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INTRODUCCION

El puma (Puma concolor Linnaeus, 1771) es el mamifero de mas amplia distribucién en
América luego del ser humano (Ruiz-Garcia et al., 2009) ya que presenta caracteristicas que
le permiten adaptarse a una gran variedad de climas (Currier, 1983; Nowell y Jackson, 1996).
Posee la capacidad de sortear obstaculos geograficos, posee alta longevidad y madura
sexualmente a temprana edad, esto facilita el intercambio genético entre individuos muy
alejados entre si (Ruiz-Garcia et al., 2009). En cuanto al tamano corporal, diversos autores
sefalan que este cambia en relacion a las zonas de la distribucion de la especie (Mcnab,
1971; Nowell & Jackson, 1996; Machado, 2017). Los pumas necesitan, en general, territorios
mayores a 100 km? y han llegado a dispersarse mas de 450 km? a través de espacios
altamente fragmentados (Ruiz-Garcia et al., 2009). Presentan densidades poblacionales
bajas y los migrantes exitosos suelen ser poco frecuentes, esto contribuye a una pérdida de
diversidad genética. En consecuencia, incluso moderados niveles de fragmentacion de habitat
afectaran a su diversidad genémica (Ernest et al., 2003; Saremi et al., 2019). Se han realizado
algunos estudios de la variacién genética en la especie, y en la identificacidon de subespecies
a través de diferentes marcadores moleculares, entre ellos, el gen mitocondrial ND5 (Culver
et al., 2000; Ruiz-Garcia et al., 2009; Caragiulo et al., 2013; Matte et al., 2013; Gallo et al.,
2020). Sin embargo no se han realizado hasta el momento estudios de las variaciones
genéticas y fenotipicas de los ejemplares de puma en Santa Fe.

OBJETIVO

Caracterizar morfoldgica y genéticamente a ejemplares de puma mantenidos cautivos en la
Granja La Esmeralda y conservados en el Museo Provincial Florentino Ameghino de la ciudad
de Santa Fe.

METODOLOGIA

Se analizaron siete individuos mantenidos en cautiverio en la Granja La Esmeralda, y dos
ejemplares conservados en el Museo de Ciencias Naturales “Florentino Ameghino”. A estos
ultimos dos ejemplares sé6lo se los analizd genéticamente pues solo se cont6é con parte del
animal. Se obtuvieron medidas morfométricas de cada ejemplar, determinadas a partir de la
lectura de los textos de: Palacios (2007), Isasi-Catala y Barreto (2008), Lépez Romero (2008),
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Ferreira et al. (2014), que fueron: largo y ancho de cabeza, largo y ancho de oreja, largo total
del cuerpo (del hocico a la punta de la cola), largo de cuerpo, largo de la cola, largo del cuello,
altura al hombro, altura a la cadera, diametro del pecho, diametro del cuello, largo de las
vibrisas, largo pata delantera derecha (inferior y superior) y pata trasera derecha (inferior y
superior), distancia entre caninos superiores, distancia entre caninos inferiores y peso. A cada
individuo se le extrajo ademas una muestra de sangre de 100 pl que fue conservada en un
tubo eppendorf con solucién de lisis (100mM Tris HCI pH8; 100mM EDTA pH8; 10mM NaCl;
1% SDS (p/v)) en proporcién 1:10. A los ejemplares del museo se les extrajo con un taladro
inalambrico una muestra de hueso que fue almacenada en un tubo eppendorf a -20 °C.
Ademéds se contd con dos muestras de tejido muscular provenientes de ejemplares
preservados en estado de congelacion (un individuo del centro de rescate “Granja La
Esmeralda”, y otro del museo “Florentino Ameghino”), que fueron almacenadas a -20 °C.

Extraccion de ADN

Se desarrollaron tres protocolos diferentes dependiendo del tipo de muestra que se utilizara
para extraer ADN, ellos fueron: protocolo con empleo de CTAB descrito por Amavet et al.
(2009), protocolo de extraccion salina, descrito por Sambrook et al. (1989) con las
modificaciones propuestas por Ojeda et al. (2012), y empleo de un kit de extraccion (ADN
PuriPrep-T kit -K1208, de INBIO HIGHWAY S.A.) Se analiz6 el gen mitocondrial ND5, y los
primers utilizados en las reacciones de PCR fueron aquellos disefiados por Trigo et al. (2008):
ND5-DF1 (TTGGTGCAACTCCAAATAAAAGT) y ND5-DR1 (AGGAGTTGGGCCTTCTATGG).
El protocolo de amplificacién del gen ND5 se adaptd a partir de los métodos propuestos por
Trigo et al. (2008) y Culver et al. (2000). Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar
a un servicio de secuenciacion.

Analisis de datos

Los datos morfométricos fueron analizados mediante el programa Rstudio (Version 1.1.463 —
© 2009-2018 RStudio, Inc.). Se realiz6 un Andlisis de Componentes Principales (PCA), y
ademas se estimaron las medidas minimas, maximas, la media aritmética y varianza de cada
variable.

Para analizar la variabilidad del gen ND5, se alinearon las secuencias obtenidas utilizando el
programa MAFFT Version 7 (Katoh y Standley, 2013) empleando el algoritmo Clustal W
(Thompson et al., 1994). Luego las secuencias se visualizaron mediante el software MEGA X
Version 10.0.5 (Kumar et al., 2018) y posteriormente se calcul6é el nimero de haplotipos (n),
diversidad de haplotipos (h), nUmero de sitios segregantes entre secuencias (S) y diversidad
nucleotidica (11), empleando el programa DnaSP (Rozas et al., 2017).

RESULTADOS
Analisis Morfométricos

Se analizaron 4 hembras adultas y 1 hembra de 6 meses de edad; y 1 macho adultoy 1 de 6
meses de edad. Se obtuvo un peso minimo de 25,5 Kg y uno maximo de 31 Kg para las
hembras adultas, el Unico macho adulto estudiado pesé 45 Kg. El diametro del cuello del
macho adulto midi6 48,3 cm y el de las hembras adultas midié de 36 a 39 cm. En las hembras
adultas se obtuvieron valores de 110,5 a 116 cm para el largo desde la punta de la nariz hasta
la base de la cola, y valores de 58 a 70 cm para el largo de la cola, mientras que el macho
adulto midié 141 cm desde la punta de su nariz hasta la base de la colay 61 cm desde la base
de la cola hasta el final de la misma. En cuanto al PCA, los componentes principales (PC)
seleccionados explicaron el 80,15% de los datos, las variables mas representativas fueron:
PC1: distancia entre caninos superiores, peso, diametro del pecho, diametro del cuello y largo
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del miembro delantero superior; PC2: edad y miembro trasero inferior. Las variables
seleccionadas del PC1 presentaron un orden de magnitud similar, indicando que este PC
pondera por igual a esas variables, y estableciendo que se encuentran muy relacionadas entre
si. Los caracteres que mas variaron fueron: largo total, largo del cuerpo y peso; y aquellos con
menor varianza fueron: distancia entre caninos superiores, distancia entre caninos inferiores,
miembro trasero inferior y largo de las vibrisas.

Analisis Genéticos
En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos a partir de la secuenciacion de los

productos de PCR y en la Figura 1 se observa una red de haplotipos generada a partir de las
mismas.

Tabla 1: Resultados obtenidos para: nimero de haplotipos (n), diversidad de haplotipos (h), nimero
de sitios segregantes entre secuencias (S) y diversidad nucleotidica ().

Secuencias | Numero de secuencias (N) | Largo de la secuencia | (n) (h) (S) ()

9 686 pb 7 0,944 9 | 0,00516

Referencias:

@ lriondo
9 de Julio
Vera
® San Javier
® San Cristobal
® | 3 Capital

San Jerénimo

Figura 1: Red de haplotipos obtenida con las secuencias analizadas. El area del circulo representa
la frecuencia del haplotipo, el color del circulo representa el Departamento del que proviene la
muestra.

De las 9 secuencias analizadas se obtuvieron 7 haplotipos diferentes. Los individuos 1y 6
comparten el haplotipo 1, los individuos 2 y 9 comparten el haplotipo 4, y el resto de los
individuos poseen haplotipos diferentes individualmente. Se concluye que en los ejemplares
analizados existen variaciones en la morfologia, principalmente en las variables largo total,
largo del cuerpo y peso, asi como en los patrones de diversidad genética. Finalmente, se
propone continuar con estos trabajos, a fin de aumentar el tamafno de la muestra en las
diferentes regiones de distribucién de la especie y obtener resultados mas concluyentes.
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