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INTRODUCCION




1. INTRODUCION

1.1 La especie Puma concolor

Conocida a través de diversos nombres comunes como “puma’, “ledn
americano”, “le6n bayo” y “ledbn de montafa”, la especie Puma concolor fue descrita
por Linnaeus en 1771 (Nowell y Jackson, 1996; Sunquist y Sunquist, 2002; Perovic

y Pereira, 2006) (Figura 1).

| Figura 1 Puma adulto (Imagen: Camila S. Castilho) |

A pesar de que ecoldgicamente se lo considera parte del grupo de los grandes
felinos, el puma presenta algunas caracteristicas que recuerdan a los felinos

pequefios, como un craneo chico con hocico corto, un cuerpo delgado y gracil, y la



capacidad de ronronear, por lo que por mucho tiempo se lo ubicé en el género Felis
(Currier, 1983). Sin embargo, los estudios genéticos mas recientes ubican al puma
en un grupo filogenético conformado por tres felinos vivientes: el puma'y, su especie
viviente mas proximamente relacionada, el yaguarundi (Puma yagouaroundi
Lacépéde 1809) como representantes americanos, y el guepardo (Acinonyx jubatus
Schreber 1776) como representante africano (Culver et al., 2000; Johnson et al.,

2006).

Los registros fosiles indican que el puma ya estaba presente en Norteamérica
400.000 afios atras, pero los datos moleculares han conducido a una estimacién de
la divergencia de su especie hermana Puma yagouaroundi en 4,17 millones de
afos, en el Mioceno Tardio, sugiriendo una historia evolutiva como linaje distinto
mucho mas larga. (Masuda et al., 1996; Johnson y O’Brien, 1997; Pecon-Slattery y

O’Brien, 1998; Johnson et al., 2006).

La principal hipétesis sobre el surgimiento de la especie es que haya ocurrido en
América del Norte y que, luego, la expansidon para América del Sur haya sucedido
cerca de 2,5 millones de afios atras durante el "gran intercambio biético americano"
(GABI), después de la ligacion geoldgica del istmo de Panama (Marshall et al., 1982;
Van Valkenburgh, 1999; Woodburne et al., 2010; Carrillo et al., 2015). Aunque el
evento sugeriria que los pumas modernos se originaron de un ancestro
norteamericano, el registro fésil de puma en Sudamérica es tan pobre que un origen
neotropical mas reciente con la siguiente dispersion hacia el norte no puede ser

descartado (Culver et al., 2000; Werdelin, 2010).



En América del Norte, durante el Pleistoceno y el Holoceno inicial, el puma
coexistié con otros grandes felinos: Panthera atrox (lebn americano), Smilodon
fatalis (tigre dente de sabre) y Miracinonyx trumani (guepardo americano). Este
altimo es el felino mas préximamente relacionado al puma, con un tiempo de
divergencia estimado en 3,19 millones de afios (Janczewski et al., 1992; Barnett et
al., 2005). Este hallazgo apoyaria la hipotesis de un origen norteamericano para el
puma, con la subsecuente colonizacion de Sudamérica por esta especie. En la
misma época en la que las tres especies mencionadas fueron extintas, asi como
otros grandes mamiferos, el puma también habria llegado al punto de la extincion,
o tal vez haya llegado a estar extinto en América del Norte en el Pleistoceno Tardio
(10.000-12.000 afios atras), sobreviviendo apenas las poblaciones de América del
Sur, que posteriormente recolonizarian las Américas Central y del Norte (Culver et

al., 2000).

Culvery colaboradores (2000) evaluaron la diversidad genética histérica y actual
presente en esta especie, basado en el muestreo de 315 pumas a lo largo de toda
su distribucién. A través del analisis de marcadores moleculares (microsatélites,
marcadores de mtDNA y del cromosoma Y), se sugirié una redefinicion en el nUmero
de subespecies que, de acuerdo con la taxonomia clasica, eran inicialmente 32 con
base en criterios geograficos, morfométricos y comportamentales (Currier, 1983;
Perovic y Pereira, 2006), siendo reducidas a partir de este trabajo a seis

subespecies filogeogréaficas (Culver et al., 2000).

Estas 6 subespecies propuestas son: P. concolor cougar (América del Norte), P.

concolor costaricensis (América Central), P. concolor concolor, P. concolor



cabrerae, P. concolor puma y P. concolor capricorniensis (América del Sur) (Culver
et al., 2000). De las citadas, en Argentina se encuentran las tres ultimas

subespecies (Perovic y Pereira, 2006).

El hecho de que cuatro de las seis subespecies estén distribuidas en
Sudamérica, sugiere que la mayor parte de la subdivision histoérica de la especie
habria ocurrido en este subcontinente. Ademas, se encontré que la diversidad
genética dentro de América del Sur es mayor que las de América Central y del Norte,
apoyando la hipotesis de que los pumas de este Ultimo subcontinente actualmente
derivan de un evento de re-colonizacién, posterior a la extincién ocurrida durante el

Pleistoceno Tardio-Holoceno en Norteamérica (Culver et al. 2000).

1.2 Distribucion del Puma concolor

1.2.1 Su distribucién en el mundo

El puma es el mamifero terrestre nativo con la mayor distribucién (exceptuando
al humano) del continente americano, abarcando una amplia variedad de habitats,
gue van desde climas desérticos hasta bosques tropicales lluviosos y bosques frios
de coniferas, y desde el nivel del mar hasta los 5.800 mts de altitud en los Andes
(Nowell y Jackson, 1996; Sunquist y Sunquist, 2002; Iriarte y Jaksic, 2012). Para el
siglo XIX ocupaba toda la porcién sur de Canad4, y todos los Estados Unidos de
Norteamérica y México en América del Norte, y toda la region continental de Centro
y Sudamérica, llegando hasta el sur de Chile y Argentina (Estrecho de Magallanes)
(Currier, 1983). El puma aun persiste en gran parte del area original. Las zonas con
mayor desarrollo humano son aquellas en donde se observa una mayor retraccion

de la especie y esto incluye el centro y este de los Estados Unidos y Canada (en



donde el retroceso ha sido mas abrupto), algunas regiones mas desarrolladas de
Centroamérica, parte de la costa pacifica de Sudamérica, y el sudeste brasilefio
(Nowell y Jackson, 1996; Culver et al.,, 2000; Sunquist y Sunquist, 2002),
desapareciendo ademas de gran parte de Uruguay y parte de la Region Pampeana

argentina (De Lucca, 2010; Martinez et al., 2010) (Figura 2).

La distribucion propuesta por Culver y colaboradores (2000) de las 4
subespecies identificadas en América del Sur es la siguiente: Puma concolor puma
en el sur (Chile y la Patagonia argentina), Puma concolor capricornensis en el este
de Sudameérica (ocupando la mayor parte de Brasil, Uruguay, Paraguay, este de
Bolivia y extremo nordeste de Argentina), Puma concolor concolor en el norte (vive
en los Andes ecuatorianos, peruanos y bolivianos, Venezuela, Guayanas y la Alta
Amazonia, incluyendo los estados brasilefios de Amazonas, Acre, Rondonia,
Roraima y Amapda) y Puma concolor cabrerae, una forma de transicion entre esas

tres, que vive en el centro y el norte de Argentina (Chebez y Nigro, 2010).
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Figura 2 Distribucion actual de Puma concolor en el mundo (http://www.iucnredlist.org/).




1.2.2 Distribucion en Argentina
Perovic y Pereira (2006) lo citan para todas las ecorregiones terrestres de la
Argentina: Altos Andes, Bosques Patagdénicos, Campos y Malezales, Chaco
Humedo, Chaco Seco, Espinal, Estepa Patagonica, Esteros del Ibera, Monte de
Llanuras y Mesetas, Monte de Sierras y Bolsones, Pampa, Paranaense, Puna y
Yungas, siendo una de las pocas especies que habita y habitd todas las

ecorregiones terrestres mencionadas.

Por otra parte ha sido citado para las provincias de Buenos Aires, Catamarca,
Cérdoba, Corrientes, Chaco, Chubut, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja,
Mendoza, Misiones, Neuquén, Rio Negro, Salta, San Juan, San Luis, Santa Cruz,
Santa Fe, Santiago del Estero y Tucuman (Perovic y Pereira, 2006), faltando solo
en Tierra del Fuego donde nunca habria existido (Chebez, 2009). También fue
citado para Entre Rios donde contd con registros hasta la década del 60 (Chebez,
2009) y ha reaparecido recientemente. Muzzachiodi (2007) menciona al puma para
esta provincia en base a tres ejemplares cazados en 2004 en los departamentos del
oeste, Parana y La Paz. En 2011 incluye otro registro dentro del departamento de
Parand proveyendo las evidencias que sugieren la supervivencia del puma en

estado silvestre en la provincia de Entre Rios (Muzzachiodi, 2011).

En Corrientes, el puma ha sido considerado practicamente extinto (Chebez,
1994). Sin embargo existen datos que confirman su presencia en el Parque Nacional
Mburucuya y en la Reserva Esteros del Ibera, ademéas de otros registros

esporadicos en el norte de la provincia (Soler y Caceres, 2008).



El puma es la mayor especie de carnivoro que habita actualmente la region
pampeana (Martinez et al., 2010), la cual comprende gran parte de la provincia de
Buenos Aires, noreste de La Pampa, sudeste de Cordoba, sur de Santa Fe y Entre
Rios. Pasado medio siglo de los ultimos registros obtenidos por Cabrera (1961), De
Lucca (2010) proporcioné evidencia sobre la presencia de poblaciones de puma
para el sudoeste (Sistema de Ventania) y para el noroeste y norte del pastizal
pampeano. También se mencionaron avistamientos aislados para el centro y para
el este de ecorregion pampeana y se sugiri6 que Puma concolor podria estar
expandiéndose para esas areas (De Lucca, 2010). La recolonizacion evidenciada
por la existencia de hembras prefiadas y con crias, se esta extendiendo a gran parte
de la provincia de Buenos Aires y su tendencia estaria en aumento. Esto dltimo se
deduce a partir del nUmero ascendente de reportes, en especial, desde el 2007 a la
fecha del trabajo realizado por Chimento y De Lucca (2014). Estas “reapariciones”
en sitios donde se lo creia extinto o con dudas han sido interpretadas como falta de
estudios o bien como una recolonizacion reciente de estas areas (Chebez y Nigro,

2009) (Figura3).
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En la Patagonia argentina, extremo sur de su distribucion, la persecucion y caza del
puma ha sido constante desde la introduccién del ganado ovino en 1877. Como
resultado de los altos niveles de caceria, fue erradicado casi totalmente del territorio
durante el siglo XX (Bellati y Von Thungen, 1990). Sin embargo, la disminucion de
la actividad ganadera que tuvo lugar a partir de la segunda mitad del siglo pasado
favorecio el restablecimiento del felino en la region. Esta disminucion fue el
resultado de una combinacién de factores tales como el deterioro de las pasturas
producto del sobrepastoreo, la caida de los precios internacionales de la lana, la
reduccion de las ventas de carne ovina al exterior, y las erupciones del volcan
Hudson en 1991 en Santa Cruz (Gulloscio et al., 1998; Aguiar y Sala, 1998, 1999;
Garcia Brea et al. 2010). En el marco de esta crisis de la ganaderia ovina como
actividad rentable, varios establecimientos rurales fueron cerrados, lo que dio lugar
a un territorio compuesto por extensiones de tierras abandonadas y despobladas
entremezcladas con campos en produccién (Bondel y Vazquez, 2016). En
consecuencia, con el abandono de la actividad ganadera disminuy6 la presion
antrépica y la caceria, lo que permitié la recuperaciéon de diferentes especies de

herbivoros y carnivoros, entre ellos el puma (Llanos et al., 2015).

En las ultimas dos décadas el conflicto historico que los ganaderos mantienen
con el puma se ha intensificado y su sefialamiento como especie ‘plaga’ o ‘daiina’
tiene actualmente mayor difusion que en el pasado. Este felino es considerado como
uno de los principales predadores de ganado, junto al zorro colorado (Lycalopex
culpaeus) (Bellatiy Von Thungen 1990; De Lucca, 2010; Travaini et al., 2000; Garcia

Brea et al., 2010; Llanos et al., 2015).
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1.3 Biologia de la especie Puma concolor

Si bien en algunos aspectos morfoldgicos puede parecerse a los felinos mas
pequefios, por su tamafio el puma se encuentra entre las 6 especies de felino mas
grandes (Sunquist y Sunquist, 2002). Al igual que el jaguar, el puma presenta una
importante variacion en el tamafio corporal a lo largo de su distribucion, siendo
mayor en areas de menores temperaturas y presas mas grandes, y menor en las
zonas mas calidas y de presas mas pequefias (Iriarte et al., 1990). Su longitud varia
entre 105 y 180 cm de cabeza a tronco y la cola de 60 a 90 cm (Iriarte, 2007). Los
machos son de mayor tamafio y mas corpulentos que las hembras, con un rango
que va desde 20 a mas de 80kg para individuos adultos. En general, los pumas
tienden a ser menores en el ecuador y mas grandes en direccioén a los polos, los
machos alcanzando excepcionalmente 120 kg. (Iriarte et al., 1990) Su cola y
extremidades son relativamente largas en relacion al cuerpo y las patas grandes;
en el lomo, sobre las patas delanteras, se forma una joroba. La cabezay orejas son
pequefias comparadas con el tamafio corporal (Sunquist y Sunquist, 2002; Iriarte,

2007).

El pelaje es uniforme y de color marron, &mbar o grisaceo, aunque también se
han observado tonalidades rojizas; el pecho, vientre y cara interna de las patas
siempre son mas claros que el lomo. La cola se va oscureciendo hacia el extremo,
hasta terminar en una punta negra (Iriarte, 2007). El largo del pelaje, color y textura
varian geograficamente. Los individuos de lugares mas frios y mayores altitudes

suelen tener el pelaje mas grueso y corto que los de lugares mas calidos (Iriarte et

12



al., 2013). Los jévenes tienen ojos azules y el pelaje salpicado con manchas oscuras
y franjas en la cola, las que tienden a desaparecer a partir del sexto mes de edad,

no siendo mas visibles en el final del primer afio (Currier, 1983).

Si bien el puma no grufie, es capaz de emitir una serie de vocalizaciones,
teniendo cada sexo un llamado especifico y distintivo. Es muy timido y huye ante la
presencia humana; cuando se siente amenazado trepa a los arboles. Es un animal
de vida solitaria y territorial (Iriarte et al., 2013). Los pumas presentan actividad tanto
de dia como de noche, pudiendo variar este patron segun la region, la época del
afo, la presencia humana y el nivel de proteccion del area (Paviolo et al., 2009).
Ocupa, por lo general, grandes areas que recorre durante la noche, marcando su

territorio con orina, rasgufios y hoyos en el suelo (Sunquist y Sunquist, 2002).

Estudios de telemetria determinaron una amplia variacion en el area de actividad
pudiendo tener entre 32 y 1.031 km?2. El area de vida de los machos tiende a ser
mayor que el de las hembras, siendo que la mayoria de las hembras no ocupas mas
de 100 km? (Nowell y Jackson, 1996). Un macho puede compartir una misma area
con varias hembras, reuniéndose solamente para el apareamiento. Sin embargo, no

se observé una sobreposicion del area de vida entre machos (Iriarte et al., 2013).

La dispersion es un movimiento permanente de distanciamiento del territorio de
nacimiento (territorio de la madre) en direccion al lugar donde el individuo ira a
establecer su territorio de adulto y a reproducirse. Este proceso ocurre cuando los
cachorros tienen de 10 a 33 meses de vida, siendo lo mas comun a los 18 meses o

antes de ser sexualmente activos (Sweanor et al., 2000). Los machos tienden a
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dispersar distancias mayores que las recorridas por las hembras desde el territorio
natal a la independencia. Las hembras normalmente exhiben filopatria y establecen
su territorio de adulto préximo al de la madre (Lindzey et al., 1994; Sweanor et al.,

2000; Maher et al., 2002; Pierce y Bleich, 2003).

Un evento de dispersion de 167 km. fue registrado en la Patagonia
chilenoargentina, el cual implicé un recorrido total de 757 km. (12 km. diarios en
promedio) entre las localidades de Cochrane en la Region de Aysén en Chile y la
zona de Tuco-Tuco en Argentina (Elbroch et al., 2009). El puma puede incluso
desplazarse largos trechos a nado, habiéndose observado un individuo cruzando
repetidas veces trechos de 549 a 1087 m. entre una isla en el Lago Cochrane y la

costa de este del mismo (Elbroch et al., 2009).

Esta capacidad de dispersion de largo alcance (Pierce y Bleich, 2003) y de rapida
expansion de distribucién (Riley y Malecki, 2001) debe facilitar el flujo génico y
reducir la subestructuracién genética. Este hecho fue observado en poblaciones de
Bolivia (Ruiz-Garcia et al., 2009), y en los estados de Utah, Wyoming y oeste de
Dakota del Sur en Estados Unidos (Anderson et al., 2004). Estudios demograficos
en poblaciones norteamericanas indican estructuracion como metapoblacién
(Sweanor et al., 2000), resultado también observado en estudios utilizando loci

microsatélites como marcadores moleculares (Ernest et al., 2003).

Las hembras son poliéstricas y, si bien no existen épocas especificas de
crianza, suelen presentarse dos temporadas principales de celo anualmente, una

en agosto-septiembre y otra en enero-febrero. Poseen un periodo de gestacion de
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91 a 95 dias, luego del cual dan a luz camadas de 1 a 6 crias (Nowell y Jackson,
1996). Las hembras permanecen con sus crias hasta que estas son destetadas a
los tres meses, aunque durante este periodo las hembras pueden permanecer gran
parte del tiempo alejadas de las crias durante sus actividades diarias. La madurez
sexual es mas precoz en las hembras (dos afios y medio) que en los machos (al
término de los tres afos). El puma puede alcanzar una edad de 10 a 13 afios (Iriarte

et al., 2013).

Es un predador generalista, con una dieta tan variada como los ambientes en
los que habita. Su dieta puede estar afectada por la abundancia y vulnerabilidad de
sSu presa, las caracteristicas del habitat, la competencia con otros carnivoros,
fluctuaciones en las poblaciones nativas de presas y por factores antrdpicos
(Currier, 1983; Iriarte et al., 1991; Zandn Martinez et al., 2012). Su alimentacién se
compone principalmente de mamiferos de diversos tamafios, medianos y grandes
como ciervos, camélidos, roedores y de aves como gallinas y fiandues. Por lo
general, los pumas de clima templado consumen presas de mayor tamafio que

aguellos de climas tropicales (Iriarte y Jaksic, 2012).

En la estepa y el monte del norte de la Patagonia el carnivoro tope es el puma,
seguido por el zorro colorado (Lycalopex culpaeus). Cambios en la disponibilidad
de presas nativas, ya sea por competencia por especies introducidas o por caza
indiscriminada por el hombre, se reflejan en la dieta de carnivoros en diferentes
estudios que evidencian que debido a la alta disponibilidad de presas exéticas su
dieta se basa en éstas en vez de sus presas nativas (Novaro et al., 2000; Zanén

Martinez et al., 2012). En estancias del sur de la provincia de Neuquén las especies
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autoctonas de tamafio corporal grande como guanaco (Lama guanicoe) y choique
(Rhea pennata pennata) han perdido su rol como presa y fuente de carrofia de
carnivoros nativos, siendo reemplazados por presas exoticas como la liebre
europea (Lepus europaeus), el ciervo colorado (Cervus elaphus), que juntos
constituyen el 90% de la biomasa de la dieta de los pumas, y el ganado (ovejas Ovis
aries, cabras Capra aegagrus hircus y caballos Equus caballus), situacion que
podria ocurrir en otros sitios de la Patagonia (Novaro et al. 2000). De hecho, el
ganado junto a la exoética liebre europea, siendo las presas principales de pumas y
zorros, podrian haber ayudado a mantener el tamafio poblacional de algunos
carnivoros en niveles altos (respuesta numeérica), suplementando su base

alimenticia (Iriarte et al. 1991, Novaro et al. 2000).

Por otra parte, los resultados obtenidos por Zandén Martinez y colaboradores
(2012) muestran una clara diferencia en la dieta del puma en el extremo sur
comparado al noroeste patagonico. Los herbivoros nativos grandes, como el
guanaco Yy el choique, mantienen su rol como las principales especies presas para
el puma en la provincia de Santa Cruz en el sur patagénico (Zanon Martinez et al.,

2012).

1.4 Estado de conservacion

Internacionalmente, la UICN lo cataloga como de “Preocupacion Menor” (“Least
Concern”) debido a que es una especie de amplia distribucion, es decir que no
califica para ninguna de las categorias de amenaza, si bien aclara que la tendencia
poblacional marcaria una disminucion y que su conservacién presenta numerosos

desafios (Caso et al., 2008).
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En cuanto al estado de conservacion en Argentina, la Sociedad Argentina para
el Estudio de Mamiferos (SAREM) lo considera de “Preocupacion Menor”,
argumentandose que esta repoblando regiones donde fue erradicada en el siglo
pasado, como es el caso de las provincias de Corrientes y Entre Rios. Asi también,
las poblaciones patagbnicas se encuentran en un periodo de repoblamiento,

después de extinciones locales debido a la presion de caza (Aprile et al., 2012).

En muchas regiones el puma es considerado peligroso o perjudicial por depredar
animales domésticos y ha sido foco de una gran persecucién (Bellati y Von
Thungen, 1990). De hecho, cabe destacar que en Neuquén la modalidad caza
control de pumas esta normada en la Reglamentacién anual de caza mayor y se
requiere de la respectiva autorizacion de las autoridades de fauna silvestre. Por lo
tanto, los pumas enfrentan actualmente dos amenazas principales a lo largo de su
distribucién geogréfica: el conflicto con los criadores de animales domésticos y la

fragmentacién y pérdida del habitat natural (Castilho et al. 2010).

1.5 Problemética de estudio

La investigacion que se propone a través de este proyecto abarca un area
vacante en relacién al conocimiento de la biodiversidad no sélo a nivel de especies,
sino también de los procesos evolutivos que llevaron a la distribucion de la
variabilidad genética intraespecifica. Partiendo de la obtenciébn de muestras de
puma, provenientes de ejemplares cazados por productores que sufrieron ataques,
el énfasis estara puesto en la caracterizacion de la variabilidad genética y la
recuperacion de las relaciones filogeograficas (componente intraespecifico de la

variabilidad genética).
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Los marcadores moleculares de ADN mitocondrial (ADNmt) han demostrado ser
eficaces para develar la estructura genética de las poblaciones y su historia

evolutiva (Avise, 1998).

1.6 Estudio filogeografico a través de marcadores moleculares de ADN
mitocondrial

El término filogeografia fue acufiado en 1987 por John Avise y colaboradores,
cuando pudieron asociar las ramas de algunos arboles de genes intraespecificos
con un patron geografico (Avise et al., 1987). Estos autores la definen como el
campo de estudio que se ocupa de los principios y procesos que gobiernan la
distribuciéon geografica de linajes genealdgicos, especialmente aquellos dentro y
entre especies proOximamente relacionadas. En otras palabras, tiempo y espacio son
conjuntamente considerados como los ejes de la filogeografia, en la cual son

mapeadas genealogias de genes de interés (Hickerson et al., 2010).

Es un é&rea de investigacion que ha crecido mucho por la necesidad de
conocerse la biodiversidad y su variabilidad genética a lo largo de su geografia y asi

poder encontrar medios para preservarla (Hickerson et al., 2010).

Avise sent6 las bases que idealmente deberia tener una molécula para ser
utilizada en los analisis filogenéticos. Tales caracteristicas colocan a la molécula de
ADNmt como una excelente herramienta para la realizacion de estudios

poblacionales.
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1.6.1 Marcador molecular mitocondrial

La molécula de ADN mitocondrial consiste en material genético citoplasmético
circular de ADN bicatenario, localizado en el interior de las mitocondrias. Este
genoma contiene un pequefio niumero de genes, distribuidos entre la cadena H
(pesada) y la cadena L (liviana), debido a su diferente densidad cuando son

centrifugadas en gradiente de cloruro de cesio (CsCl).

Este genoma posee alrededor de 16.500 pb y presenta dos regiones de ADN.
Una region no codificante (regién control o D-loop), que tiene como finalidad la
regulacion de la expresion del ADN mitocondrial, y una region codificante, que
representa el 90% del genoma mitocondrial, formada por 37 genes, de los cuales
13 codifican para polipéptidos involucrados en la cadena de fosforilacién oxidativa,
mientras que el resto codifican para 22 moléculas de ARN de transferencia (ARN{)

y 2 ARN ribosémicos (ARNr 12S y 16S) (Nufiez Domingo, 2011) (Figura 4).

El ADNmt se considera un buen marcador para estudiar la diferenciacion
genética reciente ya que, acumula mutaciones con una tasa mucho mayor que el
ADN nuclear (Brown et al., 1979), a excepcidn de genes hipervariables como los del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad, o las variantes neutrales de los loci de
microsatélites. Otra ventaja es que el genoma mitocondrial se hereda como un Unico
bloque porgue no tiene recombinacion, siendo de gran utilidad ya que la mayoria de
los métodos de reconstruccién filogenética parten de la asunciéon de ausencia de
recombinacién (Castro, 2012), y ademas se evitan las ambigiedades producidas
por la recombinacién que ocurre durante la meiosis en los genes nucleares (Brown,

1985).
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Segmentos de ADN mitocondrial, como por ejemplo, ND5, ATP8 y Region
Control, han sido ampliamente utilizados en carnivoros y principalmente en felinos
para inferir relaciones filogenéticas y la historia evolutiva de diferentes especies, y

también patrones de variacion molecular intraespecificos (Culver et al., 2000).

De este modo la historia de los eventos mutacionales matrilineales es dilucidada
a través de los diferentes haplotipos del ADNmt registrados en una poblacion dada.
Estos pueden a su vez sobreponerse a la distribucion geogréafica del grupo de
estudio, a fin de interpretar los procesos evolutivos responsables de la distribucion

actual de la especie o grupo de especies (Avise, 2000).

[:] Genes ARNr Genes ARNt

D Genes codificantes de
proteinas

et
Arg co3 ATPase 8 "
~ ATPase 6

Figura 4 Estructura del ADN mitocondrial. Visualizacién de las cadenas pesada y liviana, como asi
también de las regiones codificantes y no codificantes, con sus respectivos genes.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Dada la amplia distribucion geografica del género Puma, asi como la
fragmentacidon de su ambiente natural, las poblaciones de pumas de la provincia de
Neuquén presentaran una importante divergencia genética con otras poblaciones a

lo largo de su distribucion.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Generales
A través del presente trabajo se propone caracterizar e identificar patrones de
variabilidad genética en muestras de tejido de puma provenientes de la provincia de

Neuquén mediante el uso de marcadores moleculares mitocondriales.

3.2 Objetivos Especificos
1. Caracterizar genéticamente dichas muestras a partir de dos fragmentos
génicos correspondientes a los genes mitocondriales NADH deshidrogenasa
subunidad 5 (ND5) y Citocromo Oxidasa-1 (COl);
2. Inferir las relaciones evolutivas, filogenéticas y taxondémicas entre las
poblaciones estudiadas en relacion a otras poblaciones del género Puma a

lo largo de su distribucion geogréfica.
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4. MATERIALES Y METODOS

Con la finalidad de poner a prueba las hipétesis planteadas, y de alcanzar cada
uno de los objetivos propuestos, se han desarrollado dos tipos de actividades luego

de la obtencién de las muestras: de laboratorio y de analisis de los datos colectados.

4.1 Obtencion de las muestras

El trabajo fue desarrollado a partir de muestras de tejido (piel y pelos)
provenientes de una poblacion establecida en el Departamento Collbn Cura
(40°02'54"S 70°04'30"0) ubicado en el sudeste de la provincia de Neuquén (Figura
5). Se obtuvieron 18 muestras pertenecientes a pumas capturados en las
inmediaciones de la estancia Campanario y 5 muestras de animales capturados

dentro de los dominios de la comunidad mapuche Ancatruz (Tabla 1).
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Figura 5 Mapa de la provincia de Neuquén y del departamento Collén Curd, lugar de donde
provienen las muestras analizadas.

Tabla 1 Lugar de procedencia de las muestras de P. concolor obtenidas, con la
respectiva nomenclatura empleada para el analisis.

Lugar de procedencia Muestra
P1
P2
P3
P4
P5

Estancia Campanario P
P7
P8
P9

P10
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P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19

P20
Ancatruz
P21

P22
P23

Dichas muestras de tejido han sido recuperadas de cacerias ejecutadas en las
mismas localidades donde se colectaron las muestras, y en todos los casos los
estancieros o trabajadores fueron directamente responsables de la muerte de los
animales por significar un perjuicio econémico para su actividad ganadera. En la
provincia de Neuquén esta reglamentada tanto la caza deportiva como la caza

control de pumas.

La estancia Campanario, ubicada a pocos kilbmetros de la localidad de Piedra
del Aguila (40°03'00"S 70°04'40"0), es una de las pocas estancias dedicadas a la
cria de ganado ovino en la provincia. En calidad de mediano productor, sus
aproximadamente 3.000 cabezas de ganado se crian de manera extensiva por lo
gue la caza control del puma problema se hace casi la Gnica opcién para controlar

o0 minimizar las bajas producto de la depredacién por pumas. El personal de este
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establecimiento realiza este tipo de caza desde hace ya varios afos, por lo cual el
Depto. Fauna Terrestre del Centro de Ecologia Aplicada del Neuquén decidié

monitorear y evaluar esta actividad en ese sitio en particular (Figura 6).

Por otra parte, la comunidad mapuche Ancatruz estd integrada por unas 86
familias distribuidas en los parajes Zaina Yegua, Paso Yuncén, Piedra Pintada y
Safiico, a unos 30 kms de Piedra del Aguila. La mayoria son pequefios productores

gue desarrollan la produccion caprina y ovina.

Estos establecimientos fueron visitados en numerosas oportunidades por el
Depto. Fauna Terrestre del Centro de Ecologia Aplicada del Neuquén (CEAN) para
realizar el seguimiento de la actividad de caza y conversar con el personal sobre la
tendencia y evolucién del conflicto puma-ganaderia menor. La reglamentacién que
contempla la caza control del puma establece que una muestra de cuero (con pelo
y sin tratamientos de quimicos) de al menos cuatro centimetros cuadrados (4cm?)
de los pumas cazados mediante esta modalidad, deberan ser remitidos

(correctamente conservados) al CEAN para su posterior estudio (Figura 7).

A través del vinculo con este organismo, y con el debido permiso (ver Anexos),
fueron transportadas hacia el Centro de Biolnvestigaciones (CeBio) las muestras
analizadas en el presente trabajo. Dichos fragmentos de tejido se transportaron
contenidos en sobres individuales de 3cm x 3cm debidamente identificados y
rotulados incluyendo la especificacion del lugar donde se caz6 al animal. Estas
muestras fueron conservadas en freezer a -20°C en el Centro de

Biolnvesitigaciones.
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Figura 6 Deteccion de una oveja predada por puma luego de seguir a
caballo el rastro del animal en cuestién en las inmediaciones de la
Estancia Campanario. (Imagen: Depto. Fauna Terrestre - CEAN).
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Figura 7 Personal de la Estancia Campanario sosteniendo una de las
pieles de Puma goncolor, consecuencia de la caza control de este
animal que se realiza en el establecimiento. (Imagen: Depto. Fauna
Terrestre - CEAN).

4.2 Actividades de laboratorio

4.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN (4cido desoxirribonucleico) fue realizada a través del
protocolo con CTAB (Doyle y Doyle, 1987), el que constituyé un método eficiente
dado que se aplicé sobre muestras que presentaban una dificultad practica adicional
por encontrarse en un estado relativamente degradado, ya que habian sido tomadas
de su lugar de ocurrencia entre los meses de diciembre de 2009 y junio de 2010.

Sin embargo, en la mayoria de los casos fue necesario aplicar mas de una vez el
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protocolo de extraccion hasta poder contar con el ADN necesario. Las muestras de
ADN debidamente rotuladas fueron almacenadas en freezer a -20°C.

Para verificar la eficiencia en la extraccion de ADN, se utilizé la técnica de
electroforesis en gel de agarosa 1% (1 g de agarosa/ 100 ml de TBE) tefiido con
bromuro de etidio, a 100 volts durante 40 minutos, y finalmente visualizado bajo luz
ultravioleta. En cada calle del gel se sembraron 3 pl de muestras junto a 3 ul del
buffer de siembra DNA Dye (EZ-Vision Three, Amresco) con el fin de poder divisar

el frente de corrida.

4.2.2 Amplificaciéon de los fragmentos de interés

4.2.2.1 NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5)

En un estudio previo (Culver et al., 2000), fueron empleados tres segmentos de
ADNmt (ND5, 16S y ATP8) para estudiar la filogeografia del puma. De estos
fragmentos, ND5 fue el que mostré mayor polimorfismo en esta especie, basado en
un segmento de 318 pares de bases (pb). Trigo et al. (2008) disefid6 un nuevo set
de primers para este gen especificamente para carnivoros, amplificando un
segmento mas largo (750 pb aprox.) y exhibiendo una amplificacion exitosa a través
de varias familias. En Matte et al. (2013) se emples este segmento mas largo de
ND5 para investigar la historia evolutiva de P. concolor a lo largo de su distribucién
en el continente, con énfasis en poblaciones de América del Sur. En base a este
altimo trabajo es que se decidid usar el mismo fragmento de ND5 para el presente

estudio.
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A través del método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a
cabo la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 750 pb del gen ND5
reportado por Trigo et al. (2008). Con esta finalidad fueron empleados los siguientes

primers:

Forward: ND5-DF1 (5°- TTGGTGCAACTCCAAATAAAAGT - 37; Trigo et al., 2008)

Reverse: ND5-DR1 (5"- AGGAGTTGGGCCTTCTATGG -3; Trigo et al., 2008).

El volumen final de la mezcla de reaccién fue de 20 ul, conteniendo 10 pl entre
25y 100 ng de ADN; 1,5 mM de MgClz; 0,2 uM de primer forward; 0,2 uM de primer
reverse; 0,2 mM de dNTPs; buffer de reaccién 1X; 0,5U de Taq T-Plus DNA

polimerasa (INBIO) y cantidad necesaria de agua estéril ultrapura para llevar a

volumen final.

El programa ingresado en el termociclador (Gene Pro Thermal Cycler -Bioer
Technology CO., LTD-) para la amplificacién del fragmento de interés, descrito por

Tchaicka et al. (2007), comprendié las siguientes condiciones de reaccion:

e Desnaturalizacion inicial: 94°C por 5 minutos,
e 10 ciclos (touchdown) de :
- Desnaturalizacion a 94°C durante 45 segundos;
- Annealing: 60-51°C por 45 segundos;
- Extensién a 74°C por 1,5 minutos.
e 30ciclos de:
- Desnaturalizacion a 94°C durante 45 segundos;

- Annealing: 50°C por 30 segundos;
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- Extensién a 74°C por 1,5 minutos.

e Extension final: 74°C durante 5 minutos.

4.2.2.2 Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI)

Ademas de trabajar con el marcador ND5, también se realiz6 la amplificacion de
un fragmento de 710 pb correspondiente al gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
subunidad 1 (COI) utilizando los primers LCO-1490 y HCO-2198 reportados por

Folmer et al. (1994):

Forward: LCO-1490 (5"- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG - 3’; Folmer et al.,
1994)
Reverse: HCO-2198 (5- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA -3’; Folmer et al.,

1994).

Esta fue llevada a cabo a través del método de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), que fue preparada en un volumen final de 20pl, conteniendo 25-
100 ng de ADN, 1,5 mM de cloruro de magnesio, 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM
de dNTPs, buffer de reaccién 1X, 0,5U de Taq T-Plus DNA polimerasa (INBIO) y

agua estéril ultrapura.
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

e Desnaturalizacion inicial: 94°C por 5 minutos,

e 33ciclosde:
- Desnaturalizacion a 94°C durante 60 segundos;
- Annealing: 50.1°C por 60 segundos;

- Extensién a 74°C por 60 segundos;
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e Extension final: 74°C durante 5 minutos.

Al igual que con el gen ND5, el termociclador utilizado para realizar la PCR fue

el Gene Pro Thermal Cycler (Bioer Technology CO., LTD).

4.2.3 Verificacion de la eficiencia de la amplificacion
El resultado de la amplificacion fue visualizado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% m/v tefiido con bromuro de etidio, después de correr a 100 volts por

40 minutos aproximadamente, y observado bajo luz ultravioleta.

Un marcador de peso molecular de 100 pb (PB-L) fue utilizado para inferir el
tamafo de los fragmentos amplificados, y la concentracion de ADN en cada caso

se determiné a través del programa ImageJ (Abramoff et al., 2004).

Los productos de PCR con concentraciones menores a 30 ng fueron
reamplificados para obtener la concentracion requerida para su posterior

secuenciacion.

4.2.4 Secuenciacion de los fragmentos amplificados
Los productos de PCR fueron purificados a través del método enzimatico, utilizando
10U de Exonucleasa | (Thermo Scientific), 1U de FastAP Fosfatasa alcalina
termosensible (Thermo Scientific) y posterior incubacion de las muestras con las
enzimas a 37°C durante 15 minutos y luego a 85°C por otros 15 minutos para
detener la reaccidbn enzimética. Para este procedimiento fue utlizado el

termociclador Gene Pro Thermal Cycler (Bioer Technology CO., LTD).
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Los amplicones fueron enviados a la Empresa MACROGEN, Inc. (Corea), junto al
primer foward de ambos marcadores (ND5-DF1 y LCO-1490 para ND5 y COl,
respectivamente) para la secuenciacion de una de las hebras mediante
secuenciacion estandar a través del secuenciador automatico ABI 3730XL (Applied

Biosystems).

4.3 Andlisis de los datos

Los electroferogramas de las secuencias nucleotidicas obtenidas para los
fragmento génicos de interés fueron visualizados y corregidos mediante el programa
Chromas Lite 2.1.1 (www.technelysium.com.au). Una vez editadas las secuencias
fueron alineadas mediante el algoritmo ClustalW disponible en el programa MEGAG6
(Tamura et al.,, 2013). Dichos alineamientos fueron chequeados y editados

manualmente.

4.3.1 NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5)

Las secuencias de las muestras provenientes de Neuquén fueron alineadas
junto a otras 28 secuencias obtenidas de la base de datos GenBank, pertenecientes
al mismo fragmento del gen mitocondrial ND5 de Puma concolor que analizamos en

el presente trabajo.

Estas secuencias pertenecen a un grupo de 28 haplotipos obtenidos del set de
datos (n=174) analizados por Matte y colaboradores (2013), en el cual son
presentadas todas las secuencias haplotipicas para ND5 (669 pb) encontradas a lo
largo de la distribucion del puma en el continente americano (Tabla 1). La

estructuracion geografica de estos haplotipos fue definida en base al analisis de
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AMOVA llevado a cabo en el trabajo de referencia. Las regiones definidas son:
Norteamérica y Norte de Centroamérica (NCA + NA); Sur de Centroamérica (SCA);
Norte de Sudamérica (NSA); Centro-Norte-Este de Sudamérica (CNESA); Este de
Sudameérica (ESA); Centro-Sur de Sudamérica (CSSA) y Sudoeste de Sudamérica

(SWSA) (Figura 8).
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Figura 8 Distribucion geografica de las muestras de Puma concolor analizadas en
Matte et al., (2013). Los diferentes colores indican los siete grupos identificados
con el AMOVA realizado por éste autor: Norteamérica y Norte de Centroamérica
(NCA + NA, en rojo); Sur de Centroamérica (SCA, en amarillo); Norte de
Sudameérica (NSA, en azul); Centro-Norte-Este de Sudamérica (CNESA, en
celeste); Este de Sudamérica (ESA, en gris); Centro-Sur de Sudamérica (CSSA,
en violeta) y Sudoeste de Sudamérica (SWSA, en verde). La estrella indica el sitio
muestreado en el presente trabajo.
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Para la recuperacion de las relaciones filogenéticas fueron usados los 28
haplotipos obtenidos del GenBank. Y como outgroup en el arbol filogenético se
utilizaron secuencias pertenecientes a chita (Acinonyx jubatus), jaguar (Panthera
onca), gato doméstico (Felis catus) y gato montés sudamericano (Leopardus

geoffroyi) (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de las secuencias para el fragmento de ND5 (669 pb) tomadas de
GenBank y utilizadas en los analisis filogenéticos. Se reportan los nUmeros de
acceso a la base de datos (gb) y la referencia correspondiente a cada entrada.
Para cada uno de los haplotipos de Puma concolor analizados se describe la
frecuencia con la que aparecen en Matte et al., (2013).

Especie Haplotipo Frec. Hap. gb Referencia
Hap01 15 KF460496.1
Hap02 34 KF460497.1
Hap03 7 KF460498.1
Hap04 1 KF460499.1
Hap05 2 KF460500.1
Hap06 4 KF460501.1
Hap07 9 KF460502.1
Hap08 1 KF460503.1
Hap09 17 KF460504.1
Hap10 12 KF460505.1
Hap11 1 KF460506.1
Hap12 2 KF460507.1
Hap13 2 KF460508.1
Hapl4 2 KF460509.1

Puma concolor Hap15 3 KE460510.1 Matte et al., 2013
Hap16 6 KF460511.1
Hapl17 1 KF460512.1
Hap18 11 KF460513.1
Hap19 7 KF460514.1
Hap20 1 KF460515.1
Hap21 3 KF460516.1
Hap22 1 KF460517.1
Hap23 18 KF460518.1
Hap24 3 KF460519.1
Hap25 1 KF460520.1
Hap26 3 KF460521.1
Hap27 1 KF460522.1
Hap28 1 KF460523.1
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Acinonyx jubatus AY463959.1 Burguer et al., 2004

Felis catus KP279619.1 Koch et al., 2015
Panthera onca NC_022842.1 Caragiulo et al., 2014
Leopardus geoffroyi NC _028320.1 Liet al., 2015

4.3.2 Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI)

Por otra parte, las secuencias del fragmento del gen COI (622 pb) de las
muestras provenientes de Neuquén fueron alineadas junto a las Unicas 11
secuencias reportadas en GenBank pertenecientes a muestras colectadas en

Canada (Tabla 3).

Para realizar este alineamiento multiple se utilizé el algoritmo ClustalX a través del

programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013).

Tabla 3. Numero de acceso de GenBank de las secuencias de los fragmentos de
COl utilizadas en el alineamiento multiple y el lugar de procedencia de las mismas.

Lugar de procedencia Acceso de GenBank
326557636
326557634
326557632
326557630
Canada
326557628
326557626

326557624

326557622
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326557620
326557618

831180842

Luego del alineamiento fueron generados arboles filogenéticos a partir de las
metodologias de reconstruccion filogenética, método del vecino més cercano (NJ)
y méxima verosimilitud (ML), empleando las opciones recomendadas por el
programa MEGA®G, el modelo evolutivo de Tamura Nei (Tamura et al., 2013). La
determinacion de los limites de confianza para la monofilia de cada nodo, se realizé

a través de un andlisis de bootstrap (Felsenstein, 1985) con 1000 réplicas.

Ademas se generd un tercer arbol filogenético utilizando el método de inferencia
bayesiana con el programa BEAST 1.8.1 (Drummond y Rambaut, 2007). Se utilizd
un arbol de especiacién Yule y un reloj molecular relajado (uncorrelted lognormal)
con una tasa de mutacién para el segmento ND5 analizado de 2.054% por millén
de afios (Matte et al., 2013). La busqueda se realizé con el modelo HKY+G, inferido
de todo el set de datos mediante el programa jModelTest (Posada, 2008), utilizando
30 millones de generaciones, tomando arboles cada mil generaciones. Las corridas
independientes fueron resumidas en TreeAnnotator 1.6.2 (Drummond y Rambaut,
2007); los primeros 3 mil arboles (el 10%) fueron descartados y los restantes se
utilizaron para inferir un arbol en FigTree 1.3.1

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

38



El nimero de sitios variables (polimorficos), singletons y haplotipos asi como la
diversidad nucleotidica y haplotipica se calculé mediante la utilizacion del programa

informatico DNASP5 (Librado y Rozas, 2009).

Para determinar las relaciones haplotipicas se utilizé el algoritmo Median Joining

(Bandelt et al., 1999) a través del programa PopART (www.popart.otago.ac.nz).
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5. RESULTADOS

5.1 Procesamiento de las muestras

Dado el estado de degradacion de las muestras en general, la extracciéon de ADN
no fue efectiva en todos los casos, aun después de aplicar varias veces el protocolo
de extraccion. Es por esto que de las 18 muestras provenientes de Campanario, 5

de ellas (P3, P5, P6, P11 y P15) quedaron fuera de los andlisis subsiguientes.

5.2 Andlisis de secuencias

5.2.1 NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5)

Una vez obtenido el alineamiento multiple de las secuencias para el fragmento
de ND5 (636 pb) pertenecientes a la E8 Campanario (n = 13) y Ancatruz (n =5), y
de las secuencias de P. concolor obtenidas del GenBank (n = 28) (Tabla 4.1), se

estudio la variacion para dicho conjunto de secuencias.

Las 18 muestras analizadas pertenecientes al Departamento Collén Cura (E?2
Campanario y Ancatruz) no presentaron polimorfismos, perteneciendo todas al
mismo haplotipo (Hap18). Cuando comparadas con las muestras registradas en

GenBank se identificaron 33 sitios variables (Figura 8).
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Haplotype Variable sites N Geographic

087 115 131 173 183 198 204 273 318 322 327 335 336 330 378 306 399 411 420 442 454 450 465 498 513 531 534 540 552 574 606 63T 669 groups

HO1 T A €C A ¢ €C G A T ¢ A G € T ¢ € T T G A T € G T € G C € € € € € € 15 CNESA(19
HO2 . . . . . . . . . . c . . . . . . . . T 34  CNESA(34)
HO3 A G A [¢ [& T T 7 CNESA
(1), ESA (6)

HO4 . . . . . T . . . . c . . . . . . . . T 1 CNESA (1)
HOS T [& [¢ G T 2 CSSA (2)
HO6 . . . . . . . Y . c . . . . . . . . T 4  CNESA(),
CSSA (1)

HO7 [& [¢ G T 9  CNESA@),
CSSA (3),

SWSA (2)

HOR . . LT . . . R . c G . . . . . . . T 1 CSSA (1)
HO9 . . . . . . . . . . c G T 17 SCA (3),
CNESA (8),

CSSA (6)

H10 . . . . . . . . . . c . T T 12 CNESA(12)
Hil . . . . . . . R . c . . . . . . A T 1 CNESA (1)
HI2 . . . . .. . . . . c G . T T 2 CSSA (2)
HI3 . T 2 CNESA(2)
Hi4 . T . . . . T T . c T 2 CNESA(2)
HIS . . T . . . . . T c T &  CNESA(®)
HI6 c G . T T 6 NSA (5),
CNESA (1)

HI7 . . T . . . . . T . ¢ ¢ T 1 CNESA (1)
HI8 c . . . . .G c T 11 SWSA(ll)
HI9 . . G c G T 7 SWSA (7)
H20 . . . LA c G T 1 NSA (1)
H21 c . . . . . . . c c G T 3 CNESA (3)
H2 . . . . . . . . c c G . . . . . . LT T 1 CNESA (1)

H23 G c A T T T 18  NCAHNA(1T),
SCA (1)

H24 . . . . G c A A T T 3 NCANA(I),
SCA (2)

H25 . G c A . T T T T 1 NCANA(D)

H26 . G c A c T T T 3 NCANA(3)

H27 .G . . . . . . . .T C A T T . T 1 NCANA (1)

H28 . G c A T T T T 1 NCANA(D)

Figura 9 Los 33 sitios variables observados entre los 28 haplotipos detectados en el fragmento (669 pb) del gen ND5 en muestra
de P. concolor (n=174) y sus respectivos grupos geograficos definidos mediante AMOVA por Matte y colaboradores (2013). Los
cédigos de los grupos geogréficos son: NCA+NA: Norte de Centroamérica + Norteamérica; SCA: Sur de Centroamérica; NSA:
Norte de Sudamérica; CNESA: Centro-Norte-Este de Sudamérica; ESA: Este de Sudamérica; CSSA: Centro-Sur de Sudamérica;
SWSA: Sudoeste de Sudamérica.
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5.2.2 Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI)
La amplificacién del fragmento de 710 pb correspondiente al gen mitocondrial
COl, no resulto efectiva para 5 de las muestras de la estancia Campanario (P1, P7,

P10, P12 y P13).

Después de la eliminacion de las secuencias de los primers incorporadas y los
extremos de baja calidad en los segmentos, se analizdé la variacion de las
secuencias pertenecientes a la E? Campanario (n = 8) y Ancatruz (n = 5) para 622
pb del fragmento del gen mitocondrial COl y de las Unicas secuencias de P. concolor

reportadas en GenBank (n = 11) para dicho marcador.

Las secuencias de las 13 muestras analizadas de Neuquén no mostraron
polimorfismos. Por otro lado, las 11 muestras de Canada obtenidas de GenBank
(Tabla 2) tampoco presentaron polimorfismos. Sé6lo se encontré un Unico sitio

variable entre ambos set de datos (Figura 9).

5.3 Andlisis filogenético

Las topologias obtenidas con las metodologias de maxima verosimilitud (ML),
método del vecino mas cercano (NJ) e inferencia bayesiana, a partir del fragmento
del gen ND5, fueron congruentes entre si, por lo tanto en este trabajo se presenta

unicamente la filogenia obtenida a partir de inferencia bayesiana (Figura 9).
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[Figura 10 Alineamiento mdltiple de las secuencias muestreadas en Neuquén y de secuenciag
reportadas para poblaciones canadienses en GenBank. Se remarca el tnico sitio variable entre
[ambos set de secuencias para el fragmento de 622pb del marcador mitocondrial COI.

Las muestras analizadas de Neuquén convergen en el haplotipo 18 en el clado

correspondiente a América del Sur de P. concolor.

Las reconstrucciones filogenéticas muestran que los haplotipos de América del
Norte se agrupan en un clado separado de los haplotipos de América del Sur con
un maximo valor de probabilidad posterior. América Central presenta haplotipos
filogenéticamente emparentados tanto con América del Norte (Hap23) como con
América del Sur (Hap24). Por otra parte, no se verifica una estructuracién por

regiones dentro del clado sur.

En nuestra reconstrucciéon filogenética se observa a Acinonyx jubatus como

especie hermana de Puma concolor.
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- P. comcolor Hap25
= P. concolor Hap26
L[ P. concolor Hap23

= P concodor Hap2B
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Figura 11 Arbol filogenético obtenido mediante el analisis de inferencia bayesiana a partir de las secuencias del gen ND5
correspondientes a los individuos muestreados en Neuquén, 28 haplotipos de P. concolor y los outgroups Acinonyx jubatus,
Panthera onca, Felis catus, Leopardus geoffroyi. Los hombres de las especies y sus niumeros de accesos de GenBank se
encuentran en la Tabla 2. Los nimeros en los nodos indican la probabilidad posterior de inferencia bayesiana. En amarillo el
clado que agrupa a los haplotipos de América del Norte y la mayoria de América Central y en verde el clado que reune a los de
América del Sur. En verde mas oscuro el Hap18 que reline a todas las muestras de Neuquén.
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5.4 Relaciones haplotipicas
Las relaciones haplotipicas para el set completo de datos de Matte y
colaboradores (2013) y aquellos obtenidos para el Departamento Collon Cura en el

presente trabajo se muestran en la Figura 10.

La totalidad de las muestras analizadas corresponden al haplotipo Hapl8,
reportado previamente por Matte y colaboradores (2013), siendo este el mas

frecuente en el sur de la distribucion del puma.

De los 28 haplotipos obtenidos para el fragmento de ND5 estudiado, 22 se
encuentran en América del Sur (Hap0l1l-Hap22), siendo el Hap09 compartido con
América Central. Por otra parte, se puede observar una clara separacion entre los
haplotipos de Sudamérica (Hap0l-Hap08, Hap10-Hap22) y los de América del
Norte y la mayoria de los de América Central (Hap23-Hap28). Con excepcion del
Hap09 que ademas de encontrarse en el sur de Centroamérica (n=3) esta bien

representado en el centro de América del Sur (n=14).

El haplotipo Hap23 fue el méas representado en todos los paises estudiados de
América Central y del Norte. Y a este se conectaron otros cuatro haplotipos (Hap25,
Hap26, Hap27 y Hap28) con una unica mutacién puntual cada uno. Un caso
especial constituy6 el del haplotipo Hap24 que a pesar de encontrarse en América
Central y del Norte (Panama, Costa Rica y peninsula de Florida) difiere en 8 pasos
mutacionales del Hap23 y en sélo 4 pasos del haplotipo sudamericano mas

frecuente Hap02.
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En la region central de América del Sur (CNESA + ESA y CSSA), que abarca a
Bolivia, Paraguay, Uruguay, el noreste de Argentina y el centro-oeste y sur de Brasil,
fue donde se encontré la mayor diversidad haplotipica. Estando conformada esta
region por 15 haplotipos diferentes: Hap0O1-Hap12, Hap14, Hap15y Hap21. Un caso
especial lo constituye Hap03, muestreado en el centro-sur de Brasil, y que se
encuentra a 5 pasos mutacionales de su haplotipo més cercano, lo que es
equivalente a la distancia genética observada entre los linajes sudamericanos y la

mayoria de las muestras de América Central y del Norte.
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Figura 12 Relaciones haplotipicas obtenidas a través del programa PopART para las secuencias del
fragmento del gen ND5 (636 pb) de los individuos de Meuquén (Hap18). El diametro de los circulos refleja la
frecuencia de cada haplotipo. La longitud de las lineas de unidn es proporcional al nimero de mutaciones
existentes entre cada haplotipo. Las frecuencias fueron tomadas del trabajo de Matte ef 2/, 2013.
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6. DISCUSION

Al presente se cuenta en Argentina con estudios que ademas de identificar areas
de conflicto humano-puma evallan el impacto de este felino sobre la produccion
animal y las percepciones y actitudes de los productores pecuarios y cazadores en
torno al mismo, no solo en la provincia de Neuquén sino en varias regiones del pais.
Sin embargo, previo a este trabajo no se tenia informacion acerca de las
caracteristicas genéticas de la poblacion en cuestion. Este estudio nos brinda una
primera aproximacion acerca de la variabilidad genética de la poblacién de pumas

del Departamento Collén Cura que hasta el momento no habian sido estudiadas.

Las muestras provenientes de Neuquén no presentaron polimorfismos para ND5,
perteneciendo todas al mismo haplotipo, coincidente con el haplotipo Hapl8
registrado en GenBank por Matte y colaboradores (2013). En el mencionado trabajo
las muestras obtenidas a lo largo de los Andes constituyeron 2 haplotipos diferentes
(Hapl18 y Hap19), siendo el Hap18 el mas ampliamente distribuido a través del
centro y sur de la Cordillera, llegando hasta el sur de la Patagonia. Por lo que las
muestras obtenidas en Collén Cura en el presente trabajo concuerdan con esta

descripcion.

En lo que respecta al analisis del fragmento del gen COI, tampoco se encontraron
polimorfismos en las muestras de Neuquén analizadas. Y su escasa diferenciacion,
en solo una mutacién puntual, con los reportes de GenBank para muestras de
Canada, en el otro extremo de la distribucién de la especie, indicarian que el
fragmento carece de utilidad para llevar a cabo estudios de filogenia y filogeografia.

Méas alla de ser muy promovida la utilizaciébn de este gen mitocondrial como
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metodologia de diferenciacion a nivel especifico entre animales a través del lamado

cadigo de barras genético.

El analisis filogenético realizado con las secuencias de Neuquén y los 28
haplotipos descriptos para el gen ND5 de Puma concolor agrup6 con altos valores
de soporte a los haplotipos de América del Norte y la mayoria de América Central
en un clado separado a los de América del Sur (Figura 6). Sin embargo la
clasificacion dentro de este Ultimo subcontinente no pudo sustentarse con valores
aceptables de probabilidad posterior presentando inconsistencia en las relaciones
jerarquicas entre haplotipos y resultando cualquier inferencia poco congruente con

lo observado en la red haplotipica.

En relacion a los grupos externos Acinonyx jubatus, Panthera onca, Felis catus
y Leopardus geoffroyi. Puma concolor se reunié en el mismo grupo filogenético junto
a su especie hermana, el guepardo africano (Acinonyx jubatus), que junto al
yaguarundi (Puma yagouaroundi) constituyen el linaje de los panterineos. Sin
embargo, este ultimo no fue incluido en el andlisis a pesar de ser la especie viviente
mas cercana al puma por no hallarse la secuencia del gen ND5 en la base de datos

GenBank.

La red haplotipica muestra que existen linajes genéticamente distintos dentro de la
especie, separando claramente a América del Sur de la mayor parte de América
Central y de toda América del Norte. Sin embargo, dentro de cada region no hay

separaciones geograficas efectivas entre los clados. La red haplotipica representa
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la intrincada relacion que existe entre las secuencias, especialmente en América del

Sur, demostrando una historia evolutiva compleja.

Se puede observar en Sudamérica linajes con un patrén que sugiere una
expansion poblacional reciente, dada la configuracion de un haplotipo central del
que derivan multiples secuencias difiriendo en una Unica mutacion puntual cada
una. En América Central también se observa una mezcla compleja de linajes

haplotipicos, con dos conexiones a secuencias sudamericanas.

La region central de América del Sur, que incluye el centro-oeste de Brasil,
Bolivia, norte de Argentina y Paraguay, fue identificada como el centro de diversidad
genética de los pumas, region que comparte varios haplotipos y que se considera

un area de convergencia de diferentes linajes de la especie.

En contraste, los linajes pertenecientes a América del Norte exhibieron un patrén
mucho mas simple, dominado por un haplotipo frecuente (Hap23) compartido con
Centroamérica, del cual han evolucionado otros cuatro linajes diferenciados en una
Gnica mutacion puntual. La configuracion tipo estrella de esta porcion de la red
haplotipica es indicativa de una reciente expansion poblacional involucrando a estos

haplotipos.

En América del Norte, se presentd un patron inusual en un individuo de Florida
(EE.UU.) llevando el hap24, el cual es compartido con animales del sur de
Centroamérica (Panama y Costa Rica) y es genéticamente distante de los otros
linajes encontrados a través de Norteamérica. Es posible que este individuo

descienda de una hembra proveniente de Ameérica Central dado que hay registros
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de translocaciones de pumas desde este subcontinente hacia la peninsula de
Florida en la década del sesenta, constituyendo un efecto inducido directamente por

el humano (Nowell y Jackson, 1996).

América Central y el norte de Sudamérica (NSA) no comparten haplotipos, lo
que implica la falta de evidencia histérica del flujo genético matrilineal entre estas
regiones. Sin embargo, si se observéo un haplotipo compartido (Hap09) entre el sur
de Centroamérica (Costa Rica) y la region central de Sudamérica. Esto sugiere
alguna conectividad matrilineal continuada entre estas areas (necesariamente
pasando a través del norte de Sudamérica), o la retencién de un polimorfismo
ancestral que precede la subdivision filogeogréfica implicada. Dado que el muestreo
disponible del norte de Sudamérica es escaso (Figura 8) ambas hipétesis

permanecen viables.

Por otra parte, los resultados obtenidos por Matte y colaboradores (2013) apoyan
la hipotesis sostenida por Culver y colaboradores (2000) de una extincién de los
pumas de América del Norte en el Pleistoceno Tardio seguido por la recolonizacion
por parte de poblaciones de América del Sur. Demostrando, ademas, que
actualmente la mayor diversidad existente de ADNmt de P. concolor reside en

Sudamérica.

Con respecto al conflicto con el hombre, resulta prioritario conocer, y, en especial
en poblaciones fragmentadas de pumas, la ocurrencia, escala y determinantes del
conflicto para delinear estrategias de mitigacion que permitan salvaguardarlas. El

conflicto con el humano, que identifica al puma como una especie problema refleja
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algun tipo de desequilibrio en los ecosistemas locales cuyo proceso final, la
persecucion por represalia del puma por parte del hombre, conduce al exterminio

de las poblaciones de esta especie considerada paraguas.

Que todos los individuos de la poblacién de Collén Curd tuvieran el mismo
haplotipo para el marcador estudiado corrobora la baja variabilidad genética de esta
poblacion. Este resultado podria ser congruente con la marcada fragmentacion que
caracteriza al lugar de la colecta, donde hay fuerte interaccién con el humano

resultando en una presion de caza elevada.

Como ocurre para la mayor parte de las provincias argentinas, en el territorio
mencionado existe un amplio desconocimiento sobre la situacién de este carnivoro,
tanto en lo referente a su dinamica poblacional como con respecto al conflicto que
genera en determinadas comunidades rurales que lo consideran como una especie
problema. Es por esto, que se requiere un analisis mas exhaustivo sobre un mayor
namero de individuos, con los cuales inferir conclusiones mas robustas sobre esta
poblacién en particular, asi como de las poblaciones de las zonas aledafias que
podrian estar integrando una metapoblacién (Sweanor et al., 2000; Ernest et al.,

2002).

Esta informacion se considera prioritaria para la elaboracién de un plan de
manejo adaptativo de la especie que garantice tanto su preservacion como la
viabilidad de las producciones animales en los establecimientos agropecuarios del

sur provincial.
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7. CONCLUSIONES

A partir de la informacion genética obtenida para el fragmento del gen
mitocondrial ND5 no se encontré polimorfismos entre las muestras provenientes
del Departamento Collon Cura del sudeste de Neuquén, perteneciendo todas al
Hapl8 reportado por Matte y colaboradores (2013) con distribucion tipica en el

extremo sur de la Patagonia.

Para el fragmento del gen Citocromo Oxidasa-1 (622 pb) de las muestras de la
provincia de Neuquén tampoco se encontraron polimorfismos entre las secuencias.
Y se encontré que sélo difieren en una mutacién puntual de secuencias reportadas
para Canada, en el otro extremo de la distribucion gegografica del puma. Esto

evidencia la nula utilidad del fragmento para estudios intraespecificos.

En cuanto a las secuencias del fragmento de ND5 se pudo encontrar gran
variabilidad a lo largo de la distribucion de la especie. VerificAndose la mayor
variabilidad haplotipica perteneciente al cono sur. Hay una marcada difrenciacion
entre los haplotipos de América del norte y la mayoria de los de América Central
con respecto a los de Sudamérica. Sin embargo, dentro de cada regién no hay

separaciones geograficas efectivas entre los clados.

Este trabajo sienta las bases para futuros estudios taxonomicos y filogenéticos
para distintas poblaciones de la Argentina que ya comenzaron a gestionarse, con el
fin de poder complementar los datos obtenidos y dilucidar las relaciones que entre

ellas existen.
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9. RESUMEN

El puma (Puma concolor Linnaeus 1771) es un predador generalista, con
una dieta tan variada como los ambientes en los que habita. Se distribuye,
practicamente, en todo el continente americano, desde el norte de Canada hasta
el sur de Chile y Argentina (Estrecho de Magallanes), abarcando una amplia
variedad de habitats, que van desde climas desérticos hasta bosques tropicales
lluviosos y bosques frios de coniferas, y desde el nivel del mar hasta los 5800

mts de altitud en los Andes (Iriarte y Jaksic 2012).

Su alimentacién se compone principalmente de mamiferos de diversos
tamafios medianos y grandes como ciervos, camélidos, roedores y de aves
como gallinas y fandues (Iriarte y Jaksic 2012). En muchas regiones el puma es
considerado peligroso o perjudicial por depredar animales domésticos y ha sido
foco de una gran persecucion. Este hecho sumado al desconocimiento respecto
a diferentes aspectos de la genética y taxonomia de esta especie, asi como la
fragmentacion y pérdida del habitat natural, constituye una amenaza a su

preservacion como especie, principalmente a nivel local.

A través del presente trabajo se propuso realizar la caracterizacion genética
a partir de muestras de tejido de puma provenientes de la estepa patagdnica de
la provincia de Neuquén. Con esta finalidad se llevd a cabo el analisis de
secuencias para dos fragmentos génicos correspondientes a los genes
mitocondriales de la NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5) y la Citocromo
Oxidasa | (COl). Se realiz6 la extraccion de ADN, y la amplificacién por PCR y

se obtuvo las secuencias de los fragmentos génicos de interés.
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El fragmento de COI (622 pb) no mostrd polimorfismos entre las secuencias
analizadas y cuando se lo compar6 con las Unicas secuencias reportadas en
GenBank para muestras de Canada soélo se encontré un Unico sitio variable. Por
lo que COI resultd ser un fragmento muy poco informativo para estudios

intraespecificos.

El fragmento ND5 (636 pb) tampoco mostro variabilidad entre las 18 muestras
de Neuquén analizadas. Pero se la analiz6 en conjunto con 28 haplotipos
reportados en GenBank y se observo su pertenencia al Hap18, tipico encontrado

en la Patagonia Sur.

Los arboles filogenéticos obtenidos mediante las metodologias de maxima
verosimilitud (ML), método del vecino mas cercano (NJ) e inferencia bayesiana,
a partir del fragmento del gen ND5, fueron congruentes entre si. En él se observo
una clara division entre dos clados, uno conformado por los haplotipos de
América del Norte y la mayoria de América Central y el otro compuesto por los

pertenecientes a América del Sur.

Luego se obtuvo una red haplotipica mostrando la distribucion de los 28
haplotipos y el resultado concord6 con el patron observado en la topologia del
arbol. Sin embargo, dentro de cada regidbn no se observO separaciones
geograficas efectivas entre los clados a través de ninguna de las dos

metodologias de andlisis.
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