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RESUMEN

El Mazama gouazoubira (Fischer, 1814), es un cérvido autéctono del pais, que habita
principalmente en bosques riberefios. Es de pequefio a mediano tamafio y posee astas simples sin
bifurcar en los machos adultos. No est4 considerada en riesgo de extincion por la IUCN
(International Union for Conservation of Nature), sin embargo se observa un decrecimiento
poblacional, debido en parte a la caza deportiva y furtiva y al avance de las poblaciones humanas
aunque no existen trabajos que confirmen la existencia de poblaciones fragmentadas.

A fin de realizar un andlisis mas detallado se caracterizO6 un set de marcadores
hipervariables (microsatélites) que seran Utiles para el estudio de la estructura genética de la
especie. Para disminuir tiempo y costos del andlisis se realiz6 la transferencia de cebadores entre
especies cercanas (cross amplification). Se estudiaron 47 cebadores disefiados para ganado
bovino, caprino y Mazama sp algunos. testeados anteriormente en ungulados; se determin6 un
total de 9 loci que fueron polimdrficos y presentaron una correcta amplificacion en 16 individuos. A
partir del andlisis con los programas Genepop® y Cervus 3.0® se observé que solamente BM757
estaba fuera del equilibrio. El valor global de Contenido de Informacion Polimorfica (PIC) fue
altamente informativo (PIC= 0.7761) y la probabilidad de no exclusién para el primer parental y
para el segundo fueron bajas (NE-1P = 0.002929, NE-2P = 0.00008). La probabilidad de identidad,
asumiendo que dos individuos puedan ser hermanos (NE-I) fue 6.03E-0.012. El valor global de

endogamia (Fis) para la poblacion fue 0.26.

Estos resultados indican que el set de microsatélites es adecuado para estudiar la estructura

poblacional, de grupos, estrategias de apareamiento y relacién evolutiva entre poblaciones.



LLINTRODUCCION Y JUSTIFICACION

Durante las Ultimas décadas ha habido en todo el mundo drasticos cambios ambientales
debido principalmente al crecimiento demografico que determin6é un aumento de zonas urbanizas y
areas cultivadas. Este proceso conlleva a la pérdida cada vez mayor de habitats naturales asi
como también a la pérdida o disminucién del nUmero de especies. A su vez es cada vez mas clara
la importancia de la biodiversidad y su funcién ecol6gica en relacion al beneficio que brinda al ser

humano desde el punto de vista ecosistémico (Benayas et al., 2009).

La lista roja de animales y plantas amenazados a nivel mundial se revisa y publica cada dos
afios desde 1986 por el World Conservation Monitoring Centre en colaboracién con IUCN
(International Union for Conservation of Nature), se basa en la informacién proveniente de
cientificos, naturalistas y conservacionistas de todo el mundo. Cada especie incluida en la lista roja
tiene asignada una categoria, determinada en funcidon del grado de amenaza a la que esta
sometida (IUCN 2013).

La Asamblea general de Naciones Unidas ha declarado la década del afio 2010-2020 como
“Década Internacional de la Biodiversidad Biolégica”, luego de que las Partes en el Convenio sobre
la Diversidad Biol6gica (CDB) aprobaran en 2010 en Japén el Plan Estratégico 2011-2020.
Uruguay junto a 192 paises integra dicho convenio el cual es un acuerdo internacional en medio
ambiente que busca “conservar la biodiversidad con el objetivo de satisfacer las necesidades de
recursos biolégicos que tiene la sociedad a nivel global, nacional y local asi como lograr los
maximos beneficios con el minimo deterioro, asegurando la sostenibilidad de los recursos naturales
a largo plazo y la distribucién justa y equitativa de los mismos. La conservacién no significa un
obstaculo al desarrollo econémico y social, sino que busca que estos procesos sean sostenibles en
el tiempo”. (Politica del MVOTMA en Conservacion y uso sostenible de la Biodiversidad, Bio-

lineamientos 2012).

A nivel global, nuestro pais aln se encuentra en la etapa de elaboracién de las listas rojas
para diferentes grupos taxondmicos, destacandose avances importantes en grupos como
mamiferos y reptiles particularmente (IV informe nacional CBD, DINAMA, Uruguay, 2010, Soutullo
et al, 2013)

Actualmente se esta avanzando en el tema y existen varias leyes relacionadas a la
conservacion en el ambito del MVOTMA. La ley 17.234 de febrero de 2000 y su Decreto
Reglamentario 52/005, declara "de interés general" la creacion de un SNAP (Sistema Nacional de



Areas Protegidas) como "herramienta fundamental para la conservacion de la biodiversidad".
Dichas areas son un instrumento de gestion ambiental que tiene como objetivo la conservacién de

los ecosistemas, las especies de relevancia y la diversidad bioldgica del pais.

Para poder crear estas areas, asi como programas de manejo de especies y de
ordenamiento territorial, es muy importante entonces que se considere dicha diversidad en todos
los ambitos y a distintos niveles ya sea el estudio de habitats, comportamiento de individuos,
cambio climatico; o estructura genética (Achaval et al, 2005).

Por otro lado, el grado de conocimiento de la biodiversidad de nuestro pais es muy irregular,
mientras que algunos grupos son relativamente bien conocidos, otros apenas han comenzado a
estudiarse. En el caso de mamiferos, hay un importante nimero de especies registradas (114). En
este grupo se identificé el mayor nUmero de especies de prioridad para la conservacion (76%). Sin
embargo, sélo el 27% de las mismas fue identificado como prioritario para su inclusion en el SNAP
(Soutullo et al, 2013).

A nivel global se espera que Uruguay sea uno de los 20 paises mas afectados desde el
punto de vista del paisaje debido al impacto en el uso del suelo (Lee & Jets, 2008). Se deduce que
las principales presiones que afectan y/o amenazan a las especies son la agricultura y manejos
ganaderos no sustentables, forestacién con especies exéticas, extraccion ilegal de lefia de monte,
caza, pesca, captura ilegal y contaminacién a nivel puntual (IV informe nacional CBD, DINAMA,
Uruguay, 2010).

Estos factores traen como consecuencia una disminuciéon del nimero de individuos de las
comunidades ecologicas, el efecto de dicha disminucién depende de las caracteristicas de las
especies, tamafio, dieta, habitat natural, nivel tréfico, tipo de apareamiento, nimero de crias, entre
otros.

Muchas veces una reduccion en el nimero de individuos implica en una disminucién de la
variabilidad genética que incide en la persistencia de las estructuras de las comunidades, haciendo
a las poblaciones méas vulnerables a factores estocasticos tales como catéstrofes ambientales,
plagas, epidemias, pudiendo muchas veces determinar la extincién.(Diekmann et al., 1999). A su
vez se produce un aumento de la homocigocidad de alelos recesivos deletéreos que en
poblaciones mayores se mantienen enmascarados, lo que determina muchas veces la muerte

prematura de individuos.



I.| Genética de la conservacion

El estudio de la estructura genética de las poblaciones y su variabilidad es de gran
importancia a la hora de conocer la ecologia de una especie dada. Actualmente se usan
marcadores moleculares en combinacién con técnicas no invasivas para la colecta de muestras

que brindan informacién muy util para estos estudios.

Los marcadores moleculares son secciones del genoma generalmente pequefias que
pueden o no ser parte de genes funcionales que tienen el potencial de contestar preguntas en
ecologia que muchas veces son dificiles de resolver por otros métodos. Brindan informacién Uutil
para determinar patrones demograficos como tamafios poblacionales, sistemas de apareamiento,
grado de parentesco, organizacion social, patrones de dispersion, entre otras. Para que puedan ser
utilizados deben poseer una variacion detectable experimentalmente en los individuos de una
poblacién y modo de herencia Mendeliana, no epistética (sin interaccién entre genes) (Bee Bee &
Rowe, 2008).

En biologia de la conservacion son ampliamente utilizados los marcadores hipervariables
(microsatélites) debido a su esperada neutralidad desde el punto de vista evolutivo y a que
presentan locus con alelos codominantes que se pueden determinar de manera certera. También
evolucionan mas rapido que el ADN mitocondrial y por lo tanto son especialmente Utiles para
relevos a escalas espaciales reducidas y escalas temporales finas (Balkenhol et al., 2009;
Landguth et al., 2010).

En el campo de la conservacion tienen un gran significado en varias areas del manejo de
especies amenazadas ya que la informacion que brindan puede ser aplicada para determinar
trafico ilegal, establecer planes de translocacion, prevenir disturbios de ecosistemas garantizando
la minimizacién del impacto humano y para el discernimiento a la hora de la creacion de un area
protegida, programas para el manejo de especies y lineamientos para el ordenamiento territorial
(Jarne & Lagoda, 1996; Wang & Schreiber, 2001; Lettink et al., 2002; Ortega et al., 2002; van Hoof
et al., 2003; Beja-Pereira et al., 2004; Armstrong et al., 2010).

En este trabajo se describe la caracterizacién de un set de micorsatélites para el cérvido
autéctono M. gouazubira. Si bien dicha especie no se considera en peligro de extincion, si es

considerada vulnerable debido principalmente a la caza furtiva y la destruccion de habitats



naturales (IUCN) (Elizondo, 2010). Ademas se desconoce el tamafio de las poblaciones

uruguayas, su grado de endogamia y el nivel de aislamiento genético de las mismas.

I.Il Mazama Gouazoubira (Mammalia: Cervidae)

La historia evolutiva de los venados data de hace 20 millones de afios en el mioceno y en el
plioceno temprano en Eurasia. En este ultimo periodo, fueron identificados cérvidos en Norte
América aunque aun no esta clara la historia evolutiva en esta regién (Webb, 2000). Luego, hace
aproximadamente 2.5-3 millones de afios la elevaciéon del canal de Panama permiti6 que los
venados avanzaran hacia el sur, siendo parte del “Gran Intercambio Americano” entre el Norte y el
sur de América. En el Sur tuvieron gran éxito debido en parte, a la ausencia de otros rumiantes
(Duarte et al., 2008). Estos venados del centro y sur de América se dividieron en dos grandes
grupos, aquellos en que los adultos no superan los 60cm, en los que los machos desarrollan una
cornamenta no ramificada y habitan lugares de vegetacion mas frondosa; y los de mayor tamafio y

cornamenta que habitan zonas mas abiertas.

Fig. 1. Ejemplar macho adulto de M. gouazoubira, Jorge La Grotteria®©.

Dentro de los cérvidos de gran tamafio se encuentran los géneros Odocoileus,
Hippocameleus, Ozotoceros y Blastocerus y los de pequefio tamafio Mazama y Pudu (Eisenberg,
2000).



El género Mazama es el mas numeroso del mundo (Duarte & Merino, 1997; Duarte et al.,
2008) y existe una gran controversia respecto a la taxonomia y numero de especies dentro de este
género (Groves & Grub, 1987; Duarte & Merino, 1997; Weber & Gonzales, 2003; Duarte et al.,
2008, 2010). La primera revision fue realizada por Allen en 1915, donde describié 18 especies

separandoles en dos grupos seg(n la coloracién rojiza o marron.

Actualmente, y luego de varias revisiones filogenéticas se distinguen diez especies dentro
del género, aunque reportes a partir de herramientas moleculares sugieren que es un género
polifilético donde se distinguen dos clados, por un lado los de coloracion grisacea y por otro los de

coloracion rojiza (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012).

El Mazama gouazoubira (Fischer, 1914) conocido vulgarmente como guazuncho, viracho,
guazu vira, masuncho, urina o corzuela parda es una de las dos especies de cérvidos autéctonos
de nuestro pais. Se caracteriza por ser de pequefio a mediano tamafio y poseer astas simples sin
bifurcar de hasta 12cm en los machos adultos, siendo éstas consideradas adaptaciones

morfologicas a su habitat.

La distribuciéon del “guazubira” en Sudamérica abarca el este de la region pre andina en
Argentina y Bolivia, extendiéndose hasta la costa del océano Atlantico, el limite norte de su
distribucion es el sur de la region Amazonica y su limite sur incluye todo el territorio uruguayo hasta
la provincia de Entre Rios, Argentina (Duarte & Gonzélez, 2010). Habitan gran variedad de
ecosistemas, desde montes y florestas hasta sabanas, encontrandose principalmente en

ambientes cerrados.

Fig. 2. Distribucion en América del Sur de la especie M. gouazoubira mapa obtenido de Worldmap
location NED (Natural Earth Data) Distribution data from the IUCN Red List of Threatened Species.



En nuestro pais se encuentra distribuido ampliamente en mayor medida en ambientes
de bosque riberefio aunque hace también incursiones a lugares de campo abierto (Bidegaray et
al., 2003). Si bien no vive en estas zonas, las utiliza para obtener alimento, sobre todo en
horarios nocturnos (Gayot et al., 2004; Black & Vogliotti, 2008).

Presenta una gran variabilidad de coloracion del pelaje, relacionada a los diferentes
ambientes que habita, variando desde marrén en los individuos de sabana, hasta grisaceo en
los de bosque (Duarte & Merino, 1997). Son diurnos y principalmente solitarios, machos y
hembras son considerados territoriales, siendo animales muy esquivos principalmente hacia el
hombre, lo que los hace muy dificiles de observar (Duarte et al., 2012). Su dieta es
principalmente frugivora por lo que puede ser considerada como una especie dispersora de

semillas, también puede consumir brotes tiernos dependiendo de la disponibilidad.

Es muy poco conocido su comportamiento de dispersion, y las estimaciones del ambito
hogar varian en gran medida; los valores publicados para adultos van desde 0.027 km2 a 3.48 kmz
(Barrientos, Segundo & Maffei, 2000; Duarte & Gonzalez, 2010). Tampoco hay muchos estudios
sobre su distribucion en el pais pero se considera una especie abundante. A partir de colecta de
fecas y colocacion de camaras remotas se determiné su presencia en Rocha, Rivera, Tacuarembd,
Maldonado, Salto (Elizondo, 2010).

M.gouazoubira no esta considerada actualmente en riesgo de extincion por la IUCN
(International Union for Conservation of Nature), sin embargo se observa una tendencia al
decrecimiento poblacional, debido en parte a la caza deportiva y furtiva (Black & Vogliotti, 2008) y
también al avance de las poblaciones humanas, desapareciendo en a&mbitos cercanos a las
mismas. No existen estudios que confirmen la existencia de poblaciones fragmentadas, y la

especie continua siendo abundante en gran parte de su rango de distribucién (IUCN, 2011).

Es interesante, entonces, el analisis de la estructura genética de esta especie por medio de
marcadores hipervariables, como los microsatélites, para analizar el grado de estructuracion de sus

poblaciones en nuestro pais a distintas escalas espaciales.



Fig.3. Juvenil de la especie M. gouazoubira, Ricardo Kuehn ©

Son muy pocas las especies de mamiferos neotropicales para las que se han caracterizado
set de loci de microsatélites (Kays et al., 2000; Cutrera et al., 2005; Cosse et al., 2007; Corti et al.,
2009; Viteri & Waits 2009; Feijoo et al., 2011; Raimondi et al., 2012). Existen numerosos trabajos
donde se amplifican microsatélites en especies de cérvidos con cebadores disefiados para otros
cérvidos, bovinos y caprinos (Galan et al., 2003; Gaur et al., 2003; Beja- Pereria et al., 2004; Cosse
et al., 2007; Montellato et al., 2010).

Para Mazama gouazoubira no se ha caracterizado hasta el momento un conjunto
marcadores moleculares que pueda ser utilizado en trabajos de genética de poblaciones, por lo
tanto es necesario describir cada uno de los loci asegurandose de que cumplan con los
presupuestos de neutralidad y no ligamiento.

Los microsatélites caracterizados en este trabajo podran ser utilizados en futuros estudios de
relevamiento poblacional, determinacién del grado de endogamia, nivel de aislamiento e influencia

de los cambios en el paisaje sobre M. gouazubira.

I.1ll Marcadores hipervariables

Los microsatélites son secuencias simples repetidas en tandem que se encuentran
distribuidas en todo el genoma, estan presentes tanto en regiones codificantes como no
codificantes y tienen un elevado grado de polimorfismo (Zane et al., 2002). Aunque aun queda por

conocer gran parte de las funciones, se cree que estan relacionados con la estructura y



organizacién de la cromatina, regulacion de la replicacién, transcripcion, traduccién y expresion de
genes (Chistiakov et al., 2006).

Los motivos repetidos presentan entre 1 y 6 nucleétidos encontradas en alta frecuencia en la
mayoria las taxa, tanto en organismos procariotas como en eucariotas. Estos Ultimos tienen cientos
o miles de loci microsatelitales a lo largo de todo el genoma auln en poblaciones que han sufrido
procesos de cuello de botella con pocas, o directamente sin, alozimas polimérficas (Maudet et al.,
2002). Un alelo tipico esta formado por entre 5 y 40 repeticiones aunque puede haber incluso mas
largos, los més comunes son dinucledtidos. En vertebrados el motivo repetido més frecuente es
(AC)n (Chistiakov et al., 2006).

La evolucion y el alto grado de polimorfismo de los microsatélites se cree que se relaciona
con el deslizamiento (slippage) de la enzima polimerasa que envuelve la disociacién transitoria de
la enzima durante la replicacion del ADN, proceso que genera errores, aumentando o
disminuyendo el numero de repetidos. Algunos de estos errores son corregidos por los
mecanismos de reparacion, actividad exonucleética de proofreading de la polimerasa y de
reparacion de errores de ADN. Sin embargo una proporcién de los mismos puede escapar de estos
mecanismos y generar nuevas mutaciones. La inestabilidad observada en las secuencias repetidas
simples se genera del balance entre los errores de replicacién y su reparacién por diferentes
medios (Eisen, 1999; Li et al., 2002). Por otro lado se cree que también tiene gran importancia en
el polimorfismo la recombinacién no reciproca (conversion génica) y entrecruzamiento desigual.
Este dltimo, junto con deriva génica y la seleccion, pueden tener un efecto importante en la
acumulacion de secuencias repetidas en tandem en el genoma (Jarne & Lagoda, 1996; Li et al.,
2002).

Para poder trabajar con microsatélites es necesario comprender los modelos que subyacen
a la evolucion de los mismos para el desarrollo de una estadistica precisa que pueda reflejar la
estructuracion genética. Se han propuesto varios modelos que tratan de explicar los eventos de
deslizamiento de la polimerasa que aumentan o disminuyen el nimero de repeticiones. El modelo
de mutaciones en un paso (SMM, Stepwise Mutation Model) asume que en cada evento se da un
cambio en una Unica unidad repetida simple. Dos alelos de tamafios muy diferentes estardn menos
relacionados que dos alelos de tamafio similar (Bell & Jurka, 1997). El modelo de mutacién en dos
fases (TPM, Two Phase Mutational Model) por otro lado, permite que las mutaciones generen
cambios mayores que una sola base (Di Rienzo et al., 1994). Por ultimo, el Modelo de Alelos
Infinitos (IAM) del inglés Infinite Alleles Model (Kimura & Crow 1964), asume que como la
diversidad potencial alélica es muy alta, dos alelos muy diferentes es dificil que compartan una

historia en comdn y alelos idénticos comparten el mismo ancestro y son idénticos por



descendencia (IBD, Identical by Descent). Este modelo entonces no permite la homoplasia (Balloux
& Lugonmoulin, 2002).

Los microsatélites son facilmente amplificables por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) usando dos cebadores (primers) que se unan a las
regiones adyacentes a los mismos. Aunque la clonacién, es decir el aislamiento de novo, es la
mejor técnica para desarrollar estos cebadores en una especie dada, requiere gran cantidad de
tiempo y esfuerzo. Estudios recientes han demostrado que estas regiones adyacentes al
microsatélite, que flanquean la regién repetida, son conservadas a nivel de especie e incluso entre
especies emparentadas (Selkoen & Tooelen, 2006). Esta caracteristica hace posible la
transferencia de cebadores entre especies cercanas (cross amplification) para poder analizar
regiones heterdlogas en menor tiempo y con menores costos (Schlétterer & Pemberton, 1996;
Zane et al., 2002, Cosse et al., 2007, Mannise et al., 2013). Actualmente se han realizado trabajos
con este método en vacas, ovejas (Moore et al., 1991), primates (Morin & Woodruff, 1992), perros
(Roy et al., 1994) y tortugas (FitzSimmons et al., 1995).
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Fig 4. Esquema de microsatélites (azul) y regiones flanqueantes a los mismos indicadas en la figura. En

flechas negras se representan los cebadores.

El grado de resolucion del analisis depende de la cantidad de loci, el nUmero de alelos que
presenten los marcadores y la distribucion de frecuencias de los mismos. Es por tanto un primer
requerimiento para el trabajo con este tipo de marcadores (en una especie dada) la caracterizacion
de un set de loci microsatelitales, estableciendo asi su potencial para distintos tipos de analisis

entre poblaciones de la especie estudiada.



Para que sirvan como marcadores moleculares en estudios de genética de poblaciones, y
por lo tanto puedan ser usados como herramienta para detectar patrones demograficos, deben ser
selectivamente neutros, presentar desequilibrio de ligamiento y ser polimorficos (Selkoen &
Tooelen, 2006).

I OBJETIVO

1.1 Objetivo general

Caracterizar un conjunto de microsatélites suficientemente polimoérficos para la especie
Mazama gouazoubira (Mammalia: Cervidae, Fischer, 1814) para poder utilizarlos en posteriores

estudios de poblaciones uruguayas.

I1.Il Objetivos especificos

*Extraccién de ADN de muestras biolégicas de individuos de la especie.
*Amplificacion por PCR de loci de microsatélites.
«Caracterizacion del conjunto de loci obtenidos.

Il MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se encuentra en el marco del proyecto “Genética del paisaje: Impacto de las
caracteristicas del ambiente en la estructura genética de tres especies de mamiferos autéctonos”,

responsables Dra. Mariana Cosse y Dr. Alvaro Soutullo.

I1l. Muestras analizadas

Las muestras utilizadas pertenecen al banco de tejidos y ADN de Genética de la

Conservacion (Departamento de Biodiversidad y Genética-11BCE).

Todas las muestras de ADN fueron analizadas para determinar el grado de pureza y la

concentraciéon (ng/ul) por espectofotometria UV/Vis (Nanodrop 1000®) a partir del cociente de



absorbancias 260/280 y 260/230. Se considera que el grado de pureza del ADN analizado es alto
cuando la relacién 260/280 es proxima a 1.8 y 260/230 esta en un rango de entre 2 y 2.2. Valores
menores a 1.8 indican presencia de proteinas y fenoles y mayores a 2.2 corresponden a ARN u
otros contaminantes que absorben a 230 nm. Del total de las muestras analizadas se utilizaron en

las siguientes etapas un total de 35 muestras que arrojaron valores de absorbancias adecuados.

.11 Extraccion de ADN

Se realiz6 una extraccion de ADN de muestras bioldgicas segun el protocolo Medrano et al.,
(1990) con modificaciones (Gonzales et al., 1998). Se extrajo ADN de tejidos y pelos de vaca y
cabra respectivamente que fueron utilizados como controles positivos para las primeras reacciones
de PCR realizadas.

El ADN extraido se visualizé en gel de agarosa al 1% (Amresco®), nuevamente se cuantificd

y determiné el grado de pureza usando espectofotometria UV/Vis (Nanodrop 1000).

.1l Seleccién y amplificacion de loci

Se analizaron un total de 47 loci para microsatélites: una serie de 15 cebadores
desarrollados para distintas especies de ungulados testeados en Ozotoceros bezoarticus (Cosse et
al., 2007), un panel de 13 cebadores desarrollados para analisis de trazabilidad de ganado bovino
y caprino y 20 loci méas desarrollados para M. gouazoubira disefiados por el Nucleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos (NUPECCE), Responsable Mauricio Barbanti Duarte, Departamento de
Zootenia, Facultade de Ciencias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista (UNESP)

de Brasil, datos sin publicar (tabla 1, 2, 3).



Tablal. Loci testeados en Ozotoceros bezoarticus (Cosse et. al, 2007). Se detalla secuencia y temperatura de
anidamiento para cada locus (*ya tienen incorporada fluorescencia).

Locus Secuencia 5°-3° Ta (2C)

BM757* F TGGAAACAATGTAAACCTGGG 54
R TTGAGCCACCAAGGAACC

CSSM41* F AATTTCAAAGAACCGTTACACAGC 54
R AAGGGACTTGCAGGGACTAAAACA

BM1818* F AGCTGGGAATATAACCAAAGG 53
R AGTGCTTTCAAGGTCCATGC

BM203* F GGGTGTGACATTTTGTTCCC 56
RR CTGCTCGCCACTAGTCCTTC

BM4513 F GCGCAAGTTTCCTCATGC 56
R TCAGCAATTCAGTACATCACCC

CSSM43 F AAAACTCTGGGAACTTGAAAACTA 48
R GTTACAAATTTAAGAGACAGAGTT

ETH225 F ACATGACAGCCAGCTGCTACT 56
R GATCACCTTGCCACTATTTCCT

HUJ175 F GGAGCATGTATGTGTGTGTGC 54
R AAGGATTAACAAGAATGGCTGG

INRAOS F CAATCTGCATGAAGTATAAATAT 46
R CTTCAGGCATACCCTACACC

INRA4O* F TCAGTCTCCAGGAGAGAAAAC 55
R CTCTGCCCTGGGGATGATTG

OarVH98 F ATGAACTAACCTCCGTAGACCCAGC 59
R CCGGAAGTCCATAAGAGCTATTCTTAACC

SR12 F TGACCAGGTGACTAACAC 54
R AATCTGATTTCATTTCATG

SR24 F AGCAAGAAGTGTCCACTGACAG 55
R TCTAGGTCCATCTGTGTTATTGC

TGLA378 F TTTATAGCCAACCATATACTTTGCC 53
R CAGTACCTCTCAACTTCATGTATGT

TGLA10 F CTAAATTTATCCCACTGTGGCTCTT 55

R CAATCTGCAGTAGCATACATCCTTG




Tabla 2. Loci desarrollados para ganados bovino y caprino. Se detalla secuencia y temperatura de
anidamiento para cada locus, estos loci ya tienen incorporada fluorescencia.

Locus Secuencia 5°-3" Ta (2C)

BM2113 F CTGTGATGATAAATGCCTGGAG 60
F GCTGCCTTCTACCAAATACCC

ETH3 R ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG 55
F GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG

TGLA 53 FGCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA 55
R ATCTTCACATGATATTACAGCAGA

TGLA 227 F CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT 60
R ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA

ETH10 F GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 58
R TGTTAGCAGGGCCAGTCCTGAAC

TGLA126 F CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT 58
R AGAAGCCTCTCTCATTCTAAATTAG

TGLA122 F CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC 58
R GCTGATTTACCTGGAGGAGGG

INRA23 F GAGTAGAGCTACAAGATAAAC 55
R GTTTATCTTGTAGCTCTACTC

ETH225 F GATCACCTTGCCACTATTTCCT 60
R AGGAAATAGTGGCAAGGTGATC

BM1824 F GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 58
R GATTGGAAAAACACCTTGCTC

SPS115 F CACAGCCAAACTAGGACACTCGTT 58
R AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG

SPS113 F CCTCCACACAGGCTTCTCTGACTT 58

R CCTAACTTGCTTGAGTTATTGCCC




Tabla 3. Loci desarrollados para M. gouazoubira (datos sin publicar, Barbanti, com. per, NUPECCE). Se detalla
secuencia y temperatura de anidamiento par cada locus.

Locus Secuencia 5°-3° Ta (2C)

Gouab F CTGTGATGATAAATGCCTGGAG 55
R CTCCAGGCATTTATCATCACAG

Goua7 F GTCTGATCCAAATCTGAGGGTC 55
R GACCCTCAGATTTGGATCAGAC

Goua8 F AAAGGAGATGTCAGGATATGGG 55
R CCCATATCCTGACATCTCCTTT

Goua9 F TCAGAGTGAGATAAAGCTGAGGC 57
R GCCTCAGCTTTATCTCACTCTGA

GoualO F TAGTGGGACGTTTGTTGTTGTT 55
R AACAACAACAAACGTCCCACTA

Gouall F GCCATAACCAACGAAAGGATAC 55
R GTATCCTTTCGTTGGTTATGGC

Goual2 F GAAGCCGATTTGACCTCATCT 55
R GTATCCTTTCGTTGGTTATGGC

Goual3 F GGAGTATTCTGTCTTTGGCGAT 55
R AGATGAGGTCAAATCGGCTTC

Gouald F GTCTGGTAGCCGCCATAAAG 55
R ATCGCCAAAGACAGAATACTCC

Goual5 F GGGACAGTGATAAACTAGGTGT 55
R CTTTATGGCGGCTACCAGAC

Goual6 F TTCCAGGCAAGAATACAGGAGT 55
R GCGTACTTTGCTATCTCATTAG

Goual8 F GGCGATAGCTTGGTGTCATTA 52
R ACTCCTGTATTCTTGCCTGGAA

Goual9 F ACAACTGGAGAAAACCCTTGTG 50
R TAATGACACCAAGCTATCGCC

Goua20 F GAGTACAACAGCCATGCAGAGA 55
R CACAAGGGTTTTCTCCAGTTGT

Goua2l F GATTCAGTTTTGGGGAGAA 52
R CTTCTCTAGGTGAACCCCAATG

Goua22 F GAGGAGGGAATTAGTAGATACA 55
R TTCTCCCCAAAACTGAATC

Goua23 F CTTCCTGAGAGAAGCAACACC 52
R TGTATCTACTAATTCCCTCCTC

Goua24 F AAGAAGCTCAAACTTGCCTGTC 55
R AAGAAGCTCAAACTTGCCTGTC

Goua25 F AGGACAACCATGCACCTACTTT 55

RTTGTGTTAAAAGGAGCTGGGAT




1.1V Puesta a punto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Como primera etapa del trabajo se realizé una reaccién de PCR para todos los loci segun
Cosse et al. (2007), para verificar las amplificaciones de los mismos en las especies para las que
fueron disefiados y poner a punto los protocolos utilizados. Se utilizaron los ADN extraidos de vaca
y cabra como control positivo de los experimentos y en venado se amplificaron varios individuos
para elegir el mejor control, luego se testearon las muestras de la especie M. gouazoubira para

cada uno de los loci.

La PCR consistié en un volumen de reaccion de 10 ul, una concentracion de primer forward
(F) y reverse (R) de 0.5ul, 0.3 mg/ml de BSA, 5ul del mix de PCR ImmoMix 2X ™ de Bioline y una
concentracion final de ADN de 10 ng/ul. Las temperaturas de anidamiento para cada loci fueron
optimizadas a través de PCR con gradiente de temperatura. Las condiciones de ciclado fueron las

mismas para todos los experimentos (tabla 4).

Para confirmar la amplificacion se realizd6 una electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Amresco®) con tincion GoodView™ de 3.0 pl del producto de cada PCR. La corrida se extendio

hasta que la migracion fue aproximadamente 2/3 del total del gel a 100V y se visualizé con luz UV.

Tabla 4. Detalles de las condiciones de ciclado para PCR. Las temperaturas de anidamiento
(*)utilizadas para cada par de primers corresponden a las detalladas en las tablas 1 a 3.

Temp. (°C) Tiempo Ciclos
95 10 min 1

94 30 seg

* 45seg 35

72 45seg

1.V Amplificacion y caracterizacidn de los fragmentos de microsatélites

Como los fragmentos obtenidos por PCR son pequefios y generalmente se diferencian en
pocos pares de bases deben ser analizados por electroforesis microcapilar, la cual requiere que
estén marcados con fluorescencia. Para los loci que arrojaron una correcta amplificacion en las

condiciones de PCR anteriores en por lo menos 3 individuos de la especie M. gouazoubira y no



tenian incorporada fluorescencia, fueron amplificados en una reaccién en cadena de la polimerasa
utilizando 3 cebadores (primers); un forward complementario a la region que flanquea el
microsatélite en el extremo 57, un reverse complementario a la regiéon 3" y un cebador universal de
21 pb M13 con cola FAM. El cebador forward posee a su vez, una region de 21 pb complementaria
al cebador M13, lo que permite que los fragmentos amplificados sean marcados con fluorescencia.
(Schuelke, 2000).
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Fig 5. Representacion del proceso de incorporacién de M.13(-21) por los fragmentos (A,B) representan el
cebador forward con cola complementaria a M13 y cebador reverse respectivamente, (C) representa el
cebador universal M13(-21) marcado con fluorescencia FAM (D) en los primeros ciclos el cebador F con
cola M13 es incorporado a los productos de PCR. (E) los productos son marcados con M13 que es
incorporado en los siguientes ciclos de la PCR. (F) el producto final puede ser analizado por electroforesis
microcapilar. Figura obtenida de Nature Biotechnology 18: 233-234 (2000).

Para la PCR se utiliz6 un protocolo en base a Cosse et al. (2007), con modificaciones segun
cada caso. Se utilizé un volumen de reaccion de 10uL, conteniendo 0.13 pM del cebador forward
con la secuencia cola para M13 (-21), 0.5uM del cebador M13 (-21), 0.5uM del cebador reverse
especifico, buffer tag 10 X con KCI, 1.5 mM de MgCl, 0.4 ug/uL de BSA, 0.2 mM de dNTPs, 0.03
unidades de Taq polimerasa Invitrogen® y una concentracién final de ADN de 10 ng/ul. Las
condiciones de termociclado consistieron en dos etapas diferentes; los primeros ciclos permitian
que se incorporara el cebador forward (para cada cebador se utilizé la temperatura de anidamiento
correspondiente); la segunda etapa permitia la incorporacién del cebador M13. Los detalles del

ciclado se describen en la tabla 5.



Tabla 5. Detalles de condiciones de ciclado para PCR utilizando el marcador universal M13. *Se
refiere a las temperaturas de anidamiento utilizadas para cada par de cebadores corresponden a las
detalladas en las tablas 1 a 3.

Temp. (°C) Tiempo Ciclos
95 5min 1

95 30seg

* 45seg 30

72 45seg

95 30seg

53 45seg 9

72 45seg

72 20 min

Para confirmar la amplificacion nuevamente se realiz6 electroforesis en gel de agarosa, al
2% (Amresco®) en las mismas condiciones que para la puesta a punto de la PCR. Los fragmentos
obtenidos fueron enviados a analizar al servicio de secuenciacién del Instituto Pasteur de
Montevideo.

Se realiz6 la asignacion del tamafio y polimorfismo de cada alelo con el software
GeneMarker 1.9®. A partir de los tamafios asignados para cada loci en cada individuo, grado de
polimorfismo, eficiencia y patron de amplificacion se selecciond un set de 9 loci y 16 individuos con

los cuales se disefidé una matriz que se utilizé para la caracterizaciéon de los mismos.

I11.VI Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para determinar la neutralidad de los loci obtenidos se evalué si se encuentran en equilibrio
de Hardy-Weinberg utilizando el software Genepop® (Raymond & Rousset, 1995) que utiliza el

método de cadenas de Markov descrito por Guo y Thompson, (1992).

Es necesario que el marcador genético utilizado para analizar una poblacién, sea neutro
desde el punto de vista evolutivo, 0 sea, que no esté bajo presion de selecciéon. Cada uno de los
loci seleccionados en este trabajo, fue evaluado para estimar la probabilidad de que se encontrara

en equilibrio de H-W.

La ley del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) establece que en una poblacién ideal, sin

fuerzas evolutivas actuando, las frecuencias génicas y genotipicas se mantendran constantes de



generacion a generacion. Las frecuencias genotipicas para un locus con n alelos (Al, A2, A3,...,

Ak; con frecuencias p1, p2, p3...., pk ), estara dada por:
ZipPAA+Zic 2pPAA

donde pi es la frecuencia alélica para Ai y pj es la frecuencia alélica para Aj. Si las frecuencias
genotipicas observadas para un locus dado no se separan con una significacion estadistica de las
esperadas para H-W, se dice que estara en equilibrio. Para valores de p >0,05 se considera que el
marcador molecular tiene un comportamiento neutral. En los casos donde se observd un
apartamiento de el equilibrio de H-W, se aplico la correccion de Bonferroni para comparaciones
multiples (Rice, 1989).

I11.VIl Contenido de informacion polimdrfica y probabilidad de no exclusiéon

El grado de informacién que se puede obtener a partir de los loci depende de cuan
informativos y polimorficos son dichos loci. El polimorfismo depende del nimero y la frecuencia de
alelos que presente un set de marcadores genéticos.

Se define el contenido de informacién polimérfica (PIC) como la probabilidad de que se
pueda deducir, a partir del genotipo de la descendencia, de que parental fueron heredados cada

uno de sus alelos (Botstein et al., 1980; Guo & Elston, 1999). El valor de PIC se calcula segun:
PIC =1-5 (P)’
donde P; es la proporcion de las muestras que presentan el alelo i de un alelo en particular.

Para determinar el PIC se analizaron los datos con el programa Cervus 3.0® (Kalinowski et
al., 2007; Marshall et al., 1998).

Los loci que presentan un PIC mayor 0.5 se consideran altamente informativos, aquellos
cuyos valores estan entre 0.5 y 0.25 razonablemente informativos y los que se encuentran por

debajo de 0.25 débilmente informativos.(Botstein et al., 1980).

La probabilidad de no exclusién parental es la probabilidad de no excluir del analisis de

parentesco uno (NE-1P, NE-2P) o un par (NE-PP) de individuos seleccionados al azar que no



estan emparentados con el individuo en cuestién para un locus dado (Marshall, 1998-2007;
Kalinowsky et al., 2007).

1.VIIl Grado de endogamia

El grado de endogamia de una poblacién mide el exceso de homocigotas en relacién al que
cabria esperar si dicha poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Usando el programa Genepop® se estimo el coeficiente de endogamia Fis (Beebee & Rowe,
2008) para la matriz analizada. Estima la relacion que hay entre la heterocigosidad promedio
observada (H,) Yy la heterocigosidad promedio esperada (He) segun;

I:is = (He - Ho)/He

Este coeficiente puede tomar un valor de —1 a 1. Si es de 0 no hay endogamia y la poblacién
esta en equilibrio de Hardy Weinberg. Cuando el valor es negativo, significa que hay un exceso de
heterocigosis y si es positivo que hay un exceso de homocigosis, ya que cuando H, < He se asume
que en esa poblacién se produjeron mas apareamientos endogamicos de lo que se espera por

azar.



IV RESULTADOS

IV.l Muestra analizadas

Se determind la concentracion y grado de pureza de las muestras de ADN de M.
gouazoubira y se seleccioné un total de 35 muestras que fueron utilizadas en las reacciones de

PCR siguientes (Anexo 1).

IV.ll Puesta a punto de la reaccion de PCR y marcado con M13

Se logré poner a punto las condiciones de ciclado con el primer universal M13 y se corroboré

la amplificacién de cada uno de los cebadores en las especies que fueron disefiados.

Las amplificaciones por PCR usando el cebador M13 fueron exitosas para 27 del total de los
cebadores analizados. En la figura 6 se muestra un gel de agarosa donde se corrieron las
amplificaciones obtenidas para los cebadores goua7, goua20 y tglalO respectivamente. El

marcador de peso molecular fue GeneRuler ™ de 100 bp de Fermentas®.

Fig.6. Fotografia de gel de agarosa 2%. Los primeros cinco posillos corresponden a los fragmentos
amplificados con el cebador goua 7, los siguientes cinco corresponden a goua 20 y los ultimos con tglal0.



V.1l Genotipificacion de los fragmentos

A partir de los resultados obtenidos por electroforesis microcapilar se determinaron los alelos
para cada individuo en los distintos loci. (Anexo 2)

En cada caso se examiné la forma y el patron de picos obtenido de los fragmentos corridos y
Se determind el grado polimorfismo en cada loci (Fig. 7). Se seleccionaron nueve loci polimoérficos
en la especie que presentaron buenos patrones de amplificacion y consistencia en por lo menos

tres individuos (Anexo 2).
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Fig7. Imagen extraida del programa GenMarker 1.9®. Se observa el patrén de picos obtenido para el locus
goua25 en dos muestras: msg 68 en la parte superior (alelos 198/198) y msg 88 en la inferior (alelos
192/196).



IV. IV Desarrollo de la matriz y caracterizacion de los loci

A partir del set de nueve loci seleccionados anteriormente se construyd una matriz de

genotipos para un total de 16 individuos de Mazama gouazoubira (tabla 6).

Tabla 6. Matriz disefiada a partir de los 9 loci que resultaron polimérficos para por lo menos tres individuos

de la especie. El total de individuos es 16. (Detalles de loci seleccionados en anexo2)
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IV.V Equilibrio de Hardy-Weinberqg vy grado de endogamia

Los resultados arrojados por el programa Genepop® indicaron que solamente tres de los

nueve loci se encontraban en equilibrio con valores mayores a 0.05 (goualO, goua24, goua25);

para el locus sps113 no fue posible resolver el equilibrio. Para los locus que se encontraban fuera

del equilibrio se aplicé la correccion de Bonferroni y finalmente solamente el locus bm757 arrojé un

valor menor a 0,05, fuera del equilibrio (Tabla 7).




El rango de valores Fis se ubicé entre 0,000 para sps113 y 0,4737 para sps115 y segun las
estimaciones usando el método Weir & Cockerham (1984) (Tabla 7). El valor global de Fis para

estimar la endogamia total de la poblacién fue alto, 0,26.

Tabla 7. Resultados arrojados por el programa Genepop ®. Se detalla Pval antes y después de la correccién
de Bonferroni, valores de Fis para cada uno de los 9 loci seleccionados. En negro se destacan bm757 (fuera
del equilibrio) y sps113 (No Resuelto).

Locus P val Bonferroni  Fis
bm1818 0,009 0,07 0,2394
bm203 0,049 0,26 0,2432
bm757 0,003 0,02 0,4074
sps115 0,018 0,06 0,4737
sps113 NR NR 0
cssm4l 0,038 0,32 0,2105
gouall 0,063 0,06 0,3333
goua24 0,146 0,15 0,2308
goua25 0,324 0,32 0,1304

IV.VI Contenido de informacién polimoérfica (PIC) v probabilidad de no

exclusion

El contenido de informacién polimorfica global para los 9 loci analizados en los 16 individuos
de la especie fue altamente informativo (PIC= 0.7761); la probabilidad de no exclusién tanto para el
primer parental como para el segundo fueron bajas (NE-1P = 0.002929, NE-2P = 0.00008,) asi
como también la probabilidad de identidad, asumiendo que dos individuos puedan ser hermanos
(NE-I = 6.03E-0.012).

La diversidad alélica promedio por locus fue 7.33; el nimero de alelos vari6 entre 13 en
bm203 y 4 en sps113.

La heterocigosidad esperada para el conjunto de loci fue 0,8695. Para cada locus dicha

heterocigosidad varia entre 0,975 (bm203) y 0,750 (goual0), en todos los casos la heterocigosidad



observada es menor a la esperada exceptuando sps113 donde son iguales. En la figura 8 se

muestran los resultados obtenidos para cada loci y para el conjunto.
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Fig 8. Resultados obtenidos en el programa Cervus ®, se muestran en orden k nimero de alelos, N
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cada uno de los loci analizados.



V. DISCUSION

La combinacién en la reaccién en cadena de la polimerasa con el cebador universal con
fluorescencia M13 para cada locus (Schuelke, 2000), es una técnica que permite reducir el costo
de la amplificacion, aunque la exposicién de la muestra a un ciclo con las bajas temperaturas que
requiere el M13 gener6 resultados de dificil interpretacién y probablemente influy6é en la eficiencia
de la amplificacion ya que cuando se amplifica con cebadores especificos, la sefal obtenida es
mas clara (Cosse, 2010).

A su vez, la baja eficiencia de la amplificacion de las muestras (s6lo 16 de las 35 pudieron
ser amplificadas), probablemente se deba a la baja calidad ya que cuando se trabaja con material
colectado por métodos no invasivos las condiciones cuali y cuantitativas del ADN decaen
(Gonzalez y Duarte, 2007). También pueden haber ocurrido mutaciones puntuales en las regiones
flanqueantes a los microsatélites que no permiten la union de los cebadores y por lo tanto la

amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (Chistiakov et al).

De los 47 loci analizados se seleccionaron 9 que amplificaron de manera consistente en la
especie M. gouazoubira. Estos presentaron buenas condiciones para estudiar la estructura
poblacional, hacer inferencias sobre la estructura de los grupos, las estrategias de apareamiento y

relacién evolutiva entre distintas poblaciones de la especie.

En el estudio de equilibrio de Hardy Weinberg, luego de la correccién de Bonferroni,
solamente present6 una desviacion el locus bm757, si bien el nimero de individuos analizados y
numero de alelos para este locus fue alto, 9 y 10 respectivamente. Las posibles explicaciones
serian que el locus se encuentre asociado a un caracter sometido a alguna fuerza de seleccién,
que los alelos no segreguen de manera independiente, o que reflejen una mutacién reciente que
aln no ha alcanzado el equilibrio (Soriguer F et al., 2007). Para el locus spsl113 no se pudo

resolver el equilibrio probablemente debido al bajo nimero de muestras analizadas (4 individuos).

La deficiencia de heterocigocidad observada con respecto a la esperada puede deberse a la
presencia de alelos nulos. Es decir, un alelo de cierto locus sufre una mutacion en la region
flanqueante complementaria al cebador que produce una reduccion en el éxito de la amplificacién
de ese alelo. Asi individuos que eran heterocigotos para uno de estos loci, son genotipados como
homocigotos para el alelo no mutado y este alelo mutante es denominado alelo nulo (Chapuis &
Estoup, 2007). Estos resultados pueden estar sesgados por la baja calidad de las muestras debido
al método de colecta mencionado anteriormente. Para la evaluacion de este tipo de errores existen

estimativos que permiten corregir las frecuencias alélicas para los loci que presentan pérdida de



alelos y presencia de alelos nulos. Dentro de los programas existentes el mas utilizado es el Micro-
checker: calcula la probabilidad para cada homocigota observado y detecta los alelos nulos si
dicha probabilidad muestra que hay un exceso significativo de homocigotas en la poblacién. Si este
exceso no tiene una distribucién homogénea, el patrén no sera consistente con el esperado para
los alelos nulos y entonces puede ser determinado como un error de genotipado o a que el
apareamiento no es al azar (Oosterhout et al., 2004). Como el nimero de muestras que pudieron
ser amplificadas fue bajo, no fue posible realizar el estimativo de alelos nulos, por lo que seria

conveniente aumentar el tamafio muestral.

Los valores de Fis para cada locus y para el global de la poblacién presentaron grados de
endogamia altos. Estos resultados pueden deberse a que el bajo nimero de muestras que fueron
analizadas conllevan a errores relacionados con el genotipado, (comentados anteriormente) ya que
el valor de Fis depende del valor de heterocigocis observada y esperada (Fis = (He — Ho)/He). El
valor de Fis 0 para sps113 puede deberse al bajo nUmero de muestras analizadas y no a que se
encuentre en EHW, ya que este valor no pudo ser resuelto por el programa (Tabla 7)

A su vez, se ha observado que pueden producirse errores de genotipado y de dominancia
alélica con mayor frecuencia a medida que aumenta el nimero de loci analizados. Es por eso que
se busca obtener un conjunto minimo de marcadores con un buen nivel de heterocigosidad
(Taberlet et al., 1999; Waits et al., 2001; Waits & Paetkau, 2005).

Finalmente se obtiene que los valores de contenido de informacion polimorfica, de
probabilidad de no exclusiéon y de identidad individual obtenidos indican que los marcadores
seleccionados puedan ser utilizados para identificacion individual y grado de parentesco con alto
nivel de confianza en estudios de ecologia molecular.

VI. PERSPECTIVAS

Se considera relevante para futuros estudios aumentar esfuerzos de muestreo en el
territorio uruguayo asi como también mejorar la calidad de las muestras para obtener una mayor
eficiencia en las amplificaciones. Es conveniente para este punto, entonces, el andlisis de nuevos
métodos de extraccion de ADN para pelos y tejidos y comparacién de las eficiencias de cada
método.

Por otro lado, para que la caracterizacion de los loci seleccionados sea mas certera se

recomienda aumentar el nimero de muestras amplificadas para dichos loci y volver a realizar las



estimaciones correspondientes para equilibiro de H-W, contenido de informacién polimérfica,
probabilidad de no exclusién, grado de endogamia y la evaluacion de errores en la asignacién de

genotipos, pérdida de alelos y presencia de alelos nulos con el software Micro-checker®.

Por dltimo, a partir de los loci seleccionados se disefiaran PCR mdltiplex para poder avanzar
en investigaciones de genética poblaciones de M.gouazoubira en Uruguay, y determinar en qué

situacion se encuentra la especie en el pais.

A su vez se realizaran estudios de genética del paisaje utilizando los resultados obtenidos ya
que la especie ha sido considerada indicadora de biodiversidad y predictora de la distribucién de
otros taxones en el proyecto “Genética del paisaje: Impacto de las caracteristicas del ambiente en
la estructura genética de tres especies de mamiferos autdctonos” responsables Dra. Mariana

Cosse, Dr. Alvaro Soutullo.
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Vill. ANEXOS

VIIl.I Tabla de muestras analizadas.

Para cada una de las 36 muestras analizadas se especifica lugar de recoleccion y
relaciones de absorbancias 260/280 y 260/230.

ID PAIS LOCALIDAD LUGAR Abs260/280 | Abs260/230
MSG 03 |Brasil San Pablo Sorocaba_Z00 1.67 1.35
MSG22 |Brasil San Pablo Municipio_ITU 1.73 121
MSG23  |Brasil San Pablo Sorocaba_Z00 1.87 1.2
MSG27  |Brasil San Pablo Sao_Roque 1.93 1.07
MSG35 |Brasil San Pablo Sorocaba_Z00 161 1.03
MSG36 |Brasil San Pablo Sorocaba_Z00 1.23 0.98
MSG47  |Uruguay Rocha Don Bosco 1.63 0.64
MSG49  |Paraguay Asuncion Asuncién_zZ00 1.66 1.22
MSG53  |Brasil Parana Hacienda_Municipio_de_Lapa 1.88 191
MSG59  |Brasil San Pablo Sorocaba_Z00 1.61 0.98
MSG63 Uruguay Rivera Parque_Lecocq 1.7 0.38
MSG66  |Argentina Tucuman Este_Tucuman_Limite_Santiago_del_Estero 1.7 1.29
MSG70  |Pert 1.84 1.36
MSG71  |Argentina Tucuman Tucuman 1.55 0.82
MSG72  |Argentina Tucuman Tucuman 1.87 1.33
MSG73  |Argentina Tucuman Tucuman 1.86 1.96
MSG75 |Argentina Tucuman Tucuman 1.13 0.47
MSG76 |Argentina Tucuman Tucuman 131 0.51
MSG77  |Argentina Tucuman Tucuman 1.93 1.42
MSG78  |Argentina Tucuman Tucuman 1.48 0.64
MSG79  |Argentina Tucuman Tucuman 1.78 1.34
MSG83  |Per Cuzco La_Convencion_Echarate_Campamento_Y amihua 1.92 1.67
MSG88  |Uruguay Lavalleja Aguas_Blancas 1.88 1.69
MSG90  |Uruguay Paysandi Arroyo_Quebracho 1.84 1.06
MSG92  |Uruguay Lavalleja Parque_Salus 1.81 0.85
MSG93  |Uruguay Lavalleja Parque_Salus 2.13 2.32
MSG96  |Uruguay Lavalleja Parque_Salus 1.58 0.9
MSG100 |Uruguay Lavalleja Parque_Salus 1.66 0.93
MSG107 |Uruguay Lavalleja Parque_Salus 1.96 1.57
MSG108 |Uruguay Lavalleja Parque_Salus 2.01 1.43
MSG111 |Uruguay Lavalleja Parque_Salus 1.85 1.87
MSG117 |Uruguay Lavalleja Parque_Salus 1.93 1.99
MSG122 |Uruguay Tacuaremb6 A_Laureles 1.94 0,73
MSG137 |Paraguay Boquer6n Agua_Dulce 1.77 1.87
MSG139 |Paraguay ttaptia Isla_Yacyreta 1.48 0.94




VIII.II Tabla de loci analizados.

Loci analizados no incluidos en la matriz, se especifica secuencias, especie en la que
fueron clonados, temperatura de anidamiento para cada uno y la caracterizacion en funcion de los

resultados obtenidos en la amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa.

locus Secuencia Reverse 5°-3 Secuencia Forward 5°-3 clonadoen | ta(°C) caracterizacion

BM4513 |TCAGCAATTCAGTACATCACCC GCGCAAGTTTCCTCATGC vaca 56 no amplifica
CSSM43 |GTTACAAATTTAAGAGACAGAGTT AAAACTCTGGGAACTTGAAAACTA vaca 48 no genotipable
ETH225 |GATCACCTTGCCACTATTTCCT ACATGACAGCCAGCTGCTACT vaca 56 no amplifica
HUJ175 |AAGGATTAACAAGAATGGCTGG GGAGCATGTATGTGTGTGTGC vaca 54 no amplifica
INRAO5 |CTTCAGGCATACCCTACACC CAATCTGCATGAAGTATAAATAT vaca 46 baja eficiencia amp.
INRA40 |CTCTGCCCTGGGGATGATTG TCAGTCTCCAGGAGAGAAAAC oveja 55 no genotipable
OarVH98 |CCGGAAGTCCATAAGAGCTATTCTTAACC  |ATGAACTAACCTCCGTAGACCCAGC vaca 59 no amplifica
SR12 AATCTGATTTCATTTCATG TGACCAGGTGACTAACAC cabra 54 baja eficiencia amp.
SR24 TCTAGGTCCATCTGTGTTATTGC AGCAAGAAGTGTCCACTGACAG cabra 55 baja eficiencia amp.
TGLA378 |CAGTACCTCTCAACTTCATGTATGT TTTATAGCCAACCATATACTTTGCC vaca 53 no genotipable
TGLA10 |CAATCTGCAGTAGCATACATCCTTG CTAAATTTATCCCACTGTGGCTCTT vaca 55 monomdrfico
Gouaé |CTCCAGGCATTTATCATCACAG CTGTGATGATAAATGCCTGGAG m.gouazoubira 55 no amplifica
Goua7 |GACCCTCAGATTTGGATCAGAC GTCTGATCCAAATCTGAGGGTC m.gouazoubira 55 polimérfico*
Goua8 |CCCATATCCTGACATCTCCTTT AAAGGAGATGTCAGGATATGGG m.gouazoubira 55 no genotipable
Goua9 |GCCTCAGCTTTATCTCACTCTGA TCAGAGTGAGATAAAGCTGAGGC | m.gouazoubira 57 no consistente
Gouall |GTATCCTTTCGTTGGTTATGGC GCCATAACCAACGAAAGGATAC m.gouazoubira 55 no genotipable
Goual2 |GTATCCTTTCGTTGGTTATGGC GCCATAACCAACGAAAGGATAC m.gouazoubira 55 no amplifica
Goual3 |AGATGAGGTCAAATCGGCTTC GAAGCCGATTTGACCTCATCT m.gouazoubira 55 no amplifica
Gouald |ATCGCCAAAGACAGAATACTCC GGAGTATTCTGTCTTTGGCGAT m.gouazoubira 55 no genotipable
Goual5 |CTTTATGGCGGCTACCAGAC GTCTGGTAGCCGCCATAAAG m.gouazoubira 55 no amplifica
GOUA16 |GCGTACTTTGCTATCTCATTAG GGGACAGTGATAAACTAGGTGT m.gouazub. 55 no amplifica
Goual7? |TTGGTAGCTTGATAGGGATTGC GCAATCCCTATCAAGCTACCAA m.gouazoubira 55 baja eficiencia amp.
Goual8 [ACTCCTGTATTCTTGCCTGGAA TTCCAGGCAAGAATACAGGAGT m.gouazoubira 52 baja eficiencia amp.
Goual9 |TAATGACACCAAGCTATCGCC GGCGATAGCTTGGTGTCATTA m.gouazoubira 50 no amplifica
Goua20 [CACAAGGGTTTTCTCCAGTTGT ACAACTGGAGAAAACCCTTGTG m.gouazoubira 55 no genotipable
GOUA21 |CTTCTCTAGGTGAACCCCAATG GAGTACAACAGCCATGCAGAGA m.gouazub. 52 no genotipable
Goua22 |TTCTCCCCAAAACTGAATC GATTCAGTTTTGGGGAGAA m.gouazoubira 55 no amplifica
Goua23 |TGTATCTACTAATTCCCTCCTC GAGGAGGGAATTAGTAGATACA m.gouazoubira 52 no amplifica
BM2113 |GCTGCCTTCTACCAAATACCC CTTCCTGAGAGAAGCAACACC vaca 60 monomorfico
ETH3 GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG vaca 55 no genotipable
TGLA 53 |ATCTTCACATGATATTACAGCAGA GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA vaca 55 monomodrfico
TGLA 227| ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT vaca 60 no genotipable
ETH10 TGTTAGCAGGGCCAGTCCTGAAC GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA vaca 58 no amplifica
TGLA126 |AGAAGCCTCTCTCATTCTAAATTAG CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT vaca 58 no genotipable
TGLA122 |GCTGATTTACCTGGAGGAGGG CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC vaca 58 no amplifica
INRA23 |GTTTATCTTGTAGCTCTACTC GAGTAGAGCTACAAGATAAAC vaca 55 no amplifica
ETH225 |AGGAAATAGTGGCAAGGTGATC GATCACCTTGCCACTATTTCCT vaca 60 baja eficiencia amp.
BM1824 |GATTGGAAAAACACCTTGCTC GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC vaca 58 no amplifica

* amplificd

en pocos individuos




