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Resumen

El gato montés (Leopardus geoffroyi, d"Orbigny & Gervais 1844) es un pequefio felino de
hébitos solitarios, principalmente nocturno, con origen en el centro de Argentina a partir de
donde comenzo su diversificacion y expansion por todo el sur de Sudamérica, habitando

una amplia variedad de ambientes tanto en areas pristinas como perturbadas.

Aungue su estado de conservacion es considerado de Preocupacion Menor (LC) por la
Sociedad Argentina para el Estudio de los Mamiferos (SAREM), su abundancia se ha
reducido principalmente por la caza paliativa, la fragmentacion y pérdida de su habitat y el
incremento de atropellamientos, lo que conlleva un desafio para su conservacion. Por
esta razon, el objetivo de este trabajo fue caracterizar la variabilidad genética de la
poblacién de gato montés del norte de la provincia de Buenos Aires, mediante el uso de
un marcador molecular mitocondrial. De las 22 muestras conseguidas se amplifico,
secuencio y analizd, junto a secuencias extraidas de la base de datos GenBank, un
fragmento de 646 pb del gen mitocondrial NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5), con
la finalidad de caracterizar la variabilidad genética e identificar posible estructuracion en

las poblaciones de gato montés.

Los analisis filogenéticos realizados sugieren que las poblaciones de Leopardus geoffroyi
pertenecientes a la regidon norte de la provincia de Buenos Aires, asi como las presentes a
lo largo de su distribucion, expresan un elevado nivel de variabilidad genética, carecen de

estructuraciéon poblacional y se encuentran en un proceso de expansion reciente.

Se han detectado cuatros individuos que evidencian un posible evento de hibridacion,

aunque se requiere de un estudio mas robusto para confirmarlo.

A partir de los resultados obtenidos se propone la utilizacion de otros marcadores
moleculares para llevar a cabo una investigacion que permita enriquecer el conocimiento
sobre la variabilidad genética de la poblacion de gato montés del norte de la provincia de
Buenos Aires, y generar informacién relevante para el planteo de estrategias de

conservacion y manejo para la especie.
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1. Lista de abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico.
ADNmt: ADN mitocondrial.

AP: antes del presente.

ATP8: ATP sintasa subunidad 8.
BOL: Bolivia.

BsAs: Buenos Aires.

BZ: Brasil.

CeBio: Centro de Bioinvestigaciones.
CENA: Centro de Argentina.
Cm: centimetros.

ER: Entre Rios.

Hap: haplotipo.

Kg: kilogramos.

LP: La Pampa.

m/v: masa sobre volumen.

Ma: millones de afios.

ML: maximum likelihood.

Mm: milimetros.

ND5: NADH deshidrogenasa subunidad 5.

NEA: Noreste de Argentina.

ng. nanogrameos.
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NJ: Neighbor joining.
NOA: Noroeste de Argentina.
PAT: Patagonia.

Pb: pares de bases.

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

RC: region control mitocondrial.
SF: Santa Fe.
URU: Uruguay.

pl: microlitros.
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2. Introduccion
2.1 Género Leopardus

Los principales linajes de felinos reconocidos actualmente se establecieron a través de un
breve periodo de tiempo evolutivo, hace entre 10,8 y 6,2 millones de afios (Ma) antes del
presente (AP), durante el Mioceno Tardio. La diferenciacion del linaje Ocelote, que
comprende al género Leopardus, data de hace 8 Ma AP y la aparicion de los humerosos
linajes de felinos que observamos actualmente se debe a un evento de diferenciacion
ocurrido entre 3,1 y 0,7 Ma AP (Figura 1; Johnson et al. 2006).

Li et al. (2016), mediante filogenia molecular, demostraron que tanto la divergencia como
la radiacion de los pequefios gatos de América del Sur se origind en América del Norte,
aproximadamente hace casi 10 Ma, antes de que el puente terrestre de Panama se
formara y permitiera la conexion entre los hemisferios Norte y Sur en el continente
americano. La creacion del puente terrestre entre América del Norte y América del Sur
hace 3-4 Ma permitié una de las migraciones de fauna mas impresionantes en la historia
de los mamiferos, el Gran Intercambio Bidtico Americano en el Plioceno tardio, cuya
consecuencia fue la introduccién de ciertos grupos de carnivoros en Ameérica del Sur,
entre los cuales se encuentran los miembros de la familia Felidae (Johnson et al. 1999;
Trigo et al. 2013).

América del Sur alberga 11 especies de félidos salvajes, de las cuales siete estan
incluidas en el linaje de los ocelotes y actualmente comprenden un uUnico género,
Leopardus (Gomez Fernandez et al. 2020). Este género, con una larga historia de
problemas taxondmicos, corresponde a un clado endémico de gatos neotropicales, con
porte mediano a pequefio que exhiben melanismo como una variante fenotipica en gran

parte de sus poblaciones naturales (Schneider et al. 2015).

La diversificacion inicial dentro del género Leopardus, datada entre 3,91 y 3,02 Ma AP
(Ruiz Garcia et al. 2018), actualmente comprende siete especies existentes
tradicionalmente reconocidas: ocelote (Leopardus pardalis), margay (Leopardus wiedii),
gato montés de los Andes (Leopardus jacobita), gato de las pampas (Leopardus colocolo),
huina (Leopardus guigna), tigrina (Leopardus tigrinus) y el gato montés (Leopardus
geoffroyi) (Trindade et al. 2021).
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Varios estudios moleculares centrados en el género Leopardus han revelado una historia
evolutiva compleja, que incluye diferentes episodios de hibridacion interespecificos (Trigo
et al. 2008, 2013; Li et al. 2016) y la existencia de especies cripticas (Trigo et al. 2008,
2013). Esta propension a la hibridacion se veria facilitada por la fuerte colinealidad entre
los genomas de los felinos y la reciente divergencia genética (Li et al. 2016), asi como la

gran similitud del cariotipo entre estas especies (Ruiz Garcia et al. 2018).

Andlisis recientes indicaron patrones de especiacién e hibridacion complejos entre al
menos cuatro especies dentro de este grupo, reportando el cruzamiento entre el gato
montés (L. geoffroyi) y una especie hermana del sureste de Brasil (L. guttulus) en una
estrecha zona hibrida en el sur de Brasil (Trigo et al. 2008, 2013; Trindade et al. 2021).
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Figura 1. Relaciones filogenéticas entre especies de felinos y taxones externos representados en un arbol

de maxima verosimilitud. Las inserciones/eliminaciones raras que admiten linajes como caracteres

cladisticos derivados compartidos se indican con una flecha (Johnson et al. 2006).
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2.2 Leopardus geoffroyi

El gato montés (Leopardus geoffroyi d"Orbigny & Gervais 1844), también conocido como
gato de Geoffroyi, es uno de los pequefios felinos mas estudiados de América del Sur. El
color de su pelaje oscila entre gris ahumado y ocraceo, mas intenso en el dorso y blanco
en el vientre. Presentan numerosas manchas negras, las cuales pueden agruparse de dos
en dos sobre su dorso, de unos 15 a 20 mm de didmetro. En la nuca y en la parte
posterior del cuello se observan tres a siete lineas oscuras longitudinales. Sus patas
tienen bandas transversales y la cola bandas estrechas que son bastante variables en su
distribuciéon (Ximénez 1975; Trigo et al. 2013) (Figura 2).

Figura 2: Leopardus geoffroyi. Fotografia: Lucia Martinez Retta.

Ximénez (1975) encontré que el cariotipo de la especie es 2n=36, el cual incluye 34
cromosomas autosdmicos metaceéntricos, un cromosoma X metaceéntrico pequefio y un

cromosoma Y submetacéntrico pequerio.

Esta especie presenta dimorfismo sexual en cuanto al tamafio, siendo los machos mas
grandes que las hembras (Johnson y Franklin 1991; Lucherini et al. 2006; Pereira et al.
2006), lo que permitiria reducir la competencia entre sexos por los recursos alimenticios
mediante la explotacién de presas de diferentes portes. En relacién a la longitud del
tronco, este varia entre los 45 y los 100 cm, y considerando su cola, entre 69-125 cm. Su

peso oscila entre los 2,2 y los 7,8 kg (Ximénez 1975; Trigo et al. 2008).

El estudio de la clasificacién taxondmica intraespecifica para el gato montés ha sido foco

de atencion para muchos investigadores. Ximénez (1975) y Wozencraft (2005) han
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propuesto la existencia de cinco subespecies putativas basandose en estudios
morfoldgicos y en el color del pelaje: L. g. geoffroyi, L. g. paraguae, L. g. euxanthus, L. g.
salinarum y L. g. leucobaptus. Nascimento (2014), reevalué las unidades taxonOmicas
para estos gatos mediante el uso de morfologia externa y craneodental, detectando un
alto grado de variacién morfoldgica, pero sin evidencia de division subespecifica. Por su
parte, Johnson et al. (1999), a partir del uso de marcadores nucleares y mitocondriales,
indican que la especie no presenta estructuracion de la variabilidad genética, sugiriendo
gue se ha mantenido como una gran poblacién panmictica sin barreras significativas al
flujo génico. GOmez Fernandez et al. (2020), mediante el uso de marcadores
mitocondriales, sugieren que L. geoffroyi constituiria una especie monotipica con uno de
los niveles mas altos de variabilidad genética dentro del género Leopardus, distribuida en
muchos biomas diferentes, apoyando la hipétesis filogenética propuesta por Johnson et
al. (1999) sobre la inexistencia de barreras al flujo génico.

En contraposicion, Bou et al. (2021) mediante la utilizacion de loci de microsatélites,
encontraron que las poblaciones de gato montés pertenecientes a la Sabana Uruguaya
tienen una identidad genética propia, ligeramente diferenciada de aquella correspondiente
a las poblaciones de la Pampa Humeda Argentina, sugiriendo la eficiencia del Rio

Uruguay como barrera al flujo génico.

2.2.1 Ecologia trofica

Se sabe que el patréon de actividad de los mamiferos carnivoros esta influenciado por una
serie de factores, incluidas las condiciones ambientales, el comportamiento social y la

interferencia de los competidores (Pereira et al. 2010).

El gato montés es considerado un depredador oportunista nocturno, que utiliza la
blusqueda activa como estrategia de caza (Pereira et al. 2012). Factores como la
abundancia de las presas, el tamafio de las mismas y la relacion costo-beneficio de su
consumo, influyen en los hébitos alimentarios de la especie (Johnson y Franklin 1991,
Novaro et al. 2000; Manfredi et al. 2004).

Los roedores sigmodontinos e histricognatos, asi como aves paseriformes, son las presas
mas frecuentes, mientras que la liebre europea (Lepus europaeus), los armadillos

(Zaedyus pichiy y Chaetophractus villosus), la mara patagénica (Dolichotis patagonum),
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las lagartijas y los anfibios constituyen recursos alimenticios alternativos (Canepuccia et
al. 2007; Bisceglia et al. 2008; Pereira et al. 2012; Guidobono et al. 2016).

2.2.2 Distribucion y Ecologia espacial

Los modelos de alimentacion 6ptima en relacion con el tamafio del territorio predicen que
las necesidades energéticas de un animal y la densidad del alimento disponible son
factores importantes que influyen en el tamafio del area de distribucién de los mismos
(Pereira et al. 2006).

L. geoffroyi puede dominar los gremios de gatos pequefios en habitats templados y
comparativamente abiertos. Caruso et al. (2012) establecen que esta supuesta
dominancia estaria relacionada con la gran plasticidad ecolégica del gato montés,
respaldada por las variaciones relativamente amplias en la dieta y el tamafio del area de
distribucion. La especie muestra una flexibilidad ecolégica muy alta, habitando
principalmente en ambientes aridos y semiaridos como el Desierto de Monte y la Estepa
Patagonica, pero también se la puede encontrar en una amplia gama de habitats
naturales que incluye matorrales, bosques secos, sabanas, pastizales, marismas y
estepas de los neotropicos subtropicales y templados, en areas pristinas y perturbadas
(Ximénez 1975; Perovic y Pereira 2006; Bisceglia et al. 2008; Cuyckens et al. 2016; Tirelli
et al. 2018). Por este motivo la distribucion del gato montés se extiende por todo el sur de
América del Sur (Figura 3), desde el centro de Argentina, donde se origind y comenzo su
diversificacion y expansion hacia la Patagonia Argentina, al sur, y hacia Brasil, Bolivia,
Chile, Paraguay y Uruguay, al norte (Nowell y Jackson 1996; Gémez Fernandez et al.
2020).
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Figura 3: Mapa de la distribucion de L. geoffroyi en Sudamérica dentro de la regiéon Neotropical (Pereira et
al. 2015).

Con respecto a la distribucion del gato montés en Argentina, el advenimiento de la
frontera agricola que caracteriza a dicho pais, con el consecuente incremento de la
actividad antrépica, habria determinado la migracion de L. geoffroyi a zonas marginales o
areas pristinas, sobre todo en las provincias con mayor actividad agropecuaria (Castillo et
al. 2008). No obstante, se han reportado e identificado ejemplares de L. geoffroyi en 22 de
las 23 provincias totales, no siendo observado sélo en la provincia de Tierra del Fuego
(Pereira et al. 2019).
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Manfredi et al. (2012) han mencionado dos factores principales como impulsores de la
seleccion de hébitats en el gato montés: (1) Cobertura densa, que facilitaria el acecho de
las presas y proporcionaria un refugio seguro para el descanso diurno y (2) la abundancia
de presas. Pereira et al. (2015) confirmaron que L. geoffroyi tiende a asociarse con areas
de cobertura mas densa en las zonas predominantemente abiertas de la mayor parte de

su distribucion.

Por otra parte, Cuychenks et al. (2016) estimaron la extensién de ocurrencia de la especie
en un area de 3.000.000 km?, en concordancia con el propuesto por la UICN (Unién
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza) (Pereira et al. 2015). Ambos trabajos
indican que las caracteristicas bioclimaticas mas importantes que afectan la presencia de
estos gatos parecen ser la estacionalidad de la temperatura, la temperatura media del
trimestre mas frio y la precipitacion anual. Pero al analizar como variable la cobertura del
suelo, esta ultima redujo notablemente la importancia de las variables anteriores. En este
sentido la Patagonia Argentina presentaria los valores mas bajos de probabilidad de
ocurrencia por poseer un clima menos adecuado y una cobertura vegetal menos densa
(Cuychenks et al. 2016).

2.3 Estado de conservacion

Las variaciones en la organizacion social de los carnivoros tienen importantes
implicaciones para su conservacion (Millspaugh y Marzluff 2001). Recientemente, Zuliani
y Monjeau (2021) indicaron tres causas por las cuales se puede dar el evento de extincion
de las especies: bioldgicas, ambientales y antropicas. En la actualidad, la mayoria de las
especies nativas estan expuestas a factores como la pérdida, la degradaciéon y la
fragmentacion del habitat, la caza furtiva, la competencia con especies exoéticas, la
depredacion por perros, el atropellamiento, entre otras. La disponibilidad de presas, asi
como el impacto humano, en particular el relacionado a la alteracion y destruccion de
habitats naturales son las principales causas de las amenazas mas generalizadas para la

conservacion de la biodiversidad (Manfredi et al. 2012; Castillo et al. 2019).

El papel que juegan los mamiferos carnivoros en los ecosistemas puede verse
profundamente alterado por la creciente densidad de poblacion humana y la consiguiente
demanda de alimentos y recursos naturales que erosionan y fragmentan rapidamente los

habitats de los carnivoros (Caruso et al. 2016; Bou et al. 2021). La presencia de ganado,
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por ejemplo, puede inducir cambios que lleven a la alteracion de la densidad de pequefios
mamiferos, aves, invertebrados y otras especies al afectar la disponibilidad de alimento y

pastizal de cobertura (Pereira et al. 2012).

Ademas del efecto indirecto de la modificacion del habitat, los impactos antropogénicos
directos, como la mortalidad causada por los atropellamientos en las carreteras, o los
conflictos entre humanos y vida silvestre, también pueden afectar la distribucién y

abundancia de una especie (Caruso et al. 2016).

En la década del 80, L. geoffroyi se convirtié en la especie de felino mas comercializada
en el mundo, siendo su cuero la principal materia prima para la elaboracion de chaquetas
(entre 15 y 16 pieles por prenda) y tapados (entre 23 y 24 pieles por unidad) (Johnson y
Franklin 1991; Gonzalez et al. 2016).

Si bien, en 1992 |a especie fue promovida al Apéndice | de la CITES (Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres), lo que
provoco el fin de la comercializacion legal de su piel (Pereira et al. 2015), actualmente
existen evidencias de que siguen sufriendo presion de caza, sobre todo en respuesta a la

depredacion de animales de corral.

Se ha establecido como depredador natural del gato montés al puma (Puma concolor)
(Johnson y Franklin 1991; Pereira et al. 2010; Pereira y Novarro 2014), aunque existe un
registro aislado documentado por Johnson y Franklin (1991) sobre acoso y probable

muerte por parte de un zorro culpeo (Lycalopex culpaeus).

En uso de la informacién presentada, la Sociedad Argentina para el Estudio de los
Mamiferos (SAREM), considerando la plasticidad conductual (tolerancia a la modificacion
y degradacién del habitat) que le permite a esta especie habitar tanto zonas bien
conservadas como sitios que han sido altamente modificados por la actividad antrépica, y
en conocimiento de su amplia distribuciéon a nivel global ha categorizado el estado de
conservacion, a nivel nacional, de esta especie como de “Preocupacion Menor” (LC, por
sus siglas en inglés) (Pereira et al 2019). A nivel mundial, la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés) ha establecido el mismo

nivel de categoria (Pereira et al. 2015).
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A pesar de la categorizacidén propuesta, la falta de un plan de accion especifico para esta
especie, el aumento de la fragmentacion y pérdida de hébitats, la vigencia de la caza en
represalia y el incremento de atropellamientos son factores que pueden provocar un
declino importante en la abundancia de L. geoffroyi, y la consecuente pérdida de

variabilidad genética a nivel poblacional.

2.4 Estudios filogeograficos

El estudio de la distribucion geografica de linajes genéticos es llevado a cabo por la
filogeografia, disciplina integradora que, a nivel intraespecifico, se ocupa del analisis e
interpretacion de las distribuciones espaciales de linajes dentro y entre poblaciones. La
filogeografia enfatiza los aspectos historicos de las distribuciones espaciales
contemporaneas de los linajes genéticos (Avise 1996).

A finales de los afios 70, empez0 a gestarse un cuerpo de evidencias que sefalaban al
ADN mitocondrial (ADNmt) como una molécula adecuada para estudiar las relaciones

filogenéticas entre los organismos (Igea de Castro 2012).

La posterior aplicacion de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés) unida a la relativa facilidad de amplificar el ADN de este organulo comparado
con el ADN nuclear hizo que se popularizara su uso hasta el punto de constituir la
herramienta de trabajo principal de esta disciplina (Stoneking et al. 1991; Avise et al.
1998; Igea de Castro 2012).

2.4.1 ADN mitocondrial como marcador molecular

El ADNmt es una pequefia molécula circular cerrada covalentemente, de unos 16-20
kilobases (kb) de largo. Contiene genes que codifican ARN mensajeros, ARN ribosomales
y ARN de transferencia (Figura 4). Al mismo tiempo carece de intrones y de secuencias

espaciadoras considerables entre genes (Avise 1987).
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Figura 4. Gréfico representativo del ADN mitocondrial, genes y secuencias reguladoras que lo forman.

Imagen modificada de Carnovale (2014).

El ADNmt de mamifero es ideal para estudios filogeograficos debido a que acumula
mutaciones a una tasa mucho mayor que el ADN nuclear (Brown et al. 1979), a excepcion
de genes hipervariables como los del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, o las
variantes neutrales de los loci de microsatélites. Ademas, se encuentra en mayor numero
de copias homologas (una por mitocondria), lo que implica una ventaja a nivel técnico ya
gue se puede obtener a partir de muestras biolégicas mas degradadas. EI genoma
mitocondrial se hereda via materna, sin recombinacién, evitando asi las “ambigiedades”
encontradas en los genomas nucleares como consecuencia del proceso de meiosis (Giles
et al. 1980). Estas caracteristicas convierten al ADNmt especialmente util para la
evaluacion de las relaciones entre especies y poblaciones (Brown et al. 1979; Avise 1998)
y la determinacion de las relaciones de ancestralidad-descendencia entre taxones
(Stoneking et al. 1991).

Segmentos de ADNmt como NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5), ATP sintasa

subunidad 8 (ATP8) y Region Control (RC), han sido ampliamente utilizados en carnivoros
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y principalmente en felinos para inferir las relaciones filogenéticas e historia evolutiva de
diferentes especies, asi como también patrones de variacion molecular intraespecificos
(Trigo et al. 2008; Li et al. 2016; da Silva Santos et al. 2018; Gomez Fernandez et al.
2020).

2.5 Problematica de estudio

Existe un importante déficit de informacion respecto a la variabilidad genética en la
poblacion de Leopardus geoffroyi del norte de la provincia de Buenos Aires, por lo que,
hasta el momento, no fue posible su comparacion con la del resto de las poblaciones de
gato montés a lo largo del rango de su distribucion geogréfica, ni la determinacién de sus
posibles patrones de estructuracion. Por otro lado, aunque su estado de conservacion es
considerado de Preocupacion Menor (LC), la caza paliativa, la fragmentacion y pérdida de
habitat derivada del advenimiento de la agricultura y el atropellamiento, entre otros
factores de causa antropica, pueden estar provocando un declino en su abundancia, y la

pérdida de variabilidad genética a nivel local, aiin no cuantificado.

A través de este estudio se espera enriquecer el conocimiento sobre la variabilidad
genética de la poblacién de gato montés del norte de la provincia de Buenos Aires,
mediante la utilizacion del marcador molecular mitocondrial NADH deshidrogenasa

subunidad 5 (ND5) previamente utilizado para este tipo de estudio y para esta especie.

Creemos que la informacion resultante sera relevante y fundamental para planificar

estrategias de conservacion y manejo de la especie.

3. Hipotesis

Dada la amplia distribucion geografica de Leopardus geoffroyi, asi como la fragmentacion
de su ambiente natural, la poblacién de gato montés del norte de la provincia de Buenos
Aires presenta diferencias genéticas con otras poblaciones a lo largo del rango de su

distribucion.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo General

Caracterizar la variabilidad genética de la poblacion de gato montés del norte de la

provincia de Buenos Aires, mediante el uso de un marcador molecular mitocondrial.

4.2 Objetivos Especificos

1. Generar una base de datos genéticos (tejido y ADN) para la poblacion de gato
montés (Leopardus geoffroyi) del norte de la provincia de Buenos Aires.

2. Caracterizar la variabilidad genética de la poblacion incluida en el estudio a partir
del marcador mitocondrial NADH deshidrogenasa subunidad 5 (ND5).

3. Establecer las relaciones filogenéticas entre la poblacién estudiada y otras a lo

largo de su distribucion geografica a partir del set de secuencias de ND5.

5. Materiales y métodos

5.1 Obtencion de muestras

El trabajo se desarroll6 a partir de 22 muestras de tejido (piel y musculo) provenientes de
individuos atropellados, de las cuales 13 se colectaron en la region norte de la provincia
de Buenos Aires, en los partidos de Chascomus (n=1), Gral. Madariaga (n=1), Lavalle
(n=1), Lincoln (n=1), Magdalena (n=1) y Pergamino (n=8). Las restantes nueve muestras
se obtuvieron en colectas efectuadas fuera de la provincia de Buenos Aires: La Pampa
(n=6), Entre Rios (n=1) y Santa Fe (n=2) (Figura 5).

Para cada muestra se cuenta con informacion georreferenciada de la provincia,

departamento y localidad de colecta (Tabla 1).

Las muestras fueron depositadas en el banco de muestras del Centro de
Bioinvestigaciones (CeBio, UNNOBA-CICBA) y conservadas en alcohol 96° en freezer (-

20°C) para su posterior utilizacion.
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® Muestras
Rios

Figura 5: Partidos/departamentos muestreados en el presente estudio: 1- Pergamino; 2- Gral. Lavalle; 3-

Magdalena; 4- Chascomus; 5- Cafiuelas; 6- Rojas; 7- Lincoln; 8- Campana; 9- Gral. Madariaga; 10-
Caseros; 11- Col6n; 12- Utracan; 13- Chical C6; 14- Toay; 15-16 Capital.
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Tabla 1: En la tabla se indica para cada provincia muestreada, el partido/departamento, localidad,

coordenadas geogréficas de los sitios de colecta y la identificacién en el mapa

Provincia Partido/departamento Localidad N Latitud Longitud ID mapa
Alfonso 1 -33,931757 -60,736101
-34,008127 -60,487073
‘ Rancagua 4 -34,00832 -60,48697

Pergamino -34,03718 -60,438504 1

-34,008127 -60,487073

Fontezuela 1 -33,9147778 -60,4567777

Pergamino 2 -33,972498 -60,52386
Buenos aires Gral. Lavalle Gral. Lavalle 1 | -36,5088611 -57,0841111 2
Magdalena Magdalena 1 | -35,0636111 -57,6240833 3
Chascomus Chascomus 1 | -35,6898333 -58,3467777 4
Cafiuelas Alejandro Petion 1 | -34,9891389 -58,6697222 5
Rojas Rojas 1 -34,303999 -60,742636 6
Lincoln Lincoln 1 -34,93725 -61,492611 7
Campana Isla Talabera 1 -33,96925 -58,965027 8
Gral. Madariaga General Madariaga | 1 | -37,0459444 -57,1548638 9
Santa Fe Caseros Los Molinos 1 -33,047235 -61,40925 10
Coldn Arroyo Caraballo 1 -30,838379 -58,499413 11
Entre Rios Utracan Unanue 1 -37,6073763 | -64,18700617 12
Chical Cé Algarrobo del Aguila| 1 | -36,6046364 | -67,28863581 13
Toay Ataliva Roca 1 | -36,9292579 | -64,28377457 14
La Pampa Capital Anguil 1 | -36,5459304 | -64,06333856 15
Capital Mauricio Mayer 1 -36,3084054 -63,943303 16

5.2 Actividades de laboratorio

5.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd utilizando el protocolo de extraccion con Fenol-

Cloroformo (Sambrook y Russell 2006). Las muestras de ADN fueron rotuladas y

almacenadas en un freezer a -20°C.

La eficiencia en la extraccion se verifico utilizando la técnica de electroforesis en gel de

agarosa 1% tefido con bromuro de etidio, sometido a 110 volts durante 50 minutos, y

finalmente visualizado bajo luz ultravioleta. En cada calle del gel se sembraron 3 ul de

muestra junto a 3 pl de buffer de siembra DNA del-loading dye con el fin de identificar el

frente de corrida.
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5.2.2 Obtencion y amplificacion del fragmento génico mitocondrial.

Se realiz6 la amplificacion de un fragmento correspondiente al locus ND5, el cual consta
de aproximadamente 750pb, a partir de los primers: ND5-DF1 (5'-
TTGGTGCAACTCCAAATAAAAGT-3") y Reverse: ND5-DR1 (5 -
AGGAGTTGGGCCTTCTATGG-3") (Trigo et al. 2008).

Esta fue llevada a cabo utilizando la técnica de PCR. El volumen final de la mezcla de
reaccion fue de 20 pl, conteniendo 10 yl de ADN (entre 25 y 100 ng); 1,5 mM de MgCl>;
0,2 uM de cada uno de los primers; 0,2 mM de dNTPs; buffer de reaccién 1X; 0,5U de Taq
T-Plus DNA polimerasa (INBIO) y cantidad necesaria de agua estéril ultrapura para llevar

a volumen final.

Las condiciones de amplificacion cargadas al termociclador Gene Pro Thermal Cycler
(Bioer Technology CO., LTD) fueron las descritas por Gomez Fernandez et al. (2020),
quienes iniciaron con una desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, seguido de 10
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 40 segundos, ligado del primer al ADN molde
(annealing) a 65°C por 20 segundos, con decremento de 1 °C en cada ciclo y una fase de
extension de 90 segundos a 74°C. Esto fue sucedido por 10 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C para 40 segundos, annealing a 56°C durante 20 segundos y extension de 90
segundos a 74°C y finalmente 20 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 20 segundos,
annealing a 54°C mediante 10 segundos y extension de 90 segundos a 74°C. La fase de

extension final consta de 5 minutos a 74°C.

Para todas las corridas de PCR se incluyeron tanto controles negativos como positivos,
para descartar la existencia de contaminacion y verificar la eficiencia de la reaccion de

PCR, respectivamente.

5.2.3 Verificacion de la eficiencia de la amplificacion

El resultado de la amplificacidon se visualiz6 por electroforesis utilizando un gel de agarosa
al 1% m/v, tefiido con bromuro de etidio y observado bajo luz ultravioleta. Se recurrié a un
marcador de peso molecular de 100 pb de precision (Productos Bio-LAgicos) para inferir el
tamafio de los fragmentos amplificados. La concentracion de ADN en cada caso se

determiné a través del programa ImageJ (Abramoff et al. 2004). Los productos de PCR
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con concentraciones menores a 25 ng fueron amplificados nuevamente con el fin de

obtener la concentracién minima requerida para su posterior secuenciacion.

5.2.4 Secuenciacion de los fragmentos amplificados

Los productos amplificados fueron purificados y luego secuenciados por la Empresa
MACROGEN (Corea) a través de un secuenciador automatico ABI Prism 3100 (Applied

Biosystem, Estados Unidos).

5.3 Analisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas y corregidas usando el programa BioEdit
(Hall 2004). Luego se llevo a cabo un alineamiento multiple entre estas secuencias y otras
(de la misma especie) extraidas desde la base de datos GenBank, pertenecientes a
localidades dentro del rango de su distribucion (ver anexo 1). Para este alineamiento

multiple se utilizé el algoritmo ClustalX a través del programa BioEdit (Hall 2004).

Para descartar la presencia de pseudogenes, se tradujo a proteina todo el set de
secuencias utilizadas con el cédigo genético mitocondrial para vertebrados en el
programa MEGAX.

A partir del set de datos obtenidos se generaron arboles filogenéticos utilizando las
metodologias de reconstruccion filogenética, método del vecino mas cercano (NJ) y
maxima verosimilitud (ML), empleando las opciones recomendadas por el programa
MEGAX (Kumar et al. 2018) y el modelo evolutivo de Tamura Nei (Tamura et al. 2013). La
determinacién de los limites de confianza para la monofilia de cada nodo, se realizé a
través de un analisis de bootstrap (Felsenstein 1985) con 1000 réplicas. Ademas, se
generd un tercer arbol filogenético utilizando el método de inferencia bayesiana con el
programa BEAST v1.10.4 (Drummond y Rambaut 2007). Se utilizd6 un arbol de
especiacion Yule y un reloj molecular relajado (uncorrelted exponential), la basqueda se
realizé con el modelo HKY y se emplearon quince millones (15x108) de generaciones,
tomando arboles cada mil quinientas (1500) de las mismas. Las corridas independientes
fueron resumidas en TreeAnnotator 1.6.2 (Drummond y Rambaut 2007); los primeros 3
mil arboles (el 10%) fueron descartados y los restantes se utilizaron para visualizar el

arbol mas probable en FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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Para llevar a cabo la identificacion taxondmica molecular de las secuencias se
incorporaron secuencias de L. geoffroyi generadas por Gomez Fernadndez et al. (2020),
asi como de especies de felinos (Felis catus, L. tigrinus, L. colocolo) que comparten area

de distribucion con L. geoffroyi (Anexo I).
El analisis morfoldgico se realiz6 en base a las descripciones de Ximénez (1975).

La variabilidad genética fue estimada a través de los indices: numero de sitios
polimérficos, nimero de haplotipos, y la diversidad nucleotidica y haplotipica, utilizando el
programa DNASP6 (Librado y Rozas 2009). Las relaciones haplotipicas se obtuvieron
mediante el algoritmo Median Joining (Bandelt et al. 1999) a través del programa
POPART (Leigh y Bryant 2015).

El analisis de la estructuracion de la poblacion se llevd a cabo utilizando el Analisis
Bayesiano mediante el software BAPS 6.0 (Corander et al. 2008). Usamos un modelo de
mezcla y los calculos se realizaron probando varios grupos (K) de 1 al 10, con cinco
repeticiones para cada K. Los calculos se realizaron testeando el nimero de cluster (K) de
1 a 10, con 100 reéplicas para cada K. Asimismo, se calculé la divergencia K-L entre cada

cluster hallado.

Se realizé un test de neutralidad con el programa Arlequin v3.5.2 (Excoffier y Lischer

2010), utilizando un nimero de 1000 simulaciones.
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6. Resultados
Luego de la conversion a proteina se descart6 la presencia de codones stop prematuros
(Figura 6), por lo cual se procedié con los analisis filogenéticos utilizando el total de

secuencias generadas (n=22).

1. 1255 ND5 BS AS Rancagua feec® im LYK LYBYYVEK ISIYAFA ISMIPEMMF | [ HWM LS| LKLS|ILS|IFKMBYFS | IFIPVALFV
2. 1259 NDS BS.AS Lavalle [LLLP\\M LYK LYPHYVEK IS YAFA ISMIPEMMF | [ HM LS 1 LELSILSIFKMBYF& 1 IFIPVALFV
3. 1301 ND5 BS.AS Pergamino LaBenicia HLLLP I I M LYK LYPHY VK ISIYAFA ISM I PEMMF | [ HW LS| LELSILSIFKMBYFS 1 IFIPVALFV
4. 1324 ND5 BS.AS Rojas HLLLP I 1M LYK LYBYYVEK ISIYAFA ISMIPEWMNMF | [ H WL S| LELS|ILS|IFKMBEYFS 1 IFIPVALFV
5. 1354 ND5 BS.AS Rancagua HLLLP I 1M LYK LYBYYVEK ISIYAFA ISMIPEWMNMF | [ H WL S| LELS|ILS|IFKMBEYFS 1 IFIPVALFV
6. 1678 NDS BS AS | Talavera HLLLP I I M LYK LYPHYVK IBSYAFAISMIPENMME | [ HW L 1 LELSLSEFKMBYF I'1TFIPVALFV
7. 1688 ND5 ER Col n ArroyoCarballo HLLLP I 1M LYK LYBYYVEK ISIYAFA ISMIPEMMF | [ HWM LS| LKLS|ILS|IFKMBYFS | IFIPVALFV
&. 1244 NDS LP Toay AtalivaRoca HLLLP I I M LYK LYPHYVEK IS YAFA ISMIPEMMF | [ HM LS 1 LELSILSIFKMBYF& 1 IFIPVALFV
9. 1879 ND5 SF Caseros LosMolinos HLLLP I I M LYK LYPHYVEK ISIYAFA ISM I PEMMF | [ HW LS| LELSILSIFKMBYFS 1 IFIPVALFV
10. 1801 NDS BS.AS Fontezuela HLLLP I 1M LYK LYPRHYVEK ISYAFA ISMIPILMF I [ H WL S| LELS|ILS|IFKMBEYFS 1 IFIPVALFV
11. 1323 NDS BS AS RN32-TORO HLLLP I I M LYK LYPHYVK ISYAF I ISMIPENMMFE | AN HW L 1 LELSLSEFKMBYF IFIPVALFV
12. 1836 NDS5 LP Utrac n Unanu HLLLP I 1M LYK LYPBHYVEK ISIYAF | ISMIPEMMF | AV HWM LS| LKLS|ILSIFKMEYF IFIPVALFV
13. 1842 NDS LP Capital Anguil HLLLP I I M LYK LYPHYVEK ISYAF | &M I PEMMF | AV HM LS 1 LEKLS|ILSIFKMNBYF IFIPVALFV
14. 1860 NDS LP ChicalC AlgarroboDelAguila HLLLP I I M LYK LYPHYVEK ISIYAF | 1SN I PEMMF | AN | HW LS| LKLS|LSIFKMNBYF IFIPVALFV
15. 1261 NDS BsAs Alfonso HLLLP I 1M LYK LYPRHYVEK ISIYAFA ISMIPEWMNMF | [ H WL S| LELS|ILS|IFKMBEYFS 1 IFIPVALFV
16. 1265 Bs.As Rancagua NDS HLLLP I 1M LYK LYPRHYVEK ISIYAFA ISMIPEWMNMF | [ H WL S| LELS|ILS|IFKMBEYFS 1 IFIPVALFV
17. 1309 BsAs Magdalena NDS HLLLP I I M LYK LYPHYVK IBSYAFAISMIPENMME | [ HW L 1 LELSLSEFKMBYF I'1TFIPVALFV
18. 1310 BsAs Chascom s NDS HLLLPMIM LYK LYPBHYVEK ISIYAFA ISMIPEMMF | [ HWM LS| LKLS|ILS|IFKMBYFS | IFIPVALFV
19. 1311 BsAs Beriso NDS HLLLP I I M LYK LYPHYVEK IS YAFA ISMIPEMMF | [ HM LS 1 LELSILSIFKMBYF& 1 IFIPVALFV
20. 1333 BsAs Lincoln ND5 HLLLP I I M LYK LYPHYVEK ISIYAFA ISM I PEMMF | [ HW LS| LELSILSIFKMBYFS 1 IFIPVALFV
21. 1743 BsAs Gral.Madariaga EstElAmanecer ND|I[L LL P | | W LYK LYPRHYVEK ISIYAFA ISMIPEWMNMF | [ H WL S| LELS|ILS|IFKMBEYFS 1 IFIPVALFV
22 1868 L P Capital MauricioMeyer NDS HLLLP I I M LYK LYPHYVK IBSYAFAISMIPENMME | [ HW L 1 LELSLSEFKMBYF I'1TFIPVALFV
23. MN753073.1 BsAS4 C1 (NDS) HLLLP I 1M LYK LYPBHYVEK ISIYAFA ISMIPEMMF | [ HWM LS| LKLS|ILS|IFKMBYFS | IFIPVALFV
24. MNT93073.1 BsASS C1 (NDS) HLLLP I I M LYK LYPHYVEK IS YAFA ISMIPEMMF | [ HM LS 1 LELSILSIFKMBYF& 1 IFIPVALFV
25. MNT93073.1 BsAS10 C1 (NDS) HLLLP I I M LYK LYPHYVEK ISIYAFA ISM I PEMMF | [ HW LS| LELSILSIFKMBYFS 1 IFIPVALFV
26. MNT93074.1 BsAS12 CZ (NDS) HLLLP I I M LYK LYPHYVEK ISIYAFA ISM I PEMMF | [ HW LS| LELSILSIFKMBYFS 1 IFIPVALFV
2Z7. MNTS3074.1 BsAS16 CZ (NDS) HLLLP I 1M LYK LYPRHYVEK ISIYAFA ISMIPEWMNMF | [ H WL S| LELS|ILS|IFKMBEYFS 1 IFIPVALFV
28 WMNT93075.1 BsAs C3 (NDS) HLLLP I I M LYK LYPHYVK IBSYAFAISMIPENMME | [ HW L 1 LELSLSEFKMBYF I'1TFIPVALFV
29 MNT53076.1 BsAs C4 (ND5) HLLLP I 1M LYK LYPBHYVEK ISIYAFA ISMIPEMMF | [ HWM LS| LKLS|ILS|IFKMBYFS | IFIPVALFV
30. MNT93077.1 BsAs C5 (NDS) HLLLP I I M LYK LYPHYVEK IS YAFA ISMIPEMMF | [ HM LS 1 LELSILSIFKMBYF& 1 IFIPVALFV
31. MNT93078.1 CDB C6 (NDS) HLLLP I I M LYK LYRHY VK ISIYAFA ISMIPEWMMF | [ H LIS LELSILSIFKMBIY FSI 1 I FIPVALFV

Figura 6. Alineamiento del set de secuencias utilizado para el andlisis filogenético, traducido a secuencias
de aminoacidos. El marco de lectura correcto se establecié mediante comparacion con las secuencias
analizadas por Gbmez Fernandez et al. (2020). Los diferentes colores distinguen a los diferentes

aminodcidos. La presencia de un codon stop se observaria mediante un asterisco (*).

6.1 Estimaciones de variabilidad genética

Luego de la edicion manual de los fragmentos de ND5 se analiz6 un total de 22
secuencias de 646 pb. El conjunto de secuencias analizado mostré un elevado grado de
polimorfismo, obteniendo un total de 14 haplotipos e identificando 89 sitios polimorficos,
de los cuales 85 fueron informativos (ver Anexo Il). La diversidad nucleotidica arrojé un
valor de Pi: 0,418 + 0,0142, mientras que el valor obtenido para la diversidad haplotipica
fue de Hd: 1,000 £ 0,00073.

6.2 Analisis filogenético

Los arboles obtenidos a partir de las metodologias de maxima verosimilitud (ML), método
del vecino méas cercano (NJ) e inferencia bayesiana, para el fragmento de 646 pb del gen
ND5, fueron congruentes entre si, por lo tanto, se presenta Unicamente la filogenia

obtenida a partir de inferencia bayesiana (Figura 7).
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Puma concolor

0.004
Figura 7. Relaciones filogenéticas obtenidas a partir de inferencia babyesiana, utilizando las 22 secuencias

de ND5 (646 pb) generadas en este estudio. En celeste y verde se indican los dos grandes clados
observados. Solo se muestran los valores de probabilidad posterior mayores a 0,5. Puma concolor es

utilizado como outgrup.

6.3 Relaciones haplotipicas

Las relaciones haplotipicas para el set completo de haplotipos de ND5, se muestran en la
figura 8. Las relaciones genéticas de los 14 haplotipos obtenidos para el fragmento de 646
pb del gen ND5 estudiado no se corresponden con las distancias geograficas. El haplotipo
12 (Hap12) se encuentra en el centro de la red haplotipica y se conecta con el haplotipo
13 (Hapl3), del cual difiere en dos mutaciones. Este Ultimo a su vez, se distingue del
haplotipo 5 (Hap5) a través de dos mutaciones. Tanto el Hapl3 como el Hap5 se
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encuentran separados por 74 mutaciones del haplotipo méas préximo (Hap8), encontrado
en un solo individuo perteneciente a la provincia de Bs As. A este Ultimo se conectan los
restantes tres haplotipos que constituyen el clado identificado en azul en el éarbol
filogenético (Figura 7). La presencia de tal nimero de mutaciones sugeriria que estos

individuos no pertenecen a L. geoffroyi.

1 zanplke

® BsAs
Q@ P
O sF

@ ER Hap_4

Hap_&

Hap_10 H Hapg : |__|aop_11 Hap_5
Figura 8. Relaciones haplotipicas obtenidas para las secuencias del fragmento del gen ND5 (646 pb) de los
individuos colectados en las provincias de Buenos Aires (BsAs), La Pampa (LP), Entre Rios (ER) y Santa Fe
(SF). El diametro de los circulos refleja la frecuencia de cada haplotipo. La longitud de las lineas de union es
proporcional al nUmero de mutaciones existentes entre cada haplotipo, y las lineas perpendiculares a esta

corresponden al nimero de mutaciones.

6.4 Caracterizacion de los haplotipos divergentes

Cuando fueron incorporadas secuencias de otros felinos la filogenia obtenida agrup6 a
estos en dos grandes clados, uno de los cuales queda conformado por los individuos
portadores de los haplotipos divergentes con secuencias de “gato doméstico”. En el
segundo clado podemos observar que las muestras seleccionadas al azar obtenidas en la
colecta se agrupan con las muestras de L. geoffroyi, corroborando la identidad de las

mismas (Figura 9).
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Figura 9. Arboal filogenético producto del andlisis de inferencia bayesiana a partir las muestras analizadas

para el gen ND5. Los nimeros en los nodos indican la probabilidad posterior (se muestran solo valores
mayores a 0,5). Las muestras de L. geoffroyi, L. colocolo, L. tigrinus y P. concolor se obtuvieron de
GenBank, Se remarca el clado conformado por los individuos portadores de los haplotipos divergentes y las

secuencias de gatos domésticos. Puma concolor es utilizado como outgrup.

El analisis morfologico siguiendo la descripcion de Ximénez (1975) respecto del pelaje, la
distribucion de manchas y presencia de bandas transversales en cola y patas nos permitié
confirmar la identidad “fenotipica” de los individuos portadores de los Hap8, Hapll y
Hapl2 como L. geoffroyi (Anexo IIl). Con respecto a la identidad de los individuos
portadores de los haplotipos Hap 9 y Hap 10, de acuerdo al registro fotografico y de
anotaciones de campo disponibles, los fenotipos corresponderian a gato doméstico

(comunicacion personal Juan Zanén).
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Confirmada la identidad de las secuencias que constituyen los Hap8, Hap9, Hapl0 y
Hapl1, asi como la ausencia de pseudogenes, hemos decidido apartarlos del analisis. A
continuacion, se efectuaron los analisis de estimacion de la variabilidad y de relaciones

haplotipicas.

Se ha tomado la decisién de conservar el identificador de los haplotipos con la finalidad de

facilitar las comparaciones futuras.

6.5 Estimaciones de variabilidad genética de L. geoffroyi

Las secuencias de ND5, cuya extension comprendia 646 pb, para 18 muestras
analizadas, mostraron ser igualmente muy polimorficas, obteniendo un total de 10
haplotipos e identificando 12 sitios polimorficos, de los cuales 5 son considerados sitios
informativos (ver Anexo 1V). La diversidad nucleotidica arrojo un valor de Pi: 0,26667 *
0,0288, mientras que el valor obtenido para la diversidad haplotipica fue de Hd: 1,000 *
0,00200.

6.6 Relaciones haplotipicas

Las relaciones haplotipicas para el set completo de haplotipos de ND5, se muestran en la
figura 10. De los 10 haplotipos obtenidos siete pertenecen a Buenos Aires, uno es

compartido con Entre Rios y tanto La Pampa como Santa Fe presentan haplotipos Gnicos.
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Figura 10. Relaciones haplotipicas obtenidas para las secuencias del fragmento del gen ND5 (646 pb) de
los individuos colectados en las provincias de Buenos Aires (BsAs), La Pampa (LP), Entre Rios (ER) y
Santa Fe (SF). El didmetro de los circulos refleja la frecuencia de cada haplotipo. La longitud de las lineas
de unidn es proporcional al nUmero de mutaciones existentes entre cada haplotipo y las lineas

perpendiculares a esta, el nUmero de mutaciones.

6.7 Estimaciones de variabilidad genética en toda la distribucion de
L geoffroyi.

Las secuencias del fragmento del gen ND5, para las 90 muestras analizadas en este
trabajo, mostraron un elevado polimorfismo, obteniendo un total de 31 haplotipos e
identificando 35 sitios polimérficos, de los cuales 10 son considerados sitios informativos

(ver anexo V). La diversidad nucleotidica arrojo un valor de Pi: 0,00531 + 0,0073, mientras

gue el valor obtenido para la diversidad haplotipica fue de Hd: 0,924 + 0,00025.

Los arboles obtenidos a partir de las metodologias de maxima verosimilitud (ML), método
del vecino mas cercano (NJ) e inferencia bayesiana, fueron congruentes entre si, por lo
tanto, se presenta Unicamente la filogenia obtenida a partir de inferencia bayesiana
(Figura 11).
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Figura 11. Arbol filogenético producto del andlisis de inferencia bayesiana a partir de los haplotipos

obtenidos con el marcador ND5. Los nimeros en los nodos indican la probabilidad posterior (se muestran
solo valores mayores a 0,5). En verde se identificaron los haplotipos nuevos encontrados en este trabajo y
en amarillo se marcaron los haplotipos que comparten los individuos de este trabajo con los de Gémez
Fernandez et al. (2020). Puma concolor es utilizado como grupo outgrup.

Las relaciones haplotipicas para el set completo de haplotipos de ND5, se muestran en la
figura 12. Se definieron a priori siete poblaciones, denominadas: Patagonia (Pat),
Noroeste de Argentina (NOA), Noreste de Argentina (NEA), Buenos Aires (BsAs), Centro
de Argentina (CENA), Brasil (BZ) y Uruguay (URU), el criterio utilizado para el armado de
las poblaciones fueron las distancias geograficas entre las muestras y la presencia de rios
como posibles barreras naturales. También se consider6 que la mayoria de las muestras
pertenecientes a la provincia de Buenos Aires corresponden a la region norte de la

misma, motivo por el cual se las agrup6é como una poblacién Unica.
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La decision de la formacién de los grupos mencionados se tomé a raiz de analizar la
distribucién de haplotipos por provincias y observar que el diagrama generado no

aportaba informacién adicional.
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=

Hap_34
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Hap_5

Figura 12. Relaciones haplotipicas obtenidas para las secuencias del fragmento del gen ND5 (646 pb) de
los individuos de Buenos Aires (BsAs), La Pampa-San Luis-Mendoza-Cérdoba-Santa Fe (CENA), Jujuy-
Salta-La Rioja-Santiago del Estero-Tucuman (NOA), Neuquén-Rio Negro-Chubut-Santa Cruz (Pat), Chaco-
Formosa-Corrientes-Entre Rios (NEA), Brasil (BZ), Uruguay (URU) y Bolivia (BOL). El diametro de los
circulos refleja la frecuencia de cada haplotipo. La longitud de las lineas de unién es proporcional al nimero

de mutaciones existentes entre cada haplotipo.

Los 31 haplotipos obtenidos para el fragmento de 646 pb del gen ND5 estudiado no
siguen una distribucion determinada por la presencia de barreras naturales o por
ambientes contrastantes. El Hapl2 es el central de la red y uno de los que poseen

distribucion mas amplia, observandose un patron de tipo “estrella” con los haplotipos mas
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cercanos. Este se conecta con el haplotipo Hapl3 por medio de 2 mutaciones y 2
mutaciones mas lo separan del Hap5. Este Gltimo se distingue del Hap34 por la presencia
de 3 mutaciones.

6.8 Identificacion de cluster’s genéticos

Con respecto al analisis de la estructura poblacional mediante un analisis bayesiano
(Figura 13), se busc6 encontrar grupos o clusters (K) homogéneos de poblaciones entre
los sitios estudiados, como también detectar mezcla en individuos. Se utilizaron las
poblaciones formadas para el analisis anterior.

Pat NOA  NEA

W Cluster 1 B Cluster 2 0 Cluster 3 B Cluster4

URLS

Figura 13. Distribucion de las muestras, agrupadas en poblaciones, en diferentes clusters: Patagonia (Pat),
Noroeste de Argentina (NOA). Noreste de Argentina (NEA), Buenos Aires (BsAs), Centro de Argentina
(CENA), Brasil (BZ) y Uruguay (URU). Las barras blancas indican limites entre los clusters.

Analizando la salida del software se puede observar que no hay una estructuracion
marcada para el conjunto de datos utilizado. Vale resaltar la presencia exclusiva del
cluster 4 en la poblacién de Brasil, al igual que su ausencia en las poblaciones restantes.
La region de estudio en este trabajo contiene el 75% de los clusters observados y la
totalidad de los presentes en nuestro pais.
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6.9 Test de neutralidad

Los tests de neutralidad, D Tajima’s y Fs Fu’s, para las muestras de Argentina arrojaron
valores negativos de D =-1,369 (p = 0,056) y Fs =-20,557 (p = 0,000).

7. Discusion

Los resultados obtenidos nos permiten ampliar el conocimiento sobre la variabilidad
genética existente en las poblaciones de L. geoffroyi, pertenecientes a la regién norte de
la provincia de Buenos Aires, para el marcador mitocondrial ND5 que hasta el momento

no habia sido estudiada al detalle.

El analisis filogenético realizado a partir de las muestras obtenidas en este trabajo indico
la existencia de dos clados divergentes con altos valores de probabilidad posterior (Figura
7), de los cuales, el primero fue excluido de los analisis posteriores luego de haber
corroborado que no se trataba de secuencias pertenecientes a la especie en estudio, sino
gue correspondian a haplotipos de Felis catus. La red haplotipica obtenida a posteriori
(Figura 8) da indicio de la alta variabilidad genética que presenta el gato montés de la

region norte de la provincia de Buenos Aires.

El analisis filogenético realizado para los haplotipos obtenidos a lo largo de su distribucion
agrupo con valores de probabilidad posterior superiores a 0,5 a los diferentes haplotipos
(Figura 11). Sin embargo, no se ha podido determinar una estructuracion de los mismos
dentro de la region de estudio del presente trabajo ni a lo largo de su distribuciéon (Figura
13).

La presencia de haplotipos compartidos entre los individuos localizados en la region norte
de la provincia de Buenos Aires y el resto de la distribucion geogréfica de la especie, asi
como la ausencia de estructuracion genética en clusters, no apoya la hipétesis planteada,
indicando que la especie se comporta como una unidad evolutiva Gnica, en concordancia
con los resultados obtenidos por Johnson et al. (1999) y Gdmez Fernandez et al. (2020).
Respecto a la poblacién uruguaya, y en contraposicion a los resultados obtenidos por Bou
et al. (2021) a partir de loci de microsatélites, no fueron observadas diferencias genéticas
con las poblaciones argentinas, aunque esto podria ser explicado por a la baja cantidad

de muestras de Uruguay (n=2), y el marcador utilizado.
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Si bien no se ha observado la existencia de agrupamientos genéticos en el set de
haplotipos estudiados, se puede destacar la presencia exclusiva de un cluster
perteneciente a Brasil. Esto sugiere que son necesarios mas estudios que contrasten la

identidad genética de individuos situados en los limites de distribucion de la especie.

De la misma manera serd necesario aumentar el esfuerzo de colecta de muestras en el
norte de la distribucion de la especie, ya que solo se cuenta con una secuencia de Bolivia.
Si bien se ha registrado como un haplotipo exclusivo para esta region (Hap31), su
diferenciacién genética (en numero de mutaciones) respecto a haplotipos de &areas
geogréficas distantes (como por ejemplo Patagonia), no es mayor que la encontrada
dentro de regiones cercanas (por ejemplo, entre haplotipos de Patagonia, o entre

haplotipos de la region central de Argentina; Figura 12).

La baja diversidad nucleotidica, la alta diversidad haplotipica y la evidencia de un niumero
elevado de haplotipos en baja frecuencia (valores negativos del D de Tajima y de Fs de
Fu) sugieren la existencia de un proceso de expansion reciente y rapida, tal como lo

planteado por GOmez Fernandez et al. (2020).

De los 31 haplotipos obtenidos para el gen ND5 (Figura 12), los haplotipos Hap5, Hap19 y
Hapl2 son los mas frecuentes, siendo este ultimo el haplotipo central. Dichos haplotipos
presentan una distribucion amplia, a través de diferentes provincias, e incluso a pesar de
la existencia de rios de gran caudal (como el Rio Colorado o el Parand), por lo que no

parecen ser una barrera efectiva al flujo génico.

En relacion de la gran divergencia encontrada para los haplotipos Hap8, Hap9, Hapl10 y
Hapll, evidenciada en la profunda diferenciacion filogenética respecto a secuencias
pertenecientes al género Leopardus, asi como a su alto grado de similitud con secuencias
de Felis catus, nos permite sugerir la existencia de un proceso de hibridacion entre dichas

especies.

La formacion de hibridos entre diferentes especies de felinos ha sido ampliamente
documentada en la bibliografia, tanto entre especies co-genéricas, como es el caso de los
hibridos observados entre L. geoffroyi y L. tigrinus (Trigo et al. 2008) o L. geoffroyi y L.

guttulus (Trigo et al. 2013), como para especies de géneros diferentes, como es el caso
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de los hibridos registrados entre el gato doméstico (Felis catus) y el serval (Leptailurus
serval) (Dickman et al. 2019).

La presencia de pseudogenes, como hipoétesis alternativa al patron de diferenciacion
observado, si bien ha sido reportado en numerosos estudios dentro de la familia felidae (Li
et al. 2005; Shrestha et al. 2011) en este caso quedaria descartada por la ausencia de
codones stop en el conjunto de secuencias analizadas (Figura 6) y la homologia con

secuencias de ND5 de F. catus.

La hibridacion entre especies animales se ha vuelto recientemente mas reconocida como
un fendmeno importante, especialmente en el contexto de radiaciones recientes (Trigo et
al. 2013). Allendorf et al. (2001) proponen que la produccion de hibridos fértiles puede

tener una importancia considerable para la adaptacion futura e incluso la especiacion.

Para Li et al. (2016) esta propension a la hibridacion se ve facilitada por la fuerte
colinealidad entre los genomas de los felinos junto con la reciente divergencia genética,
mientras que, por su parte, Ruiz Garcia et al. (2018) sugieren a la gran similitud del

cariotipo entre estas especies como otro factor a considerar.

Nuestros andlisis revelaron que el hipotético evento de hibridacion se llevé a cabo entre
un Leopardus geoffroyi macho y un individuo hembra de la especie Felis catus (Figura 9).
La distincion de los sexos es posible gracias a que el material mitocondrial no se

recombina y presenta herencia materna.

Si bien la evidencia de hibridacién e introgresion entre dos especies de gatos esta
respaldada por la observacién de haplotipos divergentes, se requiere de la utilizacion de
otro tipo de marcadores moleculares, tanto mitocondriales como nucleares, asi como

estudios morfoldgicos y/o citogenéticos para dar soporte a dicha hipotesis.

Debido a que las muestras obtenidas para este trabajo fueron producto de atropellamiento
en rutas, al igual que Caruso et al. (2016), destacamos a este impacto antropogénico
directo como uno de los causantes mas considerable de la pérdida de abundancia de este
felino. La formacion de hibridos puede llevar a una pérdida de identidad genética de la
especie, teniendo el potencial de convertirse en otra causa del declino de la abundancia

de esta.
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La informaciébn generada en este trabajo constituye un aporte fundamental para la
elaboracion de un plan de manejo adecuado que permita garantizar tanto la preservacion
como el mantenimiento de la diversidad de la especie, entendida como una unidad
evolutiva Unica, con gran capacidad de adaptarse a diferentes habitats tanto en zonas
bien conservadas como sitios que han sido altamente modificados por la actividad

antropica.

8. Conclusiones y consideraciones finales

La extensa distribuciéon de Leopardus geoffroyi, asi como los diferentes procesos
evolutivos que han actuado durante la expansion y diversificacion de la especie, habrian
determinado la relativamente alta variabilidad genética observada en la actualidad, asi
como la baja diferenciacion entre la poblacion del norte de la provincia de Buenos Aires y

otras poblaciones a lo largo de su distribucion geografica.

Si bien no se observo estructuracion genética en las poblaciones argentinas, se identifico
un cluster exclusivo perteneciente a Brasil. Por lo tanto, con la obtencion de un mayor
numero de individuos, y marcadores moleculares mas variables, se sugiere indagar sobre
los procesos evolutivos que habrian determinado dicho patron de diferenciacion genética.
También se resalta la importancia de aumentar los muestreos en regiones sub-

representadas (como Bolivia).

El proceso de hibridacion entre individuos del mismo género es un proceso ampliamente
representado dentro de la familia Felidae, e inclusive entre individuos de diferentes

géneros, tal como el sugerido en este estudio, entre L. geoffroyi y Felis catus.

Por altimo, este trabajo sienta las bases para futuros estudios taxondmicos y filogenéticos
gue incluyan nuevas poblaciones distribuidas en la totalidad del area de ocupacion de la
especie, un mayor numero de individuos y de marcadores moleculares, con el fin de poder
complementar los datos obtenidos y dilucidar la variabilidad y la estructura genética de las
poblaciones. Se pretende, de esta manera, adquirir las herramientas para la toma de
decisiones en términos de manejo y/o control de esta especie entendida como una unidad

evolutiva Unica.
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10. ANEXO |

Lista de las secuencias para el fragmento de ND5 tomadas de GenBank para Leopardus
geoffroyi. Se pueden observar los nUmeros de acceso a la base de datos Genbank (ID

Genbank) y la referencia correspondiente a cada entrada.

ID GenBanck ID |Haplotipo Especie
>MN793073.1 | BsAS4 C1 L. geoffroyi
>MN793073.1 | BsAS5 C1 L. geoffroyi
>MN793073.1 |BsAS10 C1 L. geoffroyi
>MN793074.1 |BsAS12 C2 L. geoffroyi
>MN793074.1 |BsAS16 C2 L. geoffroyi
>MN793075.1 | BsAs9 C3 L. geoffroyi
>MN793076.1 |BsAsl4 C4 L. geoffroyi
>MN793077.1 |BsAs15 C5 L. geoffroyi
>MN793078.1 | CDB1 C6 L. geoffroyi
>MN793079.1 | CDB2 c7 L. geoffroyi
>MN793080.1 | CDB3 C8 L. geoffroyi
>MN793081.1 | CDB5 C9 L. geoffroyi
>MN793082.1 | CDB6 C10 L. geoffroyi
>MN793083.1 | CHA Cl1 L. geoffroyi
>MN793084.1 | CHU1 C12 L. geoffroyi
>MN793085.1 | CHU3 C13 L. geoffroyi
>MN793085.1 | CHU5S C13 L. geoffroyi
>MN793085.1 | CHUS8 C13 L. geoffroyi
>MN793086.1 | CHU4 Cl14 L. geoffroyi
>MN793087.1 | CHU7 C15 L. geoffroyi
>MN793088.1 | ER1 Cl6 L. geoffroyi
>MN793089.1 | ER10 C17 L. geoffroyi
>MN793090.1 INEUQ4| C18 L. geoffroyi
>MN793091.1 | PMP5 C19 L. geoffroyi
>MN793086.1 | PMP16 Cl4 L. geoffroyi
>MN793092.1 |PMP20 C20 L. geoffroyi
>MN793093.1 | PMP15 C21 L. geoffroyi
>MN793094.1 |PMP14 C22 L. geoffroyi
>MN793074.1 | PMP3 c2 L. geoffroyi
>MN793074.1 | PMP4 c2 L. geoffroyi
>MN793095.1 | RIO2 C23 L. geoffroyi
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>MN793096.1 | RNE3 C24 L. geoffroyi
>MN793097.1 | RNE5S C25 L. geoffroyi
>MN793095.1 | RNE4 C23 L. geoffroyi
>MN793098.1 | SAL2 o) L. geoffroyi
>MN793099.1 | SFE1 C27 L. geoffroyi
>MN793100.1 | SFE2 C28 L. geoffroyi
>MN793101.1 | SFE5 C29 L. geoffroyi
>MN793083.1 | SFE6 Cl11 L. geoffroyi
>MN793102.1 | SGO2 C30 L. geoffroyi
>MN793103.1 | SNL1 C31 L. geoffroyi
>MN793104.1 | STC2 C32 L. geoffroyi
>MN793105.1 | TCM2 C33 L. geoffroyi
>MN793106.1 | BsAs2 P1 L. geoffroyi
>MN793107.1 | BsAs7 P2 L. geoffroyi
>MN793108.1 | Bz1 P3 L. geoffroyi
>MN793108.1 | BZ2 P3 L. geoffroyi
>MN793109.1 | Bz10 P4 L. geoffroyi
>MN793109.1 | CORR P4 L. geoffroyi
>MN793110.1 | Bz4 P5 L. geoffroyi
>MN793111.1 | BZ5 P6 L. geoffroyi
>MN793111.1 | BZ11 P6 L. geoffroyi
>MN793112.1 | BZ9 P7 L. geoffroyi
>MN793112.1 | BZ3 P7 L. geoffroyi
>MN793112.1 | BZ7 P7 L. geoffroyi
>MN793112.1 | URUG6 P7 L. geoffroyi
>MN793113.1 | BZ8 P8 L. geoffroyi
>MN793114.1 | BZ12 P9 L. geoffroyi
>MN793115.1 | BOL2 P10 L. geoffroyi
>MN793116.1 | ER2 P11 L. geoffroyi
>MN793117.1 | ER11 P12 L. geoffroyi
>MN793118.1 | FOR2 P13 L. geoffroyi
>MN793119.1 | JUY3 P14 L. geoffroyi
>MN793120.1 | JUY2 P15 L. geoffroyi
>MN793121.1 | MZA4 P16 L. geoffroyi
>MN793122.1 | MZA5 P17 L. geoffroyi
>MN793123.1 | NEQ5 P18 L. geoffroyi
>MN793124.1 | NEQ6 P19 L. geoffroyi
>MN793125.1 | RNE2 P20 L. geoffroyi

51



>MN793126.1 | URU1 P21 L. geoffroyi
>MN793127.1 | RIO4 P22 L. geoffroyi
>MN793128.1 | SAL3 P23 L. geoffroyi
>MN313733.1 Felis catus 1
>MN313731.1 Felis catus 2
>KF679955.1 L. tigrinus 1
>KF679953.1 L. tigrinus 2
>KF679962.1 L. colocolo 1
>KF679961.1 L. colocolo 2

>MN793075.1

L. geoffroyi 1

>MN793074.1

L. geoffroyi 2

>KF460523.1

Puma concolor
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ANEXO Il

Sitios variables observados para los 14 haplotipos obtenidos para el fragmento (646 pb)
del gen ND5 en muestras de L. geoffroyi (n=22). Con asterisco (*) se indica la posicién

nucleotidica de los sitios variables informativos.
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ANEXO Il

Imagen de individuos que poseen los haplotipos divergentes y dos individuos que
conforman el Hapl2 identificados como L. geoffroyi. No se cuenta con registros

fotogréficos del individuo portador del Hap10.
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ANEXO IV

Sitios variables observados para los 10 haplotipos obtenidos para el fragmento (646 pb)

del gen ND5 en muestras de L. geoffroyi (n=18). Con asterisco (*) se indica la posicion

nucleotidica de los sitios variables informativos.
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ANEXO V

Sitios variables observados para los 31 haplotipos obtenidos para el fragmento (646 pb)

del gen ND5 en muestras de L. geoffroyi (n=90). Con asterisco (*) se indican la posicién

nucleotidica de los sitios variables informativos.
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