FH2226 0.233
FH2018 0.110
FH2328 0.127
FH2001 0.094
FH2010 0.007
A1 0.123

Tamano efectivo de la poblacidon

El tamafio efectivo de la poblacion fue de 715 individuos, con un intervalo de
confianza de 95%. (Tabla 9).

Tabla 9: Resultados del nimero efectivo de la poblacién, calculado bajo el modelo del desequilibrio de
ligamiento, con el programa NeEstimator.

LD mating model: Monogamy

Population 1 [Z23] (Number of Individuals = 3&)

LINKAGE DISEQUILIBRIUM METHOD

Harmonic Mean Sample 5Size = 24.9 24.9 25.7 25.7
Independent Comparisons = 177 3605 4449 4449

OverAll ra2 = 0.04504 0.04462 0.04201 0.04201
Expected rA2 sample = 0.04256 0.04277 0.04115 0.04115
Estimated Ner = 247.1 331.2 715.7 715.7

05% CIs for Nea
|
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DISCUSION

Se lograron amplificar exitosamente las muestras de zorro de monte. Se utilizé
ADN proveniente de tejidos y de fecas, las amplificaciones del ADN en el segundo caso
fueron menos eficaces, pero se logré una eficiencia aceptable. Esto es porque las fecas
contienen ADN con una mayor degradacion que cuando se trabaja con tejidos o sangre,
ademas contienen ADN de microorganismos, plantas y otros animales que pudieron ser
ingeridos por el animal.

La colecta de fecas es una herramienta muy importante al momento de estudiar
genéticamente una poblacidn, puesto que nos permite realizar muestreos sin necesidad
de observar al individuo ni de tener que manipularlo (Kohn et al. 1999). Con el buen
establecimiento de las condiciones para la amplificacién de ADN, se pueden sortear las
problematicas del ADN obtenido por muestreo no invasivo mencionadas anteriormente.
Puesto que muchas veces el ADN se obtiene de esta forma, el resultado es un aumento en
el nimero de muestras de ADN para realizar el estudio. En este estudio en particular, la
utilizacidn de las fecas hizo posible la utilizacién de ADN de varios individuos del
Departamento de Rocha.

Para economizar esfuerzos y costos, se amplificaron varios fragmentos por
reacciéon de PCR (multiplex) con resultado positivo, puesto que se pudo identificar los
diferentes fragmentos, y no hubo problemas de interferencia o inhibicién como podria
haber ocurrido.

Luego de ajustar las frecuencias alélicas de FH2137, REN105L03 y FH2132,los
mismos tres microsatélites estaban fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg, asi como
también el conjunto de muestras. Esto puede ser debido a que esos loci estan ligados a
algln gen sometido a seleccién o a un sesgo producto de resultar bajo el nimero de
muestras utilizadas, tal vez aumentando este nimero este resultado cambie (Mannise
2009). En el caso particular de FH2137, ya habia sido detectado fuera del equilibrio de
Hardy-Weinberg por los autores Da Foutoura-Rodriguez et al. (2008).

Luego de descartar esos tres loci, se volvid a realizar el mismo analisis, obteniendo
gue todos los microsatélites asi como también el conjunto de muestras analizadas tienen
una probabilidad significativa de estar en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Una poblacidn se considera que esta en equilibrio Hardy-Weinberg para un locus si
la proporcién de genotipos observados en la poblacion puede ser completamente definida
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por las frecuencias alélicas esperadas del locus para el equilibrio. Para mantener el
equilibrio Hardy-Weinberg se debe cumplir varios supuestos: los apareamientos deben ser
aleatorios, no deben estar actuando la seleccidn, mutacidn y migracidn, la poblacién debe
ser infinitamente grande (se descarta el efecto de la deriva) y no pueden existir
diferencias en las frecuencias alélicas entre sexos (Montenegro, 2012). Por lo tanto
podemos decir que nuestro conjunto de muestras pueden estar en mayor o menor
medida dentro de estos supuestos.

Ningun loci resulté ligado a otro, lo cual significa que la informacién que aporta
cada locus al andlisis es independiente y aporta informacién para cualquier estudio
poblacional que se quiera realizar con este set de microsatélites.

El conjunto de 8 microsatélites analizados tiene un alto contenido de informacién
polimdrfica, siendo este de 0,75. Esto significa que es adecuado e informativo para ser
utilizado en estudios poblacionales, puesto que provee de buena calidad informativa. Las
probabilidades de no exclusién de parentales asi como también la de no exclusién para la
identidad resultaron ser bajas, esto significa que este set también sirve para realizar
analisis de parentesco y de identificacion individual con una elevada confiabilidad de los
resultados.

Respecto a la estructuracion poblacional, se obtuvieron dos resultados por dos
métodos distintos, el método del logaritmo de la maxima verosimilitud y el método
basado en la tasa de cambio de segundo orden de la funcién probabilistica K. Segun
Evanno et al. (2005), el método del logaritmo de la maxima verosimilitud, por el cual se
calcula el nimero de clisteres mas probable dentro de la muestra, puede dar resultados
erréneos. Ellos sugieren un método basado en la tasa de cambio de segundo orden de la
funcidén probabilistica K. Esta cuantificacion es llamada AK.

Los resultados bajo el primer método sugirieron que no habia diferenciacion
genética entre las muestras como para establecer mas de un cluster. Por otra parte, los
resultados bajo el segundo método sugirieron que el nimero mas probable de clisteres
para ese conjunto de muestras era 3.

El programa Structure también asigna las probabilidades de cada individuo de
pertenecer a cada cluster. Al analizar las probabilidades para el modelo de 3 clusteres, se
observan iguales probabilidades para cada individuo de pertenecer a cualquiera de los
tres grupos.

En muchas situaciones, AK resulta un buen estimador para identificar el correcto
numero de clusteres, pero no debe ser utilizado exclusivamente. Ya que es importante
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resaltar que en este modelo no se incluye el escenario con un Unico cluster, y por tanto
falla al identificar el mejor K cuando es 1 (Evanno et al. 2005).

Por estas razones, se opta por el resultado de 1 cluster para la matriz analizada.

El valor de endogamia hallado para el conjunto de muestras fue de 0,123. Este
resultado, aunque cercano a 0, indica que hay un cierto exceso de homocigotas.
Igualmente podemos decir que la poblacidon esta cercana a un régimen de apareamientos
al azar mas que a un régimen de endogamia.

Algunos de los factores que pueden contribuir a una menor heterocigosidad que la
esperada son la consanguinidad, subdivisidn de la poblacién, presencia de alelos nulos, o
falta de neutralidad relativa a la seleccion (Revidatti 2009). De los factores mencionados
anteriormente, se descarta la presencia de alelos nulos o falta de neutralidad relativa a la
seleccion, puesto que el primer caso se descartod luego de analizar la matriz de los
genotipos con el programa Microchecker, y el segundo caso fue descartado luego de
eliminar los loci que estaban fuera del equilibrio, dejando solamente para el andlisis los
que se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg, considerandolos neutrales frente a
la seleccidn. Respecto a subdivisién poblacional, no hubo evidencias de que la haya, pero
no se descarta, puesto que el analisis podria arrojar diferentes resultados si se aumenta el
numero de muestras. Podria existir algin nivel mas bajo de sub estructuracién como son
los demes y eso explicaria que el valor de Fis sea levemente distinto de cero (Manisse
2009).

Se calculé el tamario efectivo de la poblacién, basado en que la especie es
mondgama. El resultado fue de 715 individuos. El area en el cual pueden vivir los zorros en
el territorio uruguayo, se estimé en 173.230 km?, descartando cuerpos de agua lenticos,
areas urbanas, aerédromos y aeropuertos, areas industriales, areas portuarias y canteras
de mineria. Esto es lo mismo que un zorro reproductivamente activo cada 242 km?,
Bartesaghi comm pers.

Es importante aclarar que el tamafio efectivo de la poblacidn siempre es menor al
tamafio poblacional, y que depende de éste, de la proporcién de sexos y del régimen
reproductivo. Seria posible sabiendo la proporcidén de sexos y el nimero efectivo de la
poblacién, calcular un estimativo del tamafio poblacional.

Sabiendo que su densidad abarca entre 1y 6 individuos por km? (MacDonald &
Courtenay 1996; Eisenberg et al. 1979), y aunque seguramente los zorros no se
distribuyan por igual en todas las zonas del pais, el resultado de 715 individuos
reproductivamente activos, sugiere que el nimero esta subestimado. England et al. (2006)



demostré que el resultado tiene un sesgo importante cuando el nUmero de muestras es
menor al tamano efectivo real de la poblacién de estudio. A pesar de que el programa
realiza algunas correcciones para subsanar este error, probablemente se pueda obtener
un numero mas ajustado aumentando el tamafo muestral.

31



CONCLUSIONES FINALES

Es posible amplificar microsatélites de zorro de monte con cebadores disefiados
para amplificar microsatélites de perro doméstico.

El set de 8 microsatélites (FH2140, FH2848, FH2535, FH2226, FH2018, FH2328,
FH2001, FH2010), es suficientemente polimaérfico para realizar analisis de ecologia
molecular en poblaciones de Cerdocyon thous.

Respecto al estudio poblacional realizado, es recomendable realizar el mismo
estudio ampliando el nimero de muestras para tener resultados mas ajustados. Se puede
considerar este estudio como un primer acercamiento al estado genético de C. thous en
nuestro pais, el cual puede servir como guia para posteriores estudios.

Es inminente estudiar el estado de conectividad del paisaje uruguayo, y realizar
planes de manejo y pautas para el ordenamiento territorial, con el objetivo de conservar
la biodiversidad de nuestro territorio. Para ello serd importante el estudio de las
diferentes especies de nuestro pais, entre ellas Cerdocyon thous. El set de microsatélites
caracterizado en esta tesis demostrd ser una herramienta poderosa para el analisis de
poblaciones uruguayas de esta especie, para lograr un mayor entendimiento de su
dinamica poblacional, al momento de tomar decisiones adecuadas para la conservacién
de la naturaleza.
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de Medrano para extraccion de ADN de tejidos

DIA1

EXTRACCIONDEADN(tejidosMedranoetal.,1990)

Cortartejidocon materialestéril

Colocareneppendorf

Centrifugolmin.sila muestrafue conservadaenalcoholparaeliminarlo.
Se lavaconbufferSTEIml.

Centrifugol min.

DescartoelSTE
Agregarbufferdelisis(550ul)+proteinasak(10mg/ml)(20ul)
Dejarenbafioa 55 °C conagitaciéndoshoras,oa 37°Cportodalanoche

0N AEWNE

Bufferde lisis
50mMTrisHCl,pH8,0;50mMEDTA,pH8,0;1%SDS;100mMNaCl;1%betamercaptoetanol

BufferSTE
VerManiatis

o

1A2

1. Adicionar5,5 ul.RNAsaAydejarincubandol horamasa 55°C

2. Centrifugar14.000rpmporl0min.

3. Transferirsobrenadanteaotroeppendorffymedir(ul.) conla pipeta
4. AgregarNaCl,lotenemosa5M,ylotengoque llevara 2M

Vi =Vf(Sobrenadante)x2(Concentracionfinal)=x
5 (Concentracidninicial)

Hacertabla
N° individuo V.ini V.iniX0.66 V.ini+V.NaCl (V.ini+V.NaCl)/2 V.c/tubo*2
V.NaCl c/tubo V.Etanol
p.3 p.4 p.7 p.8

5. Vortexear5seg.cadamuestra
6. Centrifugar14000rpmdurante30min.
7. Distribuirelsobrenadanteen dostubosependorff(aprox.400ul.cada uno)

8. Adicionarel doble en volumende Etanol absoluto frio (aprox. 800ul.) en este momentose

deberiaobservarelADN
9. Se dejaprecipitandoenlaheladeratoda la noche

DIA3

1. Centrifugar30 min.amaximarpm

2. Desecharsobrenadante

3. Adicionallmlde Alcohol70%

4. Centrifugar5min.a6000 rpm-descartarsobrenadante
5. Adicionallmlde Alcohol70%

6. Centrifugar5min.a6000 rpm-descartarsobrenadante
7. Incubar30min.a 37°Cohasta secar
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8. Agregar50ull1xTE(TrisEDTAo aguadestilada)

Anexo 2: Matriz generada del genotipado de 36 individuos de Cerdocyon thous, en la que se puede observar
el tamafio de los dos alelos de cada locus para cada individuo.

FH2140 FH2137 FH2848 FH2535 FH2226 REN105L03 FH2018 FH2328 FH2001 FH2010 FH2132
3 114 1 000 000 233 133 13 113 173 193 7 0l 161 165 198 202 127 127 226 226 154 154
4 104 118 1 180 17 39 0 133 191 191 11 u1 161 169 166 176 i 7 226 230 154 154
128 114 19 19 1% 233 35 103 121 189 193 B1 11 157 171 168 198 127 127 26 226 154 158
31 114 1 188 188 33 243 117 119 189 201 Bl 11 149 148 168 202 121 127 226 226 154 158
132 102 n 172 n 2131 39 118 129 01 201 33 Ul 149 157 182 186 i) 7 208 218 170 17
135 12 132 168 180 233 133 119 125 177 193 129 137 149 171 168 182 127 127 m 226 150 150
743 130 130 158 158 37 243 115 133 187 187 13 235 149 148 182 206 121 127 218 2 154 158
49 126 126 176 176 27 37 121 121 185 209 35 11 169 169 168 176 121 127 214 218 154 134
151 114 1 176 176 7 17 117 121 0 213 39 11 169 169 176 206 13 127 m 226 154 154
182 [ 000 000 000 000 000 000 000 000 01 205 33 233 153 161 1% 202 1 7 m m 150 158
7115 [ 000 000 000 000 000 000 000 000 177 193 33 133 149 157 1% 208 13 127 218 m 146 150
Javil [ 000 000 000 000 000 000 000 000 159 193 13 PEE] 161 175 176 178 127 127 m 226 150 150
1142 114 114 168 168 231 17 17 119 173 181 n7 u1 149 153 168 178 17 13 216 26 166 166
7146 126 130 000 000 7 39 125 129 193 197 n7 137 149 157 178 194 127 127 000 000 154 154
1160 114 n 180 180 2131 35 17 il 181 201 33 137 149 153 12 142 000 000 26 26 154 154
1162 114 114 176 184 239 239 128 129 197 201 n7 37 149 163 182 190 17 13 2 22 158 158
7164 [ 000 000 000 000 000 000 000 000 181 189 21 11 149 165 166 166 127 127 m 226 162 170
1167 126 132 182 1% 27 239 115 121 193 197 n7 11 149 161 168 202 123 127 26 230 154 158
7170 120 130 132 1 000 000 000 000 01 201 17 n 153 157 168 168 000 100 000 000 000 000
1171 [ 000 000 000 000 000 000 000 000 197 197 11 Ul 153 153 168 168 1 7 26 26 158 158
1173 12 126 184 202 11 17 109 121 189 189 33 11 149 161 168 186 127 127 226 230 158 158
1176 122 1 178 178 239 39 109 109 177 201 13 PEE] 149 153 168 178 127 127 226 230 154 158
1177 [ 000 000 000 000 000 000 118 121 193 201 39 11 149 171 168 198 127 127 218 226 158 162
7198 114 118 178 180 233 39 119 121 169 179 33 11 149 163 182 202 000 100 000 000 000 000
1200 104 132 180 180 233 35 17 13 185 193 n7 239 157 161 168 178 127 7 26 26 154 166
1206 12 1 1 192 11 17 115 119 193 193 n7 137 153 171 166 166 127 127 218 2 158 158
1207 114 126 178 184 33 39 125 129 197 197 pE] 11 153 161 168 168 127 127 m 226 154 154
1208 12 132 172 186 237 139 125 127 185 189 9 239 169 183 168 168 1 17 m 26 150 154
7209 124 130 144 152 235 17 000 000 155 177 129 229 153 170 168 04 13 13 218 226 154 158
1220 12 130 144 152 000 000 000 000 189 193 9 29 149 148 168 202 1 7 m 230 154 154
165 100 114 000 000 27 37 000 000 155 155 29 235 153 153 168 168 123 13 000 000 000 000
1F66 134 138 000 000 000 000 000 000 000 000 29 29 000 000 168 168 127 127 216 220 154 166
1F68 114 114 000 000 17 39 108 109 189 189 9 29 17 17 168 168 000 000 000 000 000 000
169 118 166 000 000 000 000 000 000 000 000 100 000 149 153 168 190 127 127 m 230 154 154
I3 [ 000 000 130 130 000 000 000 000 000 000 29 29 149 148 168 168 127 127 m 230 154 154
Ir82 12 122 000 000 000 000 115 125 197 205 B1 43 153 157 168 168 000 000 000 000 000 000
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