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Objetivos

Desarrollar protocolos para la toma de muestras
de agua y de suelo que permitan obtener ADN
en diferentes tipos de ambientes de |la provincia
de Santa Fe.

Disenar cebadores para la deteccion de material
genetfico de aguara guazu en muesiras de agua
y de suelo.

Obtener datos acerca de la presencia vy
abundancia de ejemplares de esta especie en
g|fe¥en|:’res fipos de ambientes de la provincia de
anta Fe.

Transferir los datos obtenidos a los organismos
provinciales y nacionales encargados de
Implementar programas de _proteccion de
especies silvesires, para el diseno de estrategias
de conservacion y politicas ambientales.




ADN AMBIENTAL
(eDNA)

|dentificacion de
especies

Andlisis de
biodiversidad

Cuantificacion de
abundancia de
especies

Util para especies
cripticas o poco
frecuentes

ATTCC
CTTCC
GGTTCLAA
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Objeto de
estudio
AGUARA GUAZU

(Chrysocyon brachyurus)




Status de

conservacion

“Casi Amenazado”- UICN

- ARGENTINA:

v Programa de Conservacion de
Especies Amenazadas (o Plan
Extincion Cero)

v “Vulnerable"

v Monumento Natural Provincial




Antecedentes

Existen escasos estudios genético-poblacionales
realizados que incluyen muestras de Argentina
obtenidas a partir de heces, animales cazados,
muertos, de decomisos, zooldgicos y colecciones de
MUSEO0s.

Los resultados muestran que en el drea de distribucion
existen diferentes unidades genéticas de
conservacion que deben tener programas de manegjo
parficulares (Raimondi et al., 2015).



Kit de extraccion PowerMax® Soail
DNA Isolation kit -MOBIO-

Actividades
realizadas:

-Adquisicion de reactivos
y preparacion de
soluciones.




Actividades realizadas:

Tag polimerasa

-Adquisicion de reactivos

y preparacion de
soluciones.

O
- = T
=y -
== !Pvltm;
L
m.’"“’""'&&m ::"..;
Tt

Primers




En el marco de acciones
relacionadas al manejo intensivo
para la recuperacion y
fraslocacion de  ejemplares
rescatados Estacion Zooldgica
Experimental “Granja La
Esmeralda” (Min. Produccidon de
Santa Fe) con la infervencion
de:

» Ministerio de Medio Ambiente
» Ministerio de la Produccidon

» Museo Cs. Naturales “F.
Ameghino”

» Fac. de Cs Veterinarias de la
UNL).

PROTOCOLO SANITARIO



Actividades
realizadas:

Colecta de muestras
de sangre de dos
ejemplares de aguard
guazu.




Actividades
realizadas:

Toma de muestras
de suelo (50 g)
agua (1 It.)] en dos
corrales de la Granja
La Esmeralda de
Santa Fe donde se
encontrapban
alojados
especimenes de
aguard guazu.




Extraccion de ADN a partir de:

O Muestras de sangre empleando métodos propios
(Amavet et al., 2007)
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QO Muestras de agua empleando filfros de
polietersulfona (PES) utilizaondo el método de
Renshaw et al. (2015)

O Muestras de suelo siguiendo los protocolos de Epp
et al. (2012), mediante el uso del kit PowerMax®

Soil DNA Isolation




Actividades realizadas:

Diseno de cebadores para amplificar un fragmento del gen Cit b y otro
de la regidon control (D-loop) mitocondrial, mediante el uso de los
programas informdaticos PRIMER3 (Rozen y Skaletsky 1996) y Primer-BLAST

(hitps://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Se utilizaron secuencias ya publicadas del aguard guazu.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Actividades
realizadas:

Redlizacion de reacciones de
amplificacion por PCR de fodas las
muestras de ADN obtenidas

empleando loS cebadores 1. Template DNA
disenados empleando protocolos 2 Olgonucieotde |, o .
propios (Amavet et al., 2017). - e

. DNA polymerase
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Actividades
realizadas:

Evaluacion de productos
amplificados en geles de
agarosa al 2%.

Lane: 01

20 3 10
QA TCGTECT CGCOWLCCGACCT

Secuenciacion de  los
productos amplificados
mediante Servicio
solicitado a Macrogen Inc.
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ITCGTICTCCGGCCTTIGGCC

Run Ended: 2014/12/11
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TCGATGTCOATGGOGGOGGCGGTIGGTCGIGTLCGTCGCCGCGATCGTIGTCCGTCT
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Base spacing: 14.947001

Signal G:1569 A:844 C:2472 T:1598
401 bases in 5619 scans
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NN VURVABION

Optimizacion de protocolos de exiraccion de eDNA

A partir de las muestras ambientales se logro obtener ADN de
adecuada calidad y concentracion.

GEL AGAROSA 2%

MUESTRAS
AGUA



Resultados

Diseno exitoso de primers:

Las dos muestras de sangre amplificaron correctamente empleando
los primers disenados.

Rango de tamano adecuado vy comparacion en  Blast
( ) con el genoma mitocondrial del

aguard guazu
Control positivo.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/

Resultados

Una muestra de eDNA obtenida a partir de agua tambien amplificd
correctamente (gen Cit b).

GEL
AGAROSA
2%

D-LOOP (4640 pb)




Dificultades enconiradas en el
desarrollo de las actividades:

» Debido a que el proyecto fue financiado parcialmente, y al enorme
incremento del precio de los reactivos importados, el subsidio, al momento
fue gastado casi en su totalidad en el desarrollo de las actividades, para la
obtencion de los siguientes materiales: kit de extraccion, filtros de agua,
Taqg polimerasa.

» La suspension de actividades de investigacion en el dmbito de la UNL @
partir del 16 de marzo, ha imposibilitado el avance en el desarrollo del
proyecto.
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reacciones de PCR

Dr. Pablo Siroski (ICiVet-
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cebadores)
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