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RESUMEN

El aguard guazu es el canido mas grande de Sudamérica, categorizado como cercano a la
amenaza por la UICN. En Uruguay ocurrieron dos episodios de caza furtiva de ejemplares machos
adultos, uno en Rio Negro y otro en Cerro Largo. El objetivo de este trabajo fue confirmar la
presencia de aguara guazu en dos localidades del Uruguay (Departamentos de Cerro Largo y Rio
Negro) y caracterizar los niveles de variabilidad genética de la especie en nuestro pais utilizando
marcadores moleculares. Se analizaron las muestras de ejemplares cazados y una feca colectada
en el sitio de caza de Cerro Largo. Fueron amplificados fragmentos de ADN mitocondrial (Cit by D-
loop). Las muestras de Cerro Largo fueron genotipadas para nueve loci de microsatélites. EI ADN
fecal fue sexado con cebadores especificos para Canidae. Los resultados obtenidos indican que la
especie retiene diversidad génica ya que cada individuo analizado represent6 un haplotipo diferente
para el fragmento de D- loop. El analisis del ADN fecal revel6 que en la dieta del ejemplar estaban
incluidos restos ovinos y que pertenecia a un individuo aguara guazu macho. Las muestras de Cerro
Largo comparten al menos un alelo para cada uno de los loci microsatelitales analizados, siendo
posible la presencia de un grupo familiar en Cerro Largo.
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ABSTRACT

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

group.

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

INTRODUCCION

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

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

En 1989 en Uruguay fue registrado un episodio de caza furtiva de un ejemplar macho adulto
en el departamento de Rio Negro (Mones & Olazarri, 1990; Mannise et al., 2011). Por otro lado,
se han encontrado huellas caracteristicas de la especie en el departamento de Rocha (Prigioni
& Sapa, 2003). Posteriormente en el 2006, en el departamento de Cerro Largo, se report6 otro
episodio de caza furtiva (Mannise et al., 2011; Queirolo et al., 2011).

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

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

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

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

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

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

MATERIAL Y METODOS

Muestras
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Las muestras procedentes de animales cazados se encuentran depositadas en la coleccion
del Museo Nacional de Historia Natural (MNHN). Se extrajeron muestras de tejidos de los
ejemplares cazados en Rio Negro en 1989 (32°35'45”S; 58°08'46” O) y Cerro Largo en el 2006
(32°14°43”S; 54°03'30” O). Ademas en esta ultima localidad se colecté una feca dias después
del episodio de caza, la misma se mantuvo refrigerada por cuatro dias y luego conservada en
alcohol.

Extraccion de ADN y Amplificacion

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

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

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

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

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

Andlisis de secuencias y genotipificacion con loci de microsatélites

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

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

RESULTADOS Y DISCUSION

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

Estas herramientas moleculares permiten estimar a partir de ADN fecal, de manera cualita-
tiva, items presentes en la dieta a través de la amplificacion por PCR con cebadores especifi-

cos y/o universales (Valentini et al., 2009).

Sexaje
Mediante la comparacién de la curva de metling obtenida para el ADN fecal con muestras de

sexo conocido, se determind que pertenecia a un ejemplar macho (Fig. 1). De esta manera, las
muestras de Cerro Largo pertenecen a dos individuos machos, con diferente origen materno.

Genotipificacion con loci de microsatélites
Mediante la comparacién de los dos genotipos de los ejemplares de Cerro Largo, se pudo
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Fig. 1. Patrén de curvas obtenido para la muestra de ADN fecal, la cual exhibe un pico a 83,75°C y otro a 85,2°C.
En la parte superior se observan los controles positivos 8 y ?. Los & presentan dos picos: a 83,75°C representa
aquel fragmento presente en el cromosoma sexual Y, a 85,2°C que representa a la copia en el cromosoma sexual
X. Las ¢ presentan un unico pico a 85,2°C presente en el cromosoma sexual X.
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Tabla 1. Se muestran los alelos para cada loci de microsatélite utilizado, aquellos alelos compartidos se
encuentran marcados con un asterisco (*).

Loci FH2226 FH2535 FH2140 Pez 19 FH2137 FH2848 FH2328 REN169 FH2054
Individuo
cazado 158 170*  94* 94*  134* 174 197* 207* 278* 288 293* 299 363 373* 199 199* 62+ 72
Feca 140 170 94* 102 122 134* 197* 207* 276 278* 293* 303 373 403 199* 199* 62* 62*

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

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

CONCLUSION

Los marcadores moleculares empleados demostraron ser eficientes para determinar en
forma confiable y repetible, la presencia en Uruguay de este canido vulnerable y elusivo. Los
resultados presentados en este trabajo revelan que la especie retiene diversidad génica ya que
cada individuo analizado represent6 un haplotipo diferente para el fragmento de D- loop. A su
vez, serian consistentes con la presencia de un grupo familiar de aguara guazu en Cerro Largo.
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