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Resumen

El ratdn colilargo Oligoryzomys longicaudatus (Rodentia, Cricetidae)
es el principal reservorio del hantavirus genotipo Andes, asociado a la
enfermedad humana denominada Sindrome Pulmonar por Hantavirus
(HPS) en el sur de Argentina y Chile. Dada su importancia sanitaria,
en esta Tesis doctoral se estudid la estructura genética poblacional
del roedor a tres escalas geogréficas: regional, de paisaje y local en
la Patagonia Argentina. La escala regional incluyd cinco poblaciones
separadas entre 60 y 315 km. La escala de paisaje incluyd cinco
poblaciones de diferentes valles de la localidad de Cholila situadas en
el bosque sub-antartico, separadas entre 6 y 27 km. La escala local
abarcd muestreos en un sistema de grillas en el valle Villa Lago
Rivadavia, con una separacion maxima de 500 m entre sitios. Para
realizar los estudios genético-poblacionales se amplificaron 8 loci de
microsatélites especie-especificos y se utilizaron diferentes programas
de andlisis para cada escala geografica. En la escala regional se
encontrd estructuracion genética con disposicion latitudinal, indicando
bajos niveles actuales de flujo génico entre las poblaciones de O.
longicaudatus. El elevado nivel de polimorfismo de los microsatélites
permitié la deteccion de mayor diferenciacién genética que estudios
previos, con otros marcadores moleculares, no habian detectado. A
escala de paisaje, también se detectd una diferencia norte-sur y se
estimd que el flujo génico siguid una direccién asimétrica desde los
valles cordilleranos hacia la poblacién ubicada en la estepa
patagdnica. Al probar la resistencia de ciertos elementos del paisaje
al flujo génico, se encontré que la zona urbana y los lagos ejercen
alta resistencia, mientras que los rios ejercerian una resistencia
intermedia para las poblaciones del roedor en el area. Este resultado
explicaria por qué algunas poblaciones cercanas son muy diferentes
en su composicion genética. De acuerdo con los resultados, la
probabilidad de transmisién de este virus entre los roedores de

diversos valles seria baja. Por ultimo, a escala local, se determind



viil

gue los machos presentaron mayores niveles de dispersion que las
hembras, confirmando el sistema de apareamiento poliginico
propuesto previamente para la especie. La estructura genética
espacial en otofio estaria determinada por las hembras, que
permanecerian filopatricas en defensa de sus nidos y crias. La
dispersion temprana de los machos juveniles evitaria la competencia
intra-sexual. En verano, ninguno de los sexos presentd estructura
genética espacial; esto podria deberse al fendmeno de espaciamiento
debido a las bajas densidades poblacionales reportadas para la
estacibn y a las elevadas tasas de recambio entre ambientes
contiguos con diferentes recursos (cobertura vegetal, disponibilidad
de alimentos, etc). Respecto a los cambios inter-anuales en la
densidad se infiri6 que, ante aumentos poblacionales, los individuos
emparentados (principalmente en las hembras) permanecieron mas
cerca unos de otros, disminuyendo su area de accién. Los individuos
establecidos en una regién “cercarian” la poblaciéon inhibiendo la
inmigracion de individuos desde areas vecinas hasta que la densidad
poblacional descienda nuevamente. El estudio a diferentes escalas
geograficas permitié detectar distintos niveles de estructuracién
genética en O. longicaudatus ampliando los conocimientos sobre esta

especie.
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Abstract

The long-tailed pygmy rice rat or “Colilargo” Oligoryzomys
longicaudatus (Rodentia, Cricetidae) acts as the main reservoir of the
Andes Hantavirus, associated with Hantavirus Pulmonary Syndrome
(HPS) in southern Argentina and Chile. The aim of this study was to
examine the rodent’s population genetic structure at three different
geographic scales: regional, landscape and local in the Argentinean
Patagonia. The regional scale included five populations separated
between 60 and 315 km. The landscape scale included five
populations from different valleys in the locality of Cholila, situated in
the sub-antarctic forest, separated from 6 to 27 km. The local scale
included a grid sampling system in Villa. Lago Rivadavia valley
separated up to 500 m. To perform the genetic studies, eight species-
specific microsatellite loci were amplified and several analyzes for
each geographic scale were used. At the regional scale, a latitudinally
disposed genetic structure was found, indicating low levels of current
genetic flow among populations of O. /ongicaudatus. The high levels
of polymorphism of the microsatellites allowed the detection of
genetic differentiation that could not be shown in previous studies,
which used other molecular markers. At the landscape scale, a north-
south genetic divergence was also detected and the estimated gene
flow was asymmetric, from the mountain valleys to the patagonian
steppe. The test that evaluated the resistance to gene flow of
different landscape elements revealed that the urban zone and lakes
would exert high resistance, while rivers would exert an intermediate
resistance for the rodent populations in the area. This result would
explain why some nearby populations differ so much in their genetic
composition. According to these results, the probability of Hantavirus
Andes transmission among rodent populations from different valleys

would be low. Lastly, at the local scale, males were found to present



higher disperion levels than females, confirming the polyginic mating
system previously proposed for the species. In autumn, the spatial
genetic structure would be determined by females, which would
remain phylopatric to defend their nests and newborns. The early
dispersion of juvenile males would avoid intra-sexual competence. In
summer none of the sexes exhibited spatial genetic structure, which
could be due to a spacing behavior given the low density reported for
the season, in combination with high replacement rates among
contiguous environments with different resources (vegetal cover, food
availability, etc.) Regarding inter-annual changes in population
density, it was inferred that at high density values individuals (mainly
the females) remained closer one to another, contracting their home
ranges. These established individuals would %“fence” the area
inhibiting the inmigration of individuals coming from adjacent areas
until population density declines again. The study at different
geographic scales enabled to detect different levels of genetic
structure in O. /longicaudatus, expanding the knowledge about this

species.
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1.1. Introducién

La estructura genética poblacional: implicancias en especies de
interés sanitario

Una poblacion, desde el punto de vista ecoldgico, es un conjunto
de individuos de una misma especie que conviven en un area
determinada, interactian y se reproducen entre si (Purves et al.,
2004). Desde el punto de vista genético, se considera una poblacion
a un grupo de individuos de la misma especie que viven lo
suficientemente cerca como para que cualquiera de ellos
potencialmente pueda aparearse con otro miembro del grupo y
exhiban una continuidad reproductiva de generacién en generaciéon
(Waples y Gaggiotti, 2006). Cada uno de esos individuos posee una
combinacién particular de genes, que en conjunto conforman el
“pool” o acervo génico de dicha poblacidon. Desde este punto de vista,
puede ser estudiada como una unidad reproductiva individual
caracterizada por sus frecuencias alélicas. En muchas ocasiones las
poblaciones de una especie sobreviven en parches de habitat
favorable; en otros casos la subdivision puede deberse a variables
comportamentales. Una poblacion puede presentar estructuracién
genética si los apareamientos entre individuos no ocurren al azar a
nivel intrapoblacional y/o entre subpoblaciones, de tal modo que la
deriva genética las diferencia de manera aleatoria (Hartl y Clark,
1997).

La dispersion se refiere generamente al movimiento ocasional de
individuos entre poblaciones discretas, mientras que la migraciéon se
refiere al movimiento periédico hacia y desde un area geografica
especifica que ocurre generalmente con un régimen estacional a
través de una ruta definida (Freeland et a/, 2011). Tanto la

dispersion como la migracion deben preceder al flujo génico, pero



puede que ninguna de ellas resulte en él a menos que los individuos
se reproduzcan exitosamente una vez que hayan llegado a su nueva
locacion. El flujo génico se refiere entonces al paso y establecimiento
de los genes caracteristicos de una poblacion en el acervo genético de
otra mediante la reproduccion. En genética de poblaciones el término
migracion suele utilizarse como sindnimo de dispersion efectiva (es
decir, dispersién que resulta en flujo génico) La migracién puede
provocar cambios en las frecuencias alélicas que sera proporcional a
la diferencia entre la frecuencia de la poblacidn receptora y el
promedio de las poblaciones donantes; el efecto final es una
homogeneizacion de las frecuencias alélicas que ayuda a integrar
poblaciones y a evitar su divergencia. En poblaciones que han estado
aisladas, el efecto inmediato es el aumento de la variabilidad genética
de una poblacién, lo cual es beneficioso en términos de posibilidades
de subsistencia ante circunstancias ambientales adversas (Hartl y
Clark, 1997).

El movimiento de individuos y sus genes entre poblaciones
influye tanto en la dindmica como en la persistencia de las
poblaciones de una especie, asi como también en la distribuciéon y
abundancia de las especies y la estructura de las comunidades. Para
medir estos niveles de movimiento existen tanto métodos directos
como indirectos. Los primeros estan basados en mediciones de la
movilidad de los individuos a través de técnicas como por ejemplo de
captura, marcado y recaptura y el uso de teledeteccién en un area
geografica restringida, entre otros. Estas técnicas permiten estimar la
dispersion de los individuos dentro y entre poblaciones, las
condiciones ecolégicas en las cuales ocurre y los factores que
intervienen en el proceso. La desventaja de este tipo de método es
gue requiere monitorear un gran nimero de individuos durante las
mediciones; ademas subestiman las estimaciones de dispersion a
larga distancia, ya que metodoldgicamente son dificiles de realizar y

requieren de mucho esfuerzo y tiempo de seguimiento. Los métodos



directos presentan ademas la limitacién de que sélo pueden medir
dispersién instantdnea, teniendo validez bajo las condiciones
particulares de tiempo y espacio en que se realizan. Algunos tipos de
movimientos pueden generar cierta confusion a la hora de estudiar la
dispersién, como los que incluyen el nomadismo (movimientos de los
individuos que se desplazan permanentemente sin establecer una
nueva area de accién) y las excursiones (movimientos de los
individuos que abandonan temporalmente sus areas de accidn
retornando luego de un breve episodio exploratorio). Asi, al capturar
un individuo en poblaciones naturales, la distincion entre un individuo
nomade y un viajero ocasional es dificil de establecer. Ademas, si no
se elige adecuadamente la escala geogréafica y temporal en que se
realiza el muestreo, en relaciéon con la historia de vida del organismo
en estudio, se podria generar tanto sobrestimaciones como
subestimaciones de los desplazamientos dispersivos (Lidicker vy
Stenseth, 1992). Los métodos indirectos, en cambio, permiten
estimar la dispersién efectiva, es decir los niveles de flujo génico que
dependen del nimero de dispersantes y de su éxito reproductivo en
la nueva poblacion (Numero efectivo de migrantes). Estas
estimaciones se realizan a través de datos obtenidos de marcadores
moleculares como los genes mitocondriales, ISSR, SNPs,
microsatélites, entre otros (Schweizer et a/., 2007).

En la Genética de Poblaciones, el modelo de Hardy-Weinberg
permite definir la distribucidon de probabilidad de las frecuencias
genotipicas a partir de las frecuencias alélicas en una poblacion ideal,
gue cumple una serie de supuestos como reproduccion sexuada y al
azar entre organismos diploides, generaciones no superpuestas,
poblaciones de gran tamafo, migracidn minima o nula, mutaciones
desestimables y alelos no sujetos a seleccidn natural. Este modelo
predice que las frecuencias alélicas y genotipicas se mantendran de

generacion en generacion si no hay fuerzas que alteren el equilibrio.



Los sistemas de apareamiento se pueden clasificar a grandes
rasgos en dos tipos: al azar y no al azar. En aquellos apareamientos
que ocurren al azar, la probabilidad de que dos individuos se apareen
no depende de los genotipos de ninguno de ellos y la probabilidad de
gue un individuo se aparee con otro de un determinado genotipo sera
igual a la frecuencia de ese genotipo en la poblacidon. En
contraposicién, el apareamiento no al azar puede darse de dos
maneras segun el comportamiento respecto a los fenotipos
individuales; se dice que es positivo cuando el apareamiento ocurre
entre individuos con fenotipos similares y se lo considera negativo
cuando ocurre entre individuos con fenotipos disimiles. Por ultimo, el
apareamiento entre parientes se conoce como endogamia, proceso
que aumenta la homocigosis en desmedro de los heterocigotas de
una poblacién y su efecto es generalizado para todos los loci del
genoma. La endogamia produce un cambio en las frecuencias
genotipicas de una poblacion pero no afecta sus frecuencias alélicas,
por lo que no se considera una fuerza evolutiva. Los principales
procesos que deteminan el mantenimiento de la diversidad y la
diferenciacién entre las subpoblaciones de una especie son la
migracion, la deriva genética y algunos tipos de seleccién natural
(Hartl y Clark, 1997).

La deriva genética se refiere a las fluctuaciones en las
frecuencias alélicas que ocurren por azar como resultado del
muestreo aleatorio entre las gametas de una generacion a otra. Los
efectos de la deriva genética son mayores en poblaciones pequenas,
debido a que las fluctuaciones en las frecuencias alélicas pueden
llevar a la pérdida de alelos poco usuales, reduciendo el niumero total
de alelos, y por ende el parametro poblacional denominado “tamafo
efectivo” (el tamano de una poblacidon ideal que muestra la misma
tasa de pérdida de variacidn genética, debida a la deriva genética,
gue la poblacion de interés). En poblaciones grandes, las frecuencias

alélicas pueden oscilar sin fijacion o pérdida de alguno de los alelos y



por lo tanto se mantiene el polimorfismo. A nivel interpoblacional,
cuando no hay flujo génico o éste es muy restringido, la deriva
genética puede causar diferenciacion aleatoria en las frecuencias
alélicas entre poblaciones (Hartl y Clark, 1997).

En el estudio de la estructura genética poblacional de una
especie existen dos aproximaciones para analizar los datos obtenidos
a partir de los marcadores moleculares (como por ejemplo genes
mitocondriales, ISSR, SNPs, microsatélites, etc): a priori y a
posteriori. La primera aproximacion se refiere al analisis basado en
un numero de poblaciones que se define de antemano en funcién de
la disposicidon geografica de las presuntas poblaciones o de algun otro
criterio que parezca influir en la delimitacion de esas poblaciones. La
desventaja de utilizar los métodos a priori es que se corre el riesgo
de que, por efecto Whalund, se considere varias poblaciones como
una uUnica entidad cuando en realidad son entidades distintas con
frecuencias alélicas diferentes. Esto conlleva a subestimar la
heterocigosis total, ya que en el efecto Whalund se observa un
aumento de la homocigosis similar a la endogamia, que no se
relaciona con los apareamientos entre parientes sino con las
diferencias en las frecuencias alélicas entre las subpoblaciones. Este
problema se puede evitar con las aproximaciones a posteriori, que se
basan en la informacién genética (pudiendo incluir también
informacién geografica) para asignar a qué poblacidon pertenece un
individuo, sin suponer poblaciones predefinidas. Este tipo de
aproximacién permite estimar la probabilidad de que un individuo
pertenezca a una poblacibn en base a su genotipo multilocus,
comparando sus frecuencias alélicas con las de todos los individuos
de las distintas poblaciones analizadas (Freeland et a/., 2011).

Entre los estadisticos que estiman la estructura poblacional a
priori se encuentran los estadisticos F de Wright (1951), quien los
definid6 como coeficientes que miden el grado de correlacién entre

pares de alelos tomados al azar a diferentes niveles de organizacién.



De acuerdo con estos niveles de organizacién existen dos estadisticos
F muy utilizados: Fis y Fst que miden cdmo son los apareamientos a
nivel de individuos de una subpoblacion y entre sub-poblaciones
respectivamente. El estadistico Fis estima la desviacion entre la
heterocigosis observada y esperada debida a apareamientos no al
azar dentro de cada sub-poblacidn; se expresa como: Fis= Hs-Hi/Hs,
donde Hs es la heterocigosis esperada en una sub-poblacién
suponiendo apareamientos al azar y H; la Heterocigosis observada de
los individuos en cada subpoblacién. En el caso de que las sub-
poblaciones se comporten como una poblacién ideal, es decir que se
encuentren en equilibrio de Hardy-Weinberg, este coeficiente no
difiere significativamente de cero; cuando existe endogamia o
apareamientos por fenotipo similar, toma valores positivos
significativos debido a wuna deficiencia de heterocigotas. En
contraposicién, puede tomar valores negativos en el caso de exceso
de heterocigotas, debido a exogamia o0 a apareamientos entre
fenotipos disimiles. El estadistico Fst es una estimacién de la varianza
de las frecuencias alélicas entre sub-poblaciones. Se puede definir
también como una medida de la reduccion de la heterocigosis debido
a la subdivisién de las poblaciones, en comparaciéon con una poblacién
ideal no subdividida. Se expresa como: Fst= Hr-Hs/Ht, donde Hr es la
heterocigosis esperada en la poblacion total suponiendo
apareamientos al azar y ausencia de subdivision. Sus valores oscilan
entre cero (cuando todas las sub-poblaciones tienen las mismas
frecuencias alélicas) y uno (cuando las sub-poblaciones tienen fijados
distintos alelos) (Freeland et a/., 2011).

Con respecto a los métodos que analizan las poblaciones a
posteriori, éstos utilizan una estadistica basada en el teorema de
Bayes (Bayes, 1763) y recibe el nombre coloquial de “estadistica
bayesiana”. Esta metodologia realiza “pruebas de asignacién” para
inferir la estructuracion genética poblacional a partir del genotipo

multilocus de los individuos. En general, calculan probabilidades de



pertenencia de los individuos a las poblaciones analizadas. Estos
métodos han sido ampliamente utilizados para estimar tasas de
dispersion entre poblaciones, analizar la distribuciéon de las muestras
en el espacio y detectar barreras que afectan el flujo de genes a
escala de paisaje (Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez, 2013).
Existen varios programas que realizan este tipo de analisis como
Structure (Pritchard et a/. 2000) y Geneland (Guillot et a/. 2005),
entre otros. Una limitante de los métodos de asignacién mencionados
es que la mayoria de sus algoritmos tienen el supuesto de que las
poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg y no
presentan desequilibrio por ligamiento, cosa que no siempre se
cumple en las poblaciones que se desea estudiar.

La estructura de una poblacion afecta el grado de variacién
genética y los patrones de distribucidn de una especie. Los pequefos
mamiferos de distribucién geografica extendida, con diferentes
niveles de dispersién y de densidad poblacional, proveen una buena
oportunidad para investigar el impacto relativo de fuerzas que
modelan la estructura genética a diferentes escalas espaciales, ya
que dicha estructura refleja la influencia de procesos evolutivos tanto
histéricos como recientes (Coulon et al/, 2004). Cuando estos
mamiferos son ademas reservorio de patégenos que producen
enfermedades en humanos, el panorama se torna mas complejo, ya
gue la dindmica de la enfermedad se ve afectada por factores
ecoldgicos y evolutivos no sélo del patdégeno y del huésped humano,
sino también del reservorio (Biek y Real, 2010). En ese sentido,
conocer la ecologia de los reservorios, su distribucidon geografica y la
estructura genética de sus poblaciones es de fundamental
importancia para definir el area maxima en la cual la enfermedad
puede ser endémica y predecir si la circulacion del virus estara o no

restringida geograficamente (Mills y Childs, 1998).



1.1.1. Los hantavirus y O. longicaudatus

El Sindrome Pulmonar por Hantavirus (HPS por su sigla en
inglés) es una enfermedad emergente del continente americano. Fue
descripta en 1993 debido a un brote en el sudoeste de los Estados
Unidos (Arizona, Nuevo México, Colorado, Utah). El agente causal
identificado fue un nuevo hantavirus en relacién a los ya conocidos de
Europa y Asia, los que producian el Sindrome Renal por Hantavirus.
Este nuevo virus fue denominado “Sin Nombre” (Bard et al., 1999).
En Sudamérica, el hantavirus genotipo Andes fue identificado como el
agente etiolégico del HPS en la regién sur de Argentina en 1995, a
partir de un brote ocurrido en la localidad de El Bolson (Lazaro et al.,
2000). Investigaciones ulteriores han identificado al menos 25
variantes genéticas o linajes del género Hantavirus en América del
Sur, con reservorio en roedores cricétidos, varias de ellas asociadas a
HPS (Enria y Pinheiro, 2000; Rivera et a/, 2015). En Argentina
existen seis variantes confirmadas y asociadas a una determinada
region del pais: el genotipo Andes estd presente en la region
patagénica, el Oran y el Bermejo se encuentran en la region
noroeste, el Lechiguanas y el Central Plata estan presentes en la
region del delta del Parana en el centro del pais, y el genotipo
Juquitiba se encuentra en el noreste (Levis et a/. 1998; Lazaro et al.,
2000; Padula et al, 2000; Padula et al, 2007). El HPS es una
enfermedad rural, cuyos factores de riesgo son las actividades de
agricultura, la limpieza de domicilios y peridomicilios y de estructuras
gue han permanecido deshabitadas por algin tiempo que han sido
infestadas por roedores (Enria y Levis, 2004).

A la hora de abordar el estudio sobre la dindmica de dispersion
de los virus y sus reservorios surge una cuestiéon de fundamental
importancia: la escala geografica. Cuando se observa el rango de
distribucion de un objeto de estudio, debe tenerse en cuenta que esa

distribucion es en realidad la resultante de los distintos factores que
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la modelaron en cada escala. Es decir, que la distribucion espacial se
ve afectada por diferentes procesos y factores ambientales segun la
escala considerada. En general, a escalas que van desde las globales
a las regionales, las variables climaticas podrian considerarse los
factores dominantes. A escala de paisaje, factores como la topografia
y el uso y cobertura vegetal cobrarian mayor importancia en la
determinacién de la distribucion y abundancia de las especies,
mientras que a escalas locales y mas pequeiias aun, el tipo de suelo,
el microclima, la composicidn y estructura de la comunidad vegetal y
las interacciones bidticas se vuelven muy significativos, asi como la
competencia entre individuos de una misma especie (Pearson y
Dawson, 2003). En funcion de esto, si se desea obtener una profunda
comprension del sistema huésped-virus resulta imprescindible
abarcar todas las escalas previamente mencionadas. Asi se podra
predecir/explicar su distribucién de una manera mas integral y
exhaustiva, ya que se estaran teniendo en cuenta tanto los patrones
histéricos como ecoldgicos del proceso (Pearson y Dawson, 2003). Un
ejemplo de este tipo de estudio multiescala es el realizado por
Garcia-Mudarra et al. (2009), quienes analizaron la estructura
genética poblacional del muerciélago Eptesicus isabellinus (portador
del virus de la rabia EBLV-1) a dos escalas geograficas distintas en
Gibraltar. Los autores observaron que las poblaciones de Marruecos y
la Peninsula Ibérica presentaban poca divergencia genética,
demostrando que el estrecho de Gibraltar no constituye un
impedimento para el flujo génico de la especie. A una escala
geografica mas reducida, encontraron elevada diferenciacién genética
entre colonias vecinas en Gibraltar, debido probablemente a la
ausencia de flujo génico mediado por hembras entre esas colonias.
Este estudio aportd a la dilucidaciéon de los patrones historicos y
ecoldgicos que influyeron en el modelado de las poblaciones del

murciélago transmisor de rabia.
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El objeto de estudio de esta Tesis, Oligoryzomys longicaudatus
(Cricetidae, Sigmodontinae) o “ratén colilargo” (Figura 1), constituye
un claro ejemplo de especie de interés sanitario por ser el reservorio
natural del hantavirus genotipo Andes, agente etioldgico del HPS en
la Patagonia Argentina. Dicho virus ocasiona una infecciéon cronica,
persistente y asintomatica en este roedor (Levis et a/.,, 1998; Padula
et al., 2004). Por tal motivo, conocer los procesos que modelan la
distribucidn espacial de las frecuencias alélicas en O. longicaudatus
provee informacion esencial para predecir la propagacién vy
persistencia de la zoonosis en el area de estudio (Guivier et al.,
2011). En O. longicaudatus la transmisién del genotipo Andes se
produce en forma horizontal entre los individuos que comparten el
mismo habitat; su via principal son los aerosoles que se originan a
partir de las excretas contaminadas como orina, heces y saliva. Se
postula también que los encuentros agresivos entre machos adultos
en el periodo de apareamiento proveen multiples oportunidades para
la transmisién (Padula et al, 2004, Murla y Gonzalez, 1982;
Gonzalez et al. 2000). La infeccion en humanos surge como
consecuencia de la exposicidn a roedores infectados y se piensa que
ocurre fundamentalmente por via de aerosoles a partir de excretas
infectadas. En la mayoria de los hantavirus la transmision
interhumana es infrecuente, a excepcion del genotipo Andes que ha
sido identificado como el Unico que se puede transmitir de persona a
persona (Padula et al.,, 1998; Pinna et a/., 2004).
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Figura 1: ejemplar de Oligoryzomys.longicaudatus o “ratén colilargo”.

La enfermedad humana es endémica y epidémica (epidemias
focalizadas, como la ocurrida entre setiembre y diciembre de 1996 en
la provincia de Rio Negro). En Argentina los primeros casos
retrospectivos datan de 1988. Es una enfermedad de notificacion
obligatoria (desde 1995 se han informado mas de 1000 casos de HPS
en la Argentina) y objeto de vigilancia intensificada desde 1997
(Gonzalez Ayala, 2004; Bellomo et al/., 2009). El HPS se manifiesta
en dos etapas: la etapa prodrémica o inicial, con fiebre y mialgias y la
fase cardiopulmonar, caracterizada por la aparicibn subita de
insuficiencia respiratoria e inestabilidad hemodindmica. A esta
segunda fase también se la conoce como Sindrome Cardiopulmonar
por Hantavirus y posee una letalidad del 38%. El tratamiento es
sintomatico y de sostén; no se dispone de tratamiento especifico, ni

de vacunas preventivas (Gonzalez Ayala, 2004).
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1.1.2. Caracteristicas ecoldgicas de O. longicaudatus

El ratéon colilargo se encuentra comunmente en los bosques
templados de Nothofagus y éreas arbustivas a ambos lados de la
Cordillera de Los Andes en Argentina y Chile. En Argentina, se
distribuye desde los 36°S hasta los 51°S sobre la ladera oriental de
Los Andes, hasta la Estepa Patagdnica (Carbajo y Pardifas, 2007). La
especie se caracteriza por poseer elevada vagilidad y flexibilidad en el
uso del habitat, lo que causa importantes cambios en su area de
accién a lo largo del afio (Murla et al., 1986). Ademas, experimenta
fluctuaciones en su densidad, con aumento durante el otoho
(abril/junio) y disminucién en verano (diciembre/febrero) (Contreras,
1972; Murula et al.,, 1986; Polop et al., 2010; 2014). La expectativa
de vida de O. /longicaudatus es de aproximadamente un afio, pero
puede variar de acuerdo a las condiciones ambientales, factores
climaticos y a la competencia intra-especifica relacionada con la
densidad poblacional (Pearson, 1983; Murua et al., 1986). El periodo
reproductivo comprende los meses de octubre a mayo, aunque varia
entre afos. Pueden encontrarse hasta cinco generaciones
superpuestas por afio (nacidos entre octubre y abril), con distintas
tasas de supervivencia y maxima superposicién a fines de otofio-
principios de invierno (Murua et al., 1986; Polop et a/., 2010; 2014).
Otro fendmeno que se observa en O. /ongicaudatus, son las
explosiones demograficas denominas “ratadas”, que se generan por
condiciones tales como inviernos calidos, lluvias abundantes y la
produccién ciclica masiva de semillas de las plantas tipo bambu
(Chusquea quila, C. coleou y C. valdiviensis) (Gallardo y Mercado,
1999; Lima et al, 1999). Como consecuencia, aumenta Ia
probabilidad de invasiones del roedor a asentamientos humanos,
incrementando el riesgo de infeccidon con el genotipo Andes (Calderdn
et al., 1999).
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1.1.3. Estudios genético-poblacionales previos en O. /ongicaudatus
Los estudios genético-poblacionales desarrollados en esta
especie han sido principalmente a escala macrogeografica. Palma et
al. (2005) y Gonzalez-Ittig et al. (2010) propusieron que O.
longicaudatus habria experimentado una expansidn reciente de
rango. Torres-Perez et al. (2011) y Palma et a/. (2012) detectaron
una estructura geografica marcada, con orientacién norte-sur en
poblaciones de la especie en Chile, mientras que del lado Argentino,
Gonzalez-Ittig et al. (2010) y Lessa et al. (2010) reportaron una
elevada similitud genética entre localidades. Sin embargo, Gonzalez-
Ittig et al. (2010) encontraron haplotipos exclusivos en varias
poblaciones, lo que sugeria que los niveles de flujo génico actual
entre ellas eran de bajos a moderados. Para elucidar los procesos
microevolutivos tales como los determinados por flujo génico, los
marcadores mitocondriales no son los mas apropiados, ya que
revelan procesos a mayores escalas tanto espaciales como
temporales (Avise, 2000). Los microsatélites, en cambio, son
vastamente utilizados para estos fines, ya que permiten estudiar con
gran resolucion la variacidn genética de las poblaciones a escala
geografica fina (Selkoe y Toonen, 2006). Estos marcadores son
secuencias cortas de ADN (de entre 1 y 6 pares de bases) que se
repiten en tandem (o secuencialmente) y no codifican para ningun
gen de funcidon conocida. Se han hallado en la mayoria de los
organismos, tanto en genomas cloroplasticos como nucleares. Si bien
se caracterizan porque las secuencias de ADN que los flanquean son
especificos de cada especie, a veces es posible amplificarlos /n vitro
con los cebadores desarrollados para otras especies filogenéticamente
cercanas. Segregan como co-dominantes y son altamente
polimérficos, por lo que brindan informacion para estimar niveles
recientes y/o contemporaneos de dispersién efectiva. Ademas, son
los mas adecuados para analizar el grado de parentesco y la

estructura genética poblacional entre individuos muestreados en
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areas geograficas reducidas (Gerlach y Mulsof, 2000). Actualmente
son los marcadores moleculares mas utilizados en estudios de
Genética del Paisaje.

En el estudio de Gonzdlez-Ittig et al. (2008) se describieron 8
loci de microsatélites especificos para O. longicaudatus;, con estos
marcadores se detectaron importantes cambios temporales en Ia
composicién genética del roedor a escala geogréafica fina, que estarian
relacionados con los altos niveles de recambio poblacional en un
mismo sitio (Gonzalez Ittig et a/., 2015). El estudio de la estructura
genética a distintas escalas geograficas de O. /longicaudatus
permitiria evaluar el grado de contacto entre poblaciones, que a su
vez posibilitaria estimar el riesgo de dispersion del hantavirus Andes
entre ellas. También colaboraria con el conocimiento de los procesos
gue modelaron la estructura genética poblacional actual de la

especie.

1.2, Objetivo general de la Tesis

Caracterizar la  estructura genética de Oligoryzomys
longicaudatus a distintas escalas espaciales (regional, de paisaje y
local) como aporte al conocimiento de la dispersion del hantavirus

Andes en la Patagonia argentina.



2. Capitulo 2

Estructura genética de O. longicaudatus a

escala regional
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2.1. Introduccion

Cuando una especie presenta una distribucion geografica amplia,
generalmente se espera que las poblaciones mas cercanas también
resulten las mas parecidas desde el punto de vista genético, ya que
se supone que el flujo génico es mas probable entre las poblaciones
contiguas que entre las mas lejanas. Este patron se conoce como de
“aislamiento por distancia” (Wright, 1943), modelo que asume
equilibrio entre deriva genética y flujo génico. Uno de los métodos
clasicos para evaluar si existe o no aislamiento por distancia es la
prueba de Mantel, que estima la correlacién entre matrices de
distancias genéticas y geograficas. Si el coeficiente de correlacion es
positivo, indica que las poblaciones se distribuyen segun dicho
modelo. El patrén de aislamiento por distancia puede darse tanto en
el caso donde los individuos se distribuyen de manera continua
("modelo de ambiente continuo”), como en el caso en donde existe
una distribucién en parches o demos. En este segundo caso se habla
un modelo de “stepping-stone” (o de “las piedras de paso”), de una,
dos o n dimensiones. En estos modelos existen dos tasas de
migracion diferentes: una para distancias cortas (m;) y otra para la
migracidon ocasional a larga distancia (m;), cuyo valor es mas

\\

reducido que aquel de “mi” por poseer menor probabilidad, pero
cuando ocurre su impacto es muy alto, ya que trae alelos nuevos y
diferentes. Para ambos modelos se utiliza la relacion entre el indice
Fst y el nimero efectivo de migrantes (Nem) para cuantificar el flujo
génico (Rousset, 1997). El modelo “stepping-stone” de una dimensién
predice que, en cada generacion, los individuos tienden a migrar un
paso en ambas direcciones entre demos adyacentes, mientras que el
de dos dimensiones asume que la poblacion entera esta distribuida en
forma de una matriz rectangular de demos, donde cada uno de ellos

ocupa un punto. En cada generacion, los individuos de cada demo
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migran hacia demos circundantes, pero el numero efectivo de
migrantes de la poblacion en cada demo sigue siendo el mismo
(Kimura y Weiss, 1964). Por lo tanto, asumiendo este modelo de
estructura de poblaciones, se puede afirmar que las poblaciones de
una region alcanzaron un equilibrio entre deriva genética y flujo
génico si hay una asociacion entre las distancias genéticas vy
geograficas de las poblaciones en esa region.

Un patrén consistente con el equilibrio entre flujo génico y deriva
genética a nivel regional se adquiere si persisten las condiciones
propicias para que la dispersidon se mantenga estable en toda la
region durante un periodo suficientemente largo (Whitlock vy
McCauley, 1999). Sin embargo, existen casos en los que aunque se
rechace la hipotesis de equilibrio entre deriva y flujo génico a nivel
regional, se puede obtener informacion valiosa sobre las influencias
relativas de cada una de estas fuerzas opuestas en la estructura de
las poblaciones analizadas (Hutchinson y Templeton, 1999). En
funcion de esto, se pueden distinguir cuatro escenarios diferentes a
través de la observacion de la nube de puntos obtenida mediante el
test de Mantel: A) Si tanto la distancia genética como la geogréfica
muestran correlaciéon positiva, indica que transcurrid suficiente
tiempo para que el flujo génico y la deriva genética alcancen un
equilibrio. B) Si predomina el flujo génico por sobre la deriva, el test
de Mantel no revelara una correlacion significativa y todos los valores
de Fst seran bajos, aun cuando las poblaciones se encuentren
alejadas geograficamente. Esto mismo provocaria la expansiéon
reciente de rango. C) Si predomina la deriva genética, el test de
Mantel no revelaria correlacidn significativa entre la distancia
geografica y genética y el valor del estadistico Fst oscilaria entre
magnitudes altas y bajas, pudiendo ocurrir que poblaciones cercanas
tengan gran diferenciacion genética y poblaciones lejanas tengan
muy poca diferenciacion. Esto mismo lo provocaria un ambiente

fragmentado o especies con baja capacidad de dispersion. D) Si las
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poblaciones préximas alcanzan un equilibrio debido a que a escalas
geograficas pequenas el flujo génico y la deriva genética se
compensan, pero luego la distancia genética deja de estar
correlacionada con la geografica a mayores escalas, indicaria que a
escalas geograficas amplias hay un predominio de la deriva por sobre
el flujo génico. Generalmente esto se debe a que no ha transcurrido
el tiempo suficiente para que dichas fuerzas se compensen a gran
escala. Si las condiciones permanecieran estables y transcurriera el
tiempo suficiente, este caso se convertiria en un modelo de
aislamiento por distancia del tipo “stepping-stone” (Hutchison vy
Templeton, 1999).

La especie Oligoryzomys longicaudatus es un buen modelo de
estudio gracias a su amplia distribucidn, ya que se han hallado
registros de presencia en gran parte de La Patagonia (Carbajo et a/.,
2009). La Patagonia como regién se caracteriza por un marcado
gradiente longitudinal en las precipitaciones y tipos de suelos y un
gradiente latitudinal gradual de temperatura. Las precipitaciones
decrecen de oeste a este y la temperatura de norte a sur. En la zona
mas occidental y himeda dominan los bosques, con suelos de origen
volcanico, mientras que hacia el este se extiende una transicidn
desde pastizales hacia estepas con pastos y arbustos dispersos sobre
aridisoles. En la zona de transicion entre bosques y estepa, la
vegetaciéon consiste en arbustos y pastos. De acuerdo con estas
caracteristicas, Cabrera y Willink (1973) y Morrone (2015) dividieron
a la Patagonia en dominios fitogeograficos, que a su vez se componen
de diferentes provincias biogeograficas (Figura 2). El drea de estudio
de esta Tesis comprende dos dominios fitogeograficos: el
Subantartico y el Andino-Patagdnico (Cabrera y Willink, 1973). El
Dominio Subantartico, y dentro del mismo la Provincia Subantartica,
constituye una angosta faja en direccion norte-sur desde el sur de
Mendoza hasta el extremo sur de Santa Cruz y Tierra del Fuego, en la

gue se incluyen los Andes Patagodnicos. El clima es templado a frio y
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himedo, con abundantes nevadas y lluvias invernales (de unos 1000-
3000 mm anuales). Ocurren heladas en la mayor parte del afio y
fuertes vientos del oeste. La geomorfologia esta definida por los
Andes, que en el area de estudio alcanza alturas entre 600 y 3000m
sobre el nivel del mar. El relieve es abrupto y escarpado, con picos
nevados, valles glaciarios, geoformas de origen volcanico,
abundantes cursos de agua y lagos que desaguan a las vertientes del
Atlantico y el Pacifico. Dominan los bosques caducifolios o
perennifolios de especies del género MNothofagus conocidas como
falsas hayas del sur, aunque también se pueden encontrar praderas y
turberas. Las especies mas comunes del género Nothofagus en este
dominio son N. antartica (Nire) y N. pumilio (Lenga). También existe
en menor proporcién la conifera Austrocedrus chilensis (Ciprés de
cordillera) y en las laderas mas protegidas, donde hay mayor
humedad, se hallan abundantes ejemplares de Nothofagus dombeyi
(Coihue). Esta especie, en conjunto con otras, conforma bosques de
aspecto selvatico con cafiaverales, musgos y liquenes. Los bosques
forman mosaicos con predominancia de especies arbdreas,
entremezcladas con pastizales, arbustales, turberas, mallines vy
cultivos en funcién de la altitud, latitud, precipitaciones, exposicidon
del suelo, usos humanos y eventos de alcance local tales como
avalanchas, sequias, heladas o incendios (Cabrera y Willink, 1973).
Dentro del dominio Andino-Patagdnico, la Estepa o Provincia
Patagonica es una de las regiones fitogeograficas mas australes de
Sudamérica. Esta Provincia abarca el centro-oeste de Mendoza, oeste
de Neuquén y Rio Negro, casi la totalidad de Chubut y Santa Cruz y
nordeste de Tierra del Fuego. El relieve estda fundamentalmente
caracterizado por mesetas escalonadas, elevaciones de escasa
altitud, valles, cafiadones y llanuras. En el oeste, en una estrecha
franja que bordea los Andes patagonicos, existen serranias y lomadas
paralelas a la Cordillera, separadas por pequefias llanuras. Los suelos

son, en su mayoria, petro-arenosos y pobres en materia organica. El
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clima es templado-frio y seco, con fuertes vientos del oeste, nevadas
en invierno y heladas durante casi todo el afio. Las precipitaciones se
concentran en la estacion invernal y son menores a los 250 mm de
promedio anual, aunque aumentan en proximidades a la Cordillera.
Las temperaturas medias anuales oscilan entre los 10 y 14° C en el
Norte y entre los 5 y 8° C en el Sur de la regidon. La vegetacion es
baja y achaparrada (Cabrera y Willink, 1973).

Conocer la estructura genética poblacional del roedor a escala
regional, aportaria informacién relevante sobre el grado de contacto
de las poblaciones de La Patagonia y, por ende, del riesgo de

dispersion de Hantavirus entre ellas.

T N
/

Figura 2 A) Dominios Biogeograficos B) Provincias Biogeograficas presentes en
America de Sur. Obtenido de: https://surdelsur.com/es/regiones-
biogeograficas-argentinas/ (con "Auspicio y Declaracion de interés cultural" de
la Secretaria de Cultura, Presidencia de la Nacidn). Accedido el 20/10/2017.
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2.2. Objetivo especifico
o Estimar niveles de flujo génico a escala regional.

2.3. Hipdtesis y predicciones

e A escala regional, la diferenciacion genética sigue un patrén de
aislamiento por distancia.

Predicciones: El nivel de divergencia genética alcanzara su maxima
magnitud entre las poblaciones de Chubut (Leleque-Cholila) vy
Neuguén (Junin de los Andes), separadas por 315 km. Las
poblaciones geograficamente mas proximas presentardn mayor

similitud genética entre si.

2.4. Materiales y Métodos

2.4.1. Area de estudio

Las localidades que componen el area de estudio del presente
capitulo son: Junin de los Andes (39° 56.127'S, 71° 5.364'W) en
Neuquén; Bariloche (41° 09’S, 71° 27'W), El Bolsén (41° 59.345'S,
710 33.665'W) ubicadas en Rio Negro; Leleque (42° 24.583' S, 71°
4.279'W) y Cholila (42°28.785'S, 71°26.563'W), pertenecientes a la
provincia de Chubut. La localidad de Cholila, emplazada entre la
Cordillera de los Andes y la precordillera, presenta 4 valles: El Cajén
(42° 26.919'S, 71° 20.717'W); El Blanco (420 28.299'S, 71°
26.919'W); El Rincén (420 29.712'S, 71° 23.273'W) y Villa Lago
Rivadavia (42° 33.465'S, 71° 38.057'W) (Figura 3). Junin de los
Andes, Bariloche, El Bolsén y Cholila pertenecen a la provincia
Subantartica dentro del dominio Subantartico, mientras que Leleque
pertenece a la regién fitogeografica de la Estepa Patagonica, que se

ubica en el dominio Andino-Patagonico.
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Figura 3: Ubicacion geografica del area de estudio y localidades muestreadas.

2.4.2. Muestreo

Las

muestras destinadas a cumplir con el objetivo y sus

correspondientes fechas de colecta fueron:

o

o

o

Junin de los Andes (n = 14): marzo-abril de 2000.
Bariloche (n=6): marzo-abril de 2000.

El Bolson (n=14): marzo-abril de 2000.

Leleque (n=20): marzo-abril de 2007 y 2009.

El Cajon (n=14): agosto de 2006.

Las muestras de las localidades de Junin de Los Andes, Bariloche

y El Bolson fueron obtenidas por personal del Instituto Nacional de

Enfermedades Virales Humanas (INEVH, Pergamino, Buenos Aires) en

el afno 2000. Inicialmente fueron utilizadas en estudios filogenéticos

para determinar relaciones de ancestro-descendientes entre distintas

especies del género Oligoryzomys (O. longicaudatus, O. chacoensis,

O. flavescens, etc; Gonzalez-Ittig et a/. 2002 y Rivera et al., 2007) y
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luego, en un estudio filogeografico a escala macro (Gonzalez-Ittig et
al., 2010). Los muestreos constaron de lineas que abarcaron varios
ambientes; se realizaron capturas vivas utlizando trampas Sherman.

Las muestras de las localidades de Leleque y El Cajén fueron
obtenidas por el Grupo de Investigacidon en Ecologia Poblacional vy
Comportamental (GIEPCO, Universidad Nacional de Rio Cuarto), en
colaboracién con el INEVH, entre los afios 2006 y 2009, utilizando un
sistema de muestreos por remocién. Se colocaron trampas en lineas
con un largo total de unos 100 m, con una separacion de 200 m entre
ellas. Dentro de cada linea se colocaron 20 estaciones de trampeo,
con un intervalo de 5 m entre ellas, alternando Sherman y captura
muerta. El cebo utilizado fue una mezcla de grasa vacuna y manteca
de mani. El procedimiento se realizd6 durante 3 noches consecutivas
cada temporada. Los ejemplares capturados fueron trasladados
dentro de bolsas herméticas hasta el laboratorio de campafa, donde
se realizd el procesamiento. Se registraron la especie, el sexo y las
medidas corporales (peso, longitud total y longitud de cola). A todos
los ejemplares se les sacod sangre para los estudios viroldgicos del
INEVH y se les cortd la punta de la cola (conservadas en alcohol
85%) para los estudios en el laboratorio de Genética de Poblaciones y
Evolucion. Tanto las muestras utilizadas de Leleque y Cholila para
cumplir con los objetivos de este capitulo como los del siguiente
(escala de paisaje) se obtuvieron de los muestreos que formaron
parte de las Tesis doctorales de Francisco Polop (2011, UNRC) y
Verdnica Andeo (2012, UNRC).

2.4.3. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de cada muestra se realiz6 mediante la
técnica de extraccién salina (Bruford et a/., 1992), en mesa de flujo
laminar, tomando todas las precauciones necesarias para el manejo
de material de riesgo (potencialmente infectado). Su cuantificacién se

realizd a través de la comparacién con el marcador A/HindIII en geles
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de agarosa al 0,7%, utilizando bromuro de etidio para su

visualizacién. En general se obtuvo ADN total de buena calidad.

2.4.4. Amplificacién de Microsatélites

En cada muestra se realizaron amplificaciones por PCR con
cebadores especificos para O. longicaudatus descriptos en Gonzalez-
Ittig et a/. (2008): Olongl, Olong4, Olong5, Olong6, Olong7, Olong9,
Olong10 y Olongl12 (Tabla 1). Los cebadores forward de cada locus
fueron marcados con fluorocromos (Invitrogen, Argentina). Olong7 y
Olong9 se marcaron con 6-FAM (azul), Olongl y Olongl0 se
marcaron con VIC (verde), Olong5 y Olong6 con NED (amarillo) y
Olong12 con PET (rojo). Las reacciones de PCR se realizaron en una
mezcla de 10ul, con la siguiente composicidon: 1x buffer de reaccion
[75mM Tris-HCI; pH 8,8; 20 mM (NH4)2S04, 0,01 Tween 20]; 130 uM
de dATP, dGTP, dCTP y dTTP; 0,6uM de cada cebador; 1,0 U de Taq
polimerasa (Fermentas Life Sciences, EEUU) y 5ng de ADN total (la
concentraciéon de MgCl, varié segun las condiciones de amplificacidon
de cada locus). Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
Biometra Unoll (Biometra, Alemania), con una desnaturalizacion
inicial de 3 min a 94°C, seguido de ciclos (cuyo numero varié segun
el locus) de 30s a 94°C, 30s a la temperatura de hibridacién de los
cebadores y 30s a 72°C, finalizando con una extension 5 min a 72°C.

Los alelos amplificados se separaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida utilizando el sistema de buffer Tris-Glicina (White et
al.,, 2002) y se tifieron con el sistema de nitrato de plata para su
visualizacién y control de calidad de la amplificacion (Neilan et al.,
1994). Luego los productos de PCR de buena calidad se enviaron para
analizar mediante genotipado en secuenciadores automaticos
(genotipado multilocus) en compafiias que ofrecen el servicio
(Macrogen Inc.; Corea del Sur). El analisis de los tamanos de los
alelos se realizd con el programa Peak Scanner v1.0 (Applied

Biosystems, 2006). Luego se obtuvieron los valores definitivos con el
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programa MsatAllele 1.02 (Manaster, 2002) del paquete R; este
programa brinda un novedoso método que utiliza la informacién de la
distribucion de los tamafios de fragmentos de microsatélites
registrados en una base de datos en R, para clasificarlos segln las

clases de tamafo que correspondan a los diferentes alelos.

Tabla 1: Loci de microsatélites especificos para O. /longicaudatus y sus
caracteristicas.

Locus Secuencia (5°-3") Motivo TA  [MgCI2] No
repetido (°C) ciclos

Olongl F: TAATACCACAGTCACTGGAC (CA)21 55 1,2 20
R: CTTGATGAATGAGAAGCCAAGCTAC

Olong4 F: CTCACAAGGAGCACTGCACAGTCC  (TG)4TT(TG)16 58 1,6 24
R: TCTCTGTTAGGTACTGAGACACGA

Olong5 F:AACTGAGTATCTTGGACTGCCAGC (CA)2GA(CA)28 63 1,2 25
R: GCTGTCACGCCCAAGTCCATCAC

Olong6 F: AATGCTGTCCTGATACAGACACTG (CA) 55 1,2 24
R: GCAAAGCATTCTTAGCGTGT

Olong7 F: GTTATCGAGTACCCAGTGGTCAT Imperfectot 56 1,6 24
R: CAGCACATTACCTCACCTCC

Olong9 F: CCTCACACAGGGGTGCATAAACGC (CA)7CCTA(CA)16 58 1,2 29
R: CAGAATGTTCTCGAGTATGCGT

Olong10 F: ACACCCTTACTTAAGAGCCACAC (AC)15 56 1,2 22
R: ATGGTAGCAGTTTTCCCAACGTT

Olong12 F: TGTGGGCACCTGGGAGA (TG)25(GT)5 57 1,2 28

o M

: CACTTACATATACACCCTCATGGG

T (TG) 8TTT (GT)2(AC) 2A (TG)3(TA) 3.TA: Temperatura de Annealing.

2.4.5. Analisis de datos

Para estimar el grado de polimorfismo en cada poblacion se
calcularon diferentes indices utilizando el programa Genalex 6.41
(Peakall y Smouse, 2006) (Tabla 2).

Con respecto al andlisis de la estructura genética a priori, se
evalud la diferenciacién genética entre poblaciones con un analisis de
varianza molecular (AMOVA) y se calculé el estadistico Fst con el
programa Arlequin 3.5.1.2 (Schneider et a/, 2000). Para ello se

utilizé un nivel de significacidon de 0,05 y 10000 permutaciones.
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Para probar la posible existencia de aislamiento por distancia se
realizd un test de Mantel con el programa TFPGA 1.3. (Miller, 1997),
que calcula la correlacidn entre la distancia genética (Fst/[1-Fst]) vy el
logaritmo natural de la distancia geografica (Rousset, 1997). Las
computaciones fueron realizadas con 1000 permutaciones. Las
relaciones entre las poblaciones se representaron a través de dos
fenogramas, el primero utilizando el método de Neigbour-Joining con
el programa Populations 1.2.31 (Langella, 2009) y el segundo,
utilizando el método UPGMA vy la distancia de Nei (Nei, 1972) con el
programa TFPGA 1.3. El método UPGMA consiste en un ligamiento
promedio no ponderado, mientras que el Neighbour-joining utiliza el
método de minimos cuadrados para calcular la distancia entre dos
poblaciones; la distancia de Nei estdndar combina las frecuencias
alélicas de distintos sistemas genéticos en una Unica medida que
indica la diferencia entre pares de poblaciones.

Con respecto a los analisis de la estructura genética a posteriori,
para visualizar espacialmente el niumero de grupos genéticos (K) se
utilizé el programa Geneland 2.13.2 (Guillot et a/., 2005), que emplea
el método bayesiano junto con las coordenadas geograficas para
detectar discontinuidades espaciales entre las poblaciones. Las
corridas preliminares se realizaron con valores de K entre 1 y 10,
ejecutando 10000000 iteraciones y tomando muestras cada 1000.
Dado que K=4 fue el de mayor probabilidad en las corridas
preliminares, para el resultado final se realizaron 3 corridas
independientes con K fijado en 4. Se utilizé el modelo de frecuencias
alélicas correlacionadas y se emplearon 1000 iteraciones de burnin.
Ademas, se agregd un analisis de asignacién individual utilizando la
salida del programa Geneland y se calcularon indices descriptivos de
la variabilidad genética poblacional. También se examind la
estructura genética con el programa Structure 2.3 (Pritchard et al.,
2000; Falush et al., 2007), que implementa el algoritmo bayesiano

para calcular el nUmero mas probable de grupos genéticos o clusters
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a posteriori. Se asumid la existencia de poblaciones mezcladas y
frecuencias alélicas correlacionadas. El andlisis se realiz6 con valores
de K entre 1 y 5 usando 2500000 iteraciones de burnin de un total de
7500000 iteraciones. El procedimiento se repitié 10 veces para cada
K. El valor éptimo de K se calculé con el método de AK descripto por
Evanno et a/. (2005), usando el software en linea Structure Harvester
0.6.7 (http://taylorQ.biology.ucla.edu/struct_harvest/). Las corridas
multiples de Structure se analizaron con el programa CLUMPP 1.1.2
(Jakobsson y Rosenberg, 2007) utilizando el algoritmo Greedy. Con
este resultado se construyd el grafico de barras de cada individuo
empleando el programa DISTRUCT v 1.1 (Rosenberg, 2004). Para
determinar el grado de ancestria mixta se utilizé el criterio de 0,2

establecido por Vaha y Primer (2006).

2.5. Resultados

En general, la heterocigosis esperada (He) y observada (Ho) no
difirieron significativamente entre si, indicando que todas las
poblaciones analizadas estdan en equilibrio de Hardy-Weinberg. El
numero promedio de alelos diferentes de las poblaciones oscilé entre
7,375 y 11,5 y el niumero promedio de alelos privados de poblacién
oscilé entre 0,250 y 1,125 (Tabla 2).



Tabla 2: indices determinantes del grado de polimorfismo en poblaciones de Oligoryzomys longicaudatus.

29

Poblacién Latitud Longitud N Na Ne Ho He ValorP UHe No %P F
Exclus.
Alelos
Junin de los 39956'07.6”S 71°05'21.8"W 14 11.250+ 7.688 0.857+ 0.842+ 0.410 0.873+ 1.125+ 100 -0.021%
Andes 1.359 + 0.027 0.029 0.030 0.295 0.011
1.196
Bariloche 41008'60.0"S 71027'00.0"W 6 7.375+ 6.050 0.792+ 0.786+ 0.480 0.858+ 0.250+ 100 0.041+
0.9740 + 0.121 0.047 0.051 0.164 0.147
0.974
El Bolson 41059'20.7"S 71033'39.9"W 14 10.500+ 6.935 0.813+ 0.828+ 0.383 0.859+ 0.375% 100 0.029%
1.086 + 0.062 0.031 0.032 0.183 0.050
0.937
Leleque 42024'35.0"S 71°04'16.7"W 20 10.625 6.860 0.825+ 0.808% 0.420 0.828%+ 0.625+ 100 -0.038+
1.523 + 0.043 0.054 0.056 0.498 0.043
0.933
El Cajon 42026'55.1"S 71020'43.0"W 14 9.250+ 6.345 0.741+ 0.796x= 0.205 0.826x 0.375+ 100 0.095+
1.306 + 0.0359 0.051 0.053 0.263 0.085
0.992

Abreviaturas: Na: NUmero de alelos promedio; Ne: NUmero promedio efectivo de alelos (niUmero promedio de alelos ponderado en
funcién del tamano muestral); Ho: Heterocigosis observada; He: Heterocigosis esperada; Valor P: Significancia estadistica entre Ho
y He; UHe: Heterocigosis esperada no sesgada; N° exclus. Alelos: N° de alelos Unicos en una Unica poblacidn; %P: Porcentaje de

loci polimérficos; F: indice de fijacion.
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A escala regional, el Fsr promedio fue moderado (0,067), con
valores que oscilaron entre 0,015 y 0,097, todos significativos para
un P<0,05. La diferenciacion mas baja ocurrié entre Leleque y el valle
El Cajon en Cholila, mientras que la mayor diferenciacién se dio entre
Bariloche y Leleque (Tabla 3). El andlisis de AMOVA reveld que el
94,84% de la varianza ocurrié dentro de las poblaciones y el 5,16%
entre ellas (P < 0,05). El test de aislamiento por distancia revelé una
correlacion no significativa (r = 0,0105; P = 0,4150) entre la
distancia genética y geografica para las poblaciones de O.
longicaudatus. Los métodos de Neighbor-Joining y UPGMA revelaron
relaciones similares entre las poblaciones: un grupo incluyé a Junin
de los Andes, Bariloche y El Bolsén, mientras que el otro, a El Cajon y

Leleque (Figura 4a y 4b).

Tabla 3: Fst de a pares entre las poblaciones Ofigoryzomys longicaudatus a

escala regional.

Junin de los  Bariloche El Bolsén Leleque El Cajon
Andes
Junin de los 0,00000 --- --- -—- ---
Andes
Bariloche 0,02708 0,00000 --- --- ---

El Bolsén 0,02814 0,02843 0,00000 --- ---
Leleque 0,05887 0,09737 0,08045 0,00000 ---

El Cajén 0,04161 0,06940 0,06533 0,01507 0,00000
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Junin de los Andes

Bariloche
Leleque

El Bolsén
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Figura 4: Representacion de las relaciones entre poblaciones de Ofigoryzomys
longicaudatus a escala regional mediante a) el método de NJ b) el método de
UPGMA. Los soportes de boostrap se indican en la base de cada nodo vy la
escala en el margen superior de la seccién b representa la distancia genética de
Nei (1972).

La combinacion de informaciéon genética y datos geograficos
realizada por el programa Geneland reveld la existencia de cuatro
grupos genéticos (K=4); cada K fue representado por una unica
poblacién, excepto para el cluster o grupo 3, que estuvo representado
por Leleque y El Cajon (Figura 5). Las probabilidades posteriores de
pertenencia a cada grupo genético para Junin de los Andes, Bariloche,
El Bolsén y Leleque junto a El Cajon fueron de 0,7, 0,6, 0,8 y 0,9
respectivamente. El grafico de asignacion individual mostrd un
resultado similar: los individuos de Leleque y ElI Cajon presentaron
una composicion genética muy similar; los individuos de Junin de los

Andes, Bariloche y El Bolsén mostraron ancestria mixta, pero con
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elevada pertenencia al grupo genético 2, 4 y 1, respectivamente
(Figura 6).

Figura 5: Distribucién espacial de los grupos genéticos con sus probabilidades a
escala regional obtenido a partir del programa Geneland.
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Junin de los Andes  Bariloche El Bolsén Leleque El Cajon

Figura 6: Representacion individual de la composicion genética en cada
poblacién de Oligoryzomys longicaudatus a escala regional realizada a partir de
la salida del programa Geneland. Los individuos estan delimitados por lineas
finas mientras que las poblaciones se delimitan con lineas gruesas.

La representacion de la composicién genética de cada individuo
realizada por el programa Structure 2.3 reveld la existencia de tres
grupos genéticos (Figura 7). La poblacién de Junin de Los Andes
presentd una elevada ancestria del grupo 1; Bariloche y El Bolsén
mostraron ancestria mixta de los grupos 1 y 2 (violeta y rosa
respectivamente), en iguales proporciones en el caso de Bariloche y
en el caso de El Bolsén, con mayor proporcién del grupo 2.
Finalmente, Leleque y El Cajon mostraron una composicién genética
muy similar, con una elevada pertenencia individual al grupo 3
(naranja). Estos resultados son consistentes con aquéllos obtenidos

con los fenogramas de NJ y UPGMA (Figuras 4a y 4b).
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Figura 7: Representacion de la composicién genética basada en individuos de

las poblaciones de Oligoryzomys longicaudatus a escala regional realizada por
el programa Structure 2.3. Cada individuo estd delimitado por una linea fina,

mientras que las poblaciones se delimitan con lineas gruesas.

2.6. Discusion y conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo, en concordancia con lo
planteado en las hipétesis, sugieren la existencia de bajos niveles de
dispersion actual entre las poblaciones de la regién: 1) el test de
Mantel no fue significativo, indicando que no existe un patrén de
aislamiento por distancia; es decir, que las fuerzas opuestas ejercidas
por el flujo génico y la deriva genética no estan en equilibrio. Sin
embargo, a través de otros andlisis fue posible observar un gradiente
de diferenciacién latitudinal. 2) Los valores de Fst a escala regional
fueron moderados y todos significativos (Fst promedio=0,067). 3) Los
métodos de Neighbor-joining y UPGMA (Figuras 4 a y b) revelaron
tres grupos de poblaciones que coinciden con los grupos genéticos
(K=3) detectados por el programa Structure. 4) Tanto la disposicion
espacial de los grupos obtenidos como la frecuencia de pertenencia a

cada uno de ellos siguieron un patrén latitudinal (Figura 7). El
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programa Geneland, que combina datos genéticos y espaciales,
separd a El Bolsén y Bariloche en dos grupos genéticos diferentes,
dando como resultado un total de cuatro grupos distintos con sentido
norte-sur (K=4) (Figura 5); sin embargo, el valor de pertenencia
posterior de Bariloche fue bajo (0.6%), probablemente porque es la
poblacidon con tamafo muestral mas bajo. La diferencia en el nUmero
de grupos genéticos detectados entre Structure y Geneland puede
deberse a los distintos algoritmos empleados por cada programa y las
diferencias en la informaciéon que recaba cada uno (Geneland utiliza
datos espaciales y genéticos, mientras que Structure soélo utiliza
datos genéticos). En un estudio de simulacién comparando diferentes
métodos de agrupamiento, Safner et a/. (2011) detectaron que para
la  misma combinacién de pardmetros Geneland tendid
consistentemente a detectar mayor numero de conglomerados
espaciales que Structure, encontrando subdivisiones adicionales
dentro de cada uno de ellos. Esto ocurrié especialmente en el
escenario de aislamiento por distancia, en donde bajas tasas de
dispersién en combinacidn con elevadas tasas de mutacion resultan
en una agregacién espacial de alelos similares, dando la ilusion de
barreras al movimiento cuando en realidad no existen. Por otro lado,
Li y Liu (2018) indicaron que cuando el nimero de muestras entre las
poblaciones estudiadas es desigual, el programa Structure tiene
mayor dificultad para identificar de manera correcta el nimero de
grupos genéticos que conforman la composicion de las poblaciones en
cuestion. De cualquier modo, a pesar del nUmero de grupos genéticos
inferido (3 o 4), los resultados muestran una diferenciacion latitudinal
de las poblaciones a escala regional. EI método de asignacion
individual utilizando la salida de Geneland también reveld Ila
existencia del mismo gradiente de diferenciaciéon, apuntando a
valores de flujo génico actual moderados a bajos. Este resultado

también se obtuvo excluyendo del anélisis a la poblacién de Bariloche
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que presenta un tamano muestral reducido (resultados no
mostrados).

En otros estudios realizados a esta escala, Palma et a/. (2005)
también encontraron un patrén latitudinal de divergencia genética en
el lado occidental de los Andes en Chile utilizando el gen mtCyt-b. Sin
embargo, concluyeron que el flujo génico entre localidades era
elevado. En un estudio posterior, agregando nuevas poblaciones,
Palma et al. (2012) obtuvieron un resultado muy diferente al del
estudio anterior, puesto que se detectaron tres grupos genéticos a lo
largo de la distribucién geografica de O. /ongicaudatus en Chile. Estos
grupos coincidieron con las tres grandes regiones ecogeograficas
chilenas: Mediterrdnea, Valdiviana y Bosques Patagdnicos. Los
autores propusieron un crecimiento poblacional repentino luego del
retraimiento de los glaciares del Pleistoceno, seguido de un periodo
de tamano efectivo poblacional reducido y una diferenciacidon
paulatina por regiones. Ademas, Torrez-Pérez (2011) encontraron
una estructuracion geografica significativa en las poblaciones chilenas
de O. longicaudatus a escala geografica amplia (entre los 600-800
km), patron que se atribuyé al flujo génico reducido entre
poblaciones provenientes de diferentes refugios (glaciares
Pleistocénicos al oeste de los Andes. A pesar de que en esta Tesis se
utilizaron escalas geograficas de menor magnitud y un marcador
genético diferente, se encontré un patron de estructuracion genética
similar. Gonzalez-Ittig et al/ (2010), realizaron un estudio
filogeografico utilizando la regién control de ADN mitocondrial en
poblaciones de Argentina y Chile y encontraron poca divergencia
genética entre las poblaciones analizadas. Dado que durante el Ultimo
Maximo Glacial el area que ocupa O. /longicaudatus al este de los
Andes estuvo cubierto de hielo, los autores propusieron que durante
la glaciacién, la especie habria sobrevivido en un refugio libre de hielo
sobre la costa sur del Pacifico en Sudamérica, asociado a las especies

del género Nothofagus, y que luego habria expandido su rango
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recolonizando Argentina desde ese refugio. Esto explicaria la menor
diversidad genética encontrada en Junin de los Andes en aquel
estudio, puesto que habria sido la ultima en ser colonizada. Respecto
a otros roedores, Lessa et al. (2010) estudiaron la diversidad
genética de catorce especies de ratones sigmodontinos de Tierra del
Fuego y la Patagonia Argentina, utilizando ADN mitocondrial como
marcador molecular, a fin de comparar sus patrones filogeograficos.
Los autores encontraron que cuatro de estas especies estaban
genéticamente fragmentadas dentro de la regién y nueve de ellas
tuvieron una huella genética similar de expansién reciente de rango a
partir de un unico refugio restringido espacialmente. Concluyeron que
la inestabilidad demografica en respuesta al cambio climatico
histérico fue la principal causante de la estructuracion genética
encontrada en la regién Patagdnica-Fueguina. La colonizacidon desde
latitudes elevadas (localidades australes) es un componente
importante de la diversidad actual, pero la diferenciacion in situ
también contribuyd a que a nivel intraespecifico aparecieran muchos
haplotipos nuevos, lo que produjo una divergencia poblacional en
varias especies de roedores sigmodontinos de la regién. Por otro
lado, Sersic et al. (2011) encontraron patrones filogeograficos
congruentes dentro y entre especies de plantas y vertebrados
terrestres, sugiriendo que tanto los eventos geoldgicos del Pre-
Cuaternario como los del Cuaternario habrian sido importantes
impulsores en la historia evolutiva de las especies patagdnicas. El
patrén genético latitudinal detectado en las poblaciones de O.
longicaudatus analizadas en este estudio, junto con el patrén similar
encontrado en especies de Nothofagus por Soliani (2012), apoyan la
idea de flujo génico restringido a escala regional como resultado del
aislamiento entre las poblaciones a partir de los accidentes
geograficos de la region. Los glaciares que afectaron esta area
geografica habrian modificado el paisaje produciendo multiples

barreras (como por ejemplo lagos y valles de origen postglacial) que
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en la actualidad restringen el flujo génico entre las poblaciones alli
presentes. En este escenario, las poblaciones se habrian diferenciado
paulatinamente para originar la estructura genética que se observa en
la actualidad en O. /longicaudatus a escala regional.

Como ya se mencionara, la especie O. /ongicaudatus se
encuentra fuertemente asociada a especies del género Nothofagus en
los bosques templados de la Patagonia argentina; si las especies de
arboles y el roedor experimentaron una historia evolutiva similar, se
esperaria un patron comparable en sus estructuras genéticas. Esto se
infiere luego de que se encontraran diferentes grupos genéticos en
las especies N. pumilio (lenga) y N. antartica (fire) a lo largo de un
gradiente latitudinal en la Patagonia (Soliani, 2012; Soliani et al.,
2012). Tanto los marcadores cloroplasticos como los nucleares
(microsatellites), revelaron una divergencia genética en ambas
especies de arboles en sentido norte-sur, en donde las poblaciones
del norte (36-41°S) fueron significativamente diferentes de aquellas
del resto del drea de distribucién. Los autores encontraron que Cholila
(ubicada en el area de transicién) fue la Unica poblaciéon con mezcla
de haplotipos del norte y del sur. La marcada divisién latitudinal
alrededor de los 42°S indicaria una historia evolutiva distinta para
estos grupos de poblaciones. En esta Tesis, las poblaciones Leleque y
El Cajon (o sea todas las poblaciones ubicadas alrededor de los
42°S), siempre fueron recuperadas juntas en los distintos analisis
estadisticos y fueron siempre diferentes de las tres localidades
ubicadas mas al norte. Este resultado no concuerda con el reportado
por Gonzalez-Ittig et al. (2010) donde, utilizando marcadores
mitocondriales, no se encontré un quiebre o gap genético con las
poblaciones del norte. Los autores tampoco detectaron correlacion
entre la distancia genética y geografica, pero hallaron haplotipos
exclusivos en la mayoria de las localidades, indicando flujo génico
restringido entre ellas. Los mayores niveles en la diferenciacion

genética encontrada en esta Tesis con respecto al estudio de
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Gonzalez-Ittig et a/. (2010) pueden atribuirse a la diferencia en el
marcador empleado para el analisis. De hecho, aqui la poblacién de
Junin de los Andes fue tan polimérfica como las demas poblaciones.
Los microsatelites son mas variables que los marcadores
mitocondriales, lo que permite detectar estructuracion genética aun
cuando ésta sea reciente. Ademas, los microsatélites son capaces de
detectar niveles de diferenciacién genética a escalas espaciales y
temporales mas reducidas, por lo que resultan mucho mas adecuados
para analizar procesos evolutivos contemporaneos (Selkoe y Toonen,
2006). En el presente estudio, la ausencia de correlacién positiva y
significativa entre la distancia genética y geografica en las localidades
muestreadas indica que no hay equilibrio entre el flujo génico y la
deriva genética en las poblaciones de dichas localidades. El hecho de
gue todos los andlisis en O. /longicaudatus, tanto a priori como los a
posteriori, revelaran una diferenciacion norte-sur, siendo Leleque y El
Cajén similares mientras que las otras tres localidades se
diferenciaron entre si en la mayoria de los analisis, indica que las
poblaciones estudiadas se estarian diferenciando segun un patrén de
aislamiento por distancia y que probablemente todavia no transcurrio
el tiempo suficiente para que la deriva genética y el flujo génico
alcancen un equilibrio. Este mismo resultado fue obtenido para el
roedor Calomys musculinus por Chiappero y Gardenal (2003) y
Gonzalez-Ittig y Gardenal (2004), quienes estudiaron su estructura
genética poblacional en el centro de Argentina en un rango de 10 a
700 kildbmetros de extension. Los autores detectaron niveles de
diferenciacion moderados a elevados sin encontrar correlacién
significativa entre las distancias geografica y genética segun el test
de Mantel. Las poblaciones de C. musculinus habrian colonizado su
rango de distribucion actual en un periodo relativamente reciente
(posiblemente asociada a la dispersion de la agricultura en el siglo
XX). Posteriormente, el flujo génico entre poblaciones habria sido

restringido con un predominio de la deriva genética que llevé a que
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las poblacionales comiencen a diferenciarse de manera aleatoria. Algo
similar estaria ocurriendo en O. /ongicaudatus. En los ultimos anos,
los valles andino-patagdnicos han sufrido efectos antrépicos por la
introduccion de especies invasoras y el reemplazo de bosque original
por plantaciones de coniferas exéticas, lo cual podria haber influido
en la estructura genética actual. Sin embargo, hasta el momento no
se han realizado estudios genéticos comparativos entre poblaciones
del roedor de los bosques autéctonos y de las plantaciones exdticas.
En resumen, en este estudio se encontrd estructuracién genética
con disposicion latitudinal a escala regional, indicando bajos niveles
actuales de flujo génico entre las poblaciones de O. /longicaudatus a
escala regional. El elevado nivel de resoluciéon de los microsatélites
permitid la deteccion de brechas genéticas entre las poblaciones

patagodnicas.
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3.1. Introduccion

La ecologia clasica considera que la distribucion espacial de los
organismos puede ser explicada por la variabilidad ambiental, la cual
genera diferencias en términos de calidad de habitat, concentrando a
los organismos en areas de recursos adecuados para ellos. En el caso
de roedores, distintas poblaciones pueden tener comportamientos
diferentes en cuanto a la preferencia de habitats asociados a distintas
variables ambientales (Schmidt y Ostfeld, 2001) y al contexto del
paisaje (Ostfeld et al, 2005). Mills y Childs (1998) y Mills (1999)
sostienen que si cada situacion epidemioldgica presenta una
caracteristica ambiental diferente, se podria pensar que los distintos
tipos de habitats estarian relacionados con el riesgo de infeccién a
humanos dentro de una regidon endémica. Es por ello muy importante
determinar las relaciones entre los grupos de poblaciones dentro de
un habitat y entre diferentes habitats, lo cual incluye conocer la
dispersion de los individuos, la relacion entre dispersién e infeccién
del huésped con los patdgenos, y los factores que la promueven.
Algunos aspectos de este tipo de estudios pueden ser abordados
desde una nueva interdisciplina denominada “genética del paisaje”
gue resulta de la interaccién entre la genética de poblaciones a nivel
molecular y la ecologia del paisaje (Manel et a/.,, 2003). La genética
del paisaje permite investigar como las caracteristicas del paisaje a
escala geografica fina (rios, rutas, barreras, etc.) afectan a procesos
como migracion, deriva genética, seleccidn natural, extincién y re-
colonizaciéon. Este enfoque ofrece una manera eficiente de
comprender dénde y como los reservorios naturales se mueven a
través del paisaje, lo cual contribuye a entender cdmo se disemina
una enfermedad y a determinar el riesgo para humanos (Sloan et al.,
2009).

Estudios de genética del paisaje en roedores revelaron que

ciertas modificaciones en el paisaje pueden producir restricciones en
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el flujo génico y diferenciacon entre las poblaciones en funcién de
factores ambientales como corredores de dispersion, forma, tamafio y
distancia entre los parches (remanentes del habitat original
favorable) y el contraste entre ellos y la matriz (drea desfavorable
para un organismo focal en particular, dentro de la cual se
distribuyen los parches de habitat &ptimos; es considerada
generalmente como una barrera para los movimientos del
organismo), asi como también factores intrinsecos de la especie como
vagilidad, tasa reproductiva, grado de especificidad del habitat, etc.
(Aars et al., 1998; 1999). Asi por ejemplo, Aars et al. (1999)
estudiaron los efectos de los corredores de habitat sobre el grado de
conexiéon y la dispersién entre poblaciones de Microtus oeconomus a
través de técnicas genéticas y demograficas. Se encontré que los
corredores facilitan la migracién entre poblaciones, sobre todo en el
caso de los machos, por ser el sexo dispersante de la especie. En otro
estudio, McDonald y St. Clair (2004) analizaron los efectos de
distintas barreras (naturales y artificiales) sobre la dispersién de tres
especies de roedores de la misma familia: Mycrotus pennsylvanicus,
Permiscus maniculatus y Clethrionomys gapperi demostrandose que
en los tres casos, tanto las barreras artificiales como las rutas ejercen
mayor resistencia a la dispersién que las barreras naturales, como los
bosques fragmentados.

Por su parte, Schweizer et al. (2007) combinaron métodos
directos e indirectos para estimar la dispersion de Microtus arvalis en
ambientes fragmentados. Se hall6 que los machos fueron quienes
mas se dispersaron entre las poblaciones estudiadas, mientras que
las hembras tuvieron un comportamiento filopatrico en parches bien
delimitados, manteniendo constante la diferenciacién genética entre
los parches. Booth et a/. (2009) estudiaron el efecto de las distintas
barreras en el paisaje sobre la estructura genética poblacional de
Apodemus sylvaticus a través de 7 loci de microsatélites. Se detectd

gue a escala reducida no existen barreras para el flujo génico y que
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en cambio, éste estaria limitado por la tendencia de los individuos de
reproducirse cerca del grupo natal. En escalas mas amplias, la
resistencia estaria ejercida por las barreras naturales y artificiales
presentes en el paisaje como lagos, rios, rutas, campos de pastoreo y
bosques manejados.

Mora et al. (2017), a través de un enfoque de genética del
paisaje, evaluaron la estructura poblacional de Ctenomys
"chasiquensis” en habitats arenosos del centro de Argentina
utilizando 9 loci de microsatélites. Se detectd que ciertas
caracteristicas del habitat (tales como su calidad y ubicacién
geografica) y discontinuidades en el paisaje (como salinas inundadas
y cultivos agricolas), junto con otras modificaciones antrépicas (como
las plantaciones forestales), influyeron de gran manera sobre la
diferenciacién entre las poblaciones del roedor en la escala de
paisaje.

En el caso de enfermedades originadas por Hantavirus, se han
realizado estudios sobre la relacidon entre la proporcion de individuos
infectados del roedor Peromyscus maniculatus con el virus “Sin
Nombre” y variables ambientales, a fin de confeccionar mapas de
riesgo (Boone et al., 1998; Langlois et al., 2001); sin embargo, no se
analizé la variabilidad genética en el virus ni en el reservorio natural.
Respecto a O. /ongicaudatus, los estudios ecoldgicos realizados hasta
el momento a escala de paisaje indicaron que la especie ocupa
principalmente arbustales dominados por rosa mosqueta y zarzamora
adyacentes a arroyos y caminos. En general muestra preferencia por
zonas humedas y con elevada cobertura vegetal aunque también ha
sido capturada en habitats disturbados como peridomicilios, bordes
de cultivo, pastizales y pasturas (Pearson, 1983; Piudo et a/., 2011).
Particularmente en la zona de Cholila, se realizaron los muestreos de
las Tesis Doctorales de Francisco Polop y de Verdnica Andreo. El
interés principal fue elaborar un modelo predictivo que permita

identificar los tiempos y lugares en donde las condiciones ambientales
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faciliten incrementos en las poblaciones del roedor o aumentos de la
infeccion en esas poblaciones. El estudio se desarrollé a través de
muestreos que permitieron medir diferentes variables como:
abundancia de roedores, actividad reproductiva, sobrevivencia y
estructura etaria de la poblacién, condicion seroldgica de los animales
y prevalencia de infeccién (Polop et a/, 2010; 2014; Andreo et al.,
2014). Los primeros resultados del estudio determinaron que hay
mayor cantidad de roedores infectados en invierno y que los
ambientes mas importantes desde el punto de vista de la abundancia
poblacional y la infeccion de O. longicaudatus fueron el arbustal y el
bosque (Polop et al., 2010). También se hallé un elevado nimero de
transeuntes en general y una importante dispersidon estacional entre
habitats contiguos. Los roedores se moverian entre estos habitats en
funcion de la disponibilidad de recursos tales como espacio, cobertura
vegetal, humedad y alimento (Polop, 2011). La cobertura de rosa
mosqueta fue en particular, una de las variables mas significativas a
la hora de explicar la abundancia poblacional; esta planta aportaria
no solo alimento, sino muy probablemente refugio a O. /ongicaudatus
y constituiria un importante recurso para la especie principalmente en
afos secos (Andreo, 2012). Ambas Tesis aportaron resultados sobre
la ecologia del paisaje de O. longicaudatus, los cuales en la presente
Tesis se integran con la genética de poblaciones aportando al

conocimiento de la genética del paisaje de la especie.

3.2. Objetivo especifico
e Estimar niveles de flujo génico a escala de paisaje (entre valles

Andino-Patagdnicos y la estepa patagédnica).

3.3. Hipétesis y predicciones
e A escala de paisaje, accidentes geograficos como cordones

montafosos actuan de barrera para la dispersion de la especie.
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Predicciones: El flujo génico entre los valles Andino-Patagdnicos sera
elevado debido a la alta conectividad entre ellos. Por el contrario, el

flujo génico entre las poblaciones de los valles y la estepa sera bajo.

3.4. Materiales y métodos

3.4.1. Muestreo

El procedimiento de trampeo para obtener las muestras
correspondientes a la escala de paisaje fue el mismo que se describid
anteriormente para Leleque y el valle El Cajon en la seccion de
muestreo a escala regional. Las muestras analizadas y sus
correspondientes fechas fueron:
o Leleque (n=20): marzo-abril de 2007 y 2009.
o El Cajon (n=14): agosto de 2006.
o El Blanco (n=15): marzo-abril de 2007 y 2008.
o El Rincén (n=19): marzo-abril de 2007.
o Villa Lago Rivadavia (n=15): marzo-abril de 2007 (Figura 8).

Va. Lago Ri\ﬁadavia <
: |

Iy x / al. "‘ .,” J :
?M ;.' ’ JZOWI‘I
Y ¥R

Figura 8: Ubicacion geografica del area de estudio mostrando los principales
accidentes geograficos que forman parte del paisaje.
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3.4.2. Analisis de datos

Para evaluar la diferenciacion genética entre poblaciones se
realizd un Andlisis Molecular de la Varianza (AMOVA) y se calculd el
estadistico Fst entre pares de poblaciones con el programa Arlequin
3.5.1.2. Para ello, se realizaron 10000 permutaciones y se utilizd
nivel de significacion de 0,05. Para detectar posibles correlaciones
entre la distancia genética (Fst/ [1-Fst]) vy el logaritmo natural de la
distancia geografica (Rousset, 1997) entre las poblaciones de O.
longicaudatus, se realizd un test de Mantel utilizando en programa
TFPGA 1.3 (Miller, 1997); la significacién del test fue calculada a
través de 10000 permutaciones. Las relaciones entre las poblaciones
se representaron a través de los métodos de Neigbour-Joining vy
UPGMA con los programas Populations y TFPGA respectivamente.
Para el método UPGMA se utilizé la distancia de Nei (1972).

Para inferir el nUmero de grupos genéticos (K) y sus limites
teniendo en cuenta la informacién geografca, se utilizd la
aproximacién Bayesiana implementada por el programa Geneland 3.0
(Guillot et al.,, 2005). Se realizd una primera corrida preliminar con
un numero de K entre 1 y 10, con 10000000 iteraciones MCMC y un
thinning de 1000. Para los resultados finales, se realizaron cinco
corridas independientes con un K fijado en 5 (a los fines de evitar
poblaciones fantasmas) utilizando el modelo de frecuencias alélicas
correlacionadas y espacialmente explicitas. En cada corrida se
computd la probabilidad posterior de pertenencia de cada poblacién
para cada pixel del dominio espacial (20*120 pixeles) utilizando un
burn-in de 1000 iteraciones. Adicionalmente, para visualizar el
porcentaje pertenencia de cada uno de los individuos al grupo
genético asignado, se construyd un grafico de barras en Excel con la
salida basada en individuos obtenida a partir del programa Geneland.
También se analizé la estructura genética con el programa Structure

2.3 de la misma manera que se hizo con los datos correspondientes a
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la escala regional. Para determinar el grado de ancestria mixta se

utilizd el criterio de 0,2 establecido por Vaha y Primer (2006).

Por otro lado, se realizaron dos andlisis adicionales: (1) Se
estimaron las tasas de migracion simétrica y asimétrica entre pares
de poblaciones para las ultimas tres generaciones con el programa
BayesAss 1.3 (Wilson y Rannala, 2003). (2) Para medir el efecto de la
distancia geografica y los distintos elementos del paisaje (lagos, rios,
montafias, rutas, zona urbana, etc.) sobre la diferenciacién genética
entre los individuos de O. /longicaudatus, se realizd un analisis de
“Causal Modeling” utilizando tests de Mantel parciales (Cushman et
al., 2006; 2013). Los mapas se dibujaron en una escala 1:1250
desde una imagen de Google Earth utilizando el complemento
“OpenlLayer plugin” del programa QGIS 2.14 (QGIS Development
Team, 2014). Los elementos geograficos del paisaje se clasificaron en
clases tales como lagos, rios, cordones montafosos, colinas, rutas
principales (asfaltadas), rutas secundarias (de tierra), bosques y
zonas urbanas (incluyendo casas y asentamientos peri-domésticos)
(Figura 9).

7N u Leleque

Figura 9: Elementos del paisaje evaluados con los analisis de Causal Modeling.
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Se confeccionaron mapas de resistencia del drea de estudio
representando diferentes alternativas sobre la dificultad de los
individuos de la especie para dispersarse a través de los elementos
del paisaje. A cada elemento se le asignd un valor de resistencia
distinto en funcidon a estudios previos realizados en la zona (Polop,
2011; Andreo, 2012) y se generaron varias hipdtesis sobre su
influencia relativa en la conectividad de las poblaciones dentro del
paisaje. De acuerdo a lo reportado por Polop, F; Juan, E y Andreo, V
(comuncacién personal) los individuos de la especie presentan
elevada dificultad para cruzar cuerpos de agua, especialmente si son
grandes; ademas, exhiben comportamientos evasivos con respecto a
las zonas urbanas y dareas antropizadas en general, por lo que las
rutas asfaltadas representarian un obstaculo mayor que una ruta
secundaria de tierra En base a esta informacion se evaluaron
diferentes escenarios: (1) midiendo por separado el efecto de cada
elemento del paisaje, donde se le asigné un valor de resistencia al
elemento evaluando y se asigné un valor de 1 (resistencia nula) al
resto de los elementos. (2) Combinando valores de resistencia de los
distintos elementos en la misma hipdtesis. Para este segundo
escenario se elaboraron cinco hipoétesis (ver Tabla 4): en la primera,
se asignaron valores de resistencia elevados a lagos y zonas urbanas,
mientras que a los rios, cordones montafiosos y rutas se les
asignaron valores intermedios. En la segunda, los cordones
montanosos y rutas recibieron valores mas reducidos. En la tercera,
se le asignd un valor de resistencia mas reducido a la zona urbana;
en la cuarta hipotesis, se le asigné un valor mas elevado a los rios y
finalmente, en la quinta, se asignaron valores de resistencia elevados
a los rios y valores intermedios a la zona urbana. Los bosques y
arbustales presentaron la resistencia minima en todos los modelos

debido a la fuerte preferencia de la especie por estos tipos de habitat
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(Polop et al., 2010; 2014). Finalmente, el modelo nulo considerd a la

distancia geografica euclidea como Unico predictor (Tabla 4).

Tabla 4: Valores de Resistencia al flujo génico entre las poblaciones de
Oligoryzomys longicaudatus para cada hipotesis del paisaje.

Hipdtesis Hipdtesis Hipdtesis Hipdtesis Hipdtesis Nula

1 2 3 4 5
Lagos 80 80 80 80 80 1
Rios 50 50 50 80 80 1
Cordones montafiosos 40 20 40 40 40 1
Colinas 20 10 20 20 20 1
Rutas principales 30 15 30 30 30 1
Rutas secundarias 10 5 10 10 10 1
Bosques y arbustales 1 1 1 1 1 1
Zona urbana 80 80 40 80 60 1

Se utilizd el programa Circuitscape 4.0 (Mcrae et al., 2014) para
transformar los mapas de resistencia en matrices de resistencia entre
pares de individuos. Las distancias genética y geografica entre pares
de individuos se estimaron con el programa Genalex 6.41. Con el
programa zt (Bonnet y Van De Peer, 2002) se realizd un test de
Mantel simple entre la distancia genética y cada matriz de resistencia.
Para cada una de las hipdtesis de resistencia del paisaje, se
realizaron dos test de Mantel parciales con el mismo programa: uno
para probar la correlacion entre la distancia genética y la hipétesis de
resistencia, descontando el efecto de la distancia geografica y el otro,
entre la distancia genética y la distancia geografica, descontando el
efecto de la hipdtesis de resistencia. Para descartar la existencia de
correlaciones espurias (mas de una hipdtesis de resistencia
significativa debido a la falta de independencia entre ellas) los
resultados se interpretaron segin Cushman et a/. (2013), quienes
proveen una serie de aspectos a tener en cuenta. En primer lugar,
cuando una hipotesis de resistencia esta soportada
independientemente de los modelos alternativos es altamente

probable de que dicha hipdtesis sea la correcta, dado que el error tipo
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1 estd sesgado en la direccion opuesta. Segundo, cuando el modelo
alternativo es soportado independientemente de una hipdtesis de
resistencia pero no viceversa, sugiere que el flujo génico podria estar
gobernado por el modelo alternativo u otro modelo no evaluado.
Tercero, cuando ninguno de los modelos (ni el de resistencia ni el
alternativo) son soportados independientemente uno de otro, sugiere
gue el flujo génico no esta gobernado ni por el modelo de resistencia
propuesto ni por el modelo alternativo., sino por una tercera hipdtesis
de resistencia no evaluada. Por ultimo, cuando ambos modelos (tanto
el de resistencia como el alternativo) son soportados
independientemente uno de otro, se hace imposible determinar a
través del anadlisis de Causal Modeling cual de ellos es correcto y cual
es espurio o si existe un tercer modelo no probado que esta
correlacionado con ambos. Cuando existe mas de una hipdtesis
significativa los autores proponen usar un nivel de alfa mas restrictivo
para evaluar la significaciéon y analizar el soporte relativo de cada
test, es decir, basar la comparacion entre modelos en los valores de r

en vez de utilizar los valores de p.

3.5. Resultados

La escala de paisaje incluyd 4 valles de la localidad de Cholila
(separados en promedio por 14,48 km) y la poblacién de Leleque en
la estepa, ubicada a unos 32,85 km de distancia en promedio (Figura
8). El Fst global fue moderado: 0,056. Los valores de a pares fueron
todos significativos (p<0,05) y oscilaron entre 0,01 y 0,1 (Tabla 5);
el primer valor corresponde a la comparacién entre Leleque y el valle

El Cajon y el segundo, a El Blanco vs. Villa Lago Rivadavia.
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Tabla 5: Fst de a pares entre poblaciones Oligoryzomys longicaudatus a escala

de paisaje.
Leleque El Blanco El Cajon El Rincén Va. Lago
Rivadavia
Leleque 0,00000 --- --- --- ---
El Blanco 0,03053 0,00000 --- --- ---
El Cajén 0,01507 0,02892 0,00000 --- ---
El Rincon 0,06434 0,06114 0,05439 0,00000 ---
Va. Lago 0,07754 0,10668 0,09152 0,03330 0,00000
Rivadavia

El andlisis de AMOVA reveld que el 94,39% de la varianza ocurre

dentro de las poblaciones, mientras que el 5,61% entre ellas. El test

de Mantel reveld la ausencia de un patron de aislamiento por

distancia: r=0,1754; p= 0,3651. Las relaciones entre poblaciones

obtenidas con

los métodos Neighbor Joining y UPGMA fueron

coincidentes. Ambos fenogramas mostraron 2 grupos: 1) Leleque, El

Cajoén y El Blanco y 2) El Rincén y Villa Lago Rivadavia (Figura 10 a y

b).



53

a)
0.1
Va. Lago Rivadavia El Blanco
o 46 Leleque
El Rincén
El Cajoén
b)

| | | ] |

| I I I |
0.700 0.525 0.350 0.175 0.000

Leleque

El Cajon

El Blanco

El Rincén

69

Va Lago Rivadavia

Figura 10: Representacion de las relaciones entre poblaciones de Oligoryzomys
longicaudatus a escala de paisaje mediante a) el método de NJ b) el método de
UPGMA. Los soportes de boostrap se indican en la base de cada nodo y la
escala en el margen superior de la seccion b representa la distancia genética de
Nei (1972).

El andlisis realizado con el programa Geneland revelé la
existencia de 5 grupos genéticos, cada uno de ellos representado por
una unica poblacion, con probabilidades posteriores entre 0,8 y 0,9
(Figura 11).
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Figura 11: Distribucién espacial de los grupos genéticos con sus probabilidades
a escala de paisaje obtenida a partir del programa Geneland.

El grafico de asignacién individual revelé que los individuos de
Va. Lago Rivadavia y Leleque tienen alta proporcion de pertenencia a
los grupos 4 y 5 respectivamente, mientras que los individuos de El
Blanco, El Cajén y El Rincdn presentan predominancia de los grupos
genéticos 1, 2 y 3 respectivamente (Figura 12). La composicién
genética individual obtenida con Structure 2.3 reveld un patrén de
diferenciacién latitudinal. Las poblaciones de Leleque y ElI Cajon
mostraron una pertenencia elevada al grupo 1 (naranja); El Blanco
presentd ancestria mixta entre los grupos 1 y 2 (naranja y rosa
respectivamente) con mayor porcentaje de pertenencia al grupo 2. El
Rincdn mostré pertenencia elevada al grupo 2, mientras que Villa
Lago Rivadavia estuvo mayormente representada por el grupo 3
(violeta) (Figura 13).
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Figura 12: Representacién individual de la composicién genética en cada
poblacion de Oligoryzomys longicaudatus a escala de paisaje realizada a partir
de la salida del programa Geneland. Los individuos estan delimitados por lineas
finas mientras que las poblaciones se delimitan con lineas gruesas.
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Figura 13: Representacién individual de la composicién genética en cada
poblacion de Oligoryzomys longicaudatus a escala de paisaje realizada por el
programa Structure 2.3. Los individuos estan delimitados por lineas finas
mientras que las poblaciones se delimitan con lineas gruesas.

El programa BayesAss 1.3 detectd, en la mayoria de los casos,
tasas de migracion bajas entre pares de poblaciones. En los pocos
casos que la migracién fue importante, mayor al 20% segun Wilson y
Rannala (2003), ocurrié entre poblaciones prdoximas y tuvo una

direccion asimétrica. Leleque y Villa Lago Rivadavia revelaron
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importantes tasas de migracion. En el caso de Leleque, habria
recibido migrantes provenientes de El Blanco y de El Cajén, mientras
gue Villa Lago Rivadavia habria recbido migrantes desde El Rincén
(Tabla 6, Figura 14).

Tabla 6: Tasas de migracion entre pares de poblaciones de Oligoryzomys
longicaudatus (en paréntesis el intervalo de confianza del 95%) a escala de
paisaje. Los valores elevados se resaltan en negrita. La diagonal representa la
proporcion de individuos pertenecientes a la poblacion fuente.

Desde/hacia Leleque El Blanco El Cajon El Rincon Va. Lago
Rivadavia
Leleque 0,8696 0,0264 0,0709 0,0170 0,0161

(0,7661 0,9731) (-0,0295 0,0823) (-0,0300 0,1718) (-0,0153 0,0493) (-0,0141 0,0463)

El Blanco 0,2613 0,6890 0,0149 0,0159 0,0189
(0,1935 0,3291) (0,6463 0,7317) (-0,0135 0,0433) (-0,0153 0,0471) (-0,0164 0,0542)

El Cajén 0,2606 0,0155 0,6917 0,0158 0,0164
(0,1916 0,3296) (-0,0143 0,0453) (0,6449 0,7385) (-0,0142 0,0458) (-0,0148 0,0476)

El Rincén 0,0261 0,0371 0,0238 0,6938 0,2192
(-0,0241 0,0763) (-0,0333 0,1075) (-0,0209 0,0685) (0,6458 0,7418) (0,1300 0,3084)

Va. Lago 0,0291 0,0191 0,0187 0,0214 0,9117
Rivadavia (-0,0172 0,0754) (-0,0170 0,0552) (-0,0160 0,0534) (-0,0186 0,0614) (0,8404 0,9830)

Figura 14: Representacion de la direccion del flujo génico a escala de paisaje
(sélo consideraron las tasas superiores al 20%).

Respecto a los analisis de Causal Modeling, ninguna de las
hipétesis en las que se evaluaron los elementos del paisaje por

separado fue significativa. En la Tabla 4 se muestran los valores de
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resistencia otorgados para los diferentes elementos del paisaje. Al
analizar el efecto combinado de estos elementos en el flujo génico,
tanto el test de Mantel simple entre la distancia genética y las
matrices de resistencia, como el test de Mantel parcial entre la
distancia genética y geografica o las matrices de resistencia, la

hipotesis nula, 2, 3, 4 y 5 fueron no significativas (Tabla 7).

Tabla 7: Resultado de los tests de Mantel simple y parciales para los analisis de
resistencia al flujo génico entre las poblaciones de Ofigoryzomys longicaudatus.
Los valores de p< 0,05 se destacan con un asterisco.

Matriz 1 Matriz 2 Descontado r Valor P

Test de Mantel Simple entre la distancia genética y cada una de las hipdtesis

Distancia Genética Hipotesis Nula -0,0220 0,1035
Distancia Genética Hipotesis 1 0,1669 0,0001*
Distancia Genética Hipotesis 2 -0,0155 0,1956
Distancia Genética Hipotesis 3 0,0658 0,1305
Distancia Genética Hipotesis 4 0,0623 0,1444
Distancia Genética Hipotesis 5 0,0676 0,1256

Test de mantel parcial entre la distancia genética y las hipdtesis de resistencia descontando el
efecto de la distancia geografica

Distancia Genética Hipotesis Nula Distancia Geografica -0,0303 0,0603
Distancia Genética Hipotesis 1 Distancia Geogréfica 0,1665 0,0001%*
Distancia Genética Hipotesis 2 Distancia Geografica -0,0005 0,4906
Distancia Genética Hipotesis 3 Distancia Geografica 0,0658 0,1289
Distancia Genética Hipotesis 4 Distancia Geogréfica 0,0621 0,1429
Distancia Genética Hipotesis 5 Distancia Geogréfica 0,0675 0,1271

Test de Mantel parcial entre la distancia genética y la distancia geografica, descontando el efecto de
las hipotesis de resistencia

Distancia Genética Distancia Geografica Hipdtesis Nula -0,0193 0,1320
Distancia Genética Distancia Geografica Hipdtesis 1 -0,0188 0,1423
Distancia Genética Distancia Geografica Hipdtesis 2 -0,0157 0,2012
Distancia Genética Distancia Geografica Hipdtesis 3 -0,0219 0,1043
Distancia Genética Distancia Geografica Hipdtesis 4 -0,0216 0,1067
Distancia Genética Distancia Geografica Hipdtesis 5 -0,0219 0,1034

Por el contrario, en el caso de la hipotesis 1, tanto el test de
Mantel simple entre la distancia genética y esta hipdtesis, como el
test parcial entre la distancia genética y la hipétesis, descontando el
efecto de la distancia geografica, fueron significativos con coeficientes
de correlacion de 0,1665 y 0,1669, respectivamente. Por otro lado, el

test de Mantel parcial entre la distancia genética y geografica,
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descontando el efecto de la hipdtesis 1, no fue significativo (Tabla 7).
Esto indica que la hipdtesis 1 es la Unica que explica la restriccién al
flujo génico, es decir, de acuerdo con esta hipétesis la zona urbana y
los lagos serian los elementos que mas restringen el flujo génico,
mientras que los bosques y arbustales serian los que menor
resistencia imponen. En la Figura 15 se representa graficamente la
configuracion del paisaje de resistencia para el flujo génico de O.

longicaudatus en el area de Cholila y sus valles segln la hipotesis 1.

Leleque
L]

o El Rincon

Ri\}adavia

Resistencia relativa

Figura 15: Representacién de los valores de resistencia relativa asignados a
cada elemento del paisaje en funcion de la hipdtesis 1.
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3.6. Discusion y conclusiones

La escala de paisaje incluyd a los 4 valles de la localidad de
Cholila (Bosques subantarticos): El Cajon, El Blanco, El Rincon y Villa
Lago Rivadavia separados en promedio por casi 15 km (desde 6 a 27
km). También se incorporé una muestra de la Estepa Patagdnica
(Leleque), ubicada a unos 33 km de Cholila (Figura 8). El indice Fst
global fue moderado y tanto el método de Neighbor-joining como el
de UPGMA arrojaron dos grupos de poblaciones: 1) Leleque junto a El
Blanco y El Cajon y 2) El Rincén junto a Villa Lago Rivadavia (Figura
10). El programa Structure revelé alta similitud entre El Cajon vy
Leleque (Figura 13). Sin embargo, poblaciones como El Cajén y El
Rincon, separadas por tan sélo 6 km, tuvieron una composicion
genética distinta, sugiriendo la existencia de una barrera geogréafica
gue las esta diferenciando. Ambos analisis bayesianos (llevados a
cabo por los programas Structure y Geneland) mostraron una
diferenciacién latitudinal, aunque Geneland mostré mayor divergencia
genética que Structure, ya que asigndé cada poblacion a un grupo
genético diferente. En la representacion de la composicion genética
individual (Figura 13), se observdé una elevada proporcién de
pertenencia a los grupos genéticos 1 y 3 para la mayoria de los
individuos de dos de las poblaciones mas distantes: Leleque y Va.
Lago Rivadavia respectivamente, mientras que El Blanco, localidad de
ubicacion intermedia, presentd ancestria mixtra entre los grupos 1 y
2. Estos resultados, junto con las bajas tasas de migracion
encontradas en general entre las localidades estudiadas, indican flujo
génico restringido a la escala geografica aqui considerada. En las
hipotesis se planted flujo génico reducido entre las localidades de
Leleque y Cholila y elevados niveles de conectividad entre los valles
de Cholila. Los resultados obtenidos no apoyan estas hipotesis,
sugiriendo la existencia de un paisaje complejo con distintas barreras

de permeabilidad variable, que se combinan para producir la
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estructuracion aqui encontrada. En un estudio previo realizado sobre
uno de los valles de Cholila (Va. Lago Rivadavia), Gonzalez-Ittig et al.
(2015) encontraron cambios temporales (a lo largo de 25 meses) en
la composicién genética y propusieron que el elevado nivel de flujo
génico entre los distintos ambientes considerados (bosques vy
arbustales), seria el proceso determinante en la estructuracidon
genética. Sin embargo, en el presente estudio, utilizando una escala
geografica mas amplia, se detectd flujo génico restringido. Las tasas
de migracién fueron en general bajas, pero en los casos que fueron
importantes ocurrieron entre poblaciones mas cercanas y siguieron
una direccién asimétrica (desde El Blanco y El Cajon hacia Leleque y
desde ElI Rincén a Va. Lago Rivadavia) (Tabla 6, Figura 14).
Contrariamente, las tasas de migracion entre El Rincén y El Blanco
(que también son poblaciones cercanas) fueron muy bajas,
reforzando la idea de barreras locales que restringen el flujo génico
entre estas poblaciones. Por ello, es altamente probable que el lago
lamado “Mosquito”, la zona urbana y la ruta secundaria localizados
entre El Rincén y El Blanco, actuen como barreras, limitando el
intercambio de individuos entre estas localidades (Figura 9). Respecto
a las diferencias genéticas entre El Rincon y El Cajén, que también
son localidades préximas, la combinacion de elementos tales como el
lago Mosquito y la ruta secundaria ubicada entre ellas, estarian
restringiendo los niveles de flujo génico. Esta misma ruta y el rio que
costea a la localidad de Va. Lago Rivadavia, estarian ejerciendo el
mismo efecto, al menos en condiciones de densidad poblacional
normales (Figura 9). El analisis de Causal Modeling respaldd estos
resultados; mostré una correlacidon significativa entre la distancia
genética y la hipdtesis 1 (Tabla 7), en donde los lagos y la zona
urbana presentaron altos valores de resistencia al flujo génico, los
cordones montafiosos, rios y rutas, valores intermedios y colinas
junto con las rutas secundarias, presentaron valores de resistencia

reducidos (Tabla 4; Figura 15). Esta hipotesis fue validada siguiendo
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la guia provista en Cushman et a/. (2013), por lo que se puede
afirmar como conclusién general del analisis de Causal Modeling, que
la zona urbana y los lagos serian los elementos del paisaje que mas
influencia ejercen sobre el flujo génico de la especie en la escala
geografica considerada (Figura 9, Figura 14). Sin embargo, es
importante tener en cuenta que los elementos mencionados podrian
estar actuando en forma combinada para modelar la estructura
genética poblacional de O. /ongicaudatus. E| efecto de la combinacidn
de ciertos elementos del paisaje sobre la estructura genética también
fue examinado por Coulon et al. (2006), quienes estudiaron 1148
individuos pertenecientes a distintas poblaciones de la corzuela de
Eurasia (Capreolus capreolus) en un paisaje de 40 x 55 km
constituido por varias barreras putativas para la dispersion de la
especie. A partir de los resultados obtenidos con el programa
Geneland, los autores encontraron que no existian barreras absolutas
para la dispersién de la especie sino que la combinaciéon de elementos
con distintos valores de permeabilidad tales como rutas, rios y
canales, provocaba la diferenciacién poblacional observada a nivel de
paisaje. Con respecto a roedores, Garrido-Garduio et a/. (2015)
estudiaron la estructura genética poblacional del ratéon de cola
pintada (Liomys pictus) para analizar el efecto de la heterogeneidad
de habitats y la conectividad del paisaje, en 6 locaciones dentro de
los bosques de México, utilizando 14 loci de microsatélites. Los
autores encontraron que las poblaciones formaron grupos bien
delimitados en funcién de barreras geograficas del paisaje tales como
canales de agua, mientras que en los corredores forestales
detectaron elevados niveles de flujo génico. Por otro lado Gerlach vy
Musolf (2000) estudiaron los efectos de varias barreras sobre la
subdivision en poblaciones del topillo rojo (Clethrionomys glareolus)
empleando 7 loci de microsatélites y encontraron que los rios, lagos y

rutas actuaban como importantes barreras al flujo génico,
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diferenciando significativamente a las poblaciones ubicadas a ambos
lados de estos elementos del paisaje.

En resumen, la elevada resolucion de los microsatélites permitié
realizar estudios a escala geografica de paisaje. El flujo génico siguid
una direccién asimétrica desde los valles cordilleranos hacia la
poblacidon ubicada en la estepa patagdnica. Se probd el efecto de
ciertos elementos del paisaje con distinta permeabilidad al flujo
génico y se encontré que la zona urbana y los lagos en el area lo
restringen en gran medida, mientras que los rios ejercerian una
resistencia intermedia entre las poblaciones de O. /ongicaudatus. Este
resultado explicaria por qué algunas poblaciones tan cercanas son tan
disimiles en su composicion genética. Como se menciond
previamente, O. /longicaudatus es el reservorio natural del hantavirus
Andes, que produce HPS, una seria enfermedad en humanos. De
acuerdo con los resultados obtenidos, la probabilidad de transmisién
de este virus entre los roedores desde sitios de emergencia local seria
baja, al menos en el area contemplada en este estudio. Andreo et al.
(2014) usaron modelos de distribucidn espacial para examinar la
distribucion potencial de HPS causada por el virus Andes en el sur de
Argentina. Los autores encontraron una correspondencia elevada
entre la ocurrencia de HPS y factores ambientales tales como elevada
precipitaciéon anual promedio, veranos secos, bajos porcentajes de
suelo desnudo y bajas temperaturas en el mes mas frio. La
informacion espacial adicional provista en este estudio sobre los
elementos del paisaje que ofrecen mayor limitacion sobre la
dispersidon del roedor, deberian tenerse en cuenta para predecir la
direccién de la expansion en el caso de un brote de infeccién. Estos
resultados ayudarian a mejorar y reforzar medidas de esfuerzo y

prevencion.
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4.1. Introduccidon

En mamiferos, la actividad reproductiva y el uso del espacio estan
fuertemente afectados por la densidad poblacional (Priotto vy
Steinmann, 1999; Wolff, 2003) El comportamiento social de los
mamiferos implica una compleja serie de mecanismos asociados con
la competencia por el area de reproduccién, con la dispersién y con
las estrategias reproductivas. Debido a que los tamafos poblacionales
fluctan de forma estacional, estos comportamientos deben ser lo
suficientemente flexibles como para adaptarse a entornos sociales
cambiantes. En roedores las densidades poblaciones son
especialmente sensibles a cambios ambientales, produciéndose
fluctuaciones anuales y plurianuales (Wolff, 1997; Bond y Wolff,
1999). Estas fluctuaciones pueden ser debidas a que sus ciclos
reproductivos estan sincronizados con la disponibilidad de alimentos,
los que a su vez se encuentran altamente relacionados con las
variaciones ambientales estacionales. En el roedor O. /ongicaudatus,
se han descripto tanto las fluctuaciones poblacionales intra-anuales
como las interanuales. Estudios realizados en el sur de Chile y
Argentina indicaron que las poblaciones exhiben los mayores valores
de abundancia en otofo e invierno y los mas bajos en verano (Murua
et al., 1986; Murua et al., 1996; 1998; Polop et al., 2010; Piudo et
al.,, 2011). En este roedor también se han reportado explosiones
poblacionales relacionadas al florecimiento de la cafa Colihue
(nombre comun que incluye a Chusquea quila y Chusquea coleou;
Murda et al., 1996; Murua, 1998; Gonzdlez et al, 2000; Jaksic y
Lima, 2003; Piudo et a/ 2011). En relacién a los estudios de
estructura genética y variaciéon en la densidad de O. /longicaudatus,
Boric-Bargetto et a/. (2012) estudiaron en bosques templados del sur
de Chile la variacion haplotipica de la region control del ADN
mitocondrial antes, durante y después de una ratada. Los autores

detectaron una elevada tasa de recambio de haplotipos entre las
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distintas fases de la ratada, indicando una alta tasa de recambio
individual a escala local. Es decir que habria altos niveles de
dispersion temporal entre habitats contiguos en funcion de la
disponibilidad de alimento. La inmigracién debido al florecimiento de
la cafia Colihue y la posterior mortandad y emigracion una vez
finalizado el recurso, produciria una dindmica de tipo fuente-sumidero
entre las poblaciones del roedor. En otro estudio, Gonzalez-Ittig et al.
(2015) encontraron el mismo patrén en las poblaciones de Valle
Rivadavia (Cholila); los autores concluyeron que la gran variabilidad
en la composicion genética de esta localidad a través del tiempo
podia aribuirse a los elevados niveles de flujo génico entre habitats
contiguos a escala local. Los estudios ecoldgicos sugieren que los
aumentos importantes de densidad poblacional de O. /ongicaudatus,
provocadas por la mayor disponibilidad de alimento, producirian no
s6lo cambios en la estructura genética sino también en la estructura
de edad, la proporcion de sexos y hasta en la dindmica entre los
sexos (Murua et al., 1996). En funcidon de las area de accién de los
machos y de las hembras, se cree que el sistema de apareamiento de
O. longicaudatus es poliginico (Conteras, 1972; Pearson, 1983;
Murda et al., 1986; Juan, 2015). En este tipo de sistema un macho se
aparea con varias hembras de forma exclusiva, no permitiendo que
otros machos del grupo accedan a ellas. La exclusividad puede darse
por medio del monopolio directo de los machos sobre las hembras o a
través de la defensa de recursos importantes tanto para las hembras
como para las crias (alimento, territorio, lugar de nidificacion, etc.)
(Clutton-Broock, 1989). O. /longicaudadatus, cumpliria con las
caracteristicas mencionadas ya que los machos presentan areas de
accibn de mayor magnitud que las hembras y las distancias
recorridas por ellos son mayores. Ademas se describieron elevados
niveles de agresividad intra-sexual para la especie, sobre todo entre
machos, quienes practicamente no solapan sus areas de accién. A

nivel inter-sexual en cambio se observd que hay alto grado de
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solapamiento entre las areas de un macho con varias hembras.
(Conteras, 1972; Pearson, 1983; Murua et al., 1986; Juan, 2015). A
diferencia de los sistemas de apareamiento, que son propios de las
poblaciones y/o especies, las estrategias de apareamiento son
propias de individuos. Asi, la estrategia de los machos depende de la
abundancia y distribucion espacial y temporal de las hembras, y de
sus habilidades competitivas intra-sexuales (Wolff, 2007; Wolff y
Sherman, 2007). Hasta el momento no existen estudios en O.
longicaudatus que describan los patrones de dispersidon efectiva a
escala local para cada fase del ciclo de densidad poblacional, ni como

varia el patrén de dispersion de cada sexo durante esos ciclos.

4.2. Objetivos especificos

e Analizar la estructura genética de O. longicaudatus a escala local a
fin de: a) inferir a partir del anadlisis de autocorrelacidon espacial, el
patrén de dispersidn de O. /longicaudatus en las distintas fases del
ciclo poblacional inter e intra-anual de la especie (con alta o baja
densidad poblacional); b) comparar el patron de autocorrelacién
espacial entre machos y hembras a fin de establecer si existen sesgos

en la dispersion entre los sexos.

4.3. Hipotesis y predicciones

e A escala local, en periodos de alta densidad (tanto intra como
inter-anual) los individuos presentan elevadas tasas de dispersién.
Prediccién: solo se detectard estructura genética espacial (EGE) en
periodos de baja densidad, cuando las tasas de dispersiéon son
menores.

e A escala local, debido al sistema de apareamiento propuesto para
la especie, los machos presentan mayores tasas de dispersién que las

hembras. Prediccion: solo en las hembras se detectara EGE.
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e A escala local, en periodos de alta densidad (intra e interanuales)
los machos presentan mayores niveles de dispersién que la hembras.
Prediccidon: las hembras mostraran mayor EGE durante los periodos

de baja densidad, cuando las tasas de dispersidn son menores.

4.4. Materiales y métodos

4.4.1. Muestreo
Como ya se mencionara en el Capitulo 1, los muestreos fueron

llevados a cabo por integrantes del GIEPCO (UNRC). Particularmente,
el muestreo a la escala geografica local se realizd para la Tesis
Doctoral del Bidlogo Ernesto Juan, quién estudié el uso del espacio y
dindmica poblacional en O. /ongicaudatus. El lugar de muestreo fue el
valle Villa Lago Rivadavia (Figura 12) y se utilizaron las muestras de
2012 y 2013 para cumplir con los objetivos a escala local de la
presente Tesis. En el afio 2013 (del 1 al 15 de Octubre), realicé una
colaboracion en las actividades de dicha campafa de muestreo para
adquirir experiencia en el trabajo de campo y profundizar en el
conocimiento sobre el drea de estudio, con sus accidentes geograficos

y los ambientes que la componen.
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Figura 16: Ubicacion geografica del area de estudio a escala local.

Las muestras se obtuvieron a través de 2 grillas, distantes 150
m entre si, de 10 x 10 estaciones de trampeo, donde cada estacion
de trampeo consistié en dos trampas contiguas de captura viva tipo
Sherman. Las estaciones de trampeo estuvieron separadas entre si
por una distancia de 20 m. Cada estacion de trampeo fue identificada
por un sistema de coordenadas formadas por letras (A-]J) y un
numero (1-10). Para proveer una estimacion de dispersion se instald
una Unica linea de trampas entre las grillas. Esta linea de dispersion
contd con 19 estaciones de trampeo, 1 trampa de captura viva tipo
Sherman por estacién, separada por una distancia de 15 m entre si.

(Figura 17) Cada muestreo se realizé por diez noches consecutivas
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Figura 17: Representacidn del sistema de trampeo a escala local.

Las muestras utilizadas incluyeron tanto individuos adultos como
juveniles, el nimero y temporada en que se tomaron fueron los
siguientes:

o abril-mayo de 2012 (n=70; 35 hembras y 35 machos).
o abril-mayo de 2013 (n=57; 26 hembras y 31 machos).
o febrero de 2013 (n=33; 19 hembras y 14 machos).

4.4.2. Analisis de datos

Para el cumplimiento de los objetivos a escala local se realizaron
analisis de autocorrelacién espacial con el programa GenalEx 6.4
(Smouse y Peakall, 1999; Peakall y Smouse, 2006). Para cada
estacién se obtuvo un autocorrelograma general (sin discriminar
machos de hembras) y uno para cada sexo. El programa GenalEx 6.4
utiliza la posicidon geografica de cada individuo junto con los datos de
genotipos individuales a nivel multilocus para calcular un coeficiente
de autocorrelacion “r”, en grupos de individuos separados por una
distancia geografica determinada. Esta prueba estima la extensién
geografica en la cual los individuos estdn mas relacionados que lo
esperado por azar. Para este andlisis se utilizaron las opciones “Adv.

Single Pop” e “Even Sample Sizes”, que comparan la distribucién de
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los genotipos entre pares de individuos separados en clases de
distancias con nimero de muestras similares.

La estimacién del coeficiente de autocorrelaciéon espacial r se
realizd sobre la hipotesis nula de la no existencia de autocorrelacion
(r=0). En cada andlisis se realizaron 9999 permutaciones y se utilizd
un intervalo de confianza del 95% para evaluar la significacion
estadistica. Segun Smouse y Peakall (1999), en este tipo de analisis,
hay tres patrones generales: 1) Patrén clinal (Fig. 18A): r disminuye
con la distancia y finalmente se hace negativo. La dispersidon esta
muy restringida y es nula a larga distancia. La variacion genética esta
fuertemente estructurada a nivel geogréafica. Si muestreamos dos
individuos tomados a distancias geograficas cortas, la probabilidad de
gue estén genéticamente relacionados es mayor que la esperada por
azar. Por el contrario, dos individuos tomados al azar, separados por
distancias geograficas grandes, estardn menos relacionados que lo
esperado por azar. 2) Patron estable (Fig. 18B): a distancias cortas,
los individuos son mas similares que lo esperado por azar, mientras
gue aquellos separados por distancias mas grandes presentan un
patrén aleatorio. Es decir, que a distancias geograficas mayores, hay
una combinacién de valores de r altos para algunos pares de
individuos (originadas por dispersidon y posterior reproduccién de
individuos emparentados) y valores de r bajos para otros pares de
individuos (individuos no emparentados). Para estos dos patrones, la
intercepcion de r con el eje cero es una indicacion del tamafio del
“parche genético”, es decir, la extension geografica en la cual los
individuos estan mas relacionados que lo esperado por azar. 3)
Patrén aleatorio (Fig. 18C): el coeficiente de autocorrelacion es cero a
cualquier distancia geogréfica, es decir, no hay estructuracién, los

genotipos se distribuyen de manera aleatoria.
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Figura 18: Patrones de autocorrelacién espacial segin Smouse y Peakall
(1999).

4.5. Resultados

Otono 2012

Los individuos presentaron EGE positiva y significativa en las tres
primeras clases de distancia (hasta los 135 m) con un valor de r
(coeficiente de autocorrelacidon espacial) que oscilé entre 0,045 y
0,016. Luego de esta distancia, la distribucion de los genotipos fue al

azar (Figura 19).
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Resultados del Analisis de Estructura Espacial
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Figura 19: Analisis de autocorrelacion espacial de Oligoryzomys longicaudatus a
escala local correspondiente a la estacion de abril-mayo de 2012. Linea
continua: coeficiente de autocorrelacion r. Lineas de puntos: limites del
intervalo de confianza del 95%. En el eje x se encuentran las clases de
distancias geograficas.

Hembras: Se encontré EGE significativa en las dos primeras
clases de distancia (hasta los 90 m). Los valores del coeficiente r
fueron de 0,1 y 0,069 para la primera y segunda clase de distancia
respectivamente. Luego de esa distancia, la distribucion de los

genotipos fue al azar (Figura 20).
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Resultados del Analisis de Estructura Espacial
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Figura 20: Analisis de autocorrelacién espacial a escala local correspondiente a
las hembras de la estacion de abril-mayo de 2012. Linea continua: coeficiente
de autocorrelacién r. Lineas de puntos: limites del intervalo de confianza del
95%. En el eje x se encuentran las clases de distancias geogréaficas.

Machos: La distribucion de los genotipos fue al azar, es decir, no
hay EGE (Figura 21).
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Figura 21: Analisis de autocorrelacidon espacial a escala local correspondiente a
los machos de la estacion de abril-mayo de 2012. Linea continua: coeficiente de
autocorrelacion r. Lineas de puntos: limites del intervalo de confianza del 95%.
En el eje x se encuentran las clases de distancias geograficas.
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Otorio 2013

Las dos primeras clases de distancia fueron significativas (hasta
los 90 m). El valor de r fue de 0,03 y 0,02 para la primera y segunda
clase de distancia respectivamente. Luego de esa distancia la

distribucién de los genotipos fue al azar (Figura 22).
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Figura 22: Analisis de autocorrelacion espacial de Oligoryzomys longicaudatus a
escala local correspondiente a la estaciéon de abril-mayo de 2013. Linea
continua: coeficiente de autocorrelacion r. Lineas de puntos: limites del
intervalo de confianza del 95%. En el eje x se encuentran las clases de
distancias geograficas.

Hembras: Se detectdé EGE positiva y significativa en la primera
clase de distancia (hasta los 45 m) con un valor de r de 0,1; luego la

distribucién de los genotipos fue al azar (Figura 23).
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Resultados del Analisis de Estructura Espacial
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Figura 23: Analisis de autocorrelacion espacial a escala local correspondiente a
las hembras de la estacion de abril-mayo de 2013. Linea continua: coeficiente
de autocorrelacidon r. Lineas de puntos: limites del intervalo de confianza del
95%. En el eje x se encuentran las clases de distancias geograficas.

Machos: No se observé EGE, la distribucién de los genotipos fue

al azar (Figura 24).
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Figura 24: Analisis de autocorrelacién espacial a escala local correspondiente a
los machos de la temporada de abril-mayo de 2013. Linea continua: coeficiente
de autocorrelacidon r. Lineas de puntos: limites del intervalo de confianza del
95%. En el eje x se encuentran las clases de distancias geograficas.
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Verano 2013

El autocorrelograma no reveld6 EGE para la poblacién total.
Ninguna clase de distancia fue significativa y la distribucion de los
genotipos fue totalmente al azar. Los valores de r oscilaron entre -
0,128 y 0,024 (Figura 25).
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Figura 25: Analisis de autocorrelacion espacial de Ofigoryzomys longicaudatus a
escala local correspondiente a la estacion de febrero de 2013. Linea continua:
coeficiente de autocorrelacién r. Lineas de puntos: limites del intervalo de
confianza del 95%. En el eje x se encuentran las clases de distancias
geograficas.

Hembras: No se detectdé EGE. La distribucién de los genotipos

fue al azar con valores de r entre -0,091 y 0,109 (Figura 26).
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Figura 26: Analisis de autocorrelacién espacial a escala local correspondiente a
las hembras de la estacién de febrero de 2013. Linea continua: coeficiente de
autocorrelacion r. Lineas de puntos: limites del intervalo de confianza del 95%.
En el eje x se encuentran las clases de distancias geograficas.

Machos: No se detectd EGE. La distribucién de los genotipos fue

al azar con valores de r entre -0,062 y 0,066 (Figura 27).
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Figura 27: Analisis de autocorrelacién espacial a escala local correspondiente a
los machos de la estacién de febrero de 2013. Linea continua: coeficiente de
autocorrelacion r. Lineas de puntos: limites del intervalo de confianza del 95%.
En el eje x se encuentran las clases de distancias geograficas.
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4.6. Discusidn vy conclusiones

En este Capitulo se analizd la estructura genética a escala local
con muestreo realizados a través de un sistema de grillas en Villa
Lago Rivadavia (Cholila, Chubut). Se comparé la estructura genética
espacial en tres estaciones con distinta densidad poblacional a fin de
conocer como influyen las variaciones en la densidad poblacional
sobre los patrones de dispersion del roedor. En otorio de 2012 (alta
densidad poblacional: 24,7 individuos por ha), las clases de distancia
para la poblacidon general fueron significativas hasta los 135 m y
luego de esta distancia se observé un patrén de distribucion de
genotipos al azar (Figura 19). Esto indica que los individuos
emparentados se mantienen cerca unos de otros hasta los 135 m y
luego de esta distancia se dispersan de manera aleatoria. Respecto a
las diferencias entre hembras y machos, las hembras fueron quienes
presentaron mayor EGE (Figura 20) dado que las dos primeras clases
de distancia fueron significativas (hasta los 90 m). En cambio, los
machos no presentaron estructuracion genética significativa, es decir,
la distribucién de sus genotipos fue al azar (Figura 21). Estos
resultados coinciden con lo propuesto en las hipdtesis de este capitulo
y podria atribuirse a que las hembras presentan comportamientos
filopatricos, mientras que los machos serian el sexo dispersante.
Estudios ecoldgicos apoyan esta hipdtesis, Contreras (1972) estudid
el drea de accién de O. /ongicaudatus en poblaciones de la provincia
de Neuquén y encontrd valores de tamafo significativamente mas
elevados en los machos (1007 m? en promedio) que en las hembras
(681 m? en promedio) y altos niveles de territorialidad en general.
Estudios llevados a cabo en la localidad de Villa Lago Rivadavia
(Cholila, Chubut) reforzaron estos resultados; Juan (2015) calculd la
distancia maxima recorrida para machos y hembras en cada estacion

del afno y comprobd que esta distancia fue mayor para los machos en
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todas las estaciones. El valor obtenido para los machos fue de 102,5
+ 36,34 m, mientras que el de las hembras fue de 50+ 40,67 m. Por
otro lado, Murua et al/. (1986) estudiaron la variacion del area de
accién en bosques y arbustales del sur de Chile y detectaron que los
machos presentaron areas de accién significativamente mayores que
las hembras en ambos habitats. Las magnitudes de las areas de
accién de los machos oscilaron entre 0,0872 y 0,4795 hectareas (ha),
mientras que aquellas de las hembras fluctuaron entre 0,0320 y
0.3979 ha. Ademas, los autores describieron alto solapamiento del
area de accién de los machos con el de varias hembras, pero poco
solapamiento intra-sexual (especialmente en machos). Segun Wolf
(1997) y Bond y Wolff (1999) la mayor tasa de dispersion por parte
de los machos podria conducir al acceso y monopolizacion de un
mayor numero de hembras, mientras que las menores distancias de
movimiento de las hembras revela un comportamiento territorial que
podria estar dirigido a la proteccién de sus crias y/o del sitio de
nidificacién y de hembras potencialmente infanticidas. Este mismo
comportamiento se observd en otras especies de cricétidos como
Akodon azarae (Bonatto et al, 2012; Vera, 2015), en la que los
machos compiten por el recurso “hembra” y al ser territoriales, los
machos juveniles abandonan el nido apenas alcanzan la madurez
sexual, siendo por ende el sexo dispersante. Esto también ha sido
observado en Peromyscus leucopus 'y P. maniculatus con sistemas de
apareamiento poliginico (Wolff et a/, 1983; Brandt, 1992; Wolff et
al., 1993). En Calomys venustus, se encontrd variacion de acuerdo al
sexo y estacion. Se observd que en el periodo no reproductivo (alta
densidad poblacional), los machos presentaron una estructuracion al
azar, que podria relacionarse con la dispersion de los machos
juveniles de la cercania de sus madres y con la baja tolerancia intra-
sexual de los machos adultos de esta especie. En hembras, en
cambio, se encontrd estructura positiva hasta los 1100 m, lo cual

podria estar relacionado con el final de la actividad reproductiva, que



80

hace que las hembras permanezcan filopatricas (Chiappero et al.,
2016).

Respecto a la comparacion inter-anual para evaluar la EGE en
funcién de la densidad en O. /longicaudatus, en otofio del ano 2013
(densidad intermedia: 16,8 individuos por ha) se observé menor EGE
que en otofio de 2012 (alta densidad: 24,7 individuos por ha). Las
clases de distancias fueron significativas para la poblacion total hasta
los 90 m (Figura 22), mientras que en 2012 fueron significativas
hasta los 135 m (Figura 19). Sin embargo, los valores de r para las
dos primeras clases de distancia (45 y 90 m) fueron mayores para el
ano 2012 en comparacién con el 2013, indicando que a mayores
densidades la dispersion disminuye debido a que los individuos
emparentados permanecen mas cerca unos de otros. Al haber mayor
cantidad de individuos en el mismo espacio, el lugar disponible para
cada uno resulta menor, aumentando las probabilidades de
interacciones intra-especificas. Si bien estos resultados no
concuerdan con lo propuesto en las hipétesis (respuesta denso-
dependiente positiva), la disminucién en la tasa de dispersién
relacionada con densidades elevadas podria explicarse si se tiene en
cuenta que los individuos establecidos en el area se toleran mas entre
si debido al fendbmeno de la “cerca social”. La hipdtesis relacionada
con la cerca social (Hestbeck, 1982) predice que las densidades
elevadas conducen a una reduccién en la dispersion (particularmente
en las tasas de inmigracién) debido a la creciente posibilidad de
encuentros agresivos entre los residentes y los inmigrantes. La cerca
social actuard con mas fuerza si los residentes no son solo
intolerantes a los inmigrantes que intentan establecerse, sino
también a los transeuntes que aun no lo han intentado. Cada grupo
familiar posee roles de sumision y dominancia bien establecidos; sin
embargo la tolerancia intra-grupo aumentard con la densidad
poblacional, que seguira creciendo hasta que se alcance la capacidad

de carga. A medida que los recursos escaseen, los niveles
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poblacionales descenderan nuevamente y el fendomeno de cerca social
perderd fuerza, dando lugar al comportamiento de espaciamiento. La
agresividad intra-grupo por parte de los individuos dominantes
provoca un desplazamiento de los sumisos hacia areas vecinas, que
ahora tendran mayores oportunidades de establecerse, ya que los
encuentros agresivos seran menos probables por haber menor
cantidad de individuos en las areas circundantes. Esta respuesta se
denomina dependencia negativa de la densidad y puede ser causada
por una atraccion co-especifica, es decir, una tendencia de los
individuos a sentirse atraidos por areas con muchos individuos de la
misma especie. Esta atraccidon puede explicarse por los beneficios que
conllevan las agregaciones sociales (por ejemplo el comportamiento
anti-depredador y la busqueda colectiva de alimento). Los aumentos
en la densidad podrian entenderse como una sefial de disponibilidad
de recursos y/o compaferos para aparearse. Las densidades elevadas
también podrian favorecer la filopatria, ya que la descendencia
tendria la opcidn de permanecer en el territorio natal en lugar de
dispersarse en un ambiente saturado (Matthysen, 2005). La
respuesta de dependencia negativa de la densidad seria mas marcada
en las hembras, ya que los correlogramas de los machos revelaron
dispersidon al azar de sus genotipos para los dos afios comparados.
Sin embargo, aunque en menor magnitud, los machos también
presentaron una respuesta de dependencia negativa de la densidad,
debido a que los valores de autocorrelacién r para las tres primeras
clases de distancia fueron mayores en otofio de 2012, indicando que
a altas densidades los individuos relacionados permanecen mas cerca
unos de otros. En el caso de las hembras, tanto en otofio de 2012
como de 2013 se observé EGE positiva y significativa, siendo ésta
mayor en el primer ano mencionado (Figura 23). El area total de
hembras genéticamente relacionadas fue de 135 m para 2012 y los
valores de autocorrelacion fueron mayores para las dos primeras

clases de distancia en comparacién con los de 2013 (0,100 y 0,069
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versus 0,157 y 0,052 para 2013). El menor valor del tamafo del
parche genético para las hembras en 2013 (90 m) se deberia a la
mayor cantidad de espacio disponible que resulta de la menor
densidad poblacional, por lo que tienen la posibilidad de dispersarse a
mayores distancias sin que ocurran encuentros con otros individuos
(es decir, la relacion genética se diluye rapidamente y se detecta sélo
hasta los 90 m). Estos resultados son coincidentes con los obtenidos
por Gonzdlez et al. (2000), quienes hallaron que los tamanos
promedio de las &reas de accion de O. /longicaudatus estan
relacionados con la densidad poblacional, siendo mayores a menor
densidad y menores cuando los valores de densidad son altos. Por
otro lado, Juan (2015) encontré que para las poblaciones de este
roedor en Villa Lago Rivadavia, los valores de distancia maxima
recorrida se redujeron significativamente ante aumentos en Ia
densidad poblacional tanto en machos como en hembras, por lo que
sugirio la hipdtesis de respuesta espacial de tipo “disco eldstico” para
la especie. Esta hipotesis propone que ante un incremento de la
densidad poblacional los machos y/o las hembras disminuyen el
tamafio y el grado de solapamiento intra-sexual de sus areas de
accién. Ante descensos posteriores en la densidad poblacional, el
tamano del area de accion se re-estableceria hasta que ocurra un
nuevo ciclo poblacional. Los resultados obtenidos en el presente
estudio apoyarian dicha hipdtesis. La respuesta de disco tipo elastico
ante aumentos en la densidad poblacional también se reportd para el
roedor Akodon azarae (Avila, 2013).

Con respecto a las variaciones intra-anuales en la densidad
poblacional, en verano de 2013 no se encontré EGE en la poblacidn
total (Figura 25), lo que indica elevados niveles de dispersién por
parte de ambos sexos. Esta estacidn coincidio con los valores de
densidad poblacional mas bajos en todo el estudio: 5,71 individuos
por ha (Juan, 2015). Una explicacién plausible para este resultado

seria el espaciamiento debido a la baja densidad sumado a la
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migracion temporal de individuos entre habitats contiguos. Este
comportamiento ya fue descripto para la especie por Contreras
(1972) y Polop et al. (2010), quienes sefalaron que O. longicaudatus
presenta una elevada vagilidad y que generalmente, los individuos
gue se capturan en verano son transelntes. Un resultado similar se
encontré en Chile, donde Murua et al. (1986) estudiaron la ecologia
poblacional del roedor y reportaron que los pocos animales que
fueron capturados en verano eran “nhuevos reclutas”. Encontraron que
el porcentaje de residentes aumentaba durante la segunda mitad del
afo, aunque en general este porcentaje era mas bien bajo debido a la
elevada dispersion de la especie. Meserve et al. (1999) indicaron para
ambientes arbustivos en Chile que O. /ongicaudatus no residiria de
manera permanente en un sitio, sino que, por el contrario, su
caracteristica oportunista le permitiria desplazarse hacia habitats
periféricos (ej. durante anos secos). Desde alli podrian restablecer
nuevas poblaciones por inmigraciones cuando las condiciones
climaticas se tornan favorables. Esto también ha sido observado en
otras especies de roedores como Clethrionomys glareolus (Bondrup-
Nielsen, 1986), Clethrionomys rufocanus (Ostfeld y Klosterman,
1986) y Microtus oeconomus (Lars y Steen, 2006). Factores como la
cobertura vegetal, humedad, temperaturas minimas y disponibilidad
de semillas serian clave para la dispersién de los individuos entre
habitats. Gonzalez-Ittig et al/ (2015) en una comparacién de la
variabilidad genética intra-anual entre distintos habitats, encontraron
gue el arbustal (donde se realizé el muestreo a escala local) presento
la mayor proporcidon de individuos con ancestria mixta en verano.
Lidicker (1975) y Boonstra (1994) encontraron resultados similares
en sus estudios sobre otros roedores, donde propusieron que la
menor tasa de recaptura en verano se atribuye a las mayores tasas
de movimiento, sobretodo en juveniles y subadultos. Estas clases de
edades se dispersarian antes de que el area natal se sature y

comience la competencia con sus padres; al evitar la competencia
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habria una ganancia en aptitud (fitness) de los individuos
dispersantes.

En resumen, en el presente estudio se determind que el sexo
dispersante seria principalmente el macho, quien recorreria mayores
distancias para acceder a un mayor numero de hembras, como
resultado de un sistema de apareamiento poliginico. La estructura
genética en otono (tanto para el afio 2012 como para el 2013) estaria
determinada por las hembras, quienes se dispersarian menos por
presentar comportamientos filopatricos. En verano, cuando Ila
densidad es la mas baja del afo, tendria lugar el fendmeno de
espaciamiento, aumentando los niveles de dispersion en ambos
sexos. El elevado recambio poblacional descripto en esta estacién
seria producto del intercambio de individuos entre habitats contiguos
promovido por los cambios en las condiciones ambientales. Respecto
a los cambios en densidad inter-anual, en 2012 (elevada densidad
poblacional) se observé mayor EGE que en 2013 (densidad
intermedia), especialmente en hembras, lo que podria deberse a una
mayor tolerancia entre los individuos de un mismo grupo familiar que
defiende agresivamente el territorio, evitando la inmigracion de
individuos foraneos (comportamiento conocido como cerca social).
Estos resultados apoyan el modelo de disco eldstico propuesto

anteriormente para la especie.
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5. Conclusiones finales

A la hora de abordar el estudio sobre la dindmica de dispersién
de los virus y sus reservorios es de fundamental importancia realizar
estudios a multiples escalas geograficas, ya que la distribucién
espacial se ve afectada por diferentes procesos vy factores
ambientales segun la escala considerada (Pearson y Dawson, 2003).
De acuerdo con esto, los estudios multiescala permiten conocer la
estructura poblacional de una manera mas integral y exhaustiva, ya
gue tienen en cuenta tanto los patrones histéricos como ecoldgicos
del proceso. En el presente trabajo se estudié la estructura genética
poblacional de O. /longicaudatus a tres escalas espaciales.

eEscala Regional: se encontré estructuracion genética con
disposicion latitudinal, indicando bajos niveles actuales de flujo génico
entre las poblaciones de O. /ongicaudatus a esta escala geografica. El
elevado nivel de resolucién de los microsatélites permitié la deteccidon
de diferenciacién genética entre las poblaciones patagdnicas, que no
habia sido observada en el estudio filogeografico de Gonzalez Ittig et
al. (2010) utilizando la Regidon Control del ADN mitocondrial.

eEscala de paisaje: a esta escala, se detectd diferenciacion
genética entre los cuatro valles de la localidad de Cholila. Ademas, el
flujo génico seguiria una direccion asimétrica desde los valles
cordilleranos hacia Leleque, ubicada en la estepa patagdnica. Se
evalué el efecto de ciertos elementos del paisaje con distinta
permeabilidad al flujo génico y se encontré que la zona urbana y los
lagos restringen en gran medida la dispersién en el area, mientras
que los rios ejercerian una resistencia intermedia. Este resultado
explicaria por qué algunas poblaciones tan cercanas son tan disimiles
en su composicién genética. De acuerdo con los resultados obtenidos,
la probabilidad de transmisién del hantavirus Andes entre los
roedores desde sitios de emergencia local seria baja, al menos en el

area contemplada en este estudio. La informacion espacial adicional
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provista respecto de los elementos del paisaje que ofrecen mayor
limitacion sobre la dispersion del roedor, deberian tenerse en cuenta
para predecir la direccién de la expansién en el caso de un brote de
infeccién, lo que ayudaria a mejorar y reforzar medidas de
prevencion.

oA escala local: se determind que los machos presentaron
mayores niveles de dispersién que las hembras en todas las
estaciones, avalando los resultados detectados en los estudios
ecoldgicos previos y que serian compatibles con el sistema de
apareamiento poliginico propuesto para la especie. La estructura
genética espacial en otofo estaria determinada por las hembras, que
permanecerian filopatricas en defensa de sus nidos y crias. La
temprana dispersién de los machos a partir de sus madres evitaria la
competencia intra-sexual. En verano, ninguno de los sexos presentd
estructura genética espacial, lo cual podria deberse al espaciamiento
producto de las bajas densidades reportadas para la estacién y a las
elevadas tasas de recambio entre habitats contiguos, en funcion de la
variaciéon en condiciones ambientales tales como disponibilidad de
alimento y refugio. Respecto a los cambios inter-anuales en la
densidad se observd que, ante aumentos poblacionales, los individuos
emparentados permanecian mas cerca unos de otros, aumentando su
tolerancia e inhibiendo la inmigracion de individuos foraneos. Esto
seria mas evidente en las hembras debido a su comportamiento
filopatrico.

En sintesis, este estudio resalta la importancia de las
aproximaciones a varias escalas geograficas en el analisis de
fendbmenos como la estructura genética para obtener informacién
potencialmente util a la hora de establecer el area de riesgo para
humanos y dirigir programas de prevencion y control. También aporté
a dilucidar los multiples procesos, tanto histdéricos como
contemporaneos, que ejercieron mayor influencia en la estructura

genética actual de la especie.
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Abstract

The population genetic structure of Oligoryzomys longicaudatus colilargo was
examined at two geographical scales: (a) regional, including five populations of the
Argentinean Patagonia separated by 60—315 km and (b) landscape scale, using five
populations from different valleys of the locality of Cholila in the subantarctic for-est
separated by 6—27 km, and a nearby locality of the Patagonian steppe, with an
average distance from Cholila of 33 km. Eight microsatellite loci specific for O.
longicaudatus were used as genetic markers. At the regional scale, four genetic
clusters were detected by the Geneland software. The genetic structure was found to

follow a latitudinal pattern. This result was supported by the Fgr statistic, indi-cating
low levels of current gene flow within the region. At the landscape level, genetic
differentiation among the five populations was also found. Estimated migra-tion rates
were, in general, low and asymmetrical between nearby populations. Using a causal
modeling approach, we detected that the combination of landscape features such as
lakes, rivers, urban settlements and roads appear to constrain the dispersal of O.
longicaudatus at this scale. This result would explain why nearby populations were
so different in their genetic composition. The information about geographic features
limiting rodent dispersal provided here could help to design more accurate prevention
measures against the expansion of hantavirus pulmonary syndrome.

genotype, associated with hantavirus pulmonary syndrome
(HPS) in southern Argentina and Chile (Levis et al., 1998;

Species are rarely fully panmictic, but are often divided into
genetic subgroups. This non-random distribution of genetic
variation in space and time is referred to as the genetic struc-ture
of a population (Wright, 1938). Several methods have been
developed to combine geographic and genetic information to
estimate the number of populations in a dataset and to delineate
their spatial organization (Guillot et al., 2009). Small mammals
having an extensive geographic distribution and vari-able
density, dispersal and space use at different scales provide a
good opportunity to investigate the relative impact of spatial
scale in the genetic structure, since it reflects the influence of
both historic and recent evolutionary processes. In addition, in
species acting as reservoirs of etiological agents of human dis-
eases, the knowledge of the processes shaping the distribution of
allele frequencies in space is very important to predict the spread
and persistence of zoonoses (Guivier et al., 2011).

The long-tailed pygmy rice rat Oligoryzomys longicaudatus
(Rodentia, Cricetidae) is the major reservoir of Andes hantavirus
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Padula et al., 2004). The species inhabits environments that
include rivers, lakes and mountains which could reduce the con-
nectivity among populations; therefore, it is a good model to
study this phenomenon at various geographic scales. O. longi-
caudatus is common in Nothofagus temperate forests and shrub-
land areas at both sides of the Patagonian Andes range in
Argentina and Chile. In Argentina, it is distributed from 36°S to
51°S in both the Eastern slope of the Andes Mountains and the
Patagonian steppe (Carbajo & Pardi~nas, 2007; Andreo et al.,
2011). The species is characterized by a high vagility and flexi-
bility in habitat use, which causes important fluctuations in its
home range along the year (Murua, Gonzalez & Meserve, 1986);
it experiments density fluctuations among seasons, which
increases during autumn/winter (April/June) and decreases in
summer (December/February) (Contreras, 1972; Murua et al.,
1986; Polop et al., 2010, 2014a). The generation time of O.
longicaudatus is approximately 1 year, but it varies accord-ing to
environmental conditions, climatic factors and
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intraspecific competence (Pearson, 1983; Murua et al., 1986).
Another phenomenon observed in this species is the explosive
outbreaks or ‘ratadas’ generated by several conditions such as
warm winters, rainfall peaks and the cyclic blooming and seed-
ing of bamboo plants (Chusquea quila, C. coleou and C. val-
diviensis) (Gallardo & Mercado, 1999; Lima, Marquet & Jaksic,
1999). As a consequence, O. longicaudatus invasions to human
settlements are more likely to occur, increasing the probability
of infection with the Andes hantavirus (Calderon et al., 1999).
The study of the genetic structure of O. longicaudatus would
allow the evaluation of the degree of contact between popula-
tions which, in turn, would lead to the estimation of the risk of
virus dispersion.

Concerning the genetic structure, several studies were carried
out at macrogeographic scale. Palma et al. (2005) and Gonzalez-
Ittig et al. (2010) proposed that O. longicaudatus would have
undergone a recent geographic range expansion. Torres-Perez et
al. (2011) and Palma et al. (2012) detected a strong north—south
geographic structuring in populations of O. longicaudatus from
Chile, while on the Argentinean side, Gonzalez-Ittig et al.
(2010) and Lessa, D'’Elila & Pardi~nas (2010) reported high
genetic similarity among localities. How-ever, Gonzalez-Ittig et
al. (2010) found private haplotypes in several populations,
suggesting low to moderate current gene flow among them. To
elucidate  micro-evolutionary  processes like  dispersal,
mitochondrial markers are not the most appropri-ate, since they
usually reveal long time processes comprising large spatial
scales (Avise, 2000). Microsatellites instead, have proved to be
more accurate to detect short time changes in the genetic
composition, given their high mutation rate (De-Xing &
Godfrey, 2003; Selkoe & Toonen, 2006; Gonzalez-Ittig et al.,
2015). In this study, we use microsatellites to
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characterize the population genetic structure of O. longicauda-
tus at different spatial scales: (1) regional, in different localities
of the Argentinean Patagonia and (2) a finer scale, using a
landscape genetics approach. This last discipline is based on the
detection of genetic discontinuities and the correlation of these
discontinuities with landscape and environmental fea-tures, such
as barriers to gene flow (e.g. mountains, rivers, gra-dients of
humidity, etc.) (Manel et al., 2003). The analyses proposed here
would provide useful information to understand the dispersal
patterns of the natural host of Andes hantavirus.

Materials and methods

Study area, habitat description and sample
collection

0 0
The study area ranges between 39°56 07.62" S, 71°05 21.84"

W and 42°33027.90" S, 73°08003.42"W (Fig. 1), encompassing
two main phytogeographic regions: subantarctic forest and
Patagonian steppe. To get a better understanding of dispersal
patterns, two geographic scales were used: (1) a regional scale,
including five populations separated from each other by 60—315
km: Junm de los Andes (Neuquen province), Bariloche and El
Bolson (Rio Negro province), Leleque and the valley El Cajon
of the locality of Cholila (Chubut province); (2) a landscape
scale, including four valleys of Cholila separated by an average
distance of 14.48 km: El Cajon, El Blanco, El Rincon, Villa
Lago Rivadavia and Leleque, a nearby location in the
Patagonian steppe separated from the valleys by an average
distance of 32.85 km (Fig. 1; Table 2). Junin de los Andes,
Bariloche, El Bolson and Cholila are located in the deciduous
district of the subantarctic forest region.

[

F ol

Figure 1 Geographic distribution of sampled Oligoryzomys longicaudatus populations at regional (left) and landscape (right) scales.

Journal of Zoology  (2016) — 22016 The Zoological Society of London



N. Ortiz et al.

In Cholila, Junin de los Andes, Bariloche and El Bolson
sampling was performed in the shrublands with predominance of
arbustive specimens (mainly the exotic sweet briar, Rosa
rubiginosa), whereas in Leleque, specimens were obtained from
its unique component: the Patagonian steppe. Sampling was
performed between 2006 and 2009 using a removal sys-tem, in
lines separated by about 200 m; each consisted of 40 traps (20
live capture and 20 snap traps alternated) with a dis-tance of 5 m
between them. The baiting mixture was peanut butter and cow
fat. The procedure was performed for 3 consec-utive nights.
Individuals were transferred in hermetic bags to the field
laboratory for processing. Tail tips were conserved in 85%
ethanol for DNA analysis. Rodent handling followed
standardized safety guidelines recommended by the U.S. Cen-
ters for Disease Control and Prevention (Mills et al., 1995).

Microsatellite genotyping

DNA from each individual was extracted using standard phe-
nol/chloroform methods. Samples were manipulated in a bio-
safety level 1 cabinet to deal with potentially infected animals.
Eight microsatellite loci specific for O. longicaudatus were
amplified as described in Gonzalez-Ittig et al. (2008): Olong_1,
Olong_4, Olong_5, Olong_6, Olong_7, Olong 9, Olong_10 and
Olong_12. Procedures for allele separation by elec-trophoresis
were performed according to Gonzalez-Ittig et al. (2015). To
confirm genotypes and to minimize allele scoring errors, all
amplifications were run a second and/or a third time, together
with individuals presenting similar genotypes in the first run.

Statistical analyses

Microsatellite data were checked for potential stuttering, large
allele drop out or presence of null alleles using Micro-Checker
2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). HW equilibrium was tested
by estimating the differences between observed and expected
heterozygosities using the program Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier
& Lischer, 2010). Different indexes estimating the degree of
polymorphism in each population were calculated with the
program Genalex 6.41 (Peakall & Smouse, 2006) (Table 2).

Regional scale

To evaluate the genetic differentiation among populations, an
analysis of molecular variance (AMOVA) was performed and
population pairwise FgT were calculated with the program
Arlequin 3.5.1.2. For this purpose, 10 000 permutations and a
statistic significance level of 0.05 were used.

To detect possible correlations between genetic (Fs1/[1 FsT])
and the natural logarithm of geographic distances (Rousset,
1997) in O. longicaudatus populations, we performed a Mantel
tests using TFPGA 1.3 (Miller, 1997); to assess the significance
of the test, 10 000 permutations were computed.

To infer the number of genetic clusters (K) and their
boundaries taking into account geographic information, we used
the Bayesian approach implemented in Geneland 3.0
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(Guillot, Mortier & Estoup, 2005). Preliminarily, we estimated
the number of K from 1 to 10, using 10 000 000 MCMC
iterations and 1000 thinnings. For the final results, five inde-
pendent runs with fixed K (to avoid ghost populations) were
performed for the spatially explicit and correlated allelic fre-
quencies model. For each run, the posterior probability of
subpopulation membership was computed for each pixel of the
spatial domain (20*120 pixels) using a burn-in of 1000
iterations. Additionally, to visualize each individual’s member-
ship to the assigned genetic clusters, we built a bar plot in Excel
with the summarized individual-based output given by
Geneland.

Landscape scale

We performed all the analyses already described for the regional
scale and we added two extra analyses. With BayesAss 1.3
(Wilson & Rannala, 2003), we estimated symmetric and asym-
metric migration rates in the last three generations between pairs
of populations. Analyses were performed with 100 000 000
iterations, sampled every 100 000. We used a burn-in of 25 000
000 iterations and the estimator values for migration rate (m),
allele frequency (a) and endogamy coefficient (f) were fixed at
0.5. Migration rates that exceeded 20% were considered
important. Convergence was checked with Tracer 1.6. (Rambaut
etal., 2014).

The effect of both geographic distance and different elements
of the landscape (lakes, rivers, mountain ranges, roads, urban
zones) on genetic differentiation between O. longicaudatus
individuals were evaluated with a causal modeling approach
using partial Mantel tests (Cushman et al., 2006, 2013). Maps
were drawn at the scale 1:1250 from a Google Earth image
using the OpenLayer plugin within QGIS 2.14 (QGIS Devel-
opment Team, 2014). The geographic elements of the land-scape
were classified in classes such as lakes, rivers, mountain ranges
[on average, 2000 meters above sea level (masl)], hills (on
average 900 masl), main (paved) and secondary (dirt) roads,
forests and urban zones (including houses and perido-mestic
settlements) (Fig. 2a). Resistance maps of the study site were
generated, representing different hypotheses about the dif-ficulty
of O. longicaudatus individuals to disperse through landscape
elements. Different resistance values were assigned to lakes,
rivers, mountains, hills, roads and urban zones in order to
generate hypotheses about their relative influence on
populations’ connectivity in the landscape. Different scenarios
were tested: (1) Measuring separately the effect of each geo-
graphic feature, in which a resistance value was assigned to the
evaluated landscape element, and a value of 1 (no resis-tance)
was assigned to the rest of the elements. (2) Combining
resistance values of the different elements in the same hypothe-
sis. For this last group, five hypotheses were generated consid-
ering combined geographic features (Table 1). In the first
hypothesis, high resistance values were assigned to lakes and
urban zones, while intermediate values were given to rivers,
mountain ranges and main roads. In the second hypothesis, the
same resistance values were used for lakes and urban zones, but
mountain ranges and roads received lower values. Hypoth-esis 3
was similar to hypothesis 1, except for the urban zone,
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Figure 2 (a) Geographic features and (b) their relative resistance values for each landscape hypothesis tested in the causal modeling analysis.

to which a lower value was assigned. In hypothesis 4, all resis-
tance values were the same as in hypothesis 1, but higher val-ues
were given to rivers. Lastly, in hypothesis 5, high resistance
values were assigned to rivers and an intermediate value to the
urban zone, being the rest as in hypothesis 1. For-ests and
shrublands presented the minimum resistance in all models, due
to the strong preference of the species for these types of habitats
(Polop et al., 2010, 2014b). Finally, the null model considered
only Euclidean geographic distances as pre-dictor. The program
Circuitscape 4.0 (Mcrae, Shah & Mohapa-tra, 2014) was
employed to transform resistance maps into resistance distance
matrices between pairs of individuals using a four-neighbor
connection scheme. Genetic and geographic distances between
pairs of individuals were estimated using Genalex 6.41. With the
program zt (Bonnet & Van De Peer, 2002), a simple Mantel test
was conducted between genetic distance and each of the
distance matrices (null and landscape resistance hypotheses).
For each of the five landscape resis-tance hypotheses, two partial
Mantel tests were performed with the same program: one to test
for the correlation between genetic distance and the resistance
hypothesis, partialing out the effect of the null hypothesis
(geographic distance) and, the other between genetic distance
and geographic distance, dis-counting the effects of the
resistance hypotheses. Results were interpreted according to
Cushman et al. (2013) who provided a guidance to interpret the
outcomes of the diagnostic partial Mantel tests and advices to
avoid Type I errors or spurious correlations.

Results

Micro-Checker analysis showed no evidence of scoring errors
due to stuttering, large allele dropouts and null alleles for all loci
and all populations. Observed and expected heterozygosi-ties
did not differ significantly from zero, indicating that all
populations were at Hardy—Weinberg equilibrium (Table 2). The
average number of different alleles ranged from 7.375 to 11.5,
the average number of private alleles ranged from 0.125

to 1.125 (Table 2). The locus by locus observed and expected
heterozygosities and allele number are shown in Supporting
Information Table S1.

Regional scale

The average Fst value was moderate (0.067), with values
ranging from 0.015 to 0.097 (all were significant at P < 0.05).
The lowest differentiation occurred between Leleque and El
Cajon valley from Cholila, whereas the highest was between
Bariloche and Leleque (Table 3). The AMOVA analysis
revealed that 94.84% of the variance occurred within popula-
tions and 5.16% among them (P < 0.05). The isolation by dis-
tance test revealed a non-significant correlation (r = 0.0105; P =
0.4150) between genetic and geographic distances among all O.
longicaudatus populations.

The combination of genetic and spatial data performed by the
program Geneland revealed the existence of four genetic
clusters; each K was represented by a single population except
for the last one, which comprised Leleque and El Cajon valley
(Fig. 3). Posterior probabilities to belong to each cluster of Junin
de los Andes, Bariloche, El Bolson, and Leleque plus El Cajon
were 0.7, 0.6, 0.8 and 0.9, respectively. The individual-based
plot showed a similar result: individuals from Leleque and El
Cajon presented a very similar genetic composition; individuals
from Junin de los Andes, Bariloche and El Bolson showed
admixed ancestry but with high membership to cluster 2, 4 and
1, respectively (Fig. 4).

Landscape scale

As stated above, this scale comprised the four valleys in Cholila
(separated by 14.48 km on average) and Leleque population in
the steppe, 32.85 km on average away from them (Fig. 1). The
overall FgT value was moderate: 0.056. Pairwise values between
populations ranged from 0.01 to 0.1; the former corresponded to
the comparison between Leleque and El Cajon valley, and the
latter to El Blanco-Villa Lago Rivadavia comparison (Table 4).
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Table 1 Resistance values to gene flow among Oligoryzomys longicaudatus populations for each landscape hypothesis

Hypothesis 1 Hypothesis 2 Hypothesis 3 Hypothesis 4 Hypothesis 5 Null
Lakes 80 80 80 80 80 1
Rivers 50 50 50 80 80 1
Mountain ranges 40 20 40 40 40 1
Hills 20 10 20 20 20 1
Main roads (paved roads) 30 15 30 30 30 1
Secondary roads (dirt roads) 10 5 10 10 10 1
Forests and shrublands 1 1 1 1 1 1
Urban zone 80 80 40 80 60 1

The AMOVA analysis revealed that 94.39% of the variance
occurred within populations, while 5.61% occurred among them
(P < 0.05). The Mantel test showed absence of isolation by dis-
tance: r = 0.1754; P = 0.3651.

The Geneland analysis revealed the existence of five clus-ters;
each of them represented by a single population, with posterior
probabilities ranging from 0.8 to 0.9 (Fig. 5).The individual
assignments supported this result; where individuals from Va.
Lago Rivadavia and Leleque showed high member-ship to
clusters 4 and 5, respectively. In contrast, individuals from El
Blanco, El Cajon and El Rincon presented admixed ancestry
with predominance of clusters 1, 2 and 3, respectively (Fig. 6).

The program BayesAss 1.3 reached convergence and found,
in general, low migration rates between population pairs. In
general, migration was found to occur between nearby popula-
tions and to follow an asymmetrical direction. Leleque and Villa
Lago Rivadavia showed mixed ancestry, with important
migration rates. In the case of Leleque, the population was
composed by migrants coming from El Blanco and from El
Cajon, while Villa Lago Rivadavia received migrants from El
Rincon (Fig. 7). All the results of BayesAss are shown in
Supporting Information Table S2.

Regarding the causal modeling analysis, none of the hypothe-
ses in which the landscape elements were evaluated separately
was significant (results not shown). When evaluating the effect
of combined geographic features on gene flow, simple Mantel
tests between genetic distance and resistance hypotheses, as well
as partial Mantel tests between genetic distance and geographic
distance or resistance hypotheses were non-significant for the
null hypothesis and for hypothesis 2, 3, 4 and 5. On the contrary,
both the simple Mantel test between genetic distance and
hypoth-esis 1, and the partial Mantel test between genetic
distance and hypothesis 1, partialing out the effects of
geographic  distance, were significant, with correlation
coefficients of 0.1665 and 0.1669, respectively, while the partial
Mantel test between genetic distance and geographic distance,
partialing out hypothe-sis 1 was not significant (Table 5).

Discussion

Regional scale

We used two different geographic scales to characterize the
genetic structure of O. longicaudatus. At the regional scale,
pairwise Fgt values were all significant (average FsT = 0.067),
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indicating a restricted gene flow among populations in the area.
The analysis performed with Geneland revealed a total of four
latitudinal groups (K = 4). Our results show a significant genetic
differentiation of populations with increasing latitude at a
regional scale, reinforcing the idea of low current dispersal
levels among populations in the region.

Torres-Perez et al. (2011) found significant geographic struc-
ture in Chilean O. longicaudatus populations at a macrogeo-
graphic geographic scale (over 600—800 km); the pattern was
attributed to reduced gene flow among Pleistocene glacial
refuges in the western Andes. Moreover, in a study comprising
most of the species geographic distribution in Chile, Palma et al.
(2012) detected three clusters using the mtCyt-b gene, which
mostly agreed with the three major Chilean ecogeographic
regions: Mediterranean, Valdivian and Patagonian Forests. In
the Argentinean Patagonia, on the other hand, O. longicaudatus
is strongly associated with Nothofagus species of the
subantarctic forests. If both (Nothofagus species and the rodent)
experienced a similar evolutionary history, a comparable pattern
in their genetic structure would be expected. In fact, for
Argentinean Nothofagus pumilio and N. antarctica, different
clusters were found along latitudinal regions in Patagonia
(Soliani, 2012; Soliani, Gallo & Marchelli, 2012). Both
chloroplastic and microsatellite markers revealed a north—south
pattern of genetic variation, which could be associated with the
effect of glaciers on a particular landscape configuration (a
north—south-orientated mountain chain at 42—43°S and west—
east orientated watershed at 44°S). The latitudinal genetic
pattern found over the sampled O. longicaudatus populations in
this study and the similar pat-tern found in Nothofagus species
support the assumption that similar processes have shaped the
genetic structure in these species.

Gonzalez-Ittig et al. (2010) proposed that during the Last
Glacial Maximum, O. longicaudatus would have survived on a
putative south ice-free Pacific coast refuge, then expanding its
range from that refuge. Although the authors reported a weak
genetic divergence among populations, several private haplo-
types were detected in most localities, suggesting spatial
restriction to gene flow in recent times. The strong genetic dif-
ferentiation found here in populations from the same area, would
confirm this assumption.

Landscape scale

In this study, we also compared the genetic structure of
0. longicaudatus populations from four valleys in the vicinity
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< [y Table 3 Pairwise Fgr values among Oligoryzomys longicaudatus
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= of Cholila separated, on average, by 15 km. We included a
o sample from the Patagonian steppe (Leleque), about 33 km aside

from Cholila (Fig. 1). Geneland assigned each population to a
different cluster (Fig. 5) and individuals from the two most
distant localities presented high membership to clusters 4 and 5,
while individuals from intermediate localities presented admixed
ancestry (Fig. 6) indicating restricted gene flow at the
geographic scale here considered.

In a previous study performed in one of the valleys of Cho-
lila (Villa Lago Rivadavia), Gonzalez-Ittig et al. (2015) found
that high levels of gene flow encompassing different habitats
(forests and shrublands) would be a major process producing
fine-scale temporal changes in the genetic composition of the
studied population. However, in this study using a wider geo-
graphic scale, we detected restricted gene flow; migration rates
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@ N DODDOhNOodNRY o . . .
5 o 0 @D~ PR contrast, migration rates between El Rincon and El Blanco
S lo ocmoawI o (which are also nearby populations) were very low, reinforcing
> ] o ® 0N OO G © . . .
8 oy Yevesaws the idea of local barriers preventing gene flow between these
@ L populations. Thus, it is highly probable that the lake named
=) .

5 @i\'r gRo g B Mosquito, the urban zone and the secondary road located
= Sl ~Noo~N~ XN between El Rincon and El Blanco, act as barriers, limiting
> . P . .

g a individual exchange between the two populations (Fig. 2a).
o %J e N oo o X oo Regarding the genetic differences found between El Rincon and

[ e . . . . .
2] Il RsIRR & e El Cajon, which are also nearby locations, the combination of
Q f features like the lake Mosquito and the secondary road would be
5l & <« restricting gene flow levels. This road and the river that coasts
S zI® 8BS KRERET Villa Lago Rivadavi lati 1d b ing th
o Il 83833~ illa Lago Rivadavia population could be exerting the same
i S8 38 4= 4 -g effect, at least under normal population density levels. All these
iBdvgwg3gx83 3 results were supported by the causal modeling analysis, which
N g oo N S . e . . ;
} B R4 showed significant correlation between genetic distance and
+ ©oIReFoal hypothesis 1 (Table 5), where lakes and the urban zone have
high resistance values to gene flow, mountain ranges, rivers and
= zzz=zz%=2 o ermadinto. roo ; ;
- S oo o.M e main roads have intermediate resistance val-ues, and hills
N — h . . .
© gg :53 ~ £ 5 N §or together with secondary roads, low resistance values (Fig. 2b).
g R8I LR & Cushman et al. (2013) provided a guide, with four steps, to
N NN NNeN interpret the results of the diagnostic partial Man-tel tests. Our
n nanaga 2 0 results are in a?cordance leth step 1, this is: i .When one finds
é 28N 8IN Fhat a particular re'51stance hypothesm is sgpport'ed
= eLee M e independently of alternative models using causal modeling with
o o % o o9lo | partial Mantel tests, this is likely to be correct, given that the
S e elevated Type I error is a bias in the opposite direction.” The
other three steps are applied when there is more than one
significant resistance hypothesis, which is not our case. Besides,
Cushman et al. (2013) proposed two addi-tional methods to
reduce Type I error in the implementation of
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Figure 3 Spatial distribution of Oligoryzomys longicaudatus genetic clusters estimated by Geneland at a regional scale and their posterior
belonging probabilities. The highest membership values are in white.
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Figure 4 Geneland Bayesian cluster analysis of multilocus microsatellite genotypes of Oligoryzomys longicaudatus specimens at a regional scale.
Each individual within a population is represented by a thin vertical line, partitioned into segments that represent the probability of an individual to
belong to one of the four estimated genetic clusters.

the causal modeling analysis: (a) To use a more stringent alpha using a lower alpha level it will still be significant. (b) To
level to evaluate significance of hypotheses; in our study, the ‘P’ compare the relative magnitude of the Mantel r values from the
value of hypothesis 1 is 0.0001, which means that even different hypotheses rather than the P-values; here, the
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Table 4 Pairwise Fgt values among Oligoryzomys longicaudatus
populations at a landscape scale

Leleque  Blanco Cajon Rincon Rivadavia
Leleque 0.00000
Blanco 0.03053  0.00000
Cajon 0.01507 0.02892  0.00000
Rincon 0.06434 0.06114  0.05439 0.00000
Rivadavia 0.07754 0.10668 0.09152 0.03330  0.00000
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r = 0.1665 for hypothesis 1 (Table 5) is an order of magnitude or
a 2.5-fold higher than the second highest r (r = 0.0675 for
hypothesis 5). Hence, hypothesis 1 best explains the restric-tions
to O. longicaudatus dispersal at a landscape scale. None of the
other partial Mantel tests were significant (Table 5).

In periods of population outbreaks (‘ratadas’), most barriers
are easily surpassed (V. Andreo & F. Polop, pers. obs.); how-
ever, these phenomena occur occasionally and last for very short
periods (Sage et al., 2007), probably having a weak

Figure 5 Spatial distribution of Oligoryzomys longicaudatus genetic clusters estimated by Geneland at a landscape scale and their posterior
belonging probabilities. The highest membership values are in white.

Leleque

M cusiecs
Cluster 4
[ custers
[ custer 2
[ cuuster 1

O O O
B o O O O

El Blanco

El Cajon

El Rincon Va. Lago Rivadavia

Figure 6 Geneland Bayesian cluster analysis of multilocus microsatellite genotypes of Oligoryzomys longicaudatus specimens at a landscape
scale. Each individual within a population is represented by a thin vertical line, partitioned into segments that represent the probability of an
individual to belong to one of the five estimated genetic clusters
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Figure 7 Representation of migration rates between pairs of
Oligoryzomys longicaudatus populations at a landscape scale. Each
arrow represents the direction of the migration, and its width is
proportional to the magnitude of the estimated rate. Only migration
rates higher than 0.20 are represented: El Blanco-Leleque (0.2613), El
Cajon-Leleque (0.2606) and El Rincon-Va Lago Rivadavia (0.2192).
All the results of BayesAss are shown in Supporting Information Table
S2.

effect on the genetic population structure of the species in the
area. As a conclusion of the overall causal modeling analysis,
the urban zone and lakes were identified as the most important
barriers to gene flow (Fig. 2b); hypothesis 1 was the only sig-
nificant (where resistance for both the urban zone and lakes had
a value of 80). Nevertheless, it is important to bear in

115

Genetic structure of the ‘colilargo’ at two scales

mind that the mentioned features may act in combination to
model the population genetic structure of O. longicaudatus. The
effect of the combination of certain geographic features over
population genetic structure was also examined by Coulon et al.
(2006), which studied the roe deer Capreolus capreolus on a
landscape containing several putative barriers to dispersal. The
authors found that the combination of features such as highways,
rivers and canals with different permeability values can lead to
population differentiation. Regarding rodents, Gar-rido-
Gardu~no et al. (2016) studied the genetic structure of the
Painted spiny pocket mouse Liomys pictus and found that pop-
ulations were clustered according to clear landscape bound-
aries, mainly defined by precipitation and stream channels.
Furthermore, Gerlach & Musolf (2000) found the same pattern
for the bank vole Clethrionomys glareolus, where rivers and
highways acted as strong barriers to gene flow.

In conclusion, a latitudinal genetic structure was found at the
regional scale, indicating low levels of current gene flow among
O. longicaudatus populations. The high resolution of
microsatellites markers enabled the detection of genetic gaps
among Patagonian populations. Besides, it also allowed per-
forming the study with a landscape genetic approach. At this
scale, gene flow followed an asymmetrical direction, and was of
variable magnitude among geographically nearby popula-tions.
We tested the effect of certain geographic features with different
permeability to gene flow and found that the urban zone and
lakes restricted gene flow in the area, while rivers would exert an
intermediate resistance. Hills would be the less restrictive
barriers to gene flow on O. longicaudatus popula-tions. This
result would explain why populations separated by few
kilometers were so different in their genetic composition.

Table 5 Results of the Mantel and partial Mantel tests for the analyses of isolation by resistance to gene flow among Oligoryzomys longicaudatus

populations

Matrix 1 Matrix 2 Partialled out r P-value

Simple Mantel test between genetic distance and all hypotheses
Genetic distance Null hypothesis 0.0220 0.1035
Genetic distance Hypothesis 1 0.1669 0.0001*
Genetic distance Hypothesis 2 0.0155 0.1956
Genetic distance Hypothesis 3 0.0658 0.1305
Genetic distance Hypothesis 4 0.0623 0.1444
Genetic distance Hypothesis 5 0.0676 0.1256

Partial Mantel tests between genetic distance and resistance hypotheses, discounting the effect of geographic distance
Genetic distance Null hypothesis Geographic distance 0.0303 0.0603
Genetic distance Hypothesis 1 Geographic distance 0.1665 0.0001*
Genetic distance Hypothesis 2 Geographic distance 0.0005 0.4906
Genetic distance Hypothesis 3 Geographic distance 0.0658 0.1289
Genetic distance Hypothesis 4 Geographic distance 0.0621 0.1429
Genetic distance Hypothesis 5 Geographic distance 0.0675 0.1271

Partial Mantel tests between genetic distance and geographic distance, discounting the effect of resistance hypotheses
Genetic distance Geographic distance Null hypothesis 0.0193 0.1320
Genetic distance Geographic distance Hypothesis 1 0.0188 0.1423
Genetic distance Geographic distance Hypothesis 2 0.0157 0.2012
Genetic distance Geographic distance Hypothesis 3 0.0219 0.1043
Genetic distance Geographic distance Hypothesis 4 0.0216 0.1067
Genetic distance Geographic distance Hypothesis 5 0.0219 0.1034

P < 0.05 are shown with an asterisk.
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As mentioned before, O. longicaudatus is the natural reser-
voir of Andes hantavirus, which produces HPS, a serious dis-
ease in humans. According to our results, the probability of
transmission of this virus among rodents is expected to be low
from local emergence sites, at least in the area comprised by this
study. Andreo et al. (2014) used species distribution mod-eling
techniques to examine the potential distribution of HPS caused
by Andes virus in southern Argentina. The authors found a high
and positive correspondence among HPS occur-rence and
environmental features such as high annual mean precipitation,
dry summers, low percentages of bare soil and low temperatures
in the coldest month. The additional spatial and mechanistic
information provided here, about landscape features limiting
rodent dispersal, should be taken into account when building
models to predict the expansion direction of a disease outbreak.
These results will then help to enhance and focus surveillance
efforts and prevention measures.
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Supporting Information Table S2. Pairwise migration rates (in parenthesis, the 95%

o ) ) ) ) confidence interval) among O. longicaudatus populations at
Additional Supporting Information may be found in the online landscape scale.

version of this article:

Table S1. Allelic range, observed and expected heterozygosi-
ties for each locus in all populations of O. longicaudatus.
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The population genetic structure of Oligoryzomys longicaudatus colilargo was examined at two geographical scales:
(a) regional, including five populations of the Argentinean Patagonia and (b) landscape scale, using five populations
from different valleys of the locality of Cholila in the subantarctic forest and a nearby locality of the Patagonian
steppe. At the regional scale, several genetic clusters were detected which follow a latitudinal pattern and indicate
low levels of current gene flow within the region. At the landscape level, genetic differentiation among the five
populations was also found; migration rates were low and asymmetrical between nearby populations. Using a causal
modeling approach, we detected landscape features, such as lakes, rivers, urban settle-ments and roads, which appear
to constrain the dispersal of O. longicaudatus at the landscape scale.



