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RESUMEN

Calomys musculinus es una especie de roedor sigmodontino, de amplia
distribucién en Argentina, cuya ecologia, demograffa y comportamiento han sido
exhaustivamente estudiada, por lo que representa un buen modelo para estudiar su
movimiento y dispersion integrando la ecologia, la genética y la evolucién, bajo una
perspectiva comportamental. Se estimd la dispersion instantdnea (midiendo Ia
movilidad de los individuos) mediante Captura Marcado y Recaptura (CMR) en dos
sitios: (1) a través de grillas de trampas en poblaciones de clausura ubicadas en la
Reserva el Espinal de la Universidad Nacional de Rio Cuarto y (2) mediante lineas de
trampas ubicadas en bordes de caminos de un agroecosistema del departamento Rio
Cuarto, provincia de Cérdoba. Ademds, en este Gltimo se estimé la dispersion efectiva
de los individuos (evaluando los niveles de flujo de genes) utilizando loci de
microsatélites como marcadores genéticos. En poblaciones de clausuras se observé que
las hembras de C. musculinus presentaron comportamiento de espaciamiento debido a
que ellas conservan su drea exclusiva respecto a otras hembras independientemente de
los cambios de densidad poblacional. Los machos modificaron su uso del espacio en
relacién a la densidad poblacional, ellos disminuyen el tamafio del drea de accién y los
porcentajes de solapamiento con otros machos y con las hembras cuando la densidad
poblacional aumenta. En hébitats lineales de agroecosistema los individuos de C.
musculinus se movieron a mayores distancias en bordes angostos (menor calidad de
habitat) que en bordes anchos (mayor calidad de habitat). En estos hdbitats los
resultados fueron consistentes entre los métodos utilizados. Los andlisis de CMR y
genéticos indicaron un patrén general de dispersién desviada hacia los machos variando
en relacién a la densidad poblacional. Las distancias de dispersién de los machos
disminuyen con el aumento de la densidad poblacional (verano), dispersién denso-
dependiente negativa determinada por la alta disponibilidad de hembras reproductivas.
Aunque las hembras siempre se dispersan menos que los machos sus distancias de
dispersién aumentan con el incremento de la densidad poblacional, denso-dependencia

positiva determinada por la disminucién de espacios reproductivos disponibles.
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ABSTRACT

Calomys musculinus is a sigmodontine rodent species, widely distributed in

Argentina, whose ecology, demography and behaviour have been extensively studied.
The aim of this work was studied C. musculinus movement and dispersal, to integrate
ecology, genetic and evolution under a behavioural perspective. It estimated the
instantaneous dispersal (movement of individuals) by Capture-Mark and Recapture
(CMR) in two places: 1) through trap grids in enclosures populations (Espinal
Reservation in Univercidad National de Rio Cuarto) and, 2) with trap lines in linear
habitats of agricultural ecosystems in Rio Cuarto Department (Cérdoba Province,
Argentina). In the latter, was estimated the effective dispersal (evaluating gene flow
levels) using microsatellite loci as genetic markers. In enclosure populations it observed
that C. musculinus females had spacing behaviours because they keep exclusive home
ranges regarding other females and independently of population density. Males change
their space use in relation to population density, their home range size and overlap
decrease regarding others males or females when population density is high. In
agricultural ecosystems linear habitat C. musculinus movement distances were greater
in narrow edges (lowest quality habitat) than wide edges (highest quality habitat). In
linear habitats the results were consistent between CMR and Genetic methods. C.
musculinus shows male-biased dispersal patterns varying in relation to population
density. Male dispersal distances decrease with population density increase (summer),
negative density-dependent dispersal influenced by high female availability (key
resource). Although females always disperse lower than males, at high population
densities their dispersal rates increase (positive density-dependent dispersal) as a result

of the low availability of breeding spaces (key resource).

Lucfa Valeria Sommaro — Tesis Doctoral 2
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

Uno de los temas mds estudiados en ecologia y biologia evolutiva es el
movimiento de individuos y genes. El movimiento tiene consecuencias sobre los
individuos, las poblaciones y las comunidades, y sus efectos sobre la dindmica poblacional
son tan criticos como las muertes y los nacimientos, ya que no sélo afectan la abundancia,
sino también la proporcién de sexos, la estructura de edad, la estructura social y genética, e
influyen en la dindmica de parches y metapoblaciones (Gaines y McClenaghan, 1980;
Tamarin, 1980; Stenseth, 1983; Chepko-Sade y Halpin, 1987; Johnson y Gaines, 1990;
Dieckman et al., 1999). A nivel de comunidad, los movimientos dispersivos pueden mitigar
la competencia por el espacio como tnico recurso comin limitante y por lo tanto mantener
la coexistencia de las especies locales (Mouquet et al., 2001).

Al estudiar el movimiento de los individuos en una poblacion, resalta el concepto
de area de accién. De acuerdo con Burt (1943) se lo define como el drea recorrida
normalmente por un individuo durante sus actividades cotidianas de bisqueda de alimento,
pareja y refugio. Si bien esta definicidn esta adn vigente, se discute sobre el significado de
los movimientos cotidianos (que pueden incluir exploraciones esporddicas) en funcién de
su inclusién, o no, en la definicion de area de accién. Entre otras cuestiones se discute a
qué distancias los movimientos dejan de ser cotidianos para convertirse en excursiones
exploratorias, y cudl es la escala de tiempo a considerar. Bondrup-Nielsen (1985) define al

area de accién como aquella drea discreta, recorrida y/o atravesada por un animal durante
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sus actividades diarias, excluyendo los ocasionales movimientos de excursién fuera de la
misma. Ademads, este autor propone que es conveniente definir distintos tipos de dreas de
accion: area de accion natal, drea familiar al individuo asociada al nido en el cual naci6;
area de accion reproductiva, drea que establece un individuo sexualmente maduro y en la
cual se reproduce; area de accién no reproductiva, drea establecida por un individuo
subadulto, por un animal en edad potencialmente reproductiva pero que todavia no se
encuentre reproductivamente activo, o bien, segin Myllymaki (1977), ¢l drea ocupada por
un animal durante el periodo no reproductivo. Bondrup-Nielsen (1985), también propone
que estos tres tipos de dreas de accién pueden mantenerse en el mismo espacio a lo largo
del tiempo, aunque lo mas frecuente es que un animal traslade su drea de accién a lo largo
de su vida, de acuerdo a la estacién y/o su estado reproductivo (Baker, 1978). Si bien, en
estudios realizados por Lidicker (1975, 1985 a,b,c), Madison (1985) y McShea y Madison
(1992) se registré que las distancias de traslado de las dreas de accién establecidas por un
mismo individuo no implicaban movimientos a través de distancias muy largas (entre los
70 y los 400 metros), el andlisis de dichos traslados es muy importante en estudios de
movimiento en roedores silvestres (Viitala, 1977; Madison, 1978, 1985; Bondrup-Nielsen,
1984; McShea y Madison, 1992; Steinmann, 2006). Estos traslados pueden deberse a
distintas causas y/o eventos que tienen lugar a lo largo de la vida de un individuo, tales
como su estado reproductivo, dispersidén natal, dispersion reproductiva, variaciones de la
abundancia poblacional, desviaciones de la tasa sexual, perturbacién del hébitat, etc.
(Bondrup-Nielsen, 1984; McShea y Madison, 1992). No obstante, [os individuos de una
poblacién que registran una mayor frecuencia en los traslados de sus dreas de accién son

los jovenes que comienzan a reproducirse (Bujalska, 1973; Lidicker, 1975, 1985 a, b, c;
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Millymaky, 1977, Saitoh, 1981; Krohne et al., 1984; Madison, 1985; Viitala et al., 1985;
Extine y Scott, 1987; McShea y Madison, 1992).

Otro de los procesos fundamentales que involucran el movimiento de individuos
es el de dispersion. Clobert et al. (2001) define dispersién como aquellos movimientos que
conducen al flujo de genes. Asi, si entendemos al flujo génico como el movimiento de
genes y su subsecuente incorporacion al nuevo pool génico, la importancia de la dispersién
como mecanismo evolutivo es innegable. Al considerar los procesos demogrificos, los
movimientos de los individuos hacia dentro (inmigracién) y fuera de las poblaciones
(emigracién) son potencialmente criticos, y sus efectos sobre la composicién genética,
extincién o permanencia de las poblaciones, son claramente los materiales para el cambio
evolutivo (Tamarin, 1980; Stenseth, 1983; Chepko-Sade y Halpin, 1987; Johnson y Gaines,
1990).

La dispersién guarda una estrecha relacién con el drea de accién de los individuos
dado que generalmente se la define en relacion a la misma (Lidicker, 1975; Bondrup-
Nielsen, 1985; Lidicker y Stensth, 1992). Endler (1977) define dispersién como “aquellos
movimientos cortos y no direccionales que exhibe un individuo al desplazarse por fuera de
su area de accion, retornando a la misma a la brevedad”. Contrariamente, Lidicker (1975),
Lidicker y Caldwell (1982) y Stenseth (1983) enfatizan que, “a través de los movimientos
de dispersion los individuos abandonan sus dreas de accién definitivamente, y si retornan a
la misma, lo hacen luego de un tiempo prolongado”. Por otra parte, McShea y Madison
(1992), establecen que *“la dispersion representa el movimiento permanente de un individuo
fuera de su drea de accidn, dentro o entre poblaciones”. Bondrup-Nielsen (1985) incluye un
nuevo requisito para reconocer dispersion ya que la define como “el movimiento de un

individuo en cualquier direccion fuera de su drea de accidn para establecerse en una
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nueva”. Asi, para este autor, como también para Lidicker y Stenseth (1992), el fendmeno
de dispersion cuenta con tres fases: la partida, el viaje y la llegada, estando representada
esta tdltima por el establecimiento de una nueva drea de accién. En la mayoria de los
estudios se puede registrar la fase de partida y la de arribo, pero es poco conocido el viaje
de los individuos durante todo el proceso para la seleccién de un hdbitat Sptimo (Wiens,
1992; Priotto y Cittadino, 2009).

La dispersion no es un proceso azaroso: no todos los individuos de la poblacién
tienen la misma probabilidad de dispersarse. Segiin Lidicker y Caldwell (1982) tanto la
eleccién de dispersarse como la de permanecer filopétrico implica que los individuos se
enfrenten a una variedad de riesgos y ganancias potenciales que son una consecuencia de la
decisién tomada. Histéricamente los factores que causan la dispersién fueron clasificados
en extrinsecos o ambientales y en intrinsecos o innatos (Howard 1960). Lidicker y Stenseth
(1992) proponen un nuevo eje de organizacién para las motivaciones de la dispersion,
destacando la importancia de establecer si el comportamiento de dispersién se lleva a cabo
de manera voluntaria o no. El reconocimiento de estos dos modos de dispersion dependera
de las circunstancias bajo las cuales ocurra, y de la disponibilidad de evidencia con
respecto al fitness consecuente de este acto. Esta dicotomia puede corresponderse con la
distincién propuesta por Stenseth (1983); las denominadas dispersién involuntaria y
voluntaria. Los dispersantes involuntarios son aquellos que abandonan sus 4reas de
accién debido a un dristico deterioro de su ambiente local, o porque son forzados por otros
co-especificos. Estos casos en que los individuos se dispersan de manera forzada,
representan una dispersién no adaptativa, la cual corresponde a un comportamiento de baja
heredabilidad. Para Lidicker (1975), este tipo de dispersion reflejaria una dispersion de

saturacion, la cual implica el movimiento de los individuos excedentes de una poblacién
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que se encuentra en o cerca de su capacidad de carga. Segtin Brondup-Nielsen (1985), estos
dispersantes serian individuos adultos que presentan una baja eficacia competitiva intra-
sexual, o juveniles que son repelidos por sus padres. Asi, seria esperable que entre los
dispersantes involuntarios o forzados encontremos individuos subordinados, activamente
excluidos por animales residentes y/o dominantes, e individuos transeintes en poblaciones
de alta densidad, o en habitats pobres o inestables.

Por otra parte, los dispersantes voluntarios son aquellos individuos que
abandonan sus dreas de accién incluso cuando su entorno ambiental no se encuentra
fisicamente, econdmicamente o socialmente comprometido. El comportamiento dispersante
de estos individuos es adaptativo y presenta una alta heredabilidad (Stenseth, 1983). Esta
dispersion adaptativa se encuentra intimamente relacionada con la dispersién de pre-
saturacién en la cual los movimientos de los individuos fuera de sus dreas de accién se
producen antes que la poblacién alcance su capacidad de carga (Lidicker, 1975). Asi, seria
esperable que entre estos dispersantes encontremos individuos con una alta sensibilidad al
incremento de densidad, alta eficacia competitiva y buenos colonizadores.

Segiin el momento del ciclo de vida en el cual ocurre la dispersién voluntaria se
puede distinguir dos tipos: la dispersién reproductiva y la dispersion natal. La dispersién
reproductiva implica el movimiento de los individuos entre dos dreas o grupos sociales
reproductivos sucesivos. La dispersién natal, por otro lado, representa el movimiento de
individuos entre su drea de accién natal o grupo social natal y el drea o grupo social donde
ocurre su primera reproduccién (Bondrup-Nielsen 1985). En mamiferos y en aves, la
competencia intra-sexual por los recursos (alimento, pareja reproductiva, etc.); y la
evitacién de la endogamia, son entre otros, factores muy importantes que pueden afectar la

motivacién de los juveniles a dispersarse o mantener la filopatria (Dobson, 1982; Dobson y
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Jones, 1985). No obstante, mds alld del factor que motiva la dispersién, la abundancia
poblacional afecta la respuesta esperada respecto al desplazamiento de los juveniles (Bond

y Wolff, 1999).

1.1 Dispersion y fragmentacion

En paisajes naturales y modificados la dispersién da forma a los patrones de
distribucion, afecta la regulacién y estabilidad de las poblaciones, influye sobre la dindmica
de extincién y colonizacién de las poblaciones en parches y metapoblaciones y sobre la
estructura genética poblacional (Jonson y Gaines, 1990; Lidicker y Stenseth, 1992;
Dieckman et al., 1999; Peakall et al., 2003). La fragmentacidn de paisajes naturales, como
resultado de la agricultura, la ganaderia, el incremento de la urbanizacién y otras
actividades humanas, es actualmente un problema global. Muchos pardmetros espaciales
estan relacionados con los cambios del paisaje incluyendo la composicién de los elementos
del paisaje (ej: parches de hdabitat), la configuracion espacial (ej: fragmentacién vy
aislamiento) y la forma de los elementos del paisaje (ej: geometria) (Forman y Godron,
1986; Forman, 1995; Kareiva y Wennergren, 1995). Como consecuencia de que grandes
superficies de hdbitat naturales continuos (ej: bosques y pastizales) son convertidas en
dreas urbanas y/o agricolas, remanentes de habitat natural persisten como franjas lineales a
lo largo de bordes de rios, bordes de caminos, rutas y terraplenes de ferrocarril (Foreman,
1995). En paisajes altamente fragmentados, las especies silvestres pueden ser obligadas a
permanecer en estos hibitats lineales (un-idimensionales). Por consiguiente, el estudio de la
dindmica de las poblaciones en habitat uni-dimensionales se ha vuelto importante en lo que

respecta al manejo del ambiente (Bennett, 1990; Hobbs, 1992; Fauske et al., 1997),
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haciéndose énfasis en ¢l rol que ellos cumplen como corredor de dispersién (Forman y
Godron 1986, Bennett 1990).

Una de las caracteristicas mds importantes de los agroecosistemas es el desarrollo
de la fragmentacién por la implementacién de rutas y caminos, los cuales pueden actuar
como barreras al movimiento de pequefios mamiferos (Mader, 1984; Swihart y Slade,
1984; Cittadino et al., 1998; Clarke et al., 2001; Banks et al., 2005). Estas barreras pueden
afectar la colonizacién de parches de hdbitat y consecuentemente la persistencia de las
poblaciones (Kozakiewiez, 1993).

La extensién de la dispersién a lo largo de habitat lineales a escalas finas de
paisaje han sido poco estudiadas, y la escasez de datos empiricos no permiten un consenso
sobre si los procesos poblacionales se encuentran o no condicionados a la geometria del
habitat (Aars et al, 1998). En estudios en roedores del género Microtus a escalas
geogréficas finas, Aars et al. (1998) determinaron que la dispersién fue més restringida en
habitat lineales que en habitat bidimensionales. Bowers y Dooley (1999) compararon la
respuesta de los individuos al borde de hébitat en tres diferentes escalas. Para ello crearon
ambientes fragmentados experimentales: menores a 1 hectirea, como escala intermedia
crearon fragmentos entre | y 20 hectdreas y la ultima categoria >20 hectdreas, que fue
considerada como hdabitat continuo. Estos autores concluyeron que Microtus
pennsylvanicus presentd diferencias en la respuesta a la fragmentacién entre el hébitat
continuo (> 20 ha) y los hdbitats fragmentados, pero que estas respuestas fueron mas
evidentes en los fragmentos de pequefio tamafio (< 1 ha) y en la escala mds grande (> 20
ha) que lo observado en la escala intermedia. En ese estudio Bowers y Dooley (1999)
enfatizan la atencién que requieren los estudios con escalas intermedias de trabajo, debido

a que pueden observarse resultados confusos. Wiens (1989) considera que los andlisis mas
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apropiados requieren de una adecuada escala de medicién por parte del investigador, y que
la respuesta de los organismos en estudio esté contemplada dentro del dominio de esa

escala.

1.2 Estimacion de la dispersion
1.2.1 Métodos directos

Los métodos directos utilizan mediciones de la movilidad de los individuos
mediante técnicas de captura, marcado y recaptura en un drea restringida. Estas técnicas
permiten estimar la dispersién instantdnea o actual de los individuos dentro y entre
poblaciones, las caracteristicas de los dispersantes, las condiciones ecolégicas en las cuales
ésta ocurre, y qué factores la causan (Bossart y Pashley-Prowell, 1998; Schweizer et al.,,
2007).

Los métodos directos se han utilizado para estudiar la dispersién como mecanismo
regulador de la densidad poblacional, en muchos casos utilizando a pequefios mamiferos
como modelos (Lidicker, 1975; Gaines y McClenaghan, 1980; Tamarin, 1980; Stenseth,
1983; Lidicker, 1985a b y c¢). Asf, se han registrado patrones generales que indican un
primer pico de dispersiéon en primavera y comienzos del verano y un segundo pico en otofio
(Gliwicz, 1992). En algunas especies se ha observado que la dispersidén es mayor cuando
los niéimeros poblacionales estdn en incremento y menor en el momento del pico
poblacional (Cittadino, 1995; Cittadino et al., 1997, 2002). Estudios en poblaciones
experimentales de Microtus pensylvanicus registraron que la estacidén y la manipulacién de
la densidad afectaron significativamente las distancias de movimiento de los individuos
(Gary et al., 1998). También se han utilizado métodos directos para estudiar el efecto que

tienen los distintos tipos de barreras sobre la dispersion de pequefios mamiferos en habitat
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fragmentados. Asi, McDonald y Saint Clair (2004) en un experimento de translocacién con
roedores a través de distintos tipos de barreras (naturales y artificiales) observaron en
Peromyscus maniculatus, Microtus pennsylvanicus y Clethrionomys gapperi que los
individuos tuvieron un 20% menos de éxito en atravesar una barrera artificial (una ruta)
que una natural (una zona forestada) mientras que tuvieron un 10% menos de éxito en
atravesar la barrera natural con respecto a un hdbitat continuo. Ademads, estos autores
observaron que los individuos de la especie generalista (Peromyscus maniculatus) fueron
los mds exitosos en retornar a su ubicacion original.

No obstante, y mas alld de su aplicacién en numerosas investigaciones ecoldgicas,
los métodos directos presentan ciertas restricciones. Una de las principales limitaciones de
las estimaciones directas es que sélo pueden medir dispersién instantanea, teniendo validez
bajo las condiciones particulares de tiempo y espacio en que se realizan. Como se expuso
anteriormente, algunos tipos de movimientos pueden generar cierta confusién a la hora de
estudiar la dispersion. Entre ellos, los movimientos denominados cuasi-dispersién (Lidicker
y Stenseth 1992), que incluyen el nomadismo (movimientos de los individuos que se
desplazan permanentemente sin establecer una nueva drea de accién), y las ya mencionadas
excursiones (movimientos de los individuos que abandonan temporalmente sus dreas de
accion retornando luego de un breve episodio exploratorio), y traslados de drea de accion.
Asi, al capturar un individuo en poblaciones naturales, 1a distincién entre individuo ndmade
(cuasi-dispersion) y un viajero (fase de la dispersién) es dificil de establecer. Ademads, no
escoger adecuadamente la escala y el tiempo en que se realiza el muestreo, en relacién con
la historia de vida del organismo en estudio, podria generar tanto sobrestimaciones como

subestimaciones de los desplazamientos dispersivos (Lidicker y Stenseth, 1992).
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1.2.2 Métodos indirectos

Los métodos indirectos permiten estimar la dispersién efectiva, es decir permiten
estimar los niveles de flujo génico, el cual depende del éxito reproductivo de los
dispersantes en la nueva poblacién. El flujo génico es una de las fuerzas principales que
modelan la estructura genética de una especie, entendiéndose ésta como la distribucion y
abundancia de genotipos dentro y entre poblaciones. El flujo génico aporta nuevos alelos a
la poblacién o reintroduce alelos que pudieron perderse por accion de la deriva genética.
Mientras la deriva genética tiende a diferenciar las poblaciones, el flujo génico tiende a
hacerlas mas semejantes. Ambas fuerzas afectan a todos los loci y el balance entre ellas
determina en gran medida la distribucion de la variacién genética entre las poblaciones de
una especie (Slatkin, 1985, 1987).

Gracias al desarrollo de técnicas y andlisis moleculares es posible estimar el flujo
génico de una manera detallada y con mayor resolucién (Eguiarte et al., 2007). Estas se
basan principalmente en observar la distribucién espacial de los alelos en las poblaciones
para hacer inferencias de los niveles o patrones de flujo génico en las poblaciones (Slatkin,
1985). El desarrollo de nuevos marcadores moleculares como los microsatélites han
tomado ventaja sobre otros debido a la suma de caracteristicas que presentan: tienen un alto
nivel de polimorfismo, son co-dominantes (es decir que se puede determinar el estado de
heterocigosis) y presentan una tasa de mutacién mucho mdés alta que la mayoria de otros
tipos de secuencias (Golstein y Pollock, 1994; Vendramin et al., 1996). Los microsatélites
consisten en cortas repeticiones en fdndem de 1-6 pares de bases y son especie-especificos.
No obstante, debido a que resultan homélogos en especies relacionadas, permiten realizar
estudios comparativos entre especies de un mismo género (Eguiarte et al., 2007). Estos

marcadores moleculares han llegado a ser de particular interés para realizar estudios

Lucia Valeria Sommaro — Tesis Doctoral 12




Capitulo | 1
Introduccion general

ecoldgicos que permiten responder preguntas muy puntuales relacionadas al flujo génico,
introgresion, sistemas reproductivos y andlisis de paternidad, asi como para hacer
inferencias sobre pardmetros demogréficos (Golstein et al., [996; Vendramin et al., 1998;
McCracken et al., 1999). Principalmente, el alto nivel de polimorfismo de los
microsatélites les provee el potencial para definir un tnico genotipo multilocus y poder
diferenciar individuos dentro de una poblacién. Con lo cual, se han utilizado en estudios
que requieran una escala fina de resolucién obteniendo estimaciones robustas de los
patrones contempordneos de flujo génico, para la cual otros marcadores pueden haber
alcanzado el limite de sus aplicaciones (Roques et at., 1999; Gerlach y Musolf, 2000;
Sunnucks, 2000; Kimberly et al., 2006; Macqueen et al., 2008).

En estudios recientes a escala geogréfica fina, y utilizando loci de microsatélite,
Macqueen et al. (2008) observaron que la filopatria de las hembras de Rattus fuscipes y la
heterogeneidad del habitat son muy importantes en la determinacién de los patrones de
dispersién y la estructura genética entre poblaciones de esta especie. Ademads, Kraaijeveld-
Smit et al. (2007) observaron que la fragmentacién tuvo diferentes efectos sobre la
dindmica poblacional, la organizacién social y el sistema de apareamiento en dos especies
de marsupiales del género Antechinus. Los estudios de dispersién efectiva en relacién con
la densidad poblacional presentan diferentes respuestas: Schweizer et al. (2007) observaron
que la estructura genética en Microtus arvalis se mantuvo constante a través de las
estaciones, independientemente de la densidad; Richardson et al. (2002), en poblaciones
australianas del conejo europeo (Oryctolagus cuniculus), registraron las mayores distancias
de movimiento a baja densidad poblacional, incluso cuando hubo espacio disponible para el

nacimiento de las crias.

Lucia Valeria Sommaro — Tesis Doctoral 13




Capitulo | 1
Introduccion general

1.2.3 Estudio de la dispersion en el centro-sur de Cordoba

En Argentina, los estudios de dispersién en poblaciones de roedores
sigmodontinos son escasos y especialmente orientados a una escala de parches de habitat.
Ademds, a fin de establecer el rol de la dispersién en la regulacién poblacional, en general
se han focalizado en la dispersién instantinea a través del andlisis de los movimientos
registrados dentro de grillas o a lo largo de lineas de trampeo. Asi, por ejemplo, en Akodon
azarae 'y Oligoryzomys flavescens, se ha observado que la dispersién fue mayor durante las
fases de incremento y declinacién de los niimeros poblacionales que lo observado en las
fases de baja densidad y del pico poblacional (Cittadino, 1995; Cittadino et al., 1997 y
2002).

Las estimaciones directas de dispersién suelen ser dificultosas de obtener en un
agroecosistema como el del centro-sur de Cérdoba. Esto es debido a que es un ambiente
espacialmente complejo donde coexisten parches de diferentes tipos de hdbitat creados o
modificados por el hombre, y parches naturales remanentes a lo largo de rios, terraplenes
de ferrocarril, bordes de cultivos, caminos y rutas. Estos hdbitat de borde tienen la
particularidad de presentar una estructura lineal en lugar de la bidimensional de los
ambientes no modificados (Priotto y Cittadino, 2009). Por lo tanto, las estimaciones
directas de dispersién consumen mucho tiempo del investigador y eventualmente no
alcanzan a detectar distancias de dispersién largas. Los métodos directos sélo pueden medir
la dispersién instantdnea reflejada en el movimiento de los individuos y no la dispersién
efectiva reflejada en el éxito reproductivo después de la dispersién. Asi, el movimiento de
los genes puede ser diferente al movimiento registrado en los individuos (Fontanillas et al.,
2004). Indudablemente, la combinacién de los métodos directos e indirectos para estimar

dispersion en un contexto espacial y temporal provee una mejor comprensiéon de las
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diferencias entre dispersion instantinea y efectiva en especies en las cuales las
observaciones directas son dificiles de obtener (Peakall et al., 2003; Schweizer et al., 2007;
Macqueen et al., 2008).

En la presente Tesis se adoptaron diferentes metodologifas para estimar la
dispersion dentro y entre poblaciones: Captura Marcado y Recaptura (CMR), para estimar
dispersién instantanea, y andlisis genéticos con microsatélites, para estimar dispersidn
efectiva. Los estudios con CMR se realizaron: (1) a través de grillas dentro de clausuras
(poblaciones). Estas condiciones permiten controlar y manipular la densidad de Ia
poblacién y conocer la edad y la cantidad de individuos al principio de la investigacion.
Como las clausuras son poblaciones cerradas no se espera inmigracién ni emigracion, por
lo tanto, los niimeros poblacionales varian sélo por los nacimientos o muertes dentro de
cada poblacién; (2) a través de lineas de trampas de captura viva ubicadas en bordes de
camino del agroecosistema del sur de Cérdoba, parte del hdbitat natural de Calomys
musculinus. Esta condicién, a diferencia de la anterior, permite observaciones directas de
los movimientos individuales sin restricciones a las inmigraciones o emigraciones.

Por su parte, los andlisis genéticos se realizaron sobre muestras extrafdas de

individuos capturados en el agroecosistema.
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1.3 ANTECEDENTES DE Calomys musculinus

Calomys musculinus es un pequeiio roedor oligéfago-omnivoro, de alrededor de
30gr. (Figura 1.1) y ha sido una especie ampliamente estudiada en Argentina por ser
reservorio del virus Junin, agente etiolégico de la Fiebre Hemorrdgica Argentina (FHA)
(Massoia y Fornes, 1966; Sabattini y Maistegui, 1970; Sabattini y Contigiani, 1982; Busch
et al., 1984; Reig, 1984; Kravetz et al., 1986; Mills et al., 1992 y 1998; Mills y Childs,
1998). El drea de distribucién de esta especie abarca Bolivia, Paraguay y Argentina
(Massoia y Fornes, 1966 y 1967; Massoia et al., 1968; Redford y Eisenberg, 1992; Wilson
y Reeder, 1993). Es una especie oportunista, que ocupa una gran variedad de hdbitat
ubicados desde el nivel del mar hasta 4.000 metros de altura, y una de las especies de
roedores mds ampliamente distribuida en la Argentina. Se distribuye desde las provincias
de Formosa y Salta en el norte, hasta la provincia de Chubut en el sur, aproximadamente
desde los 22° a 45° latitud sur ocupando un amplio rango de hébitat (Crespo et al., 1970;
Redford y Eisenberg, 1992). Una de las particularidades por la cual C. musculinus se
encuentra en una gran variedad de hdbitat, incluso en lugares dridos y frios, serfa su
capacidad de disminuir el metabolismo (torpor diario) en condiciones climéticas
desfavorables (Bozinovic y Rosenmann, 1988).

Dentro de los ecosistemas pampeanos del centro-sur de la Provincia de Cdrdoba,
esta especie es capturada en una gran variedad de habitat, tanto en ambientes lineales
(terraplenes de ferrocarril, bordes de camino y bordes de campo de cultivos), como en
ambientes bidimensionales (pastizales naturales y campos de cultivos) (Busch et al., 2000;
Castillo et al., 2003). C. musculinus ha sido descripto como una especie de hébitat tolerante

(Busch y Kravetz, 1992a y b; Busch et al., 1997) y como buena colonizadora de habitat
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perturbados (Steinmann et al.,, 1996), presentando una mayor amplitud de habitat y de
nichos tréficos respecto a otras especies de roedores coexistentes en hdébitat rurales del
centro argentino (Busch et al., 2000). De acuerdo con de Villafafie y Bonaventura (1987) y
Provensal et al. (1995) C. musculinus contribuye hasta con un 80% a la comunidad de
roedores en el sur de la provincia de Cérdoba.

C. musculinus presenta grandes fluctuaciones inter-anuales de densidad
poblacional, aparentemente relacionadas con factores climdticos, pricticas agricolas y la
interaccion de éstos con la competencia intra ¢ inter-especifica (Crespo, 1966; Crespo et
al., 1970; Kravetz y Polop, 1983). Ademds, las poblaciones de C. musculinus se
caracterizan por tener cambios estacionales de densidad, alcanzando los menores valores
durante el invierno (16/ha) y los méaximos durante fines de verano y principios de otofio
(250/ha) (Mills y Childs, 1998).

La estructura genética en poblaciones de C. musculinus ha sido ampliamente
estudiada en los agroecosistemas del centro-sur de Argentina, sin embargo nunca se evalué
su relacion con los cambios estacionales de densidad poblacional que presenta esta especie.
La mayoria de los estudios sobre variabilidad genética en C. musculinus han sido
realizados a escalas macrogeogrificas (> 10 km) y particularmente enfocados a su relacidn
con el virus Junin. Hasta el presente esta especie no ha sido considerada como especie
modelo para probar hipdtesis de dispersién, teniendo en cuenta sus caracteristicas de
abundancia, distribucion, comportamentales y reproductivas.

La mayorfa de estudios sobre variabilidad genética se han realizado mediante
diferentes marcadores moleculares como las alozimas, RAPDs (amplificacién al azar de
polimorfismos de ADN); y la regién control o “D-loop” y citocromo b de ADN

mitocondrial (Gardenal et al., 1980; Gardenal y Blanco, 1985; Chiappero et al., 2002;
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Chiappero y Gardenal, 2003; Gonzdlez-Ittig y Gardenal, 2004; Gonzdlez-Itig et al., 2007).
Estudios sobre la estructura genética en C. musculinus mostraron que a una escala
geogrifica de 700 km, el patrén de distribucién de alozimas, RAPDs y polimorfismos de
ADN mitocondrial, es compatible con un proceso de diferenciacion por deriva genética que
ocurre mds rapido que la homogeinizacién por flujo génico (Chiappero y Gardenal, 2003;
Gonzilez-Ittig y Gardenal, 2004). Sin embargo, estudios que utilizaron una regién control
de ADN mitocondrial mostraron que a una distancia de 75 km aproximadamente, las
poblaciones de C. musculinus presentaron correlaciéon entre distancias genética vy
geogrifica (Gonzélez-Ittig y Gardenal, 2004). Por lo tanto, no se descarta que en estudios a
escalas geogrifica fina se observe que el flujo génico pueda predominar sobre la deriva
genética; teniendo en cuenta que los hébitat de borde de los agroecosistemas, disponibles
para C. musculinus, pueden estar linealmente continuos sin interrupciones por varios km
(Gonzalez-Ittig y Gardenal, 2004; Chiappero et al., 2010). Investigaciones recientes han
aislado los primeros microsatélites especificos para C. musculinus (Chiappero et al., 2005,
2010). Estudios iniciales con estos marcadores moleculares observaron diferenciacion
genética baja y significativa entre poblaciones pequefias, una urbana y la otra rural,
separadas entre ellas por 10 Km al sur de la provincia de Cérdoba (Chiappero et al., 2010).
C. musculinus exhibe un patrén reproductivo estacional con actividad sexual desde
primavera hasta fines de otofio (Mills et al., 1992). Sus caracteristicas reproductivas revelan
a esta especie como altamente prolifica como resultado de su temprana madurez sexual, el
alto nimero de crias por parto, gestacion corta, continuidad de la actividad reproductiva
entre los meses de septiembre y abril, miltiples intromisiones de machos familiares y/o
extrafios en las dreas de accién de hembras receptivas, y aprovechamiento de celo post-

parto (Castro-Vazquez et al., 1987; Cutrera et al., 1988; Laconi y Castro-Vazquez, 1998;
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Sommaro et al., 2009). El aprovechamiento del celo post-parto implica que una nueva
prefiez se solapa con la lactancia de las crias producidas en la prefiez anterior.

C. musculinus ha sido descripta como una especie promiscua, en la cual las
hembras son el sexo territorial (Steinmann et al., 2009). Durante el periodo reproductivo las
hembras adultas mantienen dreas de accién exclusivas respecto a otras hembras, pero
ampliamente solapadas por las de varios machos (Steinmann et al., 2005), y cuando son
capturadas se encuentran prefiadas y lactando simultdneamente (Sommaro et al., 2009).
Resultados similares fueron observados por Cutrera et al. (1988) y Laconi y Castro-
Vazquez (1998), quienes sugieren que en proximidades del sitio de nidificacién una
hembra que se halla en celo post-parto puede copular con mds de un macho. Esto es
consistente con la observaciéon que las hembras de C. musculinus no muestran preferencia
alguna por machos extrafios o familiares (Laconi y Castro-Vazquez, 1998). Ademas, C.
musculinus presenta una débil asociacidén entre macho y hembra, y ausencia de cuidado
parental conjunto (Laconi y Castro-Vazquez, 1998). Teniendo en cuenta lo anterior, la
territorialidad intra-sexual en hembras reproductivamente activas se explicaria mejor a
partir de la hipétesis de defensa del sitio de nidificacion propuestas por Wolff (1993a), que
a partir de la hipdtesis de la abundancia y distribucién del alimento propuesta por Ostfeld et
al. (1985) e Ims (1987). La territorialidad de las hembras de C. musculinus serfa una
contra-estrategia hacia el infanticidio (Coda et al. en prensa).

Con respecto al uso del espacio, el tamaio de las dreas de accién de C. musculinus
estd determinado por el sexo y por el periodo reproductivo. Los diferentes tamafios de las
dreas de accion de machos y hembras durante el periodo reproductivo sugieren que los
machos y las hembras usan el espacio de manera diferente: alin cuando los machos siempre

establecen dreas de accién mucho mayores que las de las hembras, esta diferencia en el
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tamafio es mucho mds evidente durante el periodo reproductivo (Steinmann et al., 2005).
En general, durante el periodo reproductivo el tamaiio de las dreas de accion de los machos
triplican al de las hembras, registrando valores promedio de 680 m’ y 280 m’,
respectivamente (Steinmann et al., 2005; Steinmann, 2006). Ademds, los grados de
solapamiento de las dreas de accién de C. musculinus adultos también varian en relacién a
su actividad reproductiva. Durante el periodo reproductivo las hembras no solapan sus
dreas de accién con las de otras hembras, mientras que los machos lo hacen ampliamente
con ambos sexos (Steinmann et al., 2005). Esto se halla relacionado al comportamiento
tolerante registrado entre los machos y al altamente agresivo encontrado entre hembras
(Steinmann et al., 2009). Contrariamente, durante el periodo no reproductivo los machos
disminuyen drdsticamente el grado de solapamiento intra e inter-sexual, mientras que las
hembras presentan un cierto grado de solapamiento intra-sexual (Steinmann et al., 2005;
Steinmann et al., 2006 a, b).

Con respecto a la dispersién natal de C. musculinus, en estudios realizados en
poblaciones de clausura con valores normales de densidad poblacional, Austrich et al.,
(2011) encontraron que machos y hembras juveniles se establecen fuera del drea de accién
de hembras adultas. Ademds, los resultados obtenidos mostraron que la presencia de una
hembra adulta de C. musculinus en un determinado lugar inhibe la presencia de hembras y
machos juveniles en el mismo sitio. Sin embargo, en un estudio experimental realizado por
Priotto et al. (2005) se encontré que, en general, la presencia de los padres no fuerza la

dispersion de los juveniles del dmbito de sus nidos.
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1.4 OBJETIVO GENERAL

+ Estudiar el movimiento y la dispersion de Calomys musculinus, integrando la

ecologia, la genética y la evolucion, bajo una perspectiva comportamental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudiar en poblaciones de clausuras el efecto de la densidad poblacional sobre el

tamafio y solapamiento del drea de accién de las hembras y machos adultos, y la

dispersién de los juveniles en relacién a sus padres (Capitulo 3).

2) Estudiar en ambientes naturales el patrén de movimiento de C. musculinus en

relacién al sexo, estacién y abundancia poblacional (Capitulo 4).

3) Estudiar en ambientes naturales la dispersion de C. musculinus, a través de la

estructuracion genética espacial en relacién al sexo, estacién y abundancia

poblacional (Capitulo 5).
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Figura 1.1 Fotografias de individuos de Calomys musculinus. Se observan detalles caracteristicos:
a) mechén de pelo blanco detrds de las orejas y c) vientre gris con el extremo de los pelos blancos,
cola igual o mayor al largo del cuerpo. b) y d) fotografias de individuos capturados en el campo, e)
nido de C. musculinus dentro de una clausura experimental, f) individuo marcado en el pabellén
auricular con una caravana de prueba y posteriormente liberado.
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CAPITULO 2

AREAS DE ESTUDIO

2-1. CLAUSURAS EXPERIMENTALES

El estudio se realiz6 en cuatro clausuras (Figura 2.1) ubicadas en un pastizal
que se encuentra en un relicto de Espinal en el Campus de la Universidad Nacional de
Rio Cuarto (UN.R.C) (33° 07" S, 64° 14" O y 421 metros de altitud s.n.m.),
departamento Rio Cuarto, provincia de Cérdoba. Desde el punto de vista geolégico esta
zona estd ubicada en la Provincia Geoldgica Llanura Chaco-Pampeana (Cantd, 1992).
El clima de la regién es templado, presentando una marcada estacionalidad térmica
(Capitanelli, 1979). La temperatura media anual es de 16,5°C y en el mes mads cdlido
(enero) es de 24°C. En julio, el mes mas frio, es de 9,6 °C. Las precipitaciones anuales
oscilan entre 700 y 800 mm. El periodo mds lluvioso es en primavera y verano que
concentra el 77 % de las precipitaciones y durante el cual se dan las lluvias de mayor
intensidad (datos provistos por el adrea de Agro-meteorologia de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria, U.N.R.C).

Desde el punto de vista floristico el drea de estudio se encuentra en la
“Provincia del Espinal” “Distrito del Algarrobo” (Cabrera, 1976). Bianco et al. (1987)
clasificaron a la zona como una “Estepa graminosa” incluida dentro de la unidad
“llanuras bien drenadas”. Este sector se caracteriza por estar modificado por la accién
del hombre con muy bajo porcentaje de especies nativas del Espinal. El estrato lefioso

ha desaparecido casi por completo, quedando reducido a algunos “espinillos” y
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algarrobos solitarios. La comunidad predominante es el “flechillar” donde son

frecuentes las especies del género Stipa (Bianco et al., 1987).

Flora y fauna de vertebrados mds representativa de la regicn

El presente listado de ejemplares mds representativos de flora, aves y reptiles
del area de estudio fueron extraidos de la revista Bosque Autéctono “El Espinal”: un
drea protegida, Universidad Nacional de Rio Cuarto (Vischiet al., 2000). Dentro de las
especies arbdreas se encuentran el algarrobo blanco (Prosopis alba), algarrobo negro
(P. nigra), calden (P. caldenia), tala (Celtis espinosa), espinillo (Acacia caven), sombra
de toro (Jodinarhom bifolia), quebracho blanco (Aspidosperma quebracho blanco),
mistol (Zizhypus mistol) e itin (Portulaca kuntzie). Entre las especies arbustivas se
destacan Afamisqueae marginata, Lipia turbinata (poleo) y Aloysia gratissima.
Diversas gramineas de los géneros Stipa, Setaria y Paspalum forman el pastizal (Bianco
et al., 1987).

Las aves rapaces mds comunes en esta zona son la lechuza de las vizcacheras
(Athene cunicularia), lechuza de los campanarios (Tyto alba), chimango (Milvago
chimango), carancho (Polyborus plancus) y el halconcito colorado (Falco sparverius).
Otras aves que se encuentran en el drea son: tero comun (Vanellus chilensis), urraca o
pirincho (Guiraguira), jilguero (Sicalis flaveola), hornero (Furnaris rufus), tordos
(Molothrus badius, y M. bonariensis), tacuarita azul (Polioptila dumicola), carpinteros
(Colaptes campestris, y C. melanolaimus), pititurria (Chlorostil bonaureoventris),
perdiz comun (Nothura maculosa), picabuey (Machetornis rixosus), benteveo (Pitangus

sulfuratus) y churrinche (Pyeocephalus rubinus).
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Entre los reptiles se pueden citar: Teius oculatus, Pantodactyluss chreibersi y
Mabuya dorsovittata. Las culebras mas comunes en la reserva y la zona son: Philodrias
aestivus y Philodrias patagoniensis. Los anfibios mds frecuentes son el sapo comin
(Rhinella arenarum) y las ranas (Leptodactylus latinasus, L. mystacinus, L. gracilis y
Physalemus biligonigerus).

La fauna de mamiferos nativos estd compuesta por 7 especies de roedores
cricétidos (Calomys musculinus, C. laucha y C. venustus, Akodon azarae, A. dolores,
Oxymycterus rufus y Oligoryzomys flavescens), una especie de la familia Caviidae, cuis
comin (Cavia aperea); dos especies de marsupiales: comadreja overa y colorada
(Didelphis albiventris y Lutreolina crassicaudata), familia Dasypodidae, la mulita o
peludo (Dasypus hybridus); cinco especies de camivoros: gato montés y puma
(Oncifelis geoffroyi y Puma concolor), zorro gris (Lycalopex gymnocercus) zorrino y
hurén (Conepatus chinga y Galictis cuja), cuatro especies de quirdpteros pertenecientes
a la familia Vespertilionidae (Lasiurus blossevillii, Lasiurus cinereus, Lasiurus ega y
Mpyotis levis) y dos pertenecientes a la familia Molossidae (Molossus molossus y
Tadarida brasiliensis). Ademds, la fauna de mamiferos introducidos estd representada
por una especie perteneciente al Orden Lagomorpha (liebre europea) y tres especies de
roedores muridos (Mus domesticus, Rattus norvergicus y Rattus rattus). Los datos de

los mamiferos de la zona de Rio Cuarto fueron extraidos de Morando y Polop 1997.
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Figura 2.1: Vista de las clausuras ubicadas en la reserva de bosque autéctono El Espinal dentro
del Campus de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Imdgenes recortadas de Google Earth

(http://earth.google.es/).
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2-2. AMBIENTES NATURALES

El drea de estudio se encuentra ubicada en un agroecosistema del departamento
Rio Cuarto (provincia de Cérdoba) perteneciente, desde el punto de vista floristico, a la
“Provincia del Espinal”. Las caracteristicas climdticas, floristicas y faunisticas
representativas de esta regién fueron mencionadas en el punto 2.1. En la actualidad la
vegetacion original ha sufrido importantes modificaciones quedando relegada a los
bordes lineales de los caminos, rutas, terraplenes de ferrocarril y orillas de rios y
arroyos (Priotto y Cittadino, 2009) (Figura 2.2). Asi el paisaje actual consiste
principalmente de campos de cultivos rodeados por alambrados con bordes dominados
principalmente por especies de malezas.

La flora dominante de los bordes incluyen poiceas y gramineas como
Paspalum sp, Stipa sp., Cynodondactilon y Sorghum halepensisy otras herbiceas como
cardos Eryngium sp. y Dypsacus fullonum (Ellis et al., 1997; Bilenca y Kravetz, 1999).
A pesar de la influencia de las practicas agricolas sobre los habitats de bordes, éstos
representan la mayor fuente de cobertura del agroecosistema y tienen una alta
disponibilidad de semillas durante la mayor parte del afo. Por lo tanto, estos hébitat
lineales son refugios para numerosas especies de insectos que actian como
polinizadores o agentes de control de plagas de cultivos y ademds conservan la mayor
riqueza y abundancia relativa de pequefios mamiferos en el paisaje rural (Bilenca et al.,
2008, Priotto y Cittadino, 2009). El ensamble de pequefios mamiferos de los bordes de
héibitat estd representado por siete especies de roedores Sigmodontinos: Calomys
musculinus, C. venustus, C. laucha, Akodon azarae, A. dolores, Oxymycterus rufusy
Oligoryzomys flavescens (Polop y Sabattini, 1993; Simone et al., 2010), donde las

especies que representan en mayor nimero a este ensamble son A. azarae, C. venustus 'y
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C. musculinus (Simone et al., 2010). Si bien los roedores son sensibles a las alteraciones
de su microhdbitat, afectando su abundancia y distribucién en las dreas de cosecha,
algunas especies se han visto favorecidas por un aumento en la fuente de alimento y una
disminucién en la densidad de sus predadores (Steinmann, 2006; Bilenca et al., 2007).
En las dltimas décadas, las modificaciones del ambiente natural se han incrementado
notablemente ya que la rentabilidad de la agricultura por sobre la ganaderia ha ido en
aumento. El uso intensivo de los campos de cultivo ha sido favorecido principalmente
por nuevos sistemas de labranza (siembra directa como sistema de manejo dominante en
la regidn), la expansién del cultivo de soja y el incremento del doble cultivo trigo-soja
de segunda, a la vez que se incorpord un uso mayor de agroquimicos (fertilizantes y
pesticidas). En general, la superficie sembrada con maiz, girasol y trigo se mantuvieron
estables o disminuyeron, mientras que el area destinada a la siembra de soja se duplicé
en todo el pais (Satorre, 2005; Bilenca et al., 2008). Cabe destacar que desde hace
varios afios, debido a la rentabilidad del monocultivo de soja, se ha observado el avance
continuo de la siembra fuera del perimetro del alambrado de los campos, en bordes y en
banquinas de rutas. La siembra sobre los bordes es una actividad que suele estar
acompafiada por quema de pastizales y aplicacién de agroquimicos. Estas practicas,
junto con el uso de transgénicos reducen la biodiversidad y la cobertura de la vegetacién
remanente de los bordes de hébitat. La pérdida de los bordes de cultivos podria afectar
la abundancia y distribucién de pequefios mamiferos, modificando la estructura de los
ensambles. También podria repercutir sobre las especies que conforman los eslabones
superiores de la cadena tréfica y se alimentan principalmente de pequefios mamiferos,

como por ejemplo las aves rapaces (Bilenca et al., 2008).
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Figura 2.2: Fotografia de la zona rural de la localidad de Chucul, departamento Rio Cuarto,

provincia de Cérdoba. Se observa en detalle los bordes lineales de los caminos internos, el

terraplén del ferrocarril y la Ruta Nacional N° 158.
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CAPITULO 3

MOVIMIENTO DE Calomys musculinus EN CLAUSURAS
EXPERIMENTALES: Comportamiento de espaciamiento

3.1 INTRODUCCION

El comportamiento social es un importante componente de la dindmica
poblacional debido a su impacto potencial sobre la variacién de las tasas de nacimiento,
muerte y dispersién (Krebs et al., 2007). Aunque el comportamiento social abarca una
amplia gama de comportamientos, la mayoria de ellos se centran en las interacciones
agresivas entre los individuos o el comportamiento de espaciamiento (Heske vy
Bondrup-Nielsen, 1990). El comportamiento de espaciamiento limita los nimeros
poblacionales de muchas especies de microtinos (Lambiny Krebs, 1991). Por un lado, al
principio del periodo reproductivo (primavera), el comportamiento de espaciamiento
restringe el nimero de individuos capaces de reproducirse (Taitty Krebs, 1985) y por
otro, la agresividad de los adultos influye sobre el reclutamiento y la sobrevida de los
juveniles (Boonstra, 1978). Por lo tanto, el comportamiento de espaciamiento influye
fuertemente sobre la demografia de las poblaciones de roedores. Siguiendo a Madison
(1980) y Bondrup-Nielsen (1985, 1986) consideramos que los individuos exhiben
comportamiento de espaciamiento cuando ellos mantienen sus tamafios de dreas de
accion y territorialidad independientemente de los valores de densidad poblacional. Asi,

cuando todo el espacio se encuentre ocupado por coespecificos, estos individuos evitan
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el establecimiento de otros (Bondrup-Nielsen, 1985). Por lo tanto, el comportamiento de
espaciamiento tiene una influencia estabilizante en la dindmica poblacional anual
limitando el nimero de individuos reproductivos (Tamarin, 1983; Bondrup-Nielsen e
Ims, 1986; Heske y Bondrup-Nielsen, 1990).

En roedores del hemisferio norte se ha observado que al incrementar la
densidad poblacional el tamafio del drea de accién decrece mientras que la proporcion
de solapamiento entre ellas aumenta (Bondrup-Nielsen, 1985; Ims, 1987 y 1988; Nelson
1995a by 1997; Bond y Wolff, 1999; Ochiai y Susaki, 2002). Sin embargo, este patrén
no siempre es observado (Bondrup-Nielsen, 1986; Ostfeld, 1990). Las respuestas del
tamafio y solapamiento de las dreas de accién al aumento de la densidad poblacional son
variables y flexibles y dependen ampliamente del sexo, la edad y relacién entre los
individuos (Lambin y Krebs, 1993; Ochiai y Susaki, 2002; Wolff et al., 2002; Wolff
2003; Moorhouse y MacDonald, 2005). Por ejemplo, en especies de roedores con
sistemas de apareamiento promiscuos y poliginicos, el tamafio y el grado de
solapamiento del drea de accién de los machos estdn negativamente correlacionadas con
el aumento de densidad poblacional (Ostfeld et al., 1985; Ostfeld, 1986; Nelson 1995a b
y 1997, Bond y Wolff, 1999; Moorhouse y Macdonald, 2008) mientras que, las hembras
mantienen sus territorios independientemente de la densidad poblacional (Saitoh, 1981;
Ostfeld, 1985; Ostfeld et al., 1985; Heske, 1987; Erlinge et al., 1990).

Las variaciones en los valores de abundancia poblacional también pueden
afectar la dispersion de los juveniles desde su area de accién natal (Andreassen e Ims,
2001). La distancia de dispersion natal de los machos y las hembras jévenes es
altamente variable y depende, en parte, del grado de saturacién de hdbitat y

disponibilidad de territorios vacantes o compafieros para aparearse (Wolff y Lundy,
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1985; Wolff et al., 1988; Lambin et al., 2001; Wolff, 2003). Aunque las causas de la
dispersién natal pueden diferir entre especies, poblaciones y sexos, las causas dltimas de
ésta generalmente son la evitacién de la endogamia, la competencia intra-sexual por la
pareja y la competencia por los recursos (Dobson, 1982; Pusey, 1987; Wolff, 1993,
1994; Zedrosser et al., 2007).

Las caracteristicas generales de historia de vida de C. musculinus fueron
descriptas en detalle en el Capitulo 1, aqui se van a retomar las caracteristicas
especificas sobre reproduccién y comportamiento que nos permitieron plantear los
objetivos del presente Capitulo.

Los juveniles de Calomys musculinus maduran sexualmente entre los 32 y 40
dias de edad, con un peso promedio de 16,5 gr (de Villafafie 1981, Sommaro et al.,
2009). C musculinus tiene un periodo de gestacién de 21 dias y una hembra puede
producir varias camadas durante su vida (mdximo de 10 camadas con una media de 6
crias en cada una) (Mills et al., 1992). Las hembras presentan alta frecuencia de celo
post- parto (de Villafaiie y Bonaventura, 1987; Busch et al., 2000). C. musculinus
presenta un sistema de apareamiento promiscuo, y durante el periodo reproductivo las
hembras mantienen dreas de accién exclusivas y defienden activamente sus espacios
reproductivos (territorios). Las hembras mantienen los territorios reproductivos
mostrando altos niveles de agresividad asociada con la defensa de sus espacios
reproductivos (Steinmann et al., 2009). Como una adaptacién de defensa de las crias, las
hembras activas reproductivamente defenderian un drea exclusiva para evitar
infanticidio por parte de otras hembras (Coda et al., en prensa). Laconi y Castro-
Viazquez (1998), Laconi et al., 2000 y Coda et al., 2011 encontraron que las hembras

lactantes de C. musculinus muestran altos niveles de comportamiento agresivo hacia
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otras hembras maduras sexualmente y la presencia de otras hembras cerca de sus nidos
es perjudicial para la supervivencia de sus crias. Asf, la territorialidad de las hembras de
C. musculinus actuaria como una contra-estrategia que habria evolucionado para reducir
el riesgo de pérdida de crias por parte de hembras infanticidas (Steinmann et al., 2006;
Coda et al., 2011). Por lo tanto, las hembras juveniles que entran a la poblacién
reproductiva competirian con hembras adultas residentes y deberian dispersarse. Los
machos de C. musculinus tienen un drea de accion dos veces mas grande que las dreas
de las hembras con alto solapamiento intra e intersexual, exhibiendo altos niveles de

tolerancia entre ellos y comportamiento amigable (Steinmann et al., 2005 y 2009).

3.1.1 PREDICCIONES

Aunque se han estudiado muchos aspectos del uso del espacio de C.
musculinus (Steinmann et al., 2005, 2006 a, b, 2009) nunca se evalué el efecto de la
densidad sobre su respuesta de espaciamiento. Asi, bajo la hipdtesis que el
comportamiento de espaciamiento sélo opera entre hembras adultas de C. musculinus, el

objetivo del presente Capitulo fue probar las siguientes predicciones:

1) El tamafio y el grado de solapamiento de las dreas de accién de las hembras

adultas son independientes de los valores de densidad poblacional.
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2) El tamaiio y el grado de solapamiento intra e intersexual de las areas de accién
de los machos adultos decrecen en relacién al incremento de la densidad

poblacional.

3) A altas densidades poblacionales las hembras juveniles se establecen més lejos

del 4rea de accién de sus madres que los machos juveniles.

4) A alta densidad poblacional la proporcién de solapamiento entre las hembras
juveniles y sus madres son menores que la proporcién de solapamiento entre

los machos juveniles y sus madres.

3.2 MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en un drea protegida del Campus de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (Ver Capitulo 2, “Clausuras Experimentales”) en cuatro
clausuras de 0,25 ha (40 m x 62,5 m) construidas con chapa galvanizada que se extiende
70 cm sobre el nivel del suelo y 30 cm bajo su nivel. Las clausuras (CI, CII, CIIl y CIV)
funcionan como poblaciones independientes. El margen interno de cada clausura
presenté un borde desmalezado de 1 m de ancho el cual fue considerado como hébitat
sub-6ptimo. Este borde, que rodea un parche interno con valores de cobertura vegetal
cercanos al 100% (hébitat 6ptimo), fue mantenido desmalezado durante todo el estudio.
Los parches de hébitat dentro de cada clausura corresponden a una pastura natural con

especies arbustivas y arbéreas propias del habitat natural de C. musculinus. Todas las
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clausuras fueron consideradas homogéneas en relacién a su composicién floristica y
valores de cobertura vegetal. Para evitar la entrada de predadores terrestres a las
clausuras se instalé un boyero eléctrico de 2 hilos (Figura 3.1).

Dentro del parche de hdbitat de cada clausura se instalé una grilla de Captura-
Marcado y Recaptura (CMR) de 6 x 10 trampas de captura viva tipo Sherman separadas
cada 6 m. Con el objetivo de que las trampas permanezcan en el mismo lugar, y que los
animales se acostumbren a ellas, se las dej6 instaladas permanentemente en cada
clausura. Las trampas fueron cebadas con grasa y pasta de mani; y revisadas
diariamente por la mafiana.

En los bordes internos desmalezados se instalaron 32 trampas de captura viva
tipo Sherman ubicadas cada 6 m una de otra (Figura 3.1). Las mismas fueron cebadas y
chequeadas por la mafiana junto con las trampas instaladas en el parche de hébitat.
Aquellos individuos capturados tres veces consecutivas en una misma sesién de
trampeo en las trampas de bordes fueron considerados dispersantes y removidos de la
poblacion. Los animales capturados fueron pesados y medidos, registrdndose ademds el
sexo, el estado reproductivo y el local de captura. En machos se registré la posicion de
los testiculos (escrotales o abdominales). En las hembras se observé el estado de la
vagina (cerrada o abierta), las mamas (pequefias o elongadas y desnudas) como
indicador de lactancia y por la forma del cuerpo y palpacidn se determiné prefiez. El

local de la trampa de cada captura fue registrado.
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fueron trasladados al Bioterio del Departamento de Ciencias Naturales, situado en el
Campus de la U.N.R.C, donde se conformaron 64 parejas reproductivas. Cada una de
ellas fue alojada en una caja de policarbonato acondicionadas con viruta, alimento en
pellets y agua ad libitum (Figura 3.2a). Estas parejas fueron mantenidas en una
habitacién a 24°C con un ciclo constante de 14 horas de luz y 10 de oscuridad y se les
realizé un seguimiento diario para detectar prefiez y registrar la fecha del nacimiento de
las crias.

Al momento del destete de las crias, (entre 18 y 20 dias de edad) ellas y sus
padres fueron pesados, medidos, sexados y para su posterior identificacion se marcaron
en sus pabellones auriculares con un cédigo numérico, mediante pequefios cortes de
tijeras.

A principios de diciembre, de las 64 parejas reproductivas conformadas, y
teniendo en cuenta la edad de las crias y la tasa sexual de las camadas, se seleccionaron
34 familias conformadas por la madre, el padre y la camada de 6 crias en promedio,
para ser trasladadas a las clausuras. De estas 34 familias, 10 fueron ubicadas en las
clausuras designadas a tener baja densidad poblacional (clausuras I y I} (5 en cada una
de ellas) y 24 fueron ubicadas en las clausuras designadas a tener alta densidad
(clausuras III y IV) (12 en cada una). Cada grupo familiar fue colocado dentro de Ila
clausura en sus propias cajas reproductivas con viruta conteniendo su olor. Las cajas
fueron uniformemente distribuidas dentro de las clausuras y luego fueron abiertas
permitiendo que los animales se diseminen dentro de las clausuras (Figura 3.2b).
Cuando las cajas fueron abiertas en las clausuras los juveniles tenfan entre 20 y 30 dias

de edad.
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Tabla 3.1: Cronograma correspondiente a las actividades desarrollados para el estudio en

poblaciones de clausuras.

FECHA ACTIVIDADES

Captura de individuos de C. musculinus en la localidad
) de Chucul, departamento Rio Cuarto. Los animales

Agosto- septiembre de 2007 ) )
capturados fueron ubicados individualmente en cajas de

policarbonato dentro del bioterio.

Octubre de 2007 Conformacién de parejas en el bioterio.

Control de las parejas y registro de la fecha de
Octubre y noviembre de 2007 )
nacimiento de las crias.

Marcado de los animales y traslado de las parejas con
Fines de noviembre de 2007 | sus crias a las clausuras designadas como de alta y baja

densidad.

Inicio del primer muestreo de las poblaciones_ de
Desde el 03/12/2007 hasta el

clausuras. Registro del efecto del tratamiento sobre la
08/12/2007

respuesta de espaciamiento de C. musculinus.

Figura 3.2: a) Parejas reproductivas de Calomys musculinus ubicadas en cajas de policarbonato
dentro del bioterio del Departamento de Ciencias Naturales en la U.N.R.C; b) liberacién de los

grupos familiares en las poblaciones de clausuras.
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La decisién del nimero de parejas que conformaron las poblaciones de
clausuras se realizé teniendo en cuenta el tamafio promedio del drea de accién de las
hembras activas de C. musculinus durante el periodo reproductivo (274 m?) (Steinmann
et al., 2005). Asi, un drea de 2500 m* equivaldria a 9 espacios reproductivos exclusivos
disponibles y permitirfa el establecimiento de 9 hembras reproductivamente activas.

Las dos clausuras de baja densidad poblacional (clausuras controles I y II)
tuvieron una densidad inicial promedio de 40 individuos cada una con disponibilidad de
espacios reproductivos. Las dos clausuras de alta densidad poblacional (clausuras
experimentales IIT y IV) tuvieron una densidad inicial promedio de 136 individuos cada
una, con una saturacién de los espacios reproductivos (Tabla 3.2). Este promedio de
densidades en las poblaciones de clausuras fue comparable con alta y baja densidad en
poblaciones silvestres de ambientes naturales de C. musculinus (Mills y Childs, 1998).

Para el estudio de efecto de la densidad sobre la respuesta de espaciamiento de
C. musculinus, se realiz6é 1 sola sesién de muestreo luego de un periodo de aclimatacién
de 5 dias. Con el fin de detectar la variacién de densidad poblacional en las poblaciones
de clausuras, 15 dias después de finalizado el estudio del efecto de la densidad,
comenzd el seguimiento de las poblaciones mediante sesiones de muestreo mensuales.
Las mismas fueron de 5 dias cada una y se llevaron a cabo desde fines de diciembre de
2007 hasta marzo de 2008. La densidad poblacional de estos muestreos de seguimiento
fue calculada como el nimero de individuos capturados en cada poblacién de clausura
por cada sesidén de muestreo. Las fechas correspondientes a las sesiones de muestreo
son las siguientes:

a) segunda sesién de muestreo desde el 24 hasta el 28/12/2007;

b) tercera sesién de muestreo desde el 14 hasta el 18/01/2008;
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¢) cuarta sesién de muestreo desde el 11 hasta el 15 /02/2008 y

d) quinta sesién de muestreo desde el 27 hasta el 31/03/2008.

Tabla 3.2: Condiciones demogréficas iniciales de las poblaciones de Calomys musculinus de
alta y baja densidad.
BAJA DENSIDAD ALTA DENSIDAD

FUNDADORES Cl cl CII CIv
Madres 5 5 12 12
Padres 5 5 12 12
Crias 27 26 78 77

Tasa sexual de las crias 1.07 1 1.05 1.05

Abundancia poblacional
39 £3.078 41+£6.568 111£5.535 161£23.400
de la primera sesién de muestreo

3.2.2 Estimacion del efecto de la densidad poblacional

Para estimar la configuracién del drea de accién, los sitios exactos de las
capturas de cada animal fueron dibujados en un papel gréfico utilizando el Método de
Franja de Bondad de Ajuste (Stickel, 1954). Se conectaron los puntos medios entre un
sitio de captura y el siguiente mis cercano mediante linea recta. Este método considera
que en promedio un individuo se traslada la mitad de la distancia entre dos sitios de
captura durante su movimiento. Para la estimacién del tamafo de drea de accién (mz) se
optd por el método del Poligono Convexo Minimo (Jenrich y Turner, 1969) por su
simplicidad matemdtica, porque es fdcil de implementar graficamente y es un método

util para ser utilizado comparativamente con estudios previos.
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El centro del drea de accién se definié como el drea de mayor uso de la misma.
Esta ubicacién puede contener un nido, refugio y fuente de alimento. Para identificar el
centro de actividad de cada drea de accién en machos y hembras de C. musculinus, se
utilizé el método de Centro Matemdtico de Actividad (CMA) (Hayne, 1949). Sin
embargo, el verdadero centro de actividad de la hembra es donde amamanta a su
camada mas que el CMA calculado por las ubicaciones de las capturas en las trampas
(Lambin, 1997). A causa de que los nidos de las hembras de C. musculinus son dificiles
de encontrar, se eligié utilizar el CMA definido como el centro matemdtico de la
distribucién de las capturas totales y que ademds tiene en cuenta el nimero de capturas
en cada trampa. El nimero de capturas para cada drea de accidn estimada varié entre 8 y
9 para adultos y entre 5 y 9 para juveniles. El porcentaje de solapamiento intra e inter-
sexual fue estimado para cada individuo que estableci6 un drea de accién segin el
método propuesto por Batzli y Henttonen (1999). De este modo se calculé la proporcién
de solapamiento midiendo cuanto del drea de accién de un individuo blanco fue
compartida con el drea de accién de otro individuo del mismo sexo (solapamiento intra-
sexual), y con el drea de accién de animales del sexo opuesto (solapamiento inter-
sexual), dividido por el drea de accién del individuo blanco.

El efecto de la densidad sobre el comportamiento de establecimiento de los
juveniles fue analizado considerando la distancia de establecimiento de los juveniles
con respecto a su madre (distancia en metros del CMA de cada juvenil al CMA de su
madre) y el solapamiento de las dreas de accién entre madres y sus crias. Las
interacciones que se tomaron en cuenta fueron el (porcentaje de solapamiento entre

madre/hija y madre/hijo).
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La densidad poblacional durante la primera sesiéon de muestreo (experimento
de efecto de la densidad) fue estimada utilizando el estimador jackknife en el programa
CAPTURE (White et al., 1982) incorporado como un médulo independiente dentro del
programa MARK (White y Burnham, 1999). Se utilizé la opcién por defecto de
estimador de poblacién cerrada, lo cual es iitil cuando el tamafio de la muestra es
pequeiio para la seleccién del modelo en CAPTURE (Boulanger y Krebs, 1994; Pocock
et al., 2004).

En el disefio experimental del estudio utilizamos dos clausuras de baja
densidad (poblaciones controles) y dos clausuras de alta densidad (poblaciones
experimentales) como observaciones independientes. Para analizar el tamafio de drea de
acciéon de los adultos, solapamiento intra- e inter-sexual del 4rea de accidn
(macho/macho; macho/hembra y hembra/hembra), las distancias de establecimiento de
los juveniles a sus madres, la proporcién de solapamiento entre juveniles y sus madres
en relacién al sexo (madre/hija y madre/hijo), y el tratamiento y sus interacciones, se
utilizé la prueba de ANOVA de dos factores. Cuando se observaron diferencias
significativas entre los niveles se realizé la prueba a posteriori de Tukey. La

homogeneidad de varianzas fue testeada con la prueba de Bartlett.

3.3 RESULTADOS

En las clausuras de baja densidad, 64 y 73 individuos marcados de C.
musculinus fueron capturados 254 veces y en las poblaciones de alta densidad 187 y
203 individuos marcados fueron capturados 860 veces. Durante esta primera sesién de

muestreo las densidades poblacionales fueron de 39+3,078 individuos en la clausura [ y
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4146,568 en la clausura II. En las clausuras de alta densidad fueron de 111£5,535 y
161+23,400 individuos en las clausuras III y IV respectivamente (Tabla 3.2). Ningin
individuo fue capturado en tres ocasiones consecutivas en las trampas del borde
desmalezado dentro de una misma sesién de muestreo. Por lo tanto, asumimos que
todos los animales se establecieron dentro del parche de habitat de cobertura vegetal en

cada clausura.

Sesenta y nueve dreas de accién fueron estimadas en las poblaciones con baja
densidad poblacional (27 y 42 establecidas por adultos y juveniles, respectivamente) y
138 en las clausuras con alta densidad (43 y 95 establecidas por adultos y juveniles,

respectivamente).

3.3.1 Adultos
Tamaiio y solapamiento de las dreas de accion

Aun cuando los andlisis estadisticos con dos repeticiones pudieran ser débiles,
los resultados obtenidos muestran un patrén muy claro. El tamafio del drea de accién de
los adultos dependié del sexo y de la densidad poblacional (interaccién: Fy 4=250,5; P<
0,001). Los tamafios del drea de accién de las hembras fueron similares en alta y baja
densidad poblacional (P= 0,755); mientras que las dreas de accién de los machos fueron
mas pequeias en alta que en baja densidades (P< 0,001) (Figura 3.3).

La proporcién de solapamiento de las dreas de accién de los adultos varié en
relacién con la densidad y tipo de solapamiento (intra- e inter-sexual) (interaccién: Fs,
= 43,092; P< 0,001). Las proporciones de solapamiento intra-sexual de las dreas de
accién de hembras fueron independiente de la densidad (P= 0,260). La proporcién de

solapamiento promedio entre las areas de accién de las hembras fue siempre menor al
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3%. Las proporciones de solapamiento de las dreas de accién de los machos
(machos/machos, machos/hembras) fueron mas bajas en las clausuras de alta que en las
de baja densidad (valores de P< 0,001) (Figura 3.4). Ademds, a bajas densidades los
machos solaparon sus dreas de accién con 4 6 7 hembras, mientras que en altas
densidades el solapamiento inter-sexual ocurrié s6lo con 1 6 3 hembras y no excedid el

13% de solapamiento.
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Figura 3.3: Tamano del area de accién de los adultos (media + desvio estandar) de Calomys

musculinus con relacién al tratamiento y al sexo.
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Figura 3.4: Porcentaje de solapamiento de areas de accién (media + desvio estdndar) en adultos
de Calomys musculinus en relacién con el tratamiento y tipo de solapamiento: hembra/hembra,

macho/macho y macho/hembra.

3.3.2 Juveniles
Distancia de establecimiento

La distancia de establecimiento de los juveniles con respecto al CMA de sus
madres fue independiente de la densidad (F; 4= 1,807; P= 0,250) con una media de
12,750+5,454 m en las poblaciones de baja densidad y de 17,350£3,488m en alta
densidad. También la distancia de establecimiento de los juveniles al CMA de sus
madres fue independiente del sexo de los mismos (F; 4= 0,792; P= 0,424) con valores
medios en las hembras de 13,528+4,067 m y en los machos de 16,573+5,772 m. La

interaccién no fue estadisticamente significativa (F, 4 = 0,580; P= 0,489).
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Solapamiento de las dreas de accion

Las proporciones de solapamiento de las dreas de accién entre los juveniles y
sus madres fueron independiente de la densidad (F; 4= 6,352; P= 0,0654; baja densidad:
7,154+0,970; en alta densidad: 5,553£0,791) y del sexo (F; 4= 0,213; P= 0,669;
madrelhija: 5,785+0,392; madre/hijo: 5,321+1,228). La interaccién no fue
estadisticamente significativa (F, 4= 1,684; P= 0,264). En bajas y altas densidades el
promedio de las proporciones de solapamiento entre los juveniles y sus madres fue

siempre menor al 8%.

3.3.3 Seguimiento de las poblaciones de clausuras

Durante la primera sesiéon de muestreo (principios de diciembre de 2007), el
94,2% de los individuos que habian sido marcados en el bioterio fueron capturados al
menos una vez, alrededor de 40 individuos en cada poblacién de baja densidad y cerca
de 100 individuos en cada poblacién de alta densidad. Al comenzar el seguimiento de
las poblaciones (segunda sesién de muestreo), la captura de individuos marcados
disminuyé entre el 30% y el 50%. En las poblaciones de baja densidad se capturaron: 17
individuos en la clausura I y 20 individuos en la II. En las poblaciones de alta densidad
se capturaron: 37 individuos en la clausura Il y 21 individuos en la IV. Desde la tercera
sesion de muestreo hasta la quinta (marzo de 2008), los valores de captura de individuos
se mantuvieron similares en las cuatro poblaciones variando entre 5 y 20 individuos
(Figura 3.5).

El nimero de individuos de las poblaciones de clausuras disminuyd
rdpidamente luego de la primera sesién de muestreo. Diferentes factores no excluyentes

podrian ser los causantes de este resultado. Por un lado, finalizando el mes de diciembre
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de 2007 se registraron dias de extremo calor y luego lluvia durante varios dias
continuados. La intensidad y la cantidad de agua caida pudieron haber afectado la
sobrevida de los individuos de las poblaciones de clausuras, independientemente del
tratamiento al inicio del experimento, debido a que estas sufrieron inundaciones. Por
otro lado, las clausuras son uno de los espacios menos alterados dentro del drea
protegida. Si bien ocupan un 10% aproximadamente del bosque dentro de la U.N.R.C,
debido a su confinamiento por la chapa galvanizada mantienen la mayor cantidad de
ejemplares de fauna y flora. De este modo, al iniciar el experimento trasladando més de
250 roedores a la hectdrea confinada, las clausuras se podrian haber convertido en un
sitio de concentracién de alimento para las aves rapaces y otros predadores que habitan
El Espinal. Sin embargo, el efecto de los predadores sobre la abundancia de C.

musculinus no fue incluido en este estudio.
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Figura 3.5: Seguimiento (2°, 3° 4° y 5° de las poblaciones de clausuras de baja densidad
poblacional (Cl y CII) y las clausuras de alta densidad (CHI y CIV) como ndmero de individuos
capturados desde diciembre de 2007 hasta marzo de 2008.
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3.4 DISCUSION

El comportamiento de espaciamiento de la hembra es uno de los patrones mas
frecuentemente observados en roedores promiscuos (Heske y Bondrup-Nielsen, 1990).
Se presume que las hembras muestran un comportamiento territorial dirigido a la
proteccién de las crias de las hembras infanticidas, mientras que el comportamiento de
espaciamiento de los machos se basa en la disponibilidad de comida y/o abundancia
potencial de hembras para aparearse (Wolff y Schauber, 1996; Wolff y Peterson, 1998,
Bond y Wolff, 1999; Getz et al., 2005). Por lo tanto, se espera que el tamafio de las
dreas de accién difiera entre sexos y en relacién con la densidad poblacional.

En este estudio experimental se observé que el tamafio y el grado de
solapamiento del drea de accién de los adultos de Calomys musculinus fueron
determinados por sexo y densidad poblacional. Resultados similares fueron registrados
en estudios experimentales de roedores promiscuos en los cuales la densidad
poblacional fue manipulada. Los tamaifios y el grado de solapamiento del 4rea de accién
de los machos de Microtus agrestis, M. canicaudus (Nelson, 1995 ab y 1997; Bond y
Wolff, 1999) y Arvicola terrestris (Moorhouse y Macdonald, 2008) estuvieron
negativamente correlacionados con la densidad poblacional. De acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo, a bajas densidades poblacionales, los machos de C.
musculinus incrementarian el tamafio de sus dreas de accidn para incorporar mas dreas
de accién de hembras con bajo costo en relacién con las interacciones competitivas
intra-sexuales. A pesar de que el tamafio del drea de accién y grado de solapamiento
intra-sexual en machos fueron siempre mayores que los de las hembras, esto fue menos
evidente en las clausuras de alta densidad poblacional. A alta densidad poblacional, los

machos presentaron dreas de accion menores y mds exclusivas, decreciendo el espacio
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compartido entre ellos. Steinmann et al. (2005) documentaron que el grado de
solapamiento del drea de accién de los machos de C. musculinus es una consecuencia
del tamafio de las mismas. Asf, el tamafio del drea de accién en los machos en clausuras
de alta densidad poblacional (38% menos que en clausuras de baja densidad) y
consecuentemente sus menores grados de solapamiento, indicarfan una tasa minima de
movimiento de los machos adultos en estas poblaciones. Por lo tanto, las dreas de
accién de los machos C. musculinus responden como un disco eldstico (Wilson, 1975)
disminuyendo en tamafio y en grado de solapamiento a medida que aumenta la densidad
poblacional. Asi el limite superior del nimero de machos reproductivos en una
poblacién puede ser alcanzado gradualmente. En un estudio llevado a cabo en campos
de cultivos durante el afio 1993, Steinmann y Priotto (resultados no publicados)
encontraron que a finales del periodo reproductivo, a densidad poblacional de 393
individuos/ha y en condiciones de alta cantidad y calidad de forraje, los machos de C.
musculinus redujeron el tamafio de sus dreas de accién cerca del rango de la trampa
(100 m?) y el solapamiento entre machos fue cerca del 0%. Esto indicaria que a alta
densidad poblacional las dreas de accién menores y no solapadas podrfan reflejar una
territorialidad inducida por las restricciones sociales. De acuerdo con Bond y Wolff
(1999) e Ishibashi y Saitoh (2008) los dos principales factores que deberian limitar el
éxito reproductivo en roedores machos son el nimero de hembras a las cuales tienen
acceso y el nimero de machos competidores con los cuales interactdan. Nelson (1995a
y b) y Bond y Wolff (1999) también reportaron que los tamaiios del drea de accién de
los roedores machos pueden llegar a ser mas pequefios como respuesta al incremento de
la densidad del otro sexo y que la competencia intra-sexual parece estar limitando el

tamafio y el solapamiento del drea de accién de los machos. El menor tamaiio de 4rea de
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accion y solapamiento intra-sexual observado en los machos de C. musculinus pueden
ser una consecuencia de la agresion territorial entre machos y podrian permitir una
reduccién en la tasa de encuentro entre machos. Por lo tanto, los tamafios de drea de
accion de los machos de C. musculinus podrian haber sido restringidos por el niimero de
dreas de otros individuos con los cuales se solapan, lo cual implica una limitacién social
en el tamafio del drea de accién. No obstante, valores de densidad poblacional mayores
a los que fueron manipulados en este estudio podrfan inducir un quiebre de la
territorialidad de los machos como ha sido observado en otras especies de roedores
(Kokko y Rankin, 2006; Loughran, 2007).

Los tamafios de drea de accién de las hembras de C. musculinus permanecieron
similares, independientemente de la densidad poblacional. Con respecto al solapamiento
intra-sexual, las hembras mantuvieron las dreas de accién exclusivas tanto en clausuras
de baja como de alta densidad. Por lo tanto, la territorialidad de las hembras de C.
musculinus pueden limitar el tamafio de la poblacién reproductiva restringiendo el
establecimiento a otras hembras. Sin embargo, la fuerza de la exclusién espacial entre
hembras dependeria del estatus reproductivo, la edad y el parentesco entre ellas
(Boonstra, 1984; Heske y Bondrup-Nielsen, 1990; Lambin y Krebs, 1993). Las hembras
reproductivas de C. musculinus son mds intolerantes entre ellas que con las hembras
juveniles (Sommaro et al. resultados no publicados).

De acuerdo con Bondrup-Nielsen (1985) y Heske y Bondrup-Nielsen (1990)
cuando los individuos tienen dreas de accién mutuamente exclusivas de tamaifio
constante, el nimero de areas de accion dentro de un parche particular serd igual al
tamafio del parche dividido por el tamafio del drea. Por lo tanto, cuando el parche se

llena de dreas de accién de hembras territoriales las hembras jévenes, intentando
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adquirir 4reas de accién reproductivas, podrian dispersarse en busqueda de espacios
disponibles para establecerse en otros lugares (Bujalska, 1973; Saitoh, 1981); o
posponer su maduracién evitando la competencia con hembras reproductivas como ha
sido observado en especies de microtinos (Anderson, 1980 y 1989). Esto iltimo no
ocurriria en C. musculinus ya que la madurez sexual de los juveniles es independiente
de la presencia de los adultos (Sommaro et al., 2009). Aunque se esperaba que a altas
densidades las hembras juveniles de C. musculinus se establezcan lejos de sus madres
debido a la agresién maternal, nuestros resultados no sostuvieron esta prediccién. Sin
embargo, la baja proporcién de solapamiento entre los juveniles y sus madres
independientemente de la densidad poblacional, reflejaria una exclusién activa fuera del
sitio natal de la madre hacia los juveniles que se encuentran cercanos a su madurez
sexual. Esta exclusién de las crias por sus madres puede ser en respuesta a un
incremento en la competencia por el espacio reproductivo entre hijas y madres
(competencia por el recurso) y evitacion de apareamiento entre hijos y madres
(evitacion de la endogamia). Similares resuitados fueron observados por Lambin (1994)
en Microtus townsendii.

En resumen, el drea de accién de los machos fue mas pequefia y mds exclusiva
en altas densidades. Los tamaiios de las dreas de accién de las hembras permanecieron
constantes independientemente de la densidad poblacional y mantuvieron sus territorios
reproductivos. Estos resultados sostienen la hipdtesis de que el comportamiento de
espaciamiento sélo opera entre hembras adultas de C. musculinus. En esta especie, asi
como fue propuesto para M. rownsendii y M. pennsylvanicus por Gipps et al. (1981) y
Rodd y Boonstra (1988) respectivamente, el espaciamiento de los machos parece tener

poca influencia en la dindmica poblacional. Por otro lado, la estrategia de
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comportamiento de espaciamiento en las hembras de C. musculinus podria tener un rol
en la regulacién de la abundancia poblacional limitando el nimero de hembras que
adquieren espacios reproductivos. Con el fin de evaluar el efecto del comportamiento de
espaciamiento de las hembras en la dindmica poblacional serfa importante realizar

estudios a largo plazo en poblaciones naturales de C. musculinus.
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CAPITULO 4

MOVIMIENTO DE Calomys musculinus EN HABITAT
LINEALES DE UN AGROECOSISTEMA

4.1 INTRODUCCION

La fragmentacién de paisajes naturales como resultado de la agricultura, el
incremento de la urbanizacién y otras actividades humanas es actualmente un problema
global. Los remanentes de hébitat natural persisten como franjas lineales a lo largo de
bordes de rios, bordes de caminos, rutas y terraplenes de ferrocarril como consecuencia
de que grandes superficies de hébitat naturales continuos (ej: bosques y pastizales) son
convertidas en dreas urbanas y/o de agricultura (Foreman, 1995). Las especies silvestres
estdn restringidas a permanecer en estos habitats lineales (uni-dimensionales) en
muchos paisajes altamente alterados. Por consiguiente, la dindmica de las poblaciones
en hdbitats uni-dimensionales diferente a la de los bi-dimensionales, ha llegado a ser
concerniente al manejo ambiental (Bennett, 1990; Hobbs, 1992; Fauske et al., 1997) y
han sido estudiados con énfasis en el rol que ellos pueden cumplir como corredor de
dispersién (Forman y Godron, 1986; Bennett, 1990). Sin embargo, las estructuras de
estos hdbitats lineales pueden contener recursos potenciales para la sobrevida y
reproduccién a largo plazo (Fauske et al.,, 1997). Por lo tanto, estos hdbitats se
desempeifian como zonas donde la diversidad y cobertura de la vegetacién en relacion

con los habitats circundantes determinan su valor como habitat favorable para
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numerosas especies de herbivoros cuyas poblaciones pueden persistir por largo tiempo
(Yletyinen y Norrdahl, 2008). Una de las consecuencias mds importantes de la
implementacién de actividades agricolas es la fragmentacion producida por el
establecimiento de rutas y caminos. Los mismos actian como barreras a los
movimientos de pequefios mamiferos (Cittadino et al., 1998; Clarke et al., 2001,
Garland y Bradley, 1984; Kozel y Fleharty, 1979; Mader, 1984; Oxley et al., 1974,
Swihart y Slade, 1984). Asi, estas barreras pueden afectar la colonizacién de los parches
de hébitat y consecuentemente la persistencia poblacional (Kozakiewicz, 1993).

Los agroecosistemas en el centro de Argentina consisten en una matriz de areas
de cultivos (maiz, soja, trigo, girasol y lino); rodeada por una red de caminos y
alambrados, ferrocarriles, y otros hdbitats de borde. Estos hébitat estdn constituidos por
una comunidad de plantas con algunos remanentes de la flora nativa y muchas malezas
introducidas que provee una cobertura mis estable que los campos de cultivo
(Bonaventura y Cagnoni, 1995; Busch et al., 1997 y 2000). Estas 4reas lineales sin
cultivos, proveen habitat para una variedad de especies de pequefios mamiferos y sus
depredadores, incluyendo aves rapaces. Una de las especies mds abundantes en estos
habitats es el ratén maicero Calomys musculinus (Cricetidae: Sigmodontinae). Esta
especie ha sido estudiada principalmente por su rol como reservorio del virus Junin,
agente etiologico de la fiebre Hemorrdgica Argentina (Mills y Childs, 1998). C.
musculinus puede vivir en una variedad de hdbitats incluyendo pasturas naturales,
campos de cultivo, campos cultivados no disturbados después de la cosecha, dreas de
borde protegidos por cercas de alambre con pequefio disturbio de la agricultura, bordes
de ruta, bordes entre campos de cultivos o pasturas, y bordes de vias de ferrocarril

(Busch et al., 2000; Castillo et al., 2003). Esta especie selecciona principalmente los
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bordes de habitat y utiliza el campo de cultivo sélo con alta cobertura de malezas (Ellis
et al.,, 1997). Sin embargo, en la actualidad, la cobertura de malezas es casi inexistente
en los campos de cultivo debido al intenso uso de agroquimicos (Bilenca et al., 2007),
por lo que las poblaciones de C. musculinus han quedado restringidas a los hébitat de
bordes. Las poblaciones de C. musculinus son caracterizadas por tener una tasa sexual
de I:1 y por presentar cambios estacionales de densidad, con baja densidad durante el
invierno (16 individuos/ha) y picos durante el verano tardio o principios de otofio (260
individuos/hs) (Mills y Childs, 1998). El periodo reproductivo es de 8 meses
aproximadamente (desde mediados de septiembre hasta abril, Mills y Chils, 1998).

En estudios realizados en pasturas naturales (habitat bidimensionales), C.
musculinus tiene un sistema de apareamiento promiscuo; las hembras tipicamente se
aparean con mas de un macho durante cada estro (Steinmann et al., 2009). Durante el
periodo reproductivo las hembras mantienen 4dreas de accién exclusivas y son
territoriales, mientras que los machos tienen dreas de accién que son dos veces mas
grandes que las de las hembras y son compartidas ampliamente con ambos sexos. En el
periodo no reproductivo los tamafios del drea de accién de machos y hembras son
similares (Steinmann et al., 2005, 2009).

Calomys musculinus es una de las especies mas abundantes en hébitats lineales,
y su hdbitat y nicho tréfico es el mds amplio de las especies de roedores silvestres que
coexisten en el agroecosistema (Busch et al., 2000). El patrén de uso del espacio de esta
especie ha sido principalmente estudiado en habitats bidimensionales (Steinmann et al.,
2005, 2006a b). El objetivo del estudio fue explorar los patrones de movimiento de C.

musculinus en hibitats lineales de un agroecosistemna en el centro de Argentina.
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4.1.1 PREDICCIONES
1) Los machos de Calomys musculinus presentan mayores distancias de

movimiento que las hembras.

2) Las distancias de movimiento de los individuos dependen del perfodo

reproductivo.

3) El ancho del hdbitat lineal afecta las distancias de movimiento de Calomys

musculinus.

4) Los caminos rurales actdan como una barrera al movimiento de Calomys

musculinus.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Métodos de campo

El estudio se llevd a cabo desde noviembre de 2005 hasta agosto de 2007 en
hébitats lineales de un agroecosistema en el departamento (Rio Cuarto, provincia de
Cérdoba, Argentina). Fitogeograficamente esta regién corresponde a la “Provincia del
Espinal, Distrito del Algarrobo” (Cabrera 1953), la cual es una planicie de baja
elevacion (600-900 m) con vegetacién dominada por algarrobo (Prosopis alba y P.
nigra), acompafiada por quebracho blanco (Aspidosperma quebracho-blanco), mistol
(Zizyphus mistol) e itin (Portulaca kuntzie). La descripcidn de la composicién floristica

y faunfstica dominante se encuentra detallada en el Capitulo 2.
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La vegetacién de esta zona ha sufrido marcadas alteraciones como resultado de
la agricultura y la cria de ganado. En el presente el paisaje consiste principalmente de
campos de cultivos individuales rodeados por cercas de alambre, con bordes dominados
por especies de malezas. A pesar de la influencia de los campos de cultivos, los bordes
mantienen una cobertura vegetal homogénea (aproximadamente del 85%) y una alta
disponibilidad de semillas en el suelo a lo largo del afio (Priotto et al., 2002).

El muestreo consistié en cuatro transectas localizadas en bordes de campos, los
cuales fueron utilizados como sitio de estudio. Una transecta fue situada en un borde
ancho (entre 10 y 30 m de ancho, transecta A) y las otras 3 transectas en bordes
angostos (<2 m, transectas B, C y D). Las transectas fueron instaladas en bordes
opuestos de 2 caminos secundarios de 7 m de ancho aproximadamente (A opuesta a B;
C opuesta a D), entre las transectas A-B y C-D hay una separacién aproximada de 4,5
km. Cada transecta estuvo compuesta por lineas de 300 m con 30 trampas de captura
viva tipo Sherman. Entre cada linea hubo una distancia de 500 metros de separacion.
Las transectas A y B tuvieron 4 lineas de trampas (Al, A2, A3, A4, B1, B2, B3yB4)y
las transectas C y D tuvieron 2 lineas de trampas (C1, C2 y D1, D2) (Figuras 4.1 y 4.2).

Los muestreos estacionales fueron realizados durante 2 afios consecutivos en los
meses de: noviembre (primavera), marzo (verano), mayo (otofio) y en julio-agosto
(invierno). Las sesiones de Captura Marcado y Recaptura (CMR) fueron conducidas por
5 dias consecutivos. Se registré el posicionamiento geogrifico de cada trampa
utilizando un GPS (GARMIN eTrex Legend Cx), de esta manera las trampas fueron
ubicadas en el mismo sitio en cada sesién de muestreo. Las trampas fueron cebadas con
pasta de mani con grasa y revisadas siempre por la mafiana.

Los animales capturados fueron pesados y marcados con cédigos numéricos en
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los pabellones auriculares mediante pequefias caravanas (self-piercing- National Band
& Tag Company, Netwport, Kentuckey) y finos cortes con tijeras. Ademas se les
registré el sexo y el estado reproductivo. En los machos se registré la posicién de los
testiculos (escrotales o abdominales) y en las hembras se registraron el estado de la
vagina (cerrada o abierta), evidencia de prefiez y mamas visibles o no. Pequeiias piezas
de la punta de la cola de cada individuo fueron recolectadas y conservadas en tubos de
1,5 ml con etanol 90% para los andlisis de ADN (estudios de estructura genética,
Capitulo 5).

El largo maximo de las distancias de movimientos fue calculado entre los
puntos de captura de un individuo capturado al menos dos veces durante una sesién de
muestreo. La distancia de movimiento se consideré que provee un indice del tamafio del
area de accion (Gaines y Johnson, 1982; Pusenius y Viitala, 1995). Debido al pequefio
tamafio de la muestra de juveniles, todos los andlisis fueron realizados con machos y

hembras adultos.
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Figura 4.1. Distribucién de las transectas estudiadas en un agroecosistema de la zona rural del

departamento  Rio  Cuarto, Coérdoba. Imdgenes obtenidas del Google Earth

(http://earth.google.es/).

: 0 Borde de campo de cultivo
Borde Transecta B ransecta de 30 trampas 300 m
angosto:‘1 l _________ ul_ll_ll_lmul_ll_ll,lul,ll_l!ul-_lj _________ |_summmmsmunmmnn!
Camino ingmo %o > g° o500m . 10m C° < oo
Borde Transécla A~ IMINIRARDNNGNN " Wi
ancho
Vias de ferrocarril
Ruta Nacional N° 158 - oo oo oo

Figura 4.2. Esquema del dispositivo de muestreo en el drea de estudio. Se detallan la ubicacion
de las trampas y lineas, ademds de disposicién de las transectas en bordes opuestos de los

caminos. Borde ancho (transecta A) y angosto (transecta B).
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Figura 4.3. Fotografias de bordes de cultivos en el departamento Rio Cuarto donde se realizaron

los muestreos estacionales: a) primavera, b) verano, c) otofio y d) invierno. Se observan los
caminos internos de 7 m de anchos y la cobertura vegetal de los remanentes de vegetacion

persistentes durante todo el afio en los bordes de cultivos.

4.2.2 Analisis de datos

El primer enfoque del estudio fue investigar la influencia del sexo, la estacién
del afio y el afio de muestreo en las distancias de movimiento de C. musculinus en
habitat lineales. Debido al efecto que puede tener la abundancia poblacional sobre las
distancias de movimiento se la incluyé como covariable en los andlisis realizados. Por
otro lado, se analizé el efecto del ancho del borde sobre las distancias de movimiento,

considerando separadamente aquellos individuos capturados en bordes anchos vy
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angostos.
Para identificarlos factores que influyen sobre las distancias de movimiento
utilizamos un modelo lineal generalizado mixto (MLGM) con distribucién binomial

negativa en el programa R 2.9.0 (R Development CoreTeam; www.r-project.org). Se

realiz6 un andlisis de medidas repetidas. Las medidas repetidas fueron las transectas (en
cada transecta las distancias de movimiento fueron registradas durante las 3 estaciones y
los 2 afios). Los individuos no fueron considerados como medidas repetidas porque el
registro de la distancia de movimiento no fue realizado sobre el mismo individuo en las
diferentes estaciones y afios. El criterio de informacién de Akaike corregido para
tamaifios de muestras pequeiias (AICc) fue utilizado como una medida del ajuste de un
modelo (el modelo con menor valor de AICc fue considerado el de mejor ajuste;
Burnham y Anderson, 1998). Debido a que se quiso identificar el efecto de la
abundancia, la estacién del afio y del sexo sobre las distancias de movimiento,
consideramos el sexo, la estacién del afio, la abundancia y el afio de muestreo como
efectos principales y las interacciones de primer orden. Los andlisis estacionales de las
distancias de movimiento fueron basados en las siguientes categorfas: primavera
(noviembre), verano (marzo) y otofio (mayo). Los inviernos fueron desechados de estos
andlisis debido a que fueron muy pocas las distancias de movimientos que pudieron ser
calculadas durante el invierno del primer afio, y los bordes fueron quemados durante el
segundo afno. El bajo nimero de recapturas para cada individuo no permiti6 obtener
resultados fiables en las estimaciones de abundancia usando andlisis de captura,
marcado y recaptura. Por esta razon se utilizé como indice de abundancia al numero de
individuos capturados en cada linea donde las distancias de movimiento pudieron

calcularse.
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4.3 RESULTADOS

Desde noviembre de 2005 hasta agosto de 2007 obtuvimos 1152 capturas de
808 individuos. Se marcaron 412 hembras y 396 machos. C. musculinus fue mds
abundante durante el segundo afio de muestreo y el nimero medio de individuos varid

entre estaciones con un pico en verano y valores minimos en invierno (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Nimero de individuos (media + desvio estdndar) de Calomys musculinus por

estacion, afio y sexo de los muestreos en habitat lineales.

4.3.1 Analisis de distancias de movimiento

En total fueron calculadas 82 y 97 distancias de movimiento para machos y
hembras respectivamente. Los individuos se movieron dentro de los limites de cada
linea y no hubo movimiento entre lineas dentro de transectas. C. musculinus evitd
cruzar los caminos, sélo 8 individuos marcados (4 hembras y 4 machos) cruzaron los

caminos. El andlisis de modelos lineales generalizados mixtos revel6 que el sexo y la
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estacién del afio fueron los factores mas importantes que afectaron las distancias de
movimiento. El AICc nunca disminuyé en ningin modelo que incluyera abundancia o
afio, con o sin interacciones (Tabla 4.1). El mejor modelo incluyé la interaccién entre
sexo y estacidén (Tabla 4.2). Las mayores distancias de movimiento para ambos sexos
fueron registradas en primavera. Los movimientos de los machos fueron mas largos que
los movimientos de las hembras en primavera y verano, mientras que un patron inverso
fue observado en otofio (Figura 4.5). A pesar de estas divergencias, sdlo la diferencia
entre primavera y otofio fue estadisticamente significativa (Tabla 4.2).

Luego de haber examinado el efecto del sexo, la estacion y el afio, se examind el
efecto del ancho del borde sobre las distancias de movimiento utilizando el mismo
andlisis. El andlisis incluyd el ancho de borde, la estacion del afio y sexo como
predictores. En el modelo sélo fueron consideradas las estaciones con mayor nimero de
individuos (primavera y verano). Las distancias de movimiento fueron mayores en el
borde angosto (<2 m) que en el borde ancho, pero estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas (f (DE)= 0,531 (0,29); z = 1,804; P = 0,071, Figura 4.6).
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Figura 4.5: Distancias de movimiento estacionales (media + desvio estdndar) de los machos y

las hembras de Calomys musculinus en habitat lineales.

Tabla 4.1: Andlisis del modelo lineal generalizado mixto describiendo las distancias de

movimiento de Calomys musculinus. El mejor modelo est4 indicado en letra negrita.

N° de
Variables AICc¢ AAICc Deviancia
parametros
Estacién x sexo 1327,994 0,000 7 1313,994
Estacion 1330,768 2,774 4 1322,768
Estacién + sexo 1330,806 2,812 5 1320,806
Estacién + afio 1332,230 4,236 5 1322,230
Abundancia +
1332,622 4,628 4 1324,622
SeX0
Abundancia x
1332,962 4,968 5 1322,962
sexo
Abundancia 1335,122 7,128 3 1329,122
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Estacion x afio 1335,608 7,614 7 1321,608
Sexo 1337,746 9,752 3 1331,746
Ano 1340,744 12,750 3 1334,744

Tabla 4.2: Coeficientes (B) del mejor modelo lineal generalizado mixto del anlisis de distancias
de movimiento de C. musculinus. Se muestran los errores estdndar (entre paréntesis) y la
significancia de los coeficientes, los valores de P <0,05 se muestran en negrita. El efecto de
cada término en el modelo ha sido probado. Los valores de P probaron la hipétesis nula de p =
0. Los términos con P <0.05 son significativos. Debido a que existe el término intercepto, el
tercer nivel del factor estacién (primavera) y el segundo del factor sexo (macho) son
redundantes. Las estimaciones para los 2 primeros niveles contrastan los efectos de las primeras

2 estaciones con la tercera, y las estimaciones para las hembras contrastan sus efectos con los

machos.
Descripcion B (DE) Valor z Valor del P
Intercepto 3,443 (0,23) 0,148 0,000
Verano -0,306 (0,36) -0,846 0,398
Otofio -2,028 (0,46) -4,280 0,000
Hembra -0,337 (0,37) -0,979 0,328
Verano x hembra -0,522 (0,52) -0,966 0,334
Otofio x hembra 1,407 (0,74) 1,788 0,074
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Figura 4.6: Distancia de movimiento (media + desvio estdndar) de Calomys musculinus en

bordes anchos angostos y angostos anchos de habitat lineales.

4.4 DISCUSION

En general el tamafo del drea de accién se considera como un indicador de la
calidad del habitat (Tufto et al., 1996). Debido a que la longitud de los movimientos son
un buen indice del tamafo del drea de accién en pequefios mamiferos (Slade y Russell
1998) y la longitud de los movimientos de forrajeo afectan tanto al costo energético de
la adquisicién de alimento como al riesgo de ser predado (Banks et al., 2000, Norrdahl y
Korpimaki, 1998; Yletyinen y Norrdahl, 2008), las distancias de movimiento pueden ser
utilizadas como indicador de calidad de hébitat. La calidad de hdbitat es altamente
afectada por la forma del parche de habitat, la cual afecta el ancho y el largo de un édrea
de hadbitat determinado; por ejemplo, la longitud incrementa a medida que el habitat se

hace mds lineal. La calidad del habitat incrementaria en relacion al ancho del habitat
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debido a que los habitats naturales bi-dimensionales tienen mayor calidad que los
bordes cultivados de los agroecosistemas (hdbitats uni-dimensionales).

Los factores que influyeron sobre los patrones de movimiento de C. musculinus
en habitats lineales fueron similares a aquellos observados en hébitats bi-dimensionales
(pastizales) por de Villafafie y Bonaventura (1987) y Steinmann et al. (2005). Las
distancias de movimiento variaron estacionalmente, siendo menores en otofio y mayores
en primavera. Ellas fueron determinadas principalmente por sexo y reproduccion. Las
sesiones de muestreo de otofio fueron realizadas en mayo, cuando finaliza el periodo
reproductivo, y se registran las primeras heladas del afio. Los periodos frios son
energéticamente demandantes para los pequefios mamiferos, y el costo energético puede
ser reducido minimizando las actividades de movimiento fuera del nido (Yletyinen y
Norrdahl, 2008). Durante el periodo reproductivo las distancias de movimiento de los
machos fueron mayores que las de las hembras, mientras que durante el periodo no
reproductivo las distancias de movimiento fueron similares entre sexos. El efecto
principal de cada sexo sobre las distancias de movimiento en C. musculinus fue
consistente con el sistema de apareamiento promiscuo de la especie. En roedores
promiscuos, las mayores distancias de movimiento de los machos refleja una estrategia
que maximiza el acceso a hembras fértiles, mientras que las menores distancias de
movimiento de las hembras revelan un comportamiento territorial dirigido a la
proteccién de las nidadas de hembras infanticidas (Bond y Wolff, 1999; Steinmann et
al., 2005 y 2009, Wolff y Peterson 1998), o la defensa del recurso alimentario (Ims,
1987; Ostfeld, 1985 y 1990). Durante el perfodo reproductivo las diferencias en las
distancias de movimiento entre primavera y verano pueden ser explicadas por el

comportamiento de espaciamiento de machos y hembras. A baja densidad poblacional
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(primavera) muchas dreas vacantes existen en los bordes donde las hembras pueden
establecer sus espacios reproductivos exclusivos y espaciados. Asi, las mayores
distancias de movimiento de los machos estarian en relacién con la bisqueda activa de
hembras en estro. Mientras que en verano (alta abundancia poblacional) existen pocas
dreas vacantes en los bordes debido a que todos los espacios estdn ocupados por
hembras reproductivamente activas. De este modo, las distancias de movimiento de los
machos buscando hembras activas disminuirfan.

Teniendo en cuenta que la longitud del movimiento puede ser considerada
como un indice de calidad del hébitat en relacién al costo energético de adquisicién de
alimento y riesgo de predacién (Banks et al., 2000; Norrdahl y Korpimaki, 1998;
Yletyinen y Norrdahl, 2008) las mayores distancias de movimiento de los ratones en
bordes angostos que en bordes anchos, indican que estos dltimos fueron habitat de
mayor calidad para C. musculinus. Debido a que los roedores residen principalmente en
los bordes, la estrechez de estos hébitats obligaria a los individuos a extender sus
movimientos de forrajeo en bordes angostos, mientras que en los bordes anchos son
posibles los movimientos en varias direcciones. Resultados similares fueron observados
en Microtus agrestis en agroecosistemas de Finlandia (Yletyinen y Norrdahl, 2008). Sin
embargo, el patrén de movimiento relacionado a la forma del habitat no es claro en C.
musculinus. Las distancias de movimiento en habitats bi-dimensionales (30 m en
promedio —de Villafaiie y Bonaventura, 1987; Steinmann et al., 2005) son similares a
aquellas observadas en los bordes angostos en este estudio, los cuales se registraron con
datos de menor nimero de recaptura por individuo que aquellos. La longitud del
movimiento podria ser usada como un indicador de calidad en habitats lineales, pero no

permitiria diferenciar entre hdbitats uni y bi-dimensionales. Se deberfan implementar
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metodologias similares en futuras investigaciones para evaluar el efecto de la forma del
habitat (uni vs bi-dimensionales) en la longitud de los movimientos.

De manera similar a lo observado en muchas otras especies de pequefios
mamiferos, en C. musculinus los caminos actuaron como barreras al movimiento
(Cittadino et al., 1998; Clarke et al., 2001; Garland y Bradley, 1984; Kozel y Fleharty,
1979; Mader, 1984; Oxley et al., 1974; Swihart y Slade, 1984). Los roedores evitarian
cruzar zonas sin cobertura vegetal como una estrategia que les permite evitar la
predacién (Cittadino et al., 1998; Sheffield et al., 2001).

Los cambios ecoldgicos producidos por el desarrollo de la agricultura en la
Pampa Himeda, favorecieron a C. musculinus. Esto es debido a que en los ensambles
de roedores actuales, C. musculinus se encuentra mas representado proporcionalmente
de lo que lo estuvo en los ensambles de los pastizales originales pocos disturbados
(Bilenca y Kravetz, 1995; Crespo, 1966). Esto se debe a que C. musculinus tiene un
amplio habitat y nicho tréfico comparado con las otras especies de roedores con las que
coexiste en el agroecosistema del centro de Argentina (Busch et al., 2000). El
comportamiento oportunista de esta especie le permite utilizar hdbitats lineales de forma

similar que los habitats naturales bi-dimensionales.
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CAPITULO 5

DISPERSION DE Calomys musculinus EN UN
AGROECOSISTEMA: estructura genética a escala

geografica fina

5.1 INTRODUCCION

El comportamiento de dispersién de los individuos es una de las respuestas
ecolGgicas mds importantes a la heterogeneidad de los elementos del paisaje. Como se
ha visto en los capitulos anteriores, la actividad agricola cambia los ambientes naturales
y generalmente incrementa la heterogeneidad del paisaje, resultando en un mosaico de
parches de campos de cultivos y remanentes de hdbitat natural (Forman, 1995; Fauske
et al., 1997; Fischer y Lindenmayer, 2007). En ambientes fragmentados, la tasa y los
niveles de dispersién son pardmetros claves para comprender los procesos demogréficos
de las poblaciones que los habitan (Clobert et al., 2001). De este modo, la dispersion es
un proceso fundamental que influye sobre la respuesta de las especies a la
fragmentacién del habitat y los cambios del paisaje (Peakall et al., 2003). Por lo tanto,
para comprender el efecto de la fragmentacién y realizar manejo de especies, es critico
entender cémo los individuos de una especie son capaces de persistir y de moverse
dentro de paisajes fragmentados (Marchesan Doreen y Carthew, 2008).

La tasa de dispersién puede depender del tamafio poblacional, del grado de

competencia por el recurso, de la calidad del hébitat y del tamafio y aislamiento de los
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parches de hdbitat (Bennett, 2003). Ademds, puede variar entre especies y entre
fenotipos dentro de una misma especie. En pequefios mamiferos, la frecuencia y la
distancia de dispersion pueden ser mucho mds grandes que sus dreas de accién
(Gliwicz, 1988, 1992; Krebs, 1991; Zhang y Usher, 1991; Halle, 1993) y pueden diferir
entre sexos (Lawson Handley y Perrin, 2007). Es comin que los machos se dispersen y
que las hembras permanezcan en su grupo natal, sin embargo hay varias excepciones a
este patrén (Greenwood, 1980; Johnson y Gaines, 1992; Lawson Handley y Perrin,
2007).

A una escala espacial fina, la filopatria sexo-especifica puede generar
estructura genética como resultado de la distribucién no al azar de los genotipos
(Wright, 1943, 1946; Peakallet al., 2003; Double et al., 2005; Temple et al., 2006;
Blackmore et al., 2010). Detectar la estructura genética a escalas espaciales finas
cuando los individuos son altamente moviles y pueden dispersarse distancias mayores a
sus dreas de accion, representa un desafio para los estudios empiricos en poblaciones
naturales (Boothet al., 2009). Actualmente, el desarrollo de marcadores genéticos
altamente polimérficos (microsatélites) permiten observar diferencias en las
distribuciones de las frecuencias alélicas entre machos y hembras, dentro y entre
poblaciones, producto de la dispersion desviada hacia un sexo e incluso hasta una
generacion atras (Schweizer et al., 2007; Lawson Handley y Perrin, 2007; Macqueen et
al., 2008). Por lo tanto, la distribucién de los genotipos en el espacio puede revelar
informacion sobre la estructura social de una especie y la dispersién desviada al sexo y
(Peakall et al., 2003; Smouse et al., 2008; Blackmore et al., 2010). Esta distribucion de
genotipos también puede variar en el espacio y en el tiempo en paisajes variables, entre

los que los agroecosistemas representan un extremo de dicha variabilidad espacio-
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temporal (Gauffre et al., 2008). Los agroecosistemas del centro de Argentina son un
buen ejemplo de paisajes altamente fragmentados con importantes variaciones
espaciales y temporales (Capitulo 2). En ellos habitan varias especies de pequefios
mamiferos de las cuales una de las mds numerosas es C. musculinus.

El movimiento en C. musculinus fue estudiado en clausuras y en habitats
lineales de un agroecosistema (Capitulos 3 y 4). A partir de esos estudios se determind
que las hembras tienen comportamiento de espaciamiento y que los machos se mueven
mas que las hembras, variando este patrén estacionalmente (las distancias de
movimiento disminuyeron de primavera a otoflo). Teniendo en cuenta que el
movimiento de los individuos puede ser diferente a la dispersion efectiva, resultante en
flujo de genes entre demos (Fontanillas et al., 2004), en este capitulo se analiza el
patrén de dispersion de C. musculinus mediante el estudio de la variacién espacial y
temporal de la estructura genética de sus poblaciones a una escala geogréfica fina (<10

km) en un agroecosistema, utilizando cebadores de microsatélites especie-especificos.

5.1.1 PREDICCIONES
Considerando los antecedentes de C. musculinus (Capitulo 1) y los resultados
obtenidos en los Capitulos (3 y 4), el objetivo del presente Capitulo fue poner a prueba

durante el periodo reproductivo las siguientes predicciones:

1) En poblaciones naturales de C. musculinus la estructuracion genética espacial de
las hembras es mayor que la de los machos (dispersién desviada hacia los

machos)
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2) En poblaciones naturales de C. musculinus el grado y la extension de la
estructuracion genética por sexo varfa estacionalmente en relacién a la

densidad poblacional.

5.2 MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en habitats lineales de un agroecosistema en el
departamento Rio Cuarto (Provincia de Cordoba, Argentina). El drea se encuentra
detallada en el Capitulo 2: “Ambientes naturales” y la descripcién del disefio de
muestreo se detalla en el Capitulo 4. Cabe destacar que los muestreos estacionales
fueron realizados durante dos afios consecutivos (ver Capitulo 4). Sin embargo, para
cumplir con los objetivos propuestos en este Capitulo sélo se analizaron los individuos
capturados durante el primer periodo reproductivo, desde noviembre de 2005
(primavera) hasta mayo de 2006 (otofio).

El muestreo consistié en cuatro transectas localizadas en bordes de campos. Las
transectas fueron instaladas en bordes opuestos de 2 caminos secundarios (A opuesta a
B; C opuesta a D). Entre el grupo A-B y el C-D hay una separacién promedio de 4,5 km
aproximadamente (ver Figura 4.1, Capitulo 4). Cada transecta estuvo compuesta por
lineas de 300 m con 30 trampas de captura viva tipo Sherman cada una. Entre cada linea
hubo una distancia de 500 metros de separacién. Las transectas A y B tuvieron 4 lineas
de trampas y las transectas C y D tuvieron 2 lineas de trampas (Figuras 4.1 y 4.2 del
Capitulo 4).

El ndimero de individuos capturados fue utilizado como un indicador de
abundancia por estacién. Pequefias piezas de la punta de la cola de cada individuo

capturado fueron recolectadas y conservadas en tubos de 1,5 ml con etanol 90%. La
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ubicacion de cada captura fue registrada utilizando un GPS (GARMIN
eTrexLegendCx). Los animales capturados fueron pesados, sexados y asignados a una
clase de edad (juveniles o adultos) siguiendo los criterios propuestos por Sommaro et al.
(2009).

De un total de 295 muestras de individuos de C. musculinus, sélo 2 fueron
descartadas debido a que el ADN total extraido se encontré degradado v por lo tanto no
se pudieron utilizar para realizar los andlisis. De este modo, el andlisis de estructura
genética en un agroecosistema del Departamento de Rio Cuarto se realizé con el tejido

de 293 individuos capturados en las transectas A, B, Cy D.

5.2.1 Extraccién de ADN

El ADN total fue extraido a partir del extremo de la cola de cada individuo
capturado. Se utilizé un kit Direct PCR (tail) (Viagen Biotech, Los Angeles, EEUU)
seglin las instrucciones del fabricante, digestion con proteinasa K y precipitacién
estandar con etanol. El ADN de cada muestra fue sometido a electroforesis con el fin de
evaluar su calidad y concentracién. Se sembraron 5 pl de ADN total de cada individuo
mezclado con 1 pl de buffer de siembra (0,25% azul de bromofenol; 0,25% xilencianol
FF; 40% sacarosa) en un gel de agarosa al 0,8% P/V preparado con 0,005 pg/ml de
bromuro de etidio en buffer TBE 0,5X (45 mM Tris; 45 mM é&cido bérico; 1mM
EDTA). Las muestras fueron sembradas junto a un marcador de tamafio molecular
(Lambda HindIII) de concentracién conocida (250 ng/pl). El gel fue sometido a
corriente eléctrica de 6V/cm durante 90 minutos. La calidad del ADN obtenido a partir
de cada muestra fue evaluada en base a la intensidad y morfologia de las bandas en un

transiluminador ultravioleta; las concentraciones de las muestras fueron estimadas por
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comparacién visual con el marcador. EI ADN extraido de los individuos quedd
depositado en el laboratorio de Genética de Poblaciones y Evolucién, FCEFyN de la

Universidad Nacional de Cérdoba.

5.2.2 Amplificacion de loci de microsatélites

Se amplificaron 9 loci de microsatélites utilizando cebadores especie-
especificos (Chiappero et al., 2005, 2010). Las amplificaciones por PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa) se realizaron en tubos tipo Eppendorf de 0,5 pl con un
volumen final de 10 pl conteniendo: 1X de buffer de reaccién (10 mM Tris-HCL, pH
8,3; 50 mMKCL), concentracién variable de MgCl; de acuerdo al cebador utilizado
(Tabla 5.1), 0,8 ul de cebador 10 uM, 0,25 pl de nucledtidos dNTPs 2,5 mM (desoxi-
nucledtidos trifosfatos: dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 2,6ul de Betaina 5M, 1 unidad de
Taq Polimerasa (Fermentas, Brasil) y 1 pl de una dilucién 1/10 del ADN molde
(muestra). Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Biometra Unoll y las
condiciones de amplificacién fueron: 5 minutos de desnaturalizacién a 92°C, 33 ciclos a
92°C por 30 segundos, temperatura de hibridacién al cebador (Ta) entre 50 y 54°C
dependiendo del cebador utilizado (Tabla 5.1) por 30 segundos, rampa a 0,3°C/seg.,
72°C por 30 segundos, y 10 minutos a 4°C.

Primero se amplificaron todas las muestras con el locus Cmull, el cual es
diagnéstico para C. musculinus. De este modo evitamos incluir individuos juveniles de
otras especies de Calomys en nuestra base de datos. Por ello la determinacién de los
genotipos fue realizada en forma manual. De la misma manera se determinaron los

genotipos en el locus Cmul3, debido a que presenté bajo polimorfismo. Para ello, las
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amplificaciones de ambos loci fueron separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida nativa al 8% (White et al., 2002) y corridos a 280 V durante 3 horas y 30
minutos con buffer Tris-Glicina (0,3% de Tris y 1,44% de Glicina por litro de solucién)
junto con un marcador de tamafno molecular (10pb ladder, Invitrogen-Life Technologies
Corporation). Los geles fueron visualizados mediante tincién con Nitrato de Plata
(Neilan et al., 1994). El genotipo de cada individuo fue inferido a partir de los patrones
de bandas observados en cada gel.

Los cebadores directos de los 7 loci restantes fueron coloreados con
fluorocromos (Cmul, Cmu2, Cmu3, Cmu4, Cmul4, Cmul5 y Cmul7). Luego de la
amplificacién por PCR, los fragmentos se separaron por electroforesis en un
secuenciador de capilares ABI 3730XLs (Macrogen Inc - Corea). La lectura de los picos
de los microsatélites y el tamafio de los fragmentos fueron realizados mediante los
programas PeakScanner v.1.0 (Applied Biosystems, 2006) y MsatAllele (Alberto,
2009). Este tltimo provee un novedoso método que utiliza la informacién de la
distribucién de los tamafios de fragmentos de microsatélite registrados en una base de

datos en R 2.9.0 (R Development CoreTeam; www.r-project.org), para clasificarlos

seglin clases de tamafio que corresponden a los alelos.

Tabla 5.1: Condiciones de amplificacién para 9 loci de microsatélites especificos para Calomys

musculinus.

Cebador MgCl, [mM] Ta (°C)
Cmul 2,0 53
Cmu2 2,6 52
Cmu3 2,0 51
Cmu4 1,2 51
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Cmul | 1,2 54
Cmul3 1,2 54
Cmul4 1,2 54
Cmul5 2,0 50
Cmul?7 2,0 50

5.2.3 Estimacion del Equilibrio de Hardy-Weinberg, Variabilidad y Diferenciacion
poblacional

Se probé la significacién estadistica de las desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) por estacién y locus. Ademds, se estimé la variabilidad
genética estacional, mediante los siguientes indices:

¢ N alelos: N° Efectivo de alelos (1/(Y. pi®)

e Ho: Heterocigocis observada= N° de Het/ N
e He: Heterocigocis esperada = 1- )’ piz

e Fs: 1- (He/Ho)

La diferenciacion genética se estimé por estacion mediante AMOVA (Andlisis
de la Varianza Molecular), esta prueba estima los estadisticos F de Wright (Wright,
1931) siguiendo el método de Excoffier et al. (1992) y Peakall et al. (1995). Una de las
pruebas consistié en estimar la diferenciacién entre las transectas instaladas en los
bordes opuestos de los caminos: A vs. B y C vs. D. Por otro lado, se estimé
diferenciacién genética en grupos de transectas: se consideraron dos grupos dentro de
cada estacion, todos los individuos capturados en las transectas A mds los individuos de
la transecta B conformaron un grupo, los individuos capturados en las transectas C y D

conformaron el otro.
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Todos los andlisis se realizaron con el programa GenAlExv.6.4 (Smouse y
Peakall, 2006). Con el fin de corroborar la diferenciacién genética entre las diferentes
particiones consideradas (entre transectas enfrentadas y luego entre grupos A-B y C-D);
la diferenciacién poblacional fue nuevamente evaluada mediante un método disimil.
Utilizamos el programa Fstat v.2.9.3 (Goudet, 2001) para determinar estimadores de Fsr
(valores de Theta 0) y sus intervalos de confianza. A diferencia de GenAlEx (que se
basa en distancias euclideas entre pares de individuos), este programa se basa en la
diferenciacién de las frecuencias alélicas de los individuos. Los resultados de estas
pruebas fueron similares a los resultados obtenidos con el programa GenAlEx. Los

valores de 6 se informan en el punto 2 del Apéndice.

5.2.4 Estructura Genética Espacial (EGE)

Se realizaron analisis de autocorrelacién espacial con el programa GenAlEx
v.6.4 (Peakall y Smouse, 2006), el cual utiliza la posicién geogrifica de cada individuo
junto con los datos de cada locus de microsatélites para calcular un coeficiente de
autocorrelacién r en grupos de individuos separados por una distancia geogréifica
determinada. Esta prueba estima la extension geogréfica en la cual los individuos estdn
més relacionados que lo esperado por azar. El coeficiente de autocorrelacién r en
funcién de las clases de distancias es visualizado en un correlograma, en el cual
evaluamos la magnitud y la extension espacial de las autocorrelaciones.

El intervalo de confianza del 95% se determina por permutaciones al azar de
los genotipos individuales entre los sitios (determinados por las coordenadas

geograficas) y se recalcula r para cada matriz permutada. Este procedimiento estima
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tantos valores de r sobre la hip6tesis nula de ausencia de estructura genética espacial (r
= 0) como permutaciones se realizaron (Peakall et al., 2003). Luego, con los valores
acumulados de los r estimados se generan los valores superior e inferior del intervalo
de confianza del 95%. Por lo tanto, cada valor de r tiene asociado adicionalmente una
prueba de significancia estadistica de una cola. Si la probabilidad es menor que 0,05 la
hipétesis alternativa de estructura genética espacial positiva es aceptada. Debido a que
el interés en este estudio radica en detectar estructura genética espacial en clases de
distancia muy cortas, sélo se reporta la significancia de la prueba de una cola cuando
difiere de las pruebas de bootstrap dentro de un determinado correlograma. El limite
superior ¢ inferior de error de cada valor de r en cada clase de distancia se determiné
mediante bootstrap. Como el nimero de muestras por cada clase de distancia es menor
que en las comparaciones utilizadas durante la permutacién, la prueba de bootstrap es
menos potente, y los errores estimados tienden a ser mds grandes, por lo tanto es una
prueba mas conservadora y favorecerd a la hipétesis nula con mayor frecuencia que la
prueba de permutaciones.

Se considera que la autocorrelacién espacial es positiva y significativa cuando
el valor de r supera el intervalo de confianza del 95% y cuando las barras de error de
bootstrap para cada valor de r no comprenden a 0. La extensién de la autocorrelacién
positiva se establece en el valor de la clase de distancia en donde r cruza el eje x (r =0)
(Peakall et al., 2003). En el presente estudio, todos los andlisis fueron realizados con

9999 permutaciones y replicaciones de bootstrap.
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Variacion estacional de la EGE y diferencias por sexo

La EGE fue evaluada por estacién (primavera, verano y otofio) y por sexo para
la totalidad de los datos. Para evaluar la EGE estacional se utilizaron las opciones
“Single Pop” y “Even Sample Size”. Esta ultima selecciona clases de distancia de modo
que el nimero de comparaciones en cada una sean similares y define tantas clases de
distancia como sea posible. Para evaluar la EGE por sexo para cada estacion, utilizamos
la opcidn “Multiple Dclass”. Esta opcidn fue elegida ya que permite observar la EGE en
distancias acumuladas: realiza un incremento automatico de las clases de distancias,
equivalente a realizar un nuevo andlisis por cada clase de distancia. Las clases de
distancias fueron escogidas con el fin de incluir un componente intra-linea (100 m, 200
m y 300 m) y un componente inter-lineas (700 m, 800 m, 900 m, 1000 m, 3000 m, 5000

m y 7000 m).

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg, Variabilidad y Diferenciacion poblacional

El nimero de individuos varié entre las estaciones del afio, con un pico en
verano y menores valores en otofio: 82 individuos en primavera, 133 en verano y 78 en
otofio (Figura 4.4 del Capitulo 4 y Tabla 5.2 del presente capitulo). En primavera y
otofio se capturaron mds machos que hembras mientras que en verano el nimero de
capturas fue similar para ambos sexos. En primavera el 63,40% fueron adultos y el
36,58% juveniles; en verano 78,94% y 22,55% fueron adultos y juveniles y en otoiio

19,23% y 80,76% de adultos y juveniles respectivamente.
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Los datos genotipicos de 293 individuos mostraron altos niveles de diversidad
genética en los 9 loci de microsatélites analizados. El nimero de alelos varié desde 12
para el locus Cmu4 hasta 46 en el locus Cmu3, con un valor promedio general de 24
alelos. El nimero efectivo de alelos fue similar en todas las estaciones (Tabla 5.2). La
heterocigosis media esperada varié entre 0,844 y 0,877. La heterocigocis media
observada fue similar en las 3 estaciones del aho presentando los valores mds altos en
verano (0,722).

Se observaron desviaciones del Equilibrio de Hardy-Weinberg en todas las
estaciones (Apéndice, Tabla 1), mostrando una significativa deficiencia de heterocigotas
asociada a valores de Fjs positivos en las tres estaciones. Los valores de Fig mas altos se
observaron en otofio (0,217) y los mds bajos en primavera (0,081) (Tabla 5.2). Los
procesos que pueden causar desvios de lo esperado por Hardy-Weinberg incluyen la
presencia de alelos nulos, endogamia y subestructura poblacional. En este estudio, no se
detecté ningin individuo que repetidamente fallara en la amplificacién de los alelos
para algin locus en particular, sugiriendo que no hubo alelos nulos y que el
apartamiento de las condiciones de equilibrio se deberia a otros factores. Teniendo en
cuenta los antecedentes sobre el uso del espacio y sistema de apareamiento promiscuo
de los individuos y trabajos previos utilizando alozimas como marcadores genéticos,
que demostraron que las poblaciones de C. musculinus se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg (Chiappero et al., 2006; Steinmann et al., 2006, 2009) no se espera la
presencia de endogamia en poblaciones de C. musculinus. Sin embargo, la composicion
de la muestra también puede generar un exceso de homocigotas dentro de una
poblacién, ya sea por una subdivisién espacial de la poblacién, o bien al solapamiento

de diferentes clases de edad (juveniles y adultos), los cuales podrian resultar en un
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efecto Wahlund que podria explicar el déficit de heterocigotas observado en este
estudio.

La diferenciacion genética entre los grupos A-B y C-D fue muy baja en cada
estacion, en los machos el valor de Fsr fue siempre mds bajo que el de las hembras y no
significativo en verano y otofio (Tabla 5.2). Durante el periodo reproductivo, las
hembras mostraron estructuracién genética con valores significativos de Fsr,
presentando los valores méaximos en otofio. Dado que los valores de Fsr fueron
significativos, el Equilibrio de Hardy-Weinberg también fue estimado en los dos grupos
separadamente por estacidon. Sin embargo, también se observaron desviaciones del
equilibrio fueron también observadas. Por lo tanto, los valores de Fst se calcularon
también entre la transecta A y la transecta B, los cuales variaron desde -0,009 hasta
0,009 y fue significativo sélo en verano. Los valores de Fst entre C y D variaron desde
0,001 hasta 0,029 y fueron significativas en verano y otofio. Estos resultados explicarian
el déficit de heterocigotas observado en todas las estaciones ya que indicarian

subestructura dentro de cada transecta.
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Tabla 5.2: Valores estacionales que describen la variabilidad y diferenciacién genética poblacional de Calomys musculinus. Para cada medida de
variabilidad genética se indican la media y el desvio estandar (DE) entre loci. Los valores estacionales de Fsr entre dos grupos (A-B vs C-D) se
calcularon utilizando AMOVA, los valores estadisticamente significativos (5%} fueron marcados en negrita. M: machos; H: hembras

PRIMAVERA VERANO OTONO
DESCRIPCION M H Total M H Total M H Total
Tamano de la muestra 53 29 82 42 36 78 42 30 78
RS For () 0,018 0,036 0 0,001 0,015 0,007 0 0,067 0,015
'g 8 ST (0,035) (0,015) (0,524) (0,451) (0,013) (0,018) (0,524) (0,000) (0,008)
25 Variacion entre
L o0 2 4 0 7 1 1 0 7 1
A grupos (%)
Nal Media ) 3 10,538 ; : 10,757 - - 9,646
3 DE - , 2,094 - - 1,823 - - 1,648
% Ho Media ) ) 0,694 - - 0,722 - - 0,681
50
2 DE E = 0,048 - - 0,046 - - 0,059
g =] .
8 He  Media i i 0.844 ¥ : 0,877 - - 0,860
'g DE _ - 0,045 - - 0,025 s = 0,031
> . .
Fis Media = - 0,018 C = 0,182 - - 0,217

DE - - 0,028 i - 0,041 - - 0,053
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5.3.2 Estructura Genética Espacial (EGE)
Variacion estacional de la EGE

El andlisis de EGE en la poblacién total detecté autocorrelacién espacial
positiva y significativa en todas las estaciones. En primavera, principio del periodo
reproductivo, se observé EGE positiva a 96 m y significativa hasta 756 m (Figura 5.1a).
En verano, mediados del periodo reproductivo, se observé EGE positiva hasta 46 m y
significativa hasta 120 m (Figura 5.1b). En primavera y verano la extensién de la EGE
fue similar, variando entre 975 m y 735 m respectivamente. El patrén observado de
EGE en otoiio presenté dos picos positivos y significativos en diferentes clases de

distancias, hasta 44 m y hasta 241 m (Figura 5.1c).
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Figura 5.1. Correlogramas estacionales en los cuales se observa la estructura genética especial
en a) primavera, b) verano y c) otofio. En linea continua se observa el coeficiente de
autocorrelacién r en relacién a las clases de distancias en metros. El ndmero de pares de
comparaciones (nc) por clase de distancia se encuentra indicado en la parte superior de cada
correlograma. Las lineas punteadas corresponden al intervalo de confianza del 95% alrededor de
cero. Las barras de error representan el intervalo de confianza alrededor de r obtenido mediante
bootstrap. Los valores positivos y significativos de autocorrelacién genética espacial se

marcaron con circulos. La extension de la autocorrelacién se indica con una flecha.

Diferencias estacionales de la EGE entre machos 'y hembras
Cuando los andlisis estacionales de EGE fueron realizados por sexos (con

clases de distancias acumulativas) se observé que, en primavera, la extension de la
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estructura genética positiva de las hembras cubrié una mayor drea espacial que la de los
machos, con mayores valores de r en todas las clases de distancias (Figura 5.2a). El
patrén de EGE en las hembras en otofio fue similar al de primavera, con valores de r
positivos y significativos desde 200 m hasta 1000 m y valores no-significativos en la
primera clase de distancia (0-100, Figura 5.2a y ¢). En verano la extensién de la EGE
positiva fue hasta los 5000m. Los machos presentaron EGE positiva en verano, con
valores significativos en 100 m, 300 m y 700 m (r = 0,016; 0,011 y 0,010
respectivamente; p < 0,05 para todos). En primavera y en otofio los machos presentaron

una distribucién de genotipos al azar, en todas las clases de distancias (Figura 5.2a y c).
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Figura 5.2. Estructura genética espacial por estacién y sexo. Las hembras estdn representadas

por cuadrados y los machos por circulos rellenos. Las barras de error representan el intervalo de

confianza alrededor de r obtenido mediante bootstrap. La significancia de la prueba de una cola

fue marcada con asterisco. Para facilitar la interpretacién de la figura el intervalo de confianza

del 95% no fue ilustrado El nimero de pares de comparaciones (nc) por clase de distancia se

encuentra indicado en la parte superior de cada figura. El tamafio de muestra analizada por

estacion fue de: 53 y 29 (primavera), 66 y 67 (verano) y 42 y 36 (otofio) machos y hembras

respectivamente.
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5.4 DISCUSION

Los resultados obtenidos a escala espacial geogréfica fina (<10 km) revelaron
la presencia de mds genotipos homocigotas que los esperados en una poblacién con
apareamiento al azar. Este resultado se deberfa al muestreo de individuos
correspondientes a diferentes pool genéticos, con distintas frecuencias alélicas (efecto
Walhund). Dado que la diferenciacion genética entre los individuos capturados en las
distintas agrupaciones de transectas (A-B vs C-D, AvsB y CvsD) fue baja, la
subestructura estacional estarfa distribuida al azar a la escala a la cual se realizé el
estudio. Por otro lado, los correlogramas en todas las estaciones mostraron un patrén de
estructura genética al azar a larga distancia. Estos resultados indicaron una alta tasa de
dispersioén de Calomys musculinus a escala espacial geografica fina. Asi, los individuos
capturados en las distintas transectas pueden ser considerados pertenecientes a una sola
poblacién genética, cuyos limites ocupan una extensién mayor a la considerada en este
estudio (> 10 km). Resultados similares fueron observados en el 1émur ratén gris
(Microcebus murinus) (Fredsted et al., 2005) donde se observé una gran deficiencia de
heterocigotas a pesar de la alta tasa de dispersidn entre tres grupos definidos a priori.
Este resultado fue explicado por la presencia de una sola poblacién con pequefios
grupos reproductivos dentro de las subpoblaciones (Fredsted et al., 2005).

La poblacién de C. musculinus estudiada mostré una clara estructuracién
genética que varié en relacion a la estacién y el sexo (Figuras 5.1 y 5.2). Se observé un
patrén general similar de la estructuracién genética de primavera y verano con
variaciones en su magnitud. En verano la estructuracién genética espacial fue mayor a
clases de distancias mds cortas que en primavera (Figura 5.1 a y b). Esto se deberfa a la

menor tasa de dispersién observada durante el verano, cuando C. musculinus alcanzé su
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pico de densidad poblacional (Capitulo 4). La densidad poblacional afecta la estructura
genética espacial a través de su influencia sobre la dispersién (Busch et al., 2009). La
dispersién denso-dependiente negativa, como la observada durante el verano en C.
musculinus, ocurriria cuando los recursos claves son limitantes o el costo de dispersarse
es extremadamente alto (Jones et al., 1998; Lin y Batzli, 2001; Rehmeir et al., 2004).
Sin embargo, en C. musculinus, el efecto de la densidad sobre la dispersién debe ser
analizado con relacién al sexo debido a que durante el periodo reproductivo los recursos
claves para los machos y las hembras son diferentes (ver mas abajo). El patrén de la
estructuracién genética de otofio fue diferente al de primavera y verano (Figura 5.1).
Esta diferencia podria deberse a una modificacién del patrén de movimiento por un
cambio temporal en el ambiente relacionado con las actividades de cosecha que se
realizan entre verano y otofio. Por otro lado, en otofio el 80,76% de los individuos
capturados fueron juveniles, los cuales estuvieron més relacionados que lo esperado por
azar a distancias cortas y largas (picos de estructuracidén genética a 44 m y 241 m),
mientras que en primavera y verano las muestras estuvieron principalmente
representadas por individuos adultos (63,4% y 78,94% respectivamente). A pesar del
posible efecto de la edad de los individuos que componen la muestra sobre la
estructuracioén genética (Peakall et al., 2003; Lawson Handle y Perrin, 2007; Gauffre et
al., 2009), las diferencias en la proporcién de juveniles y adultos capturados en cada
estacién no nos permitié evaluar dicho efecto, por contar siempre una de las dos clases
etarias con un tamafio muestral insuficiente.

La estructura genética espacial de C. musculinus se diferencié entre sexos. Se
observé dispersion desviada hacia los machos, con machos dispersindose a mayor

distancia que las hembras (Figura 5.2), al igual que lo determinado mediante los
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estudios de distancias de movimientos (dispersién instantdnea, sensu Fontanillas et al.,
2004) (Capitulo 4). La direccién de la dispersién desviada al sexo observada en la
naturaleza estd estrechamente ligada con el sistema de apareamiento especie especifico.
Como una regla general, en especies poliginicas o promiscuas se observa dispersion
natal desviada hacia los machos, los cuales se dispersan a mayores tasas y/o distancias
que las hembras, mientras que la mayoria de las hembras permanecen en el 4rea donde
nacieron (Greenwood, 1980; Dobson, 1982). Las tres hipotesis principales referidas a
las causas de ese patrén son: evitacion de la endogamia, competencia local por el
recurso y competencia local por la pareja (Handley y Perrin, 2007). El papel que juega
el sistema de apareamiento favoreciendo la dispersiéon desviada al sexo se debe a que
por lo general los recursos son sexo especificos (Perrin y Mazalov, 2000). La evitacion
de la endogamia y las dos hipétesis de competencia no son excluyentes debido a que la
dispersion desviada al sexo por competencia también implica una baja probabilidad de
apareamiento entre individuos emparentados. Como se manifesté en los capitulos
anteriores, C. musculinus es una especie promiscua en la cual los machos compiten por
el acceso a las hembras fértiles y las hembras por la obtencién de espacios
reproductivos (Steinmann et al., 2005, 2009). Por lo tanto, las altas tasas de dispersién
de los machos reflejan una estrategia que maximiza el acceso a las hembras fértiles,
mientras que la menor dispersién de las hembras revela comportarniento territorial
como un mecanismo para proteger las crias de hembras infanticidas (Bond y Wolff,
1999; Steinmann et al., 2005, 2009; Wolff y Peterson, 1998; Coda et al., 2011) o
defensa del recurso alimento (Ims, 1987; Ostfeld, 1985, 1990). Las diferencias
registradas en la tasa de dispersién de los machos en primavera y en otofio (distribucién

de genotipos al azar, Figura 5.2 a y ¢) con respecto al verano (estructuracién genética
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positiva, Figura 5.2 b) pueden ser explicadas por su uso del espacio al igual que fue
observado en el estudio del movimiento a través de métodos de captura, marcado y
recaptura (CMR; Capitulo 4). A densidades poblacionales bajas (primavera y otofio) en
los bordes de los caminos hay una alta disponibilidad de dreas reproductivas vacantes
donde las hembras pueden establecer sus espacios reproductivos exclusivos. Asi las
mayores tasas de dispersién de los machos se deberfan a una bdsqueda activa de
hembras reproductivas. En verano (alta densidad poblacional) la disponibilidad de dreas
vacantes en los bordes disminuye debido a que todo el espacio estd ocupado por
hembras en estro. Por lo tanto, el movimiento de los machos en busca de hembras
disminuiria. Estos resultados son apoyados por el estudio experimental del efecto de la
densidad sobre el comportamiento de espaciamiento (Capitulo 3), donde se observé que
a bajas densidades poblacionales los machos incrementan sus tamafios de dreas de
accién (mayor movimiento) como un mecanismo que les permite incorporar a bajo
costo (con relacidn a las interacciones competitivas entre machos) un mayor niimero de
dreas de accion de hembras.

Si bien durante todo el periodo reproductivo las hembras mostraron
estructuracion genética espacial positiva, su extensién varié en relacion a la densidad
poblacional. A altas densidades poblacionales (verano) la estructuracion genética
espacial fue positiva y significativa hasta los 3000 m, mientras que a baja densidad
(primavera y otofio) lo fue hasta los 1000 m. En hdbitat lineales la baja disponibilidad
de espacios reproductivos a altas densidades poblacionales determinaria una mayor tasa
de dispersién de las hembras de C. musculinus (sexo territorial) como una estrategia de
evitacidn de la competencia entre ellas. Resultados similares a los encontrados en este

estudio han observado que la densidad poblacional fue positivamente asociada con la
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EGE en diferentes escalas para Arvicola terrestris (Berthier et al., 2005) y Dipodomys
spectabilis (Busch et al 2009). Ademads en Microtus arvalis la variacién en la densidad
poblacional afect6 la EGE de las hembras mientras que la dispersién fue siempre mayor
en los machos (Schweizer et al., 2007; Gauffre et al., 2009; Borkowka, 2011).

Los resultados obtenidos en este capitulo sobre la dispersion efectiva de C.
musculinus mostraron consistencia con los obtenidos mediante el estudio del
movimiento con CMR (Capitulos 3 y 4). En C. musculinus se observé dispersion
desviada hacia los machos con variaciones estacionales y por sexo relacionada con la
densidad poblacional. Asi, a altas densidades poblacionales (verano) los machos
presentarian una dispersién denso-dependiente negativa determinada por la alta
disponibilidad de hembras reproductivas (recurso clave). Si bien las hembras siempre se
dispersan menos que los machos, a altas densidades poblacionales su tasa de dispersion
aumenta (dispersion denso-dependiente positiva) como resultado de la disminucién de

la disponibilidad de su recurso clave (espacios reproductivos).
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APENDICE

1) Equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabla 1. Resultados de la prueba de desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando el
programa GenAlEx v.6.4 por estacién y locus.

Locus DF ChiSq Probabilidad Significancia

Cmul 136 334.717 0.000 **x
Cmu?2 120 188.574 0.000 *%x
Cmu3 595 922.985 0.000 **x
Cmud 36 39.547 0.315 Ns
PRIMERA Cmul5 210 244.159 0.053 Ns
Cmuld 136 272.432 0.000 **+*
Cmul7 465 605.460 0.000 **x
Cmull 55 222.592 0.000
Cmul3 55 200.558 0.000 **x
Cmul 171 300.921 0.000 **x
Cmu?2 136 672.937 0.000 **x*
Cmu3 741 1247.197 0.000 ***
Cmu4 66 68.684 0.387 Ns
VERANO Cmul5 300 538.691 0.000 **x
Cmul4 190 246.153 0.004 **
Cmul7 703 769.317 0.042 *
Cmull 45 112.437 0.000 **x*
Cmul3 66 464.646 0.000 **x*
Cmul 91 60.983 0.993 Ns
Cmu2 91 181.125 0.000 **x
Cmu3 496 801.012 0.000 **x
Cmud 45 125.729 0.000 ***
OTONO Cmul5 78 90.448 0.158 Ns
Cmuld 190 362.482 0.000
Cmul7 406 518.121 0.000 **x
Cmull 28 80.453 0.000 **x
Cmul3 10 56.491 0.000 **x

ns= no significativo, * P<0.05, ** P<(.01, *** P<(0.001

Lucia Valeria Sommaro — Tesis Doctoral 93




Capitulo | 5
Estructura genética

2) Diferenciacién poblacional.

Se analizd la diferenciacién genética entre individuos por estacién. Utilizamos
el programa Fstat v.2.9.3 (Goudet, 2001) para calcular los valores 6 (Weir y
Cockerham, 1984; estimador de Fgsr) y sus intervalos de confianza. Se observo
diferenciacién significativa entre las hembras en verano y en otofio considerando dos
grupos A-B y C-D. Un segundo andlisis considerando cada transecta como grupo
independiente (cuatro grupos), reveld la misma informacién que el primero (Tabla 2).

Sin embargo, cuando el andlisis estacional se realizé sin distinguir sexos, en
dos grupos A-B y C-D, los tinicos valores significativos se observaron en verano (valor

0= 0,005, rango= 0,002; 0,009).

Tabla 2. Valores (8) de diferenciacién genética por estacién y sexo. El rango del intervalo de
confianza se observa entre paréntesis. A, B, C y D corresponden al nombre de cada transecta.
M: machos y H: hembras.

2 grupos (A+B) y (C+D) 4 grupos A,B,CyD

Descripcién MVEH
> Y M H M H
juntos
0,016 0,024
. o 0,013 oe 0,013 0,020
Primavera (-0,001;0,046) (-0,04: 0,035) (-0,012; 0,08) (0.000: 0.020)  (-0.011; 0,064)
Verano o 08’29?)5009) 20,000 0,011 0,005 0,015
AT (-0,008; 0,008) (0,002; 0,023) (-0,004; 0,013)  (0,005; 0,027)
~ 0,008 -0,003 0,047 -0,002 0,036
Otoio

(-0,001;0,019)

(-0,012; 0,007)

(0,003; 0,107)

(-0,010; 0.005)  (0,010; 0,076)
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo de Tesis se combinaron estudios experimentales y
observacionales con el objetivo general de estudiar la dispersion de C. musculinus
integrando la ecologia, la genética y la evolucién, bajo una perspectiva comportamental.
Este se logré utilizando métodos directos de Captura- Marcado y Recaptura para
estudiar el movimiento en clausuras experimentales y en agroecositema, y métodos
indirectos utilizando marcadores genéticos para estudiar la dispersién efectiva en el

agroecosistema.

A partir de los resultados obtenidos las conclusiones generales son:
Movimiento de C. musculinus

1. Las hembras de C. musculinus presentan comportamiento de espaciamiento
debido a que la densidad poblacional no modifica el tamafio ni el solapamiento
de sus dreas de accidén. Ademds, ellas conservan su drea exclusiva respecto a
otras hembras independientemente de los cambios de densidad poblacional.

2. La densidad poblacional modifica el uso del espacio de los machos. Los
machos de C. musculinus disminuyen el tamafio del drea de accién y los
porcentajes de solapamiento con otros machos y con las hembras cuando la

densidad poblacional aumenta.
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3. En los hébitats lineales de agroecosistema durante el periodo reproductivo los
machos se mueven a mayores distancias que las hembras, siendo estas
diferencias mds evidentes a densidades poblacionales bajas (primavera).

4. En hébitats lineales los individuos de C. musculinus se mueven a mayores
distancias en bordes angostos (menor calidad de hdbitat) que en bordes anchos

(mayor calidad de hébitat).

Dispersion de C. musculinus en agroecosistema:

5. La dispersién varia estacionalmente en relacién al sexo y la densidad
poblacional.

6. Los machos de C. musculinus se dispersan a mayores distancias que las hembras
(dispersién desviada hacia los machos).

7. Las distancias de dispersion de los machos disminuyen con el aumento de la
densidad poblacional (verano), dispersion denso-dependiente negativa
determinada por la alta disponibilidad de hembras reproductivas (recurso clave).

8. Las distancias de dispersién de las hembras aumentan con el incremento de la
densidad poblacional, denso-dependencia positiva deterrninada por la
disminucién de espacios reproductivos disponibles (recurso clave).

9. Los limites de la poblacién genética de Calomys musculinus ocupan una
extensién mayor a la estudiada (<10 km). Por lo tanto, la fragmentacién por el
agroecosistema no es barrera para la dispersién efectiva de C. musculinus a la

escala espacial a la considerada en este estudio.
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6.1 PERSPECTIVAS DE TRABAJO

Como se observé a través del estudio de la dispersion de C. musculinus a
escala geogrifica fina, esta especie es un buen modelo de estudio debido al amplio
grado de conocimiento que se tiene sobre su genética poblacional, ecologia y
comportamiento. Sin embargo, alin quedan interrogantes sobre cémo el paisaje puede
afectar la dispersién efectiva de los individuos en ambientes muy alterados por el
hombre.

La implementacién de rutas y caminos, los cuales pueden actuar como barreras
al movimiento de pequeiios mamiferos (Mader, 1984; Swihart y Slade, 1984; Cittadino
et al., 1998; Clarke et al., 2001; Banks et al., 2005) influyen sobre la demografia y las
caracteristicas genéticas de las poblaciones (Saunders et al., 2002). Estas barreras
pueden afectar la colonizacién de parches de habitat y la disminucién del flujo génico
puede a su vez incrementar el coeficiente de endogamia, y disminuir la fecundidad y los
niveles de variabilidad genética, aumentando en consecuencia el riesgo de extincidn
(Kozakiewiez, 1993). La subdivisiéon genética de las poblaciones también puede ser
causada por barreras naturales tales como rios, sierras, montafias y por eventos naturales
como las inundaciones (Gerlach y Musolf, 2000). Asi, para entender el funcionamiento
de las poblaciones de C. musculinus en agroecosistemas del centro de Argentina, es
fundamental abordar estudios sobre su estructura genética espacial a escala de paisaje y
asi poder determinar qué elementos del paisaje constituyen una barrera para C.
musculinus.

Por otro lado, las herramientas moleculares en los estudios de ecologia
permiten examinar varios aspectos del comportamiento reproductivo con mucho mas

detalle y menor esfuerzo de captura que los estudios a campo (Bujalska y Griim, 2005;
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Gryczyfiska-Siemitkowska et al., 2008). Los estudios de uso del espacio y
comportamiento de C. musculinus, han caracterizado a esta especie como promiscua
(Steinmann et al., 5005, 2006 a, b, 2009), en la cual la paternidad maultiple serfa una
contra estrategia de las hembras hacia el infanticidio por parte de los machos (Coda et
al., 2011). Diversas hipoétesis se han propuesto para explicar la paternidad maltiple en
pequefios mamiferos, las cuales consideran beneficios directos (ej.: adquisicién de
nutrientes, fertilidad y cuidado parental seguro, aumento de tamafio de camada) e
indirectos (ej.: incremento del tamafio efectivo de 1a poblacién y aumento de diversidad
genética) (Sugg y Chesser, 1994; Baker et al., 1999; Wolff et al., 2002). Estas hipétesis
asumen que una hembra elige aparearse con mds de un macho ccmo parte de su
estrategia reproductiva. Considerando estos antecedentes, seria importante confirmar la
hipétesis de paternidad muiltiple en agroecosistemas mediante microsatélites y evaluar
su frecuencia entre las diferentes estaciones del afio y dentro de las camadas de hembras

de Calomys musculinus.
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Fragmentation of natural landscapes as a result of
agriculture, increasing urbanization, and other human activi-
ties is a current global concern. Many spatial parameters are
involved in these landscape changes, including the composi-
tion (e.g., habitat patches), spatial configuration (e.g.,
fragmentation and isolation), and shape (geometry) of
landscape elements (Forman 1995; Forman and Godron
1986; Kareiva and Wennergren 1995). Habitat remnants
persist as linear strips along rivers, property borders, roads,
and railways as a consequence of large areas of continuous
wildlife habitats (e.g., forest and grassland areas) that are
converted to urban and agricultural areas (Forman 1995).
Wildlife species are restricted to such linear habitats in many
heavily altered landscapes. Therefore, the functioning of
populations in linear as opposed to 2-dimensional habitat area
has become a concern in environmental management (Bennett
1990; Fauske et al. 1997; Hobbs 1992), with the emphasis on
the role of linear habitats as dispersal corridors (Bennett 1990;
Forman and Godron 1986). However, linear habitat structures
also may contain potential resources for long-term survival
and reproduction (Fauske et al. 1997). Thus, these habitats
play a role as buffer zones where width and vegetation height
in relation to surrounding habitats determine the attractiveness
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of these zones to herbivores and the extent to which permanent
populations can exist (Yletyinen and Norrdahl 2008).

One of the most important consequences of agricultural
ecosystem development is fragmentation by roads. Roads act
as barriers to small mammal movements (Cittadino et al.
1998; Clarke et al. 2001; Garland and Bradley 1984; Kozel
and Fleharty 1979; Mader 1984; Oxley et al. 1974; Swihart
and Slade 1984). These barriers can affect the colonization of
habitat patches and consequently population persistence
(Kozakiewicz 1993).

Agricultural ecosystems in central Argentina consist of a
matrix of crop areas (corn, soybean, sunflower, wheat, and
flax) surrounded by a network of roadsides and fencelines,
railways, and other edge habitats that support a plant
community with some remnants of native flora and many
introduced weeds that provide a more stable cover than crop
fields (Bonaventura and Cagnoni 1995; Busch et al. 1997,
2000). These noncrop linear areas provide habitat for a variety
of small mammal species and their predators, including birds
of prey. One of the most abundant species in these habitats is

]
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the corn mouse, Calomys musculinus (Cricetidae: Sigmodon-
tinae). This species has been studied mainly for its role as a
reservoir of Junin virus, an etiologic agent of Argentine
hemorrhagic fever (Mills and Childs 1998). C. musculinus can
live in a variety of habitats including natural pastures, crop
fields, cultivated fields undisturbed after harvest, border areas
protected by wire fences with little agricultural disturbance,
road borders, borders between cultivated fields or pastures,
and railway banks (Busch et al. 2000; Castillo et al. 2003).
Individuals live primarily in border habitats, and they use crop
fields only with high weed cover and density of vertical
vegetation (Ellis et al. 1997). However, at present, weed cover
is almost nonexistent in crop fields due to the increasing use of
agrochemicals (Bilenca et al. 2007). Populations of C.
musculinus are characterized by seasonal density changes,
with low density during winter (16 individuals/ha) and peaks
during late summer or early autumn (260 individuals/ha); a 1:1
sex ratio is usual (Mills and Childs 1998). The reproductive
period has an average length of 8 months (from mid-
September to April—Mills and Childs 1998).

In studies performed in natural grasslands (2-dimensional
habitat), C. musculinus has a promiscuous mating system;
females typically mate with more than 1 male during each
estrous period (Steinmann et al. 2009). During the breeding
period females keep exclusive home ranges and are territorial,
whereas males have home ranges that are more than twice as
large as those of females and are shared fully with both sexes.
In the nonbreeding period male and female home-range sizes
are similar (Steinmann et al. 2005, 2009).

Calomys musculinus is one of the most abundant species in
linear habitats, and it shows a wider habitat and trophic niche
than other coexisting rodent species in rural habitat (Busch et
al. 2000). Its space-use pattern has been studied principally in
2-dimensional habitats (Steinmann et al. 2005, 2006a, 2006b).
The aim of our study was to explore movement patterns of C.
musculinus in linear habitats of agricultural ecosystems in
central Argentina. The following questions were addressed:
Do males have higher movement distances (MDs) than
females? Do MDs depend on the reproductive period? Does
the width of linear habitat (border) affect MDs of mice? Do
rural roads act as barriers to movement by C. musculinus?

MATERIALS AND METHODS

Field methods.—This study was carried out from November
2005 to August 2007 in linear habitats of agricultural
ecosystems in Rio Cuarto Department (Cérdoba Province,
Argentina). Phytogeographically, this region corresponds to
“‘Provincia del Espinal, Distrito del Algarrobo’ (Cabrera
1953), which is a low-elevation plain (600-900 m) with
vegetation dominated by algarrobo (Prosopis alba and P.
nigra), accompanied by quebracho blanco (Aspidosperma
quebracho-blanco), mistol (Zizyphus mistol), and itin (Portu-
laca kuntzie). However, the vegetation has undergone marked
alterations as a result of agriculture and cattle farming. At
present, the landscape consists mainly of individual crop fields
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surrounded by wire fences, with borders dominated by weedy
species. Despite the influence of crop fields, borders have a
homogeneous plant cover of about 85% throughout the year
and a high availability of seed in soil (Priotto et al. 2002).

Four sampling transects located in field borders were used
as study sites, 1 placed in a wide border (range of width: 10—
30 m; transect A) and 3 placed in narrow borders (<2 m;
transects B, C, and D). Sampling transects were set up on
opposite sides of 7-m-wide secondary roads (A opposite to B;
C opposite to D). Each transect was composed of 300-m
traplines with 30 traps similar to Sherman live traps. Traplines
were separated by 500 m. Transects A and B each had 4
traplines (Al, A2, A3, A4, B1, B2, B3, and B4) and transects
C and D each had 2 traplines (Cl1, C2, D1, and D2; Fig. 1).
Seasonal samplings were carried out during 2 consecutive
years. Capture, mark, and recapture trapping sessions were
conducted for 5 consecutive days in November (spring),
March (summer), May (auturnn), and July—August (winter).
Trapped animals were weighed and marked with self-piercing
ear tags with numerical codes (National Band & Tag
Company, Newport, Kentucky). Sex and reproductive state
(males: scrotal or abdominal testes; females: perforated or
imperforated vulva, evidence of pregnancy, nipples visible or
not) also were recorded. Small pieces of the tail tip were taken
and preserved in ethanol for other studies that include DNA
analyses. Research on live animals was performed in a
humane manner and followed guidelines for the care and use
of animals approved by the American Society of Mammalo-
gists (Gannon et al. 2007).

We calculated the largest MD among capture points of an
individual captured at least twice during a trapping session.
MD was considered to provide an index of home-range size
(Gaines and Johnson 1982; Pusenius and Viitala 1995).
Because of small sample sizes for juveniles, all analyses used
only adult males and females.

Data analysis.—The primary focus of this study was to
investigate the influence of sex, season, and year on MDs of C.
musculinus in linear habitats. We also tested for the effects of
an abundance index as a covariate because this variable could
potentially influence MDs. Subsequently we analyzed the
effect of border width on MDs, considering separately those
individuals captured in wide and narrow borders.

Because distance measurements are likely to be nonnormal,
a generalized linear mixed model with negative binomial
distribution in R 2.9.0 software (R Development Core Team
2009; www.r-project.org) was used to identify the factors that
determined MDs. We used repeated-measure analysis. The
repeated measures were transects (in each transect individual
MDs were registered in 3 seasons and 2 years). Individuals
were not considered as repeated measures because we
recorded no MDs of the same individual in different seasons
and years. The Akaike information criterion, corrected for
small sample size (AIC.), was used as a measure of the fit of a
model (the smaller the AIC,, the better the fit—Burnham and
Anderson 1998). Because we wanted to identify the effect of
abundance, season, and sex on MDs, we considered sex,
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Fic. 1.—Distribution and schema of transects studied across an agricultural ecosystem in Rio Cuarto Department (Cérdoba Province,
Argentina). From 2009 Map Link/Tele Atlas (http://earth.google.es/). Fig. | is reprinted from Gomez et al. (in press).

season, abundance, and year as main effects and their 2-way
interactions. Seasonal analyses of MDs were based on the
following categories: spring (November), summer (March),
and autumn (May). Winters were discarded from statistical
analyses because few MDs could be calculated during the 1st
winter, and borders were burned during the 2nd one. The low
number of recaptures for each individual did not allow us to
obtain reliable results in the abundance estimations using
capture, mark, and recapture analysis. For this reason the
number of individuals captured in the line where each MD was
calculated was used as an index of abundance.

RESULTS

From November 2005 to August 2007 we obtained 1,152
captures of 808 individual C. musculinus. We ear-tagged 412
females and 396 males. The abundance index for C.
musculinus was greater during the 2nd year, and the mean
number of individuals varied among seasons, with a peak in
summer and a minimum in winter (Fig. 2).

A total of 82 and 97 MDs were calculated for females and
males, respectively. Individuals moved within the limits of

each line; we observed no long-distance movements (among
lines within a transect). This species was reluctant to cross
roads; only 8 (4 males and 4 females) marked individuals
crossed roads. Generalized linear mixed model analysis based
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FiG. 2.—Number of individuals (X * SE) of Calomys musculinus
by season and year in linear habitats.
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TaBLE l.—Analysis for the generalized linear mixed model
describing movement distances of Calomys musculinus. The best
model is indicated in boldface type.

Variable AIC, AAIC, No. parameters Deviance
Season X sex 1,327.994 0.000 7 1,313.994
Season 1,330.768 2.774 4 1,322.768
Season + sex 1,330.806 2.812 5 1,320.806
Season + year 1,332.230 4.236 5 1,322.230
Abundance + sex 1,332.622 4.628 4 1,324.622
Abundance X sex 1,332.962 4.968 5 1,322,962
Abundance 1,335,122 7.128 3 1,329,122
Season X year 1,335.608 7.614 7 1,321.608
Sex 1,337.746 9.752 3 1,331.746
Year 1,340.744 12.750 3 1,334.744

on AIC, revealed that sex and season were the most important
factors affecting MDs. AIC, never decreased in any model that
included abundance or year with or without interactions
(Table 1). The best model included the interaction between
sex and season (Table 2). The greatest MDs for both sexes
were in spring. Male movements were larger than those of
females in spring and summer, whereas the opposite pattern
was observed in autumn (Fig. 3). In spite of these divergences,
only the difference between spring and autumn was statisti-
cally significant (Table 2). Having examined the effect of sex,
season, and year, we investigated the effect of border width on
MDs using the same analysis. Because of the low number of
MDs obtained from the single wide transect (A) we could not
include width in the previous analysis. For this reason we
performed other analyses including width, season, and sex as
predictors. We included only seasons with high numbers of
individuals (spring and summer). MDs were greater in the
narrow than in the wide border, and AIC. was lower in the
model including width. However, the coefficient for border
width was not statistically significant: § (SE) = 0.531 (0.29);
z = 1.804, P = 0.071 (Fig. 4).

TasLE 2.—Coefficients (3) for the best model of generalized linear
mixed model analysis of movement distances of Calomys musculinus.
Standard errors (in parentheses) and the significance of the
coefficients also are shown; P < (.05 shown in boldface type. The
effect of each term in the model is tested. P-values tested the null
hypothesis that § = 0. The terms with P < 0.05 have some
discernable effect. Because an intercept term exists, the 3rd level of
season (spring) and the 2nd of sex (male) are redundant. The
estimates for the first 2 levels contrast the effects of the first 2 seasons
to the 3rd, and the estimates for the females contrast their effects
to males.

Factors B (SE) z P-value
Intercept 3.443 (0.23) 0.148 0.000
Summer —0.306 (0.36) —0.846 0.398
Autumn —2.028 (0.46) —4.280 0.000
Female —0.337 (0.37) -0.979 0.328
Summer X female —-0.522 (0.52) —0.966 0.334
Autumn X female 1.407 (0.74) 1.788 0.074
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Fic. 3.—Seasonal movement distances (X * SE) of male and
female Calomys musculinus in linear habitats.

DiscussioN

Generally home-range size is regarded as 1 indicator of
habitat quality (Tufto et al. 1996). Because lengths of
movements are a good index of home-range size in small
mammals (Slade and Russell 1998), and length of foraging
trips affects both the energetic cost of food acquisition and the
risk to be predated (Banks et al. 2000; Norrdahl and
Korpimaki 1998; Yletyinen and Norrdahl 2008), MDs can
be used as indicators of habitat quality. Habitat quality is
affected heavily by the shape of habitat patch because this
affects width and length of a given habitat area; the length
increases as the habitat becomes more linear. Habitat quality
would increase in relation to habitat width because natural
2-dimensional habitats have higher quality than crop borders
of agricultural ecosystems (1-dimensional habitats).

The factors that influenced the movement patterns of C.
musculinus in linear habitats were similar to those observed in
2-dimensional habitats (grasslands) by de Villafafie and
Bonaventura (1987) and Steinmann et al. (2005). MDs varied
seasonally, being smallest in autumn and highest in spring.
They were determined mainly by sex and reproduction. The
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Fi6. 4.—Movement distances (X = SE) of Calomys musculinus in
wide and narrow linear habitats.




autumn trapping session was conducted in May, the nonbreed-
ing period, when the 1st frosts were registered. Cold periods are
energetically demanding for small mammals, and energetic
costs can be reduced by restricting to a minimum the movement
activities outside the insulated nest (Yletyinen and Norrdahl
2008). During the breeding period MDs of males were larger
than those of females, whereas in the nonbreeding period MDs
were similar between sexes. Main effects of sex on MDs of C.
musculinus were consistent with the promiscuous mating
system of the species. In promiscuous rodents longer MDs of
imales reflect a strategy that maximizes access to fertile females,
whereas lower movements of females reveal territorial behavior
directed at protection of nestlings from infanticidal females
(Bond and Wolff 1999; Steinmann et al. 2003, 2009; Wolff and
Peterson 1998) or defense of food resources (Ims 1987; Ostfeld
1985, 1990). During the breeding period differences in MDs
between spring and summer can be explained by spacing
behaviors of males and females. At low population densities
(spring) many vacant areas exist in borders where females can
establish sparse and exclusive reproductive spaces. Thus, larger
MDs of males would be in relation to an active search for
estrous females. Meanwhile, in summer (high population
densities) few vacant areas are found in borders because all
spaces are occupied by estrous females. Thus, MDs of males
searching for females would be diminished.

Taking into account that the length of movement can be
considered an index of habitat quality in relation to energetic
costs of food acquisition and predation risk (Banks et al. 2000;
Norrdahl and Korpimiki 1998; Yletyinen and Norrdahl 2008),
longer MDs of mice in narrow borders than in wide borders
indicate that the latter were better habitats for C. musculinus.
Because mice reside mainly in borders, the narrowness of
suitable habitat could force mice to extend foraging trips in
narrow borders whereas in wide borders movements in several
directions are possible. Similar results were found for
Microtus agrestis in agricultural ecosystems of Finland
(Yletyinen and Norrdahl 2008). However, the movement
pattern related to habitat shape is not clear in C. musculinus.
MDs in 2-dimensional habitats (30 m on average—de
Villafafie and Bonaventura 1987; Steinmann et al. 2005) are
similar to those observed in narrow borders in our study,
which was characterized by fewer recaptures per individuals.
Movement length could be used as an indicator of quality in
linear habitats, but it could not allow us to differentiate
between 1- and 2-dimensional habitats. Future research should
use similar methodologies to evaluate the effect of habitat
shape (1- versus 2-dimensional habitats) in movement length.

Roads acted as barriers to movements of C. musculinus, as
observed in many other small mammal species (Cittadino et al.
1998; Clarke et al. 2001; Garland and Bradley 1984; Kozel and
Fleharty 1979; Mader 1984; Oxley et al. 1974; Swihart and Slade
1984). Mice would be averse to crossing areas without cover to
avoid predation (Cittadino et al. 1998; Sheffield et al. 2001).

Ecological changes, together with the agricultural development
of the Pampa Humeda, have favored C. musculinus because this
species is captured in higher proportion in the current rodent
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assemblage than it was in the undisturbed original grassland
assemblage (Bilenca and Kravetz 1995; Crespo 1966). This is
because C. musculinus has a wider habitat and trophic niche than
other coexisting rodent species in agrarian systems of central
Argentina (Busch et al. 2000). The opportunistic behavior of this
species allows it to use linear habitats in a similar way to 2-
dimensional natural habitats.

RESUMEN

Se estudiaron los patrones de movimiento de Calomys
musculinus en hébitat lineales en relacién al sexo, la estacién,
el aflo, la abundancia y el ancho del borde. Las distancias de
movimiento (DM) fueron registradas a través de muestreos
estacionales de captura marcado y recaptura durante 2 afios en
bordes anchos y angostos de agroecosistemas. Las menores
DM fueron registradas en otofio y las mayores en primavera.
En el periodo reproductivo las DM de los machos fueron
mayores que las de las hembras. Las DM fueron similares
entre sexos en el periodo no reproductivo. El efecto del sexo
sobre las DM es consistente con el sistema de apareamiento
promiscuo de C. musculinus. Las DM fueron mayores en los
bordes angostos que en los anchos. La estrechez de los habitats
adecuados forzaria a los ratones a extender los viajes de
forrajeo en los bordes angostos. El comportamiento oportu-
nista de C. musculinus le permite utilizar los habitats lineales
de una manera similar a los hébitats naturales bidimensionales.
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We studied the short term spacing behavioural responses of corn mica (Calomys musculinus) with regard to
population density in four 0.25 ha enclosures (two control and two experimental) in the 2007 breeding
season. The goal of this research was to test the hypothesis that spacing behaviour only operates among C.
musculinus adult females. We estimated 207 home ranges to study: 1) the home range size and the overlap
degree of adult males and females in relation to population density; 2) the settlement distances of juveniles

’s@y"ford: havi to the centre of activity of their mothers and the home range overlap proportion between them and their
cgi:g“:fic: aviour mothers in relation to population density. We found that home range size and overlap degree in C. mus-

culinus adults were determined by sex and density. At high population density males had significant smaller
and more exclusive home ranges, and this might reflect induced territoriality derived from social restric-
tions. Female home range sizes remained similar irrespective of population density, and they kept exclusive
home ranges in both control and experimental enclosures. Thus, females maintained their territories
independent of the population density values. The settlement distances of juveniles from their mothers and
the overlap proportion between them and their mothers were independent of population density. We
conclude that spacing behaviour only operates among C. musculinus adult females and it could have arole in

Density-effect
Social interactions

regulating population abundances limiting the number of females that acquire breeding spaces.

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Social behaviour is an important component of population
dynamics because of its potential impacts on variation in birth and
death rates and dispersal (Krebs et al., 2007). Although social
behaviour encompassing a wide range of behaviours, most of them
focus on aggressive interactions between individuals or spacing
behaviour (Heske and Bondrup-Nielsen, 1990). Spacing behaviour
limits population numbers of several microtine species (Lambin and
Krebs, 1991). On the one hand spacing behaviour in spring confines
the number of individuals able to reproduce (Taitt and Krebs, 1985)
and on the other hand aggressiveness of adults influences juvenile
survival and recruitment (Boonstra, 1978). Thus, spacing behaviour
has a strong influence on demography of rodent populations.
Following Madison (1980) and Bondrup-Nielsen (1985, 1986)
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we considered that individuals exhibit spacing behaviour when
they maintain their home range size and territoriality independently
of population density values. Then when all space is occupied by
conspecific these individuals prevent others from settling (Bondrup-
Nielsen, 1985). Therefore, spacing behaviour has a stabilizing influ-
ence on annual population dynamics by limiting the number of
breeding individuals (Tamarin, 1983; Bondrup-Nielsen and Ims,
1986; Heske and Bondrup-Nielsen, 1990).

In voles and mice, home range size has often been considered to
decrease when density increases while the amount of overlap
among home ranges often increases with density (Bondrup-Nielsen,
1985; Ims, 1987, 1988; Nelson, 1995a,b, 1997; Bond and Wollff, 1999;
Ochiai and Susaki, 2002). However, this pattern is not always
observed (Bondrup-Nielsen, 1986; Ostfeld, 1990). Responses from
home range size and overlap to high population density are variable
and flexible and depend to large extent on seX, age and relatedness of
individuals (Lambin and Krebs, 1993; Ochiai and Susaki, 2002; Wolff
et al., 2002; Wolff, 2003; Moorhouse and MacDonald, 2005). For
example, in promiscuous and polygynous voles, male home range
size and overlap degree are negatively correlated with high pop-
ulation density (Ostfeld et al., 1985; Ostfeld, 1986; Nelson, 1995a,b,
1997; Bond and Wolff, 1999; Moorhouse and Macdonald, 2008),
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meanwhile females maintain their territories independent of pop-
ulation density (Saitoh, 1981; Ostfeld, 1985; Ostfeld et al.,, 1985;
Heske, 1987; Erlinge et al., 1990).

Variations in levels of population abundance can also affect
juvenile dispersal from their natal home range (Andreassen and Ims,
2001). Natal dispersal distance of young males and females is highly
variable and dependent partly on the degree of habitat saturation
and availability of vacant territories or mating partners (Wolff and
Lundy, 1985; Wolff et al.,, 1988; Lambin et al., 2001; Wolff, 2003).
Although the causes of natal dispersal can differ between species,
populations and sexes, the ultimate causes of natal dispersal are
generally inbreeding avoidance, intra-sexual mate competition and
resource competition (Dobson, 1982; Pusey, 1987; Wolff, 1993, 1994;
Zedrosser et al., 2007).

Calomys musculinus (Muridae, Sigmodontinae) is the dominant
rodent species of central Argentina, and it is mainly studied due to its
role as reservoir of Junin virus, the etiological agent of the Argentine
Hemorragic Fever (AHF) (de Villafafie and Bonaventura, 1987; Mills
and Childs, 1998). C. musculinus is a short-live grassland mouse
and a good settler of disturb habitats (Busch et al., 2000). It inhabits
pampean agrarian ecosystems and is found in a variety of habitats
including natural pastures, crop-fields, cultivated fields undisturbed
after harvest, border areas protected by wire fences with little agri-
cultural disturbance, road borders, borders between cultivated fields
or pastures, and railway banks (Busch et al., 2000). C. musculinus
populations in central Argentina region are characterised by seasonal
density changes with low density during winter (June—August)
and peaks during late summer (February—March) or mid autumn
(April-May) (Mills and Childs, 1998). The reproductive period of this
species begins in mid-September and finishes at the end of April
(Mills and Childs, 1998). Juvenile females of C. musculinus reach
sexual maturity between 32 and 40 days of age and juvenile males
between 35 and 39 days of age, with a mean weight close to 16.5 g
(de Villafafie, 1981; Sommaro et al, 2009). C. musculinus has
a gestation length of 21 days, and each female can produce many
pups in her lifetime (a maximum of 10 litters, with a mean of 6 pups
per litter) (Mills et al., 1992). Females show a high frequency of
postpartum estrus, which implies that a new pregnancy may overlap
with the lactation of the previously produced litter (de Villafafie and
Bonaventura, 1987; Busch et al., 2000). C. musculinus has a promis-
cuous mating system, and during the breeding period females keep
exclusive home ranges and actively defend breeding spaces (terri-
tories). Female holders of breeding territories show highly aggressive
behaviour towards other females associated with the defence of their
reproductive space (Steinmann et al,, 2009). Reproductively active
females of C. musculinus would defend an exclusive area to avoid
infanticidal females as an adaptation for pup defence. Laconi and
Castro- Vazquez (1998) and Laconi et al. (2000) found that lactating
C. musculinus females displayed high levels of aggressive behaviour
towards sexually mature females, and that the presence of another
female near the nest is deleterious for litter survival. Thus, territori-
ality in corn mice female would act as a counter-strategy that may
have evolved to reduce the risk of losing pups by infanticidal females
(Steinmann, 2006). Therefore, young females entering population
will be at risk of competition with resident adult females and
should disperse. C. musculinus males have home ranges twice as large
as those of females with high intra- and inter-sexual home range
overlap, and exhibit high level of intra-sexual tolerant and amicable
behaviours (Steinmann et al., 2005, 2009).

Even though we have studied many aspects of space use in
C. musculinus, (Steinmann et al., 2005, 2006a,b, 2009) we never
tested the effect of density on its spacing response. Thus, the goal of
this research, based on the hypothesis that spacing behaviour
only operates among C. musculinus adult females, was to test the
following predictions: (1) home range sizes and overlap degree of

adult female are independent of population density values, (2) home
range sizes and intra- and inter-sexual home range overlap degree of
adult male decrease in relation to population density increase, (3) at
high population density juvenile fernales settle farther away from
their mothers than juvenile males, (4) at high population density
overlap proportions between juvenile females and their mothers
are lower than overlap proportion between juvenile males and their
mothers.

2. Material and methods

This study was carried out on the Espinal Reservation in the
National University of Rio Cuarto Campus (33° 07’ S, 64° 14’ W),
Argentina, in four 0.25 ha (62.5 m x 40.0 m) field enclosures
(control I and II, and experimental I and I1) made of galvanized iron
sheets extending 0.3 m underground and 0.7 m above ground.
A 1 m-wide grass strip was devegetated by herbicide on the inner
margin of each enclosure. The enclosures were situated in a stable
natural pasture interspersed with woody shrubs and herbaceous
weedy species, similar to natural habitats of C. musculinus. All
enclosures had similar vegetation and were considered homoge-
neous. For a detailed description of the study area and enclosures
see Priotto and Polop (2003) and Priotto et al. (2004).

We collected C. musculinus adults from an area located 30 km away
from the study location from September through October 2007, along
road borders and borders between cultivated fields and pastures.
Sixty-four sexual mature females were mated with 64 sexual mature
males in opaque polycarbonate reproductive cages (29 x 18 x 18 cm)
at the Ecology Population Researching Laboratory. The 64 couples
were maintained at 21 °C on a 14:10 h light: dark cycle (lights on at
06:30 a.m). Rodent Purina laboratory chow and water were available
ad libitum. Dry wood shaving was provided for bedding.

At the beginning of December 2007, twelve families (each one
constituted by the mother, the father and around 6 pups) were placed
into each experimental enclosures (mean density 136 mice/enclo-
sure) and 5 families into each control enclosures (mean density 40
mice/enclosure) (Table 1). These average densities in the enclosure
populations were comparable with high and low densities for free-
ranging C. musculinus respectively (Mills and Childs, 1998). Before the
families were carried to the enclosures their members were sexed,
weighed and ear-tagged. Each family was located in the enclosures
inside its own reproductive box with wood shaving containing its
odour, and 6 h later they were opened allowing the animals to
disperse freely into the enclosures. When individuals were released
in the enclosures, juveniles were around 30 days of age.

After a settlement period of 5 days, we trapped animals with
Sherman live-trap located in a 6 x 10 grid in each enclosure. At each
devegetated edge 32 Sherman live traps were placed at 6 m
intervals. Animals that were trapped 3 consecutive times in this
area were considered dispersers and were removed from the
population. Traps were baited with a mixture of peanut butter and
cow fat, and placed with an interstation interval of 6 m. Individuals
were captured for 10 successive days in December 2007. Given that

Table 1
Demographic initial conditions in control and experimental enclosures at Espinal
Reservation in the National University of Rio Cuarto Campus.

Low density High density

CE1 CEll EE I ECII
Fathers 5 5 12 12
Mothers 5 5 12 12
Pups 27 26 78 77
Offspring sexual rate  1.07 1 1.05 1.05

Population abundance 39 + 3.078 4115568 111 4+ 5.535 161 + 23.400

CE: Control enclosures, EE: Experimental enclosures.
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C. musculinus is mainly nocturnal, traps were set late in the after-
noon and checked each morning. Trapped animals were weighed,
and sex and reproductive state were recorded. Trap location of each
capture was also registered.

To estimate the home-range configuration of each animal, all
captures were plotted on graph paper for each trapping session,
following the Boundary Strip method (Stickel, 1954). This connected
the points halfway between the outermost capture sites and the
next closest trap sites by straight lines. This method considers that
on average the animal travels halfway to the next trap site during its
movement. To estimate home-range size (m?), we selected the
minimum convex polygon method (Jenrich and Turner, 1969) for its
mathematical simplicity, because it is easy to implement graphically
and it is a useful method for comparison with previous studies.
The core area was defined as the area of greatest use within the home
range. This location may contain a nest, shelter, and food source.
In order to identify the core area in each home range we used the
Activity Mathematical Centre method (AMC) (Hayne, 1949).
However, the true centre of activity of a female is, in fact, where she
suckles her offspring rather than the arithmetic mean of her locations
of capture in traps (Lambin, 1997). Because of the difficulty of finding
the nests of female C. musculinus, we chose to use the AMC. The AMC
is the mathematical centre of the distribution of total captures, taking
into account the number of captures at each trap site. The number of
captures for each estimated home range varied from 8 to 9 in adults
and from 5 to 6 in juveniles. The intra- and inter-sexual home range
overlap was estimated for each individual that established home
range by the method suggested by Batzli and Henttonen (1993). Thus,
we calculated proportional overlap by measuring the area in each
home range (the target animal) that was shared by another animal'’s
home range of the same sex (intra-sexual overlap), or another ani-
mal's home range of the opposite sex (inter-sexual overlap), and
dividing by the area of the target animal's home range.

The effect of density on the settlement behaviour of juveniles
was analysed considering the settlement distance of juveniles
with respect to their mother (distance in meters from the AMC of
each juvenile to the AMC of its mother) and the home range overlap
between the mothers and their offspring (percentage of overlap
between mother/daughters and mother/sons).

The population density was estimated using the jackknife esti-
mator in program CAPTURE (White et al., 1982) incorporated as an
independent module into program MARK (White and Burnham,
1999). Prior selection of a default closed population estimator is
useful when sample sizes are small for model selection in CAPTURE
(Boulanger and Krebs, 1994; Pocock et al., 2004).

In our experimental design we used two control and two
experimental enclosures as independent observations. To analyse
adult home range size, adult intra- and inter-sexual home range
overlap (males/males, females/females, males/females), settlement
distances of juveniles to their mothers and overlap proportion
between juveniles and their mothers in relation to sex (mother/
daughter, mother/son) and treatment and their interactions we used
two-factor ANOVA tests. When significant differences between
levels were observed Tukey post hoc tests were performed. Variance
homogeneity assumption was tested by Bartlett's test.

3. Results

In control enclosures, 64 of 73 ear-tagged C. musculinus were
captured 254 times and in experimental enclosures 187 of 203 ear-
tagged individuals were captured 860 times. During our study, the
population densities were 39 + 3.078 mice in control enclosure I and
41 +£6.568 mice in control enclosure II. The densities in experimental
enclosures I and Il were 111 + 5.535 and 161 + 23.400 mice
respectively. In the study, no animal was trapped 3 consecutive times

in live traps placed in the devegetated edge areas. Thus, we assumed
that all animals were able to settle within the enclosures.

Sixty-nine home ranges were estimated in control enclosures
(27 and 42 established by adults and juveniles, respectively) and
138 in experimental enclosures (43 and 95 established by adults
and juveniles, respectively).

Even though the statistical analysis with two replications could
be weak, our result showed a clear pattern. The adult home range
size depended on sex and density (interaction: Fy, 4 = 250.5,
p < 0.001). Female home range sizes were similar at high and low
density (p = 0.755), whereas male home ranges were smaller at
high than low densities (p < 0.001) (Fig. 1). Adult overlap propor-
tion varied in relation to density and intra- and inter-sexual overlap
(interaction: Fy, ¢ = 43.092, p < 0.001). The female intra-sexual
overlap proportions were independent of density (p = 0.260).
The average overlap proportions among female home ranges were
always less than 3%. The overlap proportions of male home ranges
(males/males and males/females) were lower at high than low
densities (p values < 0.001) (Fig. 2) Besides, at low densities males
overlapped their home ranges with 4—7 females, while at high
densities the inter-sexual overlap occurred only with 1-3 females
and did not exceed 13 % of overlapping.

The settlement distance of juveniles to the centre of activity of
their mothers was independent of density (Fy, 4 = 1.807, p = 0.250;
low density: 12.750 m + 5.454, high density: 17.350 m + 3.488) and
sex (F; 4 = 0.792, p = 0.424; female: 13.528 m + 4.067, male:
16.573 m + 5.772). The interaction was not statistically significant
(F1,4 = 0.580, p = 0.489). The overlap proportions between juveniles
and their mothers were also independent of density (Fy, 4 = 6.352,
p = 0.0654; low density: 7.154 + 0.970, high density: 5.553 + 0.791)
and the sex (F;, 4 = 0213, p = 0.669; mother/daughter:
5.785 + 0.392, mother/son: 5.321 + 1.228). The interaction was not
statistically significant (F;, 4 = 1.684, p = 0.264). At low and high
densities the average overlap proportions among juveniles and their
mothers were always less than 8%.

4. Discussion

Femnale spacing behaviour is one of most commonly observed
pattern in promiscuous rodents (Heske and Bondrup-Nielsen, 1990).
Females are presumed to display territorial behaviour directed at
protection of nestlings from infanticidal females, whereas spacing of
males are based on food availability or abundance of potential female
mates (Wolff and Schauber, 1996; Wolff and Peterson, 1998; Bond
and Wolff, 1999; Getz et al., 2005). Therefore, home-ranges size
would be expected to differ between sexes and in relation with
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Fig. 1. Adult home range sizes (X + SD) of Calomys musculinus in relation to treatment
and sex.
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Fig. 2. Percentages of home range overlap (X + SD) of Calomys musculinus adults, in
relation to treatment and overlap type: female/female, male/male and male/female.

population densities. In this experimental study we found that home
range size and overlap degree in adult C. musculinus were determined
by sex and density. Similar results were found in experimental
studies of promiscuous rodents in which population density was
manipulated. Male home range sizes and overlap degree of Microtus
agrestis, Microtus canicaudus (Nelson, 1995a,b, 1997; Bond and Wolff,
1999) and Arvicola terrestris (Moorhouse and Macdonald, 2008)
were negatively correlated with population density. According to our
results, at low densities C. musculinus males would increase their
home range size to incorporate more female home ranges at low cost
with respect to intra-sexual competitive interactions. Even though
home range size and intra-sexual overlap of males were always larger
than those of females, this was much less evident in experimental
enclosures. At high population density males had smaller and more
exclusive home ranges, decreasing the space shared among them.
Steinmann et al. (2005) documented that the degree of home range
overlap of C. musculinus males is a consequence of their home range
size. Thus, the home range size of males in experimental enclosures
(38% lower than in control enclosures), and consequently their lower
overlap degree, would indicate a minimum movement rate of adult
males in these populations. Thus, home ranges of C. musculinus males
responded as an elastic disc (Wilson, 1975) decreasing their size and
overlap degree as density increases. So, in the populations the upper
limit in the number of breeding males may be reached gradually. In
a study carried out in a corn-field during 1993, Steinmann and Priotto
(unpublished results) found that at the end of the breeding period
with a density of 393 mice/ha and high quantity and quality of forage,
C. musculinus males reduced their home range size close to the range
of the trap (100 m?), and their inter-male overlap close to 0%. Thus,
at high density the smallest and non-overlapping male ranges
may reflect induced territoriality derived from social restrictions.
According to Bond and Wolff (1999) and Ishibashi and Saitoh (2008),
the two main factors that should limit reproductive success of
male rodents are the number of females to which it has access and
the number of male competitors with which it interacts. Nelson
(1995a,b) and Bond and Wolff (1999) also reported that home
range sizes of male rodents become smaller in response to density
increase of either sex, and that intra-sexual competition appears to
set upper limits to male home range size and overlap. The smaller
home range size and intra-sexual overlap of C. musculinus males may
be a consequence of inter-male territorial aggression and might allow
encounter rates among males reduction. Thus, C. musculinus male
home range sizes may have been restricted by the number of ranges
of other individuals with which they overlapped; this implies a social
limit on home range size. Nevertheless, population density values
higher than those manipulated in this study might ind

a breakdown of male territoriality as observed in some rodent species
(Kokko and Rankin, 2006; Loughran, 2007).

C. musculinus female home range sizes remained similar
irrespective of population density. With respect to inter-female
overlap, females kept exclusive home ranges in both control and
experimental enclosures. Thus, females maintained their territories
independent of the population density values. Then, C. musculinus
territorial females may limit the size of the breeding population
by constraining other females from settling. However, the strength
of spacing exclusion among females would depend on reproductive
status, age and relatedness among them (Boonstra, 1984; Heske
and Bondrup-Nielsen, 1990; Lambin and Krebs, 1993). C. muscu-
linus breeding females are more intolerant among them than with
juvenile females (Sommaro et al. unpublished results).

According to Bondrup-Nielsen (1985) and Heske and Bondrup-
Nielsen (1990) when individuals have mutually exclusive home
ranges of constant size the number of home ranges within any patch
plot will be equal to patch size divided by the average range size.
Thus, when the patch becomes filled with territorial female home
ranges, young females attempting to acquire breeding home ranges
might disperse in search of available space elsewhere (Bujalska,
1973; Saitoh, 1981), or postpone their maturation avoiding compe-
tition with breeding females as it was observed in species of
microtines (Anderson, 1980, 1989). The latter would not occur in
C. musculinus since the sexual maturation of juvenile females is
independent of adult presence (Somrmaro et al., 2009). Although we
expected C. musculinus juvenile females to settle farther away from
their mothers at high density due to maternal aggression, our results
did not support this prediction. However the low overlap proportion
between juveniles and their mothers independently of population
density would reflect an active exclusion of the young individuals,
near sexual maturity, by their mothers outside the natal site. This
exclusion of the offspring by their mothers may be in response to an
increment in competition for breeding space between daughters and
mothers (competition for resources) and mate avoidance between
sons and mothers (inbreeding avoidance). Similar results were
observed by Lambin (1994) in Microtus townsendii.

In summary, male home ranges were smaller and more exclu-
sive at high densities. Female range sizes remained constant at
different population densities and females kept breeding territories
irrespective of population abundance. Our results support the
hypothesis that spacing behaviour only operates among C. muscu-
linus adult females. In this species, as it was proposed to M. town-
sendii and Microtus pennsylvanicus for Gipps et al. (1981) and Rodd
and Boonstra (1988) respectively, male spacing appears to have few
influences on population dynamic. On the other hand, spacing
behavioural strategy of C. musculinus females could have a role in
regulating population abundances limiting the number of females
that acquire breeding spaces. In order to assess the effect of female
spacing behaviour on population dynamic it would be important to
conduct a long term study of C. musculinus natural populations.
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