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1. INTRODUCCION

1.1 Puma concolor

El puma, es el predador tope de América, originalmente descripto como
Puma concolor por Linnaeus en 1771 (Nowell y Jackson, 1996; Sunquist y

Sunquist, 2002; Perovic y Pereira, 2006; Matte et al., 2013) (Figural).

Figura 1. Puma concolor. Fotografia: Alejandro Insegna.

A pesar de su gran tamafo, el puma comparte algunas caracteristicas
morfolégicas con los felinos mas pequefios por lo que durante mucho tiempo se
lo ubicé en el género Felis (Currier, 1983). Estudios genéticos mas recientes lo
ubican en el mismo grupo filogenético que otros felinos de mayor porte como el
jaguarundi (Puma yagouaroundi, Lacépéde 1809) y el guepardo (Acinonyx

jubatus, Schreber 1776)) (Johnson et al., 2006).

Los registros fosiles encontrados para el puma tienen menos de medio
millon de afos, pero distintos estudios (tanto moleculares como morfologicos)
datan el origen de la especie en el Mioceno tardio, entre 5y 8 millones de afios

atras. Por otra parte, existe numerosa evidencia de que los pumas aparecen en



América del Sur de 2 a 4 millones de afnos atras, durante el “Gran Intercambio
Bidtico Americano” (GABI), con el ingreso de numerosos carnivoros desde
América del Norte (Marshall et al. 1982; Stehli y Webb 1985; Webb 1978; Webb
y Marshall 1981; Webb y Rancy 1996). De todas maneras, dado que el registro
fésil de puma en Sudamérica es tan pobre, no se puede descartar un origen
neotropical seguido de una dispersion posterior hacia el norte (Kurten 1976;

Werdelin 1989).

Registros paleontolégicos mas recientes indican que durante el
Pleistoceno e inicio del Holoceno, el puma habria coexistido con otros grandes
felinos en América del Norte: Panthera atrox (lebn americano), Smilodon fatalis
(tigre diente de sable) y Miracinonyx trumani (guepardo americano), siendo
este Ultimo el mas proximamente relacionado de los tres al puma (Janczewski
et al., 1992; Barnett et al., 2005). Este hallazgo apoyaria la hipétesis de un
origen norteamericano para el puma, con la subsecuente colonizacion de

Sudameérica.

En el Pleistoceno tardio (entre 10.000 y 12.000 afios atrds), en
concordancia a la extincibn de otros grandes mamiferos, el puma podria
haberse extinguido en América del Norte sobreviviendo apenas las poblaciones
de América del Sur, las que luego de la glaciacion recolonizarian América

Central y América del Norte (Culver et al., 2000).

Las definiciones taxondmicas intraespecificas para Puma concolor han
sido bastante complejas y cambiantes a través del tiempo de acuerdo a los
criterios utilizados para su determinacion. Originalmente se describieron 32

subespecies en base a criterios geograficos y morfologicos (Neff 1983; Young y



Goldman 1946), pero a partir del uso de distintos marcadores mitocondriales
(ARN ribosomal 16S (ARNr 16S), NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5) y
ATP sintasa 8 (ATPase-8) y nucleares (microsatélites e intron Zfy del
cromosoma Y), Culver y colaboradores (2000) reconocen solo seis
subespecies para el puma: P. concolor cougar (América del Norte), P. concolor
costaricensis (Ameérica Central), P. concolor concolor, P. concolor cabrerae, P.
concolor puma y P. concolor capricorniensis (Ameérica del Sur) (Figura 2)
(Culver et al., 2000). En Argentina podemos encontrar las tres Ultimas

subespecies mencionadas (Perovic y Pereira, 2006).

s, &
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Figura 2. Distribucion de las distintas subespecies de Puma concolor, definidas en
base al uso de distintos marcadores mitocondriales (16S rRNA, NADH-5 (ND5) y
ATPase-8) y nucleares (microsatélites e intrén Zfy del cromosoma Y). NA:
Norteamérica, CA: Centroamérica, NSA: Norte de Sudamérica, ESA: Este de



Sudamérica, CSA: Centro de Sudamérica, SSA: Sur de Sudamérica. Modificada de

Culver y colaboradores (2000).

1.2 Biologia y Ecologia del puma

El puma es un felino de gran tamafo, casi tanto como el yaguar
(Panthera onca), incluso superandolo en algunas medidas externas, aunque no
alcanza su corpulencia. Por su tamafio el puma se encuentra entre las seis
especies de felino mas grandes del mundo, entre ellos, el ledn (Panthera leo),
tigre (Panthera tigris), leopardo (Panthera pardus), el jaguar (Panthera onca) y

el guepardo (Acinonyx jubatus) (Sunquist y Sunquist, 2002).

La longitud de cabeza a tronco es de 105 a 180 cm aproximadamente y
la cola de 60 a 90 cm (Iriarte, 2007). La longitud del pie varia desde 19 a 27 cm
(dato que es util al momento de identificar su rastro). Su peso escila entre los
34 a 105 kg, siendo el macho mas robusto que la hembra. Los pumas tienden a
ser mas grandes a mayores latitudes (donde sus presas son de mayor porte),
pudiendo los machos alcanzar el peso excepcional de 120 kg (Castilho et al.,
2010; Sunquist y Sunquist, 2002). Posee una forma esbelta, la cabeza
relativamente pequefia comparada con el tamafio corporal (Sunquist y
Sunquist, 2002; Iriarte, 2007), el craneo corto y redondeado, con anchos arcos
cigomaticos y la cola larga del mismo ancho en toda su longitud. Las patas son
grandes y fuertes. Proporcionalmente sus patas traseras son las mas grandes
en la familia de los felinos; proporcionalmente las mayores patas traseras en la
familia de los felinos, esta caracteristica le permite un gran salto y una gran

capacidad de carrera corta. Tienen cinco dedos en las patas delanteras y



cuatro en las traseras. Cada dedo esta provisto de una ufia curvada y retractil

(CEAL, 1985).

En el adulto, el pelaje es suave, corto y practicamente uniforme, sin
franjas ni manchas, mientras que las crias presentan un moteado muy oscuro
durante los 3 0 4 primeros meses de vida que va perdiéndose con la madurez
(Iriarte, 2008). Es més palido (a veces casi blanco) en el interior de las orejas,
el menton, los belfos y la porcidon ventral, y mas oscuro (en ocasiones casi
negro) en las comisuras de la boca, el extremo de la cola y el exterior de las
orejas, generalmente con una zona transversal péalida (CEAL, 1985). La parte
inferior de cuerpo, la barbilla y la zona entre los labios superiores y el rinario
son blancos (Parera, 2002). La cola se va oscureciendo hacia el extremo, hasta
terminar en una punta negra (Iriarte, 2008). 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 al., 2013). La coloracién general varia entre bayo claro a
marron algo oscuro, con matices grisaceos Yy rojizos. La subespecie P. concolor
puma (distribuida en la region patagdénica) ademdas de caracterizarse por
poseer individuos de mayor tamafio, posee pelaje mas denso y de color rojizo;
la subespecie P. concolor capricornensis, que habita Misiones, presenta menor
tamafio y una coloracion rojiza definida, y P. concolor cabrerae, de la region

chaquefa austral, tiene un color rubio oscuro (Chebez y Nigro, 2010).

Por lo general el puma es solitario y territorial (Iriarte et al., 2013), de
habitos preferentemente crepusculares y nocturnos, con picos de actividad al
anochecer y al amanecer; pasa la mayor parte del dia descansando en

oguedades rocosas, encaramado en las ramas de los arboles, o escondido
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entre pastos altos. Este patrén puede variar segun la region, la época del afio y
la presencia humana (Paviolo et al., 2009). De movimientos répidos Yy
silenciosos, es un corredor veloz, muy poderoso en el salto y un habil nadador;
trepa a los arboles con agilidad, pudiendo subir o bajar de ellos con un solo
salto de més de 10 metros. No puede rugir y al igual que los gatos domeésticos

vocalizan silbidos agudos, gruiiidos y ronroneos (Currier, 1983).

Su territorio varia entre 56 y 375 km?, de acuerdo a la disponibilidad de
presas. El territorio del macho es mayor y generalmente se superpone con el
area de accion de varias hembras, siendo que la mayoria de las mismas no
ocupan mas de 100 km? (Nowell y Jackson, 1996). Dicho territorio es marcado
por pequefias pilas de hojas y cortezas de arboles que arranca y apila cuando
se afila las garras, y los suele rociar con orina o excremento (Sunquist y
Sunquist, 2002). Los territorios son, generalmente, respetados por sus
congéneres y los machos evitan encontrarse, dejando ver en esta actitud una

marcada territorialidad (Rodriguez de la Fuente, 1983; Iriarte et al., 2013).

La dispersion desde el territorio de nacimiento ocurre entre los primeros
10 a 33 meses de vida, siendo mas comun a los 18 meses, antes de alcanzar
la madurez sexual (Sweanor et al., 2000). Los machos tienden a dispersar
distancias mayores que las hembras, las que normalmente exhiben filopatria y
establecen su territorio préximo al de la madre (Lindzey et al., 1994; Sweanor

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

El puma puede reproducirse en cualquier época del afio, aunque lo hace
preferentemente en el otofio o en el invierno. Las hembras son poliéstricas, el

celo dura unos 9 dias y es el nico momento en que ambos sexos permanecen



juntos. Luego de un periodo de gestacion de unos 82 a 96 dias, la hembra da a
luz en el interior de un tronco hueco o alguna grieta rocosa una camada de 1 a
6 crias (3 en promedio) (Nowell y Jackson, 1996). Las crias suelen quedarse
con la madre hasta alcanzar la madurez sexual, que ocurre mas
tempranamente en las hembras (dos afios y medio) que en los machos (al
término de los tres afios). El puma puede alcanzar una edad de 10 a 13 afios

(Iriarte et al., 2013).

Es un predador caracterizado por una dieta generalista, aunque basada
en técnicas especializadas de busqueda, captura y manipulacion de sus
presas. La dieta puede variar con la latitud: los pumas de clima templado
generalmente consumen presas de mayor tamafio que aquellos de climas
tropicales (Logan y Sweanor, 2001; Pacheco et al., 2004 Sunquist y Sunquist,

2002; Taber et al., 1997).

En Argentina su alimentacion incluye presas de diversos tamafos,
desde cérvidos y camélidos hasta roedores pequefios, con predominancia de
mamiferos terrestres (Yafez et al., 1986; Iriarte et al., 1990; Logan y Sweanor,
2001; Rau y Jiménez, 2002; Pacheco et al., 2004; Fernandez y Baldi, 2014). En
las selvas subtropicales se ha registrado el consumo de armadillos
(Dasypodidae), pecaries (Tayassuidae), aguties (Dasyprocta spp.), pacas
(Cuniculus paca), corzuelas (Mazama spp.) y gran diversidad de roedores,
marsupiales y reptiles (Parera, 2002). En zonas de pastizales las presas
predilectas son el fiandu (Rhea americana), la vizcacha (Lagostomus maximus)
y el venado de las pampas (Ozotoceros bezoarticus). En la estepa patagonica
la mara (Dolichotis patagonum), las especies introducidas como liebre europea

(Lepus europaeus), y el ganado doméstico (ovejas, cabras y cerdos, entre
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otros), también han sido incorporadas como presas (Ackerman et al., 1984;
Iriarte et al., 1991; Fernandez y Baldi, 2014; Rau y Jiménez, 2002; Yafiez et al.,
1986). En esta regién también consume el choique (Pterocnemia pennata) y
diversas especies de peludos y armadillos, registrados como las principales
fuentes de su alimentacion. Hacia la cordillera de la region patagoénica
incorpora a su dieta al pudu (Pudu pudu) y al huemul (Hippocamelus bisulcus).
Las principales presas en el sur de la Patagonia son el guanaco (Lama
guanicoe), la mara, el fandd patagénico (Rhea pennata pennata), el pichi
(Zaedyus pichiy), el pingtino de Magallanes (Spheniscus magellanicus) y la
liebre europea (Zanén Martinez et al., 2012). En el centro y norte de los Andes
aparece una nueva presa que es la vicuia (Vicugna vicugna). El puma puede
alimentarse de un mismo cadaver durante varios dias (Parera, 2002). En el
norte de Santa Fe existe una estrecha relacion predador-presa, entre el pumay
el guazuncho, a tal punto que la presencia de este cérvido, constituye un

indicativo de la presencia de pumas (Moggia, 1996).

1.3 Distribucion del Puma concolor

1.3.1 Su distribucién en el mundo

El puma es el carnivoro con mayor distribucion en América, desde
Canada hasta el extremo sur continental de Argentina y Chile (Currier, 1983;
Iriarte et al., 1990; Sunquist y Sunquist, 2002), demostrando un alto grado de
plasticidad en el uso de diferentes habitats (Anderson, 1983; Iriarte et al., 1990;
Nowell y Jackson, 1996; Novarro et al., 2000; Donadio et al., 2009; Iriarte y

Jaksic, 2012). Se encuentra practicamente en todo tipo de ambientes,



incluyendo bosques, selvas, montes, sabanas, areas montafiosas y serranas,
praderas y desiertos; desde el nivel del mar hasta los 5000 metros de altura en
los Andes (Iriarte y Jaksic, 2012). Su amplia distribucién es probablemente la
razon por la cual el puma recibe mas de 40 nombres comunes incluyendo:

‘puma” (quichua), “leébn americano”, “leoncito bayo”, “susuarana”, “ong¢a parda”

u “onga vermelha” (portugués), “onza colorada”, “yagua-pihta” o “dyagua—pihta”

(guarani), “guasuara”, “trapial” (mapuche), “mountain Lion” (inglés), entre otros

(Guinness World Records, 2004, Fitak, 2016).

Su distribucion geografica se extendia hace apenas un siglo, desde
Canadéa (entre la Columbia Brithnica al oeste, y Québec al este), hasta el
Estrecho de Magallanes al sur de Chile y Argentina (Cabrera, 1961). En la
actualidad sus poblaciones han mermado considerablemente en zonas con
mayor desarrollo humano, incluyendo el centro y este de los Estados Unidos y
Canada, algunas regiones mas desarrolladas de Centroamérica, parte de la
costa oeste 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 en parte de la Region Pampeana argentina (Chebez,

2009; De Lucca, 2010; Martinez et al., 2010) (Figura 3).



Limite al Norte

- Posible presencia actual

- Poblaciones contemporaneas

Poblaciones ya extintas o con
drastica reduccion

Figura 3. Distribucion de Puma concolor en América. Se pueden observar, las areas
con poblaciones contemporaneas (rojo), aquellas con poblaciones ya extintas, o con
una drastica reduccion demografica (amarillo), y aquellas con posible presencia de
pumas (rosa). Modificada de http://cinabrio.over-blog.es/2015/07/leon-americano-

evolutivamente-mas-gato-que-tigre.html
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1.3.2 Distribucién en Argentina

En Argentina se ha registrado la presencia de pumas en todas las
provincias excepto en Tierra del Fuego (Perovic y Pereira, 2006; Chebez,
2009). En algunas provincias su presencia se ve muy restringida. En Entre
Rios, el puma fue considerado extinto por algunos autores (Chebez, 1994;
Parera, 2002; Canevari y Vaccaro, 2007; Martinez et al., 2010), mientras que
otros han reportado su ausencia para el Parque Nacional El Palmar (Heinonen,
Fortabat y Chebez, 1997). Sin embargo, Chebez (2009) y Muzzachiodi (2007)
mencionan a Puma concolor para dicha provincia en base a tres ejemplares
cazados en 2004 en los departamentos del oeste, Parana y La Paz. En la
provincia de Buenos Aires, se ha registrado la presencia de puma para el area
correspondiente al extremo sudoeste de la misma (partidos de Villarino y
Patagones) (Canevari y Vaccaro, 2007; Hornocker y Negri, 2010; Laundré y
Hernandez, 2010). Por otra parte, De Lucca (2010) y De Lucca y Bollero
(2011), proporcionan evidencias sobre la presencia de poblaciones de Puma
concolor para el sudoeste (Sistema de Ventania) y para el noroeste y norte del
pastizal pampeano. Mas recientemente, Chimento y De Lucca (2014) han

registrado presencia de puma en casi toda la provincia.

En la Patagonia argentina, extremo sur de su distribucion, la persecucion
y caza del puma ha sido constante desde la introduccion 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;
Novaro et al., 2005; Walker y Novaro, 2010). Sin embargo, la disminucion de la
actividad ganadera favorecio el restablecimiento de este felino en la region
(Novaro y Walker, 2005; Walker y Novaro, 2010; Llanos et al., 2014). En los
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altimos 20 afios el conflicto histérico que los ganaderos mantienen con el puma
se ha intensificado y su categorizacion como especie ‘plaga’ o ‘dafina’ ha
tomado mayor difusion que en el pasado. Este felino es considerado uno de los
principales predadores de ganado, junto al zorro colorado (Lycalopex culpaeus)
(Bellati y Von Thungen, 1990; De Lucca, 2010; Travaini et al., 2000; Garcia et
al., 2010; Llanos et al., 2016). Actualmente, en la Patagonia argentina, el puma
se encuentra en un periodo de expansion (Aprile et al., 2012). Esto se atribuye,
en gran parte, al aumento de la disponibilidad de sus presas, tanto nativas
como exoéticas, y a la disminucion de la caza, producto del abandono de la
ganaderia ovina y el éxodo rural (Novaro y Walker, 2005; Walker y Novaro,

2010).

1.4 Estado de conservacion

Por su caracter de depredador tope de gran tamafio, es particularmente
sensible a la expansioén de la actividad humana (Forero-Medina et al., 2009). Si
bien es capaz de subsistir en ambientes modificados por el hombre, en lugares
de alta presion agricola-ganadera o industrial, ha sufrido retracciones en su
rango e incluso extinciones locales (Chimento y De Lucca, 2014). Las
principales amenazas que enfrenta el puma son la pérdida y fragmentacion de
habitat, disminucién de sus presas naturales y la caza furtiva (Crooks, 2002;
Parera, 2002; Canevari y Vaccaro, 2007). En cuanto a su estado de
conservacion, la IUCN (Unién Internacional para la Conservaciéon de la
Naturaleza) lo categoriza como de “Preocupacion Menor”, principalmente

debido a su amplia distribucién geogréfica (Nielsen et al., 2015).
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A nivel nacional, la Sociedad Argentina para el Estudio de los Mamiferos
(SAREM) considera a la especie como de “Preocupacién Menor”, pero
recomienda el monitoreo de algunas poblaciones que podrian estar en riesgo
por la persecucion directa y/o modificacion del hbitat (Ojeda et al., 2012). En
la mayoria de las provincias del pais, el puma carece de proteccion legal
explicita, aunque en algunas podria considerarse amparado por las distintas
Leyes Generales de Proteccion de Fauna (propias o que adhieren a la Ley
Nacional 22.421). Por otra parte, en muchas de estas provincias (La Pampa,
Jujuy, Catamarca, Formosa, Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz) se
permite la caza de control sobre la especie, asi como también la caza deportiva
(La Pampa, Salta, Catamarca, Santiago de Estero, Formosa, Chaco, Neuquén,
Rio Negro); en general sin los controles necesarios para asegurar su
sustentabilidad (Chebez y Nigro, 2010). A pesar de ello se observan
situaciones particulares a nivel regional, siendo su grado de amenaza no

debidamente evaluado hasta el presente.

Para fines de conservacion, los pumas a menudo han sido considerados
como una "especie paragua" para la proteccion de paisajes completos (Weber
y Rabinowitz, 1996) ya que, para muchos carnivoros grandes, su presencia
puede tener impactos sustanciales en la dinamica y la composicion de especies
que son predadas (Logan e Irwin, 1985; Turner et al., 1992) e incluso sobre
comunidades de plantas (Schmitz et al., 2000). En este sentido, el manejo del
puma también estaria directamente relacionado al de otras especies que
comparten su nicho ecoldgico (Logan y Sweanor, 2001), por ser predador de
las mismas (Turner et al., 1992; Wehausen, 1996; Hayes et al., 2000; Schaefer

et al.,, 2000) y en particular con el hombre, debido al conflicto generado
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principalmente por la depredacién del puma sobre el ganado (Beier, 1991;

Torres et al., 1996).

A medida que aumenta la superposicion humana sobre el habitat del
puma, se hace cada vez mas necesaria la identificacion y el mantenimiento de
corredores de dispersion para estos animales, con el fin de asegurar la

conectividad y la dinamica entre las poblaciones de puma (Elbroch et al., 2009).

Por lo tanto, para preservar las comunidades ecoldgicas en las que
habita el puma y para minimizar los conflictos con el hombre, es necesario
profundizar los conocimientos sobre la especie para de esta manera, tomar

medidas apropiadas de conservacion y manejo.

1.5 Estudios filogeogréaficos

El concepto de filogeografia fue introducido por primera vez por John
Avise y colaboradores en 1987, cuando pudieron asociar las ramas de algunos
arboles de genes intraespecificos con un patron geografico (Avise et al., 1987).
Los marcadores moleculares de ADN mitocondrial (ADNmt) han demostrado
ser eficaces para el célculo de indices de variabilidad genética y develar la
estructura genética de las poblaciones, asi como su historia evolutiva (Avise,

1998).

1.5.1 Genoma mitocondrial

El genoma mitocondrial consiste en material genético citoplasmatico
circular de ADN bicatenario, localizado en el interior de las mitocondrias. Es

haploide, tiene entre 15.000 y 17.000 pb de largo, y posee centenares de
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copias por célula (Meyer, 1993; Li y Gaur, 2000). Este genoma contiene un
pequefio nimero de genes, distribuidos en la cadena H (pesada) y la cadena L
(liviana), nombradas de esa manera debido a su diferente densidad cuando son

centrifugadas en gradiente de cloruro de cesio (CsCl).

Se encuentra compuesto por 37 genes funcionales, de los cuales 13 codifican
para polipéptidos involucrados en la cadena de fosforilacion oxidativa (Avise,
2000), mientras que el resto codifican para 22 moléculas de ARN de
transferencia (ARNt) y dos tipos de ARN ribosémicos (ARNr 12S y 16S) (Nufiez
Domingo, 2011). Posee un GUGnico fragmento no codificante de
aproximadamente 1000 pb llamado Region Control (RC), cuya funcion es

principalmente reguladora (Brown, 1985) (Figura 4).

1600(; P~17ooi)/o bp 2000 4000
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ND5S | e Gen codificador de proteinas (13)
% Genes ARNt (22)
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ND4/4L RNDI(S; COX3 ATP6/§( COX2D cox1
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Figura 4. Esquema del genoma mitocondrial, en el cual se visualizan los genes
codificantes y aquellos relacionados a los ARNt. En rojo se recuadran las regiones
génicas estudiadas en el presente trabajo (NADH deshidrogenasa subunidad 5, ND5 y

Regidn control, RC). Imagen modificada de Fonseca y colaboradores (2008).
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1.5.2 Marcadores de ADN mitocondrial para estudios filogeogréaficos.

El ADNmit, en particular la region control mitocondrial, ha sido
ampliamente utilizado en estudios filogeograficos, por acumular mutaciones a
una tasa mucho mayor que el ADN nuclear (Brown et al., 1979), a excepcion 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 es de herencia materna, por lo que se evitan las
“ambigliedades” producidas por la recombinacién que ocurre en los genes
nucleares durante la meiosis (Brown, 1985). Esta caracteristica lo hace
especialmente atil como herramienta molecular para estudios filogenéticos
(Castro, 2012) y para la determinacion de las relaciones de ancestralidad-
descendencia entre taxones (Stoneking et al., 1991; Avise, 1994; Jae-Heup et

al., 2001; Culver et al., 2008).

Segmentos de ADN mitocondrial como NADH deshidrogenasa
subunidad 5 (ND5), ATP sintasa subunidad 8 (ATP8) y Regién Control (RC),
han sido ampliamente utilizados en carnivoros y principalmente en felinos para
inferir las relaciones filogenéticas e historia evolutiva de diferentes especies,
asi como también patrones de variacion molecular intraespecificos (Culver et

al., 2000; Trigo et al., 2008; Chaves et al., 2012; Matte et al., 2013).

1.5.3 Estructura de la Region Control del ADN mitocondrial

Uno de los marcadores mas utilizados para abordar las relaciones
evolutivas entre taxones estrechamente relacionados es la Regiéon Control
mitocondrial, de evolucibn mas rapida que otras regiones del genoma

mitocondrial (Aquadro y Greenberg, 1983; Brown et al., 1993; Lopez et al.,
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1997). Aunque esta region ha sido secuenciada y descrita en numerosas
especies, los mecanismos de replicacion y transcripcién, su vinculo con la
arquitectura estructural y la dinamica evolutiva de la RC, siguen siendo poco
conocidos (Jae-Heup et al., 2001). La RC de la mayoria de las especies tiene
una regién conservada central (CCR) que esta rodeada por regiones mas
variadas ricas en A / T. En diferentes felinos, tales como los del género
Panthera (Jae-Heup et al., 2001) y Felis catus (LOopez et al., 1997) la
disposicion de RC del ADNmt fue similar reconociéndose dos segmentos
hipervariables (HVS-1 y HVS-2), una CCR y dos segmentos de secuencias

repetitivas (RS-2 y RS-3).

1.6 Problematica de estudio

La investigacidn que se propone a través de este proyecto abarca un
area vacante en relacion al conocimiento de la biodiversidad no solo a nivel de
especie, sino también de los procesos evolutivos que llevaron a la distribucion
de la variabilidad genética para el puma. El conocimiento de su distribucién
geografica actual, asi como de la variabilidad y la estructura genética de sus
poblaciones, constituyen un importante marco de partida para la toma de
decisiones en términos de manejo y/o control de la especie, tendientes a evitar
los conflictos con el hombre, la caza indiscriminada, y/o la translocacién sin
fundamento de animales. Con este objetivo, se usara un marcador molecular
previamente utilizado para este tipo de estudios en puma (ND5), y se propone
el desarrollo de un nuevo par de primers para Region Control, ya que en la

actualidad sélo se dispone de aquellos publicados por Culver y colaboradores
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(2008), los cuales permiten la amplificacion de un fragmento muy corto de
dicha regién. De esta manera esperamos obtener informacion poblacional y

filogenética valiosa para las poblaciones de pumas de la Patagonia argentina.

2. HIPOTESIS

e Hipotesis 1: Dada la amplia distribucion geografica de Puma concolor,
asi como la fragmentacion de su ambiente natural, las poblaciones de
pumas de la Patagonia argentina presentan una divergencia genética
significativa de otras poblaciones geograficamente distantes a lo largo
de su distribucién geogréfica completa.

e Hipotesis 2: Dadas las caracteristicas comportamentales observadas
para Puma concolor (gran capacidad de dispersion y amplios tamafios
de area de accidn), las poblaciones patagénicas de puma muestran baja

variacion genética a nivel regional.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

A través del presente trabajo se propone caracterizar e identificar
patrones de variabilidad genética en poblaciones de pumas de la Patagonia
argentina mediante el uso de marcadores moleculares mitocondriales.

3.2. Objetivos Especificos

1. Generar una base de datos de distribucién, asi como de datos (tejido y

ADN) para los pumas (Puma concolor) de la Patagonia.
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2. Caracterizar la variabilidad genética de las poblaciones patagonicas de
puma a través de los marcadores mitocondriales ND5 y regién control.

3. Establecer las relaciones filogenéticas entre sus poblaciones, y otras de
la misma especie a lo largo de su distribucion geografica.

4. Desarrollar un nuevo par de primers para la region control mitocondrial.

5. Caracterizar la estructura molecular para el fragmento de la region

control mitocondrial analizada.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencidn de muestras

El trabajo se desarroll6 a partir de muestras de tejido (piel y pelos) y de
fecas pertenecientes a distintas poblaciones de puma del centro y Sur de
Argentina, colectadas en las provincias de Neuquén (Collén Curd, n=18), Santa
Cruz (Puerto Deseado, n=10 y Corpen Aiken, n=5), Chubut (Telsen, n=1), Rio
Negro (Adolfo Alsina, n=1), Santa Fe (Constitucién, n=1) y Buenos Aires
(Villarino, n=3; Patagones, n=8) (Figura 5). Dichas muestras han sido
recuperadas de la caza legal e ilegal de pumas, a partir de los propios
cazadores, o cedidas por distintas entidades, tales como el Centro de Ecologia
Aplicada del Neuquén (CEAN), el Centro de Investigaciones Puerto Deseado
(UNPA) vy el Instituto de Ciencias Biolégicas y Biomédicas del Sur (INBIOSUR)
en Bahia Blanca. Para cada muestra se cuenta con informacion
georreferenciada de la provincia, departamento y localidad de colecta (Tabla 1).

Las muestras fueron depositadas en el banco de muestras del Centro de
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Bioinvestigaciones (CeBio, CIC/UNNOBA) y conservadas en alcohol 96° en
freezer (-20°C) para su posterior utilizacion.
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Figura 5. Localidades de muestreo (1-18) de Puma concolor incluidas en este estudio:

1. Ancatruz; 2. Estancia Campanario; 3. General Gelly; 4. Pedro Luro; 5. Juan A.
Pradere; 6. Teniente Origone; 7. Mayor Buratovich; 8-9. Villalonga; 10. Cardenal
Cagliero; 11. Stroeder; 12. Estancia Melipal; 13. Telsen; 14. Estancia El Porvenir; 15.
Puerto Deseado; 16. Estancia El Recuerdo; 17. Estancia El Aguila; 18. Estancia La

Suerte. Las provincias muestreadas se identifican en color verde.
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Tabla 1. En la tabla se indica para cada provincia muestreada, el departamento, localidad y

coordenadas geograficas de los sitios de colecta, asi como el nUmero de muestras colectadas

en cada sitio (N) y la identificacion de los mismos (ID) en el mapa.

Provincia Departamento Localidad N | Latitud Longitud ngpa
Santa Fé Constitucion General Gelly 1 | -33.599722 -60.59777000 1
Teniente Origone 1 |-38.979052 -62.42995407 2
Villarino Mayor Buratovich 1 | -39.329297 -62.28769655 3
Juan Pradere 1 |-39.765117 -62.17107597 4
. Pedro Luro 1 |-39.573699 -63.31194033 5
Buenos Aires
Villalonga 1 1 |-39.859533 -63.07295315 6
Patagones Villalonga 2 2 | -39.868801 -63.07206262 7
Cardenal Cagliero 1 -40.527496 -63.10209062 8
Stroeder 3 | -40.288579 -62.99736470 9
Estancia Campanario 13 | -40.050277 -70.07777780 10
Neuquén Collon Cura
Ancatruz 5 -40.341944 -70.10333333 11
Rio Negro Adolfo Alsina Estancia Melipal 1 | -40.421902 -63.76350000 12
Chubut Telsen Telsen 1 | -42.383333 -66.95000000 13
Estancia El Porvenir 1 -46.763475 -69.10313333 14
Puerto Deseado 6 |-47.751388 -65.90141670 15
Puerto Deseado
Santa Cruz Estancia El Recuerdo 1 | -47.840000 -66.97000000 16
Estancia El Aguila 2 | -48.030000 -67.24000000 17
Corpen Aiken Estancia La Suerte 5 | -50.070000 -68.97000000 18
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4.2 Actividades de Laboratorio

4.2.1 Extracciéon de ADN

Para la extraccién del ADN se utilizé el protocolo de extraccion con
CTAB (Doyle y Doyle, 1987). Las muestras de ADN fueron rotuladas y

almacenadas en un freezer a -20°C.

La eficiencia en la extraccion se verificoO utilizando la técnica de
electroforesis en gel de agarosa 1% (1 g de agarosa/ 100 ml de TBE) tefido
con bromuro de etidio, sometido a 100 volts durante 40 minutos, y finalmente
visualizado bajo luz ultravioleta. En cada calle del gel se sembraron 3 pl de
muestra junto a 3 pl de buffer de siembra DNA del-loading dye con el fin de

identificar el frente de corrida.

4.2.2 Obtenciéon y amplificacién de los fragmentos génicos mitocondriales

4.2.2.1 NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5)

Se realizé la amplificacion de un fragmento génico correspondiente al
gen de ND5 (aproximadamente 750 pb) utilizando el método de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), mediante los primers: Forward: ND5-DF1 (5-
TTGGTGCAACTCCAAATAAAAGT-3") y Reverse: ND5-DR1 (5°-

AGGAGTTGGGCCTTCTATGG-3") (Trigo et al., 2008).

El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 20 pl, conteniendo 10 pl
de ADN (entre 25 y 100 ng); 1,5 mM de MgCI2; 0,2 uM de cada uno de los

primers; 0,2 mM de dNTPs; buffer de reaccion 1X; 0,5U de Taq T-Plus DNA
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polimerasa (INBIO) y cantidad necesaria de agua estéril ultrapura para llevar a

volumen final.

Las condiciones de amplificacion cargadas al termociclador Gene Pro
Thermal Cycler (Bioer Technology CO., LTD) fueron las descritas por Tchaicka

y colaboradores (2007), comprendiendo las siguientes etapas 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;
- Extensioén a 74°C por 1,5 minutos.

e 30 ciclos de:
- Desnaturalizacién a 94°C durante 45 segundos;
- Annealing: 50°C por 30 segundos;
- Extension: 74°C por 1,5 minutos.

e Extension final: 74°C durante 5 minutos.

4.2.2.2 Regién Control

4.2.2.2.1 Disefio de primers para un fragmento de la Region Control

mitocondrial

Para el disefio de los primers se llevé a cabo un alineamiento multiple
mediante el programa BioEdit (Hall, 2004) utilizando una secuencia completa
del genoma mitocondrial de Puma concolor y secuencias de guepardo
(Acinonyx jubatus) y jaguar (Panthera onca); todas obtenidas del GenBank

(JN999997.1, AHO09755.2 y AF348641.1; respectivamente). Los resultados se
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visualizaron en el mismo programa en busqueda de regiones conservadas. Por
altimo, se utilizaron estas regiones para disefiar los primers correspondientes
que se pusieron a prueba con el programa  Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi).  Finalmente
se disefié de novo el primer forward (PCRC.F) y se utiliz6 como reverse el

primer DLUP4, descripto por Culver y colaboradores (2008).

4.2.2.2.2 Condiciones de Amplificacion

A partr del primer forward disefado, PCRC.F (5-
CCAATACCAGAAACCAACC-3), y el reverse tomado de Culver vy
colaboradores (2008), DLUP4 (5-CCTGAAGTAAGAACCAGATG-3), se
amplific6 un fragmento de aproximadamente 738 pb correspondiente a la

Regién Control mitocondrial.

El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 20 pl, conteniendo 10 pl
de ADN (entre 25 y 100 ng); 1,5 mM de MgCI2; 0,2 yM de cada uno de los
primers; 0,2 mM de dNTPs; buffer de reaccion 1X; 0,5U de Taq T-Plus DNA
polimerasa (INBIO) y cantidad necesaria de agua estéril ultrapura para llevar a

volumen final.

Las condiciones de amplificacion cargadas al termociclador Gene Pro
Thermal Cycler (Bioer Technology CO., LTD) para la amplificacion del

fragmento de interés, comprendid las siguientes etapas de reaccion:

e Desnaturalizacion inicial: 94°C por 2 minutos,
e 30 ciclos de:
- Desnaturalizacion a 94°C durante 45 segundos;

- Annealing: 62°C por 45 segundos;

24



- Extension a 74°C por 1,5 minutos.

e Extension final: 74°C durante 10 minutos.

4.2.3 Verificacion de la eficiencia de la amplificacion

El resultado de la amplificacion se visualizd por electroforesis utilizando
un gel de agarosa al 1% m/v teilido con bromuro de etidio y observado bajo luz
ultravioleta. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb de precision
(Productos Bio-Logicos) para inferir el tamafio de los fragmentos amplificados.
La concentracion de ADN en cada caso se determind a través del programa

ImageJ (Abramoff et al., 2004).

Los productos de PCR con concentraciones menores a 25 ng fueron
amplificados nuevamente con el fin de obtener la concentracion minima

requerida para su posterior secuenciacion.

4.2.4 Secuenciacion de los fragmentos amplificados

Los productos amplificados fueron purificados a través de métodos
enzimaticos, utilizando 10U de Exonucleasa | (Thermo Scientific) y 1U de
FastAP Fosfatasa alcalina termosensible (Thermo Scientific). Las muestras se
incubaron con las enzimas a 37°C durante 15 minutos y luego a 85°C por otros
15 minutos para detener la reaccion enzimatica. Para este procedimiento se

utilizo el termociclador Gene Pro Thermal Cycler (Bioer Technology CO., LTD).
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Una vez purificados, los amplificones fueron secuenciados por la
Empresa MACROGEN (Corea) a través del secuenciador automético ABI Prism

3100 (Applied Biosystem).

4.3 Andlisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas y corregidas usando el
programa BioEdit (Hall, 2004). Para cada set de secuencias (ND5 y RC) se
realiz6 un alineamiento multiple junto a otras secuencias homélogas de Puma
concolor obtenidas del GenBank (Tabla 2 y 3), a través del algoritmo ClustalX

del programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013).

4.3.1 NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5)

Para los andlisis a partir de este marcador se utilizé el set completo de
secuencias obtenidas en este estudio (n=47), junto con secuencias tomadas de
la base de datos GenBank (n=28), pertenecientes al mismo fragmento del gen
mitocondrial ND5 de Puma concolor. Las mismas pertenecen al grupo de 28
haplotipos obtenidos por Matte y colaboradores (2013) para todo el continente
americano incluyendo la regién central y Sur de Argentina. Como outgroup se
utilizaron secuencias pertenecientes al jaguar (Panthera onca), al gato

doméstico (Felis catus) y al yaguarundi (Puma yagouaroundi) (Tabla 2).
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Tabla 2. Lista de las secuencias para el fragmento de ND5 tomadas de GenBank para

Puma concolor, Felis catus, Panthera onca y Puma yagouaroundi. Se pueden observar

los nimeros de acceso a la base de datos Genbank (ID Genbank) y la referencia

correspondiente a cada entrada.

Especie ID Genbank Haplotipo Fuente
KF460496.1 HapO1
KF460497.1 Hap02
KF460498.1 Hap03
KF460499.1 Hap04
KF460500.1 Hap05
KF460501.1 Hap06
KF460502.1 Hap07
KF460503.1 Hap08
KF460504.1 Hap09
KF460505.1 Hap10
KF460506.1 Hapll
KF460507.1 Hapl2
KF460508.1 Hapl3
Puma concolor KF4060509.1 Hapls Matte et al., 2013
KF460510.1 Hapl5
KF460511.1 Hapl6
KF460512.1 Hapl7
KF460513.1 Hapl8
KF460514.1 Hapl9
KF460515.1 Hap20
KF460516.1 Hap21
KF460517.1 Hap22
KF460518.1 Hap23
KF460519.1 Hap24
KF460520.1 Hap25
KF460521.1 Hap26
KF460522.1 Hap27
KF460523.1 Hap28
Puma yagouaroundi AY463959.1 Lietal., 2015
Felis catus KP279619.1 Koch et al., 2015
Panthera onca NC_022842.1 Caragiulo et al., 2014
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A partir de estas secuencias se generaron arboles filogenéticos a través
del método del vecino méas cercano (NJ) y méaxima verosimilitud (ML),
empleando las opciones recomendadas por el programa MEGAG, y el modelo
evolutivo de Tamura Nei (Tamura et al., 2013). La determinacion de los limites
de confianza para la monofilia de cada nodo, se realiz6 a través de un andlisis
de bootstrap (Felsenstein, 1985) con 1000 réplicas. Se generd un tercer arbol
filogenético utilizando el método de inferencia bayesiana con el programa
BEAST 1.8.1 (Drummond y Rambaut, 2007), a partir de un arbol de
especiacion Yule y un reloj molecular relajado (uncorrelated lognormal) con una
tasa de mutacion para el segmento (ND5) analizado de 2,054% por millén de
afos (Matte et al., 2013). La busqueda se realiz6 con el modelo HKY+G,
inferido para 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 3.000 arboles (el 10%)
fueron descartados y los restantes se utilizaron para visualizar el arbol en

FigTree 1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

La variabilidad genética fue estimada a través de dos indices: el nimero
de sitios polimorficos, y el numero de haplotipos utilizando el programa

DNASPS5 (Librado y Rozas, 2009).

Las relaciones haplotipicas fueron obtenidas mediante el algoritmo
Median Joining (Bandelt et al., 1999) a través del programa Network 4.6.1.2.

(www.fluxus-engineering.com).
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4.3.2 Region Control

4.3.2.1 Estructura del fragmento de Region Control

Se analizaron 10 muestras provenientes de Neuquén, n=2; Santa Cruz,
n=4; Chubut, n=1 y Buenos Aires, n=3; para hacer la caracterizacion de un
fragmento de aproximadamente 620 pb de la regiéon control mitocondrial
teniendo en cuenta los sitios variables y las zonas repetitivas para dicho

fragmento génico.

4.3.2.2 Variabilidad Genética y Distribucion Haplotipica

Para el mismo set de muestras de RC (n=10) se analiz6é un fragmento
homologo de aproximadamente 130pb. En el analisis se incluyeron ademas 3
secuencias de Genbank correspondientes a los 3 haplotipos registrados para el
mismo fragmento del genoma mitocondrial (Haplotipos A, B y C), y secuencias
de Acinonyx jubatus y Panthera onca como grupo externo (Tabla 3).

Tabla 3. Lista de las secuencias para el fragmento de Regién Control (130 pb)
tomadas de GenBank para Puma concolor, Acinonyx jubatus y Panthera onca. Se

pueden observar los nimeros de acceso a la base de datos Genbank (ID Genbank) y

la referencia correspondiente a cada entrada.

Especie ID Genbank | Variantes Haplotipicas Fuente

EU258953.1 Haplotipo A Culver et al., 2008
Puma concolor EU258954.1 Haplotipo B

EU258955.1 Haplotipo C
Acinonyx jubatus | AH0O09755.2 Eizirik et al., 2001
Panthera onca AF348641.1 Freeman et al., 2001

La variabilidad genética fue estimada a través de dos indices: el nimero
de sitios polimérficos, y el numero de haplotipos utilizando el programa

DNASPS5 (Librado y Rozas, 2009).
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La distribucion geogréfica y frecuencia de los haplotipos fueron obtenidas
mediante el algoritmo Median Joining (Bandelt et al., 1999) a través del

programa Network 4.6.1.2. (www.fluxus-engineering.com).

5. RESULTADOS
5.1 Procesamiento de las Muestras

A pesar del mal estado de conservacion en el que se encontraba gran
parte de las muestras de tejido, la extraccion de ADN fue muy efectiva,

pudiéndose usar la totalidad de las muestras.

5.2 Andlisis de los Datos
5.2.1 NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5)

Para las 47 muestras pertenecientes a las poblaciones de puma del
centro y Sur de Argentina analizadas se obtuvieron 5 sitios polimorficos y 3
haplotipos distintitos, de los cuales 2 fueron registrados previamente en el
trabajo de Matte y colaboradores (2013), obteniéndose un haplotipo no
registrado hasta el momento. Cuando se incluyeron los 28 haplotipos
depositados en el GenBank a los analisis de variabilidad, se observé un total de
34 sitios variables y 29 haplotipos diferentes (Tabla 4).

Tabla 4. Sitios variables observados para los 29 haplotipos obtenidos para el
fragmento (623 pb) del gen ND5 en muestras de P. concolor (n=47) Los cédigos de los
grupos geograficos son: NA + NCA: Norteamérica + Norte de Centroamérica; 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; PROPIAS: las obtenidas para este estudio. Se indica en
recuadro rojo los 3 haplotipos (ND_1, ND_2 y ND_3) que contienen muestras

provenientes de este trabajo. El asterisco hace referencia al haplotipo no publicado

hasta el momento.
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5.2.1.1 Andlisis filogenético

Los &rboles obtenidos a partir de las metodologias de maxima
verosimilitud (ML), método del vecino mas cercano (NJ) e inferencia bayesiana,
para el fragmento de 623pb del gen ND5, fueron congruentes entre si, por lo
tanto, se presenta Unicamente la filogenia obtenida a partir de inferencia

bayesiana (Figura 6).

ND_9
ND_4
ND_7
0.99 ND_6
ND_5
— Puma yagouaroundi

0.93

L. Felis catus

Panthera onca

0.09
Figura 6. Arbol filogenético obtenido mediante el analisis de inferencia bayesiana a
partir de los haplotipos obtenidos para el gen ND5 correspondientes a los individuos
muestreados en Neuquén, Santa Fe, Santa Cruz, Chubut, Rio Negro y Buenos Aires,
los 28 haplotipos de P. concolor del trabajo de Matte y colaboradores (2013) y los

outgroups (Puma yagouaroundi, Panthera onca y Felis catus). Los nimeros en los
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nodos indican la probabilidad posterior (se muestran solo valores mayores a 0,5). En
azul se indica 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 rojo los
haplotipos ND_1, ND 2 y ND_3 obtenidos para nuestro set de secuencias. La
identificacion de los haplotipos y sus nimeros de acceso al GenBank se encuentran

en la Tabla 2.

Las secuencias analizadas para el set completo de muestras convergen
en tres haplotipos (ND_1, ND_2 y ND_3), los cuales se agrupan en el clado

correspondiente a América del Sur.

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 el maximo valor de probabilidad posterior (1). América
Central presenta haplotipos filogenéticamente emparentados tanto con América
del Norte (ND_9) como con América del Sur (ND_8). Por otra parte, no se

verifica una estructuracién por regiones dentro del clado sur.

En nuestra reconstruccion filogenética se observa a Puma yagouaroundi
y Felis catus como especies mas cercanas a Puma concolor (con un valor de

probabilidad posterior de 0,93).

5.2.1.2 Distribucidn geografica de los haplotipos

La totalidad de las muestras analizadas en este trabajo corresponden a
tres haplotipos, de los cuales dos (ND_1 y ND_2) ya han sido reportados
previamente para el centro y sur de la Argentina (Matte et al., 2013) y uno no

habia sido registrado hasta el momento (ND_3) (Figura 7).
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Para la provincia de Santa Cruz se encontrd un unico haplotipo (ND_1)
registrado como el de mayor frecuencia para el sur de la Patagonia. En la
provincia de Chubut encontramos este mismo haplotipo (ND_1) distinto al
descripto por Matte y colaboradores (2013) para esa provincia (ND_2). En
Neuquén se encontré un unico haplotipo (ND_1) ya descripto por Tintorelli
(2017). En Rio Negro se encontré el haplotipo ND_2. En Buenos Aires se
encontraron dos haplotipos ND_1 y ND_2. En Santa Fe se encontr6 un
haplotipo (ND_3) que, como ya se menciond, se describe por primera vez en el

presente trabajo.

Uruguay
A -?_ ra ‘eiaﬁﬁb
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Figura 7. Distribucién geografica de los haplotipos para las secuencias del fragmento
del gen ND5 (623 pb) de los individuos de Neuquén, Santa Cruz, Santa Fe, Buenos
Aires, Chubut y Rio Negro y las pertenecientes al sur de América del trabajo de Matte
y colaboradores (2013). El diametro de los circulos es proporcional a la frecuencia de
cada haplotipo. Las localidades estudiadas en este trabajo se identifican con nimeros
romanos: |: Santa Fe; Il: Buenos Aires; Ill: Rio Negro; IV: Neuquén; V: Chubut; VI y VII:
Santa Cruz. Los rios mas importantes se identifican con nimeros arabigos: 1: Rio
Salado; 2: Rio Parana; 3: Rio Uruguay; 4: Rio Desaguadero; 5: Rio Colorado; 6: Rio
Negro; 7: Rio Chubut; 8: Rio Deseado; 9: Rio Chico.

5.2.1.3 Relaciones haplotipicas

Las relaciones haplotipicas para el set completo de haplotipos de ND5,

se muestran en la Figura 8.

De los 29 haplotipos obtenidos para el fragmento de 623pb del gen ND5
estudiado, 23 se encuentran en América del Sur (ND_1 al ND_3 y ND_10 al

ND_29), siendo el ND_22 compartido con América Central.

El haplotipo ND_28 es el central de la red y el mas representativo del
centro-Norte-Este de América del Sur. Este se conecta con el ND_9 por medio
de 4 mutaciones, que es el mas representativo de América Central y América
del Norte. ND_9 se conecta con ND_4, ND_5, ND 6 y ND_7 a través de una
Gnica mutacién puntual. El haplotipo ND_8 a pesar de encontrarse en América
Central y del Norte (Panamd, Costa Rica y peninsula de Florida) difiere en 8
pasos mutacionales del ND_9 y en solo 4 pasos del haplotipo sudamericano

mas frecuente ND_28.

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

35



y sur de Brasil, es donde se encontré el mayor numero de haplotipos (n=18).
Un caso especial lo constituye el haplotipo ND_27, muestreado en el centro-sur
de Brasil, y que se encuentra a 5 pasos mutacionales de su haplotipo mas
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 8. Relaciones haplotipicas obtenidas para las secuencias del fragmento del gen
ND5 (623 pb) de los individuos de Neuquén, Santa Cruz, Santa Fe, Bueno Aires,
Chubut y Rio Negro y las pertenecientes al trabajo de Matte y colaboradores (2013). El
diametro de los circulos refleja la frecuencia de cada haplotipo La longitud de las
lineas de unién es proporcional al nUmero de mutaciones existentes entre cada

haplotipo.
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5.2.2 Region Control (RC)
5.2.2.1 Estructura de Region Control mitocondrial

Los resultados de la amplificacién con los primers (PCRC.F y DLUP4)
fueron visualizados en un gel de agarosa, evidenciandose la presencia de dos

bandas, dos productos obtenidos (Figura 9).

_w»Doble banda

Figura 9. Imagen de la electroforesis en gel de agarosa al 1% m/v tefiido con bromuro
de etidio y observado bajo luz ultravioleta. En el recuadro naranja se muestra el
marcador de peso molecular (MP) y en verde se identifica la presencia de una banda

extra como producto de la amplificacion del fragmento de interés.

A partir del alineamiento de las 10 secuencias de Region Control
(aproximadamente 620 pb) obtenidas se pudo observar la existencia de dos
regiones bien diferenciadas. La primera corresponde a una region de
secuencias repetitivas (SR) de 80 pb (Figura 10A) y la segunda a un segmento
conservado (SC) (Figura 10B). El numero de repeticiones del segmento de

80pb varid entre los individuos analizados.
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Figura 10. A. Region del alineamiento de secuencias para RC donde se puede

observar el segmento repetitivo (SR) de 80 pb (recuadro rojo). B. Esquema de la

estructura de la porcion 5° de Region control mitocondrial para Puma concolor. El
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rectangulo celeste representa la regiobn con el segmento conservado (SC) y el

rectangulo rojo representa la porcion con el segmento repetitivo (SR).
5.2.2.2 Variabilidad Genética

El alineamiento multiple para el fragmento de Regién Control (620pb) de
las muestras de Neuquén (n=2); Santa Cruz (n=4); Chubut (n=1) y Buenos
Aires (n=3) no pudo ser analizado ya que no se pudieron establecer regiones
de homologia entre los fragmentos comparados debido a la presencia de
diferente nimero de repeticiones entre ellos. Por este motivo el analisis de la
variabilidad genética fue realizado para un fragmento de 130pb,
correspondiente a una region de homologia entre las secuencias y utilizado en

estudios anteriores (Culver et al., 2008).

Para las 10 muestras analizadas se observaron tres sitios polimorficos
gue dieron como resultado 2 haplotipos no registrados previamente. Cuando se
alinearon junto a los 3 haplotipos obtenidos del GenBank, (Tabla 3) se

observaron ocho sitios variables (Tabla 5).

Tabla 5. Sitios variables observados para el fragmento (130 pb) de Regién Control
obtenido para nuestro conjunto de muestras de P. concolor (n=10; 2 haplotipos) y los 3
haplotipos reportados por Culver y colaboradores (2008). Los cédigos de los grupos
geograficos son: ARI(EEUU): Arizona, Estados Unidos; NY(EEUU): Nueva York,
Estados Unidos; FLO(EEUU): Florida, Estados Unidos; PAT(ARG): Patagonia,
Argentina; BA(ARG): Buenos Aires, Argentina. Se indica en azul los haplotipos (RC_1
y RC_2) observados para nuestras muestras, los cuales no habian sido reportados

hasta el momento.

Haplitipos Sitios Variables Haplotipo x Region ID Culver
004* 008* 016* 026* 050* 051* 090* 094* N ARI(EEUU) NY(EEUU) FLO(EEUU) PAT(ARG) BA(ARG)
RC_1 T T G C G T T c 8 0 0 0 7 1
RC 2 C C A . . . 2 0 0 0 0 2
RC_3 C C . T A . C 1 0 (] 1 0 0 Hap_A
RC_4 C C . T A C C o1 4 0 0 0 0 Hap_C
RC_5 [ T A . c T 1 0 1 0 0 0 Hap B
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5.2.2.3 Distribucion geografica de los haplotipos
Las muestras analizadas en este trabajo (n=10) corresponden a dos
haplotipos (RC_1 y RC_2) los cuales no habian sido registrados hasta el

momento (Figura 11).

Para las provincias de Santa Cruz, Neuquén y Chubut se observo un
anico haplotipo (RC_1), mientras que en Buenos Aires se encontraron dos

haplotipos RC_1y RC_2.
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Figura 11. Distribucién geogréfica de los haplotipos para las secuencias del fragmento
de RC (130 pb) de los individuos de Neuguén, Santa Cruz, Bueno Aires y Chubut con
sus respectivas ubicaciones en el mapa. El didametro de los circulos refleja la
frecuencia de cada haplotipo. Los haplotipos por provincia se identifican con nimeros
Romanos: I: Buenos Aires; Il: Neuquén; lll: Chubut; IV y V: Santa Cruz. Los Rios mas
importantes se identifican con nimero ardbigos a: 1: Rio Salado; 2: Rio Parang; 3: Rio
Uruguay; 4: Rio Desaguadero; 5: Rio Colorado; 6: Rio Negro; 7: Rio Limay 8: Rio
Chubut; 9: Rio Deseado; 10: Rio Chico.

6. DISCUSION

Estos resultados nos permitieron ampliar el conocimiento en relacién a
los estudios realizados por Tintorelli (2017) acerca de la variabilidad genética
en distintas poblaciones del puma en la Patagonia argentina, ademas de
evaluar la estructura de un segmento de Regién Control mitocondrial ya

estudiado en otros felinos (Lopez et al., 199; Jae-Heup et al., 2001).

El analisis filogenético realizado a partir de los haplotipos encontrados
en nuestro trabajo y los 28 descriptos por Matte y colaboradores (2013) para el
gen ND5 de Puma concolor agrupé con altos valores de probabilidad posterior
a los haplotipos de América del Norte y la mayoria de América Central en un
clado separado de los de América del Sur (Figura 6). Sin embargo, la
estructuraciéon dentro de Sudamérica no pudo sustentarse con valores
aceptables, presentando inconsistencia en las relaciones jerarquicas entre los

haplotipos tal como se muestran en la red haplotipica (Figura 8).

Estos resultados apoyan ambas hipétesis propuestas: las poblaciones

de pumas de la Patagonia presentan divergencia genética respecto de otras
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poblaciones geograficamente distantes como son las de Norteamérica y

Ameérica Central, pero no a nivel regional.

De los tres haplotipos obtenidos para el gen ND5 (Tabla 4; Figura 7), el
mas frecuente fue el ND_1, en concordancia con el haplotipo mas frecuente
descripto por Matte y colaboradores (2013) para la region pampeana. El mismo
coincide con el Unico haplotipo encontrado para el sur de Chile (Vicufa,
Cordilheiras Santiago, Conaripe, Villarica, Punta Arenas y Angol) por lo que
podemos inferir que la cordillera no seria una barrera al flujo génico (Matte et
al., 2013). Una evidencia de esto ultimo, es aportada por Elbroch y
colaboradores (2009), quienes capturaron y marcaron con radio-collar un
individuo en la estancia Chacabuco (Chile), el cual es encontrado muerto cerca

de Tuco Tuco (Santa Cruz, Argentina), por un ganadero de ovejas.

Tanto para la provincia de Chubut como en el sur de Buenos Aires se
registran dos haplotipos, ND_1 y ND_2 y en la provincia de Rio Negro se
encontré solo el haplotipo ND_2 (Figura 7). Este conjunto de datos nos
indicaria que el Rio Colorado no seria una barrera al flujo génico. Matte y
colaboradores (2013) pusieron a prueba la eficacia de los rios Amazonas y
Parana como barreras al flujo génico, tal como fue propuesto previamente por
Culver y colaboradores (2000). Sus resultados apoyan un papel importante del
rio Amazonas en la diferenciacion genética de las poblaciones en ambas
margenes del mismo, y uno no tan importante (pero significativo) del rio
Parand. Esta discrepancia puede ser causa de la diferencia de caudal que tiene

el Rio Amazonas y Parand en relacion al Rio Colorado.
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A partir de los distintos puntos donde se encontrd el haplotipo ND_2 se
podria decir que se ubica en una continuidad de ambientes que se conoce
como el cordon arido conformado por las ecorregiones Gran Chaco, Monte y

parte de la Estepa patagonica (Figura 7).

En la localidad de General Gelly, limite entre las provincias de Santa Fe
y Buenos Aires se encontré un haplotipo no descripto hasta el presente. Por
medio del contacto con pobladores pudimos averiguar que en los 90" se
introdujeron algunos ejemplares de puma en una estancia en la localidad de
Mariano Benitez, que pertenece a la provincia de Buenos Aires y limita con
General Gelly. Debido a esto y a que no contamos hasta el momento con
individuos del norte del territorio argentino no podemos confirmar que este
individuo provenga de la poblacién introducida en la zona o de ejemplares
provenientes del norte de Santa Fe, donde hay registros frecuentes de esta
especie (Pautasso, 2008). No se debe descartar la posibilidad que esta
poblacién esté relacionada con la reciente expansiéon del puma en la ecorregion
pampeana. Esta colonizacion podria haber ocurrido desde el sur a partir del
Sistema de Ventania donde ya se demostré la existencia de una poblacion
reproductiva de la especie (De Lucca, 2010), utilizando como medio de
dispersion distintos cursos de agua (rios, arroyos) (Dickson y Beier, 2007;
LaRue y Nielsen, 2008; Thomposn y Jenkins, 2010). Otra posibilidad es que
provengan de la poblacion que se encuentra en la regidn conocida como
Lagunas del Sur y Bafiados del Saladillo, provincia de Cérdoba (noroeste de la
ecorregion) (Chimento y De Lucca, 2014). Segun nuestros resultados es mas
probable que este nuevo haplotipo derive de poblaciones del norte (Cérdoba),

luego de un proceso de migracién ya que, encontramos que este haplotipo
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(ND_3), se encuentra a 5 pasos mutacionales de las poblaciones de la
Patagonia (ND_1) y solo a una mutacion puntual de diferencia con las

poblaciones de Cérdoba (ND_2) (Matte et al., 2013).

Por esta razén es de suma importancia intensificar el muestreo en la
zona para poder dilucidar de donde proviene este individuo, estimar la
frecuencia de este haplotipo en la poblacién y comenzar a dilucidar como se es
la dinamica de recolonizacién del centro y noroeste de la provincia de Buenos

Aires.

Con respecto a los haplotipos de Region Control, las provincias de
Neuquén, Chubut y Santa Cruz comparten el mismo Haplotipo (RC_1). En
Buenos Aires encontramos dos haplotipos, RC 1 y RC_2 (Figura 11). Se
encontré una concordancia entre los marcadores, ya que los individuos que
tienen el haplotipo RC_1 son los mismos que tienen el haplotipo ND_1 vy los

que tienen el haplotipo RC_2 coinciden con los que tienen el haplotipo ND_2.

Esta similitud entre los marcadores que podemos observar en la
provincia de Bueno Aires y el hecho de que hay un gran nimero de mutaciones
entre los haplotipos (4 mutaciones puntuales entre ND_1 y ND_2; 3 mutaciones
entre RC_1 y RC_2) nos podria estar indicando que el sur de Buenos Aires
esta siendo recolonizado, por un lado por individuos desde sur de la Patagonia
0 desde La Pampa (haplotipo ND_1) y o por individuos de Cordoba (haplotipo
ND_2). Segun encuestas y entrevistas a los pobladores realizadas por De
Luccas (2010), se supo que en la década del 1970 el Sistema de Ventania
habria sido recolonizado a partir de pumas procedentes del distrito del Caldén

en la provincia de La Pampa, los cuales habrian escapado de los grandes
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incendios que tuvieron lugar en la provincia en 1973 (Medina, 2007). Esta
repoblacion fue facilitada por la abrupta caida de la produccion ovina de esa
época, lo que habria conllevado a un bajo conflicto entre el hombre y el animal
(De Luccas, 2010). Por otro lado, Chimento y De Luccas (2014) evidencian

migracion desde el sur de la provincia de Cérdoba.

Algo muy interesante a analizar a futuro es como el puma se esti
adaptando a los agroecosistemas ya que, por un lado, hay estudios que
demuestran que los factores antrépicos parecen afectar fuertemente el uso del
hébitat y los patrones de actividad del puma (Guerisoli et al., 2019). Por otro
lado, existe evidencia de la presencia de esta especie en paisajes modificados
por la actividad agricola: De Lucca y Bollero (2011) indican la presencia de
hembras reproduciéndose en campos de cultivos al sur de Santa Fe y
contamos con registros fotograficos que muestran a un ejemplar descansando
en un cultivo de maiz en la localidad de Rafael Obligado, provincia de Buenos

Aires (Figura S1, Anexo).

La estructura de la Region Control mitocondrial fue similar a las
encontradas en leones, leopardos, jaguares, tigres y leopardos de las nieves
(Jae-Heup et al., 2001) y a la descritas en el gato doméstico (Lépez et al.,
1997). Reconocimos varios segmentos descritos anteriormente, como una

region con repeticiones de un segmento de 80 pb y una regidn conservada.

Tanto lo observado en el gel de agarosa (Figura 9), como las diferencias
en el nimero de repeticiones observadas en las secuencias de los distintos
individuos puede significar la presencia de heretoplasmia de longitud de la

Region Control mitocondrial tanto dentro como entre los individuos, ya
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mencionadas en otros felinos (Figura 10) (Lépez et al., 1997; Jae-Heup et al.,
2001). Por esta razon no se pudieron establecer regiones de homologia entre
los fragmentos comparados y como consecuencia, no fue posible utilizar el
fragmento completo para realizar el estudio de variabilidad genética. Por esto
se utilizé soélo el segmento conservado (SC). Esta heteroplasmia puede ocurrir
por un derrape de la polimerasa en regiones repetitivas que puede resultar en
un aumento o disminucion en el numero de repeticiones (Hauswirth et al.,
1984), por desalineaciones replicativas que resultan en la eliminacién de
alguna de estas repeticiones (Efstratiadis et al., 1980) o por un modelo que
implica un equilibrio competitivo entre la cadena pesada (H) y la cadena liviana
(L) (Buroker et al., 1990). La sintesis de la cadena D-loop, desplaza la cadena
H (cadena pesada) de la cadena L (cadena ligera) (Clayton, 1982). La cadena
D-loop se extiende desde CSB (consensus sequence blocks) hasta un punto
corriente abajo de la secuencia TAS. Este modelo sugiere que la desalineacion
frecuente en la regién de repeticion antes de la elongacion se debe a la
presencia de mdultiples secuencias TAS (terminal associated sequences),
facilitada por una estructura secundaria estable en la cadena desplazada,

puede ser la causante de la heteroplasmia observada.

Aunque el presente estudio nos permite acercarnos un poco mas a
entender la situacion del puma, tanto en lo referente a su distribucion, su
dindmica poblacional y al conflicto que genera en determinadas comunidades
rurales donde es considerado una especie problema, se requiere un analisis
mas exhaustivo sobre un mayor nimero de individuos, y marcadores genéticos
mas variables (por ejemplo loci de microsatélites o chip de SNPs) a partir de los

cuales poder realizar inferencias de la dinamica poblacional mas robustas para
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entender si estas poblaciones forman una metapoblacién o se comportan como

subpoblaciones (Sweanor et al., 2000; Ernest et al., 2002).

Esta informacién se considera prioritaria para la elaboracion de un plan
de manejo adecuado que permita garantizar tanto la preservacion como el
mantenimiento de la diversidad de la especie, asi como también poder

encontrar una solucion viable al conflicto con los productores de animales.

7. CONCLUSIONES
Hasta el presente contamos con una base de datos (Tejidos o heces y
ADN) de mas de 100 muestras provenientes del centro y sur de la Patagonia,

pero solo se utilizaron 46 de ellas para este trabajo.

Para el gen mitocondrial ND5 se destaca la presencia de un haplotipo
gue no fue registrado hasta el momento. A partir de este resultado resulta de
sumo interés conocer la frecuencia real del mismo en la region y su presencia
en otras regiones del pais. Por lo que se prevé el aumento de muestras en la

Zona.

Dada la amplia distribucién del género Puma asi como los diferentes
procesos evolutivos que habrian actuado a través de la historia evolutiva de la
especie, fue observada una clara diferenciacion entre los clados norte y sur del
continente americano. Si bien los resultados a nivel continental muestran una
acentuada divergencia entre las poblaciones de la Patagonia y las del Centro y
Norte de Ameérica, esto no fue observado en relacion a los linajes de
Sudamérica, lo que concuerda con nuestras hipotesis de trabajo. De todas

maneras, esta baja divergencia entre los linajes sudamericanos puede deberse
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al marcador molecular utilizado (ND5), el cual dado su moderado nivel de

variacion presenta limitantes para estudios de cufio poblacional.

Para el fragmento de Regién Control fue posible disefiar un nuevo par de
primers. Los mismos nos permitieron dilucidar parte de su estructura,
observandose un segmento con repeticiones (SR) y un Segmento Conservado
(SC). Este ultimo nos permitio analizar las relaciones haplotipicas obteniendo

resultados congruentes con los de ND5.

Por dltimo, este trabajo sienta las bases para futuros estudios
taxonomicos y filogenéticos incluyendo nuevas poblaciones de puma de la
Argentina y marcadores mas variables, con el fin de poder complementar los
datos obtenidos y dilucidar la variabilidad y la estructura genética de las
poblaciones. Y de esta manera tener las herramientas para la toma de

decisiones en términos de manejo y/o control de la especie.
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9. RESUMEN

El puma (Puma concolor, Linnaeus 1771) es un predador generalista,
considerado dentro de los grandes felinos y es uno de los mamiferos nativos
con la mayor distribucion geogréfica en toda América, desde el norte de
Canada hasta el sur de Chile y Argentina (Estrecho de Magallanes), abarcando

una amplia variedad de habitats.

En la actualidad el puma enfrenta dos amenazas principales: el conflicto
con los criadores de animales domésticos y la fragmentacion y pérdida del
habitat natural. Por otra parte, existe un desconocimiento respecto a diferentes
aspectos de la genética y taxonomia de la especie. Por estas razones, y
aunque la UICN lo cataloga como “Preocupacion Menor” debido a su amplia
distribucion geogréfica, existen situaciones particulares a nivel regional, siendo
su grado de amenaza no debidamente evaluado hasta el presente, lo que

conlleva un desafio para su conservacion.
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A través del presente trabajo se propone caracterizar e identificar
patrones de variabilidad genética en poblaciones de pumas de la Patagonia
argentina mediante el uso de marcadores moleculares mitocondriales (ND5 y

Regién Control).

Para el fragmento ND5 (623 pb) se analizaron 47 muestras
pertenecientes a las poblaciones de puma del centro y Sur de Argentina. Se
obtuvieron 5 sitios polimérficos y 3 haplotipos distintitos, de los cuales 2 fueron

registrados, obteniéndose un Haplotipo no registrado hasta el momento.

A partir del alineamiento de las 10 secuencias de Region Control
(aproximadamente 620 pb) obtenidas se pudo observar la existencia de dos
regiones bien diferenciadas. La primera corresponde a una region de
secuencias repetitivas (SR) de 80 pb y la segunda a un segmento conservado
(SC). El nimero de repeticiones del segmento de 80 pb vario entre los

individuos analizados.

Para analizar la variabilidad haplotipica de Region Control se utilizé
secuencias de 130 pb del fragmento total que pertenece a una regién
conservada. Para las 10 muestras analizadas se observaron tres sitios
polimérficos que dieron como resultado 2 haplotipos no registrados

previamente.

Los arboles obtenidos a partir de las metodologias de méaxima
verosimilitud (ML), método del vecino mas cercano (NJ) e inferencia bayesiana,
para el fragmento de 623pb del gen ND5, fueron congruentes entre si y con el

analisis de relaciones haplotipicas. Las secuencias analizadas para el set
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completo de muestras convergen en tres haplotipos (ND_1, ND_2 y ND_3), los

cuales se agrupan en el clado correspondiente a América del Sur.

Si bien tanto el marcador ND5 como Regién Control se mostraron
informativos para estudios filogeogréficos, para aumentar el grado de
resolucibn en estudios poblacionales es necesaria la incorporacion de
marcadores moleculares mas variables (con una mayor tasa de mutacion) y

aumentar los muestreos a través del area de distribucion del puma.

10. Anexo
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Figura S1. Fotografia de puma en un maizal en la localidad de Rafael Obligado
provincia de Buenos Aires (coordenadas: -34.3471667; -60.8294722). Fuente Dr.
Gerardo Giomi.
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