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RESUMEN

El gato montés es endémico de Sudamérica y uno de los félidos mas abundantes en la mayor
parte de su rango de distribucién. Sin embargo los estudios sobre la dinamica poblacional y
conectividad de la especie son escasos. El objetivo de esta tesis fue evaluar el grado de
estructuracion genética del gato montés Leopardus geoffroyi dentro de Uruguay y en relacion
a las regiones limitrofes de Brasil y Argentina. Para ello seestablecieron diversas
colaboraciones que permitieron reunir muestras de museo, zooldgicos, animales atropellados
o cazados y fecas. Se disefiaron sondas TagMan para verificar la identidad taxonémica de las
muestras a partir del polimorfismo detectado en la regidn COIl del ADN mitocondrial. Se
determind el sexo mediante corrida en microcapilar en base a una deleciédn que presentan los
félidos en el cromosoma Y de la regidén que codifica para dedos de zinc. La estructuracion fue
evaluada a partir de un set de 11 loci de microsatélites analizados con el programa Structure.
Se calculé ademas el indice de fijacidn entre los grupos encontrados, se analizé la existencia de
migrantes y de aislamiento por distancia. Se analizé un total de 70 ejemplares (Uruguay: 49,

Provincias Buenos Aires y Entre Rios: 12, Rio Grande do Sul: 9). La proporcién de sexos

macho/hembra encontrada fue 2:1. Los microsatélites utilizados resultaron polimorficos y
adecuados para estudios de estructuracion genética del gato montés en la regidn. Los
resultados indican que el gato montés tiene alta conectividad y no se detectan cambios
significativos en las frecuencias alélicas a lo largo del tiempo. En la dimensién espacial los
individuos de Uruguay y Brasil pueden ser considerados una Unica poblacién, levemente
diferenciados de los de Argentina. El Rio Uruguay permite un moderado flujo génico entre
ambas poblaciones de aproximadamente 2 migrantes por generacidn. El flujo es mayormente
unidireccional desde Argentina hacia los otros paises. Puede existir ademas cierta
diferenciacion dentro del grupo Uruguay-Brasil que debera ser estudiado en mayor
profundidad. Si bien no se diferencian unidades de manejo de acuerdo a los criterios genéticos
basicos, la variabilidad encontrada debe ser considerada durante el desarrollo de politicas de
manejo. Este es el primer trabajo genético y poblacional del gato montés en el extremo Este
de su rango de distribucién. Contribuye a comprender su dindmica poblacional, a evaluar su
estatus de conservacion y establece una base contra la cual contrastar estudios poblacionales
futuros. Se propone complementar los resultados con una aproximacién de conectividad del
paisaje y ampliar la ventana regional de analisis, para poder comprender mejor los procesos

subyacentes que dan origen a la estructuracion observada.



INTRODUCCION

El gato montés

El gato montés Leopardus geoffroyi (d'Orbigny & Gervais, 1844) es un pequeio felino
endémico del sur de Sudamérica. Se encuentra en el sur de Bolivia, oeste de Paraguay, sur de
Brasil, Argentina (excepto en las Provincias de Misiones y Tierra del Fuego), sur de Chile y
Uruguay (Gonzalez & Martinez-Lanfranco, 2010; Macdonald & Loveridge, 2010; Pereira &
Aprile, 2012). El presente trabajo se desarrolla en el extremo Este de su rango de distribucidon
(Figura 1A).En Bolivia, Paraguay y Chile se lo cataloga localmente con cierto grado de
vulnerabilidad, Bolivia: casi amenazado (Tarifa & Aguirre, 2009), Paraguay: especie en peligro
aunque no amenazada (SEAM, 2011a,b), Chile: rara y en Peligro, se considera cambiar su
categoria nacional para Cercana a la Amenaza (Iriarte et al., 2013). En Brasil - Rio Grande do Sul
se cataloga como Vulnerable (Almeida et al., 2013),mientras en Argentina cambio de Cercano a
la Amenaza a Preocupacion Menor (Aprile et al., 2012). En Uruguay se considera Prioritaria
para Conservacién por los criterios de especie singular (emblematica, carismatica, paraguas o
valorada culturalmente), especie recurso (con potencial uso sustentable) y por pertenecer a
CITES (Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres) (Gonzalez et al., 2013). A nivel internacional estuvo catalogado por la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) como “casi amenazado” hasta
principios del 2015 cuando cambid a “preocupaciéon menor”, debido a su amplia distribucién y
por ser considerado uno de los félidos mdas abundantes en la mayor parte de su rango de
distribucién (Pereira et al., 2015).

Este felino tiene un largo total de entre 80 y 100 cm, y de 20 a 30 cm de alzada, su peso oscila
entre 2,5 y 8 kg, siendo en el Sur mas corpulentos que en el Norte (Gonzalez & Martinez-
Lanfranco, 2010; Pereira & Aprile, 2012). Presenta un pelaje bayo, variable a lo largo de su
distribucién entre gris ahumado y amarillo ocraceo, sobre el cual se distribuyen numerosas
pintas negras de entre 15 y 20 mm de diametro (Ximenez, 1975; Pereira & Aprile, 2012) (Figura
1B). El color de base se intensifica en el dorso y se aclara a un color entre blanco y cremoso en
el vientre, las manchas tienden a agruparse en las partes centrales del dorso (Ximenez, 1975).
Las patas presentan bandas negras transversales y la cola anillos y bandas estrechas muy
variables en su distribucion (Ximenez, 1975). Los individuos melanicos son comunes, condicién
debida a un gen autosémico dominante (Sunquist & Sunquist, 2002). La piel del gato montés
fue la mas frecuentemente comercializada en el mercado peletero internacional, luego de la
del lince de Norteamérica Lynx rufus (Sunquist & Sunquist, 2002). Un gran namero de pieles

fueron exportadas desde Sudamérica entre 1960s y 1980s, sdlo Argentina llegd a exportar 350



mil pieles entre 1976 y 1979. Sin embargo, su comercio se redujo significativamente luego de
1988, y en 1992 la especie fue ascendida al apéndice | de CITES (Pereira & Aprile, 2012; Pereira

et al., 2015; CITES, 2013), lo que determind el fin de la comercializacion legal de sus pieles.

Figura 1. A. Rango de distribucion del gato montés Leopardus geoffroyi, extraido de Macdonald
& Loveridge (2010), el circulo negro identifica el darea de estudio de la presente tesis, que
comprende el extremo Este de su distribucién. B. Imagen del gato montés con pelaje pintado,
extraido de Sunquist & Sunquist (2002)

El gato montés es un carnivoro estricto, sin embargo su dieta abarca una amplia variedad de
presas de acuerdo a la disponibilidad existente en las distintas localidades y periodos (Johnson
& Franklin, 1991; Manfredi et al., 2004). Predominan los pequefios mamiferos, principalmente
liebres y roedores, secundariamente aves (Johnson & Franklin, 1991; Sunquist & Sunquist,
2002; Manfredi et al., 2004; Bisceglia et al.,2008; Guidobono et al., 2016). También se ha
registrado el consumo de peces, anfibios, reptiles, insectos y hasta carrofia de animales
domésticos (Ximenez, 1982; Pereira & Aprile, 2012). Puede depredar ademas animales de
corral, gallinas y conejos, lo que genera un conflicto con la poblacién rural (Gonzalez &
Martinez-Lanfranco, 2010). De habitos predominantemente nocturnos (Johnson & Franklin,

1991; Pereira et al., 2011), caza y se refugia tanto en el suelo como en los arboles (Gonzalez &



Martinez-Lanfranco, 2010; Sunquist & Sunquist, 2002; Macdonald & Loveridge, 2010). Es
ademads un buen nadador que gustosamente entra al agua, con reportes de animales cruzando
a nado en repetidas ocasiones un rio de 30 m de ancho y rapida corriente (Johnson & Franklin,
1991).

La especie se caracteriza por individuos solitarios, excepto durante la época de celo o en el
caso de hembras con cachorros (Gonzalez & Martinez-Lanfranco, 2010). Alcanzan la madurez
sexual entre los 18 y 24 meses y solo se reproducen una vez que han adquirido un territorio
estable (Pereira & Aprile, 2012). Segun datos de cautiverio el celo dura doce dias y la gestacion
entre 66 y 78, los cachorros abren los ojos a los 13 dias y a los 30 ya deambulan libremente, a
los 50 se inicia el destete (Pereira & Aprile, 2012). Dan a luz una vez al afio, generalmente
entre Diciembre y Mayo, tienen entre una y cuatro crias por camada, pero lo habitual son dos
o tres cachorros (Gonzidlez & Martinez-Lanfranco, 2010; Pereira & Aprile, 2012). Se ha
reportado la ausencia de actividad reproductiva bajo estrés nutricional por disminuciéon de
presas (Pereira et al., 2006). En cautiverio pueden llegar a vivir hasta los 14 afios (Gonzalez &
Martinez-Lanfranco, 2010; Pereira & Aprile, 2012).

Las areas de actividad y densidades poblacionales de este félido son variables. Las areas de
actividad o home range oscilan entre 2 y 12,4 km® para machos y entre 0,2 y 6 km? para
hembras aproximadamente (Pereira et al., 2015). En los pastizales himedos de Argentina se
estimd un tamafo de area de actividad promedio de 2,5-3,4 km?,siendo el de los machos un
25% mayor que el de las hembras (Manfredi et al., 2006). En un bosque de hayas en el parque
nacional Chileno Torres del Paine, se reportaron éreas de actividad de 3,9-12,4 km? para cinco
machos y 2,3-6,5 km?” para dos hembras (Johnson & Franklin, 1991). En el parque nacional
Lihue Calel en Argentina los machos ocuparon entre 0,6 y 4 km? (promedio 2 km?) mientras las
hembras ocuparon areas de 0.2-0.6 km? (promedio 0,4km?), sin embargo en zonas cercanas a
establecimientos ganaderos ascendieron a un promedio de 3 km? para ambos sexos (Pereira et
al., 2012). Parecen tolerar el solapamiento de los territorios, en especial entre hembras o entre
macho/hembra aunque también se han registrado solapamientos entre machos (Johnson &
Franklin, 1991; Pereira et al., 2006; Pereira et al., 2012). Este es un fendmeno variable, que
parece estar relacionado con la disponibilidad de presas, aunque aun no estd del todo
comprendido. Se ha reportado solapamiento entre hembras provocado por situaciones de
estrés ambiental que los llevan a aumentar su radio de accién (Pereira et al., 2006) y también
disminucion del solapamiento entre machos en dreas con menor disponibilidad de recursos
alimenticios, con la posible interpretacion de machos incrementando su nivel de exclusién
territorial en respuesta a la disminucién del recurso (Pereira et al., 2012). Las densidades

estimadas varian de 7-12/100 km? en Chile Torres del Paine (Nowell & Jackson, 1996), 9-
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40/100 km? en el chaco Boliviano (Cuellar et al., 2006), 27/100km? para la region sur de Rio
Grande do Sul (Almeida et al., 2013), 45/100 km? en el espinal Argentino (Caruso et al., 2012),
hasta mdas de 190-220/100 km? en Lihuél Calel Argentina (Pereira et al., 2011). Su potencial de
dispersién es alto, registrandose eventos de entre 8,7 y 128 km, con una media de 30 km
(Pereira & Novaro, 2014). La proporcidon de sexos, de acuerdo al trabajo de Pereira et al.
(2011), tiende a ser sesgado hacia las hembras en ambientes naturales y sesgado hacia los
machos en ambientes perturbados con una alta tasa de recolonizacidn, aunque se requieren
mas estudios para confirmar estas tendencias.

Esta especie habita en una amplia variedad de ambientes incluyendo pastizales, matorrales,
bosques y humedales: pre-delta del Parana (Pereira et al., 2005),bosque seco del chaco
Boliviano (Cuéllar et al., 2006), relictos de los pastizales pampeanos (Manfredi et al., 2006),
matorrales del centro argentino (Pereira et al., 2011), espinal argentino (Caruso et al.,
2012),pastizales del sur de Brasil (Trigo et al., 2013). Utiliza ambientes tanto abiertos como
cerrados, pero parece estar mas asociada con d4reas de cobertura densa en zonas
predominantemente abiertas. Evita selvas o bosques muy cerrados y no ocurre en alturas
mayores a los 3.740 m.s.n.m. (Cuyckens et al., 2016). Tolera cierto grado de alteracion de
habitat producido por el manejo ganadero, si bien existen marcadas diferencias en su dindmica
poblacional y mortalidad (Pereira et al., 2011); y existen registros en areas periurbanas de
grandes ciudades como Montevideo y también en areas cultivadas (Gonzalez & Martinez-
Lanfranco, 2010; Guidobono et al., 2016).

A pesar de su gran plasticidad se considera que la principal amenaza del gato montés es la
fragmentacién y degradacién de habitat (Pereira et al., 2015). Otras amenazas son la caza
control o de represalia por conflictos con productores, el atropellamiento en carreteras,
muerte por perros, transmisién de enfermedades de carnivoros domésticos y cambio climatico
debido a la posibilidad de generar periodos de inundacién o sequia, viéndose el gato montés
negativamente afectado en ambos escenarios (Pereira et al., 2015; Gonzalez & Martinez-
Lanfranco, 2010). El grupo de especialistas en felinos de la UICN plantea que se conoce muy
poco acerca de sus requerimientos ecoldgicos, por lo que al presente es imposible juzgar el

verdadero impacto que las distintas amenazas tienen sobre sus poblaciones (Catsg, 2016).



Antecedentes genéticos del gato montés

El primer carnivoro "tipo felino" aparecio hace aproximadamente 35 millones de afios (MA) en
el Oligoceno y la subfamilia Felinae (especies actuales) en el Mioceno tardio (< 11 MA),
sufriendo una radiacién rapida y reciente que dificulta la comprensién de su historia evolutiva
(Pecon-Slattery & O'Brien, 1998; Johnson et al., 2006). Los andlisis filogenéticos han podido
dilucidar ocho linajes (Pecon-Slattery & O'Brien, 1998; Johnson et al., 2006), el gato montés
pertenece al linaje del ocelote, junto a otros seis pequefios félidos neotropicales del género
Leopardus, cuya divergencia esta datada entre 8 y 2,9 MA (Johnson et al., 2006). La posterior
diversificacion de este linaje posiblemente estuvo facilitada por el istmo de Panama (2,8 MA) y
el intercambio de fauna entre Norteamérica y Sudamérica (Johnson et al.,, 2006). El gato
montés, previamente denominado Oncifelis geoffroyi, fue incluido en el género Leopardus por
Johnson et al. (2006) en base a su linaje filogenético. Dentro del linaje del ocelote se diferencia
un clado conteniendo a Leopardus tigrinus, Leopardus guigna y L. geoffroyi, separandose
primeramente L. tigrinus hace 3,7 MA (Johnson et al., 1999). El linaje actual de L. geoffroyi
habria divergido hace alrededor de 2 MA, siendo su especie hermana el gato guiia L. guigna
(Johnson et al., 1999; Napolitano, 2011). Johnson et al. (1999) desarrollan un analisis
filogenético con tres marcadores mitocondriales y 20 microsatélites en el cual obtienen un
clado monofilético del gato montés pero sin soporte de divisién subespecifica. Los autores
proponen entonces que L. geoffroyi ha mantenido una gran poblacion panmictica sin barreras
significativas del flujo génico desde la divergencia con el ancestro comun entre éste y L. guigna
(Johnson et al., 1999). Desde otra aproximacion genética se encontré evidencia de hibridacion
entre L. geoffroyiy L. tigrinus en una zona de simpatria en el sur de Brasil, en base a secuencias
mitocondriales y nueve loci de microsatélites (Trigo et al., 2008). Posteriormente se determind
la existencia de una especie criptica en L. tigrinus, dividiendo a esta en dos especies validas: L.
tigrinus en el noreste de Brasil y L. gutulus en el sur y sureste, siendo esta ultima quien
hibridizaria con L. geoffroyi (Trigo et al., 2013). Se determind que existe un alto grado de
hibridacidn concentrado en la zona de contacto (sur de Brasil donde se interceptan los biomas
de Selva Atlantica y Pampas), sin embargo en regiones alejadas los individuos son
genéticamente puros (Trigo et al., 2014).

Dentro del rango de distribucidn de L. geoffroyi han sido reconocidas cuatro o cinco
subespecies, principalmente en base a la coloracion del pelaje: L. g. geoffroyi, L. g. paraguae, L.
g. euxanthus, L. g. salinarum y L. g. leucobaptus (Ximenez, 1975; Wozencraft, 2005;
Nascimento, 2014). Corresponde a Uruguay vy Brasil L. g. paraguae. En la zona centro-Este de
Argentina que limita con Uruguay podrian encontrarse hasta dos subespecies, L. g. paraguae y

L. g. geoffroyi (Figura 2). Sin embargo estudios genéticos y morfoldgicos recientes concluyen
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gue es una especie con gran variabilidad general sin reconocerse subespecies validas (Johnson

et al., 1999; Nascimento, 2014).
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Figura 2. Subespecies de L. geoffroyi. Modificado de Nascimento (2014), las estrellas
representan la localidad tipo de cada subespecie.



Flujo génico entre poblaciones y estructuracion genética

Las poblaciones naturales dificilmente conforman un continuo homogéneo a lo largo de todo
el territorio, por el contrario las poblaciones de la mayoria de las especies muestran algun nivel
de estructuracion genética (Beebee & Rowe, 2008; Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Esto
implica que existiran diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas entre grupos o
subpoblaciones, y por tanto los individuos de un grupo serdn mas parecidos genéticamente
entre si que con los individuos de otros grupos (Beebee & Rowe, 2008). El grado de
diferenciacién entre subpoblaciones estard determinado por el tamafio y el nivel de flujo
génico entre las mismas. El flujo génico refiere esencialmente al movimiento de genes,
mediados por los organismos o sus gametos, entre las poblaciones (Aguirre, 2007). El nivel de
flujo estara determinado en gran medida por la capacidad de dispersién de los organismos en
el paisaje y la probabilidad de reproduccién efectiva en las poblaciones de destino. El
intercambio de genes entre poblaciones homogeniza las frecuencias alélicas y determina el
efecto que tendran la seleccién y la deriva genética (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Si el
intercambio es alto la variacién tenderd a homogeneizarse y las poblaciones involucradas
alcanzaran eventualmente frecuencias alélicas idénticas (Beebee & Rowe, 2008). Un alto flujo
génico se opone a la adaptacion local (esto es la fijacion de alelos, que son favorecidos bajo
condiciones locales)y por tanto, también dificultan el proceso de especiacién (Balloux & Lugon-
Moulin, 2002; Barton & Hewitt, 1985). Por otro lado el flujo génico propicia que lleguen
nuevos polimorfismos a las poblaciones desde subpoblaciones cercanas generando nuevas
combinaciones de genes sobre los que la seleccién natural puede potencialmente actuar
(Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Si el flujo génico es bajo, las fuerzas evolutivas (seleccion
natural, deriva génica, mutacién) iran incrementando la diferenciacién genética, que a la larga
puede conducir a eventos de especiacion, es decir surgimiento de nuevas especies (Beebee &
Rowe, 2008).

La estructuracidn genética puede deberse a una variedad de factores no mutuamente
excluyentes. Caracteristicas ambientales que impliquen distintas presiones de seleccidn, de la
historia de vida (e]. sistemas de apareamiento) y procesos demograficos historicos, pueden
todos en algun grado modelar la estructura genética de las poblaciones (Balloux & Lugon-
Moulin, 2002).De forma natural el ambiente heterogéneo determinara que unos elementos
restrinjan y otros favorezcan la conectividad, dependiendo de las caracteristicas particulares
de cada especie. Los distintos tipos de coberturas del suelo generan diferentes grados de
aislamiento, unos inhiben la dispersion mas que otros, y las especies difieren en su capacidad
de cruzar los variados parches que conforman la matriz ambiental (Ricketts, 2001).Ademas,

como la distribucidn geografica de las especies es tipicamente mas amplia que la capacidad de
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dispersién de los individuos, las poblaciones estdn a menudo genéticamente diferenciadas a
través del aislamiento por distancia, esto es, poblaciones préoximas serdn genéticamente mas
similares que poblaciones mas distantes(Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

Otro factor que influye en la estructuracion es el desarrollo de las actividades antrdpicas. Estas
generan modificaciones en la matriz ambiental que pueden alterar el grado de conexién de las
poblaciones, intensificar el aislamiento o aumentar su dispersion. La generaciéon de
discontinuidades en la distribucidn de recursos o condiciones ambientales pueden producir
subdivisién y aislamiento en las poblaciones silvestres, lo cual resulta en un aumento de la
probabilidad de extinciones locales a lo largo del paisaje (Segelbacher et al., 2010). Posibles
consecuencias genéticas en poblaciones pequefias y aisladas incluyen pérdida de diversidad
genética, depresién por endogamia debido a la disminucién o interrupcién del flujo génico
(Reed, 2005; Vilas et al., 2006; Keyghobadi, 2007). En general, las especies mas sensibles a esta
fragmentacién del paisaje serdn aquellas de gran tamaifio corporal, con poblaciones
naturalmente poco abundantes, requerimientos de grandes ambitos de hogar, altamente
territoriales o especialistas de recursos (Crooks, 2002; Swihart et al., 2003; Henle et al., 2004).
Otras especies por el contrario sacan provecho de este ambiente heterogéneo aumentando su
numero y distribucién. Incluso en determinadas circunstancias, la diversidad total de especies
puede incrementarse cuando nuevos parches de hdbitat son creados en medio de un continuo,
ya que otras especies pueden colonizar estos parches, a pesar de que sean constructos
humanos (Andrén, 1994). Sin embargo este desbalance altera los eslabones de la cadena
tréfica y roles ecosistémicos, pudiendo provocar efectos indeseados dificiles de controlar; por
ejemplo la pérdida de los predadores tope y aumento de los mesocarnivoros. Otros posibles
efectos son el favorecimiento de las especies exdticas, una mayor interaccion entre la fauna
silvestre, los animales domésticos y el ser humano, con el consecuente incremento en la
depredacién de animales de corral, las agresiones y transmisidn de patégenos interespecificas,
y zoonosis (Prugh et al., 2009; Riley et al., 2004; Troyer et al., 2005).

La alteracién del hdbitat es actualmente la principal amenaza que enfrenta la biodiversidad
terrestre a nivel global. El proceso de modificacion de habitat se ha intensificado debido al
cambio de uso y cobertura del suelo que en Sudamérica esta principalmente ligado al
crecimiento de monocultivos como soja y forestacidn (Brazeiro et al., 2008). Se espera que este
proceso de fragmentacién continde y se intensifique en los préximos afios, por lo que el
desafio actual para el desarrollo de estrategias de conservacidn serd proporcionar soluciones
para los conflictos y la supervivencia de las especies en los paisajes contemporaneos (Sala et

al., 2000; Lee & Jeetz, 2008).



Conocer el grado de flujo génico entre poblaciones es importante también para la
identificacion de unidades de manejo. Las unidades de manejo (MU, Moritz, 1994) representan
poblaciones demograficamente independientes, cuya dindmica obedece en primer lugar a las
tasas de nacimiento y mortalidad locales, mas que a la migracién (Moritz, 1994; Palsbdl et al.,
2006). Refiere por tanto a un grupo de individuos de una misma especie en determinada area
geografica, con intercambio de individuos restringido entre areas adyacentes. El grado de
conectividad debe ser lo suficientemente bajo como para asumir que cada poblacién debe ser
monitoreada y manejada por separado (Taylor & Dizon, 1999; Palsbdél et al., 2006).

Entender cdmo se estructura la variacidn genética entre las poblaciones silvestres, asi como el
grado de flujo génico y conectividad funcional de las especies en el paisaje, es entonces central
para muchos campos de investigacién incluyendo biologia evolutiva, ecologia, genética de
poblaciones, biologia de la conservacién y epidemiologia; y puede ofrecer pautas valiosas para

el desarrollo de estrategias de manejo y conservacion.

Microsatélites y su uso en genética de poblaciones

Los microsatélites son marcadores nucleares codominantes de locus simple, que consisten en
secuencias repetidas en tandem de entre dos y seis pares de bases (Selkoe & Toonen, 2006).
Son altamente polimdrficos, con una tasa de mutacién de 10°/10° eventos por locus por
generacién (Schlétterer, 2000). Estos evolucionan mds rapidamente que el ADN mitocondrial,
presentan herencia biparental y se espera que sean evolutivamente neutros (Zane et al.,
2002), a menos que se ubiquen proximos a un locus bajo seleccidn. Los distintos alelos estan
dados por el largo del fragmento, es decir el nUmero de veces que se presenta el repetido, y no
por diferencias en la composicién de la secuencia como en otros marcadores. La explicacion
mas probable para el origen de este fendmeno de ganancia y pérdida de unidades de
repeticion es el deslizamiento (slippage) de la polimerasa durante la replicacidén (Schlotterer &
Tautz, 1992). Si bien existe una maquinaria de control y reparacidn de errores en la secuencia,
algunos escapan, en especial en las regiones no codificantes donde el mecanismo de control es
mas laxo. Estos repetidos representarian el balance entre la tasa de error y la correccidn de los
mismos que ocurren durante la replicacion (Li et al.,, 2002). Sin embargo el modelo de
mutacién y evolucién de los microsatélites aun no esta claro, habiéndose desarrollado
diferentes propuestas (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Una es el modelo de alelos infinitos
(IAM; Kimura & Crown, 1964), en el cual cada mutacién genera un nuevo alelo a una velocidad
dada, cuyo tamafio es independiente del alelo del progenitor. Este modelo no permite la
homoplasia, alelos idénticos comparten el mismo progenitor y son idénticos por descendencia.

En oposicion al IAM, el modelo de mutacién paso a paso (SMM; Kimura & Otha, 1978) propone
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gue cada mutacién genera un alelo nuevo agregando o eliminando una sola unidad repetida,
con igual probabilidad hacia ambos lados, siendo por tanto el tamafo del alelo nuevo
dependiente del alelo progenitor. En consecuencia, los alelos de tamafios muy diferentes
estaran menos relacionados que los de tamafios similares. Una tercera propuesta es el modelo
de dos fases (TPM; Valdes et al., 1993) que es un derivado del SMM desarrollado para incluir
eventos de mutacién mayor, que impliquen la ganancia o pérdida de mas de una unidad
repetida. Las caracteristicas que rigen la regulacion entre la generacion y expansion de arreglos
de repetido, asi como el mecanismo evolutivo per se de estos marcadores aun se encuentra en
debate (Ellegren, 2004; Selkoe & Toonen, 2006). A pesar de ello los microsatélites son
marcadores muy utilizados en genética de poblaciones, ya que pueden abordar una amplia
gama de objetivos. Permiten determinar el grado de variabilidad genética, flujo génico y
conectividad dentro y entre las poblaciones, asi como estimar niveles de endogamia (Maudet
et al., 2002; Selkoe & Toonen, 2006; Hall & Beissinger, 2014). La alta tasa de mutacidn y el ser
selectivamente neutros, los vuelve particularmente utiles para estudiar la rapida respuesta en
la variacién genética a los efectos del paisaje, respondiendo preguntas sobre la dindmica y
estructura poblacional a escala espacial (regional) y temporal (entre 15 y 100 generaciones)

reducida (Balkenhol et al., 2009; Landguth et al., 2010; Hall & Beissinger, 2014).
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Uruguay y la regién

La Republica Oriental del Uruguay se sitda en el Sureste de América del Sur (302 - 352 S, 532 —
582 W) dentro de la regién templada (Achkar & Dominguez, 2000). Abarca 176.215 km? de
superficie continental, con aproximadamente 582 km en su eje Norte-Sur y 500 km en su
mayor eje Este-Oeste afindndose hacia el Norte. La temperatura media anual es de 182 Cy las
precipitaciones se distribuyen uniformemente a lo largo del afio, con una media de entre 1.100
y 1.200 mm/afio (Achkar & Dominguez, 2000). Su orografia se compone de suaves colinas y
dos cadenas de serranias, la Cuchilla Grande y la Cuchilla de Haedo, cuya altura maxima
alcanza los 514 m.s.n.m. en el Cerro Catedral. Esta nutrido por una densa red hidrografica en la
cual destaca el Rio Negro por ser de gran cauce y dividir el pais en su eje Este-Oeste, y el rio
Uruguay que es el limite con la Republica Argentina (Figura 3A) (Achkar & Dominguez, 2000).
Pueden distinguirse dos grandes tipos de paisajes, uno con menor y otro con mayor
intervencién humana (Figura 3B) (Evia & Gudynas, 2000). El ambiente predominante es la
pradera donde tradicionalmente se explota la ganaderia extensiva, pero ademas en Uruguay
se combinan varios tipos de bosques (riberefio o de galeria, de parque, de quebrada, serrano,
costero y palmares), sabanas arboladas e importantes areas de humedales (Cantén et al.,
2010). El paisaje con menor modificacion abarca fundamentalmente el centro, norte y este del
pais, mientras la zona de mayor modificacién antrdpica conforma una franja de ancho variable
sobre el litoral del rio Uruguay y departamentos del sur (Evia & Gudynas, 2000; Brazeiro et al.,
2008). A partir del 2000 Uruguay experimentd un gran crecimiento del area de cultivos de soja
y forestacion, y se prevé el mantenimiento de estas tendencias en el futuro (Brazeiro et al.,
2008). En el 2007 el 26,4% de habitats naturales ya habian sido sustituidos por cultivos
(principalmente soja) y forestacion, y de continuarse con la tendencia actual el impacto
potencial de este cambio en el uso del suelo podria alcanzar la pérdida del 41,7% de las areas
naturales (Brazeiro et al., 2008). A nivel global se espera que Uruguay sea uno de los 20 paises
mas afectados por los cambios de uso y cobertura del suelo, de acuerdo a modelos de
simulacion realizados hasta el afio 2100 (Lee & Jeetz, 2008). Por otro lado en el afio 2000 se
aprueba la ley No. 17234 que declara de interés general la creacién del Sistema Nacional de
Areas Protegidas (SNAP), reglamentada en el afio 2005 por decreto presidencial (Bartesaghi et
al., 2015). Al momento cuenta con 13 dreas ingresadas al sistema, que en conjunto cubren
menos del 0,6 % de la superficie terrestre y marina del pais, a pesar de lo cual el porcentaje de
ecosistemas y especies prioritarias representados es alto, superando el 40 y 30 %
respectivamente (Bartesaghi et al., 2015). Sin embargo, para especies con grandes ambitos de

hogar, como los félidos, estas areas serian insuficientes para garantizar su conservacion y
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supervivencia a largo plazo, volviéndose clave el desempeio que tenga la especie en el

territorio por fuera del sistema (Bou, 2013).
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Figura 3. Republica Oriental del Uruguay. A. Mapa fisico. B. Principales ambientes del Uruguay
dénde se observa que en el Sur-Oeste es déonde se da la mayor conversién de ambientes
naturales a cultivos y forestacion (Capa de Cobertura del Suelo de Uruguay Land Cover
Classification System 2007-2010).

El gato montés es el felino mas comun de Uruguay, a pesar de lo cual casi no existen datos
para la especie generados a nivel local. La especie tiene registros en todos los departamentos y
desde el punto de vista climatico, topografico (Bou, 2013) y de cobertura del suelo (Cuyckens
et al., 2016) todo el territorio tendria una alta idoneidad para la especie, por lo que se asume
que se encuentra en todo el pais, si bien no existen estudios a microescala. La distribucién de
este félido responde principalmente a factores de cobertura del suelo mas que a variables
ambientales (Cuyckens et al., 2016). Los accidentes geogréficos y ambientes del pais no
parecerian, a priori, ser barreras importantes o habitats inadecuados dadas las caracteristicas
ecoldgicas de la especie.

En relacidn a los vinculos regionales es esperable que la poblacién uruguaya de gato montés
presente un flujo migratorio con las poblaciones de los paises vecinos. Existe una frontera seca
con Brasil en el este, mientras que la frontera con Argentina estd constituida por el Rio
Uruguay. Se esperaria entonces un mayor intercambio de fauna terrestre del pais con Rio

Grande do Sul que con las provincias Argentinas adyacentes.
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HIPOTESIS

Hipétesis nula
Los ejemplares de gato montés (L. geoffroyi) analizados se comportan como una Unica

poblacidn panmictica.

Hipétesis alternativa 1
Existe un patrén de aislamiento por distancia entre los individuos de la poblacién de gato

montés analizada.

Hipétesis alternativa 2
Distintas unidades paisajisticas y cursos de agua establecen una conectividad diferencial entre
los individuos de gato montés (L. geoffroyi) determinando procesos de estructuracidn

genética.

OBIJETIVOS
General
Evaluar el grado de estructuracién genética del gato montés Leopardus geoffroyi en el extremo

Este de su rango de distribucion.

Especificos

» Estimar el grado de conectividad del gato montés dentro de Uruguay.

» Estimar el grado de conectividad de la poblacién de gato montés de Uruguay en un

contexto regional mayor, que abarque también localidades de Brasil y Argentina.

» Evaluar la existencia de distintas unidades de manejo y definir sus limites geograficos para

el gato montés en el area de estudio
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MATERIALES Y METODOS
Obtencion de muestras

Se reunieron muestras de Uruguay, Argentina y Brasil. Las muestras de Uruguay fueron
obtenidas del banco de tejidos y ADN del departamento de Biodiversidad y Genética del
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE), de la coleccidén bioldgica del
Museo Nacional de Historia Natural (MNHN) y de nuevas muestras colectadas para este
estudio. Se buscd colaboracion de la poblacion mediante redes sociales (Facebook), se
contactd a distintas instituciones publicas y privadas (Sistema Nacional de Areas Protegidas,
zooldgicos) y a organizaciones no gubernamentales. Ademas se realizaron campafnas de
muestreo personales. Las muestras de Brasil y Argentina se obtuvieron a partir de

colaboraciones con investigadores de la regidn (Anexo I).

Los tejidos fueron conservados en alcohol 75% y almacenados a 4°C hasta el momento de la
extraccion de ADN, las fecas se conservaron refrigeradas en seco hasta su extraccion. Las
nuevas muestras conseguidas a lo largo de este estudio fueron ingresadas a la coleccién de

tejidos y ADN del Departamento de Biodiversidad y Genética del IIBCE.
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Procedimiento de laboratorio

Extraccion de ADN

Se realizé la extraccion de ADN siguiendo el protocolo de Gonzalez et al. (2015) para tejidos.
En el caso de fecas se utilizé un kit comercial, QlAamp DNA Stool Mini Kit siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La cantidad (ng/ul) y pureza (relacion de absorbancia a
260nm y 280nm) del ADN aislado fue cuantificado en un espectrofotémetro UV-VIS Nano Drop
TM ND-1000.

Determinacion de la especie- Sondas TagMan ®

En numerosas ocasiones existe error en la identificacion de los ejemplares a partir de muestras
colectadas por métodos no invasivos (Piggott & Taylor, 2003). Para corroborar la identidad
taxondmica de las muestras se desarrollé un método molecular basado en sondas TagMan®™.
La técnica de identificacién de especies mediante sondas TagMan® consiste en realizar una
amplificacidon en PCR en tiempo real, donde ademas de los cebadores se incluye una sonda de
unién al ADN. La sonda consiste en un oligonucleétido, de entre 18-30pb,que debe ser
disefiado de forma complementaria a una region del fragmento de ADN amplificado. El éxito
de esta técnica consiste en que dicha regidn sea Unica y conservada en la especie de interés,
pero a la vez diferente en individuos de especies emparentadas, la unién de la sonda es
entonces especie especifica. La sonda tiene un fluorocromo de alta energia llamado
"reportero” en su extremo 5', y otro fluorocromo de baja energia llamado "quencher" o
"secuestrador de fluorescencia" en su extremo 3' (Livak et al., 1995; Heid et al., 1996; Sanchez-
Diaz, 2012). Mientras los fluorocromos de ambos extremos se encuentren proximos, esto es
mientras la sonda se mantiene integra, el quencher secuestra la fluorescencia del reportero
evitando la emisidn de fluorescencia. Durante la reaccidn de PCR la sonda hibrida con su ADN
blanco, y durante la fase de elongacién la Taqg ADN polimerasa se encontrara con la sonda
produciendo su hidrdlisis gracias a la actividad exonucleasa de la polimerasa, para luego
continuar con la amplificaciéon (Holland et al., 1991; Sanchez-Diaz, 2012). Dicha hidrdlisis
genera la separacién de ambos extremos de la sonda y el fluorocromo reportero de alta
energia se encontrara libre para emitir su fluorescencia. Por lo tanto a medida que va
aumentando la cantidad de moléculas de ADN amplificadas también se incrementa de forma
proporcional la fluorescencia, que se registra en el sistema de deteccion del equipo de PCR a
tiempo real (Sanchez-Diaz, 2012). Como la sonda sdlo se hidroliza si previamente se ha unido a
la secuencia diana, la fluorescencia registrada procede uUnicamente de la amplificacion
especifica del producto de interés (Sdnchez-Diaz, 2012). La especificidad de unién entre la

sonda y la secuencia blanco es cercana al 100% (si existen uno o dos pares de base de
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diferencia ya no logrard hibridar) por tanto es una técnica precisa y eficiente para la
determinacién taxondmica.

Esta técnica permite incluir en un mismo ensayo distintas sondas con fluorocromos
"reporteros" que emiten fluorescencia a distintas longitudes de onda, logrando asi detectar
dos o mads secuencias blanco (especies) distintas en una misma reacciéon de PCR (Sanchez-Diaz,
2012).

En el Departamento de Biodiversidad y Genética del IIBCE se desarrollaron los cebadores y
sondas para diferenciar especies de félidos a partir una fragmento del gen mitocondrial
citocromo oxidasa Il (COIll), en una regién polimdrfica ya utilizada para diferenciar especies de
canidos (Grattarola, 2015). Debido a que no existian secuencias de COIll de los félidos silvestres
de Uruguay en repositorios publicos de secuencias genéticas (GenBank), se generd una base de
datos mediante amplificacién en PCR en tiempo final y posterior secuenciacion y andlisis. Para
ello se utilizaron los cebadores FOX154 F forward (Grattarola, 2015) y FCE COIll F reverse
(CAGTCTTTAACTTAAAAGGTTAATGCT) disefiado en el laboratorio en base a las secuencias de
diversos carnivoros (Cosse datos no publicados). Con ellos se amplificd un fragmento de 203
pb en 6 ejemplares de gato montés (L. geoffroyi), 6 de margay (L. wiedii), 2 de gato de pajonal
(L. braccatus) y 1 puma (Puma concolor). Ademas se bajaron del GenBank (National Center for
Biotechnology Information (NCBI), EEUU) dos genomas mitocondriales de gato doméstico
(Felis catus, NC001700.1 y U20753.1). A partir del alineamiento de estas secuencias se
identifico una region de 156 pb con extremos 5’ y 3’ conservados entre las distintas especies y
un polimorfismo interno especifico para cada una. Esta region fue utilizada para el diseino de

los cebadores y sondas TagMan®.

Se realizod la puesta a punto del protocolo de amplificacidon a tiempo real (RTPCR) para cada
sonda por separado y para la amplificacién de dos o tres sondas en un mismo ensayo. Dichas
amplificaciones consistieron en un volumen final de 20 ul, conteniendo aproximadamente 100
ng de ADN, 0,2 ul de cada sonda, 0,4 pl de cebador, 0,5x de Sensi FAST Probe y agua hasta
completar el volumen. El protocolo de ciclos consistié en un paso inicial de 5 minutos a 95°C,
seguido por 40 ciclos de 95°C por 10 segundos y 62°C por 60 segundos. La adquisicién de
fluorescencia se realizé durante la etapa de extensidn en tres canales para distintas longitudes
de onda: L. geoffroyi canal verde (470-510nm), L. wiedii canal amarillo (530-555nm), F. catus
canal rojo (625-660nm). El analisis de las curvas de amplificacion se realizd con el Rotor Gene™

6000 v.1.7 software y el algoritmo proporcionado por el mismo.
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Sexaje

El sexaje de las muestras se realizé a partir del analisis de un fragmento del gen que codifica
para dedos de zinc, el cual presenta una copia en cada cromosoma sexual (Zfx y Zfy). En los
felinos la copia en el cromosoma sexual Y presenta una delecién de 3 pb y por lo tanto es de
menor tamano que la copia en el cromosoma X (Pilgrim et al., 2005). De esta manera, los
machos seran heterocigotas con dos tamafios de fragmentos (uno de mayor tamaiio: el X, y
otro de menor: el Y) mientras las hembras seran homocigotas con un Unico tamafio de

fragmento.

Se utilizaron los cebadores ZFKF 230L y ZFKF 195H descritos por Ortega et al. (2004). Al
cebador forward se le agregé un fluorocromo (FAM) para poder determinar las diferencias de
tres pares de bases entre los fragmentos del cromosoma X e Y mediante corrida en
microcapilar. Este par de cebadores se adiciond a cualquiera de los PCR multiplex descriptos en
la siguiente seccidn, sin cambio en las condiciones de la reaccion. La asignacidn de sexos se

realiza mediante el genotipado con el programa GeneMarkerV2.4.0 (SoftGenetics LLC®).

Seleccion y amplificacidn de loci de microsatélites

Se seleccionaron 13 loci de microsatélites (Tabla 1) desarrollados para gato doméstico
(Menotti-Raymond et al.,, 1999; Menotti-Raymond et al.,, 2012), algunos de los cuales ya
habian sido caracterizados para gato montés (Johnson et al., 1999; Trigo et al., 2008). Los loci
fueron elegidos buscando que estuvieran en diferentes cromosomas, que los repetidos fueran
de di o tetranucledtidos, polimérficos, que los cebadores tuviesen temperaturas de unién al
ADN molde (Temperatura de anidamiento o annealing, Ta) similares y que no presentaran en
los antecedentes apartamiento del equilibrio de Hardy-Weinberg. Se tested la amplificacion de
cada locus por separado y luego se disefiaron reacciones de tipo multiplex (amplificacion de
varios loci en la misma reaccion), en base a las temperaturas de anidamiento (Ta), el tipo de
fluorocromo de los cebadores y el tamario del fragmento a amplificar (Tabla 1).

Las reacciones de PCR consistieron en un volumen final de reaccién de 10 pl, conteniendo
aproximadamente 60 ng de ADN, 0,2 ul de cada cebador, 2,5x de PCR Platinum Master Mix y
agua hasta completar el volumen. Las condiciones de termociclado fueron 95°C durante 2
minutos, seguido de ciclos de: 95°C por 30 segundos (desnaturalizacion), 58°C o 60°C por 90
segundos dependiendo del multiplex (Tabla 1, Ta), 72°C por 50 segundos (extension); y una
extension final de 30 minutos a 60°C. Para confirmar que la amplificacion fuese exitosa se

realizé la electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa al 2%, utilizando el agente
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intercalante GoodView™ (SbS). Las corridas electroforéticas fueron efectuadas con 4 pl del
producto y de un marcador de peso molecular, a 100 V y 50 mA. Los productos de PCR que
amplificaron correctamente se enviaron al servicio de Analisis de Fragmentos para corridas en
microcapilar del Instituto Pasteur de Montevideo o a MACROGEN (Korea). Para corroborar que
el tamafio de los fragmentos determinado en ambos laboratorios fuera el mismo se enviaron

tres ejemplares de cada multiplex ya genotipados como control positivo.

Tabla 1. Loci de microsatélites utilizados y multiplex disefiados para la amplificacién por PCR.
Se indica cudles fueron caracterizados para gato montés (Johnson et al., 1999; Trigo et al.,
2008), en que cromosoma del gato doméstico se ubican, el tipo de repetido, tamafio esperado
del fragmento amplificado en pares de bases (pb), secuencia del cebador y fluorocromo con
que se encuentra marcado, temperatura de anidamiento utilizada para el multiplex en °C (Ta)
y multiplex correspondiente.

Locus Cromosoma | Tipo .de Tamatio Secuencia del cebador 5'- 3' Fluorocromo | Ta (°C) | Multiplex
en el gato | repetido | esperado (pb)
1,A ) F - CATTGGCTACCACAAAGTAGG
FCA 304" Al di 99-119 VIC
R - CTGCATGCCATTGGGTAAC
2 F - TCAATGTCTTGACAACGCATAA
FCA 742 D4 tetra 123-175 58 A
R- AGGATTGCATGACCAGGAAC
1A . F - CACGCCAAACTCTATGCTGA
FCA 096" A2 di 195-227 NED
R - CAATGTGCCGTCCAAGAAC
1B F - TGCTGGGTATGAAGCCTACT
F124™ El tetra 160-216
R - ATTGCCTCAACTACCTAGGC
1B F - CCCACGTGGACTAATCAAAT
F42” Al tetra 219-259 NED 60 B
R - CACTGCACAAATTAAGAGGC
1AB F - GCCTTCTAACTTCCTTGCAGA
FCA391 " B3 tetra 235-255
R - TTTAGGTAGCCCATTTTCATCA

LA _ F - GCCCCTGATACCCTGAATG
FCA 126 B1 di 121-135 vIC
R - CTATCCTTGCTGGCTGAAGG

1 i F - TATTTAGAAAGCTTGCAGAGGC
FCA 146 Al di 121-127 60 C
R - GACAGTGAAAACCTCCCTATGG

1AB F - TGGAAAAATGTGGAATACTGAA
FCA 424" C2 tetra 175-189 NED
R - CCAATTTGTAGTGACATCCCC

1A ) F - GAGCCACCCTAGCACATATACC
FCA 043 Cc3 di 111-131 VIC
R - AGACGGGATTGCATGAAAAG

1A _ F - CCAACTGAACCACCCAGG
FCA 187" B4 di 165-175 58 D
R - TGGATGGTTGTATTCTTCCTCA

A _ F - AAGCTCTCTGCATGTTTCTGC
FCA 080 A3 di 224-236 NED
R - TGTAAGGCCCAAAAATCTGC

1,A ) F - CCAGAAAGCTATGATTTGGAGA
FCA 249" D3 di 101-119 VIC
R - ATCAATACCATTCTTTGCCCC

! Descripcidn original Menotti-Raymond et al. (1999); 2 Descripcion original Menotti-Raymond et al.
(2012). Descripcién para gato montés: *Johnson et al. (1999); BTrigo et al. (2008).
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Caracterizacion de loci de microsatélites

Los individuos fueron genotipados con el programa GeneMarkerV2.4.0 (SoftGenetics LLC®). La

matriz generada fue testeada para equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), desequilibrio de
ligamiento y errores de genotipado. También se calculd el contenido de informacion

polimérfica (PIC).

Test de equilibrio de Hardy-Weinberg

El equilibrio de HW establece que en una poblacién, donde no existen fuerzas evolutivas
actuando, las frecuencias alélicas y genotipicas se mantendran constantes de generacion en
generacion. Este principio se basa en los supuestos de: herencia mendeliana, apareamiento al
azar (panmixia) dentro de la poblacién, efectos no significativos de migracién (la poblacion es
un sistema "cerrado"), deriva (la poblacién es infinitamente grande), o selecciéon natural
(Beebee & Rowe, 2008). Un apartamiento del equilibrio de HW indica que se estan violando
uno o mas de estos supuestos. El andlisis del equilibrio de HW sirve entonces como hipétesis
nula, para la comprensidon de los procesos que afectan a una poblacién real sometida a
diferentes fuerzas evolutivas (Cosse, 2010). La estructuraciéon poblacional se traduce en un
apartamiento del equilibrio de HW. La estructuracion de interés para este trabajo es la debida
a factores demograficos (apareamiento no al azar, deriva y migraciéon) y no a la seleccion
natural. Por ello hay que testear que los loci utilizados sean selectivamente neutros y que no
estén ligados a genes sujetos a presion de seleccion, y por tanto se encuentren en equilibrio de
HW.

Para evaluar si los diferentes loci cumplen con el equilibro de HW se utilizé el programa
GenePop (Raymond & Rousset, 1995) el cual emplea algoritmos de Cadenas de Markov de
Monte Carlo mediante el método descrito por Guo y Thomson (1992). En los casos con
apartamiento del equilibrio se aplicé la correccidon de Bonferroni para comparaciones multiples

(Rice, 1989).

Test de desequilibrio de ligamiento

Las combinaciones alélicas encontradas pueden ser debidas al azar, si cada locus segrega de
forma independiente, o pueden estar determinadas por patrones de ligamiento entre loci, en
cuyo caso nos estarian brindando informacidn redundante. Para que cada locus incluido en el
anadlisis aporte informacién nueva debemos confirmar que no existe desequilibrio de
ligamiento, o sea que la presencia de determinado alelo en un locus es independiente de

cualquier alelo en otro locus (Rousset, 2008). El coeficiente de desequilibrio de ligamiento (D)
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es una medida de asociacidon entre dos alelos de dos loci, si el resultado es significativo
entonces existe desequilibrio de ligamiento y por tanto no segregan de forma independiente.
La existencia de desequilibrio de ligamiento fue testeada con el programa GenePop (Raymond

& Rousset, 1995) mediante un test de X* entre pares de loci.

Errores de genotipado

Durante el genotipado pueden generarse errores en la asignacidn de genotipos por
tartamudeo, pérdida de alelos y presencia de alelos nulos. El tartamudeo o stuttering refiere al
deslizamiento de la ADN polimerasa durante la amplificacién, un error que se vincula con la
presencia de repetidos en tdndem. Esto genera productos de amplificacion que difieren del
molde original por multiplos de la longitud de unidad de repeticién. Este proceso es mas
comun en repetidos dinucledtidos y produce errores en la discriminacion entre homo y
heterocigotas por inclusién u omisién de alelos que difieren en una unidad repetida
(Oosterhout et al., 2004). La pérdida de alelos (allelic dropout) puede deberse a un reducido
numero de copias del ADN molde, produciendo una amplificacion de copias de baja calidad. En
este escenario la amplificacion de un alelo puede fallar de forma azarosa, y en general se
pierde el alelo de mayor tamafio debido a la mayor eficiencia en la amplificacién de alelos
pequefios. Puede causar la asignacién incorrecta de homocigotas, subestimando la
heterocigosidad observada (Wang et al., 2012). Los alelos nulos se producen a partir de
mutaciones en el sitio de unidn del cebador, de manera que ciertos alelos tienen baja o nula
eficiencia en la amplificacién, generando falsos homocigotas y deficiencia en la frecuencia de
determinados alelos (Selkoe & Toonen, 2006).

Tales errores de genotipado fueron evaluados con el programa Micro-Checker 2.2.3

(Oosterhout et al., 2004).

Contenido de informacidn polimdrfica (PIC)

El contenido de informacién polimdrfica (PIC) es una medida del grado de polimorfismo o
informacién que nos brinda un locus o el conjunto de loci. Este indice se relaciona tanto con la
cantidad de alelos, como con la distribucién de frecuencias que éstos presentan para un locus
en una poblacion determinada. Valores superiores a 0,5 son considerados muy informativos,
valores entre 0,5 y 0,25 medianamente informativos y valores inferiores a 0,25 poco
informativos (Botstein et al., 1980).

Se estimaron los valores de PIC con el programa Cervus 3.0.3 (Marshall et al., 1998) para cada

locus y el valor promedio para el conjunto de loci.
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Andlisis de estructuracién poblacional

Validacion de la matriz de datos

Las muestras utilizadas abarcan un amplio rango de afios, incluyendo varias generaciones. El
problema que puede generar la mezcla de generaciones es que las frecuencias alélicas varian
no solo en el espacio sino también en el tiempo (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Esto se vuelve
especialmente problematico en poblaciones chicas o con altas tasas de recambio dadas por
tiempos de vida cortos, o en casos donde han ocurrido episodios de evento fundador o cuellos
de botella (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Sin embargo si se demuestra que la distribucién de
las frecuencias alélicas no han variado significativamente a lo largo del tiempo, estableciendo
que no existen diferencias en este sentido entre los grupos muestrales, es viable utilizar las
muestras en conjunto (Balloux & Lugon-Moulin, 2002; Cegelski et al., 2003).

Para testear que no hayan ocurrido variaciones en las frecuencias alélicas a lo largo del tiempo
las muestras se agruparon en rangos temporales, considerando cantidad de afios y nimero de
individuos en cada rango. Para cada conjunto se compararon las frecuencias alélicas para cada
locus de forma pareada entre conjuntos de afios mediante un test de chi-cuadrado (X°).
También se calcularon las diferencias totales entre conjuntos. Esto se realizé con el programa
GenePop (Raymond & Rousset, 1995) tratando cada conjunto como una poblacion.

Ademds se calcularon los valores de Fis y Fst para cada conjunto con el programa FSTAT 2.9.3.2

(Goudet, 2002), como otra forma de analizar si existen diferencias entre estos.

Estructuracion poblacional

La matriz de datos de genotipos obtenidos para los distintos loci de microsatélites fue
analizada con el programa Structure 2.3.2 (Pritchard et al., 2000), el cual no requiere la
definicién de grupos a priori. Este programa asume un modelo con K clusters o poblaciones,
donde el valor de K puede ser desconocido. Cada cluster se caracteriza por un conjunto de
frecuencias de alelos en cada locus, los individuos en la muestra serdn asignados, con una
probabilidad dada, a estos clusters o poblaciones. La asignacion de los individuos a las
poblaciones se basa en la premisa que dentro de las poblaciones los genotipos se encontraran
en equilibrio de HW y en equilibrio de ligamiento (Pritchard et al., 2000). Es decir que ajusta el
modelo para un nimero de poblaciones (K) dado, cada una conteniendo un conjunto de
individuos de forma tal que presenten el minimo desequilibrio en relacién a HW y ligamiento,
el K seleccionado sera aquel que minimice estos valores, entonces son los propios datos los
que determinan el grado de estructuracién. También permite la asignacién conjunta de un
individuo a dos o mds poblaciones si sus genotipos indican que existe mezcla. Utiliza un

modelo de asignacidon Bayesiano basado en Cadenas de Monte Carlo-Markov (MCMC). Los
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principales parametros a definir para la simulacién se describen a continuacién: i) Burn-in
length, nimero de simulaciones que seran descartadas antes de comenzar a recoger datos
para minimizar el efecto de la configuracion de partida. Se busca asi garantizar que los valores
finales sean independientes de los iniciales. ii) Numero de MCMC, se establecen las
simulaciones que serdn efectuadas para la estimacién de los parametros, esto influird en la
precision de dicha estimacidn. iii) K o nimero de clusters o poblaciones a ser testeados. iv)
Numero de iteraciones (réplicas) efectuadas para cada valor de K (Pritchard et al., 2010). La
determinacién del K mas probable no siempre es claro u obvio, en especial en muestras con
bajo grado de diferenciacién. Se utilizaron las aproximaciones implementadas en el programa
Harvester Structure (Earl & vonHoldt, 2012), donde el K mas probable sera aquel que presente
el mayor valor de maxima verosimilitud con menor desvio estandar (Pritchard et al., 2000) y
mayor delta K (AK, Evanno et al.,, 2005). Se tuvo en cuenta ademas la existencia de una
interpretacién bioldgica y espacial que soporte dichos agrupamientos (Pritchard et al., 2010).
Con la matriz de loci de microsatélites se efectuaron dos simulaciones configuradas con los
siguientes parametros:

(1) burn-inperiod: 10.000, réplicas MCMC: 20.000, K: 1 a 8, réplicas: 10.

(2) burn-inperiod: 100.000, réplicas MCMC: 200.000, K: 1 a 6, réplicas: 10

En ambos casos se utilizd la opcidn por defecto de modelo con “admixture”, que admite la
existencia de mezcla entre grupos (Pitchard et al., 2000).

Los resultados obtenidos del STRUCTURE fueron mapeados en un SIG, programa QGIS 2.16
(QGIS Development Team, 2016), representando la probabilidad de pertenecer a cada uno de

los K testeados para cada individuo y cada localidad.

Andlisis factorial de correspondencia

El andlisis factorial de correspondencia (AFC) descompone la varianza en un espacio
multidimensional e identifica los factores que mas aportan a la misma (Navarro, 1983). Los
individuos son vistos como una nube de puntos en un hiperespacio multi-dimensional, con los
ejes que mas aportan a la estructuracion de los datos. Tiene por objeto extraer los principales
factores de un gran conjunto de datos de dificil lectura, sin efectuar la formulacién de un
modelo causal que condicionaria la interpretacion de los resultados (Navarro, 1983). Este es un
analisis exploratorio que se encuadra en la estadistica descriptiva multidimensional.

Este andlisis fue efectuado con el programa GENETIX 4.05 (Belkhir et al., 2004) por individuos y
por poblaciones en tres dimensiones a partir de la matriz de genotipos de microsatélites. En el

analisis por individuos se espera visualizar que tan similares son los ejemplares pertenecientes
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a los grupos previamente definidos. El andlisis por poblaciones maximiza las diferencias

calculando el valor promedio dentro de cada grupo definido como una poblacién.

Estadisticos F

Se conocen como estadisticos F a los estimadores Fis, Fst y Fit, que en conjunto permiten
interpretar cémo esta distribuida la variacidon genética dentro y entre grupos (poblaciones y
subpoblaciones), e inferir la existencia de estructuracién poblacional (Wright, 1943; Wright,
1951;Beebee & Rowe, 2008). El Fis, también conocido como coeficiente de endogamia, evalua
el grado de endogamia de los individuos dentro de su subpoblacion, esto es que exista un
exceso de homocigotas en relacién a lo esperado para el equilibrio de HW. Toma valores entre
1 (endogamia total) y -1 (exogamia), valores de cero indican panmixia o apareamiento al azar.
El Fst o indice de fijacion estima la divergencia en las frecuencias alélicas entre subpoblaciones,
varia entre 0 (no hay estructuracién, son la misma poblacién) y 1 (poblaciones totalmente
separadas). Valores de Fst > 0,2 se considera que reflejan una fuerte estructuracion, aunque
valores inferiores también pueden ser significativamente distintos de cero (Beebee & Rowe,
2008). Fit evalta cudnto se aleja una poblacidn global (integrada por multiples subpoblaciones)
del equilibrio de HW (Beebee & Rowe, 2008). Si bien estos estimadores fueron definidos para
loci bialélicos su uso fue extendido para loci con multiples alelos mediante los parametros Gis,
Gst y Git (Nei, 1977). En la actualidad los términos G y F son intercambiables (Allendorf &
Luikart, 2007).

Se calcularon los estadisticos Fis y Fst con su significancia estadistica con el programa FSTAT
2.9.3.2 (Goudet, 2002), y Fit con GenePop (Raymond & Rousset, 1995). Se calculan estos
estadisticos tanto para cada localidad (Uruguay, Argentina y Brasil) como para los grupos

genéticos detectados con Structure.

Numero de migrantes

El numero de migrantes (Nm) fue estimado a través de la proporcidon de alelos privados
(Barton & Slatkin, 1986) efectuada con el programa GenePop (Raymond & Rousset, 1995). Se
entiende por alelo privado aquel que se encuentra Unicamente en una poblacién.

Ademas se detectaron los migrantes de primera generacion mediante el programa GeneClass2
(Piry et al., 2004). Se utilizé el calculo de probabilidad L = L_home/L_max que representa la
relacion entre la probabilidad de pertenecer a la poblacién de donde proviene el individuo (L-
home), sobre el valor de probabilidad mas alta entre todas las muestras de poblaciones
incluyendo aquella de donde proviene el individuo (L-max) (Paetkau et al., 2004). Los recursos

computacionales utilizados para el calculo de probabilidad y para establecer que un individuo
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fuera considerado residente o migrante siguen a Rennala & Mountain (1997), con 100.000

iteraciones.

Aislamiento por distancia

Para evaluar si existe aislamiento por distancia se realizé un test de Mantel (1967) entre
matrices de distancia genética y de distancia geografica para cada par de individuos. Con dicho
test se evalua si existe una correlacion estadisticamente significativa (p<0,05) entre ambas
matrices.

La distancia genética utilizada fue la estandar de Nei (1972, Ds), ya que es una de las distancias
genéticas mas utilizadas, ha demostrado ser adecuada para el analisis con microsatélites y no
presenta un desempeiio significativamente diferente al de otras distancias de amplio uso
(Kalinowski, 2002; Takezaki & Nei, 2008; Chakraborty, 2010). La Ds tiene por objetivo medir el
numero de mutaciones por locus que han ocurrido después de la divergencia de las dos
poblaciones en estudio (Nei, 1987). La distancia geografica utilizada fue la distancia euclidiana
gue estima el recorrido mas corto entre dos puntos.

La matriz de distancia genética fue calculada con el programa Population 1.2.32 (Langella,
1999). La matriz de distancia geogrdfica y test de Mantel se calcularon con el programa

GenAlEx 6 (Peakall & Smouse, 2006, 2012).
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RESULTADOS
Obtencion de muestras y procedimientos de laboratorio

Muestras, extraccion y amplificacion

Se reunid un total de 172 muestras: 38 provenientes de la coleccion de tejidos y ADN del
Departamento de Biodiversidad y Genética del IIBCE, 61 muestras de tejido del MNHN, otras
34 muestras fueron incorporadas durante este proyecto, y 30 muestras de gato montés de

Argentina y 9 de Brasil gracias a colaboraciones.

Las 34 muestras incorporadas durante este proyecto incluyen animales atropellados
proporcionados por diversos colaboradores independientes, muestras enviadas por el cuerpo
de guardaparques de Cabo Polonio, por los zooldgicos Parque Lecocq y M’Bopicu3, y a colectas
personales. Los encargados de los zooldgicos aportaron muestras de sangre y/o pelos de
animales nacidos en la naturaleza con localidad de procedencia conocida. Se conté ademas
con muestras de animales atropellados proporcionadas por el proyecto “Impacto de rutas
sobre la fauna de Uruguay” desarrollado por la ONG ECOBIO

(http://impactorutasecobiouy.blogspot.com.uy) a partir del 2015. Este proyecto aportd 7

muestras de posibles gatos. Por técnicas moleculares se determind que 3 correspondian a gato
montés (incorporadas al set de datos), 2 a margay, 1 a gato doméstico y 1 no amplificd
(posiblemente no se tratase de un felino). También se utilizaron dos fecas de gato montés del
proyecto Juntos dejamos Huella realizado en colaboracion con la ONG Vida Silvestre y con la

Reserva Natural Salus.

Las 38 muestras del IIBCE mas las 34 muestras adquiridas durante el transcurso de este
proyecto incluyen cuero, pelos, sangre y fecas. El éxito de amplificacién fue cercano al 50%
para tejidos y menor al 30% para fecas. De estas 72 muestras, 33 presentaron una
amplificacidn exitosa para la mayoria de los microsatélites, 15 corresponden a la coleccién

anterior a este proyecto y 18 a las muestras adquiridas en su transcurso.

De la coleccion del MNHN, en una prueba piloto, no se lograron extracciones de ADN exitosas
a partir de craneos (huesos turbinales), por lo que la toma de muestras se concentré en las
pieles (trozo de cuero o almohadilla plantar). Se realizaron aproximadamente 61 extracciones
de pieles de las cuales sélo 16 pudieron ser incorporadas al set de muestras. El éxito de

amplificacién en este caso fue de 26%.
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Las muestras de Argentina (provincias de Entre Rios y Buenos Aires) provienen de
colaboraciones con los Doctores Mariano Merino y Javier Pereira. Se contd con un total de 30

muestras de las cuales 12 amplificaron de forma exitosa.

De Brasil, Rio Grande do Sul, se obtuvieron 9 muestras de gato montés (ejemplares que no
presentaban hibridacién con L. guttulus) a través de una colaboracidn con las Doctoras Tatiane

Trigo y Caroline Espinosa, todas amplificaron de forma exitosa.

Luego de realizar la confirmacion de la especie y de obtener una amplificacién positiva para la
mayoria de los loci de microsatélites (sélo se mantuvieron en la matriz los individuos con mas
del 80% de loci genotipados), la matriz quedé conformada por 70 ejemplares: 49 de Uruguay,
12 de Argentina (provincias de Entre Rios y Buenos Aires) y 9 de Brasil (Rio Grande do Sul). El
conjunto abarca un amplio rango temporal, con muestras fechadas entre 1956 y el presente
(2016) (Figura 4). Se cuenta con una buena cobertura del pais, con muestras para todos los
departamentos de Uruguay excepto Rivera, Tacuarembd y Rio Negro (Figuras 8 y 11). Los datos

de las muestras utilizadas se detallan en el Anexo I.

Cantidad de muestras
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Figura 4. Cantidad de muestras por aiio de colecta que componen la matriz de datos utilizada
para este trabajo.
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Determinacion de la especie: Sonda TagMan®

Los cebadores disefiados para la amplificacion de las sondas fueron los CAT156 F (5'-
CCAGGACGACTAAAYCAAAC-3') y CAT 156 R (5'-CAGTATAGATGCAGATCATTTTTCA-3'), que

amplifican un fragmento de 156 pb de la regidn de COIl. Las sondas fueron:

» L.GEO_COIll_PROBE (5'-CTCAAACCATAGCTTCATGCCCATTGT-3') con fluorocromo FAM para
lectura en el canal verde, hibrida con secuencia blanco de gato montés L. geoffroyij;

> L.WII_COII_PROBE (5'-CTCAAACCACAGCTTCATGCCTATTGT-3') con fluorocromo HEX para
lectura en canal amarillo, hibrida con secuencia blanco de margay L. wiedii; y

» F.CAT_COII_PROBE (5'-CTCAAACCATAGCTTCATACCCATTGTTCT-3') con fluorocromo CY5

para lectura en canal rojo, hibrida con secuencia blanco de gato doméstico F. catus.

Las sondas de gato montés y margay tienen 27 pb con dos diferencias: posicién 10 y 22, con
sustituciones T-C entre ambas especies; la de gato doméstico tiene 30 pb con polimorfismos
en las posiciones 19 y 28 respecto a las otras especies, siendo en las posiciones 10 y 22
idéntico al gato montés (Figura 4). En relacion a los polimorfismos observados en esta region
en las otras especies de felinos presentes en el pais, el gato de pajonal (Leopardus braccatus)
presenta un haplotipo muy similar al del margay con una Unica diferencia en la posicion siete
(T en lugar de C), mientras el puma (Puma concolor) presenta un haplotipo bien diferenciado

(Figura 5).

La especificidad de las sondas y el protocolo de amplificacién fue puesto a punto con cuatro
ejemplares de gato montés (L. geoffroyi), cuatro de margay (L. wiedii) y uno de gato doméstico
(F. catus) (Figura 6). Posteriormente se realizo la asignacion de 55 ejemplares de museo (45 Lg
y 10Lw) con datos de especie conocidos. Cuatro no amplificaron, las restantes fueron todas
correctamente asignadas aunque con variaciones en la eficacia de la amplificacién, atribuidas a
diferentes calidades de ADN. Pudieron clasificarse otras 30 muestras con informacién de
origen dudosa de la especie. Se detecté un caso de una muestra con identificacién de origen
como gato de pajonal que resultd ser gato montés, dos originalmente identificadas como gato
montés resultaron ser margay y gato doméstico respectivamente, y seis sin especie asignada
pudieron ser determinadas como: gato montés (3), margay (2) y gato doméstico (1). En todos

los casos la amplificacion de la sonda de gato doméstico resulté menos eficiente.
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Species/Abbr\Gx R KK K KR KR KRR AR AR R R R

1. U47 Lg rereecTcaaaccafacerrecarcecfarrercerffeaacracrceccacracraraffrrre
2. US2 Lg rereecrcaaaccaffacerrearcecfarrercerffeaacracrecccacracraraffrrre
3. US3 Lg rereecTcaNaccaflacerrecarcecfarrercerfleaacracrcccacracraraffrrre
4. US4 Lg rereeercaraccaflacerrecarcecfarrercerfleaacracreccacracraraffrrre
5. U108 Lg rereecrcaraccaflacerrecarcecfarrercerfleaacracreccacracraraffrrre
6. U124 Lg rereeercaraccaffacerrecarcecarrercerfferacracrececcacracraraffrrre
7. SONDA Lg ----{crcaaaccalfAGCTTCATGCCATTGT} - - - - - —-—-—————-—————— - ——————
8. SONDA Lw  ----—- CTCAARACCAQAGCTTCATGCCHATTGT f-—------—————--—————————————
9. Ulll Lw rereeercaraccaffacerrearcecarrercerfferacracrcecacracraraffrrre
10. U125 Lw rereecrcaaaccaflacerrecarcecfarrercerfleaacracreccacracraraffrrre
11. U126 Lw rereecrcaaaccaflacerrecarcecfarrercerffeaacracreccacracraraffrrre
12. U137 Lw rereeercaaaccaffacerrearcecfarrercerffeaacracrececcacracraraffrrre
13. U153 Lw rerecercaaaccaffacerrearcecfarrercerffeaacracrcccacracraraffrrre
14. U72 Lw rereecrcaraccaflacerrecarcecfarrercerfferacracreccacracraraffrrre
15. SONDA Fc ----- ETczZZ=ZccafAGCTTCAT ATTGTRCTf--—-------------—--—--———~
16. Fc 1_gilt TereecrcaraccaffacerrcarfcecarrerfjcrferaffracrcccacTafjfjfjrafrrre
17. Fc 2_gil1l TGTGGCTCAAACCA'AGCTTCATICCIATTGT.CTIGAA.TAGTCCCACTA raflrrTe
18. US5 Lb TGTGGCTCAAANCAMAGCTTCATGCCMATTGTCCTHGAACTAGTCCCACTARMATANTTT G|
19. U156 Ib rercceTcAarAflcaflacerrecarcecarrercerleaacracrecccacrafflataflrrTe
20. U117 Pc TGTGGCTCAAATTCATGCCGTCCTIGAACTAGTCCCACTA!IATAITTTG

Figura 5. Alineamiento de secuencias de COIll y sondas disefiadas. Lg: Leopardus geoffroyi, Lw:
Leopardus wiedii, FC 1: gato doméstico Felis catus obtenido del GenBank NC_001700.1, FC 2:
gato doméstico Felis catus obtenido del GenBank U20753.1, Pc: Puma concolor. Se marcan los
polimorfismos que diferencian las especies y las sondas.

Cycling A.Green - No Markers
Cycling A Red - Circles
Cycling A.Yellow - Squares
0,40
035
O
oo 2
o O
030 o u]
o < o O
=] 0
o = x
a a o A
025 o A
s o o 0
g s o - il
[ o &
€ u] o
5 o |
50,20 o
= =] o ! o
a o o =]
o o
0,15
o [m]
[u]
o
0,10 a
o
a
0,08
U = = = = ss = .
E 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Figura 6. Curvas de amplificacion en RTPCR con sondas TagMan. El eje X muestra el nimero de
ciclos y el eje Y la normalizacion en la ganancia de fluorescencia. Cada curva representa un
individuo. El tipo de linea representa el canal en el cual se mide la ganancia de fluorescencia:
linea sin marcador canal verde, cuatro ejemplares de gato montés; linea con cuadrados canal
amarillo, cuatro ejemplares de margay; linea con circulos canal rojo, un ejemplar de gato
domeéstico. El color negro representa el control negativo.
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Sexaje

La técnica de sexaje fue puesta a punto con cuatro individuos de sexo conocido, dos machos y
dos hembras. Los machos de L. geoffroyi presentaron fragmentos de 192/195 pb y las hembras
fueron homocigotas 195/195 pb (Figura 7, a-d). Se observé que el fragmento amplificado del
cromosoma X presenta un éxito de amplificacién mayor que el del cromosoma Y, en ocasiones

siendo muy marcada la diferencia (Figura 7, e).

De los 70 ejemplares, en 62 se logré la amplificacién y asignacion del sexo. De estos 62
individuos sexados, 17 contaban con el sexo como dato de origen y fueron utilizados para
evaluar el éxito de la técnica. Dos casos presentaron resultados contradictorios, de acuerdo al
sexaje molecular fueron catalogados como hembras, siendo en realidad machos de acuerdo a
los datos de origen. Ambas eran muestras de museo en las cuales probablemente ocurrié un
fallo en la amplificacidn del alelo del cromosoma Y, ya que en muchas ocasiones el ADN de
este tipo de muestras esta degradado o contiene productos utilizados durante la curaduria del
ejemplar que pueden actuar como atenuantes o inhibidores en la reaccién de PCR. Una de
estas muestras pudo ser reamplificada y en este caso si dio un genotipo de macho, de la
segunda muestra se habia agotado el ADN por lo que no pudo ser reaplificada. Siete de los
ocho ejemplares en los que no se logré amplificacion tenian el sexo en sus datos de origen, por
lo que sélo un ejemplar quedd sin esta informacién (Anexo 1). La proporcion de sexos
macho/hembra obtenida fue de 2:1 (47 machos, 22 hembras y uno no asignado). La

distribucién espacial de las muestras por género se presenta en la figura 8.
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Figura 7. Andlisis de fragmentos del gen que codifica para dedos de zinc en los cromosomas
sexuales. (A, B) machos heterocigotas con fragmentos de 192/195pb; (C, D) hembras
homocigotas 195/195pb; (E) macho con notoria reduccidén del éxito de amplificacién del
fragmento V.

A Macho
s Hembra

© sinsexar

0 50 100 150 200 km
)

Figura 8. Distribucién espacial de las muestras de gato montés L. geoffroyi discriminadas por
género.
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Caracterizacion de loci de microsatélites

De los 13 microsatélites testeados se utilizaron finalmente 11 loci. El locus FCA249 nunca
presenté un buen patréon de amplificacion, fue descartado al inicio sin llegar a integrar un
multiplex. El locus FCAO80 mostrd un bajo éxito de amplificacién (30% de las muestras) y
presenté ademas escaso polimorfismo (4 alelos) por lo que fue excluido del andlisis. Los
genotipos por individuo para cada locus se detallan en el Anexo Il. Un 15% de los genotipos
homocigotas fueron reamplificados para testear si existié pérdida de alelos, en todos los casos

el genotipo homocigota fue corroborado.

Evaluando el conjunto de muestras (70 ejemplares), cinco loci (FCA304, FCA096, FCA126,
FCA124 y FCA424) se encontraron fuera del equilibrio de HW (p-valor<0,05) aun después de la
correccion de Bonferroni (Tabla 2). La poblacién también se encontro significativamente fuera
del equilibrio. Se detectaron tres ligamientos pero sélo uno de ellos fue significativo después
de la correccion de Bonferroni (FCA742/FCA043, 55 comparaciones, p<0,00091). El analisis de
errores de genotipado indicé deficiencia de heterocigotos por posibles alelos nulos en tres loci
(FCA304, FCAQ96 y FCA124), no hay evidencia de otros tipos de errores. Se calculé ademsis el
valor de Fis en cada locus, encontrandose que los valores mas altos (entre 0,2 y 0,3)
pertenecen a los ultimos tres loci mencionados reflejando nuevamente este exceso de
homocigotas o deficiencia de heterocigotas (Tabla 2). El Fis global fue de 0,093 indicando un
leve apartamiento del apareamiento al azar. La heterocigosidad global esperada y observada
fue 0,771y 0,70 respectivamente (Tabla 2). Esta baja heterocigosidad observada respecto a la
esperada concuerda con la deficiencia de heterocigotas encontrada en ciertos loci. Estos
apartamientos del equilibrio de HW, deficiencia de heterocigotas y apartamiento del
apareamiento al azar sugieren que la muestra puede estar compuesta por una mezcala de

poblaciones (efecto Wahlund).

La media del Contenido de Informacidn Polimorfica (PIC) fue de 0,742, hallandose entre 6y 22
alelos por locus, con un promedio de 11,18 (Tabla 2). Estos valores indican que el conjunto de
microsatélites escogido tiene un grado de polimorfismo adecuado para realizar estudios de

estructuracion poblacional en gato montés.
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Tabla 2. Resultados por locus del test de equilibrio de HW (P-val), cantidad de alelos por locus
(k), numero de muestras analizadas (N), tamafio de productos de PCR, heterocigosidad
observada (Hobs) y esperada (Hesp), contenido de informacién polimoérfica (PIC) y coeficiente
de endogamia (Fis). Para los loci fuera del equilibrio de HW se presenta el P-valor corregido
por Bonferroni, se resaltan en amarillo los loci que permanecen fuera del equilibrio y en gris
los que originalmente estaban fuera de equilibrio pero dejaron de estarlo luego de la
correccion. Finalmente de detalla el valor promedio para la heterocigosidad observada y
esperada, PICy Fis.

Locus P-val k N Tamafio Hobs Hesp PIC Fis
FCA304 0 13 65 102-138 0,631 0,807 0,773 0,219
FCA742 0,4282 15 69 099-155 0,797 0,859 0,836 0,072
FCA096 0 22 54 178-228 0,648 0,928 0,914 0,304
FCA124 0,02 8 70 171-201 0,614 0,756 0,715 0,188
F42 0,0916 16 70 216-250 0,900 0,891 0,874 -0,01
FCA391 0,1767 10 68 201-239 0,662 0,760 0,724 0,13
FCA126 0 8 70 118-132 0,743 0,791 0,764 0,061

FCA424 0,02 70 168-182 0,343 0,373 0,355 0,081
FCAl46 0,3208 8 68 118-138 0,662 0,747 0,712 0,115
FCA043 0,11 10 70 111-131 0,914 0,829 0,802 -0,104
FCA 187 0,8108 7 70 163-175 0,786 0,738 0,694 -0,065
Promedio 0,700 0,771 0,742 0,093

(o)}
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Andlisis de la estructuracién poblacional

Validacion de la matriz de datos

Se establecieron tres rangos temporales, dos en dénde se concentran el mayor niumero de
muestras con una diferencia temporal menor a 10 afios, y un tercer grupo conformado por
muestras mas antiguas y dispares. Los conjuntos temporales son: 2009 al 2016 (26 muestras),

1999 al 2006 (31 muestras) y 1956 a 1998 (13 muestras).

Los valores de Fis se apartan levemente de cero y son muy similares entre los grupos (~0,1), se
observa un ligero aumento con el correr del tiempo, es decir un sutil aumento en la endogamia
(Tabla 3). Los valores de Fst no muestran diferencias significativas en ninguno de los casos por

lo que no hay sefial de estructuracion temporal en la muestra (Tabla 3).

El test de chi-cuadrado (X°) por locus muestra que para la mayoria no hay diferencias
significativas y sélo dos loci muestran diferencias en sus frecuencias alélicas entre periodos
(Tabla 4). El locus FCA126 muestra diferencia significativa del conjunto 2009-2016 respecto a
los otros dos periodos y FCA424 muestra diferencia significativa entre 1956-1998 y 1999-2006.
Para los loci con diferencias significativas se aplicd la correccion de Bonferroni: 0,05/nro de
comparaciones (Rice, 1989), en este caso el nimero de comparaciones coincide con el nimero
de alelos que tiene cada locus, 6 y 8 respectivamente por lo que el nuevo alfa es ~0,01 para
ambos. Luego de la correccidn sélo las frecuencias de FCA126 entre 1956-1998 y 2009-2016

muestran una diferencia estadisticamente significativa.

La comparacién global entre conjuntos no muestra diferencia significativa en ningun caso,
aunque la comparacion entre 1956-1998 y 2009-2016, es decir el rango temporal mas antiguo
contra el mas actual, esta apenas por arriba del limite de significancia estadistica (Tabla 5).
Este resultado junto con el leve aumento en el valor de Fis sugieren que podria estar dandose

alguna variacién a lo largo del tiempo pero esta no es significativa aun.

El resultado general del test de X* estd en linea con los resultados del Fst, sugiriendo que no
existe variacion en las frecuencias alélicas a lo largo del tiempo siendo valido utilizar este set

de datos en su conjunto.
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Tabla 3. Valores de Fis y Fst por rangos temporales. La segunda seccidn de la tabla muestra el
valor de Fst en la mitad superior de la diagonal y su significancia estadistica P-valor en la mitad

inferior.

1956-1998 1999-2006 2009-2016
Fis 0,083 0,093 0,099
P-valor\Fst 1956-1998 1999-2006 2009-2016
1956-1998 0 -0,0056 0,0004
1999-2006 0,64 0 -0,0009
2009-2016 0,11 0,51 0
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Tabla 4. Test de chi-cuadrado de las frecuencias alélicas entre rangos temporales por locus.
Para cada locus se presentan los grupos comparados y el p-valor resultante. Se resaltan en gris
los casos con diferencias significativas antes de la correccién de Bonferroni y sin diferencias
luego de la misma, y en amarillo casos que permanecen con diferencias significativas aun luego
de la correccion.

Locus Grupos comparados P-valor
FCA304 1999-2006/1956-1998 0,63017
FCA304 2009-2016/1956-1998 0,22486
FCA304 2009-2016/1999-2006 0,44850
FCA742 1999-2006/1956-1998 0,12250
FCA742 2009-2016/1956-1998 0,79535
FCA742 2009-2016/1999-2006 0,53139
FCAQ96 1999-2006/1956-1998 0,29250
FCAQ96 2009-2016/1956-1998 0,25525
FCAQ096 2009-2016/1999-2006 0,19639
FCA124 1999-2006/1956-1998 0,64774
FCA124 2009-2016/1956-1998 0,86849
FCA124 2009-2016/1999-2006 0,31445

F42 1999-2006/1956-1998 0,33368

F42 2009-2016/1956-1998 0,57816

F42 2009-2016/1999-2006 0,88925
FCA391 1999-2006/1956-1998 0,34895
FCA391 2009-2016/1956-1998 0,22887
FCA391 2009-2016/1999-2006 0,50717
FCA126 1999-2006/1956-1998 0,36769
FCA126 2009-2016/1956-1998 0,00196
FCA126 2009-2016/1999-2006 0,01077
FCA424 1999-2006/1956-1998 0,03809
FCA424 2009-2016/1956-1998 0,06798
FCA424 2009-2016/1999-2006 0,33895
FCAl46 1999-2006/1956-1998 0,80686
FCAl46 2009-2016/1956-1998 0,15881
FCA146 2009-2016/1999-2006 0,44944
FCA043 1999-2006/1956-1998 0,81994
FCA043 2009-2016/1956-1998 0,51249
FCA043 2009-2016/1999-2006 0,23333
FCA187 1999-2006/1956-1998 0,88445
FCA187 2009-2016/1956-1998 0,82315
FCA187 2009-2016/1999-2006 0,87902

Tabla 5. Test de chi-cuadrado global de las frecuencias alélicas entre rangos temporales. Se
muestran los grupos comparados, el valor del test (X*), los grados de libertad (g) y el p-valor.

2

Comparacién de grupos X g P-valor
1956-1998/1999-2006 22,35921 22 0,438632
1956-1998/2009-2016 33,75352 22 0,052032
1999-2006/2009-2016 26,02374 22 0,250664
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Estructuracion poblacional

Se analizaron los valores de maxima verosimilitud y delta K implementados en el programa
Harvester Structure. El K mas probable sera aquel que presente el mayor valor de maxima
verosimilitud con menor desvio estandar, y mayor AK. De acuerdo a estos indices el nimero de

grupos mas probable es K=3 para la primera simulacion y K=2 para la segunda (Figura 9).
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Figura 9. Graficos del Logaritmo neperiano de mdaxima verosimilitud con su desvio estandar
(L(K)(mean+-SD) para cada uno de los K grupos: A. simulacién uno, C. simulacién dos. Graficos
de Delta k: B. simulacion uno, D. simulacién dos.

Para ambas simulaciones, mas alla de los indices de maxima verosimilitud y delta K que fueron
distintos, se obtuvieron resultados similares en relacién a la probabilidad de cada individuo de
pertenecer a los distintos grupos detectados tanto para K=2 como para K=3 (Figura 10). Estos
resultados fueron incorporados a un SIG y mapeados en el territorio (Figura 11).En el escenario
de dos grupos se observa una correspondencia geogréfica clara, donde las muestras de
Argentina conforman un grupo genético (en adelante Ar) representado por el color verde,
mientras las muestras de Uruguay y Brasil serian otro grupo (en adelante UyBr) representado

por el color rojo, con mucha mezcla con el componente genético representado por el color
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verde. Para K=3 lo que se ve es un nuevo grupo genético en el conjunto Uruguay-Brasil, pero
en este caso no se observa una correspondencia geografica clara. En los graficos de tortas por
localidad de colecta se aprecia como las muestras de Argentina tienen una identidad genética
diferenciada, conformada en su mayoria por el componente genético representado por el
color verde, mientras que en las de Uruguay y Brasil existe mezcla de dos o tres componentes

genéticos.

En una perspectiva mas conservadora se repitieron las simulaciones sélo con las muestras de
1999 al 2016 (se excluyen las 13 muestras del grupo 1956-1998) obteniéndose los mismos

resultados.
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Figura 10. Graficos obtenidos con el programa Structure para K=2 (superior) y K=3 (inferior).
Cada individuo esta representado por una barra. Los colores que componen cada barra
representan la probabilidad de que ese individuo pertenezca a cada uno de los cluster (verde,
rojo, azul) considerado. Con lineas negras se separan las localidades: 49 individuos de Uruguay
(Uy), 12 de Argentina (Ar) y 9 de Brasil (Br).
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Figura 11. Proporcion de los componentes genéticos identificados con el programa Structure
para cada individuo de la muestra y por pais. K=2 (superior), K=3 (inferior).
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Por otro lado se realizaron simulaciones considerando Unicamente las muestras de Uruguay.
En este caso no se encontrd estructuracion, el K mas probable es 1. En la Figura 12 se muestra
un ejemplo del analisis de esta poblacion considerando la existencia de K=2. En este caso todos
los individuos tienen igual probabilidad de pertenecer a uno u otro cluster. En el grifico de
maxima verosimilitud el valor con menor desvio estandar es 1. Mientras que el grafico de delta

k no admite calculos para k<2.

L(K) (mean +- SD)
-1800

.
g
-
T

|
2
8

Mean of est. Ln prob of data
&
M
8

3. ¥

i AL BT AR B )
I TR T

B IE N TERENEME I N
oW w2 I R T T R R R )

~2600

Figura 12. Simulacién con el programa Structure sélo para las muestras de Uruguay. Grafico
para K=2 (izquierda) y gréficos del logaritmo neperiano de maxima verosimilitud con su desvio
estandar (L(K)(mean+-SD) para cada uno de los k grupos (derecha).
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Andlisis factorial de correspondencia (AFC)

En el AFC realizado con los individuos se observa como las muestras de Uruguay y Brasil se
encuentran en una Unica nube de puntos, mientras que los de Argentina aparecen levemente
diferenciados (Figura 13A). El primer, segundo y tercer eje contribuyen a la varianza total en un
4,63%, 4,11% y 3,84% respectivamente. En el AFC por poblaciones el eje uno explica el 65,48%
de la varianza y separa la poblacién Argentina de las de Uruguay y Brasil, mientras el segundo

eje explica el restante 34,52% de la varianza y separa las dos ultimas (Figura 13B).
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Figura 13. Grafico en tres dimensiones del analisis factorial de correspondencia (AFC). A. Por

individuos. B. Por poblaciones. Simbolos amarillos=Uruguay, simbolos azules=Argentina y
simbolos blancos=Brasil.
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Caracterizacion de loci de microsatélites en cada grupo

Se caracterizan los loci de microsatélites esta vez para cada uno de los grupos establecidos con

el método Bayesiano Structure para K=2 (UyBr, Ar).

En el grupo UyBr (Tabla 6) cinco loci se encontraban fuera del equilibrio de HW, pero sélo tres
permanecen luego de la correccién de Bonferroni (FCA304, FCA096, FCA126). La poblacion
también se encontré fuera del equilibrio. Se detecté un desequilibrio de ligamiento
significativo aun después de la correccién de Bonferroni, de los loci F42/FCA043. Se detectd
deficiencia de heterocigotas por posibles alelos nulos en tres loci (FCA304, FCA096, FCA124).
El nimero promedio de alelos por locus fue 9,91 en un rango de 6 a 21 alelos. El PIC global fue
0,728 y la heterocigosidad promedio observada y esperada fue 0,697-0,759 respectivamente.

Los valores de Fis van de 0,005 a 0,324. Este grupo estd conformado por 58 muestras.

El grupo Ar (Tabla 7), con sélo 12 ejemplares, no presentd loci fuera del equilibrio de HW luego
de la correccion de Bonferroni, ni loci en desequilibrio de ligamiento. La poblacidn también se
encontré en equilibrio. Se detecté un locus con probabilidad de alelos nulos (FCA391). El
numero promedio de alelos por locus fue de 7, con un minimo de 2 y maximo de 12 alelos. El
valor de PIC y la heterocigosidad promedio observada y esperada fueron de: 0,7, 0,71 y 0,77

respectivamente. Los valores de Fis oscilan entre cero y 0,46.

Tabla 6. Grupo UyBr. Para cada locus se detalla la probabilidad (P-val) para el test de equilibrio
de HW; para los loci fuera de equilibrio se presenta el valor corregido por Bonferroni. Se
resaltan en amarillo los loci que permanecen fuera del equilibrio y en gris los que
originalmente estaban fuera de equilibrio pero dejaron de estarlo luego de la correccion. Se
muestran también la cantidad de alelos por locus (k), nUmero de muestras analizadas (N),
heterocigosidad observada (Hobs) y esperada (Hesp), contenido de informacidon polimorfica
(PIC) y coeficiente de endogamia (Fis).

UyBr
P-val k N Hobs Hesp PIC Fis
FCA304 0,0001 11 53 0,604 0,8 0,765 0,247
FCA742 0,2954 11 57 0,772 0,843 0,815 0,085
FCA096 0,0002 21 45 0,622 0,917 0,9 0,324
FCA124 0,1975 6 58 0,586 0,711 0,665 0,177
F42 0,6724 12 58 0,914 0,878 0,857 -0,041
FCA391 0,4313 10 56 0,732 0,785 0,749 0,068

FCA126 0,0385 8 58 0,741 0,745 0,715 0,005
FCA424 0,0568 6 58 0,328 0,374 0,353 0,124
FCA146 0,2939 8 56 0,679 0,741 0,705 0,085
FCAO43 0,0578 9 58 0,914 0,818 0,789 -0,118
FCA187 0,8998 7 58 0,776 0,743 0,699 -0,044
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Tabla 7. Grupo Ar. Para cada locus se detalla la probabilidad (P-val) para el test de equilibrio de
HW, para los loci fuera de equilibrio se presenta el valor corregido por Bonferroni. Se resaltan
en gris un locus que originalmente estaba fuera de equilibrio pero dejé de estarlo luego de la
correccion. Se muestran también la cantidad de alelos por locus (k), nimero de muestras
analizadas (N), heterocigosidad observada (Hobs) y esperada (Hesp), contenido de informacién
polimérfica (PIC) y coeficiente de endogamia (Fis).

Ar
P-val k N Hobs Hesp PIC Fis
FCA304 0,6566 8 12 0,75 0,786 0,718 0,048
FCA742 0,9061 12 12 0,917 0,917 0,868 0

FCA096 0,3048 10 9 0,778 0,922 0,857 0,164
FCA124 0,2630 7 12 0,75 0,819 0,755 0,088
F42 0,0899 11 12 0,833 0,888 0,836 0,064
FCA391 0,0800 4 12 0,333 0,605 0,523 0,46
FCA126 0,1162 7 12 0,75 0,841 0,779 0,112
FCA424 10000 2 12 0,417 0,344 0,275 -0,222
FCA146  0,4275 4 12 0,583 0,757 0,677 0,238
FCA043 0,0795 7 12 0,917 0,815 0,751 -0,131
FCA187 0,4680 5 12 0,833 0,739 0,661 -0,134

Estadisticos F

Se calculan estos estadisticos tanto para cada localidad (Uruguay, Argentina y Brasil) como
para los grupos genéticos detectados con Structure (Tabla 8). Los valores de Fis para las tres
localidades fueron ~0,1. Los valores de Fst para Ur/Ar y Br/Ar fueron 0,0447 y 0,0342
respectivamente, con p-valor<0,01, indicando que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre ambas poblaciones. El Fst entre Uy/Br=0,0079 con p-valor=0,2, por tanto no
existe diferencia significativa entre estas poblaciones. El indice de endogamia global fue
Fit=0,1002. El valor de Fst para los dos grupos genéticos definidos con Structure fue

Fstuysr/a=0,042 con p-valor=0,001, y el Fis para el grupo UyBr fue 0,083.

Tabla 8. Valores de los estadisticos F. Coeficiente de endogamia (Fis) por localidad. indice de
fijacion (Fst) en la seccion superior de la diagonal y significancia estadistica P-valor en la
seccion inferior. Coeficiente de endogamia global (Fit).

Uy Ar Br
Fis 0,081 0,071 0,081
P-valor\Fst Uy Ar Br
Uy 0 0,0447 0,0079
Ar 0,00333 0 0,0342
Br 0,20667 0,00333 0
Fit 0,1002
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Numero de migrantes

El nimero de migrantes por generacion (Nm) entre los grupos definidos para K=2 fue de

Nmyygr/ar = 1,83.

Se identificaron cuatro migrantes de primera generacién, todos del grupo Ar al grupo UyBr:
U47, U48, U142, U152 (Tabla 9). Dos son machos, una hembra y el restante no tiene
informacién del sexo. Los afios de colecta de estos migrantes son variables, con al menos un
representante de cada rango temporal. La ubicacién espacial de los migrantes se presenta en

la figura 14.

Tabla 9. Migrantes de primera generacion identificados con el programa GeneClass2. Para cada
individuo identificado como migrante se detalla la probabilidad de ser residente (<0,05 no es
residente=migrante), la localidad a la cual pertenece la muestra (Hogar), la localidad mas
probable de la cual proviene ese migrante (Poblacion de origen), el sexo del especimen
(M=macho, H=hembra) y el afio de colecta de la muestra.

Poblacion de

Migrantes  Probabilidad Hogar . Sexo Afo
origen

u4a7 0,00900 UyBr Ar Sin sexar 2004

u48 0,00000 UyBr Ar M 2004

U142 0,00270 UyBr Ar H 1971

U152 0,00860 UyBr Ar M 2013

Figura 14. Ubicacién espacial de los migrantes de primera generacion.
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Aislamiento por distancia

El Test de Mantel entre la matriz de distancia genética estandar (Ds) y la matriz de distancia
geografica euclidiana se realizé para el conjunto (muestras de Uruguay, Argentina y Brasil),
para los dos grupos identificados con Structure (UyBr y Arg) y para las muestras de Uruguay y

Brasil por separado.

Para el conjunto de datos se observd una leve relacidn positiva estadisticamente significativa
(p=0,012, r=0,109) (Figura 15A). Para el grupo UyBr y cuando se analizan sélo las muestras de
Uruguay no se detecta una sefial significativa de aislamiento por distancia (p>0,05) (Figura 15 B
y D). Al analizar las muestras de Argentina y Brasil por separado si se obtiene una relacién

positiva estadisticamente significativa (p<0,05; r ~0,4) (Figura 15Cy E).
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Figura 15. Diagrama de dispersion del test de Mantel efectuado entre la matriz de distancia
genética estandar (Ds) y la matriz de distancia geografica euclidiana, realizado para: A. el
conjunto de datos. B. grupo Uruguay-Brasil (UyBr). C. grupo Argentina (Arg). D. s6lo muestras
de Uruguay (Uy). E. sélo muestras de Brasil (Br).
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DISCUSION
Muestras

La obtencién de muestras para andlisis genéticos puede ser un desafio, en especial en especies
como los carnivoros debido a sus caracteristicas ecoldgicas y conductuales: bajas densidades
poblacionales, extensos dmbitos de hogar, comportamiento territorial, habitos esquivos,
tiempos de vida largos y solapamiento generacional (Balloux & Lugon-Moulin, 2002; Sunquist
& Sunquist, 2002; Schewart & McKelvey, 2009). En este caso, luego de mas de dos afios de
muestreo se logrd reunir alrededor de 150 muestras. El éxito promedio de extraccidn de ADN y
amplificacidn de los marcadores genéticos fue cercano al 50%, trabajando finalmente con una
matriz de 70 muestras de gato montés. La distribucion espacial dentro de Uruguay esta un
tanto sesgada al sur del pais. Esto puede ser explicado por el tipo de muestreo llevado a cabo.
Los registros oportunistas (animales atropellados, llevados a zooldgicos o cazados) dependen
de eventos de interaccion entre la especie y el humano, y al ser el Sur del pais el drea con
mayor densidad de poblacién es esperable que la mayoria de las muestras provengan de alli.
Las muestras mas antiguas son las del Norte del pais (Artigas) debido a que no se consiguieron
registros nuevos por lo que hubo que recurrir enteramente a las colecciones bioldgicas del
MNHN. No se consiguié ningln registro para los departamentos de Rivera, Paysandu y Rio
Negro, y este vacio se extiende a los paises vecinos donde el Noroeste y Noreste son dreas
carentes de muestras. Respecto al rango temporal, abarcan una distribucion discontinua entre
1956 y el 2016, con tres periodos destacados: 1999 conformado principalmente por muestras
de Argentina, 2004 y 2014-2015 principalmente con muestras de Uruguay (Figura 4). El set de
datos abarca un periodo de 60 afios considerando de 1956 al 2016 y de 17 si tomamos en
cuenta sélo de 1999 en adelante. Existen antecedentes de trabajos en carnivoros que utilizan
muestras colectadas a lo largo de 11 y 22 afios (Cegelski et al., 2003; Mannise, 2013). A pesar
de ser un rango temporal muy amplio no se detectaron cambios significativos en las
frecuencias alélicas, ni para la mayoria de loci (Tabla 4) ni entre grupos por afios (Tabla 5),
tampoco hay diferencias de acuerdo a los valores de Fst (Tablas 3). Un locus presenta
diferencia significativa en las frecuencias alélicas entre los grupos mas distantes (1956-
1998/2009-2016) y la comparacidén global entre estos grupos se encuentra al limite de
significancia estadistica, ademads de observarse un leve aumento en el valor de Fis desde el
grupo mas antiguo al mas actual. Estos son indicios de que posiblemente exista algo de
variacién a lo largo del tiempo, pero gradual y muy leve. Por ello se considera que a pesar del
amplio rango temporal, es adecuado utilizar este set de datos para andlisis de estructura

poblacional.
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La dificultad en la obtencidon de muestras es una problematica recurrente en el pais que pone
de manifiesto dos aspectos importantes: (1) La necesidad de establecer una red de
colaboradores descentralizada en la toma de muestras, intercambio de informacién y
colaboracién con proyectos de investigacion, con participacién activa de instituciones
relacionadas a la fauna o medio ambiente (SNAP, Zooldgicos, Dependencias de la Universidad)
y de la poblacidn en general; (2) el valor que representan las colecciones bioldgicas para el pais
y el desarrollo de investigacién a nivel nacional e internacional, asi como la relevancia de

mantenerlas en buen estado y actualizadas.

Durante el transcurso de la tesis se desarrollaron dos nuevas herramientas para el trabajo
genético con muestras de felinos. Sondas TagMan® para una rapida y precisa identificacidon de
dos especies de felinos silvestres neotropicales: gato montés (L. geoffroyi) y margay (L. wiedii).
Se generd ademas la sonda para gato doméstico (F. catus) y de forma tedrica una sonda para
gato de pajonal (L. braccatus) que aun no fue testeada. La segunda es una técnica de sexaje,
gue se basa en la adicion de un fluorocromo al cebador forward y corrida en microcapilar. Esta
ultima puede tener un cierto margen de error ya que el fragmento del cromosoma X tiene un
éxito de amplificacion mayor que el del Y, por lo que podria conducir a la asignacion de
hembras cuando en realidad son machos. El cebador ZFK195H tiene una base degenerada para
hibridar con una base G en el fragmento del cromosoma X y con una base C en el del Y, la
disparidad en la amplificacidn podria deberse a que hibrida con mayor eficiencia con la G que
con la C. En el futuro se espera corregir este sesgo mediante el disefio de otro cebador reverse

que hibride con igual eficiencia en ambos alelos.
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Marcadores

En conjunto los once microsatélites analizados tienen un alto contenido de informacidn
polimérfica (0,7), adecuado para estudios de estructuracidon genética poblacional (Botstein et
al., 1980). Los tamafios de producto de PCR obtenidos son en su mayoria similares a los
reportados previamente para la especie (comparacidon de tamafios en Tablas 1 y 2). Sélo
FCA304 presentd un rango de tamafio mayor al encontrado por Johnson et al. (1999). Los loci
utilizados por primera vez en gato montés (FCA742, FCA146) mostraron un polimorfismo de
medio a alto, 15 y 8 alelos respectivamente y se encontraron en equilibrio de HW. El rango de
tamanos muestra diferencias respecto a los reportados para gato domeéstico, siendo en el
primer caso de un rango menor y en el segundo mas amplio para gato montés que para gato
doméstico (comparacién de tamafios en Tablas 1 y 2). Estos loci, caracterizados por primera
vez para gato montés, resultaron adecuados para estudios poblacionales de la especie y
pueden ser incorporados al set de microsatélites disponibles. La heterocigosidad promedio
observada fue muy similar a la esperada y el Fis global cercano a 0,1, indicando un leve

apartamiento del apareamiento al azar.

Se encontraron varios loci fuera del equilibrio de HW y con deficiencia de heterocigotas. Esto
puede deberse a errores de genotipado-alelos nulos, a la influencia de la seleccidn natural, o
también a un efecto Wahlund (Freeland, 2005). Los microsatélites son loci neutrales y sdlo
estaran influenciados por la seleccion natural si se encuentran ligados a un gen codificante
sobre el cual exista presién selectiva. Esto no es comun pero de ocurrir es esperable que el
patron se repita en todas las poblaciones o grupos analizados y estos loci ya han sido utilizados
por otros autores, tanto en gato montés como en otras especies de pequefios félidos
neotropicales, sin encontrarse fuera del equilibrio o bajo presion de seleccién (Johnson et al.,
1999; Trigo et al., 2008; Cossios et al., 2012; Napolitano et al.,, 2014). Por lo tanto es mas
probable que exista otro factor diferente a la seleccién que explique este patrén. El efecto
Wahlund describe un proceso donde dos o mas poblaciones (con diferentes frecuencias
alélicas) son combinadas. En este caso, la proporcion de homocigotas sera mayor en la
muestra global de lo que se espera en cada poblacién por separado, lo que podria llevar a
concluir que una muestra representa a una poblacion que no esta en equilibrio de HW, cuando
en realidad se trataria de mas de una poblacidon, cada una de ellas en equilibrio (Freeland,
2005). Si bien es dificil lograr diferenciar si se trata de uno u otro caso, en general se considera
que si afecta a loci particulares debe tratarse de alelos nulos o seleccién, en cambio si existe un
patron que se repite en todos o en una buena proporcidn de los loci entonces es probable que

se trate de un efecto Wahlund (Freeland, 2005). En la muestra global 5 loci de 11 se
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encontraron fuera del equilibrio y tres con deficiencia de heterocigotos. Esta alta proporcion
apunta al efecto Wahlund, es decir mezcla de poblaciones. Esto se vio respaldado por la
deteccion de dos o tres clusters o grupos poblacionales en el analisis bayesiano realizado con
el software Structure.

La caracterizacion de microsatélites dentro de los clusters identificados (UyBr y Ar) mostrd una
marcada disminucién de los loci con problemas. En el grupo Ar no se encontré ningun locus
fuera del equilibrio y sélo en uno se detectd deficiencia de heterocigotas debida a la posible
presencia de alelos nulos (FCA391). Un alelo nulo implica una mutacion en el sitio de union del
cebador, por lo que la misma sefial de deficiencia de heterocigotas para este locus deberia ser
registrada en todas las poblaciones. Sin embargo en el Unico caso donde este locus presenté
deficiencia de heterocigotas fue en el grupo de muestras de Argentina, por lo que es probable
que en realidad se deba a un efecto del bajo nimero de muestras. Es posible que no se haya
logrado representar toda la variacién de tamafos de alelos de este locus. El grupo UyBr aun
presenté tres loci fuera del equilibrio (FCA304, FCA096, FCA124) y tres con deficiencia de
heterocigotas (FCA304, FCA096, FCA126), siendo dos coincidentes. Es poco probable que estén
fuera del equilibrio debido a presién selectiva, por las mismas razones antes mencionadas.
Podia tratarse de errores de genotipado, otra posibilidad es que aun exista subestructuracion
dentro de la muestra, lo cual estd en linea con los resultados del Structure dénde en este
grupo existiria mezcla de dos o tres componentes genéticos.

El analisis de desequilibrio de ligamiento identific6 un caso en la muestra global
(FCA742/FCA043) y otro en el grupo UyBr (F42/FCA043), que no son los mismos ligamientos
aunque se repite el locus FCA043. Dichos loci se encuentran en distintos cromosomas del
genoma del gato domeéstico Felis catus (D4, C3 y Al respectivamente, Menotti-Raymond et al.
1999; Menotti-Raymond et al., 2012). El género Leopardus presenta una reduccion
cromosomica (2N=36) respecto al resto de los félidos incluido el gato doméstico (2N=38)
(Ximenez, 1975; Oliveira, 1998; Menotti-Raymond et al., 1999), por lo que la ubicacién de los
loci podria ser diferente. No existen estudios previos en el género Leopardus que utilicen esta
combinacion de microsatélites. Sin embargo el patrén de ligamiento encontrado parece ser
inconsistente entre grupos muestrales. No se registra ninguno de estos ligamientos en el grupo
de Argentina y si tomamos en consideracion sélo las muestras de Uruguay aparecen otras
combinaciones de ligamientos pero ninguno significativo luego de la correccién de Bonferroni
(FCA742/FCAA424, FCA424/FCA043, FCA124/FCA187). Por lo que es mas probable que se trate
de un efecto de la muestra a un ligamiento real, aunque se necesitaria aumentar el nimero de
muestras y repetir el andlisis. Otra posible causa del desequilibrio de ligamiento es

nuevamente la presencia de subdivision poblacional en la muestra, ya que si las frecuencias
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alélicas entre subpoblaciones difieren, pueden generarse asociaciones no aleatorias entre

alelos de distintos loci (Allendorf & Luikart, 2007).

Proporcion de sexos

La proporcion de sexos en la matriz global tiene una mayor proporcién de machos (2:1). Esto
podria representar la proporcion de sexos real de la poblacién, o podria tener un sesgo debido
a una mayor dispersién de los machos, y consecuentemente mayor mortalidad en carreteras o
por interacciones con actividades antrdpicas (Kamler & Gipson, 2000; Haines et al., 2005;
Pereira & Novaro, 2014). Esta vagilidad y mortalidad diferencial conduciria a una mayor
representacion de este sexo en una muestra oportunista como la del presente trabajo. Como
regla general se asume que la dispersion suele ser sesgada hacia uno de los sexos, los machos
en mamiferos (MBD, male-biased dispersal) y hacia las hembras en aves (Greengood, 1980;
Dobson, 2013). En la realidad este es un patrén complejo, dificil de probar y para el cual
existen confirmadas excepciones (Lowson & Perrin, 2007). Puede ser un parametro variable
incluso entre especies relacionadas, como el lince rojo o bobcat Lynx rufus que presenta MBD
(Janecka et al., 2007; Croteau et al., 2010) mientras el lince de Canada Lynx canadensis no
(Campbell & Strobeck, 2006; Row et al., 2012). En el caso del gato montés no esta comprobado
gue exista MBD, aunque algunas caracteristicas observadas en otros trabajos, como el area de
actividad usualmente mayor en machos que hembras y menor solapamiento entre machos
(Johnson & Franklin, 1991; Manfredi et al., 2006; Pereira et al., 2015), la mayor proporcion de
machos en areas modificadas posiblemente por eventos de recolonizacion (Pereira et al.,
2011) y el movimiento hacia nuevas dreas muchas veces en abandono de su dmbito de hogar
mas comun en machos (Johnson & Franklin, 1991), apuntan en esta direccién. Para Uruguay
aun debe ser confirmado si el exceso de machos en la muestra representa la proporcidon de

sexos real en la regién o es generada por MBD.

El set de microsatélites utilizado en este trabajo puede ser adecuado para dilucidar si existe
dispersién diferencial de los sexos, pero con otro tipo de muestreo. Se requiere un mayor
numero de individuos en pocas poblaciones en lugar de pocos individuos muy distribuidos, y

rango generacional acotado (Goudet et al., 2002; Pugnolle & Meeus, 2002).
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Estructuracion genética

El analisis con Structure identifica dos o tres grupos genéticos. La simulacién con mayor
nimero de iteraciones/réplicas se espera que refleje procesos de estructuracion mas
profundos, este es el caso de la segunda simulaciéon que devuelve el resultado de dos grupos
genéticos. El tercer grupo genético que se obtiene en la primer simulacidn, con parametros
menos exigentes, puede estar mostrando un proceso mds actual o con una seifal genética

menos clara en el conjunto de muestras analizado.

Para el caso de dos grupos se ve una correlacion espacial clara, donde las muestras de
Argentina corresponden a un grupo genético representado mayoritariamente por el color
verde, mientras las muestras de Uruguay y Brasil conforman otro grupo representado por el
color rojo con mucha mezcla con el componente genético representado por el color verde
(Figuras 10 y 11 superior). En los graficos de tortas por paises se aprecia como el grupo de
muestras de Argentina se compone en mds de un 80% de un componente genético
(componente verde, Figura 11 superior), en cambio tanto el conjunto de muestras de Uruguay
como las de Brasil estdn divididos cercano al 50-50% de cada componente genético. Esto
marca como el conjunto de muestras de Uruguay y Brasil a nivel biolégico conforman una
misma unidad genética, en tanto las muestras de Argentina constituyen una unidad genética
diferente. Estos resultados se ven respaldados por los valores obtenidos en el indice de
fijacion. Los valores de Fst por paises muestran que Uruguay y Brasil se comportarian como
una Unica poblacion (valores de Fst cercanos a cero sin significancia estadistica), pero ambos
tienen diferencia estadisticamente significativa con Argentina. El indice de fijacion entre los
grupos Uruguay-Brasil vs Argentina sugiere que la diferencia es de baja a moderada (Fst<0,05),
considerando que una fuerte estructuracion ocurre a partir de valores de Fst=0,2 (Beebee &
Rowe, 2008), pero estadisticamente significativa (p<0,005). Este valor estd acorde con la
amplia mezcla genética observada en el grafico de Structure. Los valores de Fis y Fit dieron
cercanos a 0,1, esto indica un leve apartamiento de la panmixia y un leve apartamiento del
equilibrio de HW en la poblacion global, posiblemente debida en ambos casos a la

estructuracién observada.

En la exploraciéon visual del AFC se observa una nube de puntos con todos los individuos de
Uruguay y Brasil mas algunos de Argentina, y otros de Argentina distanciados de la nube. Si
bien no se discriminan claramente los grupos, la tendencia concuerda con la leve
diferenciacion del grupo de Argentina y la alta mezcla encontrada. La varianza explicada por

estos factores es baja, por lo que ningun factor resulta clave para la discriminacion de los
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grupos sino que la varianza esta repartida entre todos los componentes. EI AFC por
poblaciones maximiza las diferencias por lo que no hay que tomarlo como indicador de grupos,
pero vuelve a reflejar que el grupo de Argentina es el mads diferente ya que lo separa en su eje

primario.

Mediante la identificacion de individuos migrantes con Geneclass2 se vio que la direccién del
flujo parece ser predominantemente unidireccional de Argentina hacia el este. Este flujo
unidireccional ya habia sido visualizado con el gréfico de Structure, sin embargo este resultado
debe ser verificado con un nimero mas equitativo de muestras en ambos clusters genéticos. El
numero de migrantes por generacion entre UyBr y Arg es cercano a dos. Cierto nivel de
conectividad entre subpoblaciones es esencial para mantener la variabilidad genética,
adaptacion local y prevenir la endogamia, considerandose como valores adecuados entre uno
y diez migrantes por generacién (Mills & Allendorf, 1996; Wang, 2004; Beebee & Rowe, 2008).
Un migrante por generacién corresponde al limite inferior de la cantidad de flujo génico
deseable, es considerado el umbral critico por encima del cual las poblaciones no divergiran
genéticamente a causa de la deriva genética (Wang, 2004). Las poblaciones o subpoblaciones
de las tres localidades de colecta (Argentina, Uruguay y Brasil) estarian por lo tanto

adecuadamente conectados.

En el escenario resultante del andlisis con el programa Structure de tres grupos genéticos las
muestras argentinas se mantienen diferenciadas del resto y aparece un nuevo cluster dentro
del conjunto UyBr. En este caso no se observa una correspondencia geografica clara que
explique los grupos genéticos representados por los colores rojo y azul (Figuras 10 y 11
inferior). Es necesario contrastar estos datos genéticos con unidades paisajisticas finas para
analizar si existe alguna asociacién que pueda estar explicando este patrén, como podria ser la
existencia de corredores bioldgicos. Otras factores que podrian estar influyendo son factores
etolégicos como el apareamiento entre vecinos, o preferencias individuales por ciertos tipos

de habitats relacionados con el lugar de nacimiento (Sacks et al., 2004).

Ademas, hay que tener en cuenta que en este analisis se estd visualizando lo que pasa en un
sector espacial bastante acotado, limitado al extremo Este del rango de distribucién de la
especie. Se necesita un mapa mdas completo para poder entender mejor los procesos
poblacionales. Quizds con mayor nimero de muestras de los sectores faltantes y un rango
geografico mas amplio se encuentre otro componente genético generando introgresion en
UyBr, o algln otro proceso poblacional que clarifique el patrén observado. De hecho cuando

solo se utilizan las muestras de Uruguay se reconoce un Unico grupo, una Unica poblacién
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panmictica, sin diferenciacién en clusters genéticos (Figura 12). Esto probablemente se deba a
la falta de genotipos mas extremos como referencia, que faciliten la estimacién de las
frecuencias alélicas de uno y otro grupo dentro de la muestra con mezcla genética (Pritchard
et al., 2000). Sélo cuando se analizan las muestras de Uruguay en conjunto con las de los
paises vecinos se observa que dentro de la poblacidon uruguaya existe mezcla de varios
componentes genéticos y se puede visualizar este patrén. Cabe destacar entonces la
importancia de generar colaboraciones con especialistas de distintos paises, en especial al

trabajar con especies de distribuciéon amplia.

Se encontré aislamiento por distancia significativo para el conjunto pero al descomponerlo el
mismo fue significativo para Argentina y Brasil por separado, pero no para Uruguay. Por tanto
la sefial de aislamiento por distancia que se obtiene en el conjunto refleja la sefial de las
muestras de Argentina y Brasil pero no representa la explicacion para los grupos genéticos
definidos con Structure, posiblemente exista algun otro factor restringiendo el flujo con
Argentina ademas del aislamiento por distancia. Se puede pensar en la barrera o restriccion al
movimiento que implica el Rio Uruguay. Si bien se menciond en la introduccién que el gato
montés es considerado un buen nadador y hay reportes de animales cruzando a nado rios de
30 metros de ancho (Johnson & Franklin, 1991), el Rio Uruguay tiene en promedio entre 1-2
km de ancho y alrededor de 10 km en los ultimos 100 km hasta su desembocadura. No es
esperable entonces que el Rio Uruguay sea facilmente sorteado por este felino. El aislamiento
por distancia, aislamiento por barreras o aislamiento por resistencia al paisaje pueden dar
sefiales muy similares en el test de Mantel (Cushman & Landguth, 2010). Por tanto es
necesario explorar estas otras opciones mediante matrices de resistencia o de grafos, y con un
numero de muestras equitativo a ambos lados del elemento a testear, en este caso el rio
(Cushman et al., 2006; Cushman & Landguth, 2010). Hacia el lado de Brasil la distribucién del
gato montés se extiende hasta el entorno del paralelo 30°S en Rio Grande do Sul (Trigo et al.,
2014), esto no es mucho mas al Norte de las localidades donde se tomaron muestras, por lo
que se podria predecir que no existirdn diferencias genéticas debidas al aislamiento por
distancia entre los individuos de gato montés de Uruguay y Brasil. La sefial de aislamiento por
distancia obtenida para las muestras de Argentina y Brasil refleja que hay otros procesos
actuando. El aislamiento por distancia es un subproducto comun de una variedad de procesos
del flujo génico, por lo que si bien puede existir un efecto de la distancia pueden haber a la vez

otros factores influyendo en igual o mayor medida (Murphy et al., 2008; Cushman et al., 2006).

Respecto a las hipétesis, si consideramos sélo la muestra de Uruguay se acepta la hipdtesis

nula, el gato montés tiene alta conectividad, sin distinguirse en Uruguay subgrupos o
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aislamiento por distancia, es decir que se comporta como una Unica poblacién panmictica.
Cuando analizamos todas las muestras incluyendo las localidades regionales se rechaza la
hipdtesis nula. El aislamiento por distancia no parece ser una explicacién suficiente ni para la
diferenciacién con Argentina ni para la diferenciacidon dentro del conjunto UyBr observado en
el escenario de tres clusters. Por tanto también se rechaza la hipdtesis alternativa uno,
manteniendo la hipétesis alternativa dos, considerando que elementos del paisaje establecen
una conectividad diferencial que ocasiona la estructuracion observada. Esto debe ser
corroborado desde una perspectiva de genética del paisaje. Los resultados obtenidos
concuerdan con lo esperado en base a las caracteristicas de la especie y drea de estudio. Una
baja diferenciacién genética es lo esperado para una especie generalista, con amplia vagilidad
y tolerancia a ambientes antropizados. La falta de estructuracién y aislamiento por distancia ya
ha sido reportada dentro del territorio para otra especie de similares caracteristicas, el zorro
de monte Cerdocyon thous (Grattarola, 2015). Hacen falta igualmente estudios a micro escala
para comprender si hay zonas de preferencia por dénde esta ocurriendo el flujo. La conexion
entre Uruguay y Rio Grande do Sul ya ha sido sugerida por Gonzalez & Martinez-Lanfranco
(2000) para la mastofauna uruguaya, y resultados genéticos en especies de mamiferos como el

aguara guazu Chrysoccyon brachyurus apuntan en la misma direcciéon (Mannise, 2013).

No se detectaron cambios significativos en las frecuencias alélicas a lo largo del tiempo, lo cual
implica que no han existido hasta el momento marcados procesos poblacionales como ser
cuellos de botella o expansion poblacional que afectaran significativamente a la poblacion.
Idealmente este resultado deberia acompafiarse por un estudio demografico que constituyera
una segunda fuente de informacién, pero no existen en Uruguay datos que permitan hacerlo.
Podria explorarse sin embargo la historia demografica a partir de los mismos datos genéticos
mediante un método coalescente (Wu & Drummond, 2011; Nikolic & Chevalet, 2014), aunque
esto no constiruye una fuente de informacién independiente. La UICN plantea que el gato
montés tiene una tendencia poblacional estable, lo cual concuerda con lo propuesto en este
trabajo. Por otro lado los efectos derivados del cambio de uso y cobertura de la tierra
ocurridos en el pais comenzaron en el 2000 y se profundizaron a partir de la zafra 2002-2003
(MVOTMA/DINAMA, 2013), por lo que su sefial genética podria no haberse plasmado atn en la
poblacidn. Existe un lapso de tiempo a considerar entre la ocurrencia de los procesos que
generan la estructuracion genética y que la sefial genética en respuesta a dichos procesos sea
detectable, en particular cuando el tamafo poblacional efectivo es grande o la dispersidn baja
(Anderson, 2010; Landguth et al., 2010). Para organismos con capacidad de dispersion

relativamente alta (>20Km) como es el caso del gato montés (Johnson & Franklin, 1991; Cuellar
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et al., 2006; Pereira & Novaro, 2014) se requieren alrededor de cinco generaciones para
detectar la aparicién de una barrera y alrededor de 15 generaciones para que desaparezca la
sefial de una barrera que dejé de existir (Murphy et al.,, 2008; Landguth et al., 2010).
Considerando un tiempo generacional de entre 2 y 4 afios (Nowell & Jackson, 1996; Foreman,
1997; Pereira & Aprile, 2012), la aparicidon de una barrera seria detectada en un plazo de 10-20
afios y la desaparicion en uno de 30-60 afios. Los tiempos de generacion manejados sugieren
que la ventana temporal que estamos observando corresponde a acontecimientos ocurridos
hasta el 2000. El impacto de la alteracién de habitat sobre la especie ocurrido en la ultima
década deberd ser estudiado en futuras generaciones. A pesar de que el gato montés es
considerado una especie comun, los estudios sobre su dindmica poblacional y conectividad en
el territorio son escasos. Este es el primer esfuerzo realizado en este sentido en el extremo
Este de su rango de distribucién. Actualmente se estd desarrollando un proyecto en la
tematica liderado por el Dr. Javier Pereira en Argentina
(http://museoscasso.com.ar/2016/06/22/proyecto-gato-montes-nuevos-materiales/), con el

cual serd interesante contrastar los resultados obtenidos.
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Unidades de manejo e implicancias para la conservacion

Si bien no existe un marco general para determinar a qué tasa de dispersidn las poblaciones
estdn demogréficamente correlacionadas, algunos estimadores genéticos basicos pueden
proporcionar un primer acercamiento. Wang (2004) propone usar la regla de “un migrante
efectivo por generacion” (N.m=1) como una pauta minima para determinar que dos
poblaciones pertenecen a unidades de manejo distintas. Por otro lado Waples & Gaggiotti
(2006) proponen un criterio menos estricto considerando un valor de Fs> 0,05, lo cual implica
un umbral de menos de cinco migrantes efectivos por generacién (N.m< 5). Por otro lado
Palsbdl et al. (2006) argumentan que estos son criterios simplistas y en cierta medida bastante
arbitrarios, por lo que en realidad se requieren estudios mas profundos, que atiendan a la
relacion entre las caracteristicas demograficas y la dindmica poblacional genética especifica de
la especie en estudio. También otros autores plantean que se debe atender ademas a los
aspectos ecolégicos, evolutivos y de amenazas que hacen al cardcter distintivo de las

poblaciones (Moritz, 1994; Crandall et al., 2000; Napolitano et al. 2014).

De acuerdo a los criterios genéticos basicos calculados en este trabajo, no puede considerarse
que el conjunto Uruguay-Brasil sea una unidad de manejo diferente a la de Argentina
(Nmyyer/ar=1,83; Fstyyaya=0,042). Sin embargo el nimero de migrantes y Fst estan cerca de los
limites establecidos y la diferenciacién genética encontrada es significativa. Los grupos
identificados ademas coinciden en cierta medida con los limites geograficos de las subespecies
L. g. paraguae (Uruguay-Brasil) y L. g. geoffroyi (Centro-Este y Sur de Argentina) propuestas
por Ximenez (1975) y Wozencraft (2005). Estas clasificaciones se basan principalmente en
medidas morfoldgicas y patrén del pelaje. Si bien en estudios posteriores las divisiones
propuestas no son validadas a nivel de subespecies (Johnson et al., 1999; Nascimento, 2014), si
parece existir una division a nivel de poblaciones que se refleja tanto en la variabilidad
genética como en aspectos morfoldgicos. Por lo tanto habria que considerar esta variabilidad
encontrada a la hora de desarrollar politicas de manejo y conservacién para la especie. La
determinacién de si constituyen o no dos unidades de manejo diferentes requiere un andlisis
mas completo y profundo, que integre informacién proveniente de distintas aproximaciones y

campos de la biologia.

Los resultados de este trabajo también destacan que mantener los puntos de conexidn con los
paises vecinos es fundamental para la dindmica y conservacién de la especie en Uruguay, asi
como la importancia de desarrollar politicas de conservacién e investigacidon conjuntas. Esto

debe ser tenido en cuenta a la hora de establecer estrategias de manejo para la especie.
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CONCLUSIONES

Este trabajo pone de manifiesto la necesidad de aumentar el esfuerzo de muestreo en
mamiferos medianos y establecer colaboraciones, que contribuyan a actualizar las colecciones

y generar informacion de las especies a nivel pais.

Durante este trabajo se desarrollaron técnicas para una rapida identificacion de la especie y
asignacion del género en muestras de felinos, que gracias a su precision y bajo costo son
incorporaciones de gran valor al conjunto de herramientas moleculares para el estudio de

félidos neotropicales.

La poblacién de gato montés Leopardus geoffroyi de Uruguay es una poblacidn bien conectada
en todo el territorio, que mantiene altos niveles de variabilidad genética y bajo grado de

endogamia, con intercambio genético tanto con individuos de Brasil como de Argentina.

No se detectan cambios significativos en las frecuencias alélicas a lo largo del tiempo, esto
sugiere que la especie no ha sufrido hasta el momento procesos poblacionales profundos en la

region de estudio, o estos no han generado una sefial genética aun.

Los individuos de Uruguay y Brasil pueden ser considerados una Unica poblacidn, levemente
diferenciados de los de Argentina. Esto concuerda con lo esperado en base a la continuidad
ecolégica que existe a través de la frontera seca entre Uruguay y Brasil. El Rio Uruguay permite
un moderado flujo génico entre las poblaciones, estimado en dos migrantes por generacion,
sin representar una gran barrera para la especie. Se identificd el aislamiento por distancia
como uno de los factores que estdn generando la estructuracidn pero otros factores de

resistencia al movimiento deben ser explorados.

El componente genético que predomina en Argentina aparece también en alto porcentaje en
las muestras de Uruguay y Brasil por lo que se entiende que el flujo es mayormente
unidireccional de Argentina hacia el Este. Esto debe verificarse con mayor nimero de muestras

de Argentina.

Si bien no se diferencian unidades de manejo de acuerdo a los criterios genéticos basicos, la
diferenciacidon encontrada amerita profundizar el analisis e integrar informacién proveniente
de distintos campos de la biologia. La poblacién de gato montés uruguaya debe manejarse
mediante politicas de conservacién conjuntas a nivel regional teniendo en cuenta la variacién

genética encontrada.
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Los resultados reafirman lo que se conoce hasta el momento sobre las caracteristicas de la
especie que lo presentan como un animal adaptable con gran capacidad de dispersién, no

encontrando grandes barreras en esta zona de su area de distribucion.

Este es el primer trabajo genético y poblacional del gato montés en el extremo Este de su
rango de distribucidn. Proporciona una foto de la realidad, una imagen de la situacién de la
especie en un espacio y tiempo acotados, que contribuye a entender su dindmica poblacional y
a evaluar su estatus de conservacion. Ademas establece una base contra la cual contrastar
estudios futuros. Constituye un insumo para conocer mas acerca de su ecologia y evaluar el

estado de amenaza de la especie a nivel internacional y para Uruguay.
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PERSPECTIVAS

Aumentar el nimero de muestras y la extensidn regional de analisis.

Implementar un analisis demografico a partir de los datos moleculares mediante un método

coalescente.

Estudiar la existencia de dispersion ligada al sexo mediante una aproximaciéon molecular con el
set de loci de microsatélites caracterizado. Para ello sera necesario intensificar el esfuerzo de

muestreo en localidades acotadas.

Contrastar matrices de distancia genética con unidades ambientales y matrices de costo

ecoldgico para incorporar el nexo genética-paisaje.

Analizar el grado de restriccion al movimiento que representa el Rio Uruguay para este y otros
mamiferos terrestres a partir de un muestreo equitativo a ambos lados del rio, e indagar de
gué manera ocurre el flujo a través del Rio Uruguay y cudles son los ambientes que actlan

como principales conectores con Brasil.

Profundizar en la determinacion de si Uruguay-Brasil y Argentina corresponden a distintas
unidades de manejo. Repetir el andlisis con mayor nimero de muestras de Argentina e
incorporar datos demogréficos, ecoldgicos, evolutivos y de amenazas que caracterizan a cada

uno de los grupos.

Repetir el andlisis con mayor nimero de muestras colectadas de aqui a cinco o diez afios. Esto
asegurara trabajar con una ventana generacional acotada en la cual visualizar los cambios en el

uso del suelo ocurridos en la tltima década.

Complementar el andlisis genético mediante la incorporacion de un marcador mitocondrial,
como la regidén control (D-loop). Esto aportard una aproximacion filogeografica que puede

complementar la historia a partir de sefiales de procesos mas antiguos.

En referencia a las técnicas moleculares se espera continuar con el desarrollo, testeo y puesta
a punto de la sonda para gato de pajonal (Leopardus braccatus), lo cual tendrd una
aplicabilidad inmediata en la investigacion de los félidos de Uruguay. También se podria
indagar en el disefio de una sonda para puma (Puma concolor), y a la luz de los nuevos registro
del pais para yaguarundi (Puma yagouaroundi) (Grattarola et al., 2016), aunque la aplicabilidad
en este caso seria mas limitada. Mejorar el desempefio de la técnica de sexaje mediante el

disefio de un cebador reverse que hibride con igual eficiencia en los fragmentos X e Y.
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Anexo |. Muestras analizadas. Para cada muestra se detalla el pais de procedencia, el acrénimo con que fue ingresado a la coleccion de tejidos y ADN del

Departamento de Biodiversidad y Genética del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable, la coleccion de la cual procede la muestra y el tipo

de muestra. Se presenta también el afio de colecta, datos de localidad y regionalizacion dentro del pais en departamento (Dpto.), provincia o estado segun

el caso. Las coordenadas geograficas en grados decimales y la determinacion del sexo.

IIBCE=coleccion del Departamento de Biodiversidad y Genética del Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable. MNHN=coleccién del Museo Nacional de

Historia Natural. ECOBIO=muestra procedente del proyecto rutas (http://impactorutasecobiouy.blogspot.com.uy). BA y ER=cddigos de las muestras proporcionadas por

Javier Pereira. blLge= cddigos de las muestras proporcionadas por Tatiane Trigo y Caroline Espinosa. MCNT= colecciéon del Museu de Ciéncias Naturais da Fundagdo

Zoobotanica do Rio Grande do Sul, proporcionadas por Tatiane Trigo y Caroline Espinosa. M=macho, H=hembra.®=sexo en datos de origen, ml_sexo determinado por

técnicas moleculares. Los casilleros en rojo marcan errores en la asignacion de sexos, se presenta el dato de origen.

Nro Pais Acrénimo 1IBCE Coleccion Muestra Afo Localidad Dpto./Provincia/Estado Latitud Longitud Sexo
1 Uy u33 IIBCE tejido 1999 R.9 km 216 (viniendo de Montevideo pasando 300 mts del km 216) Montevideo -34.4721 | -54.2585 | H™
2 Uy U36 1IBCE pelos 2000 Parque Lecocq, procedencia original Minas Lavalleja -34.3645 | -55.2334 | M™
3 Uy u38 IIBCE sangre 2000 Parque Lecocq, capturado en la zona Montevideo -34.7919 | -56.3325 | m*™
4 Uy ua7 1IBCE pelos 2004 Muestra tomada en el almacén Fimosi. Cazado cerca de Pueblo Vera Salto -31.6000 | -56.8123 ?

5 Uy u48 1IBCE sangre 2004 Parque Lecocq, gato capturado en las cercanias sin ingresar al parque Montevideo -34.7919 | -56.3325 | m*™
6 Uy us1 IIBCE tejido 2004 Arerungua Salto -31.6519 | -56.6617 | M*™™
7 Uy us2 IIBCE tejido 2004 Arerungua Salto -31.6519 | -56.6617 | m*™
8 Uy us3 IIBCE tejido 2004 Arerungud Salto -31.6519 | -56.6617 | H™™
9 Uy us4 IIBCE tejido 2003 Arerungua Salto -31.6519 | -56.6617 | M™
10 Uy us7 IIBCE tejido 2006 Atropellado Luis Batlle Berres Montevideo -34.7919 | -56.3325 | M™
11 Uy us8 1IBCE sangrey pelos | 2006 Parque Lecocq, Donado por Dinama Montevideo -34.7919 | -56.3325 | M™
12 Uy us9 IIBCE pelos 2006 Nacida en Parque Lecocq, madre y padre capturados en la zona Montevideo -34.7919 | -56.3325 Ho
13 Uy u70 1IBCE sangre 2012 Parque Lecocq, capturado en la zona Montevideo -34.7919 | -56.3325 | H™
14 | vy u71 IIBCE sangre 2012 Parque Lecocq, capturado en la zona Montevideo -34.7919 | -56.3325 | H™
15 Uy usl 1IBCE tejido 2013 Ruta 8 Km436, Centurion Cerro Largo -32.1470 | -53.7990 | H™
16 | uy U82 MNHN6408 tejido 1995 R.9 km189 Rocha 34,6320 | -54.4620 -
17 Uy U104 1IBCE pelos y sangre | 2014 Parque Lecocq, capturado en la zona Montevideo -34.7919 | -56.3325 | M™
18 | vy U108 IIBCE tejido 2014 R 10 km 256 Rocha -34.4422 | -53.9303 | H™
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Nro. | Pais | Acrénimo IIBCE Coleccion Muestra Ao Localidad Dpto./Provincia/Estado Latitud Longitud Sexo
19 | vy U112 IIBCE tejido 2014 R 26 km 426, cercanias Melo Cerro Largo -32.4290 | -54.1590 | H™
20 Uy U120 1IBCE pelos 2014 Zoo Santa Teresa, capturado en dpto. de Rocha Rocha -34.0328 | -53.5397 | M™
21 | Uy U121 IIBCE tejido 2014 R9 préximo a camineria Rocha -34.3937 | -54.1064 | H™
22 Uy U123 MNHN305 tejido 1956 Artigas, Paso de Ramos, Rio Cuareim Artigas -30.1540 | -56.7860 | M™
23 Uy U124 MNHN3168 tejido 1988 Flores, A2 Porongos, 3km al W de Paso de las Muchas Flores -33.3970 | -56.8340 | mM™
24 | uy U128 IIBCE tejido 2014 Campo cerca a Reserva Talice Flores -33.5027 | -56.9531 | M™
25 Uy U129 MNHN309 tejido 1957 Santa Lucia Chico Florida -34.2850 | -56.3140 | H™
26 | Uy U130 EMG1088 tejido 2011 Quebrada de los Cuervos Treintay Tres -32.8070 | -54.4500 | M™
27 | uy U131 MNHN1265 tejido 1963 Lavalleja, Estancia Bella Vista, Zapican Lavalleja -33.5270 | -54.9550 | HP™
28 | uy U134 MNHN2022 tejido 1971 A¢ del Tigre 3km aguas arriba de barra con R. Cuareim Artigas -30.7370 | -56.1340 | HP™
29 | uy U13s MNHN1352 tejido 1957 A2 Tres Cruces Grande Artigas -30.2910 | -57.1400 | m*™
30 Uy U136 MNHN4738 tejido 1999 Isla del Padre, Rio Uruguay, frente a granja Perroni Artigas -30.4360 | -57.7760 | Mm%
31 | vy U138 MNHN4784 tejido 2004 Entrada a Punta Ballena Maldonado -34.8970 | -55.0380 | m*™
32 Uy U139 1IBCE tejido 2014 R60 Km31 Rocha -34.6414 | -55.2472 H™
33 Uy U140 MNHN4739 tejido 1994 Rio Cuareim, desembocadura del A2 Yacaré Cururu Artigas -30.1020 | -57.0640 | M™
34 Uy U141 MNHN4666 tejido 2004 Rio Negro, Paso Aguiar Cerro Largo -32.2980 | -54.8400 Vi
35 | uy U142 MNHN2478 tejido 1971 A2 Cololé Soriano -33.0900 | -57.9250 | HP™
36 Uy U143 MNHN1619 tejido 1964 A2 Tigre Colonia -34.1600 | -58.1440 Ho
37 Uy U144 MNHN2021 tejido 1971 A2 del Tigre 3km aguas arriba de barra con R. Cuareim Artigas -30.7370 | -56.1340 -
38 Uy U145 MNHN4737 tejido 1999 CALNU — 10 km al S de B. Unidn Artigas -30.3440 | -57.6310 M
39 Uy U152 1IBCE tejido 2013 Ruta 9 km 80,500 sobre puente de Arroyo Solis Grande Canelones 347111 | -55.4445 | M™
40 | Uy u1s4 IIBCE tejido 2013 R. 26 Paysandu -31.8873 | -56.9519 | M™
41 Uy U166 ECOBIO tejido 2015 R8 km30 Canelones -34.7172 | -55.9473 [ M™
42 | Uy U167 ECOBIO tejido 2015 R11 km9 San José -34.3530 | -57.0352 | M™
43 Uy U181 1IBCE tejido 2015 R5 km193 Durazno -33.3147 | -56.4959 | M™
44 Uy U182 1IBCE tejido 2013 Cerro Largo sin datos. Se ubica en el centro del departamento Cerro Largo -32.2905 | -54.1605 | M™
45 Uy U183 ECOBIO tejido 2015 R 109 Maldonado -34.3192 | -54.6387 | M™
46 Uy U186 1IBCE tejido 2015 Cafiada de Acegua, R8 Km441 Seccional 5ta Cerro Largo Cerro Largo -32.0039 | -54.1338 | M™
47 | Uy u1ss IIBCE pelos 2016 Melilla Montevideo -34.7451 | -56.2789 [ m®™




Nro Pais | Acrénimo IIBCE Coleccion Muestra Ao Localidad Dpto./Provincia/Estado Latitud Longitud Sexo
48 | Uy U190 IIBCE feca 2015 Reserva Natural Salus Lavalleja -34.3806 | -55.3007 [ M™
49 Uy U191 IIBCE feca 2015 Reserva Natural Salus Lavalleja -34.3985 | -55.3265 | H™
1 Ar u3 1IBCE tejido 1999 Ruta provincial 76, Partido de haprida Buenos Aires -37.3013 | -60.7138 | M™
2 Ar ua 1IBCE tejido 1999 Punta Indio, sobre ruta Provincial 11, Partido de Punta Indio Buenos Aires -35.3730 | -57.3330 | M™
3 Ar u7 1IBCE tejido 1999 Ruta Provincial 11, Rincdn de Viedma, Partido de Chascomus Buenos Aires -35.6620 | -57.3270 | M™
4 Ar U9 1IBCE tejido 1999 Pta. Lara, Partido de Ensenada Buenos Aires -34.8392 | -57.8733 [ m™
5 Ar ui13 1IBCE tejido 1998 Esq. De Crotto, Ruta provincial 11, Partido de Tordillo Buenos Aires -36.3011 | -57.3813 | m™
6 Ar u14 1IBCE tejido 1999 Reserva Provincial La Saeada Gde. Partido de Madariaga Buenos Aires -37.0679 | -57.1726 | M™
7 Ar ui1s 1IBCE tejido 1999 Ea Ensenada de San Martin, Partido de Castelli Buenos Aires -35.8864 | -57.6772 | H™
8 Ar U146 BA10 tejido 2009 R 7, pasando Lujan Buenos Aires -34.5385 | -59.1648 | H™
9 Ar U147 BA16 tejido 2009 Diego Gaynor Buenos Aires -34.2825 | -59.2278 | H™
10 | Ar U149 BA62 tejido 1999 Delta del Parana Buenos Aires -34.0467 | -58.3883 | M™
11 Ar U150 ER18 tejido 2011 R 14, a 19 km de Ceibas Entre Rios -33.3519 | -58.7263 [ M™
12 Ar U151 ER19 tejido 2011 R 12, a 5km de Ceibas Entre Rios -33.5408 | -58.7919 | M™
1 Br U157 blLge75 tejido 2003 Municipio de Arroio Grande, Rio Grande do Sul, Estancia Santa Helena Rio Grande do Sul -32.1777 | -52.9920 | H™
2 Br U158 blLge76 tejido 2004 | Municipio de Arroio Grande, Rio Grande do Sul, Estancia Santa Helena Rio Grande do Sul -32.1777 | -52.9920 | m™
3 Br U159 blLge78 tejido 2004 | Municipio de Rio Grande, Rio Grande do Sul, Esta¢do Ecoldgica do Taim Rio Grande do Sul -32.5766 | -52.5611 | M™
4 Br U160 bLge28 tejido 1997 Rodovia BR-116, entre municipios de Tapes e Arambaré Rio Grande do Sul -30.7516 | -51.6344 | M™
5 Br U161 MCNT006 tejido 2000 Estado:RS, Municipio: ltaqui Rio Grande do Sul | -29.1902 | -56.5367 | m®™
6 Br U162 MCNTO030 tejido 2000 Estado:RS, Municipio: Alegrete Rio Grande do Sul -29.7788 | -55.8195 | m*™
7 Br U163 MCNTO036 tejido 2006 Estado:RS, Municipio:Pelotas, Localidad:Vale do quilombo Rio Grande do Sul -29.3893 | -50.8429 | Heo™
8 Br ule4 MCNTO038 tejido 2005 Estado: RS, Municipio: Guaiba, Localidad: BR116 Rio Grande do Sul -30.1561 | -51.3721 | m™
9 Br U165 MCNTO039 tejido 2006 Estado:RS, Municipio: Pelotas Rio Grande do Sul -31.6601 | -52.3340 | He™
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Anexo Il. Matriz de genotipos. Se detalla el pais de procedencia de cada muestra: Uruguay (Uy), Argentina (Ar), Brasil (Br). Para cada locus se muestran los

dos alelos caracterizados para cada muestra (all y al2) y el multiplex al cual pertenece. La ausencia de datos estd codificada como "000".

Multiplex A Multiplex B Multiplex C Multiplex D

Pais | Muestra FCA304 FCA742 FCA096 FCA124 F42 FCA391 FCA126 FCA424 FCA146 FCAO43 FCA 187

all | al2 Jall | a2 |all| a2 [all]| al2 Jall] a2 |all]| al2 |all] a2 |all| a2 |all] a2 |all]| al2 |all] al2
Uy | U33 [108]110(113|125|210|210|175(179|216|234|223|227|126]|128(176|182|130|134|117(119]167|171
Uy | U36 [(108]114(117]|125(210|210]|179|183|228(234|227(231|128|130(176]|176(134|134|117|125]|163|167
Uy | U38 |114]116|101|117|(206(214]|175]|187|220|230(223|223]120]|122|176|176(130(136]119|125]|169|171
Uy | U47 [108]114(121]|147|208|210]|179(179]|242|246|223|239]|118|128(168|176(128|130|117|121|167|169
Uy | U48 (108]114(117|121|216|222|187|187|220(234|223|223|122|126(176]|176(130|134|125|129|171|175
Uy | U51 [108]108|099|107|202|202]|175|175]|230(242|223|235]|120|122(176]|176(130|132|125|131|167|169
Uy | U52 [108]108(101]|117|206|218|175|175]|222(238]|219|235]|122|122|176]182(132|134|119|125|167|169
Uy | U53 [112]114(125]|147[210]|222]179|183|216(246|223[231|122|122(172]1182(132|136|115|121|163|167
Uy | U54 (106]106|121|121|210(214]|179(183|222|226|223]223(118]|128(176|182|134|134]119(125]|169(173
Uy | U57 [108]108|117|125|200|200]|179(183|216|246|223|231|122|128(176|176(134|136|119|127|167|167
Uy | U58 [108]114(101|125|222|224|175(187|220|234|223|229|124]1124(176|176|130|136]|119(127]169(171
Uy | U59 (114]116(117]|117|{000|000|179(179]|220(230|219|223|126|128|176]180(000|000|119|125|167|175
Uy | U70 (108]108(117|117|188|188|175(179|234(242]|219|223|130|132(176]|176(000|000|119|123|169| 169
Uy | U71 [114]124(117]|117|000|000]|175(179]220(220]|000|000|122]122|(176]|176(134|136|117|123]|169| 169
Uy | U881 [108]110(117]|121|200|200]|175(201]|216(230|223|223|124|132(176]|176(116|132|117|119|167|167
Uy | U882 [000]000[000]|000|202|210]|175|175]|222(230]|223|223|118]128(176]|180|134|134|117|123]167(171
Uy | U104 (108]114(101|133|200|200|175(179|230(234|223|227|122]122|176|176|132|134]119(125]|167 (171
Uy | U108 [108]116[101|125|212|220]|175(179]|230(230|223|231|122|126(176]|176(130|136|119|123|167|169
Uy | U112 [108]114(101|133|210|218|175(183|234(242|223|235|118|124(176]|176(134|134|119|127|169|175
Uy | U120 (112]114(101]|121[192|210|175(175|226|234|223|227|122|122|176]|176(134| 134|119 131|167 | 169
Uy | U121 (000 000|101]|121|{000|000|179|183|222(242|223|223|122|122(182]182(130|134|119|121|163|167
Uy | U123 [108]114(113]|113|200|200|175(179]|220(|250|223|235]|120|122(176]|176(124|136|125|125|167| 169
Uy | U124 [116]116[117]|125[000|000|171|175]|222|230|227|235]|120|122|176]|176(132|134|117|127|167| 169
Uy | U128 (108108 | 113|117|196|214]|179|187|220(226|231|235]|120|122(176]180(130|134|115|117|167| 169
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Uy | U129 1112112113121 )1206]|212]|183|187]|220]|222|231|235]|122]|122]176]|180]128]|132|119]|121]|167]|169
Uy | U130 |112]112]101]|129]|194|206|175|175]|222|226|231|231|122|126|176|176|134|136|119|121|165]|167
Uy | U131 | 108108 125]|129]|206|208|175|175]|222|226|227|231]|118]|122|176|180|130|134|115]|121]|169]|169
Uy | U134 1112124101113 000|000|175]179]222]|230|000|000]|128]|130|176]|180]116]128]|119]|129]|167|175
Uy | U135 |1114]1141117]|133|000|000|175]|183]|216|246|227|227]|122]|122|176]|180]|132|134|117]|119]|167]|167
Uy | U136 | 116]116]117]|125]000|000| 175|183 |222]|246|219|227]|120]|122|176|176|116|132|125]|125]|167| 167
Uy | U138 | 116|116|101|129]|206|218|175|175]|222|226|227|231]|122]|126|176|180|134|136|119|121]|165]|167
Uy | U139 |108]108]125]|125]|210|218|171|175]220]|222|219]|231]|122]|122]168|176]132|134|117]|121]169]169
Uy | U140 | 108|108 117]|125]|198]|210|183|183]|220]|222|201|227|122|122|176|176|132|134|119|127|163|171
Uy | U141 |112)112]099]|129|178|184|175|175]|222|226|231|231]|122]|122|176|180|132|134|119]|121]|165]|167
Uy | U142 |1112(114]121|125]|184|184|179]|179(216|234(219)|223[128]128(176]176|124]134|125]129]|167|175
Uy | U143 |132]|138]|117]|125]200|200]|179]|187]|222|234|219]|231]|122|128|176|176|136]|136|119|127|169|171
Uy | Ul44 1108(124]101|101]|000|000|175]|175(222)234(227)1227(122]128(176]176(116]136]|119]127]|167[169
Uy | U145 | 118|118]121]|147|210]|210|175|175]|234|246|223|227|122|122|176|176|136|138|125]|125]|167| 167
Uy | U152 | 112114117 ]|119]|202|210|171|175]|228|232|223|223|122|126|168|176|134|134|121|125|163|171
Uy | U154 | 114)116|125]|125]|204]|210|171]|175]|216]|230]|219]|223]|120]|130|176|176]|130]|130]|129]|131]|167]|167
Uy | U166 | 112114117 ]|125]|214|224|175]|179]|234|234|219]|227|120|122|174|174|134|134|119|121|167|171
Uy | U167 | 108|108 | 129|129| 188|212 |175|179|228|234|227|227|122|130|174|180|134|134|117|119]|167|175
Uy | U181 | 000|000]121]125]000|000|171|175]|216|246|223]|223]|122|130|176|176|116|130|117]|119]|167| 169
Uy | U182 | 108|116|117]|121|000|000|175]|175]|216|222|219|223|120|122|176|176|134|134|117|119|169|171
Uy | U183 |114]1141113]|121]1200|200|175]|175]|216|234|227|227]|122]|122|176]|180]|134]|134|119]|119]|171]|175
Uy | U186 | 108112117 125|000|000|175]|179]|230|234|231]|235|122]|126|176|176|132|132|125]|125]|165]|167
Uy | U188 | 114|116 121]|125]|192|206|175]|183]|234|246|231|231|122|126|176|176|130|130|117|125|167|171
Uy | U190 |112)112]101]125]|220]|226]|183|183|220]|226|223]|227|120]|126]176]|176]134]|134]|119]|125]|167|173
Uy | U191 | 108|114]|125]|125]|202]|214|175]|183]|222]|222|219]|223]|122]|126|176|176]|134]|134]|119]|125]|163|175
Ar U3 116]122]121)1125]000|000| 179|183 |234|234|227|227)|118)|128]|168|176]|130]|134]|125]|129]| 167|169
Ar u4 112(112)115( 1171222224171 |171|234|238[223]|227(122)130(168]176(132]132|125]129]|169( 169
Ar U7 11211141101 )1121]1214)1216|175]|187|234|242)|223|223]|120]124]|176]|176]132]|134|111]129]|167]|175
Ar uo 108(114)1115(121]1212|212]183|191[222]|234(223]|235[126]126(176]176(124]130|125]129]|167[175
Ar Ul3 |112]118]119|155|204|222]183|187|242|250|223]227]118|126|176]176]130]130]125]129]167]175
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Ar Ul4 [110(112(119]125[222[224|187|187[216|242|227[227[118|128[168[176|124(134[117[125[169[171
Ar Ul5 |114|114]101|113|208|208|175|187|234]|238]219]219]118|128|176]176]132]132]125]|129]|167]169
Ar | U146 |114]114]1113]121]212]228|183|187]|234]|238]219]223]|124]|124]1176]176]124]132]117]129]167]169
Ar | U147 |108(114(101|151(210(212]179|187|236]240]223]223]|118]120]168]176]124]|134]115]121]167]169
Ar [ U149 1112]120]117]129]000]000]183]187]218]232]223]1223]|118]|124]176]176]134]|134]119]119]167]167
Ar | U150 [112[114[121|121|216|218|179|179|232|232|223|223|124|124|168|176|130|134]119]121|171|173
Ar | U151 [108[112[{099|123|[000[{000|179|179|218|244|223[223[122|124|176|176|134|134|119|129|167|171
Br [ U157 1112]11241121)1125]206|210|175]|175|234|238|215]|227]|118]132]|176]|176]134]|136]|119]129]169]|175
Br | U158 | 108]114]121)121]220]220|171]|171)|220|234|223]|229]|122|128|176|176]116|134|119]|121|167]|167
Br | U159 |114]116]101)125]220)220)|171|175]|220]230|219]|231]|120|122]|176|176]132|134|119]|127]|167|175
Br | U160 |108]|124[113]|117[206]|212(175]|175[216]226(219]223|122|130|176[176]|124(134]|119(125]|171(171
Br [ U161 |108]110]121)125]194]1194|179]|183|216|242|215]|223]|120]|126]|176]|182]124]|136]|119]|125]|167]|167
Br | U162 |124|124(101]|101({212)212(171]1171(220]242|223|231|120({126|176(176]|130(134]|115(125]167|169
Br | U163 |102]112]125]129]|000|000|171|171|222)|234|225]|229]|120|122|176|176]132|136|115]|125]|169]|175
Br [ U164 | 000 000]099]117]000]000|175]|183]222)222)|219]223]|120|132]|176|176|134]134)|123)|131]|169]|171
Br | U165 | 000)000]121)121]200)200|175]|179]|230|234|219]|223]|122|128|176]|176]134|134]|119]|125]|167]|169
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