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Infroduccioén

DESARROLLO DE MARCADORES MOLECULARES NUCLEARES Y MITOCONDRIALES Y
ANALISIS GENETICO DE POBLACIONES DE GUANACOS DE LA PATAGONIA ARGENTINA

1- INTRODUCCION

1.1- Historia de los Cameélidos

La familia Camelidae se origind en las Montafias Rocallosas de América del Norte
hace 40-45 millones de anos, segin demuestran los restos fésiles encontrados en
esta regién. Posteriormente, hace unos 11 millones de aios, se habria producido la
separacion entre los dos grupos genéticos antecesores de las tribus modemas
Lamini y Camelini (Hamrison 1979). Estos Gltimos migraron a Eurasia a través del
Estrecho de Behring hace unos 3 millones de anos (Webb 1974}, originando el
Camello bactriano y el Dromedario de la actualidad. SimultGneamente, otro grupo
atraveso el istmo de Panama e ingresé a Sudamérica donde evolucioné durante 1
millén de anos para finaimente diferenciarse en las 4 especies que conforman la
tibu Lamini y que conocemos como camélidos sudamericanos {CS). Hace 12.000 a
14.000 anos los camélidos se extinguieron en Norfeamérica pero sus descendientes

continuaron evolucionando en Asia, Africa y Sudameérica.

1.1.1- Camélidos del Viejo Mundo

Actualmente la tibu Camelini abarca el género silvestre Camelus bactrianus ferus y
las especies domésticos Camelus bactrianus y Camelus dromedarius. Estudios
recientes de divergencia filogenética entre ambas especies domésticas postulan
que la especiaciéon de sus ancestros ocumié antes de la migracién a Eurasia, en
contraposicidon con la hipdtesis de domesticacion separada de 1os mismos, ocumidas
en Arabia la del dromedario y en Asia Central la del camello bactriano, hace 4000-
5000 anos (Jianglin 2004).

El dromedario se encuentra en 35 paises desde el este de la India hasta el oeste de
Senegal y desde el sur de Kenia al norte de Turquia, con una poblacién giobal de
17.7 millones de animales estimada para el aino 2002. Bl camello bactriano se

encuentra en los paises de Asia central, Pakistan, India, Rusia, China y Mongolia.
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Segun datos de 2002 su poblacion total se estima en 0.82 millones de animales. Sélo
900 bactrianos silvestres viven en China y Mongolia por lo cual desde septiembre de
2002 fueron incluidos en la lista de las Naciones Unidas para las especies con mayor

peligro de extincion (Jianglin 2004).

1.1.2- Camélidos Sudamericanos

Los cameélidos sudamericanos {CS) asi como los camellos del viejo mundo, se
clasifican taxondmicamente en el orden Cetartiodactyla, suborden Tylopoda,
familia Camelidae [Montgelard et al. 1997). Actuaimente se reconocen 4 especies,
dos silvestres: el guanaco {Lama guanicoe, Maller 1776) y la vicuna (Vicugna
vicugna, Miller 1924) y dos domésticas: la llama (Lama gloma, Linnaeus 1758} y la
alpaca (Lama pacos, Linneaus 1758).

Es ampliamente conocido el impacto de la colonizacién espanola en la fauno
autéctona. En documentos sobre este particular Flores Ochoa (1982) informa que en
alrededor de cien anos desaparecieron aproximadomente el 90% de las
poblaciones de camélidos domésticos. Los animales intfroducidos por los europeos,
tales como ovejas, vacas, cerdos y cabras, desalojaron a los camélidos de las
costas y valles interandinos y los forzaron a ocupar zonas marginales donde las
extremas condiciones ambientales impedian la sobrevida de los animales
infroducidos. El efecto de la colonizacién sobre las poblaciones de guanacos de la
patagonia también fue drastico, ya que su nimero en esa eépoca se estima entre 30
y 50 millones de animales (Raedeke 1979) y en la actualidad es de poco mas de
400.000 animales (Amaya et al. 2001). La influencia de estos cuellos de botella sobre
la composiciéon genética de los camélidos y las consecuencias de la hibridacion
interespecifica sobre la variabilidad individual nunca han sido investigadas en
profundidad, pero hoy se sabe que han tenido un papel muy importante en el
estado actual de los camélidos sudamericanos, tanto en las especies silvesires
como en las domésticas {Kadwell et al. 2001).

A continuacién describiremos brevemente las caracteristicas mas importantes,
distribucidon y origen de los camélidos sudamerncanos, poniendo énfasis en el

guanaco, por ser ésta la especie que en este trabgjo se estudio con mas detalle.
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1.1.2.1- Guanaco

El guanaco es el cetartiodactilo silvestre mdas grande de Sudamérica vy la forma
ancestral de la llama doméstica. En la época prehispdnica se distribuia sobre la
totalidad de Argentina y Chile, la porcién occidental del teriforio peruano, gran
parte del temitorio oriental de Bolivia y noroeste de Paraguay (Tomres 1985). En la
actualidad existen alrededor de 600.000 guanacos, distibuyéndose un 94 % en
Argentina, 5 % en Chile y el 1 % restante en Per( y Bolivia (Cunazza et al. 1995). Este
camélido posee una serie de cudlidades desde el punto de vista anatomica y
funcional que lo hacen particularmente apto para sobrevivir en condiciones
climaticas y ecolégicas extremas. Estas cualidades le permiten soportar el estrés
hidrico, las temperaturas extremas y el ambiente hipdxico de las grandes alturas,
por lo cual se encuentran animales viviendo desde los 4.500 metros de altura hasta
el nivel del mar aunque preferentemente en climas frios. Su distribucion actual
(Figura 1A) es la mas amplia de los CS, encontrandose poblaciones de esta especie
desde el sudeste de Per(, la Cordilera de Mochard en Bolivia y sudeste de
Paraguay, hasta la isla de Tiema del Fuego chilena y argentina. Al este de los Andes
los guanacos llegan hasta las Sierras de Curamalal y la Ventana, en la provincia de
Buenos Aires (MacDonagh 1949) y hasta la costa atlédntica en toda la Patagonia. La
poblacién actual de guanacos sélo en la patagonia argentina es de alrededor de
450.000 animales, los que representan el 75 % de la poblacién mundial (Amaya et al.
2001).

Se han descrito cuatro subespecies de guanacos aunque no existen pruebas
biolégicas suficientes que sostengan tal division: Lama guanicoe guanicoe (Miller
1776) en Argentina al sur de 35° de latitud, Patagonia y Tierma del Fuego. L. g.
huanacus en Chile {Molina, 1782), L. g. cacsilensis (Lonnberg 1913} en los altos Andes
de Pery, Bolivia, y noreste chileno y L. g. voglii ([Krumbiegel 1944) en la vertiente
oriental de los Andes argentinos, entre 21° y 31° de latitud sur. Actualmente hay una
tendencia a reconocer sélo L. g. guanicoe y L. g. cacsilensis, pero es probable que
existan otras subespecies ain no identificadas.

Todos los guanacos tienen una coloraciéon de pelaje semejante, que varia desde el
mamrdn oscuro rojizo en el sur {L. g. guanicoe) a marrdn mas claro en el norte (L. g.
cacsilensis). El didmetro de su fibra varia desde 16.5 a 24 micros lo cudl la convierte

en la segunda fibra comercialmente mdas apreciada después de la de vicuia. No
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existen diferencias fenotipicas que permitan identificar los animales de distinto sexo.
En L. g. guanicoe, la alzada de los adultos varia desde 1,10 hasta 1,20 m y el peso
promedio es de 120 a 130 kg y de 96 kg para L. g. cacsilensis (Wheeler 1991).

La organizacion social del guanaco es cambiante segun la etapa del ano, pero
siempre con un patrén bdasico compuesto de grupos tamiliares, tropillas de machos
y machos solitanos. Los grupos familiares estdn formados por un macho adulto
dominante y 5 a 13 integrantes mas {con un promedio de 67), que incluyen
hembras y crias de hasta 15 meses de edad. En los grupos de machos no existen
crias pequenas, estan compuestos por 7 a 20 machos (con un promedio de 10) de
mas de un ano de edad, no existen un liderazgo marcado y la actividad
predominante es la de juego agresivo. Los machos solitarios se considera que son
machos maduros jovenes o seniles, no asociados a ningin grupo social. En la
Patagonia la composicion y tamano de los grupos cambia durante el ano; el
verano constituye la estacion reproductiva, en la que tienen lugar los nacimientos y
apareamientos, presentandose las estructuras sociales descriptas anterioomente. En
otofo se inician las migraciones en busca de mejores condiciones ambientales y
disponibilidad de alimentos, manteniéndose las estructuras sociales del verano, que
en inviemo pasan a conformar los grupos mixtos. En primavera la poblacién
comienza a regresar al drea estival, y los grupos mixtos de desglosan en las
estructuras sociales de verano (Puig et al. 1995). Antes del inicio de la paricion
durante el verano, el macho dominante expulsa del grupo familiar a las crias de
mas de 15 meses. Las crias machos se unen a las tropillas de moachos migratorias
mientras que las hembras lo hacen a otros grupos familiares establecidos. ya que a
partir de los dos afios éstas alcanzan la madurez sexual necesaria para reproducirse.
Los grupos de machos solitarios tratan de desplazar al macho dominante y asumir el
control de grupo familiar (Franklin 1982).

El periodo de gestacion del guanaco es de 345 a 360 dias (Franklin 1982) y la época
de paricion varia de norte a sur siendo entre noviembre y diciembre en la Palagonia
y Chile y de diciembre a fines de febrero en Tiera del Fuego. El periodo de vida de
esta especie puede alcanzar un maximo de 30 anios. Las principales causas de
mortalidad de los guanacos son la depredacion por pumas, zorros y la caza
realizada por humanos, en tanto que la mortandad por inanicion sobre todo en
invierno, es también causa importante en Tierra del Fuego (Raedeke 1979).
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Importancia actual del guanaco

La amplia distribucién del guanaco anterior a la colonizacion posibilitd su utilizacion
como recurso para la subsistencia por gran parte de los grupos culturales que
habitaron Sudamérica en esos tiempos. Esta especie fue un recurso fundamental
para las poblaciones nativas que habitaron el temitorio de la Patagonia en el
periodo precolombino. De hecho, unos 8.000 afios atrds, el guanaco fue el
proveedor bdsico de carne, piel, lana y cuero para la confeccidn de vestimenta,
mantas y otras artesanias (Casamiquela 1983; Mengoni 1995).

Como expusimos anteriormente, durante y después de la colonizacidén europea se
produce un importante cuello de botella numérico. Aunque imposible de
cuantificar ya que no se cuenta con datos previos a ésa época se supone que el
cuello de botella numérico provocd un empobrecimiento genético importante de
esta especie silvestre. Sumado a esto, en los Oltimos 100 afios se produjo una
importante retraccion en la distibucidon geogréfica del guanaco en todo
Sudamérica. En nuestro pais la retraccion del habitat del guanaco posterior a la
colonizacion fue provocada por la accién del hombre, que difiere segin la region.
En Patagonia y Tiema del Fuego el guanaco fue desplazado de sus Greas de
alimentacion por la intfroducciéon de grandes rebaios de ganado ovino, y por la
intfroduccién de la liebre europeaq, introducidos a principios del siglo pasado. En la
zona central del pais la retraccidon del habitat se debidé a desmonte, desamollo de
actividades agropecuarias intensivas y urbanizacién, mientras que en el norte se
debid principaimente a la desaparicidbn de abras y pampas al introducirse el
ganado vacuno {Cunazza et al. 19995).

Es en este contexto, y a partir del afio 1992, que el guanaco es incluido en forma
definitiva en el Apéndice ll de la Convencidon para el Comercio Intemacional de
Especies Amenazadas de la Hora y Fauna Silvestre (CITES). La misma surge como
una recomendaciéon primaria del comité de Fauna hacia la Argentina. En esta
nueva coyuntura se propone un nuevo-enfoque sobre el uso racional del recurso
que contempla tanto la conservacion de la especie como aspectos productivos
(De Lamo 1997). Para cumplir con las recomendaciones del Comité de Fauna de la
secretaria CITES, se elaboré un proyecto de plan de manejo de la especie que
incluye su uso sustentable. En marzo de 1993 el mismo fue aprobado por el comité

permanente y fue actualizado en los anos 1996y 1999 (Amaya et al. 2001).
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Parte de los presupuestos del plan de manejo sustentable contemplan las
evaluaciones del estado de conservacion de las poblaciones silvestres y los
programas de gestion necesarios para conservar la especie. En el ano 2000 Amaya
y colaboradores redlizaron un censo de animales que habitan la Patagonia, ya que
los datos disponibles sobre la distribucion y densidad de guanacos en esta region
databan del ano 1989. Este frabajo concluyd en una cifra total de guanacos para
toda la Patagonia fluctuante entre 401.612 y 455.446, segin el método de cdlculo
utilizado (Amaya et al. 2001), ademds de los aproximadamente 20.000 guanacos
contabilizados en la Pcia. de Tiera del Fuego (Montes et al. 2000). H trabgjo finalizd
afirmando que en el dmbito patagdnico existirian suficientes guanacos como para
asegurar su sustentabilidad a futuro, siempre y cuando se establezcan normas de
manejo racional en los diferentes niveles de decision local, provincial y nacional
(Amaya et al. 2001).

En los Ultimos 20 anos varios productores patagdnicos tradicionalmente dedicados
a la explotacion ovina, emprendieron paralelamente, la cria de guanacos en
semicauvtiverio, incentivados principalmente por la depreciacion de la lana ovina en
el mercado intemacional y la creciente valorizacion de la fibra de guanaco,
considerada “fibra preciosa” por los mercados interesados en ese tfipo de
productos, principalmente Inglaterra, Alemania, italia, Reino Unido, Japon, los Paises
Bajos y Hong Kong.

Los animales fundadores de las unidades de cria en semicautiverio son capturados
en la naturaleza utilizando como Unico criterio de seleccion la morfologia y su
fenotipo joven. Sin embargo, el conocimiento de la composicidon genética y
particularmente de su variabilidad genética, es un aspecto importante a tener en
cuenta cuando se intenta realizar el aprovechamiento sustentable de una especie
(De Lamo 1997}, y asegurar que se estd protegiendo el mayor nimero posible de
varantes genéticas y no sélo incrementando el nimero de subgrupos
potencialmente empobrecidos genéticamente.

Los iniciadores de este proyecto apuestan a la integracion de autoridades
provinciales y nacionales, investigadores y productores con el objetivo de avanzar
hacia mecanismos de manejo consensuados por todas las partes que aseguren el
manejo sustentable de guanacos en la Patagonia, ademds del cuidado y
proteccién de esta especie silvestre por los propietarios, que verdn transformarse a

un competidor por sus pasturas en una valiosa altemativa de produccidn.
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1.1.2.2- Vicuiha

La vicuna se distibuye en las punas altoandinas (Figura 1B). Evidencias
arqueozoolégicas indican que la distibucion prehispdnica de esta especie es
idéntica a la actual, extendiéndose desde el Parque Nacional Huascardn en Pery
hasta las provincias de Atacama en Chile y La Rioja en Argentina. En toda la zona su
distribuciéon comprende dreas de altura entre 3.800 y 4.300 metros sobre el nivel del
mar (m.s.n.m). Actualmente en Ecuador existen vicunas importadas desde Perq,
pero no hay evidencias paleontolégicas de que esta especie haya habitado esa
region. En los UOlfimos 20 afos la vicuna ha expermentado uvna imporiante
recuperacion numérica y debido a los esfuerzos realizados por los paises andinos
para proteger la especie pasd de una situacién de especie en extincion en 1969, a

especie vulnerable en 1972 (Wheeler 1991)
1.1.2.3- Camélidos domésticos: antecedentes genéficos

La bibliografia es bastante confusa respecto de la clasificacién de la vicuna como
un género distinto dado que se trata de una Onica especie: Vicugna vicugna que,
al igual que las ofros camélidos posee cariotipo 2n=74, puede cruzarse y producir
descendencia féril {Gray 1954, Ferndndez Baca 1971). La definicion del género
Vicugna, propuesta por Miller en 1924, se basé en la observacion de que tanto el
guanaco como la vicugna poseen cada uno incisivos especificos bien
diferenciados. Como los incisivos de la vicuna exhiben caracteristicas morfologicas
excepcionadles entre los ungulados, debido a que no forman raices, se la clasifico
como género aparte. El estudio de Miller quedd incompleto y al no haber incluido la
observacién de flamas y alpacas, dejé a estas especies junto al guanaco en el
género Lama, lo cual implicaria que ambas son descendientes del guanaco. Sin
embargo, los incisivos de la alpaca son semejantes a los de la vicuna en tanto que
los de la flama coinciden con los del guanaco, con lo cual la alpaca podria
clasificarse como Vicugna pacos (Wheeler 1982, 1984 a y b, 1991). Si bien esta
nomenclatura es apoyada por Kadwell et al. {2001} aun no ha sido confirmada.

La evidencia existente hasta el momento, sefala a los sitios arqueoldgicos de
Telarmachay, en la puna de los Andes peruanos entre 4.000 y 4.900 m.s.n.m., como
la regidn donde comenzé la domesticacidon de los camélidos llama y alpaca. El

andlisis de huesos e incisivos (una de las pocas caracteristicas morfolégicas que
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sirven para diferenciar las cuatro formas de CS entre si) muestran que tanto el
guanaco como la vicuiia habitaron esta zona durante los Gltimos 12.000 anos y que
con el ciervo huemul (Hippocamelus antisensis) fueron las presas primarias de los
cazadores humanos. Las condiciones climaticas de esta zona constituyen el limite
superior apto para el pastoreo de estos animales que debido a su capacidad de
convertir el pasto seco y lignificado de la puna representaban la fuente de
proteinas mas confiable y Util para el consumo humano. B andlisis arqueo-zoolégico
de Telarmachay reveid la aparicidon de las primeras llamas y alpacas domésticas
entre 6000 y 5.500 anos atrds y la identificacion de los mismos basada en la
morfologia de los incisivos, propone a la llama como la forma doméstica del
guanaco por poseer incisivos idénticos. La aparente retencion en la alpaca adulta
de las caracteristicas dentales de la vicuia juvenil sugiere una relacion ancestral
entre ambas especies (Wheeler 1995).

En contraste con éstos datos arqueoldgicos existen otras opiniones sobre el origen
de los camélidos domésticos basadas en animales vivientes. Asi, numerosos trabagjos
en base a caracteristicas morfoldégicas y de comportamiento concluyen que la
alpaca se origina a partir de la hibridacién entre lama y vicuia, mientras que ofro
estudio basado en el pelaje concluye que la llama es un intermedio evolutivo entre
el guanaco y la alpaca especidlizada en la produccién de fibra, eliminando a la
vicuna como posible ancestro. De acuverdo con estos estudios fenotipicos y de
comportamiento sobre camélidos, el andiisis de la secuencia de aminodacidos de la
hemoglobina en las cuatro especies revela que la vicuita nunca tue domesticada.
Sin embargo, estudios redlizados sobre muestras de sangre y muosculo de estas
especies, asi como andlisis de genes nbosémicos indican una asociaciéon mas fuerte
entre llama-guanaco, y entre alpaca-vicuina (Wheeler 1995). Los primeros estudios
citogenéticos realizados sobre el taxdén muestran que los CS poseen cariotipo 2n= 74
(Capanna et al. 1965; Taylor et al. 1968; Bianchi ef al. 1986; Geniz y Yaies 1986).
Estudios posteriores de ADN satélite (Vidai-Rioja et al. 1987, 1989; Saluda-Gorgul et al.
1990} y de citocromo b (Stanley et al. 1994) demuestran por primera vez la
existencia de hibridacién entre los camélidos sudamericanos. Estudios sobre llamas y
alpacas momificadas sugieren que la hibridacién post-conquista modificd la
constitucion genética de las poblaciones actuales, un hecho que podria explicar la
diversidad de conclusiones existentes sobre la ancestria de estas especies (Wheeler
1995).
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El desamrollo posterior de marcadores moleculares de ADN nuclear como los
microsatélites dinucleotidicos (Lang et al. 1996; Obreque et al. 1998, 1999; Penedo et
al. 1998; Sarno et al. 2000; Bustamante et al. 2003} y de ADN mitocondnal como el
gen citocromo b (Stanley et al. 1994) y la Regién Control (Maté et al. 2004} demostré
la utilidad de tales loci para andlizar el origen de los camélidos domésticos llama y
alpaca (Kadwell et al. 2001), las relaciones entre poblaciones de vicuias de Bolivia 'y
Chile {Sarno et al. 2004), la diferenciacion genética entre llamas y guanacos de
Argentina (Bustamante et al. 2002), entre poblaciones de guanacos de la
Patagonia Argentina (Maté et al. 2005) y entre los guanacos de Chile continental y

los de la Isla de Tierra del Fuego (Sarno et al. 2001).
1.1.2.4- Llamas y alpacas

La llama es el camélido doméstico de mayor tamafo y se asemeja a su ancestro,
Lama guanicoe cacsilensis. Después de su domesticacion en la puna peruana
(Wheeler 1984 b}, hace 3.800 afnos la llama fue llevada por el hombre a los valles
interandinos peruanos y al norte de Chile y 2.400 afos mas tarde a la costa de Per0
y al Ecuador. Durante el Incanato {1470-1532) caravanas de llamas acompanaban
a los ejércitos reales, por lo cual se distibuyeron desde el sur de Colombia hasta la
zona central de Chile. La actual distribucidon es resultado de la historia de estas
poblaciones durante la colonizacion espanola y la introduccion en 1532 de ganado
foradneo. Debido a estas Ultimas acciones los rebanos nativos fueron diezmados y
desplazados de la costa y los valles interandinos a Ias punas de gran altura donde
los animales europeos no prosperaban. Actualmente se encuentran llamas desde
Colombia y Ecuador hasta el centro de Chile y noroeste argentino. No han sido
estimadas las poblaciones de llamas y alpacas prehispanicas, pero los documentos
de esa época relatan que la invasion humana y animal minimizaron los rebaios de
ambas especies hasta casi su desaparicion (Figuras 1C y 1D). Durante los Ultimos
anos la poblacidn de llamas se ha mantenido relativamente estable con
aproximadamente 3.800.000 animales (Wheeler 1991).

La alpaca es el camélido doméstico mas pequeno y en este sentido se asemeja a
su probable antecesor, la vicuna. Al igual que ia llama, su distibucion también sufrid
el impacto de la colonizacién espanola. Desde su domesticacion hace 6.000 anos

en fa puna peruana {Wheeler 1984 b), la crianza de alpacas fue llevada por el
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hombre al resto del temitorio peruano. A partir de 1500 las alpacas (comeo las llamas)
fueron eliminadas de algunos sitios o desplazadas de otros a las zonas mas attas de
los Andes donde se las encuentra hoy, principalmente en Pery y Bolivia con un
numero muy reducido de animales en el norte de Chile y noroeste argentino. Al
igual que las llamas no se conoce el nimero de alpacas existentes antes de la
colonizacion espanola. Actualmente el 89% de las alpacas se encuentra en Perv, y
su nUmero se estima en alrededor de 2.500.000 animales. La alpaca ha sido
seleccionada como productor de fibra durante los Oltimos 3.000 anos (Wheeler
1991).

Figura 1

A B
A Lama guanicoe y B Vicugna vicugna, las areas grises representan la zonas

actuales de distribucion, las dreas punteadas representan las localidades tésiles del
Pleistoceno y Holoceno {Wheeler 2003).
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Cc D

C Lama glama y D Lama pacos, las lineas negras representan la distribucion de
estas especies antes de 1532, y las dreas grises representan los sitios arqueoldgicos
actuales que contienen restos fosiles de llama y alpaca (Wheeler 2003).

1.2- Marcadores moleculares

A lo largo del tiempo el concepto de marcador molecular han ido cambiando
conforme lo han hecho las técnicas moleculares. Los primeros marcadores utilizados
fueron los marcadores de grupos sanguineos (Stormont ef al. 1943) tales como el
sistema ABO en humanos. En la década del 60 y con la aparicion de diferentes
métodos de electroforesis comienza a utilizarse la informacidén aportada por los
polimorfismos presentes en proteinas enzimdaticas (Bernstein et al. 1973; Aquadro et
al. 1982a; Ayala 1982b). Posteriormente, el conocimiento de la mayor variabilidad
presente en las secuencias de ADN no codificante, comparada con la de las
secuencias codificantes de proteinas, inician una etapa de estudios genéticos
donde los marcadores previamente utilizados como los antigenos eritrocitarios y las
proteinas son reemplazados por los polimorfismos de secuencias de ADN, conocidas
como marcadores genéticos. Este tipo de marcadores moleculares, cuya ubicacion
dentro del genoma puede o no ser conocida, constituyen hemramientas
fundamentales para medir la variabilidad genética existente en una poblacién. Los
marcadores genéticos tienen tres caracteristicas importantes: 1) son locus
especificos; 2) son polimérficos en las poblaciones estudiadas y 3) son faciles de

determinar. La calidad de un marcador genético se mide generaimente a través de
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los pardmetros Heterocigosidad y contenido de informacién polimérfica (PIC)
(Botstein et al. 1980).

En 1980 Botstein et al. publican el trabajo de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) con el cual inician una nueva orientaciéon en el estudio de la
genética de mamiferos basada en el andlisis de fragmentos de ADN obtenidos por
digestion con enzimas de restriccion. También en 1980 Wyman et al. describen
polimorfismos de ADN debidos a variaciones en el nOmero de repetidos en tdndem
en un minisatélite, lamando a esas secuencias VNIRs (Variable Number of Tandem
Repeats). En 1985 Jeffreys et al. demuestran que los minisatélites se organizan en
familias de secuencias relacionadas y usan esta propiedad para desarroliar el
sistemma de huellas digitales genéticas o fingerprinting, ufilizando una sonda
multilocus capaz de hibridar simultGneamente con varios minisatélites. En 1989
Weber et al. y Litt et al. descubren las secuencias microsatélites 0 marcadores STR
(Short Tandem Repeats) demostrando su abundancia, distribuciéon a lo largo de
todo el genoma y fundamentalmente su alto nivel de polimorfismo debido al
nimero de veces que se repite un motivo de 2 a é nucledtidos. Finalmente
aparecen los marcadores SNPs (Single Nucleotide Polimorphism), que detectan
variaciones en las secuencias de ADN debidas a cambios de un solo nucledfido.
Algunos de los métodos utilizados para detectar mutaciones puntuales son SSCP
(Single Strand Conformation Polimorphism), ASO (Allele Specific Oligonucleotides),
ASA (Allele Specific Amplification) y pirosecuenciacion.

Dentro del genoma mitocondrial existe un fragmento altamente variable
denominado regién control, el cual constituye uno de los marcadores de este
genoma mas ampliamente ulilizado en estudios de genética de poblaciones,
evolucion, filogeografia y enfermedades mitocondriales.

A continuacion desarrollaremos con mdas amplitud los dos tipos de marcadores

geneticos utilizados en este trabgjo.

1.2.1- ADN microsatélite

Microsatélite es el témino comunmente utilizado para describir repeficiones en
tandem de un motivo de secuencia corta de 2 a 6 nucledtidos de longitud,
detectados a lo largo del genoma nuclear de especies animales y vegetales. Los
microsatélites tienen altos niveles de polimorfismos, principalmente los que poseen

abundancia de repetidos ininterumpidos. Los modelos de genétlica poblacional
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asumen que son secuencias de ADN neutras, se heredan en fooma mendeliana y
son codominantes por lo cual existen individuos homocigotos y heterocigotos para
estos caracteres. Las secuencias que flanquean el microsatélite son de copia Unica
y por tanto son facil y répidamente amplificables mediante la reaccidén en cadena
de la polimerasa (PCR) lo que los convierte en una heramienta de andlisis
altamente sensible y reproducible. Estas caracteristicas hacen de los microsatélites
marcadores genéticos moleculares de herencia biparental muy Utiles para estudios
de hibridacién interespecifica, historia de poblaciones naturales, filogeografia,
deteccion de cuellos de botella, endocria y mapeo de genes. También son Utiles
para anaiizar el efecto de la fragmentacién, contraccidon demografica y endocria
en la estructura poblacional {Hancock 1999; Beaumont et al. 1999).

Existe evidencia de que las secuencias microsatélites poseen diferentes roles
funcionales. Por ejemplo, como elementos de regulacion, se encuentran en
posicion comiente amiba (5') de las secuencias promotoras de muchos genes,
donde actian acrecentando (enhancers) la expresion de los genes, mientras que
su ausencia produce una reduccion notable de esta actividad. Los microsatélites
también poseen la capacidad de unirse a proteinas regulatorias. Estas capacidades
estan relacionadas con el nimero de motivos repetidos del microsatélite. Existen
también secuencias microsatélites cercanas a regiones codificantes cuya vanacion
en el nimero de repeticiones suele estar asociada con procesos patologicos. Por
ejemplo en el Sindrome del X fragil, la forma mas comin de retardo mental familiar
humano, la expansion por encima de 250 repeticiones del triplete CGG ubicado en
el extremo & no traducido del gen FMRI, provocaria una represibn de la
transcripcion de dicho gen y la manifestaciéon del Sindrome.

El conocimiento de estos roles funcionales y la alta velocidad de mutaciéon
espontdnea apoyan la idea de que los microsatélites constituyen una poderosa
hemramienta para observar y cuantificar los cambios genéticos y evolutivos en las
diferentes especies, asi como para predecir la apariciéon o curso de una patologia
asociada (Kashi et al. 1999).

1.2.1.1- Mecanismos mutacionales que determinan la Inestabilidad de los
microsatélites

La caracteristica que convierte a los loci microsatélites en hemramientas

particularmente Utiles para los estudios genéticos y evolutivos es su inestabilidad, ya
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que la velocidad de mutacion de los mismos es varios érdenes de magnitud mas
alta que la de otros loci dentro del mismo genoma. El modelo méas ampliamente
aceptado explica que la inestabilidad microsatélite (iIM) se debe a emores durante
la replicacion del ADN. Durante el apareamiento de las hebras del ADN se
produciria un defecto debido a la elevada velocidad en el deslizamiento de una de
ellas (slip-strand mispairing) (SSM). Este modelo apoyaria la hipdtesis de que los
repetidos incrementan la probabilidad de un apareamiento incomecto durante la
replicacion del ADN y posterior al deslizamiento (slipagge) de la polimerasa (Eisen
1999).

Diversos estudios in vivo e in vitro muestran que el proceso SMM ocume en tres
etapas: deslizamiento de la ADN polimerasa durante la replicacion, reapareamiento
incorrecto del templado con la hebra de ADN naciente y continuacion de la
replicacion usando el templado mal apareado (Figura 2). Es mas frecuente que el
deslizamiento de la polimerasa ocurra cuando replica secuencias repetidas ya que
las estructuras inusuales formadas por este tipo de ADN facilitan dicho deslizamiento.
La naturaleza del microsatélite influye mucho en el SMM. Los microsatélites con
mayor nimero de repeticiones poseen mayor velocidad de mutacién y tienden a
sufrir mas deleciones / inserciones que los que fienen menor nimero de repetidos.
Por otro lado, la existencia de repetidos variables produce una disminucion de la IM
de los repetidos dinucleotidicos. Resumiendo, la elevada velocidad de SMM en
microsatélites relativo a secuencias de ADN no repetidas puede deberse al
incremento de la probabilidad de deslizamiento de la polimerasa y apareamiento
incorrecto entre bases (Eisen 1999).

En los diferentes organismos existen dos mecanismos de reparacion que tienden a
contrarrestar las mutaciones introducidas en las secuencias de ADN repetido. El
primero de ellos, llamado lectura de pruebas exonucleoliticas (exonucleolytic
proofreading), es el proceso por el cual la polimerasa examina los emores en el ADN
recién sintetizado, los degrada con su actividad exonucletotidica y luego continGa
replicando correctamente. Las exonucleasas con lectura de pruebas detectan
estructuras de doble hélice anomales en el ADN recién sintetizado. Como esta
capacidad de monitoreo existe dentro de unas pocas bases cercanas al sitio activo
de la polimerasa, afecta mas a los microsatélite formados por unidades de
repeticidon cortas (Eisen 1999). Por otro lado el impacto del mecanismo de lectura de
pruebas exonucleoliticas varia ampliamente entre especies por lo tanto aquellas

gue no poseen esta actividad asociada a sus polimerasas serdn mas proclives a la
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IM. De esta manera los microsatélites mono- y dinucleotidicos serdn mas inestables
en las especies que no posean esta actividad compensadora de emores.

El segundo mecanismo corrector de errores SMM se denomina reparacion de emores
de apareamiento (mismatch repair). Este mecanismo posee un rol mucho mas
importante que el mecanismo anterior en la regulacién de la estabilidad del
microsatélite y ha sido estudiado en un rango de especies desde bacterias hasta
humanos. El paso critico es el reconocimiento de la base mal apareada y posterior
unidon de la proteina homodimérica MutS. Seguidamente, el homodimero Mutl junto
con MutH marca la zona de ADN que posee la base mal apareada y que debe ser
removida. Ofras proteinas completan la reparacién sintetizando el fragmento
removido usando como templado la hebra complementaria, reparando asi al ADN.
La causa mas importante de variacion en este mecanismo es la naturaleza del
repetido. No todos los lazos o loops del ADN son reconocidos por este mecanismo, y
la especificidad varia entre especies. Algunas como E. coli reconocen loops de
hasta 4 pb, mientras que este mecanismo de reparacion en levaduras reconoce y
repara perfectamente loops de hasta 6 pb. Este limite en el tamano del loop que
pude ser reconocido y reparado ayuda a explicar porqué los microsatélites con
repetidos de diferentes tamanos poseen diferentes velocidades de mutacion.
Ademads de la naturaleza del repetido otros factores tales como el contenido de
GC, el estado de metilacion del ADN y el nivel de transcripcién modulan la

efectividad de este mecanismo de reparaciéon de emores (Eisen 1999).

Podemos concluir que la IM puede ser considerada como el balance entre la
aparicion de emores por deslizamiento y la tasa de emror de la ADN polimera durante
la replicacién del ADN, y la comeccidn de aigunos de esos emores por lectura de
pruebas y reparaciéon de bases mal apareadas. La Figura 2 esquematiza el modelo
mutacional por deslizamiento de la polimerasa y apareamientos incomrectos (SSM), y

los dos mecanismos correctores de emrores (Eisen 1999).
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1.2.1.2- Modelos mutacionales teéricos de los microsatélites

El conocimiento de los eventos mutacionales que llevan a la evolucion de los
microsatélites es necesario para optimizar la informacidn provista por estos
marcadores. Por ejemplo, la estimacion de varios pardmetros poblacionales tales
como diferenciacién genética y nimero de migrantes por generacién depende del
modelo mutacional que se supone afecta a estos marcadores. Clasicamente se
consideran dos modelos extremos: el modelo de alelos infinitos 1AM (infinite allele
model) y el modelo mutacional de a pasos SMM (stepwise mutation model). Este
Oltimo describe la mutacién de los alelos microsatélites por la pérdida o ganancia
de un Unico motivo repetido, por lo cual lo alelos mutan originando alelos ya
presentes en la poblacién. Conitranamente, el modelo 1AM asume que las
mutaciones en los alelos presentes involucran varias unidades de repeticion
originando de esta manera alelos que no se enconfraban en la poblacién.
Actualmente el modelo mas aceptado para explicar ia evolucidn de los
marcadores microsatélites es el SMM, aunque existen en la literatura trabagjos que
describen la mutacién de estos marcadores por inserciones y deleciones en las
secuencias que flanquean el repetido. Estas observaciones son mdas frecuentes
cuando se comparan diferentes especies que cuando se comparan individuos de

la misma especie (Estoup et al. 1999).

1.2.2- Marcadores mitocondriales: Regidn Control (RC) del ADN mitocondrial

Cuando se realizan estudios de genética poblacional animal utilizando marcadores
de origen biparental, como los microsatélites, es importante complementarios con el
uso de marcadores de herencia uniparental y de este modo ampliar el perfil de
variabilidad genética reflejando la historia matrlineal o patrlineal de las
poblaciones. Dentro de los marcadores uniparentales se encuentran los marcadores
del ADN mitocondrial (ADNmt), que se heredan por via materna, y los marcadores
del cromosoma Y, que se heredan por via exclusivamente patema. En el caso de los
camélidos sudamericanos (CS), estos marcadores permitiian verificar aspectos de
dindmica y estructura poblacional como la variabilidad de lingjes que componen
las poblaciones, el desplazamiento de progenitores, la supremacia de determinados

haplotipos y la determinacion de los haplotipos ancestrales.
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El ADNmt de los mamiferos es una moiécula circular y cerada de 16.000 a 18.000
pb. Ambas hebras poseen diferente contenido de G+C por lo que pueden
separarse en un gradiente de densidad en hebra pesada (H-strand) y hebra liviana
(L-strand}. Cada mitocondria puede contener 4-5 copias de ADNmt y dependiendo
de la especie, cada célula puede contener cientos de mitocondrias.

El ADNmt contiene 37 genes que abarcan los ARNs ribosdmicos de 125 y 16S, 22
ARNs de transferencia y el ARN mensajero de 13 polipéptidos que constituyen
subunidades del sistema de fosforilacion oxidativa de la mitocondria. Siete de esos
polipéptidos, ND1 a NDé y ND4L constituyen las subunidades del Complejo I; ofro,
Citocromo b, es parte del Complejo Ill; tres polipéptidos, CO | a I, son las
subunidades catdliticas del Sistema IV, y los dos restantes, ATPasa 6 y 8 son
subunidades del Complejo V (ATP sintetasa) (Figura 3). Una de las caracteristicas del
genoma mitocondrial en mamiferos es su organizacion génica compacta, con
todas sus secuencias codificantes contiguas sin separacion por infrones o separadas
por unas pocas bases. En algunos casos los genes se superponen (ATPasa 6y 8 por
ejemplo) y en otros los codones de terminacidon no estan codificados y se generan
por poliadenilaciéon post-transcripcional del mensajero comespondiente (Ojala ef al.
1981).

18
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Figura 3 Esquema del genoma mitocondrial de mamiferos

-ATPasab
ATPasa8

K
GENOMA MITOCONDRIAL

MEDCICLOPEDIA. Diccionario ilustrado de términos médicos.
www.igb.es/monografia/fichas/ficha027 .htm - 8k

. rRNA 12s y rRA 16s: genes que codifican el ARN ribosomai

= genes que codifican el complejo | de NADH deshidrogenasa

. genes que codifican el complejo IV de citocromo oxidasa
genes que codifican el complejo | de NADH deshidrogenasa

. genes que codifican el complejo V [ATP-sintasa)

. genes que codifican el compleje lil {ubiquinona-citocromo b oxido-reductasa)
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Otra caracteristica importante del genoma mitocondrial es la asociacidon de
mutaciones en algunos de sus genes con varias patologias humanas, razén por la
cual esta molécula ha sido objeto de numerosos estudios en los Gltimos anos.

Algunas de las patologias asociadas a las mutaciones sefialadas en la Figura 3 son:

MELAS (miopatia mitocondrial con encefalopatia, acidos lactica y episodios
similares al ictus). Se debe a una disfuncion el complejo | de la cadena respiratoria

mitocondrial debida a un cambio de bases en el par 3243 de la cadena pesada.

MERRF (epilepsia mioclénicq, fibras rojos deshilachadas): se debe sobre todo
a una mutaciéon del gen que codifica el ARNt de la lisina por un cambio de bases en
la posicion 8344 de la cadena pesada. Este cambio produce una disfuncion del

complejo V de la cadena respiratoria.

NARP (neuropatia, ataxia, retinitis pigmentosa) se debe a una mutacion del

gen gue codifica el complejo V de la cadena respiratoria (ATP-asa 4.

LHON (neuropatia hereditaria de Leber) se debe a mulfiples mutaciones en

los genes que codifican el complejo | (NADH-deshidrogenasal).

El areglo de genes en el genoma mitocondrial es generaimente estable y
diferencias en el orden de los genes se utilizan para estudios filogenéticos (Desjardins
et al. 1991). Bl genoma mitocondrial evoluciona rapidamente debido al constante
ataque de radicales libres producidos en la cadena fransportadora de electrones
mitocondrial, los cuales son potenciaimente mutagénicos debido a la falta de un
mecanismo eficiente de reparaciéon del ADN (Wilson et al. 1985) y a la falta de
proteinas del tipo histonas que lo protejan. Una caracteristica interesante que
convierte al ADNmt en una importante herramienta de estudios genéticos es su falta
de recombinacién y fransmision predominantemente matema en la mayoria de Ilas
especies, aunque recientemente se han descrito excepciones a esta regla (Zhao et
al. 2004). Desde una perspectiva funcional esta molécula representa una unidad
geneadlédgica no recombinante con multiples alelos.

Dentro del ADNmit existe una regién na codificante denominada Regidén Control o
Asa-D {D-loop) (Figura 3}, la que posee los elementos necesarios para la replicacion

y transcripcién del genoma mitocondrial. Esta region muestra una extraordinaria
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variabilidad a nivel de especies, exhibiendo una tasa de mutacién 5 veces mayor
gue la del resto del genoma mitocondrial (Aquadro et al. 1983) y por esta razéon es
vtilizada para trazar los patrones geograficos de diversidad genética poblacional y
evolucion (filogeografiq), flujo génico, expansidon demogrdfica, deriva genética e

hibridacién entre individuos genéticamente relacionados (Bruford ef al. 2003).

Como dijimos anteriormente, los marcadores de ADN microsatélites son de uso
frecuente en la estimacion de la variabiidad genética en poblaciones naturales.
Una estrategia comin de estudio consiste en la seleccidn de marcadores
altamente variables para la caracterizacion de un grupo de poblaciones. La
variabilidad promedio de esos loci se usa como estimador de la varabilidad
genética dentro y enire poblaciones. Esos datos dan idea de la estructura
poblacional y dindmica demogrdfica de las poblaciones analizadas. A partir de
ellos se pueden implementar estrategias para la conservacion de la biodiversidad
(Schibtterer et al. 1999).

En el caso de las poblaciones animales silvestres o domésticas, con comportamiento
social relativamente complejo como el exhibido por los Camélidos, con una
dispersion génica dependiente del sexo o filopatria, los patrones de estructura
poblacional, basados en marcadores biparentales como los loci microsatélites,
pueden diferir de aquellos basados en marcadores de herencia uniparental, como
los de origen mitocondrial o los procedentes del cromosoma Y {Castelia et al. 2001).
Mediante esta combinacién de marcadores Nyakaana et al. (1999, 2002) Vidya et
al. (2005), describieron la variabilidad genéfica y diferenciacion existente en
poblaciones de elefantes africanos y asidticos, respectivamente. Con una
estrategia semejante, Sarno et al. (2001, 2004) y Feulner et al. {2004) detallaron estos
pardmetros poblacionales en guanacos chilenos y vicunas del norte de Chile y
Bolivia y en poblaciones de ciervos de los Carpatos, respectivamente.

En pdmrafos anteriores expusimos las caracteristicas de los marcadores de ADN
microsatélite y de la region control del ADN mitocondrial, y la oportunidad de su uso
como herramientas moleculares para el andiisis genético de 4 poblaciones de
guanacos de la Patagonia argentina manejadas en semicautiverio. A continuacion
desamrollaremos los pardmetros mdés importantes de la genética poblacional
necesarios para comprender la diversidad, estructura y diferenciacion genética de

estas poblaciones.
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1.3- Genética de poblaciones

Kimura y Ohta {1971) definieron la genética de poblaciones como aquelia rama de
la genética cuyo objetivo es investigar las leyes que gobieman la estructura
genética de las poblaciones naturales y clarnificar mediante ellas los mecanismos de
evolucién. Teniendo en cuenta que la evolucion se manifiesta a fravés del cambio
en la composicidon genética de las poblaciones, también puede definise a la
genélica de poblaciones como Ia rama de la biologia evolutiva que investiga las
leyes de la transformacién que rigen el proceso evolutivo. En sentido amplio, la
genética de poblaciones es el estudio del comportamiento del conjunto de los
genes de las poblaciones. Esto implica la investigacion de la adaptacion de los
organismos a ambientes estables o cambiantes y, por consiguiente, al estudio del
mecanismo de la evolucion. Aunque la evolucidon puede estudiarse a diterentes
niveles, reducida a sus términos mas sencillos es un proceso de cambio en las
frecuencias de los alelos o varantes de los genes. De dalli que la preocupacion
central de los estudiosos de la genética de poblaciones sea la investigacion de la
dindmica del cambio en las frecuencias alélicas (Catanesi 2001}.

Para comprender los principtos genéticos y estadisticos de esta area cientifica es

oportuno definir algunos conceptos claves:

Gen es una unidad bdsica de material hereditario que determina las caracteristicas
del individuo, a menudo en combinacion con ofros genes y / o con el medio
ambiente. Las formas altemativas de un gen se denominan alelos. Dentro de una
célula, los genes se ubican a lo largo de los cromosomas, de manera tal que un
cromosoma puede contener varios genes. La posicion del gen en el cromosoma se
denomina locus, y el conjunto de locus lo¢i. En organismos superiores las células
somdaticas contienen dos copias de cada cromosoma, por o cual se denominan
organismos diploides, uno de los cromosomas del par se hereda de la madre vy el
otro del padre. Si los dos alelos de un locus son quimicamente idénticos, o sea
poseen una secuencia de ADN idéntica, se dice que el individuo es homocigoto
para ese locus, y heterocigoto si ambos alelos difieren en uno 0 mas nucledtidos. Los
alelos A y a son codominantes por lo tanto decimos que el individuo es heterocigota

Aa si los productos de ambos alelos se detectan fenotipicamente (Hartl et al. 1997).
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1.3.1- La diversidad genética

Cuando un gen presenta mas de una forma alélica se dice que es polimdrfico,
siempre y cuando el alelo mds comun posea una frecuencia menor a 0,95. Antes
del descubrimiento de marcadores genéticos ubicados en regiones no codificantes
del genoma, el témino polimérfico se aplicaba Onicaomente a los genes
codificantes y sus manifestaciones fenotipicas, como por ejemplo el color de ojos y
los grupos sanguineos. Mas tarde se encontré una cantidad importante de regiones
variables sin funciones de codificacion con distribuciones alélicas diferentes de una
poblacién a otra. A partir de dlli el término polimérfico se extendié a estos nuevos
marcadores y se demostrd que constituyen las regiones de mayor variabilidod del
genoma, ya que por ser no codificantes no sufren presiones selectivas ni son
indispensables para la supervivencia del organismo (Catanesi 2001).

Si contamos los individuos de una poblacidon que portan una u otra variante alélica
de un gen o de otro caracter hereditario cualquiera, estaremos estableciendo las
proporciones de esas variantes en cada poblacién examinada. Con el paso del
tiempo, estas proporciones varian respondiendo a diferentes fuerzas evolutivas, tales
como el flujo génico, la deriva genética, la seleccidn natural y las mutaciones. Estos
cambios en las proporciones alélicas que ocumen lentamente a fravés de las
generaciones constituyen el proceso evolutivo (Cavalli-Sforza et al. 1996).

La diversidad genética existe tanto entre poblaciones de una misma especie como
dentro de una poblacién, debido a diferencias genéticas entre individuos de esa
poblacién. La diversidad entre poblaciones constituye una heramienta de gran
vtiidad para investigar la historia evolutiva de esa especie. Esta diversidad puede
estudiarse utilizando caracteres fenotipicos (morfologia, proteinas séricas, grupos
sanguineos) o caracteres genéticos. Debido a que muchos caracteres genéticos
variables son completamente neutros en términos de seleccidn natural, se los lama
“selectivamente neutros” (Kimura 1983). Estas areas del genoma no sufren las
presiones de seleccién natural porque no son codificantes, lo cual significa que
dicho fragmento de ADN no dard origen a ningin producto de trascripcion (ARN) y
por ende tampoco a proteinas. Ello las convierte en zonas de especial interés para
estudios evolutivos, pues los cambios que los afectan son siempre al azar y ocurren a
una mayor velocidad que en el resto del genoma (Kimura 1983; Cavalli-Sforza et al.
1996). Como ejemplo podemos citar a los marcadores de ADN microsatélites, los

cuales son frecuentemente utilizados en genética de poblaciones por ser altamente
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respectivamente, los frecuencias genotipicas en el equilibrio se obtfienen por
expansion del binomio:

(p+q)2=p2+2pq+Qq?

y las relaciones matemdaticas entre las frecuencias alélicas y genotipicas son las

siguientes:

AA:p? Aa:2pq aa:g?

donde p2, 2pq y Q2 son las frecuencias genotipicas de los genotipos AA, Aa y aa

respectivamente de los cigotos en cada generacion.

Una de las consecuencias mas importantes de este principio es la constancia de las
frecuencias alélicas a lo largo de las generaciones y por lo tanto de la composicién
genotipica de las poblaciones. Este hecho implica que en ausencia de fuerzas
evolutivas que cambien las frecuencias alélicas, el mecanismo de herencia
mendeliana mantiene constantes estas frecuencias y por lo tanto las preserva de
vanaciéon genetica (Hartl ef al. 1997). En ofras palabras, ia herencia mendeliana por
si misma no engendra cambio evolutivo, no es un mecanismo de alteracion de las
frecuencias de los genes en las poblaciones. Sin embargo, como la ley es un
enunciado tedrico, las condiciones de base para la aplicaciéon de la misma no
siempre se dan en una poblacién natural.

Entre los principales factores que apartan a las poblaciones del Equilibrio de Hardy-

Weinberg podemos destacar:

1) Las mutaciones que generan nuevos alelos e incluso nuevos genes si se duplica
una regiéon completa. Sin las mutaciones, la evolucidn muy pronto se detendria.
Cada regiéon del genoma puede presentar una velocidad o tasa de mutacion
diferente a la de otras regiones, pero el destino de las mutaciones ocumidas
depende de las ofras fuerzas evolutivas (como la deriva genética por ejemplo), las
cuales pueden afectar la frecuencia alélica de un dlelo presente en una poblaciéon
(Cavalli-Sforza et al. 1996).

2) La deriva genética que se refiere alos cambios en las frecuencias alélicas debido

a la seleccidon al azar de gametas en cada generacidon sin provocar efectos
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adaptativos determinados (Cavalii-Sforza et al. 1981). Las gametas de los individuos
que participan en la produccion de descendencia determinan las frecuencias
alélicas de la siguiente generacién. En una poblacién pequena el nUmero fotal de
gametas que dan origen a la siguiente generacidén es pequeno y como
consecuencia de esto las frecuencias alélicas pueden tener una gran fluctuacion
de una generacién a la otra, mientras que si la poblacion es grande se mantendrdn
mas estables porque la estabilidad aumenta con el tamano poblacional. Por efecto
de la deriva la frecuencia de un dlelo puede volverse 0% llevando a la extincion del
alelo o 100% conduciendo a su fijacién. De hecho, la fijacion o la extincidon es el
destino inevitable de un alelo si la deriva continGa por un tiempo suficiente, mas allag
del tamarno de la poblacién. Pero si la poblacién es grande, el proceso leva mucho

ma&s tiempo (Cavalli-Sforza et al. 1996).

3) Las migraciones o flujo genético (intercambio de individuos entre poblaciones) al
igual que la seleccion natural, modifican las frecuencias alélicas en una direccion
especifica. El efecto de las primeras puede aumentar la variacién genética de las
poblaciones receptoras de inmigrantes y asi retardar el proceso de diferenciacion

genética de las poblaciones ocasionado por la deriva (Ayala 1980).

4) La seleccién natural es el proceso que resulta del cumplimiento de 3 condiciones:
1) variaciéon fenotipica entre los individuos de una poblacidn, 2) supervivencia o
ventaja reproductiva asociada a esa variacién y 3) herencia de la vanaciéon. La
seleccion tiene importancia especial en la determinaciéon del futuro de las especies
pues es la seleccion de tipos “aptos” que eventualmente pueden convertir un alelo
raro en el mas comun de la poblacién si este confiere alguna ventaja. Es el Unico
factor evolutivo que tiene consecuencias adaptativas directas ya que en general se
favorecen individuos con mutaciones ventgjosas y se eliminan los que poseen
mutaciones desfavorables. Los primeros se reproducen en forma diferencial
generando mayor descendencia. La selecciobn natural hace posible el
mejoramiento funcional de los organismos vivientes aunque, al mismo tiempo,
establece restricciones al proceso evolutivo subsiguiente. Afecta a cada gen en
una manera determinada aunque muchas secuencias de ADN no codificante,
como los marcadores microsatélite, no estan sujetas a ella y por eso se los denomina

"selectivamente neutros”.
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Es interesante comparar las consecuencias y considerar las interacciones entre las
distintas fuerzas evolutivas. La migracidén afecta en gran medida los efectos de la
deriva, en general reduciéndolos. A su vez la efectividad de la deriva depende de
factores demogrdaficos tales como el tamano poblacional. La deriva influye sobre
todos los genes y demas secuencias de ADN en una manera cuantitativamente
similar, pero afecta a cada uno en direcciéon azarosa e independiente, excepto en
el caso de los genes ligados y del genoma mitocondrial que se heredan en bloque.
Por el contrario la seleccion natural actioa sobre un determinado gen en una
direccion particular, independientemente de los restantes loci. Todos los genes
estan sujetos a cambios al azar y adn una mutacién favorecida por seleccidon
natural puede perderse por deriva. La mutacidn, como la deriva, se produce al
azar, pero su destino depende de su efecto en el portador: si es favorable para la
supervivencia se extenderd en la poblacién y puede finaimente fijjarse en un tiempo
que depende inversamente del tamano poblacional. Si es destavorable, Ia
mutacién tiende a ser eliminada de la poblacidn por seleccidn negativa (Catanesi
2001).
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2- Objetivos - Hipotesis

El guanaco (Lama guanicoe) constituye en la actualidad un sistema ganadero
complementario a la produccién tradicional ovina de la patagonia. Por este motivo,
durante los Ultimos 10 afios, se han constifuido en esta regidn grupos dedicados a la
explotacion sustentable de este camélido. Sin embargo, para alcanzar el potencial
beneficio que enciema su cria y produccién sustentable, es necesario conocer la
diversidad genética de los planteles fundadores y de los animales de reposicién de
manera de asegurar la viabilidad del recurso a largo plazo, mayor capacidad de
renovacion y mejores rendimientos. Por lo expuesto, este trabajo de Tesis propone
abordar, tedrica y experimentalmente, los siguientes objetivos:

- Desarrollar marcadores moleculares de ADN especificos de guanaco,

- Aplicar los marcadores al andlisis genético de las poblaciones de guanacos
destinadas a la explotacién y evaiuar la diversidad genética actual,

- Analizar la estructura y dinadmica poblacional del taxén,

- Transferir los conocimientos adquiridos a productores y técnicos asesores de manera
de avanzar hacia mecanismos de manejo consensuados que aseguren el manejo

sustentable de guanacos en la Patagonia.

Hipdtesls de irabajo: la variabilidad genética de los guanacos de la Patagonia es
suficientemente alta como para asegurar la existencia de un importante reservorio
genético de la especie de la cual pueden extraerse los animales fundadores de
nucleos de cria en semicautiverio, sin afectar negativamente el bagaje genético y la

dindmica poblacional de la especie.

El presente trabajo de Tesis propone entonces confirmar esta hipbtesis, y mediante la
transferencia de los conocimientos adquiridos, contribuir al manejo sustentable de la
especie teniendo en cuenta la responsabilidad que implica para nuestro pais contar
con el 90% de la poblacién mundial de guanacos, convirtiendo a esta altermativa en

una oportunidad exclusiva para los productores interesados.
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3- MATERIALES Y METODOS
3.1- Mvuestras

3.1.1- Guanacos

Agradecemos a los Dres. Daniel de Lamo (CENPAT, Puerto Madryn) y Julieta von
Thiongen (INTA-Bariloche) por la provisibn de las muestras de sangre de animales
pertenecientes a estaciones de cria en semicautiverio recientemente establecidas en

la Patagonia argentina. La Figura 4 ilustra las zonas de recoleccién de los animales y la

ubicacién actual de las unidades en semicautiverio.

Figura 4 Area de extraccién de animales y ubicacién de los nicleos de cria
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Se colectaron muestras de sangre completa, con anticoagulante, de 133 animales
provenientes de la zona de WP pilcaniyeu (PIL, n = 29), (l La Esperanza (LE, n = 26),
Rio Mayo (RM, n = 48),y Las Heras (LH, n = 30) ut;icados respectivamente en
las provincias de Rio Negro, Chubut, y Santa Cruz de la Republica Argentina. En la
Figura 4 los puntos lienos | w ‘ - ) sefialan la ubicacién actual de los

poblaciones estudiadas.

3.1.2- Llamas

Le agradecemos a la Dra. Marisa Urioste | ) por la provision de las muestras de
sangre de animales procedentes de Colonia Santa Isabel, Provincia de La Pampa.
También agradecemos al Dr. Hugo Lamas (INBIAL, Jujuy) por proveer las muestras
procedentes del establecimiento de cria Los Pioneros, ubicado en la Reserva Laguna

de Pozuelos, comision Municipal de Cieneguillas, Jujuy, Argentina.

3.1.3- Vicuihas

Algunas de las muestras de los individuos analizados corresponden a poblaciones de
animales silvestres capturadas para su esquila y luego liberadas en el ano 2003 en la
Provincia de Jujuy por la Dra. Bibiana Vilé { }, a quien agradecemos la provision
de muestras. También agradecemos al Dr. Virgilio Roig (Mendoza 700) por la provision

de las muestras procedentes del Zooldgico de la ciudad de Mendoza.

3.1.4- Alpacas

Agradecemos a las autoridades de los siguientes organismos por la provision de las
muestras de alpacas utilizadas en el presente trabaqjo: Estacidn INTA-Abra Pampa
(Jujuy), Estacién ECAS [Buenos Aires) y Zooldgico de Mendoza.

3.2- Obtencién de muesiras y exiracciéon de ADN total

Se colectaron 10 ml de songre periférica de cada animal ufiizando como

anticoagulante Acido citrico-Citrato de sodio-Glucosa (25mM acido citrico, 45mM
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citrato de sodio, 80mM glucosa) en una proporcién de sangre-anticoagulante de é:1.
Las muestras se mantuvieron refrigeradas hasta el momento de la extracciéon de ADN a
-20°C.

El ADN gendmico se obtuvo mediante la técnica de extraccidon orgdnica de Sambrook
et al. (1989), consistente en lisis de las células sanguineas por incubacidn con una
solucion hiperténica de Sacarosa 0,32 M, Clz Mg SmM, Tris-Ci 10 mM pH 8, y Tritén X 100,
lavado del pellet con solucién salina e incubacion con 100 mg / mi de Proteinasa K en
presencia de 1% de SDS durante 3 horas en un bafio de H20 a 65° C. A continuacion se
extrajeron proteinas y lipidos contaminantes mediante 3 extracciones con solventes
caotrépicos: a) 1 volumen de fenol saturado pH 7,8, b} 1 volumen de fenol: cloroformo,
y c) 1 volumen de cloroformo. Finalmente el ADN se precipité con alcohol etilico al
100%, se lavo con el mismo alcohol al 70%, y se resuspendié en una solucién de TE (Tris-
Cl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,5).

3.3- Aislamiento y caracterizacidn de marcadores microsatélites especificos de

guanaco

3.3.1- Metodologia experimental

3.3.1.1- Construcclidn de bibliotecas genémicas de tamaiio restringido

- Digestion de ADN gendmico

Treinta microgramos de ADN gendmico de 3 guanacos seleccionados al azar se
digirieron con las isoesquizdmeros de restricciéon Dpnll (New England BioLab) o Sau3A
(New England Biolab) que reconocen y clivan secuencias de ADN idénficas. Se
utilizaron 5 UE / ug ADN, en 1X del buffer recomendado por el proveedor y un volumen
final de 300 pl se incubaron 16 hs a 37° C. &l producto de digestidn se purificé mediante
precipitacién con 1 volumen de 2-propanol, lavado con 1 volumen de etanol 70% y
resuspension en 30 ul de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.,5). La digestion de
ADN gendmico de guanaco se controld en geles de agarosa al 1%, utilizando PhixX174/
Haelll y Lambda / Hindlll (Promega) como marcadores de peso molecular.
Posteriormente se recuperd, por corte del gel, la banda de ADN ubicada entre 300 y

600 pares de bases. Los fragmentos recuperados se purificaron mediante
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cromatografia en columnas con filtro de lana de vidrio impermeabilizada con silicona y

elusién en TE.

- Linearizacién del vector de clonaciéon

El vector plasmidico p-GEM3If- (Promega) se digirié con la enzima de restriccion BamH1
(Promega) generando extremos compatibles con los producidos por las enzimas
vtilizadas para digerir el ADN gendmico. Finalizada la abertura del pldsmido se purificod
mediante extracciones con 1 volumen de fenol: cloroformo, 1 volumen de cloroformo,
precipitacion con 2-propanol, lavado con etanol 70% y resuspension en buffer TE. La
correcta linearizacién del vector de clonado se comprobd mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1,5% tefiidos con Bromuro de Efidio 0.5 mg/ml y posterior
visualizacion con luz UV. El peso molecular se controld mediante la utilizacion de los

marcadores PhiX174/ Haelll y Lambda / Hindlll (Promega).

- Construccion del plasmido recombinante

Los fragmentos de ADN de guanaco se ligaron al vector de clonado linearizado p-
GEM3Zf- (Promega), mediante el uso de la enzima T4 ligasa (Promega) y el buffer
provisto con la enzima, durante 1,5 hs a temperatura ambiente, en un volumen final de
10 yl. La masa de fragmentos de restriccion utilizada se calculd mediante ia siguiente

formula:

Fragmento ADN pb X ng de vector / vector pb = ng de fragmenio de ADN

- Transformacién de bacterias XL1Blue con el plasmido recombinante

Se transformaron 100 yl de bacterias XL1 Blue (Stratagene), previamente competidas
por tratamiento en ClCa 100 mM, con 5 ul del vector recombinante. La mezcla se
incubd en hielo durante 1 h, luego se sometié a un shock térmico de 42° C durante 1
minuto y se colocd en hielo durante un minuto adicional. Posteriormente se agregaron
400 pl de medio LB fresco (Triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, CiNa 1%} y se
incubd 1 hora a 37° C. Finalmente se agregaron 10 ul de isopropil--D-galactosidasa
(IPTG) (200mg/ mi) y se sembraron 250 ul del cullivo en cajas de Petri de 15 cm de
didmetro con LB dgar - Ampicifing - X gal {20mg/ mi). Las cajas se incubaron toda la

noche en estufa a 37° C.
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- Transferencia de las colonias recombinantes a membrana {colony blot} e hibridacion
con sonda radiactiva. Identificacion de las colonias +

Luego de la incubacidn, las colonias blancas fransformantes se transfirieron mediante
estriado con padlillos de madera estériles, a un segunda caja de Petri con LB agor-
Ampicilina- X gal (20mg/ ml} y se incubaron toda al noche a 37° C. Posteriormente se
realizé la transferencia de ADN (Southern Blot) a membranas de Nylon (Hybond-N,
Amersham) las que se homearon a 80° C en estufa de vacio para fijar el ADN. A
continuacion se realizé la identificacion de las estrias pertenecientes a las colonias de
bacterias recombinantes conteniendo el repetido de interés, mediante hibridacién con
una sonda sintética poli (dA - dC). Poli (dT - dG) (Amersham Phamacia Biotech).
Finalizado este paso las membranas se lavaron y expusieron a una pelicula radiografica
(AGFA - Ortho-CG P Plus). El revelado de las placas radiograficas y la superposicién de
dichas placas con las cajas de Petri nos permitié identificar y aislar las estrias +, es decir

las colonias de bacterias recombinantes con un inserto microsatélite.

- Aislamiento de pldsmidos recombinantes

Las colonias portadoras de pldsmidos con inserto microsatélite se tocaron levemente
con anza en anillo estéril y se sembraron en 10 ml de medio LB + Ampicilina e incubaron
a 37° C durante toda la noche. A continuacion se purificaron mediante la técnica
descripta por Sambrook et al. (1989.) Para confirmar la existencia de la secuencia
repetida en el pldsmido recombinante, se digirié una dlicuota de 1 pl con las enzimas
de restriccion Xbal y Pstl (Gibco, BRL) que clivan a ambos lados del lugar de insercion,
liberando de esta manera el fragmento de ADN ligado. Finaimente la mezcla de
digestion se corrié en un gel de agarosa al 1%, se transfirié a membrana de nylon, y se
hibridé con la sonda poli (dA - dC). Poli {dT - dG) radiactiva para confirmar la presencia

de la secuencia repetida.

- Secuenciacion del clon y disefio de primers

La secuencia microsatélite inserta en el vector plasmidico se secuencid manualmente
con la técnica de terminacién de cadena de Sanger utilizando el kit T7 Sequencing
(USB Corporation). Las secuencias se comieron en geles de poliacrilamida
desnaturalizante al 6%, acompanadas de una secuencia de pUC18, la cual se utilizbé

para detemminar la longitud exacta del microsatélite. Posteriormente se disenaron
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cebadores (primers) utilizando el programa Primer 3 (Rozen et al. 2000) flanqueantes de
la secuencia del microsatélites, para su amplificacién mediante PCR (Polymerase

Chain Reaction) y caracterizacion en camélidos sudamericanos.

3.3.1.2- Caracterizacién de los microsatélites en llamas y guanacos

Para caracterizar los microsatélites de ADN especificos de guanaco aislados se
utilizaron muestras de ADN total proveniente de 30 llamas y 30 guanacos tomados al
azar (verinciso 3.1.1y 3.1.2).

Los microsatélites se amplificaron en cada una de las muestras mediante la técnica de
PCR en 15 yl de una mezcla de reaccién compuesta de 30 ng de ADN gendmico, 0,1
mM de dNTPs, 2mM de Cl:Mg, 0.8 - 1,2 uM de cada primer, 1U de Taq polimerasa
(invilrogen, Argentina), y buffer 1X (buffer 10X: CiIK 500 mM, Tris-HCI 200 mM pH 8.4). Las
temperaturas de amplificacién variaron, segin la composicién de la secuencia del

primer, entre 48y 56 ° C y las condiciones de ciclado fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial: 95° C durante 3 min

35 ciclos de: Paso 1: 95° C Imin
Paso 2: 48-56° C 1min
Paso 3: 72° C Imin

Extensiéon final: 72° C durante 3 min.

Los diferentes alelos se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrlamida
desnaturalizante al 6% (19:1 acrilamida: bisacrilamida, 50% p/v urea, 0,01% persulfato
de amonio, 0,001X de TEMED) utilizando como buffer de comida TBE 1X {(0,090M de tris-
borato, 0,002 M de EDTA). Finalmente el ADN se fij6 en el gel con dcido acético al 10%
durante 20 min, se tifié con NOs Ag al 0,1% durante 30 min y se revelé con NaxCOs al
3%.

3.3.2- Andlisis estadistico

Los parGmetros utilizados para caracterizar los microsatélites aislados tales como

frecuencia alélica, rango alélico, nimero de alelos por locus, heterocigosidad
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esperada (h), PIC, PEX y PEA se calcularon utilizando el programa Cervus 2.0 (Marshall

et al. 1998). A continuacién definimos estos parGmetros:

- Frecuencia alélica
Es la frecuencia relativa de un alelo particular en una poblacién. La frecuencia del

alelo i se calculd mediante la férmula:

pi=ni/ 2N

siendo pi = la frecuencia del alelo i, ni = nOmero de veces que aparece el alelo i en la

poblacién y N = nUmero total de individuos analizados.

- NUmero total de alelos {Ai)

Se calculé el nimero total de alelos para cada marcador y en cada una de las
diferentes especies.

También calculamos el nimero medio de alelos porlocus (NMA) para cada poblacion,

utilizando la férmula:

NMA =ZAi/n

siendo A el nUmero de alelos detectados en el locus i y n = el numero de loci
tipificados. El comrespondiente desvio estandar lo calculamos mediante el programa

Excel Microsateliite Tool (Park 2001).

- Rango alélico
Estd determinado por la diferencia entre el alelo de mayor longitud y el de menor
longitud para un determinado locus. Se calcularon los rangos alélicos de los loci

aisaldos en ambas especies.

- Heterocigosidad Esperada (h) y Heterocigosidad Esperada Media (He)
La heterocigosidad esperada (h) se define como la proporcidn de individuos
heterocigotas para un locus, en una poblacién con apareamientos al azar 6, en otras

palabras, como la proporcién esperada de loci heterocigotas en un individuo tomado
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al azar. Este parGmetro, denominado por Nei (1973) como diversidad génicaq, puede
ser estimado para un locus (h) o para una serie de loci (H). Si definimos la
heterocigosidad en téminos de las frecuencias alélicas y considerando una poblacion
con apareamientos al azar donde pi es la frecuencia alélica del alelo i en un locus

determinado, la heterocigosidad para dicho locus puede definirse como:

i

donde n es el nUmero de alelos presentes en ese locus.

El indice He se estima segun la siguiente férmula:

He =Zhei / n

siendo hei las heterocigosidades esperadas en el locus i y n = el nUmero total de loci
fipificados.
El desvio estdndar del estadistico Heterocigosidad Esperada Media (He) se calculd

mediante el programa Excel Microsatellite Tool (Park 2001).

- Contenido de Informacién Polimoérfica (PIC)

El contenido de informacidén polimérfica es una medida del grado de polimorfismo de
un locus variable. El mismo es directamente proporcional al nUmero y a la frecuencia
de los alelos, aumentando en forma logaritmica (Bolstein et al. 1980). Se puede calcular
el PIC de cada locus y el PIC promedio de todos los loci tipificados en una poblacién,
como el promedio artmético de los valores de PIC de cada locus. En nuestro trabagjo

se lo calculé mediante la siguiente expresién:

n n-1 n

PIC=1-[(T p?)-Y XX 2xp2X p?l
=1 =1 =i

donde piy p; son las frecuencias de los alelos i y j en ia muestra y n es el nOmero de

alelos observados.
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- Poder de exclusién y Poder de Exclusidon Acumulado

El poder de exclusién (PE) es un estadistico que permite cuantificar a priori, a partir de
las frecuencias génicas de un marcador, la probabilidad que tiene un sistema de
marcadores genéticos de excluir un determinado suceso (por ejemplo, un individuo de
una paternidad). El poder de exclusion acumulado (PEA) el producto de todas las
probabilidades obtenidas por todos los marcadores utilizados. Los indices PE y PEA se

estimaron segun las siguientes formulas descriptas por Jamieson (1994) y Weir {1990):

2
PE=1—2ix,.2 +i:x,3 +2Zk:x,“ —3ixf —Z(ixf) +3ixfzk:x?
i=] i=l i=]

i=l i=] i=1 i=l
siendo xi la frecuencia génica def alelo iy k es el nOmero de alelos.

PEA=1-[]Q-PE,)

siendo PE; la probabilidad de exclusién del i-th locus y r el nGmero de loci.

3.4- Caracterizacién de la Region Confrol del ADN mitocondrial de las cuatro especies

de Camélidos Sudamericanos

3.4.1- Muestras analizadas

Se analizaron 5 individuos de cada una de las 4 especies de Camélidos
Sudamericanos. Los mismos se seleccionaron al azar de las poblaciones de origen
descriptas en el punto 3.1 de esta seccién.

En el laboratorio se trabajé con muestras de ADN gendémico total extraido como se
detalla en el punto 3.2 de esta seccién.

3.4.2- Metodologia experimental

- Amplificacién de la Regién Control (RC) del ADN mitocondrial
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La RC completa de los 20 camélidos seleccionados se amplificé por PCR utilizando los
primers flanqueantes de la regién mitocondrial, disefhados en base a la secuencia
mitocondrial completa de una alpaca depositada en el EMBL (Y 19184) y publicada por
Ursing et al. {2000).

Fw: 5"CTGATAAATCCCATAGAGC 3y

Rv: STITCAGCGCCTTGCTITAAG 3°

La amplificacién se reaqlizé en un volimen final de 15 ul conteniendo alrededor de 30
ng de ADN gendémico, 1 uM de cada primer, 0,2 mM dNTPs, buffer 1 X PCR (bufferi0 X:
50 mM CIK, 10 mM Tris-HCI pH 9,0 y 0,1% Tritdon X-100), 2,0 mM CloMg vy 0.4 U de Taq
Polimerasa (Promegaq).

La reaccién de amplificacién se realizé en un termociclador programable (PTC-100, MJ
Research) y se utilizd un ciclado con las siguientes caracteristicas: 1 ciclo a 94° C
durante 3 min seguido por 35 ciclosde 1 mina 94°C, I mina 52°Cy 1 mina72°C, con

una extension final a 72° C durante 3 min.

- Aislamiento y purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%;
para confirmar el tamaio del fragmento ampilificado utilizamos p-Gem {Promega)
como marcador de peso moleculary Bromuro de Efidio como colorante.
Posteriormente se recuperaron, desde el gel de agarosq, los fragmentos de ADN de
alrededor de 1200 pares de bases, los cuales se purficaron en columnas de
cromatografia con filtro de lana de vidrio impermeabilizada con silicona y eluyeron en
TE.

- Construcciéon del plasmido recombinante

Mediante el uso de la enzima T4 ligasa (Promegaq) y el buffer de trabagjo provisto, se
construy6 un plasmido recombinante mediante la ligacién del ADN aislado y purificado
en el paso anterior y el vector de clonado p-GEM T-easy vector System I, el cual provee

las bacterias competentes JIM10? (Promega).

- Transformacién de bacterias con el pldsmido recombinante

Se transformaron 50 ul de bacterias competidas JM109 (Promega) con 2 pl de la
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mezcla de ligacién e incubacién en hielo durante 20 min seguido de un shock térmico
a 42° C durante 45 - 50 seg y 1 minuto adicional en hielo. Posteriormente se agregaron
950 ul de medio SOC fresco (Triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, CINa 0,05%, 1% CIK
250mM, 0,5% CloMg 2M y 4% glucosa 2M) y se incubd 1,5 hs a 37° C con agitacion
constante. Finalmente se agregaron 10 ul de isopropil-p-D-galactosidasa ({IPTG) {200mg/
mi) y se sembraron 100 ul del cultivo en cajas de Petri de 15 cm de didmetro con LB -
agar — Ampicilina - X gal (20mg/ ml). Las cajas se incubaron toda la noche en estufa a
37° C.

- Extraccidén y digestién del plasmido recombinante

Las colonias portadoras de plasmidos recombinantes (entre 2 y 6 clones por animal) se
levantaron con anza en anillo estérl y se incubaron en frasco con medio LB +
Ampicilina a 37° C durante toda la noche. A continuacién se exirajeron plasmidos
recombinantes mediante la técnica de precipitaciéon descripta por Sambrook et al.
(1989). Para confirmar la existencia de la secuencia esperada de 1200 pb, se digirid
una alicuota de 1 ul con la enzima de restriccion EcoRl (Gibco, BRL) que cliva a ambos
lados del lugar de insercion y por tanto libera el fragmento de ADN ligado. Finalmente
la mezcla de digestién se corié en un gel de agarosa al 1% con p-Gem (Promega),

como marcador de peso moleculary Bromuro de Etidio como agente colorante.

- Secuenciacion de los clones

Secuenciamos ambas hebras de los clones mediante Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). El andlisis de las reacciones
de secvenciacién se realizé en un equipo AB! PRISM 377 y un ABI PRISM 3770 (Applied
Biosystem). Las secuencias se andlizaron mediante el programa Chromas Lite 2.01

(www.technelysivm.com.au)

3.4.3- Andlisis de secuencias

La correlaciéon entre las secuencias obtenidas y la Region Control mitocondrial se

confirmé mediante la utilizaciéon del programa Nucleotide Blast (www.ncbi.nih.gov).

Todas las secuencias obtenidas se alinearon y andlizaron utilizando los programas
CLUSTAL V (Higgins et al. 1988) y GeneDoc v 2.6.002 (Nicholas et al 1997). Las
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secuencias consenso de la RC asi como los dominios conservados se identificaron
mediante comparacién con secuencias publicadas de diferentes mamiferos (Gemmel

et al. 1996; Sbisa et al. 1997) y el programa Blast Pairwise (www.ncbi.nih.qov}.

Las secuencias repetidas dentro de la RC se identificaron y localizaron con el programa

Equicktandem del paquete EMBOSS (www.emboss.org).

El programa Network 4.1.1.2 (Bandelt et al. 1999) se ulilizé para detemninar las

relaciones entre los diferentes haplotipos mitocondriales encontrados.

3.5- Andlisls genético de las poblaciones de guanacos con marcadores microsatélites
y de ADNmt

3.5.1. Poblaciones analizadas

Se andlizaron 133 animales provenientes de las unidades de cria y manejo en

semicautiverio cuya ubicacién se muestra en la Figura 40.

3.5.2 - Marcadores de ADN microsatélite utilizados en el andlisis genélico de las

poblaciones

La caracterizacion poblacional se realizé mediante la tipificaciéon genética de cada
individuo con un grupo de 14 marcadores microsatélites dinucleotidicos; cinco de ellos
corresponden a los marcadores especificos de guanaco cuyo aislamienio vy
caracterizacidén se describié en el punto 3.3 de esta seccidn, y nueve marcadores
especificos de llama previamente aislados y caracterizados en nvestro laboratorio
{Tabla 1) (Bustamante et al. 2003}.
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Tabla 1 Presentacidn de los marcadores de ADN microsatélite utilizados en el andlisis de
diversidad genética de las poblaciones de guanacos de la Patagonia argentina

Locus Repetido (pbjn Secuencia ( 5'—» 3) Especie T.amplif. N°acceso
°C GenBank
LABI (GThe AGAGGATCAATCCCICTGAGAT Llama 52 AF524934
ATTAGAGGCCAGTATAACAATC
LAB3 {GThs TMTGGCGGGGAGGGIGICTIG Liama 52 AF524935
GATGTAACCTACCITAATTIG
LABS (TG)s AGCITIGGIGAGTITGAGGC Liama 58 AF524936
CTGCATGCGCACATGTATGC
LAB7 (GThia CATAGCTGACCTAACAGAAT Liama 58 AF524937
GIGAGTITATGCCCATGAATC
LAI3 (TG)2s TCCCAATTTCCTCATCTGTCAA Lama 62 AF524938
CAGCAGIGGCGGAGACATAACC
LABI14 TG GCTAGAGTAGGAGGAAGGAG Llama 52 AY661538
TGCICCITTGCCTATGCCCC
LABI5 (AC)is ATCCCTITAGACCIGGTTAC Liama 58 AY661539
TACAGCATAAAGICCCAGTC
LABI6 (GThe GCTITCCAAA AAACCAGCAT Llama 52 AY661540
CACCCCATITGGCITGAGTC
LABI7 {1G)2s3 CATACTCTCACCACTGIGGC Llama 52 AY661541
TTAAGTTIGCACTAAAACCTG

3.5.2.1- Amplificacién de los loci microsatélites

El ADN gendmico se amplificé por PCR en un termociclador programable mediante la

técnica descripta en el punto 3.3.1.2. El ciclado incluyé una desnaturalizacién inicial a

94° C durante 3 min, seguida por 35 ciclos con temperatura de asociacién

dependiente del par de primers utilizado. Los productos de PCR se corrieron en un gel

de poliacrilamida al 6% desnaturalizante y los diferentes alelos se visualizaron mediante

tincién del ADN con AgNQa. El tamaho de los alelos se determiné utilizando escaleras
de referencia para GenePrint® HUMTHO, HUMvW y HUMLPL (Promega).
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- Investigacion de alelos nulos
Los alelos nulos se investigaron mediante amplificacién del ADN por PCR con nuevos

oligonucledtidos cebadores redisefiados para los loci LAB7 y LAB13

LAB7 Fw 5" CAGAATACATATCAGAATGCAG 3’
Rv 5" TATGGCITICATACTICTIGA 37;
LABI3 Fw 5" AGGAGACTGIGIGIGIGTGT 3°
Rv 5" TCTAGCATGTAACCCCAATG 3'.

3.5.2.2- Andilisis estadistico

Para la caracterizacion genética de las poblaciones se aplicaron los estadisticos que se

detallan a continuacién:

- Frecuencias alélicas y genotipicas
Las frecuencias alélicas se calcularon mediante la férmula descripta en 3.3.2

Las frecuencias genotipicas se calcularon mediante la férmula:

pi=nj/N

siendo p;j = la frecuencia del genotipo ij, nj = nimero de veces que aparece el

genotipoij en la poblacién y N = nOmero total de individuos analizados.

- Diversidad genética

La diversidad genética se midié en términos de Heterocigosidad esperada media (He),
Heterocigosidad observada media (Ho) y nimero medio de alelos por locus (MNA). Si
tenemos en cuenta que los animales que constituyen cada poblacién fueron elegidos
al azar desde sus poblaciones silvestres, estos animales representan la diversidad
genética presente en el drea de recoleccién. Sin embargo, para reducir posibles
desvios debido a los diferentes tamafios maestrales, hicimos, para calcular el MNA
corregido (MNA*), un re muestreo por 1000 veces de 26 individuos tomados al azar

dentro de los 48 animales de Rio Mayo. Para este cdiculo ufilizamos un algoritmo
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disefiado en una hoja de trabajo de Microsoft Excel. Los estadisticos He y NMA se

definieron previamente en 3.3.2

- Heterocigosidad Observada (ho)
Es la proporcidn de individuos de la poblaciéon con genotipo heterocigota para un

determinado locus y se calcula mediante la formula:

ho=hi/N

hi : nUmero de individuos con genotipo heterocigota para el locus en la poblacion
N : nimero total de individuos analizados.

El indice Heterocigosidad observada media (Ho) se estimd seguin la siguiente formula:

Ho=2hoi,n

siendo hoi las heterocigosidades observadas en el locus i y n = el nOmero total de loci
fipificados.

Las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como la diversidad genética medida en
términos de Heterocigosidad esperada (He), Heterocigosidad observada (Ho} y nOmero
medio de alelos por locus {MNA]} se calcularon mediante la utilizacién del software
MStools v 3 (Park 2001}.

- Desequilibrio de ligamiento
El desequilibrio de ligamiento, que evalta la independencia entre los genotipos de dos
loci determinados, se estimé mediante el método exacio de Fisher utilizando el método

de cadena de Markov implementado en el programa Genepop v 3.2 (Raymond et al.
2000).
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- Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

Describe las frecuencias esperadas de genotipos en una poblacién ideal. La
estimacién de las probabilidades del HWE se realizé a través de las pruebas exacta y
probabilistica incluidas en el programa Genepop 3.2 (Raymond et al. 2000}, uvtilizando
el método de cadena de Markov {(Guo et al. 1992). Los niveles de significancia
corregidos para el desvio de Hardy - Weinberg en cada poblacién se basan en la
técnica secuencial de Bonfemoni para pruebas simultdneas (Rice 1995). La evaluaciéon
del HWE global para todos los loci tomados en conjunto en cada poblacién y para el
conjunto de poblaciones en cada locus se realizé mediante la prueba global de EHW

utilizando el método de Fisher {Raymond et al. 1995).
- Estructura poblacional

a - indices de Wright y estadistico Rhos

Para estimar las desviaciones de las frecuencias genotipicas con respecto a las
proporciones tedricas propuestas por el equilibrio de Hardy-Weinberg se utilizaron los
indices de Wright {1921) o indices de fijacién. Wright propuso calcular las desviaciones
de las frecuencias genotipicas en una poblacién subdividida en términos de fres
parametros Fis, Fr y Fsr. En la terminologia de Wright, Fis y Fr son correlaciones entre los
genes de un individuo relativas a la subpoblacién y relativas al total, respectivamente
(el Fis determina las desviaciones del EHW en la subpoblacién). H Fsr es la comrelacién
de dos genes muestreados al azar de cada subpoblacion o en ofras palabras, la
varianza estandarizada de las frecuencias génicas entre las subpoblaciones.

Los tres indices se relacionan por la siguiente ecuacién:

(I"FIT)
F,=1-
T (-Fy)

Fs es el estadistico mas informativo para examinar la divergencia genética entre
subpoblaciones. Aunque el minimo tedrico de Fs es 0 {no existe diferencia genética) y
el maximo tedrico es 1 (indica la fijacién de diferentes alelos en las subpoblaciones), el
mdaximo observado es usualmente mucho menor que 1 y Wright {1978) sugiere lo

siguiente para interpretar los valores de Fsr:
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- el rango de 0 a 0,05 puede ser considerado como indicativo de pequefia
diferenciacion genética

- 0,05 a 0,15 indica moderada diferenciacion genética

- 0,15 a 0,25 indica grandiferenciacién genética, y finalmente

- valores de Fsr superiores a 0,25 indican diferenciacidon genética muy grande

El nivel de diferenciacién genética entre las 4 poblaciones de guanacos de la
Patagonia argentina se realizd con el Genepop versién 3.2 (Raymond ef al. 2000}.
Ademds del estadistico Fs1 que compara poblaciones basdndose en las frecuencias
alélicas, utilizamos el Genepop version 3.2 para calcular el estadistico Rhos que
depende de los tamarnos alélicos y estd especiaimente adapiado a los datos
microsatélites ya que se basa en el modelo de mutaciones por pasos (Stepwise
Mutation Model), el cual explica las mutaciones que ocuren a nivel de estos loci
(Slatkin 1995).

b - Prueba de AMOVA

Oftra manera de estudiar la estructura genética de las poblaciones es mediante el
andlisis de la varianza de las frecuencias génicas. El Andlisis Molecular de la Varianza
{AMOVA), fue definido inicialmente por Cockerham (1969; 1973} y extendido por ofros
autores (Weir et al. 1984). El método de cdlculo utilizado en el AMOVA pemite evaluar
las diferencias entre grupos de poblaciones definidas arbitrariamente.

El AMOVA es un andilisis jerarquico que consiste en la particion de la varianza genética
folal, en componentes de covarianza debidos a: diferencias entre los individuos dentro
de cada poblacién, diferencias entre las poblaciones y diferencias entre los grupos de
poblaciones (Weir 1996).

El andlisis de la varianza de las pobiaciones de guanacos aqui estudiadas se realizd

con el programa de computacién Ardequin 2.0 {Excoffier et al. 1992).

¢ -Migracién entre poblaciones
El nimero efectivo de migrantes por generacion (Nm) se calculé mediante la siguiente
férmula:

Nm=1-Fst/2Fst
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asumiendo que las poblaciones intercambian individuos en cada generacién y que la
velocidad de migracién es mucho mas grande que la velocidad de mutacion
(Schneider et al. 1997).

d - Test de aislamiento por distancia

Si consideramos que los apareamientos al azar estan limitados por la distancia, de
manera que los animales tendrdn una mayor probabilidad de aparearse con vecinos
que con individuos mas lejanos, esperamos que las distancias genéticas, estimadas por
los estadisticos F y R se comelacionen lineaimente con las distancias geograficas entre
poblaciones. Esta prueba se realizé mediante el Andlisis de aislamiento utilizando la

prueba de distancia implementada en Genepop 3.2 {Raymond et al. 2000).

- Asignacion de poblaciones

La distibucion de frecuencias alélicas se utilizdé para asignar los diferentes individuos a
las diferentes poblaciones, mediante la utilizacién del software WHICHRUN 4.1 (Banks et
al. 2000).

3.5.3.- Andlisis del ADN mitocondrial

3.5.3.1- Muestras analizadas

Se andlizaron 133 animales pertenecientes a las poblaciones de Pilcaniyeu, Rio Mayo,

Las Heras y La Esperanza.

3.5.3.2 - Metodologia experimental

Monitoreo de haplotipos mitocondriales mediante PCR-SSCP (Single Strand

Conformation Polymorphism)

- Amplificacién del fragmento hipervariable
La amplificacién, clonado y secuenciacion de la Regién Control mitocondrial en 5
individuos de cada especie de cameélido nos pemmitié identificar un fragmento

hipervariable de 337 pb que concentra 11 sitios polimérficos. Para amplificar este
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fragmento partimos del conocimiento previo de la secuencia mitocondrial completa
de la RC de los Camélidos Sudamericanos (Maté et al. 2004) y el disefio de un par de
cebadores (primers) realizado con el programa Primer 3 (Rozen et al. 2000)

flanqueantes de esta regién. La secuencia de los oligonucledtidos sintéticos es:

Fw 5" TACAATACGACTGIGTIGCC 3"y
Rv 5" TGAATATCATITACCCGCAT 3°

La amplificacién se realizé por PCR mediante la técnica descripta en 3.4.2 en la cual
incluimos 2,00 mM de CloMg y una extensién final de 10 min a 72° C.

La ampilificacion del fragmento hipervariable se comprobd mediante electroforesis de
una alicuota de 2 ul de producto de amplificacion, en agarosa al 2%, utiizando
Bromuro de Etidio para visuaiizar el ADN y p-Gem (Promega) como marcador de peso

molecular.

- Electroforesis en geles SSCP

La técnica de SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) es ampliamente
utilizada para detectar polimorfismos de secuencia sin recumrir a la secuenciaciéon del
ADN. La doble hebra de ADN se desnaturaliza por calentamiento y luego se pone en
hielo donde la hebra de ADN adquiere una estructura secundaria que depende de su
secuencia. En geles de poliacriamida nativos, esta estructura secundaria adopta un
comportamiento migratorio que permite distinguir diferentes conformaciones.

Para el andlisis de SSCP se mezclaron15 pl del producto amplificado con 30 pl de buffer
de carga LIS (Low lonic Strength) {sacarosa 10%, xylene cyanol FF 0,01% y azul de
bromofenol 0,01 %),y se calentaron durante 10 min a 95° C. A continuacioén 10 pl de la
mezcla se sembraron en un gel de poliacriiamida nativa al 10 %. La electroforesis se
realizé a 350 V, en buffer TBE al 0,5%, durante 20 hs a 4° C. Las bandas de ADN se
visudlizaron mediante tincién del gel con sales de piata.

Los animales clonados y usados previamente para describir y caracterizar Ia regién
control mitocondrial de los CS$ se utilizaron como patrones de referencia para definir
nuevos haplotipos. Los guanacos que poseian un patrén de corrida idéntico a algunos
de los haplotipos descritos se cdlificaron con ese patrdén, y aquelios que mostraron un

patrén de SSCP diferente se amplificaron nuevamente por PCR y se secuvenciaron
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ambas hebras de ADN mediante Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). El andlisis de las secuencias se realizdé en el sistema automdatico
ABI PRISM 3770 (Applied Biosystem)

3.5.3.3- Andlisis estadistico

- Alineamiento de secuencias

Las secuencias se alinearon con el programa GeneDoc v 2.6.002 (Nicholas et al. 1997).

- Diversidad haplotipica

La diversidad haplotipica es la probabilidad de que dos individuos tomados al azar
tengan haplotipos diferentes (Kittles et al. 1998). La diversidad haplotipica denfro de
cada poblacién se calculé comparando los haplofipos de cada animal. Para calcular

esta probabilidad utilizamos el programa Arlequin versidn 2.0 (Schneider et al. 2000).

- Diversidad nucleotidica

En marcadores haploides, como la Regién Control mitocondrial, no puede aplicarse el
concepto de heterocigosidad. Sin embargo, se calcula la diversidad nucleotidica o
diversidad génica h, que es equivalente a la He de los marcadores autosdomicos
diploides, cuando satisfacen la ley de equilibrio de Hardy-Weinberg. La diversidad
génica mide la probabilidad de que dos haplofipos tomados al azar sean diferentes y
al igual que la heterocigosidad, depende de los valores de frecuencias haplotipicas
(Nei 1987). La férmula utilizada es la citada en el caso de He

n
h=He=]‘zpi2
i=1

donde pison las frecuencias alélicas de los n haplotipos observados.
Esta probabilidad también se calculd utilizando el programa Arlequin version 2.0
(Schneider et al. 2000).
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4- RESULTADOS

4.1- Aislamiento y caracterizacién de marcadores de ADN microsatélite especificos

de guanaco

La Tabla 2 presenta cinco marcadores especificos de guanaco aislados durante el

presente trabajo.

Tabla 2 Marcadores microsatélites especificos de guanaco

Locus 1 Microsatélite 2 Primers 3Temperatura 4 GenBank
GIM 2 (TG)oTT(TG) 4 TCTAAATCCCACAGCCAAAAGG 52 AF524939
AAGGTGTTCAAAGCATCAAGAG
GIM 4 (AC)i13 TGAAGGAATGCAGATGAGAAGC 56 AF524940
TAGCTACAAACTTCCATGACAC
GWM 5 (TG)is TTACTACACAGGTGGGCGATTA 48 AF524941
TCAATTGTAGARAAATAAAACC
GIM 6 (TA)STG({CA)sGCTA(CA)4TG  CCAGTCATCATATAGGGGCTTA 52 AF524942
(CA)3 GGCAACTCTCAARGGGTATCTG
Gwm7 (AChis GGGACACATTTTCATTCATTCA 48 AF524943

GTGATTGGAACTATTATCTGGT

1 Secuencia de bases repetida en tandem que componen el microsatélite
2Secuencia de bases flanqueantes del microsatélite

3Temperatura de asociacién del primer al ADN blanco

4+ NUmero de depdsito del microsatélite en el GenBank

Utilizamos el marcador GLM 7 como ejemplo de la secuencia de resultados
obtenidos hasta finalizar el aislamiento, clonado, secuenciacién y amplificacion de
cada uno de los S marcadores microsatélites.

La Figura 5 muestra una corrida electroforética en un gel de agarosa al 1% de una

digestion de ADN gendmico de guanaco con la enzima de restriccion Dpnil.
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Figura 5 Electroforesis de una digestion genémica de ADN de guanaco

23000pb
9000pb
6000pb
4000pb

2300pb
2000pb

1300pb
1000pb
800pb
600pb
300-600 pb

300pb

1 2 3

Cadlles 1 marcador de peso molecular PhiX174/ Haelll y Lambda / Hindlll (Promega); 2 ADN
gendmico digerido con la enzima de restriccién Dpnill. La llave sefiala el rango de ADN
posteriormente purificado, desde donde se procede a aislar los microsatélites de ADN.

A continuaciéon presentamos un automradiograma comrespondiente a la hibridacion
de colonias recombinantes portadoras de inserto {colonias blancas) con la sonda
poli (dA - dC) (Figura 6). El objetivo de esta hibridacidon es detectar enire las

colonias recombinantes a aquellas portadoras de ADN microsatélite.

Figura 6
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Figura é Las sefiales mds oscuras coresponden a las estrias positivas, identificando aquellas
colonias de bacterias recombinantes con insertos de ADN microsatélite.

La Figura 7 comesponde a la comida electroforética en gel de azarosa del plasmido

recombinante (estria positiva) digerido con las enzimas de restriccion Eco R1 y Xbal.

Figura 7 electroforesis de la digestion de un plasmido recombinante p-GEM3Zf- (Promega )
con las enzimas de restriccion Eco R1 y Xbal (Gibco, BRL).

2 3 4 5

it -

5 e e

Cdalles 1 marcador de peso molecular PhiX174/ Haelll y Lombdo / Hindlli {Promega); 2
Pidsmido sin digerir; 3 y 4 las bandas inferiores (400-600 pb) comresponden a los insertos y las
superiores al pldsmido digerido; 5 banda de peso molecular intermedio de 1500 pb
aproximadamente comrrespondiente a un inserto recombinado, por lo cual su peso moleculor
es superior al esperado.

La figura 8 muestra la secuenciacién manual del microsatélite GLM7.
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Figura 8 secuenciaciéon manual del microsatélite GLM7

GATC
Las figuras 9 a y b muestran geles de poliacriiamidao donde se observan los
diferentes alelos del marcador GLM7 y GLMS5 respectivamente, observados en la

poblacién de guanacos de La Esperanza.

Figura 9 a cormida electroforética de la amplificacién por PCR del locus GLM7
123 4546 7 8 2101

oy
EERISE,

o

Calles 1 Marcador de pesos moleculares FFv; 2-10 separacidon electroforética de los
diferentes alelos del locus GIM7 en 9 animailes diferentes; 11 Marcador de pesos moleculares
FFv.
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Figura 9 b corrida electroforética de la amplificacion por PCR del locus GLMS

123 456 7 8 91011121314151617181920

Calles 1-8 separacion electroforética de los diferentes alelos del locus GIMS en 8 animales
diferentes; 9 y 10 marcadores de pesos moleculares LPL y FFv respectivamente; 11-20
separacion electroforética de los diferentes alelos del locus GIMS en 10 animales diferentes.

- Caracterizacién de los 5 marcadores GLM en 30 guanacos y 30 llamas tomados al

azar
La Tabla 3 presenta las frecuencias alélicas comespondientes a los 5§ marcadores de

ADN microsatélite especificos de guanaco, obtenidas por la amplificacién de los

loci mediante PCR en 30 llamas y 30 guanacos seleccionados al azar.
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Tabla 4 Caracterizacién de los loci microsatélites

Especie Loci Rango N° de alelos h PIC! PEZ PEA 3
Alélico (Ai)

Guanaco GIM2  127-139 7 0.73 0,674 0312
GiM4 185207 8 0,75 0,695 0335
GIMS5  133-165 11 0.83 0.787 0.461
GIM6  148-156 5 0.71 0,658 0,289
GIM7 195205 5 0.42 0,387 0,091

Promedio 47,20 +/- 2,49 50,688 +/- 0,069 0.640 0.84071
Liama GimM2  131-139 5 0.68 0.612 0,252
Glm4 183207 11 0.82 0,779 0,452
GIM5 135155 8 0.83 0,787 0,464
GIiMé  148-158 6 0.70 0.639 0273
GIM7 195205 4 0.52 0,451 0,134

Promedio 46,80 +/-2,8 50,708 +/- 0,056 0,654 0,96815

1 PIC = contenido de informacién polimérfica, 2 PE = poder de exclusion, 3PEA = poder de
exclusion acumulado ¢ NMA = NUmero medio de alelos por locus y su desvio estandary 5 He = |
heterocigosidad esperada promedio y su desvio estandar.

Los gréficos a continuacion (Figura 10} muestran el tamano alélico versus frecuencia
alélica, de los 5 marcadores microsatélites ensayados en guanacos y llamas

tomadas al azar.
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Figura 10 a

Resultados
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Figura 10 e
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4.2- Caracterizacién de la Regién Control del ADN mitocondrial en las cuatro
especies de Camélidos Sudamericanos

El clonado de la Regidn Control completa en 5 animales de cada una de las 4
especies de Cameélidos Sudamericanos se realizé mediante amplificacidon de ADN
gendmico por PCR ulilizando primers complementarios a las secuencias de los
genes de ARNirre y ARNtro, que en todos los géneros de mamiferos analizados
hasta el momento flanguean esta regidn mitocondrial. B fragmento de ADN
amplificado, previamente ligado al vector de clonado p-Gem, se inserté en
bacterias JM109 previamente competidas.

En las cuatro especies de Camélidos Sudamericanos la Region Control (RC) del ADN
mitocondrial abarca 1060 pares de bases (pb) flangueadas, en su extremo 5 por el
gen ARNfrre y en su extremo 3° por el gen ARNirFe, Incluye ademds una secuencia
repetida de 26 pares de bases, locadlizada entre los bloques de secuencia
conservada (CSB) CSB1 y CSB2, que se repite dos o ires veces segin veremos mas
adelante.

La figura 11 muestra el alineamiento de la RC de un animal de cada especie, con
la secuencia de un guanaco tomado como referencia por tratarse de una especie

silvestre seleccionada naturalmente.
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Figura 11 Alineamiento de la Regidén Control mitocondrial completa en las 4 especies de
Camélidos Sudamericanos

1 00
gua 1 AGGCTGTGTGTCAGCTTAAGTTGGTGTTAAGGTGARACATGTGCTAATTAARATGCTTGTTCAATTCTGTTTTAAAATTTTTGGCAGATCTAGGGACATA

101 200
gua 1 GCTGTCTATATATTTTGAGTATATCTAAGTAGCACATTGGTACAATACGACTGTGTTGCCGCTTAAGTAAAATTARATTTTATCCATAGGGCTTGTTTGG

ViC 2 cocsassvocoonecssssoosossovevaossobosvicessboeesssssosorsessssses Gevercnoncnvesncrosertssocceccscnnes
118 3 ciccevnrenccenncmmsmrenoonsessmarssensrreseeeesoseseesnreyeee Beorrorosoberaecssbmnetsrsvorseinmeiee
. 3 < S T T T T T Gevevrroovecosorrororssrccrcorsnnncs

201 CSBIII CSBIT 300
gua 1 GTTCTATTAGCTTATGCACTATGACTTIGTTTTTGGGGTTTGGCAGGACCATCTGGTGCATAGGAAATAGGACTTGTGGGGGATAAGGGGGCTTTGGTCTA
Vic 2 .icecencencrcciniorneon Toosonsossspsosnosnbanancnsssabonesshbossssnsspeesssssssesesesstsessnssssnnsse
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3 8 R Peceesecccscscsscesacccscccsssssssnsnsescccsssssscascsosanssnsssnes Tivsonsone

301 Repetido 400

gua 1 AGCAAGCTAATTACTTGCTTAACGCATTCACACGTGTGCA TGTALATI'TACALF' TGTGGGTGTATGTATACATATACACATGTGGGTGTATGTGTACGTA

11a 3 ciissesenncaciesnttacesienseanessensenie Gecetosesesnsesssssacsscseassassasessssesassssasssssesssassascas
BID 1 ciescicscscocinsevaensscssssssssasssans Geveasasanssassorsasasasesasseassssssssasssnsssssssncassasancas

401 CSB1 500
gua 1 TACACATGTGGGTGTATGTGTGAGTTATGTCCTGCAACCACTGACCGAATAGCACCTTACTGTTTGTTGATGCGGGTARATGATATTCATTAAAGTCCAG
VEC 2 tteieeaaesseeaseeeiaaceeaseceesssaceaseacasaaasedaoaanesssasesssasesasseaseeasscascasdadscsanancaanan
YLB B Clicwisin o saimnasisn s sisafsiies spmsamoie analsospes seasesss s sneesess s aseseessssesaases s sssaesssessseesssssys
BLPD L ecccocconcossesocanosessnessetssasssesessonsesssssesssesssssessdasssssesssnssessasansasssenssnmasass

501 600

0 S S T S R T X TP S e
BIP 1 iunivion s snmeinmns s sinebes oo s ens b s B s ieieesess SEESEEe b sOPNeEse S B eHIE s BEEeSIFESEe e ST E BEBS S

601 Subseguence C Subsequence B 700
gua 1 CAGTTATGTGTGAGCATGGGCTGATTAGTCATTAGTCCATTGACATGTCTTATTTAAGAAGAAATTGTGGGCGATTTTAGGTAAGATGGTCCTGAAGTAA
L S T Gieerovernsesrnsocrencssoncossneanss
118 3 cevesccorcnsnctsssssacssorsssecnssstssssssrsssssttoresnnassssone Goocessossesssrsassnstssassrssnnsesns
B < T S S R Geverevrrenernancronsscscsccccnnnnes

701 Subsequence A 800

gua 1 GAACCAGATGCCTGGTAAAGTTCCAGTATAGAAACCCCCAGGATGGATGGGCCCAGAGCGAGAAGAGGGACACCTGCCGAGTGGGTTGATGGTTTCACGA

801 300
gua 1 GGCTTGGTGATTAAGCTTGTGATCTAAGGGTTATGATACGCTTGTTAACTGGAAATAATTTGACTTGATGTTCTATGCATGATCAAGGATAAGATGTACA

901 ETAS1 1000
gua 1 TGCTTATATGCATGGGGCAGATAATTTTATGTATAATGTACATATAGCACGTGAAGTGTGCTGTGACATGTARGTATTGAGAARAT TCATGCGCATAAGT

1001 1060
gua 1 ATGGGCTTGTCTCTGGTACTCTGATTATACTTGGGGTTTTTAATGCTCTATGGGATTTAT

Los punios (.} significan identidad con la secuencia de referencia {gua 1), los guiones (-)
identifican bases delecionadas; enrojo se indican los sitios polimérficos.

Los dominios conservados se identificaron por comparacién con los motivos de la
RC de diferentes especies de mamiferos publicadas hasta el momento {(Gemmel et
al. 1996; Sbisa et al. 1997).

La figura 12 muestra un esquema de la organizacion de los diferentes componentes
de la RC de los camélidos: tres bloques de secuencia conservada (CSB 1-3) de 26,
19 y 17 pb respectivamente, el dominio central (CD) de alrededor de 322 pb de

longitud, y la secuencia extendida asociada a la terminacién (ETAS) de 52 pb de
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longitud. Entre los biloques de secuencia conservada 1 y 2 se encuentra una

secuencia de 26 pares de bases repetida, segun el caso, dos o tres veces.

Figura 12 Esqguema de la organizacién de la regién conirol mitocondrial de los
Camélidos Sudamericanos

3 2 ]
ARNf{rhe ARN{ero
B CsB 1,2y 3bloques de secuencia conservada  Asecuencia repetida
£ CD dominio central B ETAS secuencia extendida asociada a la terminacién

Dominio CSB (Conserved Sequences Blocks)

Este dominio conservado, se ubica en el extremo 5 de la RC y contiene los
elementos regulatorios del metabolismo del genoma mitocondrial, los promotores
de las cadenas liviana (L-strand) y pesada (H-strand) y el origen de replicacion de la
cadena pesada. Una caracteristica de este dominio es la presencia de tres bloques
de secuencia conservada, identificados por Walberg y Clayton (1981) como CSBI,
CSB2 y CSB3. CSB1, estd presente en todos los vertebrados analizados hasta el
presente y posee un rol funcional vital para la replicacion del genoma mitocondrial.
CSB2 y CSB3 a pesar de ser altamente conservados pueden o no estar presentes, y
su funcién no ha sido determinada hasta el momento (Sbisa et al. 1997).

La Figura 13 muestra los bloques de secuencia conservada 1, 2 y 3 que forman parte
de la Regién Control completa observada en los animales aqui analizados. Mientras
que el dlineamiento de CSB1 y CSB3 muesira idéntica constituciéon en las 4 especies
de camélidos, CSB2 contiene un motivo repetido rico en G y ocasionaimente

presenta una transversion G/T en la posicidn nucleotidica 291.
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Figura 13 Alineamiento de los CSB 1,2y 3en CS
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Todos los camélidos analizados en este trabajo exhiben un segmento de 337 pb que
se extiende desde la base 165 de la RC hasta la base 502, y que concentra la
mayoria de los sitios polimérficos, de los cuales 8 coresponden a fransiciones y 3 a
transversiones. En base a la secuencia de este fragmento hipervariable vy
considerando la secuencia del guanaco 1 como referencia, definimos 8 haplotipos
mitocondriales (H} los cuales difieren de la referencia desde 1,19 % (cuatro
diferencias nucleotidicas) a 2,07 % (7 diferencias nucleotidicas) (Tabla 5).

Tabla 5 Sitios polimdrficos dentro del fragmento hipervariable en las cuatro especies de CS

1 2 2 2 3 3 3 4 4 4 5

6 2 5 9 2 4 7 0 2 5 0
Animal 5 4 9 1 8 0 2 1 1 4 2 Haplotipo
Guanacol A A A G T A . T T A T H1
Alpacal G T T A G . . . < . H2
Guanaco3 G T . A G . . . . . H3
Llama3 G T . A G . C . " . H4
Vicufia3 G T . A G . . C . ¢C H5
Vicufiad G T . T A G . . . G . H6
Vicufia7 G T . A G del . .. . H7*
Vicurfia8 G T . A G T . . . H8

En lo Tabla los nimeros verticales indican los sitios polimdrficos de la Regidn Control, en
distintos animales y utilizando la secuencia de un guanaco como referencia. Por debagjo se
encuentran los cambios nucleoftidicos y los haplotipos resultantes. Los puntos representan
igualdad con la referencia.

* H haplotipo H7 presenta ademds una delecién (del) de una unidad de repeticidon de 26 pb
con respecto a la referencia Hi.

Para visuadlizar las relaciones evolutivas entre los diferentes haplotipos mitocondriales
realizamos un andlisis de red, utilizando el programa Network 4.1.1.2 {Bandeit et al.
1999) (Figura 14). El haplotipo H3, ademas de ser el mas frecuente en las 4 especies
y el Gnico compartido entre todas ellas, es el haplotipo a partir del cual se generd,

por 1 a 4 pasos mutacionales, el resto de los haplotipos encontrados.
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Figura 14 median joining network mostrando Ias relaciones evolutivas entre 1os 8 haplotipos
mitocondriales detectados en ias 4 especies de Camélidos Sudamericanos

s
L~

Los ndmeros entre lineas indican la posicién nucleotidica que diferencia los haplotipos. Fl
nombre de cada haplotipo se encuentra al costado del circulo respectivo. El area de los
circulos es proporcional a la frecuencias de los haplotipos.

Dominio Central CD {Central Domain)

La secuencia del dominio central ({CD), en todos los individuos analizados es
altamente conservada, ya que en las 322 pares de bases que consfituyen esfe
dominio encontramos sélo 2 sitios polimaorficos.

Debido al alto grado de conservacién de este dominio en muchas especies de
vertebrados, se ha sugerido un rol biolégico para esta regidn mitocondrial. Una de
las teorias actuales sostiene que secuencias especificas de este motivo son capaces
de unir elementos del citoesqueleto asociado a mitocondrias (Jackson et al. 1996).
Otros autores proponen que la regién central posee un rol regulatorio de la
replicacion y transcripcion mitocondrial, aunque no hay evidencia directa que
apoye esta hipotesis {Sbisa et al. 1997).

En el CD de los camélidos encontramos tres potenciales estructuras secundarias,

subsecuencias A, B y C (Figura 11), homologas de las descriptas por Gemmel et al.
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(1996) como capaces de formar bucles (loops) energéticamente estables 1o cual

sugeriria un rol biolégico para estas secuencias.

ETAS (Extended Termination Asociated Sequence)

Dentro de este dominio ubicado en el extremo 3” de la RC mitocondrias, Sbisa ef al.
(1997) describieron las secuencias ETAS 1 y 2. ETAS2 ha sido descripta en varias
especies de mamiferos pero, tal como ocurre en algunos miembros del orden
Rodentia, esta secuencia no se encuentra en ninguna de las 4 especies de CS.

En Camélidos Sudamericanos el dominio ETAS 1 abarca 52 nucledtlidos y es una
secuencia muy rica en AT (69.7%). La Figura 15 muestra el alineamiento de la
secuencia que compone este dominio el cual se observa que comienza y termina
con la secuencia ATGTACAT capaz de formar una estructura en horquilla (hairpin
loop) y cumplir con la funcion biolégica sugerida por Doda ef al. (1981} de finalizar

la replicaciéon del genoma mitocondrial.

Figura 15 Alineamiento de ETAS 1 en CS
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ATGTACATGCTTATATGCATGGGGCAGATAATTTTATGTATAA

Secuencias repetidas

Todos los CS examinados en este trabajo comparten un motivo repetido de 78 pb
ubicado entre CSB1 y CSB2. Este elemento comprende un segmento repetido

imperfecto de 26 pb que en todos los animales analizados se encuentra tres veces,
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excepto en una vicuina donde se lo hallé dos veces. La secuencia consenso de la
unidad de repeticion es TACATGTACACGIGTIGGGIGTATGTA, vy la imperteccion se
debe a que en las posiciones 4, 6 y 26 (marcadas en rojo] de cada unidad
encontramos indistintamente A ¢ G. La secuencia de Alpaca depositada por
Arnason en 2004 (GenBank AJ536364) presenta en la misma posicion, entre CSB 1 y _
2, un repetido perfecto de 30 pb que se repite 6 veces, y que comparie con el
repetido presente en los animales aqui analizados una secuencia de 8 pb.

El andilisis de las secuencias repetidas muestra finales autocomplementarios {TACAT /
ATGTA) capaces de formar una estructura en horquilla. Esta particularidad tambien

se ha observado en otros artioddactilos del género Cervus (Cook et al. 1999).

4.2.1- Heteroplasmia

En el punto anterior hicimos referencia al fragmento hipervariable de 337 pares de
bases y describimos 8 haplotipos diferentes utilizando como referencia el haplotipo
H1 comrespondiente a la secuencia del guanaco 1. Posteriormente, cada haplotipo
se amplificé mediante PCR y se analizd por electroforesis en geles nativos de
poliacrilamida con el fin de relacionar la secuencia del haplotipo con un patrdn de
SSCP determinado (Tabla é). Esta técnica (PCR-SSCP) la aplicamos con el objetivo
de monitorear haplotipos presentes en poblaciones de animales sin tener que
recurir a la secuenciacion de todos los animales y reservar esta Oltima para los

individuos con patrones de SSCP desconocidos.
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Tabla é Correlacion entre haplotipos mitocondnales y patrones SSCP.

N°® acceso Haplotipo Dif. con Hl  Patrdn SSCP

GenBank

AY500896 H1 - P1
AY500895 H2 5 P2
AY500897 H3 4 P2
AYS500898 H4 5 P3
AY500894 H5 7 P4
AY500899 Hé 6 P5
DQ270409 H7 4 +del 26 pb P6
DQ270408 H8 5 P7

La Figura 16 muestra la comespondencia entre patrones de SSCP y haplotipos

mitocondriales observados mediante una cormida electroforética de geles SSCP.

Figura 16 Comrespondencia entre patrones en geles SCP y haplofipos mitocondriaies

e

P1 P2 P2 P3 P4 P5 P6 P7

Figura 16 patrones electroforéticas en geles de poliacriiamida nativa correspondientes a los
8 haplotipos mitocondriales descriptos en las 4 especies de camélidos. Vermos como los
haplotipos sembrados en las calles 2 y 3 (H2 y H3) presentan el mismo patrén electroforético

No obstante que los haplotipos H2 y H3 son indistinguibles por PCR-SSCP, la
secuenciacion de cada uno de esos clones confimé que H2 y H3 difieren en 1
nucledtido (T).

Una vez halladas las condiciones experimentales adecuadas para distinguir los

diferentes haplotipos y relacionarlos con un determinado patrén SSCP, utilizamos
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esta metodologia para andlizar 72 clones de la RC del ADN proveniente de 20
animales clonados. Previo a la conida en geles SSCP controlamos el producto
amplificado por PCR en geles de azarosa al 2%. Esto nos permitié detectar que 67
clones pertenecientes a 19 de los 20 animales aqui analizados presentaban un
fragmento hipervariable de 350 pb. Los 5 clones pertenecientes al animal nimero
20, correspondiente a una vicuna, presentaron una banda en agarosa de un peso
molecular ligeramente inferior al esperado y un patrén SSCP de mayor movilidad
electroforética. La secuenciacion de estos clones nos pemitié describir el haplotipo
7 compuesto por una RC con una deleciéon de 26 pb comrrespondiente al segundo
motivo repetido.

Los tablas éa, éb, 6c y 6d de material suplementario muestran la distribucién de
haplotipos mitocondriales en los 72 clones correspondientes a 5 lamas, 5 guanacos,
5 alpacas y 5 vicuiias, respectivamente.

Quizds el hallazgo mas importante referente a la caracterizacién mitocondrial de CS
es el presentado en las tablas anteriores, donde se evidencia la presencia de mas
de un haplotipo mitocondrial [heteroplasmia) en 10 de los 20 animales que
componen este estudio. Diez de ellos, tres guanacos (60%), una llama (20%), tres
alpacas (60%) y tres vicunas (60%), presentaron heteroplasmia debido a la
existencia de 2 o mas haplotipos mitocondriales que difieren entre si por mutaciones
puntuales. Dos de estos animales (una llama y una vicuia) presentaron
heteroplasmia compuesta, debida a la existencia de fres haplofipos mitocondriales

diferentes
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Figura 17 corida electroforética de los fragmentos hipervariables de la regidn control
mitocondrial provenientes de clones de un animal de cada especie de camélido con
heteroplasmia
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Figura 17 patrones SSCP comespondientes a comidas electroforéticas de Camélidos
Sudamericanos con heteroplasmia; 1, 2 patrones de 2 clones corespondientes a 1 guanaco;
3, 4, 5 patrones de una vicuna; 8, 7, 8 fres patrones diferentes provenientes de una llama, y 9,
10 patrones SSCP de una alpaca con 2 haplotipos diferentes correspondientes a una alpaca

La frecuencia de polimorfismos de longitud encontrada en los animales analizados
fue baja, ya que sélo una vicuha presentd una RC con una longitud 26 pb menor
que la del resto de los animales. La Tabla 7 resume la distribucién de los distintos

haplotipos observados.

Tabla 7 Distribucion de haplotipos mitocondriales en los 20 animales analizados.

Haplofipo

Especie  N°de HI1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8

clones
Guanacos 16 6 - 9 - 1 - 3 .
Lamas 19 14 - 3 1 1 - - -
Alpacas 16 - 1 9 - 5 1 - -
Vicunas 21 4 - 6 - 3 5 1

69



Resultados

4.3- Andlisis genético de poblaciones de guanacos

4.3.1- Marcadores microsatélites

- Diversidad genética

En las 4 poblaciones de animales analizados los 14 marcadores microsatélites fueron
polimérficos. La Tabla 8 muestra los parGmetros de diversidad genética nuclear en
las 4 poblaciones. Las frecuencias alélicas de todos los marcadores en cada una de
las poblaciones se encuentran tabuladas (tabla 1) en la seccién de material
suplementario de esta Tesis. En 133 animales estudiados observamos 162 alelos
diferentes. El nOmero total de alelos por locus ([NMA) tuvo un valor minimo de 2 para
el marcador GLM7 en la poblacion de La Esperanza y un méximo de 15 alelos para
el marcador LABI13 en la poblacién de Rio Mayo. Los valores de Heterocigosidad
Esperada (he) variaron entre 0,28 (GLM7 en La Esperanza) y 0,92 [LABI3 en Las
Heras). Los valores medios de Heterocigosidad Observada y Esperada (Ho y He
respectivamente) y de NMA por locus en las cuatro poblaciones se muestran en la
Tabla 8.

Tabla 8 Parédmetros de diversidad genética en las 4 poblaciones deguanacos tipificadas con
14 marcadores microsatélites

Poblacion 1@mano. Ho NMA  NMA*
muestra
PIL 29 07061 05534  7.79 i
RM 48 07404 05373  9.00 8.19
LH 30 06934 04167  7.07 .
LE 2 0.6575 04114 650 ]
Promedio 0.6990 04797  7.59 7.39

PIL = Pilcaniyeu, RM = Rio Mayo, LH = Las Heras, LE = La Esperanza

He = heterocigosidad esperada media

Ho = heterocigosidad observada media

NMA* = nimero medio de alelos por locus comregido para un re-muestreo
de 26 individuos
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La poblacion de Rio Mayo posee el mayor valor de NMA (NMA* = 8,19) mientras que
el menor valor, igual a 6,5, comesponde a la Esperanza. Esta Ultima, ademas, exhibe
los valores minimos de Ho y He, €n tanto que Rio Mayo y Pilcaniyeu poseen 1os

valores mdas altos de He y Ho, respectivamente.

- Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para evaluar posibles desvios del equilibrio predicho por Hardy-Weinberg realizamos
56 pruebas exactas (14 loci en 4 poblaciones, 14 x 4 = 56) mediante la prueba
probabilistica implementada en GENEPOP versién 3.1 (Raymond et al. 1997). De los
56 pruebas redlizadas 40 mostraron desvios significativos del EHW (Tabla 3a Material
Suplementario). Las hipdtesis alternativas de desequilibrio por deficiencia o exceso
de homocigotas mostraron desequilibrio por exceso de homocigotas en todos los
loci excepto el locus LAB] en la poblaciéon Pilcaniyeu (Tablas 3b y 3¢, Material
Suplementario). En concordancia con estos datos, la prueba global, para todos los
loci en todas las muestras, basada en el Método Exacto de Fisher mostré desvio del

equilibrio en todas las poblaciones (p< 0,01) (Tabla § Material Suplementario).

- Prueba de desequilibrio de ligamiento y prueba de neufralidad

Teniendo en cuenta que la ubicacidn cromosémica de los marcadores
microsatélites desamollados y utilizados durante este frabagjo no se conoce,
verificamos la falta de ligamiento entre loci con el Método de Cadena de Markov
(Raymond et al. 1997). De 364 combinaciones de loci, 21 mostraron desequilibrio de
ligamiento significativo (p < 0,05} en las 4 poblaciones estudiadas (Tabla 9). Este
resultado es esperable por azar de manera que no tiene significado estadistico,
aunque debemos destacar que los loci LAB] y LAB3 aparecen ligados en las 4

poblaciones analizadas.
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Tabla 9 Loci en desequilibrio de ligamiento en cada Poblacién, con valores de p < 0,05

Pilcaniyeu Rio Mayo Las Heras  La Esperanza

LABI-LAB3  LABI-LAB3  LABI-LAB3 LAB1-LAB3

LABI14-LAB]7 LABI3-LABI5 LAB3-LABI6 LAB3-LAB17

LABI-GIM2 LAB3-LAB17 LABI3-GIM4 LABI4-LABI7

LAB17-GIM2 LABI3-LABI7 LAB3-GLM4
LABIS-LABI7 LAB6-GIMS
LAB7-GIM2
LAB7-GLMS

La prueba exacta de BEwens — Watterson - Slatkin indicd alelos selectivamente
neutros en 48 de las 56 pruebas en tanto que 8 pruebas (14%) mostraron una
distribucion génica mas aplanada (p < 0,028), sugiriendo, para estos alelos, una
tendencia hacia la seleccion balanceadora mas fuerte que la esperada bajo
neulralidad. Es interesante marcar que esto ocumidé en el locus LAB6 en 3
pobfociones y enlos loci LAB13 y LAB15 en 2 de las 4 poblaciones analizadas.

- Diferenciacién poblacional

La prueba de diferenciacion genética, teniendo en cuenta todos los loci de las 4
poblaciones, fue altamente significativa (p < 0,00025). En acuverdo con esos
resultados, los valores promedio de Fs (Fst = 0,071; p = 0,000) y Rhost {Rhost = 0,083; p
= 0,000} (Tabla 10) indican una moderada pero significativa diferencia entre las
poblaciones. Si se comparan ambos pardmetros, se ve que Rhost es ligeramente
mayor que Fsr. Esos resultados sefalan que la diferenciacidon entre las poblaciones
obedece a diferencias en los perfiles de frecuencias alélicas y no a diferencias en

los tamanos alélicos.
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La Tabla 10 y los valores de los pardmetros Fsr y Rhosr incluidos muestran que los
diferentes microsatélites poseen una gran variacién en el poder de diferenciacion
de las poblaciones. Esos pardmetros varian considerablemente entre loci siendo

significativos en todos los casos excepto LABS y LABI3.

Tabla 10 Diferenciacion genética (Fst y Rhost) entre poblaciones de guanacos de la
patagonia argentina

Microsatélite Fst Rhost p

0,022 0,075 0,012

LAB
LAB3 0,037 0,212 0,000
LAB6 0,010 0,022 0,100
LAB7 0,049 0,110 0,001
LABI3 0,010 0,024 0,090
LAB14 0,194 0,403 0,000
LABI5 0,032 0,149 0,000
LABI6 0,106 0,081 0,000
LABI7 0,098 0,000 0,000
GLM2 0,054 0,224 0,008
GLM4 0095 0,014 0,000
GLMS5 0,031 -0,003 0,001
GLM6 0216 0,204 0,000
GLM7 0,045 0,031 0,003
Promedio 0,071 0,083 0,000

El andlisis de alelos compartidos indica la presencia de un 22% (35 alelos) de alelos
privados totales detectados en las 4 poblaciones (Tabla 11). Rio Mayo presenta la
mayor cantidad de ellos, con frecuencias que varian entre 1,06 y 6,52 %, a
excepcion del alelo 201 del locus GLM7 que tubo una frecuencia de 14,06 % (Tabla

1 Material suplementario). Las demds poblaciones presentaron entre 4 y 8 alelos
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privados, y en todos los casos las frecuencias de los mismos variaron entre 1, 67 y

5,36 % {Tabla 1 Material suplementario).

Tabla 11 Distribucién de alelos privados por Locus y por Poblacion

Locus Pilcaniyeu Rio Mayo Las Heras La Esperanza Total

LABI 1
LAB3
LAB6
LAB7
LABI3
LABI4
LABIS
LABI16
LABI7
GiMm2
GLm4
GIMS
GLMé6
Gwm7 -
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Total 8 16 7 4

La estimacion del flujo génico entre poblaciones indica 6,6 migrantes por
generacion. La prueba de AMOVA muestra que la variacion genetica entre
poblaciones es del 5,6% mientras que la varacidn genética dentro de las
poblaciones es del 94,4%.

La diferenciacién genética entre pares de poblaciones también se estimé mediante
parametros apareados Fst y Rhosr. El valor de Fsr varia entre 0,031 y 0,132, mientras
que el de Rhosr varia entre 0,051 y 0,141 (Tabla 12). El test de aislamiento por
distancia que comrelaciona las distancias genéticas y geogrdficas entre poblaciones

no fue significativo (p = 0,514).
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Tabla 12 Distancia genética entre pares de poblaciones medida a través de los parGmetros
apareados Rhost y Fsi?

Poblacion' PiIL RM  LH LE

PIiL 0,071 0,062 0,104
RM 0,067 0.051 0,141
LH 0,107 0,031 0,071

LE 0,132 0,075 0,032

' PIL = Pilcaniyeu, RM = Rio Mayo, LH = Las Heras, LE = La Bsperanza
2Rg1 y Fst ammiba y debajo de la diagonal respectivamente

- Asignacién de poblaciones

Las pruebas de asignacion de animales a su respectiva poblacidn mostraron 93, 87
y 92,00 % de los animales asignados correctamente a Pilcaniyeu, Las Heras y La
Esperanza respectivamente, mientras que 18,75% de los animales de Rio Mayo se

asignaron en forma incomrecta ala poblacién de Las Heras.

4.3.2- Regién Control del ADN mitocondrial

- Monitoreo de diversidad mitocondrial en guanacos mediante PCR-SSCP

El andlisis de diversidad genética de 133 animales con los marcadores de herencia
biparental [microsatélites dinucleotidicos) se complementé con andlisis de la
variabilidad existente en la Regién Control mitocondrial (marcador de herencia
materna). Para ello amplificamos, en cada animal, el fragmento hipervariable de
350 pb y andlizamos los diferentes patrones de SSCP en electroforesis de
poliacrilamida nativa al 10%. La separacion electroforética de los productos de
amplificaciéon en agarosa al 2% reveld que en todos los animales analizados el
fragmento hipervariable posee una longitud de 350 pb.

Como se indicé en el inciso 4.2 que describe y caracteriza la Regién Control
mitocondrial en los CS, utilizamos como referencia la comrelacion entre patrones de
SSCP y haplotipos de los animales clonados descriptos previamente. Los guanacos
que poseian un patron de comida idéntico a algunos de los haplotipos descritos
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anteriormente se calificaron con ese patrén y aquéllos que poseian un patrén de
SSCP diferente se amplificaron nuevamente por PCR y el producto se secuencid
automdéticamente en un ABI PRISM 3770 (Applied Biosystem).

Las Figuras 18 y 19 presentan fotos de geles de SSCP obtenidos en las poblaciones

de guanacos analizadas

Flgura 18 corrida electroforética comespondiente a la amplificacién por PCR del fragmento
hipervariable en animales pertenecientes a la poblacidn de Las Heras

g - =
. o g e ™

. m L SRR PR ORI s : j
. ln 6 6 W I s W 301 fn Nor % et T ‘23 wup e e
”\“‘ip\v,,

Figura 19 cormida electroforética comrespondiente a la amplificacién por PCR del fragmento
hipervariable en animales pertenecientes a distintas poblaciones
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La tabla 13 resume los haplotipos encontrados en los guanacos patagénicos aqui

analizados.
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Tabla 13 Distribucion de haplotipos mitocondriales en guanacos patagdnicos

Haplotipo
Poblacién H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8
Pilcaniyeu 2 3 26 - - . - §
Rio Mayo* - 7 - 2 - - _
Las Heras - - 23 - - - -
LaEsperanza# 1 - 23 - - - - }

PIL = Pilcaniyeu, RM = Rio Mayo, LH = Las Heras, LE = La Esperanza
* 30 animales con heteroplasmia debida a patrones H1 y H3

# 2 animales con heteropiasmia debida a patrones H3 y H5

El andiisis del fragmento hipervariable, mediante ampilificacion por PCR y
separacion electroforética en geles nativos (andlisis SSCP), mositré, en numerosos
animales de las poblaciones de Las Heras y Rio Mayo, patrones electroforéticos
cormrespondientes a dos haplotipos mitocondriales, en los cuales H3 se encontrod junto
a H1 6 H5 (Figura 20). La ampiificacién y posterior secuenciacién automdtica de
algunos de estos animales confimd la existencia de heteroplasmia, la cual en los
electroferogramas obtenidos se observdé como una seial doble en las bases
generadoras de dicho hallozgo. Probablemente no hayamos identificado a todos
los animales existentes con mas de un haplotipo mitocondrial, debido a la limitacion
que posee la amplificacion por PCR para detectar heteroplasmia. De todas formas,
los animales detectados y las pruebas redlizadas posteriormente con ellos, nos
permitieron confirmar este hallazgo en guanacos de la patagonia.

La figura 20 muestra una corrida electroforética en geles de poliacrilamida nativa
comrespondiente a una amplificacién por PCR del fragmento hipervariable de un
grupo de animales comrespondientes a la poblacion de La Esperanza. En la misma se

evidencia la coexistencia de dos patrones electroforéticos en dos animales.

Figura 20 corrida electroforética comrespondiente a la amplificacién por PCR del fragmento
hipervariable en animales pertenecientes a la poblacién de La Esperanza
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Las figuras 21 a y b comesponden a los electroferogramas de un guanaco
(secuenciacién de ambas hebras de ADN}, donde se ve, claramente, la existencia
de una doble sefal, la que comesponde al sitio polimoérfico 328. La figuras 22 ay b

muestran el mismo hallazgo en el sitio polimérfico 340.

Figura 21 a) electroferograma de secuenciacién con el primer Fw SSCP, heteroplasmia en el
sitio polimorfico 328

Figura 21 b) electroferograma de secuenciacidn con el primer Rv SSCP, heteroplasmia en el
sitio polimorfico 328
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Figura 22 q) electroferograma de secuenciacién con el primer Fw SSCP, heteroplasmia en el

sitio polimdrfico 340

)
N

Figura 22 b) electroferograma de secuenciacion con el primer Rv SSCP, heteroplasmia en el
sitio polimérfico 340
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Con la finalidad de calcular la diversidad genética mitocondrial utilizando los datos
aportados por el fragmento hipervariable, tuvimos que efectuar un gjuste debido a
que el programa Arequin v. 2.0 (Schneider et al. 2000} utilizado en el andlisis no
contempla trabagjar con datos de heteroplasmia para caicular los diferentes
paradmetros de diversidad y diferenciacion genética. Para ello, en el caso de
animales poseedores de mds de un haplotipo, seleccionamos para los cdlculos
aquel que aumenta el nOmero de haplotipos totales presentes en la poblaciéon
analizada. Por ejemplo, en una Poblacién que contiene animales con haplotipos
H1, H3 y animales con heteroplasmia debido a la coexistencia de los haplotipos H1 y
H5, calificamos a estos Gliimos con el haplotipo H5, de manera que esta poblacién
tendrd 3 haplotipos totales (H1, H3 y HS).

A continuacién la Tabla 14 muestra la distribucion de haplotipos adjudicados a las
distintas Poblaciones analizadas con el objetivo de calcular los diferentes

pardmetros poblacionales.

Tabla 14 Distribucion de haplotipos mitocondriales adjudicados
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Haplotipo
Poblaciéon HI H2 H3 H4 HS Hé H7 H8
Pilcaniyeu . 2 - 26 - . - . -
Rio Mayo 30 - 7 - 2 - - -
Las Heras - - 23 - 5 - - -
La Esperanza 1 - 23 - - - - -
Total 33 0 79 0 7 0 0 0

Considerando el conjunto de las 4 poblaciones encontramos entre 2 y 3 haplotipos
mitocondriales, y de 3 a 7 sitios polimorficos. Los valores de Diversidad Haplotipica y
Nucleotidica fueron minimos en la poblacién de La Esperanza (0,083 +/- 0,075; 0,001
+/- 0,001) y maximos en Rio Mayo (0,383 +/- 0,084; 0,005 +/- 0,003), respectivamente
(Tabla 15).

Tabla 15 Diversidad mitocondrial en guanacos de la Patagonia argentina

Poblaciéon N N° de Sitios Diversidad Diversidad
haplotipos  polimoérficos Haplotipica Nucleotidica
Pilcaniyeu 28 2 4 0,138 +/- 0,084 0,002 +/- 0,002
Rio Mayo 39 3 7 0,383 +/- 0,084 0,005 +/- 0,003
Las Heras 28 2 3 0.304 +/- 0,094 0,003 +/- 0,002
La Esperanza 24 2 4 0,083 +/- 0,075 0,001 +/- 0,001

Los valores +/- que siguen a los datos de Diversidad Haplotipica y Nucleotidica representan
desvios estandares.

La Tabla 16 presenta los valores de diferenciacion genética calculados entre pares
de poblaciones. La diferencia genética calculada mediante el pardmetro Fstno es
significativa entre Pilcaniyeu y La Esperanza {Fst = -0,032; p > 0,05}, mientras que entre
los demas pares de poblaciones la diferencia genética es alta y significativa (Fsr >
0,107; p < 0,05).
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Tabla 16 Diferenciaciéon genética (Fsi) entre pares de Poblaciones

Poblacién Pilcaniyeu Rio Mayo Las Heras
Rio Mayo 0,604*
Las Heras 0,109* 0.628*

La Esperanza -0,032 0,631* 0,107*

* Significativa, p < 0,05
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5- DISCUSION

En Sudamérica la familia Camelidae es un taxédn autéctono de mamiferos artiodactilos
gue actualmente estd representada por los géneros Lama y Vicugna, y cuatro
especies de las cuales Lama guanicoe y Vicugna vicugna son silvestres y Lama glama
y Lama pacos son domesticadas.

La explotacién racional de los Camélidos Sudamericanos (CS) por las culturas
precolombinas, quedd demostrada en su utilizacién como principal recurso nutritivo
proteico, de piel y lana para el vestido, de cuero para la confeccién de mantas y otfras
artesanias, de medio de locomocién y carga, de fuente de energia y medicinas, de
objeto destinado al culto {Mengoni 1995). Se estima que antes de la conquista
espanola las poblaciones de guanaco alcanzaban entre 30 y 50 millones de cabezas
(Raedeke 1979). Luego de ese acontecimiento histérico-cultural el nUmero de éste y los
demas CS disminuyé drasticamente como consecuencia de la presion antropogénica.
Actuaimente, la poblacién de guanacos en todo el rango de distribucidn se estima en
unos 600.000 animales de los cuales, aproximadamente el 80-90 %, se encuentra en
tenmitorio Argentino {Montes et al. 2000; Amaya et al. 2001). Hoy, aunque bastante
retraido por las actividades humanas que avanzaron sobre su habitat natural, el
guanaco se encuentra en los altos Andes peruanos desde los 8° §, en la pendiente
occidental de los Andes chilenos y bolivianos, en la pendiente oriental en Argentina
(entre los 21°y 32° §) y en toda la Patagonia y Tiema del Fuego hasta 55¢ S, llegando por
el Este hasta la costa atiantica.

A partir de los ahos 70, la intervencidon de la IUCN (International Union for the
Conservation of Nature and Natural Resources) y de su Grupo Especidlista en
Camélidos Sudamericanos, condujo a la creacién de reservas y al establecimiento de
medidas de proteccién en los paises de mayor concentracién: Argentina, Chile, Perd y
Bolivia. En el curso de algo mds de 20 anos de aplicacion de estas medidas, los CS han
experimentado un repunte numérico, fundamentaimente en la regiéon patagdnica y
Tiera del Fuego, el cual, a través de esfuerzos privados y un modesto apoyo oficial ha
permitido planificar exiracciones particuiarmente de guanacos dando comienzo a un
programa de manejo sustentable del recurso en dreas patagédnicas. Esta
programacion, si bien tiene en cuenta los criterios modernos de sustentabilidad de la

IUCN para el aprovechamiento de especies silvestres (1990, 1992q, 1992b; Torres 19995),
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carece de datos sobre la composicién y dindmica genética de los nicleos fundadores
de las nuevas poblaciones cuya viabilidad y calidad de produccién a largo plazo, no
deben quedar comprometidas por el aprovechamiento. Por tanto, no se sabe si las
poblaciones que estdn entrando a programas de conservacién o las que se estan
seleccionando como nucleos fundadores para la cria y utilizacién sustentable son,
desde el contexto genético, lo suficientemente variables o si por el contrario
pertenecen a subgrupos genéticamente empobrecidos con viabilidad y o calidad de
sus productos potencialmente comprometidos.

La genética de poblaciones predice que dentro de una especie los individuos o
poblaciones con mayor diversidad genética representan los mejores recursos para
iniciar o repoblar colonias de conservaciéon y o utilizacién susientable. En
consecuencia, el registro de la variabilidad genética y la medida de la distancia
genética entre y dentro de distintas poblaciones constituyen datos de suma
importancia para la creacién de reservorios genéticos que aseguren mayor flexibilidad
y adaptabilidad de las especies a la interaccién con los humanos, posean mejor
capacidad de recuperacidn y provean mejores rendimientos (Hammond 1994). Por
ello, tanto en guanacos como en las demds especies de camélidos, ademas de la
evaluacién fenotipica, reproductiva, de dindmica poblacional, comportamiento
familiar y social y uso del ambiente, es necesario conocer la constituciéon genética que
subyace y acompafia las anteriores caracteristicas.

El objetivo principal de este trabagjo de Tesis fue la caracterizacidn genética de
poblaciones de guanacos de la Patagonia argentina, ya que como dijimos
anteriormente existen en la misma emprendimientos de explotacion sustentable del
recurso para los cuales es de suma importancia contar con ese conocimiento. El
andlisis genético de estas poblaciones abarcé tres etapas: una primera en la que
desamrollamos marcadores de ADN microsatélite especificos de la especie L. guanicoe,
ya que en los uUltimos afos los microsatélites han sido la heramienta molecular de
eleccién para contestar estas preguntas. Prueba de ello es la notable cantidad de
publicaciones cientificas que informan la aplicacién de estos marcadores al estudio
poblacional de diferentes especies animales, salvajes y domésticas, en peligro o no de
extincién (Samo et al. 2001; 2004; Kadwell et al. 2001; Wheeler et al. 2001; Bustamante et
al. 2002; Bruford et al. 2003; Mburu et al. 2003; Maté et al. 2005). A continuacion

estudiamos la estructura y organizacién de la Regién control (RC) del ADN mitocondrial
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por ser éste otro marcador genético altamente variable, con una tasa de mutacién
que supera en 5 veces al resto de las secuencias mitocondriales y por tanto de suma
utilidad en la evaluaciéon de la variabilidad genética de las poblaciones. Al igual que el
resto del genoma mitocondrial, este marcador es de herencia matrilineal y no sufre
recombinacién meidtica. Por estas caracteristicas la RC mitocondrial es una
herramienta sensible e informativa para establecer la diversidad genética de una
especie, analizar la estructura matrilineal de una poblacidn, y en algunos casos
detectar su distribucion biogegrafica (Nagata et al. 1999). Por estas razones en una
segunda etapa del trabagjo aislamos y caracterizamos esta region mitocondrial, en las 4
especies de camélidos, lo cual nos permitié identificar un fragmento altamente
polimérfico y por tanto muy informativo.

Finalmente, y con el objeto de inferir la variabilidad genética existente en guanacos
pertenecientes a 4 poblaciones de la regidén patagdbnica, desarmollamos la tercera y
Oltima etapa de esta Tesis consistente en aplicar, para dicho fin, los dos tipos de
marcadores descriptos (microsatélites y fragmento hipervariable mitocondrial), ademas
de una bateria de otros ¢ marcadores de ADN microsatélite especificos de camélidos,
previamente desamrollados en nuestro laboratorio (Bustamante ef al. 2003, Bustamante
et al., en preparacién). Por Ultimo, los resultados poblacionales obtenidos en el
presente trabajo de Tesis fueron transferidos a grupos de personas involucradas en
proyectos de cria y manejo sustentable de esta especie e interesados en la
identificacion y seleccioén del grupo genético que mejor se adapte a estos fines.

En los préximos pdamafos discutimos los resultados mds relevantes obtenidos en las ires

etapas de este trabagjo.

5.1- Marcadores de ADN microsatélite especificos de guanaco

Los marcadores de ADN microsatélite son ampliamente ulilizados en el estudio
genético de las poblaciones de diferentes especies animales (muy a menudo especies
en peligro de extincidn) porque ofrecen ventajas operativas particularmente
destacables. Primero, en muchas especies los microsatélites son relativamente faciles
de obtener, ya sea directamente a través de la construccién de bibliotecas de ADN
genémico de tamano restingido y el dislamiento de marcadores especificos de

especie, o por la aplicacién de marcadores originalmente aislados de especies
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relacionadas. Segundo, pueden utilizarse diferentes loci microsatélites de acuerdo a su
nivel de variabilidad. Otra caracteristica de los microsatélites es su facil automatizacién
ya que muchos de ellos se pueden amplificar conjuntamente en una Unica reaccion
de PCR. Finalimente, los microsatélites permiten estudiar la historia de una poblacién,
los procesos de hibridacion, la filogeografia, la deteccién de cuellos de botella y
endocriq, la estructura poblacional, el comportamiento reproductivo y social, sin estar
en contacto directo con la especie estudiada (Beaumont et al. 1999).

En el presente trabgjo de Tesis aislamos 5 marcadores de ADN microsatélite
dinucleotidico especificos de guanaco utilizando como estrategia de trabagjo la
construccidon de bibliotecas de ADN gendmico de tamano restringido. Estos
marcadores ampliaron la lista de marcadores microsatélites especificos de camélidos
sudamericanos obtenidos hasta el momento (Lang et al. 1996; Obreque et al. 1998,
1999; Penedo et al. 1999q, b; McPartlan et al. 1998; Samo et al. 2000, Bustamante et al.
2003). Tres de los marcadores aislados son perfectos, lo cual significa que consisten de
un Unico motivo repetido no intemrumpido por ninguna base diferente. En el marcador
GLMS la unidad de repeticiéon es el dinucledtido TG y en los marcadores GLM4 y GLM7
se repite el motivo AC. El marcador GLM2, (TG)sTT(TG)4, es un microsatélite inferumpido
compuesto, en el que el motivo repetido TG se halla interumpido por la insercién de
algunas bases que no forman parte de la estructura repetida. Por Uitimo, el marcador
GLM6, (TA)TG(CA)sGCTA(CA)JG(CA)3, esta formado por 4 unidades de repeticion
separadas por bases que no forman parte de las unidades que se repiten; este tipo de
microsatélite recibe el nombre de microsatélite compuesto (Microsatellites Glossary).
Los 5 marcadores de ADN microsatélite aislados y caracterizados resultaron variables e
informativos tanto en la especie guanaco de la cual fueron aislados, como en llama.
En el guanaco el nimero de alelos por locus varié desde § para los marcadores GLM 6
y 7, hasta 11 para el marcador GLMS. En las llamas el marcador GLM7 resulté ser el
menos polimadrfico (4 alelos) y el GLM4 el mas polimérfico con 11 alelos. Los loci GLM2,
GLMS y GLM7 resultaron mds polimdrficos en guanaco que en llama en tanto que lo
inverso ocurrié para los marcadores GLM4 y GLM®6. Si consideramos el niUmero medio
de dalelos por locus (NMA), éste fue ligeramente superior en guanacos, NMA = 7,20, en
comparacién con las lamas que exhiben un NMA = 6,80. Este dato concuerda con el

hecho de que los marcadores de ADN microsatélites muestran, en general, un mayor

86



Discusion

polimorfismo en la especie de la cual fueron qislados, respecto al polimorfismo en una
especie relacionada (Ellegren et al. 1995).

El marcador GLM7 es el menos polimérfico en ambas especies. Ademds de presentar
los valores minimos de NMA, mostré valores minimos de He (0,42 en guanacos y 0,52 en
llamas) y de PIC (0,387 en guanacos y 0,451 en llamas). Contrariamente, el marcador
GLMS es el mas polimérfico en ambas especies, con valores de He y PIC de 0,83 y 0,787
respectivamente, en ambas especies.

Los graficos de barras presentados en la seccidén 1 de resultados (Figuras 10 a-e)
muestran la distribucion de frecuencias alélicas calculadas para cada marcador en
ambas especies de camélidos. En las llamas y los guanacos los loci GLMé y GLM7
poseen el mismo alelo modal 152 y 199, respectivamente. Ademds, no obstante no
compartir el mismo alelo modal en el resto de los loci estudiados, es evidente una
superposicion de rangos alélicos en ambas especies. Este hallazgo no es sorprendente
considerando la hipdtesis mas aceptada en la actuadlidad de que el origen de la llama
se remonta a la domesticacién del guanaco por las culturas precolombinas, hace unos
6000 afos en los andes peruanos (Wheeler 1984b). La coexistencia en llamas y
guanacos de los mismos alelos sefalaria que los mismos se originaron antes de la
divergencia de ambas especies, por lo cuadl las llamas retienen los alelos presentes en
su antecesor el guanaco.

Si comparamos los marcadores de ADN microsatélite aqui descriptos con los descriptos
por otros autores, encontramos aligunas diferencias y semejanzas: en primer lugar la
mayoria de los microsatélites de camélidos conocidos hasta el momento se aislaron de
ADN de llama (Lang et al. 1996; Penedo et al. 1998, 1999) y alpaca (Obreque et al.
1998), mientras que lo Unicos marcadores de ADN microsatélite especificos de
guanaco comesponden a los aislados por Sarno et al. {2000), y los aqui descriptos
(Bustamante et al. 2003}. En todos los casos los marcadores se caracterizaron utilizando
animales de la misma especie de la cual fueron aislados, ademds de otras especies de
camélidos sudamericanos, y en Camelus dromedarius en algunos casos {Sasse et al.
1999). Si bien los marcadores aqui descriptos no se caracterizaron en poblaciones de
bactriianos y dromedarios debido a la imposibilidad de contar con un numero
adecuado de muestras, se amplificaron en un animal de cada especie, lo cual no
permitié observar que los mismos son amplificables y presentan polimorfismos en ambas

especies (Bustamante et al., en preparacién). El nOmero de alelos observados, tanto en

87



Discusién

guanaco como en llamaq, fue comparable al observado por Lang et al. 1996, Obreque
et al. 1998 y Penedo ef al. 1999, aunque los valores de He resultaron mayores a los
reportados por Penedo ef al. 1998, 1999; Sasse et al. 2000,

Finalmente, el trabagjo de aislamiento y caracterizacién realizado demostré que los 5
marcadores de ADN microsatélite conjuntamente con los producidos previamente en
nuestro laboratorio (LABI, LAB3, LAB6, LAB7, LABI13, Bustamante et al. 2003, y LABI4,
LABIS, LAB16 y LAB17 con acceso al GenBank AY661538 - AY661541) conforman una
bateria de 14 marcadores recomendables para andlisis de identificaciéon genética de
individuos, establecimiento de registros de genealogias, asignacidon de individuos a

poblaciones y cuantificacién de pardmetros de genética pobiacional.

5.2- Caracterizacion de la Regioén Control del ADN mitocondrial en las cuatro especies

de Camélidos Sudamericanos

El andlisis de la secuencia completa de la regiéon control (RC) del ADNmt en 5 animales
de cada una de las cuatro especies de CS nos permitié determinar que la RC en este
taxdn es de 982 pares de bases (pb). Esta longitud sin embargo, puede variar
dependiendo del nimero de veces que se encuenire un motivo repetido de 26 pb.
Coincidiendo con todas las especies de mamiferos analizadas hasta el momento la RC
de los CS estd flanqueada en su extremo 5° por el gen ARNtrPhe y en su extremo 3° por el
gen ARNtre, Esta regidbn comprende un Dominio central {CD}, tres bloques de
secuencia conservada (CSBs), y un dominio ETAS. Las secuencias CSB1, CSB2 y ETAS
resultaron idénticas en todos los animales analizados, mientras que CSB3 presentd
algunas diferencias entre animales (dos animales tienen una transversion G/T). El alto
grado de conservacion y la presencia de las secuencias CSB1 y ETAS estd relacionado
con la funcién vital de las mismas en el recambio del genoma mitocondrial; la
secuencia CSB1 estd involucrada en las etapas iniciales de la replicaciéon del mismo,
constituyendo una sefial regulatoria para el procesamiento del franscripto de ARN
generado a partir de la transcripcién de la cadena liviana (L-Strand}, necesario para
generar un corto primer de ARN e iniciar la replicacidon de la cadena pesada (H-
Strand). ETAS es clave para senalar el sitio donde finaliza la replicacién de la misma
(Ferndndez-Silva et al. 2003). El rol fisioldgico de las secuencias CSB 2 y 3 es aun

discutido, aunque se sabe que su presencia no es necesaria para el metabolismo
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mitocondrial y prueba de ello es la extensa lista de especies a la que les falta parte o la
totalidad de estas secuencias en su genoma: orangutén, gorila, vaca, oveja, delfin,
diferentes especies de ballena (Sbisa et al. 1997). En las 4 especies de CS el CD es
altamente conservado exhibiendo unos pocos sitios polimérficos en los 322 pares de
bases que lo componen (Maté et al. 2004). Tanto los CSBs, como jas secuencias ETAS y
CD fienen una similitud de dlrededor de 90% con las de diferentes mamiferos
(Cetartioddctilos, Perisoddctilos y Camivoros). Esta conservacion evolutiva a través de
diferentes o6rdenes confirma la importancia funcional de estas secuencias en los
procesos involucrados en la replicacién y transcripcién del genoma mitocondrial
(Saccone et al. 1987).

La RC de los camélidos presenta en su extremo 5 préoximo al gen ARNiPre un fragmento
de 337 pb de longitud que concentra el mayor nimero de sitios polimoérficos. H
alineamiento de las secuencias de este fragmento hipervariable en los 20 animales
analizados pemitié definir 8 haplotipos mitocondriales (H1-H8) cuyas secuencias se
encuentran depositadas en el GenBank con nimeros de acceso AY500894 - AY500899
y DQ270408 - DQ270409. El andlisis de red (network) realizado con el fin de deteminar
las relaciones evolutivas existentes entre estos haplotipos demostrdé que 4 pasos
mutacionales separan los haplotipos H1 y H3, y es a partir de este dllimo que se habirian
originado los demdas haplofipos enconirados. Los haplotipos H2, H4, H7 y H8 se
diferencian de H3 por un solo paso mutacional, mientras que el resto de los mismos
presentan de 2 a 4 diferencias nucleotidicas con H3. Hasta el momento no hemos
detectado los haplotipos intermedios enire ellos y mas adelante en esta discusion

planteamos algunas posibles explicaciones para este hecho.

Polimorfismos de longitud y heteroplasmia

Diferentes trabajos cientificos publicados en los Ultimos afios revelan variaciones en la
longitud del genoma mitocondrial de distintas especies habiéndose identificado hasta
el momento tres causas de diferenciacién: 1) duplicacion de largas secuencias en el
genoma mitocondrial como la observada en los albatros (Alca forda) que incluyen
tanto genes estructurales como la regién conirol (Abbott et al. 2005); 2) variaciones en
el nimero de nucledtidos en un homopolimero de C descrito en seres humanos y

bovinos (Bendall et al. 1995, Hauswirth et al. 1984); 3} polimorfismos de longitud
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causados por variaciones en el nUmero de copias de secuencias repetidas en tGndem.
La existencia de motivos repetidos en la RC, con variabilidad en el nimero de
repeticiones tanto dentro como entre individuos de una misma especie ha sido
ampliamente descrita (Nagata et al. 1999; Xu et al. 1994; Hiendleder et al. 1998).

El fragmento hipervariable de 337 pb antes descripto concentra el mayor nOmero de
polimorfismos nucleotidicos e incluye una secuencia repetida imperfecta de 26 pb.
Teniendo en cuenta este Ultimo hallazgo y considerando los antecedentes en otras
especies, decidimos investigar la existencia de polimorfismos de longitud vy
heteroplasmia en la RC de camélidos sudamericanos, mediante la técnica de PCR-
SSCP en combinacién con secuenciacion.

Los resultados indican polimorfismos de longitud, aunque en bagja frecuencia, dado
qgue de los 20 animales analizados sélo una vicuia mostré un fragmento hipervariable
con una delecion de 26 pb comepondiente a una unidad de repeticién. Los 19
animales restantes, en todos los casos, presentaron la secuencia de 26 pb repetida tres
veces. Otro hallazgo interesante fue la existencia de mutaciones puntuales
heteropldasticas en las 4 especies de camélidos (Maté et al. 2006, en prensa). Hemos
encontrado tres guanacos, tres vicuias, tres alpacas y una llama con 2 haplotipos
mitocondriales, siendo los casos extremos una llama y una vicuia con tres haplotipos
diferentes. La secuenciacién de la RC de estos animales mostrd que las posiciones
identificadas como puntos de heteroplasmia coinciden con algunas de las posiciones
nucleotidicas generadoras de polimorfismos entre individuos (Maté et al 2004). Un
estudio similar realizado por Moum et al. (2001) en aves Alca torda, sugiere que el
mismo mecanismo mutacional es responsable tanto de la heteroplasmia puntual como
de los polimorfismos. Por su lado, Grzybowski {2000) encuentra cierta correlaciéon entre
la velocidad de mutacién de algunos sitios de la regiéon hipervariable | del genoma
mitocondrial humano y la ocumrencia de heteroplasmia en dichos sitios, por lo cual
considera que la heteroplasmia podria representar un estado intermedio entre dos
situaciones homoplasmicas. Los datos de camélidos presentados parecerian no apoyar
esta hipotesis porque las diferencias entre los haplotipos que se encuentran en estado
heteropldsmico (H1, H3 y H5) involucran de 2 a 4 pasos mutacionales, por lo cual seria
improbable que la coexistencia de por ejemplo H1 y H3 constituya una situacion

intermedia entre ambos estados homopldsmicos.
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Se ha sugerido que el cuelio de botella que tiene lugar durante la diferenciacién de
células primordiales a ovocito primario es el responsable del mantenimiento de la
homoplasmia (Bendall et al. 1995). Sin embargo, la idea primaria de organismos
homopldsmicos ha sido cuestionada por trabagjos recientes que describen
heteroplasmia mitocondrial en un amplio rango de mamiferos incluyendo humanos,
insectos, aves y peces (Solignac et al. 1983; Kondo et al. 1990; Crochet et al. 2000;
Nesbga et al. 1998; Gyllensten et al. 1991; Wilkinson et al. 1991; Savolainen et al. 2000;
Schwartz et al. 2002). Las condiciones heteroplaGsmicas mas frecuentes incluyen
variaciones de longitud causadas por un nUmero variable de repeticiones en tandem,
y la causa propuesta como generador de tal variabilidad es el deslizamiento de la ADN
polimerasa y el consecuente emor de apareamiento durante la replicacion del
genoma mitocondrial (Bendall et al. 1995). La heteroplasmia originada por sustituciones
nucleotidicas simples ha sido publicada en varias especies como bovinos (Hauswirth et
al. 1982}, humanos (DiMauro et al. 2001), albatros (Moum et al. 2001), y en este trabajo
describimos, por primera vez, este tipo de heteroplasmia presente en las 4 especies de
CS (Maté et al. 2006). Se sostiene que esta forma de heteroplasmia es causada por
mutaciones de novo en el individuo o por la existencia de condiciones heteroplasmicas
dentro del oocito (Bendall et al. 1995}. Los animales heteropldsmicos aqui descriptos
presentan dos o mds tipos mitocondriales, que difieren entre si por mas de un paso
mutacional, por lo cual descartamos las mutaciones de novo como causa posible de
este hallazgo.

El ADN mitocondral animal es de herencia estrictamente materna, sin embargo, la
posibilidad de encontrar mitocondrias paternas pareceria ser una falla debida a un
problema técnico: la contribuciéon de ADN mitocondrial proveniente del esperma es
extremadamente pequefia comparada con el ADNmt proveniente del oocito. Asi, otro
mecanismo que podria generar individuos con heteroplasmia seria el “derrame
paterno” (patemal leakage), el cual ocumre cuando las mitocondrias patemas no son
completamente eliminadas durante la fertilizacién del évulo. La ocurrencia de derrame
mitocondrial patemo ha sido informado en Drosophila, ratones, mejillones, humanos y
aves (Kondo et al. 1990; Gyllensten et al. 1991; Zouros et al. 1992; Schwartz et al. 2002;
Kvist et al. 2003, respectivamente}.

La organizacién social de los camélidos sudamericanos comprende tres grupos: grupos

familiares formados por el macho dominante, alrededor de 7 hembras y las crias
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menores a 1 ano, grupos de machos y machos adultos solitarios (Puig et al. 1995).
Debido al caracter poliginico del grupo familiar, el macho dominante podria cruzarse
con hembras de la primera generacion. De acuerdo a Gyllensten et al. (1991), esto
puede favorecer el demame de mitocondras paternas (paternal leakage)
produciendo crias heteropldsmicas. Habria que determinar si el demame de
mitocondrias paternas tuvo lugar recientemente o en generaciones previas y la
heteroplasmia resultante se transmitié via materna. Seria necesario entonces realizar
estudios complementarios dirigidos a corroborar o descartar esta Oltima hipétesis como

causa de la heteroplasmia detectada en la familia camelidae

5.3- Andlisis genético de las poblaciones de guanacos con marcadores microsatélites

y de ADN mitocondrial

En esta seccion discutiremos la diversidad y diferenciacidn genética existente en 4
poblaciones o unidades de manejo de guanacos recientemente establecidas en la
Patagonia argentina con fines comerciales para produccién sustentable de fibra. Las
muestras tomadas provienen de los animales que conforman el nicleo fundador de
tales unidades. Dado que estos animales fueron colectados en la naturaleza siendo
muy jévenes y al momento del estudio no habian alcanzado la edad reproductiva, los
datos de variabilidad genética obtenidos y presentados en esta Tesis representan la
diversidad existente en una regiéon de aproximadamente 100.000 km? de la Patagonia
argentina. Los marcadores moleculares corresponden a 14 loci microsatélites
especificos de camélidos sudamericanos, y a datos de secuencia del fragmento
hipervariable de la Regién Control del ADN mitocondrial de Camélidos Sudamericanos,
todos aislados y caracterizados en nuestro laboratorio (Bustamante et al. 2003; Maté et
al. 2004, Bustamante et al., en preparacioén). La combinacién de ambos marcadores
constituye una estrategia altamente informativa dado que combina el alto
polimorfismo de los microsatélites, su velocidad de mutacién y resolucion, en pequefa
escala, de eventos demograficos, con la identificacién de lingjes mitocondriales los
cuales se utilizan a menudo en andlisis de eventos filogeograficos ocumidos mucho
tiempo atrds (Feulner et al. 2004). Ademds, la estructura genética de las poblaciones

naturales depende tanto de su historia (procesos de colonizacion, daislamiento
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geogréfico) como de ciertos factores relacionados a la especie en particular tales
como organizaciéon social, flujo génico y hdbitos de cruzamiento. Debido a que esos
procesos afectan diferenciaimente la variabiidad de los genes heredados
uniparentalmente o biparentalmente, la estimacion de la estructura poblacional con
los dos tipos de marcadores utilizados aporta informacién sobre los procesos evolutivos

y ecolégicos que afectan a las poblaciones naturales actuales (Siatkin 1994).

5.3.1- Marcadores de ADN microsatéiite

Diversidad genética y heterocigosidad

E! andlisis realizado con 14 marcadores de ADN microsatélite especificos de camélidos
muestra que todos los loci analizados son polimérficos en las 4 poblaciones.
Enconiramos una alta variabilidad dlélica ya que detectamos 162 alelos diferentes en
los 133 animales andlizados; también resulté alta la variabiidad genéfica de los
guanacos de esta region, medida en términos de NUmero Medio de Alelos por Locus
(NMA), Heterocigosidad Esperada y Observada promedio (He ¥ Ho), con valores de
7,39, 0,70 y 0,48, respectivamente. Este nivel de varnabilidad es comparable al
observado por Samo et al. {2001, 2004) en poblaciones de guanacos de Chile
locdlizados en la zona del Paine, y en vicuhas bolivianas y chilenas de la subespecie
mensalis, respectivamente. Asimismo, la variabilidad de los guanacos aqui andlizados
es apreciablemente mayor que {a variabilidad genética encontrada en poblaciones
de vicuiias de Perd (Wheeler et al. 2001), en vicunas bolivianas de la subespecie
vicugna (Sarno et al. 2004) y en los dromedarios kenianos analizados por Mburu y
colaboradores {2003}, los cuales poseen valores promedios de NMA y He que varan
entre 4,1 - 4,5 y 0,48 - 0,62 respectivamente. El nivel de diversidad genética es un
pardmetro muy importante en ia determinacién de la viabilidad de las poblaciones a
largo plazo, ya que la adaptaciéon individual, la resistencia a enfermedades, vy la
habilidad de las poblaciones de responder a los cambios ambientales puede disminuir
como consecuencia de una reducida variabilidad genética (Lacy 1997).

Finalmente, en las 4 poblaciones analizadas, el valor de He resulté mayor que el de Ho,
evidenciando un alto nimero de individuos heterocigotos. Una de las causas posibles

para explicar este hallazgo es la presencia de estructuras familiares adentro de cada
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poblacién, cada una de ellas con una distribucion de frecuencias alélicas y

genotipicas particulares; este hecho se discute con mas detalle a continuacion.

Equilibrio de Hardy — Weinberg (EHW)

Los camélidos sudamericanos poseen ciertas caracteristicas en su estructura social y
comportamiento que pemiten predecir la existencia de altos niveles de desequilibrio
de Hardy-Weinberg. Este principio establece que en una poblacién lo suficientemente
grande, con apareamientos al azar y que no se encuentra sometida a mutacion,
seleccién o migracién, las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes
de generacidén en generacién, vna vez alcanzado el equilibrio, que en loci
avtosémicos se alcanza en una generacion.

En las 4 poblaciones analizadas en este trabgjo observamos un alto nimero de loci
fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg, ya que 40 de las 56 pruebas exactas poseen
valores de probabilidad inferiores al 5 %. El gjuste de la prueba exacta con las hipdtesis
altemativas “déficit o exceso de heterocigotos” nos permitié identificar que la causa
de los desvios se debid en 30 de las 56 pruebas a déficit de individuos heterocigotos, y
solo en un caso se debid a exceso de heterocigotos. La prueba global para todos los
loci en las 4 poblaciones arrojé resuftados de desequilibrio en todas ellas, mientras que
en la prueba global de todas la poblaciones tomadas en conjunto para cada locus,
todos, excepto el locus GLM7, se mostraron fuera del EHW. El desequilibrio de Hardy-
Weinberg debido a exceso de homocigotos, como el encontrado en las poblaciones
aqui anadlizadas, fue reportado en estudios previos redlizados sobre otras poblaciones
de camélidos sudamericanos, como guanacos de Chile (Sarno et al. 2001), y vicunas
de Perv, Chile y Bolivia (Wheeler et af. 2001).

Existen diversas causas que pueden motivar desviaciones del equilibrio en ambas
direcciones, ya sea por exceso o defecio de individuos heterocigotos. Enfre las posibles
causas de desequilibrio dado por exceso de homocigotos como el encontrado en este
trabgjo podemos mencionar: 1) subdivision poblacional {(Efecto Wahlund], 2)
consanguinidad, 3) seleccién contra heterocigotos, 4} alelos nulos, y 5) apareamiento
selectivo positivo, es decir tendencia de los individuos del mismo genotipo a aparearse
entre si (Cavalii-Sforza et al. 1981}. Por tratarse de poblaciones naturales descartamos la

consanguinidad y el apareamiento selectivo entre individuos de igual genotipo por
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tratarse de poblaciones naturales en las que la seleccidn natural establece las
condiciones adecuadas para el éxito reproductivo y la sobrevida de la especie.

Con el objeto de investigar la existencia de alelos nulos, disefiamos primers diferentes
para amplificar los loci LAB7 y LAB] 3 vdliéndonos de la secuencia de los clones a partir
de los cuales dislamos originalmente estos microsatélites. Con las nuevas
combinaciones de primers volvimos a fipificar las poblaciones de guanacos. Los
genotipos obtenidos coincidieron en todos los casos con los previamente obtenidos,
volviendo a encontrar exceso de homocigotas. Este resultado nos llevaria a descartar
la existencia de alelos nulos como posible causa del desequilibrio encontrado.

Como dijimos previamente los grupos familiares constituyen uno de los tres grupos que
se distinguen en la organizacién social del guanaco. Debido al cardcter poliginico (un
macho con varias hembras) de los mismos, las poblaciones silvestres de guanacos
estarian formadas por diferentes grupos de fam?ias las cuales constituiian
subpoblaciones dentro de la poblacién. Teniendo en cuenta que el nucleo fundador
de las unidades de manejo aqui anaqiizadas se formdé con animales jovenes
provenientes de diferentes grupos familiares, consideramos que el desequilibrio de
Hardy- Weinberg con exceso de homocigotos encontrado para varios loci es una
consecuencia de esta subdivisidn poblacional (Wahlund, 1928). Es esperable que en
este caso, como las generaciones se solapan en el tiempo, el equilibrio se alcance

graduaimente, y no en una generacién como ocumriria en una poblacién ideal que

cumple con las condiciones del modelo de Hardy-Weinberg (Cavalli-Sforza et al. 1981).
Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento es la asociacién no al azar entre alelos de diferentes loci.
Se entiendo por ello que las combinaciones de varios loci (*multilocus”) se alejan en
forma significativa de lo esperado segun el producto de las frecuencias alélicas de
cada locus por separado. El desequilibrio de ligamiento puede deberse a procesos
que restringen la recombinacion entre loci, tales como el ligamiento fisico de los genes
en la misma region del cromosoma, la subdivisién poblacional y la seleccién a favor de
una combinacidn de alelos en particular. [Avise 1994).

La ubicacion cromosémica de los marcadores microsatélites desarrollados y utilizados

durante este trabdjo, al igual que la del resto de marcadores de ADN microsatélite
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descriptos hasta el momento en camélidos sudamericanos {Lang et al. 1996; Obreque
et al. 1998; Penedo et al. 1998,1999; Samo ef al. 2000) es desconocida, por lo cual
verificamos la falta de ligamiento enire loci con el Método de Cadena de Markov
(Raymond et al. 1997). Veintiuno de 364 combinaciones de loci mostraron desequilibrio
de ligamiento significativo {p < 0,05) en las 4 poblaciones estudiadas (Tabla 9). Este
resultado menor al 5% es esperable por azar, de manera que no tiene significado
estadistico, aunque debemos destacar que los loci LABI y LAB3 aparecen ligados en
las 4 poblaciones analizadas. Podriamos afirmar entonces la segregacion
independiente de los microsatélites utilizados en este trabajo, y descartar el ligamiento

entre loci como causa del desequilibrio de Hardy — Weinberg detectado.

Estructura y diferenciacién poblacional

El andlisis de subdivisidon poblacional se realizé mediante el cdlculo de los indices de
fijacién o estadisticos Fsr (Weir et al. 1984), Rhost (Slatkin 1995} y el andlisis molecular de
varianza {AMOVA) (Excoffier et al. 1992). El valor de Fsr calculado para todos los loci y
todas las poblaciones fue del 7,1% (p = 0,0000) mostrando una diferenciaciéon genética
entre poblaciones moderada pero altamente significativa, similar a la encontrada en
los guanacos chilenos por Samo y colaboradores {2001} aunque mucho menor a la de
las vicufias pervanas descritas por Wheeler (2001). A diferencia de estas Ultimas, las
cuales poseen una larga y conocida historia de aislamiento geogrdfico, la moderada
diferencia genética existente entre las poblaciones de guanacos de la patagonia
podria atribuirse a factores tales como la falta de barreras geogrdaficas que separen
estas poblaciones, asi como a las migraciones estacionales causadas por factores
climaticos {Cajal y Ojeda 1994); factores éstos que sin duda afectan la organizacion
social y por lo tanto el flujo genético entre las poblaciones, el cual ha sido estimado en
6 animales por generacion. El nOmero de migrantes por generacion (Nm) se define
como el nimero de animales que por generacion se mueven de una poblacién a otra
(Canon et al. 2000). Este intercambio de animales de una poblacién a ofra con el
consecuente aporte de variantes alélicas, contramesta la pérdida de variabilidad por
deriva genética (Nei 1987; Cavally-Sforza 1994). Un valor de flujo genético mayor de 1
disminuye esta pérdida de variabilidad genética por deriva, y por lo tanto fiende a

minimizar las diferencias genéticas entre las poblaciones. Por el contrario, un valor de
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Nm menor de 1 no alcanza a contrarrestar la pérdidas de variabilidad por deriva y
por lo tanto permite que las poblaciones se diferencien (Slatkin 1994). En nuesiras
poblaciones el poder de diferenciaciéon genética entre poblaciones varia segun el
loci considerado, siendo minimos para los loci LAB 6 y 13 {Fsr= 0,010} y maGximo para
el locus GIM6 que posee un valor de Fst = 0,216.

El indice Rhost tuvo un valor moderado de 8,3%. pero altamente significativo (p =
0,0000). Este parGmetro también compara genéticamente las poblaciones y
ademds de tener en cuenta la frecuencia de los alelos considera el famano de los
mismos. En un andlisis reciente de poblaciones de guanacos y vicuias peruanas
con dos marcadores microsatélites, Kadwell et al. (2001) mostraron que la
distribucion de tamanos alélicos encontrados en ambas especies no se superpone.
Este hallazgo condujo a los autores a sugerir que los alelos actuales se originaron
después de la divergencia de ambas especies. Por el confrario, los datos de Fsr y
Rhosr obtenidos en el presente trabagjo exhiben valores semejantes debido a la
superposicion de los tamanos alélicos en las poblaciones, por lo tanto podria
asumirse que estos alelos existian antes de la separacién de los animales en las
diferentes zonas de recoleccion.

El andlisis molecular de varianza (AMOVA), cuya finalidad es partir la varianza
genética total en componentes de diferencias entre individuos dentro de cada
poblacién y enire poblaciones, en nuesiras poblaciones amojé valores de
diferenciacidén genética similares a los observados con el Fst y el Rhost.

La Figura 4 muestra un mapa con las dreas de recoleccién de los animales
fundadores de cada una de las unidades de cria estudiadas en este frabgjo. En la
figura se ve un solapamiento de Rio Mayo y Las Heras que explica el bajo grado de
diferenciacién genética exhibido por ambas poblaciones como asi también la
asignacion incomecta del 18,75 % de los animales de Rio Mayo a la poblacién de
Las Heras. Contrariamente, la mayor diferenciacion existente entre las demas
poblaciones proporciona un alto porcentaje de animailes corectamente asignados

a su poblacién.
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5.3.2 - Regién Control del ADN mitocondrial

Diversidad nucleotidica y haplotipica

Samo y colaboradores (2004) andalizaron la diversidad genética existente en
poblaciones chilenas y bolivianas de vicuias, utilizando un fragmento de ADN
mitocondrial de dirededor de 400 pb, de los cuales 190 corresponden a la Regiéon
Control (RC). Los valores de diversidad haplofipica observados en este trabajo son
comparables a los observados por nosotros en los guanacos de la Patagonia. Los
valores de diversidad nucleotidica de estos animales varian entre 0,1 0,1 %y 0,5 ¢
0.3 %, y también son semejantes a los exhibidos por las subespecies mensalis y
vicugna de vicunas, cuyos valores son de 0,2+ 0,2 % y 0,8 £ 0,5 %, respectivamente
(Sarno et al. 2004). De igual modo un fragmento de la RC de los elefantes de la India
(Vidya et al. 2005) presenta valores de diversidad nucleotidica semejantes a los aqui
hallados (0,36 + 0.22}. Por el contrario, los ciervos de los carpatos (Feulner et al.
2004), las gazelas africanas (Arctander et al. 1996}, y los elefantes africanos
(Nyakaana et al. 2002) presentan en todos los casos valores mayores de diversidad
en su RC mitocondrial, con cifras que oscilan entre 0,5y 10, 9 %.

Los resultados anteriormente expuestos nos pemitiian concluir que los valores de
diversidad tanto haplotipica como nucleotidica observados en las poblaciones de
guanaco analizadas en este frabajo estarian en los limites inferiores de diversidad
mitocondrial exhibidos por diferentes especies de mamiferos en diferentes lugares
del mundo.

El presente irabajo de Tesis constituye el primer estudio genético para analizar
poblaciones de guanacos de la Patagonia argentina combinando marcadores
uniparentales y biparentales. Los resultados muesiran discrepancias entre ambos
fipos de marcadores, hallazgo que ha sido previamente detectado en otras
especies {Nyakaana et al. 1999, 2002; Feulner et al. 2004; Roca et al. 2005; Vidya et
al. 2005). Diferencias enire velocidades de mutacién, modelos de herencia y
tamanos poblacionales efectivos entre ambos tipos de marcadores son las

principales causas de estas discrepancias (Zuckerkland et al. 1965).

98



Discusion

Las 4 poblaciones de guanacos aqui analizados presentan una baja diversidad génica
con solo tres haplotipos mitocondriales. Esta baja diversidad génica mitocondrial se
contrapone con los altos niveles de variabilidad genética nuclear medida en términos
de diversidad alélica y genotipica. Esta aparente contradicciéon en la variabilidad de
ambos genomas sugiere un mecanismo de cuello de botella reciente. Debido a que el
tamano poblacional efectivo del genoma mitocondrial es solo el 25 % del genoma
nuclear (solo las hembras transmiten el ADNmt y en copia Unica, a diferencia del
nuclear que se transmite biparentalmente y por duplicado), un cuello de botella
reciente podria haber reducido faciimente la variabilidad mitocondrial sin afectar
apreciablemente el genoma nuclear (Nyakaana et al. 1999). La alta variabilidad
existente a nivel de los loci microsatélite convierte a estos segmentos de ADN en una
heramienta que tiende a minimizar la perdida de variabilidad genética durante un
cuello de botella, de manera que ésta sélo se podria apreciar en caso de contar con
restos de animales anteriores al cuello de botella. La mayor susceptibilidad del genoma
mitocondrial a la pérdida de variabilidad por deriva genética (los cuellos de botella
son casos extremos de deriva genética) en comparaciéon con el genoma nuclear, nos
obliga a considerar con mucha cautela la estructura genética de una poblacién
inferida a partir de un solo sistema genético. Los guanacos sufieron una dréstica
reduccion numérica, estimandose que antes de la colonizacién espafiola existian en
Sudamérica entre 30 y 50 millones de cabezas (Raedeke 1979) mientras que en la
actualidad existen alrededor de 600.000 animales en todo su rango de distribucion, de
los cuales aproximadamente el 80- 90 %, se encuentra en tenitorio Argentino (Montes et
al. 2000; Amaya et al. 2001). La falta de haplotipos mitocondriales intermedios entre los
aqui observados nos permitiria pensar que algunos de ellos se hubieran perdido
durante este acontecimiento de colonizacién; por el contrario los marcadores
microsatélites fallarian en senalar esta pérdida de variabilidad genética debido al
desconocimiento de la variabilidad prehispdnica con la cual comparar.

Por otro lado, el muestreo de los guanacos analizados, realizado en una superficie de
airededor de 100.000 km? constituye un rango de habitat reducido en comparaciéon
con el area de distribucion de esta especie en la RepuUblica Argentina. Probablemente,
el estudio de animales procedentes de otras regiones permita detectar nuevos

haplotipos mitocondriales incluyendo aquéllos intermedios entre los aqui descritos.
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A diferencia de los datos mitocondriales que muestran una significativa y alta
diferenciacién genética entre pares de poblaciones medida en términos de Fsr,
sugirendo un flujo de hembras restringido entre poblaciones, los resultados de
microsatélites muestran una moderada diferencia genética entre ellas, no existiendo
diferenciacion entre los individuos de Las Heras y Rio Mayo. Estas discrepancias entre
ambos tipos de marcadores indican un flujo genético a través de los machos, muy
probablemente a través de los machos solitarios, conformados por machos adultos y
juveniles sin grupo familiar ni teritorio establecido. Este grupo se caracteriza por ser
migratorio y desde el punto de vista genético serian los encargados de diseminar la
diversidad genética entre diferentes poblaciones, ya que cada uno de los miembros
del grupo esta en busca de la conformacion de su propia familia y el establecimiento
de su temtorio. Este flujo de genes a través de los machos puede llevar a la
homogenizacién de alelos nucleares mientras que los marcadores mitocondriales
heredados a través de las hembras pueden quedar restringidos a localidades o
poblaciones individuales. La organizacién social de los guanacos en grupos familiares
(Franklin 1982) seria consistente con este patrén de intercambio genético.

En el presente trabgjo de Tesis expusimos brevemente la situacion actual de los
camélidos sudamericanos, haciendo hincapié en la especie guanaco por tratarse del
objeto central de la misma. Esta especie adquiridé recientemente cierta importancia
econdmica en el sur de pais, debido al alto valor de su fibra en los mercados
internacionales. Esto llevd a que un grupo de productores patagoénicos, asesorados por
profesionales de INTA Bariloche, inicie proyectos de explotacién sustentable del
recurso, de manera de conservar la diversidad genéticq, la viabilidad a largo plazo del
recurso, y del ecosistema que lo sustenta. Para desamollar un plan de manejo
sustentable es de gran importancia conocer la diversidad genética existente en los
animales que constituyen los nicleos fundadores de las estaciones de cria, ademas de
la variabilidad existente en la naturaleza ya que posee los animales de reserva y
reposicion. Nuestro trabajo consistié en el desarrolio de marcadores de ADN nucleares
y mitocondriales especificos de camélidos sudamericanos, y su aplicacién en el estudio
genético de poblaciones de guanacos de la patagonia argentina. Los resultados
indican una alta varigbilidad nuclear y mucho menor variabilidad mitocondrial, debido
probablemente al intenso cuello de botella sufrido por estos animales y el resto de las

especies de camélidos durante y después de la colonizacién espanola, aunque no
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descartamos el tamaio muestral insuficiente como causa probable de esta baja
diversidad mitocondral. Otro hallazgo remarcable a nivel poblacional es la mayor
estructuracién poblacional evidenciada por el marcador mitocondrial en
comparacién con los nucleares, lo cual seria compatible con la organizacidn social del
guanaco y el flujo genético debido al intercambio de machos entre las distintas
poblaciones.

La generacién de conocimientos y el disefio de tecnologias mejoradas de crianza a
base de ellos, no tiene efecto alguno sobre la produccién a menos que la informacién
sea llevada hasta el productor y las técnicas adoptadas por él. Es por ello que el
objetivo final de nuestro trabajo consiste en la transferencia de resultados a los asesores
y responsables de los proyectos de explotacién racional de guanacos, para que los
mismos desarrollen en base a éstos metodologias de aprovechamiento econémico y
conservacion del guanaco de la patagonia argentina. De esta manera se asegurard el
cuidado y proteccién de esta especie silvestre por parte de los ganaderos de la zona,

que verdn transformarse a un competidor por sus pasturas en una valiosa altemativa.

101



Conclusiones



Conclusiones

6. CONCLUSIONES

- Los 5 marcadores de ADN microsatélite aislados y caracterizados resultaron variables

e informativos tanto en la especie guanaco de la cual fueron aislados, como en llama

- Estos 5 marcadores conjuntamente con los producidos previamente en nuestro
laboratorio {LABI, LAB3, LAB6, LAB7, LABI3, Bustamante ef al. 2003, y LAB14, LABIS,
LABI6 y LAB17 con acceso al GenBank AY661538 - AY661541) conforman una bateria
de 14 marcadores recomendables para andlisis de identificacion genética de
individuos, establecimiento de registros de genealogias, asignacién de individuos a

poblaciones y cuantificacién de parGmetros de genética poblacional

- La Regién Control del ADN mitocondrial en las 4 especies de camélidos consta de 982
pares de bases distribuidos en: Blogues de Secuencia Conservada (CSB} 1, 2 y 3
proximos al ARNt de fenilalanina, un Dominio Central conservado (CD) y el dominio
Extendido de Secuencia Asociada a ia Terminacion (ETAS) proximo al ARNt de prolina.
Entre los CSB 1 y 2 detectamos un repetido de 26 pb que produce variaciones en la
longitud de la RC mitocondrial de acuerdo al nUmero de veces que se encuentre el

mismo

- La RC de los camélidos presenta en su extremo 5préximo al gen ARNtPre un
fragmento de 337 pb de longitud que concentra el mayor nimero de sitios
polimérficos, por lo cual proponemos a este fragmento como el mas informativo para

analizar la diversidad genética en poblaciones

- Las 4 especies de camélidos presentan heteroplasmia debido a sustituciones

nucleotidicas puntuales que diferencian los haplotipos
- Detectamos polimorfismos de longitud en la RC del ADNmt en muy baja frecuencia,

ya que sélo 1 de los 20 animales analizados presenté una delecidn de 26 pb

correspondiente a una unidad de repeticion
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- La aplicacién de ambos tipos de marcadores moleculares nos pemitié detectar una
alta variabilidad genética nuclear que se contrapone a la baja diversidad
mitocondrial, probablemente causada por el intenso cuello de botella sufrido por los

CS durante y después de la colonizacién espafiola
- El flujo genético entre las poblaciones de CS mediado por machos explicaria la mayor

estructuracién poblacional evidenciada por el ADN mitocondrial en comparacién con

los marcadores nucleares
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Tabla 1 Frecuencias alélicas de los 14 marcadores microsatélites en las 4 poblaciones de
guanacos analizadas.

LOCUS _ PILCANIYEU RIO MAYO LAS HERAS LA ESPERANZA

LAB I
155 1,72 - - 2,00
161 1,72 - - -
163 3.45 - 8.93 12,00
165 1.72 - - 2,00
167 3,45 6,38 - 8.00
169 34,48 1596 16,07 12,00
171 20,69 40,43 23.21 34,00
173 20,69 11,70 30.36 16,00
175 10.34 6,38 7.14 8.00
177 1,72 4,26 1.79 -
179 - 3.19 3.57 6.00
181 - 4,24 - -
183 - 3.19 7.14 -
185 - 3.19 1.79 -
189 - 1,04 - -

LAB3
109 1,85 - - 2,00
(RN - - - 2,00
115 - - - 2,00
117 - - 1.85 4,00
119 1,85 - 3,70 20.00
121 3,70 217 - 4,00
123 1,85 - 3.70 12,00
125 3.70 10.87 2593 22,00
127 38.89 2609 20.37 10,00
129 2593 30,43 22,22 8.00
131 1,85 870 3.70 10,00
133 7,41 6,52 5,56 4,00
135 9.26 3.26 - -
137 1,85 217 9,26 -
139 - 3.26 3.70 -
14) 1,85 5,43 - -
143 - 09 - -

LAB6
160 - 2,27 - -
162 893 227 - -
164 12,50 7.95 14,29 6,25
166 8.93 6,82 10.71 833
170 3,57 - 14,29 417

172 1,79 1.14 - -
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174 16,07 227 - 12,50
176 8,93 18,18 17.86 12,50
178 1071 12,50 12,50 31,25
180 21,43 25,00 17,86 833
182 - 1591 1071 12,50
184 5,36 4,55 1.79 4,17
186 1.79 1.14 - -
LAB7
141 1,79 1,04 - 8.70
143 - - - 217
145 - 1.04 - -
149 85,71 66,67 81.03 84,78
151 536 - - -
153 7.14 27,08 18,97 435
155 - 4,17 - -
LAB 13
168 - 0 - -
184 1,72 - - -
188 - 2,17 - -
190 - 9.78 1.85 -
194 - 435 5,56 -
196 1.72 217 - -
198 517 3.26 9,26 10,42
200 10,34 8.70 370 18,75
202 345 8.70 7.41 20,83
204 17.24 6.52 14,81 4,17
206 12,07 8.70 14,81 27,08
208 15,52 20,65 16,67 16,67
210 17.24 11,96 9.26 -
212 517 435 1.85 2,08
214 6,90 3.26 - -
216 3,45 4,35 1101 -
218 - - 70 -
LAB 14
142 - - 85 -
144 - 2,44 nn -
146 - 1,22 42,59 56.00
148 41,38 10,98 - 4,00
150 6,90 9.76 2222 6,00
152 3.45 8,54 2222 32,00
154 27,59 28,05 - 2.00
156 10,34 3171 - -
158 10,34 7.32 - -




LAB 15
204 - 435 10,00 19.23
206 3,57 6,52 18.33 9.62
208 3.57 14,13 333 11.54
210 32,14 10,87 10,00 28.85
212 21,43 16,30 23,33 28.85
214 21,43 14,13 25,00 1,92
216 12,50 16,30 6,67 -
218 536 6,52 333 -
220 - 5,52 - -
222 - 2 - -
224 - ? - -
LAB 16
133 72 - - -
135 - 1,09 5,00 18,75
137 4483 20.65 - -
139 3.45 - - 33.33
141 1.72 9.78 41,67 10.42
143 8,62 9,78 - -
145 12,07 10.87 10,00 20.83
147 517 9.78 11.67 4,17
149 1.72 5,43 5,00 208
151 10,34 10.87 10,00 208
153 8.62 14,13 11.67 -
155 - 3.26 - 833
157 - 3.26 333 -
159 1,72 - - -
161 - - -
163 - 1.09 - -
LAB 17
151 4,00 - - -
161 26,00 6585 67,24 72,00
163 28,00 2,44 1.72 -
165 12,00 488 - -
167 - 1,22 8.62 8,00
169 - 8.54 1,72 200
171 2,00 6,10 12,07 8.00
173 22,00 6,10 - -
175 - 3.66 6,90 8.00
177 6,00 1,22 - 2,00
181 - - 72 -
GM2
127 10.71 1.35 - -
129 3,57 - - -
131 28,57 - - 8.00
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133 3.57 - - 12,00
135 23,21 40,54 36.21 28,00
137 - - 517 2.00
139 30.36 58.11 58,62 50,00
GLM 4
181 - 6 - -
185 - - - 4,17
187 5,56 - 3.45 2,08
189 40.74 40,00 32.76 4,17
191 18,52 10,00 34,48 64,58
193 14,81 16,67 8.62 -
195 20,37 15,00 8.62 10,42
197 - 333 3.45 12,50
199 - 3.33 - -
201 - - - 2.08
203 - - 7. -
205 - 50( - -
207 - 5,00 6,90 -
GIM 5
133 22,50 12,50 517 -
135 - 7.50 12,07 8.33
143 10,00 16,25 12,07 25,00
145 - 3.75 3,45 2,08
147 2,50 32,50 36.21 16,67
149 35,00 18,75 18.97 29,17
151 2,50 5,00 6,90 6,25
153 10,00 - - 8.33
155 250 - - 417
157 5,00 - - -
161 5.00 - 1,72 -
163 5.00 2,50 = -
165 - 1.25 1,72 -
167 - - 1,72 -
GM 6
148 3.57 26,39 31,67 32,00
150 14,29 417 - -
152 12,50 56,94 63,33 66,00
154 62,50 (AR 3.33 200
156 7.14 1.39 - -
158 - - -
GWM7
195 12,00 17.19 2143 23,08
197 200 4,69 536 -
199 86.00 53.13 69.64 76,92
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201 - -
203 - -
205 - 7.81 3,57
- Alelos mpdales
Tabla 2 Estadisticos Rhoy F
Rholis) Rho(sf) Rho(it)
LAB 1 0,2298 0,0752 0.2877
LAB3  0,0382 0,2120 0.2421
LABS6 0.5336 0,0220 0.5439
LAB7 0.2543 0,1100 0.3363
LAB 13 0.4494 0.0235 0.4623
LAB 14 0,0058 0.4032 0,4067
LAB 15 0.3915 0.1494 0.,4824
LAB 16 0.0877 0,0814 0.1619
LAB 17 -0.0438 0.0002 0,0436
GIM2  0,4309 0,2238 0,5583
GmM 40,0811 0.0142 0.0941
GWMS5 03592 0,0033 03571
GIM 4 00,1165 0.2042 0,2969
GWM7 0,0338 0,0311 0,0638
Total 0,2604 0,0831 0,3219
Fis Fst Fit
LAB 1 0.2044 00217 0,2217
LAB 3 0,2387 0.0367 0.2667
LABS6  0,6965 0.0010 0.4994
LAB 7 0.0687 0,0486 0,139
LAB 13  0.5570 0.0095 0.5612
LAB 14 0,1523 0.1943 0,3171
LAB 15 0.3791 0.0320 0.3990
LAB 146 0,1349 0,1057 0.2263
LAB17 0,1722 0,0983 0,2535
GIM2 00,3259 0.0537 0,3620
GiM 4 04382 0,0952 0.4917
GM S5 03643 0.0306 0.3838
GiMé6 0,188 0.2158 0,3476
GWM7 0,0888 0,0447 0.1294
Total 0.3113 0.0706 0.3600
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Tabla 3 Distribucién de alelos privados por Locus y por Poblacion

Locus

Pilcaniyeu

Rio Mayo

Las Heras

Lo Esperanza

Total

LABI
LAB3
LABS
LAB7
LABI3
LAB!4
LABIS
LAB16
LABI7
GIm2
Gim4
GLMS
GLMéb
GWMm7
Total

]

| == e omm R) ] e

1 = R e o R

N N T T Je "

Tabla 4 a) Equilibric de Hardy- Weinberg, Prueba exacta, Probability Test

BR=NE =N W= —WW

Poblacién | Pilcaniyeu Rio Mayo Las Heras La Esperanza
Loci P DS P DS P DS P DS
LABI 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
LAB3 0,2749 0,0289 0.0005 0.0003 0.0000 0.0000 0.0733 0.0158
LABS 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
LAB7 0.1465 / 0.0273 0.0034 1 / 0.0000 /
LABI3 0.0000 0,0000 0,0000 0,0000 0.0000 0.0000 0,0000 0.0000
LABI4 0.4160 0.0129 0.0057 0.0022 0.0628 0.0044 0.0795 0.0050
LABIS 0.0038 0.0017 0.0059 0.0028 0.0000 0.0000 0.0004 +0,322
LABI16 0.3650 0.0304 0.0703 0.0137 0.0068 0,0024 0.0000 0.0000
LABI7 0.0000 0.0000 0.0169 0.0069 0.6653 0.0222 0.6848 0,0169
GLM2 0.0038 0.0010 0.1173 / 0,0000 / 0,1032 0.0057
GlLM4 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.,0000 0.0247 0,005%
GLMS5 0.3240 0,024 0.0036 0.0018 0,0000 0,0000 0,0020 0,0010
GLMé 0.0000 0.0000 0,0082 0.0018 01141 / ] /
GLM7 1 / 0,0002 0,0002 0.,1644 / 1 /
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Tabla 4 b) Equilibrio de Hardy-Weinberg , Hipdtesis altemativa “Déficit de heterocigotas™.

Poblacién | Pilcaniyeu Rio Mayo Las Heras La Esperanza
Loci P DS P DS P D3 P DS
LAB] 09714 0.0078 0.0089 0.0031 0.0022 0.0011 0.0000 0,0000
LAB3 0.3205 0,0327 0.0015 0.0007 0.0000 0.0000 0.0132 0.0041
LABS 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0,0000 0,0000 0.0000 0.0000
LAB7 0.0555 / 09233 0.0105 0.6888 / 0.0000 /
LABI3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
LABI4 0.2797 0.0110 0.0113 0.0036 0.0527 0.0038 0.0078 00017
LABIS 0.0049 0,0017 0.0010 0.0009 0,0000 0.0000 0,0033 0.0009
LABI6 0.2285 0,0243 0.0000 0.0000 0,0945 0.0106 0.0101 0.0028
LABI17 0,0002 0.0002 0.0000 0.0000 0.1009 0.0129 03172 0,0135
GLM2 0.1604 0.0095 0.0735 / 0,0000 / 0.0024 0.0006
GLM4 0,0000 0.0000 0.0000 0,0000 0,0000 0,0000 0.0281 0.0046
GLMS 0.0157 0.0053 0.0000 0,0000 0,0000 0,0000 0.0000 0.0000
GLMé6 0,0202 0.0026 00167 0.0022 00715 / 0.4722 /
GM7 1 / 0.0144 0,0020 0.0342 / 0.8083 /
Tabla 4 c¢) Equilibrio de Hardy-Weinberg , Hipdtesis altemativa “Exceso de heterocigotas”.
Poblacién | Pilcaniyeu Rio Mayo Las Heras La Esperanzo

Loci P DS P DS P DS P DS
LABI 0.0405 0,0085 09776 0.0056 09915 0,0030 1 0.0000
LAB3 0.6831 0.0320 0,9882 0.0042 I 0.0000 0,9682 0,0100
LABS ] 0,0000 1 0.0000 i 0.0000 1 0.0000
LAB7 0.9845 / 0.133% 0.0143 07616 / i /
LABI3 1 0,0000 1 0.0000 1 0,0000 1 0.0000
LABI4 0,7498 0.0096 0,9940 0.0024 0.9436 0.0044 0,9941 0.0017
LABIS5 0.9973 0.0010 0.998¢9 0.0008 1 0.0000 0.9956 0.0015
LABI6 0,7273 0,0278 1 0,0000 09414 0.0078 0.9796 0.0043
LABI7 0.9999 0,0001 1 0.0000 09188 0.0100 0.7592 0.0145
GLM2 0.8309 0.0095 0,9598 / 1 / 0.9968 00011
GLM4 1 0.0000 1 0.0000 1 0,0000 0.0011 0.0054
GLMS 0.9962 0.0019 1 0.0000 1 0.0000 1 0.0000
GLMé6 0,9840 0,0021 0.9860 0.0020 0,9603 / 0.7461 /
GLM7 0.6160 / 0.9887 0.0023 0,9732 / 0.6134 /




Tabla 5: Prueba global de desequilibrio de Hardy- Weinberg

a- Por poblacién {test multi-locus)

Poblacién P DE
PiL 0.0000 0.0000
RM 0.0000 0.0000
LH 00000  0,0000
LE 0.0000 0,0000

b- Por locus (test multi-poblacion)

Locus P DE
LAB] 0,0000 0.0000
LAB3 0,0000 0,0000
LAB6 0.0000 0.0000
LAB7 0,001 0.0004
LABI3 0.0000 0.0000
LABI4 0.0015 0,0015
LABIS 0.0000 0.0000
LABI6 0.0000 0.0000
LABI7 0.0000 0.0000
GIM2 0.0000 0.0000
GLM4 0.0000 0.0000
GLMS5 0.0000 0.0000
GLM6 0.0007 0,0003
GLM7 0.0063 0,0032

c- Para todos los loci y todas las poblaciones

DE

0.0000

0,0000
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Tablas éq, b, éc y éd Distribucién de haplotipos mitocondriales en los 72 clones

comespondientes a los 20 animales clonados

Tabla éa Tabla 6b
Especie  Clon Patrén Haplofipo Especie Clon Pairdn  Haplotipo
SSCpP SSCP

Llamali({8) A P1 H1 Guanacol(328) A P1 H1
B P H1 C Pl Hi
c P1 H1 D P1 H1
D P H1 E P2 H3
E P1 H1 Guanaco2({418) A P1 H1

Pl H1 B P1 H1

Uama2(7) A Pl H1 Guanacod{323) A P2 H3
B Pl H1 B P2 H3
C P1 H1 Guanaco4(331) A P2 H3
D Pl HI B P2 H3

Lama3{é) A P3 H4 o P2 H3
B P2 H3 D P4 HS
C P4 H5 Guanaco5(326) B P1 H1

Liama4(9) A P1 H1 C P2 H3
B P1 H1 D P2 H3
C P1 H1 E P2 H3
D P1 H1

Loma5(10) A P2 H3
B P2 H3
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Tabla éc Tabla éd
Especie Clon Patrén Haplotipo Especie Clon Patrén SSCP Haplotipo
SSCpP
Alpacal(271) A P2 H2 Vicufial({RP) A P1 H1
B P2 H3 B P1 H1
c P2 H3 C Pl H1
D P2 H3 D Pl Hi
Alpaca?2(273) A P4 H5 Vicufia2({262) A P2 H3
) P4 H5 B P5 H6
C P4 H5 C P5 H6
D P4 H5 Vicufia3(7) A Pé H7
Alpaca3d(229) A P4 HS B Pé H7
B P2 H3 C Pé H7
C P2 H3 D Pé H7
Alpacad(267) A P2 H3 E P6 H7
Alpacab{269) A P2 H3 Vicufia4(8) A P2 H3
B P2 H3 B P3 H4
C P2 H3 Cc P3 H4
D P5 Hé D P7 H8
E P2 H3
Vicunab(9) A PS5 Hé
B P2 H3
C P2 H3
D P2 H3




