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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 O gênero Ctenomys Blainville, 1826 

São reconhecidas aproximadamente 60 espécies de Ctenomys Blainville, 1826 

(Ctenomyidae, Hystricognathi; Woods, 1982), distribuídas de forma endêmica em áreas 

abertas da América do Sul, entre 10° e 54° de latitude Sul (Contreras & Bidau, 1999), 

desde o nível do mar até 4.000 m de altitude na região Andina (Reig et al., 1990). 

Considera-se que tal diversidade de espécies tenha sido alcançada em um curto período de 

tempo, em torno de 1,8 milhões de anos (Cook et al., 2000; Lessa & Cook, 1998; Reig et 

al., 1990). O respectivo evento é caracterizado como especiação explosiva (Cook & Lessa, 

1998; Lessa & Cook, 1998). 

O surgimento do gênero é atribuído entre o plioceno tardio e o pleistoceno, no 

centro da Argentina (Contreras et al., 1987; Reig et al., 1990; Lessa & Cook, 1998; Verzi et 

al., 1999). Entretanto, em estudos mais recentes, Verzi (2002) reportou fosseis de Ctenomys 

em formações do período terciário, na província de Buenos Aires (Argentina). Tal fato 

implica na extensão da antiguidade do gênero para em torno de três milhões de anos. 

Considera-se que subseqüentemente Ctenomys tenha explorado, de forma dominante, o 

nicho subterrâneo na região Neotropical (Reig et al., 1990; Cook & Lessa, 1998; Lessa & 

Cook, 1998; Maschereti et al., 2000). 

O grande interesse evolutivo sobre esses roedores advém do paradigma de 

especiação que eles representam. O gênero Ctenomys contrasta em diversidade com o 

gênero monoespecífico Spalacopus, também subterrâneo (Vrba & Gould, 1986).  
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Os tuco-tucos habitam sistemas de galerias de túneis subterrâneos (Nowak, 1999), 

em solos principalmente arenosos ou pouco compactos (Contreras, 1973). Tal sistema pode 

ser construído por um ou vários indivíduos (Lacey et al., 2000). Entretanto, considera-se 

que a grande maioria das espécies tenha hábito solitário.  

A constatação da presença das galerias subterrâneas no campo é feita através da 

observação de um amontoado de solo (montículos que sobressaem à superfície), que 

corresponde ao bloqueio construído pelos indivíduos para isolar as tocas do meio externo 

(Pearson et al., 1968).  

São animais herbívoros, alimentando-se principalmente de gramíneas. Considera-se 

que eles exerçam forte influencia sobre as comunidades de plantas correspondentes à área 

de ocorrência (Nevo, 1979; Gallardo, 1991; Zenuto & Busch, 1995; Borrel et al., 1998; 

Altuna et al., 1999; Busch et al., 2000). A maior parte das espécies de Ctenomys são 

consideradas territoriais e possuem baixa capacidade de dispersão (Busch et al., 2000).  

Os tuco-tucos formam um dos clados cariotipicamente mais diverso, com números 

cromossômicos diplóides variando de 2n = 10 em C. steinbachi, a  2n = 70 em C. pearsoni 

(Reig & Kiblisky, 1969; Kiblisky et al., 1977; Gallardo, 1979; Lessa & Langguth, 1983; 

Freitas & Lessa, 1984; Ortells et al., 1990; Ortells, 1995; Massarini et al., 1991; Freitas 

1990, 1994, 1997; Gimenez et al., 1997, 1999; Mascheretti et al., 2000; Garcia et al., 2000; 

Slamovits et al., 2001). Além disso, as espécies comportam-se diferentemente em relação 

aos tipos de rearranjos cromossômicos, quantidade e distribuição de heterocromatina (Reig 

et al., 1992), bem como na variação no número diplóide em si (Slamovits et al., 2001). Para 

algumas espécies também tem sido reportada variação cariotípica dentro de um mesmo 

indivíduo (C. talarum, García et al., 2000; C. porteousi, Massarini et al., 1991), 

possivelmente devido a um mecanismo pós-zigótico de segregação somática (García et al., 
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2000). Reig & Kiblisky (1969) propuseram que os tuco-tucos representam um exemplo de 

especiação cromossômica. 

Uma vez que a correspondente variação cariotípica ocorre dentro de um único clado, 

são geradas especulações sobre os mecanismos responsáveis por tal variabilidade (Nevo, 

1999). Sugere-se que a diversificação dos ctnenomídeos tenha sido facilitada pelo tipo de 

estrutura populacional que eles apresentam (Reig et al., 1990). Partindo da idéia clássica de 

especiação cromossômica, as populações pequenas mantêm condições suscetíveis à ação da 

deriva genética e à uma eventual fixação de rearranjos cromossômicos parcialmente 

deletérios em heterozigose. Entretanto, Tomasco & Lessa (no prelo), analisando fragmento 

de DNA mitocondrial (região controladora) para diversos cariomorfos de C. pearsoni, 

rejeitam a hipótese de fixação dos cariótipos nas populações de tamanho reduzido.  

A estrutura genética populacional verificada nos ctenomídeos é conseqüência da baixa 

vagilidade e dos baixos níveis de fluxo gênicos (D´Elía et al., 1998). Descrever a respectiva 

estrutura a partir de diferentes espécies é fundamental para a respectiva elucidação, 

especialmente através de estimativa de parâmetros populacionais críticos como fluxo 

gênico. A partir desses dados será possível especular sobre a dinâmica de diferenciação dos 

tuco-tucos (Wlasiuk et al., 2003). 

O conhecimento sobre a variação cariotípica em Ctenomys tem aumentado. Verifica-

se tal fato através do número de trabalhos publicados nos 10 últimos anos (e.g., Freitas, 

1997; Gimenez et al., 1997, 1999; Massarini et al., 1998; Mascheretti et al., 2000, Garcia et 

al., 2000, Slamovits et al., 2001; Gava & Freitas, 2004; Massarini & Freitas, 2005). Além 

disso, existe um considerável volume de estudos sobre a diferenciação genética em 

roedores subterrâneos (e.g. Steinberg & Patton, 2005). Os tuco-tucos estão representados na 

literatura por um número cada vez maior de trabalhos, incluindo abordagens filogeográficas 
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e avaliação da estrutura genética populacional. Utilizou-se desde alozimas em C. maulinus 

(Gallardo et al., 1995) e C. rionegrensis (D´Elía et al., 1998), até marcadores moleculares 

potencialmente mais sensíveis, como DNA mitocondrial e microssatélites em C. perrensi 

(Giménez et al., 2002), C. rionegrensis (Wlasiuk et al., 2003), C. talarum (Cutrera et al., 

2006), C. australis (Mora et al., 2006), C. pearsoni (Tomasco & Lessa, no prelo) e C. 

flamarioni (Fernandez et al., no prelo). 

Entretanto, apesar dos tuco-tucos serem alvo de estudos de diferentes áreas, como 

ecologia, sistemática e genética, ainda existe pouca compreensão sobre os mecanismos que 

conduzem a diferenciação nesse gênero (Lessa, 2000). 

 

1.2 Ctenomys torquatus Lichtenstein, 1830 

Segundo Freitas (2006), são válidas quatro espécies para o gênero Ctenomys no sul 

do Brasil: C. flamarioni Travi, 1981; C. lami Freitas, 2001; C. minutus Nehring, 1887 e C. 

torquatus, focada neste estudo.  

C. torquatus apresenta a maior área de ocorrência, em relação às espécies 

brasileiras. Ocupa os campos arenosos com florestas de galeria, classificados por Fonseca 

et al. (1996) como Campos Sulinos. Está distribuído da metade norte do Uruguai até 

metade sul do Estado do Rio Grande do Sul (RS), Brasil (Freitas, 1995).  

Kiblisky et al. (1977) descreveram polimorfismos cromossômicos para a espécie no 

Uruguai, com 2n = 44, 56, 64, 70 e 72. Freitas & Lessa (1984) analisaram os cariótipos das 

formas brasileiras de C. torquatus e confirmaram a existência de 2n = 44, bem como a 

existência de 2n = 46, sendo o último restrito a uma pequena área, isolada pelo canal São 

Gonçalo e as áreas alagadas adjacentes (Rio Grande, RS). Ainda, especularam que a forma 
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2n=44 seja a mais antiga, devido a maior distribuição geográfica. Além disso, consideram 

que a forma 2n=46 tenha sido originada a partir de uma fissão centromérica.  

Lessa & Langguth (1983), posteriormente, atribuíram os demais cariótipos descritos 

por Kiblisky et al. (1977) à C. pearsoni, espécie presente no sul do Uruguai. 

Morfologicamente as espécies são semelhantes e, além disso, são consideradas 

filogeneticamente próximas (D´Elía et al., 1999, Slamovits et al., 2001, A. Parada, UdelaR, 

comunicação pessoal). C. torquatus também apresenta proximidade filogenética com as 

espécies argentinas C. perrensi e C. dorbygni (Giménez et al., 2002).  

As espécies citadas, assim como C. torquatus, também apresentam polimorfismos 

cariotípicos. Tal fato sugere a necessidade de estudos mais específicos, utilizando 

abordagens integradas que compreenda todas espécies em grupo. Dessa forma, é 

importante determinar os mecanismos responsáveis pela variabilidade cariotípica em 

Ctenomys. 

Os indivíduos considerados típicos para C. torquatus caracterizam-se por possuírem 

coloração castanha no dorso e flancos, esbranquiçada no ventre e colar branco.  

Estudos preliminares sugeriram existência de mais uma espécie de Ctenomys no Sul 

do Brasil (Ctenomys sp.), baseado no cariótipo e na coloração da pelagem (Freitas, 2006). 

Durante a elaboração do plano de manejo da Reserva Biológica de Ibirapuitã (município de 

Alegrete) foram coletados tuco-tucos com pelagem marrom, com manchas brancas na 

região posterior. Posteriormente, foi feita uma análise cariotípica, indicando a presença de 

2n = 40. Dessa forma, tais indivíduos foram caracterizados como uma espécie 

potencialmente nova. A distribuição da nova forma e do novo cariótipo encontrava-se até 

então restrita as áreas adjacentes do município de Alegrete (Figura 1.1). Diante do exposto, 

porém, quanto a considerável variação fenotípica e cariotípica conhecida para estes 
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roedores, seria desejável confirmar o status específico correspondente com base outros 

métodos, tal como aqueles calcados na morfometria geométrica e biologia molecular, 

adotada neste estudo. 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.1. Distribuição de Ctenomys sp. e C. torquatus, no Rio Grande do Sul. 
 
 
 

 

1.3 O bioma Campos Sulinos 

Os campos da região sul do Brasil são denominados, de maneira geral, de pampa.  

No entanto, esta denominação corresponde somente a um dos tipos de campos, encontrado 

mais ao sul do Rio Grande do Sul (RS), compreendendo o Uruguai e a Argentina. No RS, 

tal tipo de campo é encontrado na região da campanha, compreendendo vegetações 

herbáceas, intercaladas com florestas de galeria (Marchiori, 2004). 

Rio Grande do Sul

55º 51º 

28º 

30º 
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O estado de conservação do bioma Campos Sulinos é pouco conhecido, uma vez 

que a avaliação da cobertura dos remanescentes de vegetação permanece incipiente (H. 

Hasenack, UFRGS, comunicação pessoal). O Rio Grande do Sul, onde está concentrada a 

maior extensão de campos, possui mais de 13.000.000 ha de área, em diferentes estágios de 

conservação e antropização (Fonseca et al., 1997). Outro fator relevante é a pouca 

representatividade de Campos Sulinos no sistema de unidades de conservação. Segundo 

dados do Ministério do Meio Ambiente (2000), a forte pressão sobre as comunidades 

vegetais, em particular a incidência do fogo, introdução de espécies forrageiras, o plantio de 

soja e a atividade da pecuária, tem levado algumas áreas ao processo de desertificação. 

São reconhecidas 102 espécies de mamíferos no bioma Campos Sulinos, sendo 

cinco delas endêmicas (Arruda, 2001). Apesar da respectiva fauna ser relativamente 

conhecida, poucas localidades foram inventariadas de modo satisfatório. Dessa forma, 

existe uma grande lacuna no conhecimento taxonômico e biogeográfico da maioria dos 

gêneros e espécies de vertebrados, no extremo sul do Brasil. Verifica-se tal fato na medida 

em que novas espécies e localidades de ocorrência são geralmente registradas a cada estudo 

realizado naquela região (Costa, 2005).  

 
 
1. 4      Contexto genético 
  
1.4.1    Marcadores moleculares em estudos populacionais 

A genética molecular tem proporcionado numerosas técnicas de acesso à 

variabilidade genética dentro e entre as populações, tanto através de polimorfismos de 

proteínas, quanto de DNA (Avise, 1994). Por serem altamente polimórficos e possuírem 

altas taxas de mutação, alguns dos marcadores moleculares mais utilizados em estudos 

populacionais e filogenéticos são o DNA mitocondrial e os loci de microssatélites. 
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1.4.1.1 DNA mitocondrial (mtDNA) 

O DNA mitocondrial dos animais é uma molécula pequena (15-20kb) e circular. É 

composta de 37 genes que codificam para 22 tRNAs, dois rRNAs e 13 mRNAs, sendo este 

último o único codificante, principalmente para a cadeia transportadora de elétrons e a 

fosforilação oxidativa da mitocôndria (Avise, 2000). Considera-se que o arranjo do genoma 

mitocondrial não contenha íntrons, e apresente poucos espaçadores intergênicos.  

O mtDNA é um marcador aplicado em estudos de diferenciações genéticas, uma 

vez que possui alta taxa de substituição (Brown et al., 1979). Várias hipóteses têm sido 

consideradas sobre a rápida evolução deste: i) o relaxamento das limitações funcionais, ii) a 

alta taxa de mutação devido à ineficiência dos mecanismos de reparo de DNA mitocondrial 

em relação ao nuclear, e iii) o fato de não possuir histonas (Avise, 2000). 

Diferentes regiões do genoma mitocondrial evoluem a diferentes taxas (Saccone et 

al., 1991) permitindo a escolha de regiões específicas, conforme a questão a ser abordada. 

O mtDNA é herdado maternalmente na maioria das espécies. Além disso, não apresenta 

recombinação (Hayashi et al., 1985), embora algumas evidências de recombinação sejam 

reportadas (Eyre-Walker et al., 1999; Hagelberg et al., 1999). Os indivíduos são 

homoplásmicos para um haplótipo mitocondrial, ou seja, cada molécula reflete uma única 

história genealógica através das linhagens maternas. Tal característica permite a 

caracterização de linhagens filogenéticas sem a ambigüidade causada pela recombinação 

meiótica ocorrente nos genes nucleares. 

A neutralidade do DNA mitocondrial tem sido alvo de discussões (e.g. Rand & 

Kann, 1996). Uma vez que tal molécula codifica para proteínas, é provável que haja 

restrições funcionais. Além disso, não apresenta uniformidade nas taxas de substituição, 
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sendo que a segunda posição do códon substitui menos que a primeira, e muito menos que a 

terceira. 

Considera-se que a evolução do mtDNA seja mais provável pelo modelo próximo a 

neutralidade. Com base em testes de neutralidade de dados moleculares a partir de 14 

diferentes estudos, Fry (1999) sugere que muitas espécies apresentam um excesso de 

haplótipos raros e que esses haplótipos carregam mutações levemente deletérias. A taxa de 

substituição heterogênea entre as linhagens e o relativo excesso de polimorfismos de 

substituição (substituições que conduzem a mudanças não-sinônimas de aminoácidos), 

também sustentam a idéia de que a seleção atue no polimorfismo do mtDNA. Além disso, a 

deriva genética é considerada o principal processo responsável pela evolução mitocondrial 

(Ballard & Kreitman, 1995).  

A análise da divergência no mtDNA pode ser utilizada para revelar grupos 

geográficos de indivíduos relacionados, ou analisar as relações entre as matrilinhagens 

dentro de uma população. Também pode ser utilizado para traçar eventos históricos, como 

gargalo-de-garrafa, ou para analisar zonas híbridas (Avise, 1994). Devido à herança 

materna, o modo de herança não-recombinante e a rápida evolução, o mtDNA proporciona 

múltiplos haplótipos que podem ser ordenados filogeneticamente dentro de uma espécie. 

Dessa forma, permitem inferir árvores genealógicas de genes (Avise, 1994). 

O citocromo b é um dos genes envolvidos na cadeia transportadora de elétrons, 

sendo o único citocromo codificado pelo mtDNA (Lowe et al., 2006). Embora evolua 

lentamente em termos de substituição não-sinônimas, a taxa de evolução em posições 

silenciosas é relativamente rápida (Irwin et al., 1991). O amplo uso do citocromo b gerou o 

status de molécula universal, possibilitando que os estudos possam ser facilmente 

comparados. Considera-se que seja variável o suficiente para resolver questões em nível 
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populacional e conservada o suficiente para esclarecer relações filogenéticas mais 

profundas.  

A abordagem filogenética a partir do citocromo b tem sido utilizada em diversos 

níveis taxonômicos, entre táxons de vertebrados (Irwin et al., 1991; Moritz et al., 1992; Da 

Silva & Patton, 1993; Graybeal, 1993; Lamb & Lydeard, 1994; Moore & DeFilippis, 1997; 

Nunn & Stanley, 1998; D’Elia et al., 1999; Mascheretti et al., 2000). 

1.4.1.2 Loci de Microssatélites 

Os microssatélites são seqüências de DNA nuclear denominadas de SSRs (Simple 

Sequence Repeats, Kashi et al., 1997).  O uso desse marcador permite superar algumas 

limitações de outras técnicas moleculares, como mtDNA (Jarne & Lagoda, 1996), por 

possuir caráter altamente polimórfico (Tautz, 1993). Outra vantagem no uso deste marcador 

é que são seletivamente neutros e acumulam mutações a uma taxa relativamente constante.  

Os microssatélites são pequenas seqüências repetidas in tandem, formadas por 

unidades de repetição de 1 a 6 pares de bases, altamente abundantes no genoma de 

eucariotos (Tautz, 1989). Em mamíferos, estima-se que os motivos de repetição mais 

comuns (GT/AC) ocorram em média a cada 30kb. A maioria dos microssatélites encontra-

se em cópia simples, facilitando a identificação dos alelos sem ambigüidade (Schlötterer, 

1998). 

 As mutações em regiões de microssatélites são mudanças no número de unidades 

de repetição causadas por um mecanismo de mutação intramolecular caracterizado como 

DNA slippage (Schlotterer & Tautz, 1992). Tal evento caracteriza-se pelo fato de que as 

repetições dentro de um determinado arranjo são idênticas. Com isso, as duas cadeias de 

DNA homólogas podem ser facilmente alinhadas fora de fase durante a replicação. A 

resolução dos produtos de slippage por reparo de DNA, ou outros mecanismos, podem 
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permitir o ganho ou perda de unidades de repetição, mudando o tamanho final do arranjo 

(Amos & Hoeltzel, 1992; Tautz, 1993; Comings, 1998). Os alelos dos loci de 

microssatélites podem ser acessados pela análise da reação em cadeia da polimerase, a qual 

requer quantidades inferiores de DNA, em relação a outros métodos moleculares (Bennet et 

al., 1991).  

A utilização dos microssatélites tem aumentado de maneira significante nos últimos 

10 anos. Verifica-se a aplicação em estudos sobre a estrutura populacional (Broders et al., 

1999; Ciofi & Bruford, 1999; Waits et al., 2000; Lacey et al., 2001; Wlasiuk et al., 2003), 

relações filogeográficas (Wyner et al., 1999; Johnson et al., 1999; Fernandez et al., no 

prelo) e parentesco (Cutrera et al., 2005).  

 

I.5.2 Filogeografia intra-específica e estrutura populacional 

A evolução é o princípio central na biologia, e a filogenia, da evolução (Lowe et al., 

2006).  A partir do surgimento dos métodos moleculares, tornou-se possível investigar as 

relações evolutivas e analisar filogeneticamente as mutações diferenciais entre variantes 

genéticas. Utilizando-se marcadores combinados, como mtDNA e microssatélites, é 

possível avaliar a estrutura populacional contemporânea e ancestral, utilizando populações 

locais de uma mesma espécie. 

Em geral, as populações naturais não mantêm acasalamentos aleatórios (panmixia). 

Isso quer dizer que a probabilidade de reprodução entre dois indivíduos não é sempre a 

mesma. Tal fato depende de fatores biológicos e demográficos (Lowe et al., 2006).  A 

ausência de panmixia é o principal fator pelo qual a variabilidade genética é distribuída de 

maneira diferenciada ao longo da área de distribuição de uma espécie. Os fatores que 

limitam a panmixia incluem a capacidade de deslocamento dos adultos, seleção de habitat, 
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filopatria, cruzamento com escolha de parceiro, distância e barreiras geográficas (Wright, 

1978). 

O estudo da estrutura populacional tem como principal característica a estimativa de 

níveis de fluxo gênico entre as populações. Através dessa estimativa é possível determinar a 

extensão em que cada população local é uma unidade geneticamente diferenciada (Slatkin, 

1994).  

Os padrões históricos da distribuição geográfica da diversidade genética, e dos 

respectivos princípios e processos, são definidos através dos estudos filogeográficos.  

A filogeografia constitui-se em uma disciplina interdisciplinar, que une dados da 

genética molecular, de populações, demografia e geografia histórica. O principal objetivo 

de tal abordagem é acessar a história evolutiva das linhagens genealógicas, especialmente 

em nível intraespecífico (Avise, 1998; Bermingham & Moritz, 1998; Avise, 2000).  

Informações provenientes da filogeografia permitem compreender os processos 

biogeográficos e áreas de endemismo. Além disso, também possibilita a identificação de 

linhagens evolutivas dentro de uma espécie. Tal informação pode ser utilizada para fins de 

manejo, como Unidades Evolutivamente Significantes (UES) e Unidades de Manejo (UM) 

(Moritz, 1994). Dessa forma, auxilia elaboração de propostas prioritárias para a 

conservação das biodiversidades taxonômicas e locais (Rojas, 1995; Bermingham & 

Moritz, 1998; da Silva & Patton, 1998; Firestone et al., 1999). 

 

 

 

 

 



 
 

13

 

2. OBJETIVOS 

 

1. Caracterizar o status de Ctenomys sp., da localidade de Alegrete, de maneira a:  
 

i) estabelecer os limites da respectiva distribuição; 

ii) verificar a existência de zonas de contato entre Ctenomys sp. e C. torquatus; 

iii) descrever os diferentes padrões de coloração da pelagem; 

 

2. Estabelecer as relações filogenéticas entre Ctenomys sp. e C. torquatus, a partir de 

seqüências do gene do citocromo b (mtDNA);  

 

3. Caracterizar a estrutura populacional de Ctenomys sp. e C. torquatus, no que se refere à 

variabilidade genética e diferenciação geográfica, através da utilização de marcadores 

moleculares nucleares (loci de microssatélites), e mitocondrial (citocromo b); 

 

4. Estabelecer se as populações locais comportam-se como unidades evolutivas 

independentes, sugerindo possíveis Unidades de Manejo.  
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4.1 Resumo 

Os tuco-tucos (gênero Ctenomys) são roedores subterrâneos que apresentam grande 

variabilidade intra e inter-populacional. C. torquatus ocorre no extremo sul do Brasil, no 

bioma Campos Sulinos. É caracterizado por apresentar populações com variação em 

relação ao número diplóide e a coloração da pelagem. Tais polimorfismos conduziram a 

especulação preliminar de que uma dada localidade (Alegrete), apresentando indivíduos 

com padrão diferenciado de coloração e cariótipo compreenderia uma nova espécie. O 

objetivo principal deste trabalho é avaliar o status desta população, tendo indivíduos 

caracterizados inicialmente como Ctenomys sp., e descrever a variação fenotípica a e 

genética entre as populações. Para isso foi construída uma filogenia a partir de seqüências 

do gene citocromo b. Também foram empregados nove loci de microssatélites, de modo a 

avaliar os processos populacionais contemporâneos. Identificaram-se sete diferentes 

haplótipos e 48 alelos de microssatélites, em 85 indivíduos coletados. A diferenciação 

genética foi consistente com o modelo de isolamento por distância (r = 0.56, p < 0.05), a 

partir dos microssatélites. A análise de mismatch distributions, os testes de neutralidade, e a 

topologia da genealogia dos genes não demonstraram padrão de expansão populacional 

recente. A árvore de máxima verossimilhança não apresentou monofilia para a população 

de Alegrete. Considerou-se esta linhagem uma variação intra-específica de C. torquatus. 

As populações apresentaram estruturação (Rst = 0.21), mas não demonstraram estar isolada 

a tempo suficiente para atingir a monofilia. A despeito da filogenia, os resultados apontam 

que a população de Alegrete pode ser considerada uma linhagem evolutiva diferenciada. 

Dessa forma, é sugerido tratar a população correspondente como uma Unidade de Manejo. 

Palavras-chave: Campos Sulinos, Ctenomyidae, diferenciação genética, DNA 

mitocondrial, filogenia intra-específica, polimorfismo cromático. 
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4.2 Introdução 

A variação dentro de uma espécie é um conceito fundamental da genética 

ecológica e possui três componentes: diversidade, diferenciação e distância genética 

(Lowe et al., 2006). Em estudos de variação intra-específica, é essencial compreender 

como essa variação é distribuída dentro e entre populações locais, e descrever esses 

padrões é fundamental para identificar unidades evolutivas (D´Anatro & Lessa, 2006). A 

disponibilidade de marcadores moleculares como seqüências de DNA mitocondrial e 

freqüências de microssatélites, possibilita acessar inúmeros caracteres polimórficos e 

estimar os níveis de variação genética entre as populações. Além disso, também permite 

inferir os processos que originaram esse polimorfismo (Hoffman et al., 2006).  

De acordo com D´Elía et al. (1998), existem pelo menos três possibilidades para 

explicar os padrões de diferenciação quando populações variam em freqüências gênicas: i) 

as populações foram moldadas por seleção natural, com os agentes de seleção 

espacialmente estruturados; ii) representam os efeitos da deriva genética, e iii) os padrões 

resultam da mistura de diferentes estoques (i.e., fluxo gênico). Essas possibilidades não 

são mutuamente excludentes e podem atuar combinadas para produzir os padrões de 

variação geográfica observados.   

Os roedores subterrâneos, particularmente os tuco-tucos (gênero Ctenomys; família 

Ctenomyidae), são organismos-modelo para testar hipóteses sobre os processos que levam 

a divergência evolutiva de linhagens (Patton et al., 1996). Ocorrem em torno de ambientes 

naturalmente fragmentados, em pequenas unidades genética e apresentam extensa variação 

cariotípica (Patton & Smith, 1990; Smith, 1998; Wlasiuk et al., 2003). Estão distribuídos 

na região Neotropical, compreendendo 60 espécies descritas (Reig et al., 1990; Lacey et 
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al., 2000). Formam um dos clados cariotipicamente mais diverso, com números 

cromossômicos diplóides, variando de 10 a 70 (Cook et al., 1990; Gallardo, 1991; Reig et 

al., 1992; Ortells, 1995). Reig & Kiblisky (1969) propuseram que esses roedores 

representam um exemplo de especiação cromossômica. Essa ampla variação em números 

diplóides em um único clado tem gerado especulações a respeito dos mecanismos 

correspondentes (Nevo, 1999). A diversificação dos ctnenomídeos pode ter sido facilitada 

pelo isolamento de pequenos demes que caracterizam a estrutura populacional na maioria 

das espécies (Reig et al., 1990). Acessar a estrutura das populações, especialmente a 

estimativa de parâmetros populacionais críticos, como fluxo gênico, é fundamental na 

compreensão da dinâmica de diferenciação dos tuco-tucos (Wlasiuk et al., 2003).  

De acordo com Freitas (2006), ocorrem quatro espécies para o gênero Ctenomys no 

sul do Brasil: C. flamarioni, C. lami, C. minutus e C. torquatus, sendo a última focada 

nesse estudo. Como a maioria das espécies de tuco-tucos, Ctenomys torquatus é altamente 

territorial. Os indivíduos são solitários e habitam amplos sistemas de túneis subterrâneos, 

ocupando áreas arenosas em campos com florestas de galeria, classificados por Fonseca et 

al. (1996) como Campos Sulinos. C. torquatus distribui-se da metade norte do Uruguai até 

metade sul do Estado do Rio Grande do Sul (RS), no Brasil (Freitas 1995). Kiblisky et al. 

(1977) descreveram o número diplóide para a espécie no Uruguai, com 2n = 44. Freitas & 

Lessa (1984) analisaram os cariótipos das formas brasileiras de C. torquatus e 

confirmaram a existência de 2n = 44, bem como a existência de 2n = 46, sendo o último 

restrito a uma pequena área, isolada pelo canal São Gonçalo e as áreas alagadas adjacentes 

(Pelotas, RS). A espécie caracteriza-se por possuir coloração castanha no dorso e flancos, 

esbranquiçada no ventre e colar branco.  
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Estudos preliminares sugerem a existência de uma quinta espécie de Ctenomys no Sul 

do Brasil (Ctenomys sp.), baseado no cariótipo e na coloração da pelagem (Freitas, 2006). 

Indivíduos com pelagem marrom, com manchas brancas na região posterior, foram 

encontrados em uma população de tuco-tucos localizada no extremo oeste do RS 

(município de Alegrete), e a análise cariotípica indicou a presença de 2n = 40. Devido à 

sobreposição geográfica desta com àquela de C. torquatus, surgiu a necessidade de testar o 

status de Ctenomys sp., que é o objetivo principal deste estudo. 

A comparação dos padrões obtidos a partir de marcadores com diferentes taxas 

evolutivas pode ser utilizada como base para elucidar se as populações funcionam como 

unidades evolutivas independentes (espécies) ou se respondem por variação intra-

específica. Assim, a partir de seqüências nucleotídicas do gene mitocondrial do citocromo 

b, construiu-se uma filogenia parcial para Ctenomys sp. Além disso, foram comparadas as 

relações entre a distância genética e geográfica ao longo de sua distribuição, utilizando 

dados de freqüências alélicas de microssatélites, de modo a investigar a estrutura genética 

das populações correspondentes.  

 

4.3 Material e Métodos 

Área de estudo e amostragem 

O estudo foi conduzido na região oeste do Estado do Rio Grande do Sul, nos 

Campos Sulinos (Figura 4.1). Foram amostradas seis localidades, abrangendo populações 

de Ctenomys sp. e de Ctenomys torquatus contendo variações cariotípicas (2n = 40 e 2n = 

44) e de coloração da pelagem (marrom e marrom com manchas brancas) previamente 

conhecidas.  
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Figura 4.1 Mapa da área de ocorrência das populações polimórficas de C. torquatus no 
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. A) Os triângulos indicam a variação cariotípica 
encontrada nas populações; B) Indivíduos de cores diferentes representam a variação na 
coloração da pelagem (marrom, marrom com manchas brancas e cinza). As coordenadas 
geográficas das localidades representadas são: Alegrete (ALE, S29º53'430 W55º43'266), 
Catimbau (CAT, S29º50'437 W55º45'509), Caverá (CAV, S30º06'416 W55º33'147), 
Rosário (ROS, S30º13'319 W54º54'514), Quaraí (QUA, S30º28'032 W56º19'487) e 
Fronteira (FRO, S29º24'262 W56º38'308). 
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Os indivíduos (n = 85) foram capturados com armadilhas Oneida Victor® número 0. 

Foram coletadas amostras de tecido da orelha e do fígado, fixadas em etanol 95% e 

posteriormente estocadas a -20°C para extração de DNA. Exemplares testemunhos foram 

taxidermizados e depositados na coleção do Laboratório de Citogenética e Evolução 

Molecular, Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto 

Alegre, Brasil, sob números LCEM 970 a LCEM 1055.   

Para a reconstrução das relações filogenéticas a partir de seqüências do gene 

citocromo b (cit b) do DNA mitocondrial (mtDNA), foram utilizadas 65 amostras de seis 

populações. Foram incorporadas à análise seqüências de C. torquatus provenientes do 

Uruguai, as quais foram reportadas por D´Elía et al. (1999) e obtidas do GENEBANK 

(números de acesso: AF111911, AF119110 e AF119109). Como grupo externo foram 

utilizadas três espécies de Ctenomys adicionais: C. talarum, C. pearsoni e C. perrensi, 

sendo que as duas últimas foram incorporadas na construção da rede de haplótipos 

(network). As seqüências correspondentes também foram obtidas do GENEBANK (número 

de acesso: AF144283, AF119108 e AF500057).   

Para estimativas de parâmetros populacionais críticos, como fluxo gênico e variação 

geográfica, foram genotipados 70 indivíduos com nove loci heterólogos de microssatélites, 

sendo estes pertencentes as quatro populações que apresentaram maior grau de 

polimorfismo de coloração da pelagem e cariótipo.  

Técnicas de laboratório 

Para extração do DNA genômico total das amostras foi utilizado o protocolo descrito 

por Medrano et al. (1990), que utiliza cloreto de sódio e não fenol-clorofórmio para a 

remoção das proteínas do DNA. Através da reação em cadeia da polimerase (PCR) foram 
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amplificados dois fragmentos sobrepostos, que cobriam todo gene do citocromo b, 

utilizando os seguintes primers: MVZ 05 (5-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTT- 

3) (Smith & Patton, 1993), TUCO 06 (5-GTGAAATGGAATTTTGTCTGA-3), TUCO 07 

(5-TACAGCAATAGTAATAAT-3, e TUCO 14A (5-CCAATGTAATTTTTATAC- 3) 

(Wlasiuk et al., 2003). O volume final da reação de PCR foi de 20µl, e as condições de 

amplificação foras as mesmas descritas por Lessa & Cook (1998). Os produtos foram 

verificados em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etídeo, e purificados com as 

enzimas Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) e Exonuclease I (Invitrogen, Carlsbad, 

California). As seqüências foram submetidas à corrida em gel de poliacrilamida 

desnaturante a 4%, utilizando o sequenciador automático ABI 3100 (Applied Biosystems 

Inc., Foster City, California). As diferentes seqüências foram depositadas no GENEBANK 

com os números de acesso de EF372280 a EF372291 (Anexo 2). Os eletroferogramas 

foram inspecionados visualmente e editados utilizando-se o programa CHROMAS 1.45 

(http://www.thecnelysium.com.au/chromas.html). O alinhamento foi feito no programa 

CLUSTALW (implementado no MEGA 3.1; Kumar et al., 2004).  

Além das seqüências de mtDNA, também utilizou-se nove loci de microssatélites 

heterólogos, desenvolvidos para as espécies argentinas Ctenomys sociabilis (Soc 1, Soc 2; 

Lacey, 2001) e Ctenomys haigi (Hai 2, Hai 3, Hai 4, Hai 5, Hai 9, Hai 10, Hai 12; Lacey et 

al., 1999). O volume final da reação de PCR foi 20µl, contendo 25-100 ng DNA, 0.2 mM de 

cada primer, 0.2 mM dNTP, 2x PCR buffer, 1.6 mM MgCl2 e 0.5 unidade de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen). As reações de PCR foram realizadas em termocicladores e as 

condições foram aquelas descritas por Wlasiuk et al. (2003). Os produtos amplificados, 

marcados com bases nucleotídicas fluorescentes (FAM e REX; Invitrogen), foram 
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submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 4%, em sequenciador 

automático ABI 3100. Foi adicionado às amostras o padrão de tamanho LIZ 500 (Perkin-

Elmer, Norwalk, Connecticut). O tamanho dos fragmentos e os genótipos foram 

determinados utilizando o programa GENEMAPPER (Applied Biosystems Inc.). 

Análise estatística de seqüências de mtDNA 

Para determinar o modelo de evolução nucleotídica das seqüências, utilizamos o 

critério de infomação Akaike (AIC), implementado no programa MODELTEST 3.6 (Posada & 

Crandall, 1998). As relações filogenéticas entre os haplótipos de citocromo b de Ctenomys 

sp. e C. torquatus foram inferidas utilizando o programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 1998) a 

partir de dois diferentes critérios: i) a máxima parcimônia, com a busca heurística 

utilizando 200 replicações de adições aleatórias de táxons, e ii) a máxima verossimilhança, 

incorporando o modelo evolutivo JC69 (Jukes & Cantor, 1969). Em ambos os casos, foram 

utilizados 100 replicações (bootstrap) para avaliar o suporte dos nós. Uma análise 

filogenética separada utilizando inferência bayesiana foi empregada através do programa 

MRBAYES 3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001), incorporando também o modelo 

evolutivo de JC69 (Jukes & Cantor, 1969). Duas corridas separadas de cadeia de Markov e 

Monte Carlo (MCMC) foram realizadas com 100.000 a 200.000 gerações, amostrando as 

árvores a cada 100 gerações. Foram descartadas as primeiras 200 e 400 árvores (burn-in), 

respectivamente as gerações. A topologia das relações entre os haplótipos de citocromo b 

foi estimada utilizando-se dois diferentes métodos: i) a parcimônia estatística 

implementada no programa TCS 1.18 (Clement et al., 2000), com as conexões limitadas por 

95% de intervalo de confiança, e ii) a abordagem por median-joining (Bandelt et al., 1999), 

implementada no programa NETWORK 4.1.0.8 (www.fluxus-engineering.com). A 
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diversidade nucleotídica e haplotípica foi inferida através do programa ARLEQUIN 3.1 

(Schneider et al., 2000; http://anthropologie.unige.ch/arlequin) 

Análise estatística de loci de microssatélites 

A diversidade genética dentro de cada população foi medida pelo número de alelos 

por locus (N), por locus por população (Ni), número médio alelos (riqueza alélica, A), 

porcentagem de loci polimórficos (%P), heterozigosidade observada (Ho) e a 

heterozigosidade esperada (He; Nei, 1978) a partir das proporções de Hardy-Weinberg 

(HW). Para tal, utilizou-se os programas FSTAT 2.9.1 (Goudet, 1995; 

http://www.unil.ch/izea/softwares/fstat.html) e GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset, 1995; 

http://genepop.curtin.edu.au/). As análises do desequilíbrio de ligação (LD), assim como os 

testes de desvios do Equilíbrio de HW, utilizando o teste exato baseado no método descrito 

por Guo & Thompson (1992), foram implementadas no ARLEQUIN 3.1. Os níveis de 

significância para os desvios do equilíbrio de HW e LD foram ajustados segundo o método 

seqüencial de Bonferroni para múltiplas comparações (Rice, 1989), ά = 0.05.  

Estruturação populacional 

A estatística F de Wright (Wright, 1951) foi utilizada para analisar a estrutura 

populacional FST (Weir & Cockerham, 1984). A análise correspondente foi implementada 

no programa GENEPOP 3.4 e ARLEQUIN 3.1, a partir de loci de microssatélites e seqüências 

de mtDNA, respectivamente. Como medida alternativa da diferenciação populacional, foi 

utilizado, o índice de RST (Michalakis & Excoffier, 1996), o qual baseia-se na variância no 

tamanho dos alelos, utilizando o modelo de mutação passo a passo (stepwise mutation). 

Estimativas do nível global de fluxo gênico foram calculadas através do método de alelos 

exclusivos (Slatkin, 1985) e haplótipos únicos, utilizando GENEPOP 3.4 e ARLEQUIN 3.1, 
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respectivamente. Os níveis de significância também foram ajustados segundo método 

seqüencial de Bonferroni (Rice, 1989).  

Para examinar os padrões de isolamento por distância, foram utilizadas estimativas de 

fluxo gênico e a distância geográfica linear, comparada entre populações pareadas (Slatkin, 

1993). Foi utilizado o teste não paramétrico de Mantel (Mantel, 1967) para acessar a 

significância da correlação entre a estimativa de fluxo gênico e a distância geográfica, 

processado no programa ARLEQUIN 3.1, computado para dados de mtDNA e 

microssatélites. 

De modo a investigar a existência de níveis hierárquicos da estrutura populacional, 

foi empregada uma análise de variância molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) 

implementada no ARLEQUIN 3.1, utilizando-se dados de microssatélites. Para tal, foram 

agrupadas populações com cariótipos similares. Sendo elas: i) Alegrete, 2n = 40; ii) 

Catimbau, 2n = 42 e iii) Caverá e Rosário, 2n=44. 

A ocorrência de eventos passados no tamanho populacional (expansão ou contração) 

foi inferida através da análise de mismatch distribution (Rogers & Harpending, 1992) a 

partir de diferentes haplótipos de mtDNA. Estimativas de testes de neutralidade, tais como 

D de Tajima (Tajima, 1989) e FS de Fu (Fu, 1997), foram computadas utilizando-se DNASP 

(Rozas et al., 2003; http://www.ub.es/dnasp) e ARLEQUIN 3.1. 

Para investigar os padrões espaciais da variação genética, foi usada uma análise de 

componentes principais (PCA), através da ordenação multivariada dos genótipos dos 

indivíduos, a partir das freqüências gênicas, através do programa PCAGEN 

(http://www.unil.ch/izea/softwares/pcagen.html).  

Para testar se indivíduos amostrados em áreas geograficamente separadas são 

equivalentes ao número de populações distintas geneticamente, tomou-se como base o 
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método de agrupamento bayesiano do programa STRUCTURE 2.0 (Pritchard et al., 2000; 

http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure2_1.html). O modelo assume o equilíbrio 

de HW e LD entre os locus (assumindo que estes são independentes) e dentro de cada 

população; a existência de desvios do equilíbrio leva a população a ser dividida em 

subpopulações. Através do teste de associação, os indivíduos foram relacionados a uma 

população fonte (k), a partir do genótipo. O teste correspondente foi processado 

considerando cada indivíduo associado a um dos quatro grupos, utilizando previamente a 

informação populacional (opção USEPOINFO = 1). Foram utilizados 50.000 a 1.000.000 

de repetições da MCMC como burn-in. O maior valor de likelihood indicou o número de 

populações geneticamente distintas na amostra.  

 

 

4.4 Resultados 

Variação intraespecífica 

Foram encontradas variações na coloração da pelagem tanto dentro como entre as 

populações de C. torquatus no oeste do Rio Grande do Sul (Figura 4.1). Além da existência 

da coloração típica (marrom com colar branco), verificou-se também o padrão marrom com 

manchas brancas e cinza, sendo este descrito pela primeira vez para a espécie (Figura 4.2).  

Também foi registrado um novo número diplóide (2n = 42), encontrado apenas na 

população de Catimbau (Figura 4.1). 

Variabilidade genética do mtDNA e microssatélites 

A partir do alinhamento da seqüência de 1110 pares de base do gene do cit b foram 

definidos 11 sítios variáveis, três singletons e oito sítios parcimônia-informativa, 

compreendendo sete diferentes haplótipos (Tabela 4.1).  
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Figura 4.2 Representação esquemática da variação de pelagem nas populações de C. 
torquatus. A) marrom, B) marrom com manchas brancas e C) cinza. 
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Todos os polimorfismos observados foram substituições de um par de bases e 

consistiu-se de 11 transições. Nenhum gap (inserção-deleção) foi encontrado entre as 

seqüências. Os valores da diversidade haplotípica variaram de zero (Caverá, Rosário e 

Fronteira) a 0.6 (Quaraí), apresentando média de 0.679 (Tabela 4.2).  

Todos os loci de microssatélites utilizados apresentaram-se polimórficos. O número 

total de alelos por locus variou de 2 (Hai 5) a 12 (Hai 6), com uma média de 4.2 alelos.  A 

diversidade alélica (A) variou de 2.6 (Catimbau) a 5.2 (Caverá). Os valores de 

heterozigosidade esperada (He), em média sobre todos os loci, variaram de 0.40 (Rosário) a 

0.54 (Caverá) (Tabela 4.2). Os testes exatos de desequilíbrio de ligação (tanto o global 

como o subpopulacional) indicaram valores não-significantes (p > 0.05), sugerindo que os 

loci são independentes.  

Foram encontrados valores estatisticamente significativos para desvio do equilíbrio 

de HW em três loci, sobre três populações (Hai 6: Catimbau, Rosário; Hai 10: Alegrete, 

Soc 1: Rosário). Quando aplicado o teste global sobre todos os loci entre as populações, a 

hipótese de equilíbrio foi rejeitada (p < 0.001). A tabela de freqüência de alelos de 

microssatélites está apresentada no Apêndice 1. 

Estrutura genética e isolamento por distância 

Os níveis globais e fluxo gênico estimados pelo índice de fixação pareada foi de 0.21 

para dados de microssatélites, e de 0.03 para dados de mtDNA. As comparações entre as 

populações, para dados de seqüências, apresentaram valores variando de 0.05 entre 

Alegrete e Caverá, a 0.006 entre Alegrete e Rosário e para dados de freqüências alélicas, de 

0.14 e 0.37, respectivamente (Tabela 4.3).  
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Tabela 4.1 Sítios polimórficos do gene citocromo b do mtDNA para populações de C. torquatus (n = 65). 
Os nucleotídeos são numerados de 1 a 1130. Estão representadas as distribuições de cada haplótipo, por 
localidade (ALE, Alegrete; CAT, Catimbau; CAV, Caverá; ROS, Rosário, QUA, Quaraí; FRO, Fronteira) 
e o número total de indivíduos por haplótipo.  

 

 
 
 

 
Tabela 4.2 Resumo da variabilidade genética em C.torquatus a partir de nove loci de microssatélites e 
seqüências de mtDNA. n, tamanho da amostra; A, número médio de alelos por locus; %P, porcentagem de 
loci polimórficos; Ho, heterozigosidade média observada; He, heterozigosidade média esperada; nh, 
número de haplótipos; Hd, diversidade haplotípica e π, diversidade nucleotídica. As populações (Pop.) 
correspondem àquelas da Figura 2. 

 
Citocromo b           

          
Microssatélites 

    
 
Pop. 

n       A        %P   Ho     He 

                                                  
                                                      Tajima´s D        Fu´s Fs 
     n    nh     Hd       π                 D        p           D        p 

 
ALE 
 
CAT 
 
CAV 
 
ROS 
 
QUA 
 
FRO 

     
25    4.77    100   0.36   0.56* 
 
10    2.66    100   0.28   0.40 
 
20    5.22    100   0.24   0.54* 
 
15    4.33      88   0.33   0.47 
  
  -         -         -         -        - 
 
  -         -         -         -        - 

     
   25     5      0.30     0.0024      -1.38    0.05       0.59   0.64 
 
    6      1      0.00     0.0000       0.00    0.00       0.00   0.00 
 
  15      2      0.28     0.0009       0.24    0.35       1.38   0.71 
 
    8      1      0.00     0.0000       0.00    0.00       0.00   0.00 
 
    5      2      0.60     0.0020       1.57    0.46       2.24   0.86 
 
    6      1      0.00     0.0000       0.00    0.00       0.00   0.00 

 
Todas 
pops. 

 
70    4,24      97   0.30   0.49 

 
   65     7      0.67     0.0017     -0.86    0.30       2.38   0.48 

 * Valores significantes após a correção de Bonferroni, p < 0.01. 
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ALE 

 
 
 
 
 
CAT 

 
 
 
 
 
CAV 

 
 
 
 
 
ROS 

 
 
 
 
 
QUA 

 
 
 
 
 
FRO 

 
 
 
 
 
Total 

H1 (EF372280) C T C T A C T A G T T 22 - 9 - -          - 31 
H2 (EF372282) . . . . . . . . C . A 1 - - - -          - 01 
H3 (EF372283) T . T . G T . . . . A 2 - - 8 2         - 12 
H4 (EF372286) T C T C G T . . . C A 1 6 - - 3         - 10 
H5 (EF372289) T C T C G T . . . . . 1 - - -  -         - 01 
H6 (EF372290) T . T . G T C G . . . - - - -  -         7 07 
H7 (EF372291) T . . . . T . . . . . - - 3 -  -         - 03 

No sítio 

Distribuição do haplótipo por localidade 
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O teste de Mantel não apresentou diferença significativa entre a distância genética e 

geográfica a partir de dados de seqüências, e as estimativas de fluxo gênico não revelaram 

um padrão de isolamento por distância (r = 0.40; p > 0.05). Entretanto, quando realizado o 

mesmo teste a partir de dados de freqüências alélicas, o resultado obtido foi uma correlação 

marginalmente significante (r = 0.56; p = 0.04) (Figura 4.3).  

Expansão populacional 

Os testes D de Tajima e FS de Fu não foram significantes para todas populações. A 

maior parte das localidades apresentou valores positivos para esses testes (Tabela 4.2). O 

teste D de Tajima foi negativo, porém não significativo (D = - 0.86, p > 0.10). No total, o 

teste FS  de Fu foi positivo e também não significativo (FS = 2.38, p > 0.10). A análise de 

mismatch distributions apresentou distribuição multimodal e alto número de diferenças 

nucleotídicas, sendo k = 3.06 (Figura 4.4).  

Variação geográfica 

A análise de variância molecular (AMOVA) demonstrou que a variação está distribuída 

proporcionalmente entre os três níveis hierárquicos: entre grupos cariotípicos (33.08%), 

entre populações dentro dos grupos (34.81%) e dentro das populações (31.11%). Todos 

esses componentes de variação foram estatisticamente significantes (Tabela 4.4). 

Análise de componentes principais (PCA) 

Os padrões de diferenciação genética estão representados por um diagrama 

multivariado de componentes principais (Figura 4.5). Os escores individuais de PCA, 

plotados dentro dos dois primeiros eixos dos componentes principais, PC-I e PC-II, 

explicaram respectivamente 19.43% e 10.53% do total de diversidade genética.  
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Tabela 4.3 Estimativas pareadas de fluxo gênico baseado em RST (metade abaixo da 
matriz) e FST (metade acima da matriz). Populações: 1, ALE; 2, CAT; 3, CAV; 4, 
ROS. O asterisco indica significância estatística (ά < 0.01). 

 

Pop. 1 2 3 4 
1  0.052 0.061 0.006 
2 0.170*  0.003 0.025 
3 0.144* 0.156*  0.017 
4 0.377* 0.355* 0.239*  

             

 

 

 

 

Tabela 4.4 Análise hierárquica de variância molecular (AMOVA), a partir de loci de 
microssatélites, representando a distribuição da variação genética em C. torquatus. 
Estão representados os índices de fixação e os respectivos componentes de 
variação. O asterisco indica significância estatística (ά < 0.01). 
 

 Componente 
de variação 

% de 
variação 

Índice de fixação 

Entre regiões 
Entre populações dentro das regiões 
Dentro das populações 

1.640 
1.658 
1.534 

33.08 
34.81 
31.11 
 

FCT = 0.321* 
FSC = 0.291* 
FST = 0.344* 
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Figura 4.3 Relação entre a distância geográfica pareada e as estimativas 
de fluxo gênico, em populações de C. torquatus, a partir de freqüências 
de microssatélites, baseado em RST. As relações entre as variáveis foram 
marginalmente significantes (p < 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4 Mismatch distributions sobre as diferenças nucleotídicas 
pareadas em populações de C. torquatus. Os círculos sólidos representam 
a distribuição observada e a linha contínua a distribuição esperada. 
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As amostras de Alegrete e de Rosário se agruparam separadamente na parte superior 

direita e esquerda do diagrama de PCA, respectivamente. Indivíduos das populações de 

Catimbau e Caverá agruparam-se separadamente na parte inferior do diagrama de PCA, 

embora apresentando uma grande mistura na região central.  

Inferência bayesiana 

A análise bayesiana de grupos detectou entre quatro e seis populações geneticamente 

distintas, sendo que a probabilidade maior foi de k = 4. As amostras de Alegrete, Catimbau, 

Caverá e Rosário foram associadas a grupos distintos, tendo q > 0.70 (Tabela 4.5).  

Os valores das proporções de associação de indivíduos não modificaram dentre as 

cinco simulações independentes. Os resultados demonstraram que a maior parte das 

amostras foram associadas a uma única população com a probabilidade de q ≥ = 0.7 

(Tabela 4.6). 

Relações filogenéticas 

Os métodos de parcimônia, verossimilhança e análise bayesiana resultaram em 

árvores topologicamente equivalentes, que diferiram apenas em ramos com valores de 

bootstrap inferiores a 50%. A árvore de máxima verossimilhança foi escolhida, de maneira 

conservadora, por apresentar os menores valores de bootstrap (Figura 4.6).  

A análise correspondente, baseada no modelo evolutivo de JC69 (Jukes & Cantor, 

1969), resultaram em um escore de - lnL = 2497.65. 

Ctenomys sp. e C. torquatus não foram reciprocamente monofiléticos (Figura 4.6). 

Foi verificado um clado fortemente suportado, incluindo linhagens polifiléticas de 

Ctenomys sp. e C.  torquatus proveniente do Rio Grande do Sul e Uruguai (Figura 4.6A).  
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Figura 4.5 Análise de componentes principais representando os escores dos genótipos de 
C. torquatus plotados nos dois primeiros eixos (PC-I, PC-II). Populações: ALE, Alegrete; 
CAT, Catimbau; CAV, Caverá; ROS, Rosário. 
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Tabela 4.5 Análise de agrupamentos bayesianos em populações de C. 
torquatus (70 indivíduos: 9 loci). Estão representadas as identidades de cada 
população (Pop.) geográfica pré-definida em cada um dos quatro clusters 
inferidos pelo algoritmo bayesiano. Pop.: ALE, Alegrete; CAT, Catimbau; 
CAV, Caverá; ROS, Rosário. 

 

 

Pop. 

Cluster 

I 

           Cluster 

II 

 

III 

 

IV 

ALE 0.015        0.009   0.890   0.086   

CAT 0.064   0.887   0.029   0.020        

CAV 0.036   0.108   0.034   0.764   

ROS 0.870      0.023   0.017  0.114     

 

 

 

Tabela 4.6 Resultados do teste de associação bayesiana. Estão indicados os 
números e a porcentagem de indivíduos associados à respectiva população 
original. Pop.: ALE, Alegrete; CAT, Catimbau; CAV, Caverá; ROS, Rosário. 

 
 
Pop. ALE CAT CAV ROS Não associados Porcentagem 

ALE 23  0  2  0  0 92.0% 

CAT 0  10  0  0  0 100% 

CAV 0  3  13  1  1 76.4% 

ROS 0  0  2  15  0 88.2%  
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A estrutura geográfica e a subdivisão em relação ao cariótipo ou coloração da 

pelagem foram limitadas. C. torquatus definiu-se como grupo-irmão de C. perrensi e C. 

pearsoni. As relações dos haplótipos produzida através do NETWORK e TCS foram quase 

idênticas, sendo apenas a primeira apresentada (Figura 4.7).  

 

 
 
4.5 Discussão 

 
Aspectos filogenéticos 

A análise filogenética evidenciou Ctenomys sp. como uma variação intra-específica 

de C. torquatus, dada a ausência de monofilia, condição essencial para caracterizar uma 

unidade evolutiva independente. No entanto, considera-se que tal resultado represente uma 

árvore de genes e não necessariamente uma árvore de espécies. Dessa forma, Ctenomys sp. 

e C. torquatus podem ser espécies divergentes, sob outros caracteres sistemáticos. No 

entanto a árvore de mtDNA não recobriu tal divergência, possivelmente devido ao pouco 

tempo transcorrido desde a separação. 

Os haplótipos de Ctenomys sp. e C. torquatus formaram um clado fortemente 

estruturado, incluindo os haplótipos provenientes de indivíduos do Uruguai. Tal clado 

posicionou-se como grupo-irmão de C. pearsoni e C. perrensi, cujo resultado é consistente 

com as análises filogenéticas anteriores a esse estudo (D´Elía et al., 1999; Slamovits et al., 

2001). Assim como a árvore de máxima verossimilhança, a rede de haplótipos (network) 

apresentou populações polifiléticas. 

Através dos dados de seqüências, infere-se que apenas C. torquatus constitua uma 

unidade evolutiva independente, sendo cromossomicamente politípica.  
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Figura 4.3 Árvore de Máxima Verossimilhança (ML), construída a partir de haplótipos de mtDNA, com base em 1110 pb do citocromo b. 
Os valores acima dos ramos indicam o suporte de cada nó baseado nos métodos de parcimônia/ML/Inferência bayesiana. Os asteriscos 
indicam um valor de bootstrap inferior a 50%. A) A seta indica o ramo que contem a monofilia de C. torquatus, B) Os triângulos a direita 
indicam o número diplóide dos indivíduos: preto, 2n =44; branco, 2n=40 e cinza, 2n = 42. Indivíduos de cores diferentes representam a 
variação na coloração da pelagem (marrom, marrom com manchas brancas e cinza).  
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Figura 4.4 Network construído a partir do método de median-joining para nove haplótipos 
de mtDNA de C. torquatus + grupo externo. Os círculos são proporcionais à freqüência dos 
haplótipos. O círculo vermelho indica o vetor intermediário. Os números correspondem 
àqueles da tabela 1. As cores indicam as localidades, sendo ALE, Alegrete; CAT, 
Catimbau; CAV, Caverá; ROS, Rosário; QUA, Quaraí; FRO, Fronteira; OG, outgroup. 
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A idéia clássica de especiação cromossômica baseia-se no princípio de que diferentes 

rearranjos representam unidades biológicas distintas, considerando que os novos rearranjos 

atuam como barreira reprodutiva pós-zigótica (Lande, 1984). Entretanto, os resultados 

obtidos não são compatíveis com tal ponto de vista.  

Os diferentes rearranjos encontrados em C. torquatus, inicialmente especulados como 

nova espécie, estão fixados localmente (em populações específicas).  

Os resultados a partir de mtDNA e loci de microssatélites apresentaram diferentes 

estimativas de fluxo gênico e isolamento geográfico. O primeiro marcador apresentou alto 

nível de fluxo gênico. Entretanto, o segundo indicou de moderada a alta diferenciação 

genética e geográfica entre as populações. Tal fato demonstra que as populações de 

Ctenomys sp. e C. torquatus estão em processo de estruturação, mas não isoladas a tempo 

suficiente para alcançar à monofilia recíproca.  

Tomasco & Lessa (no prelo) sugerem que, para compreender os mecanismos da 

fixação de diferentes rearranjos, seria necessário conhecer as bases genéticas das mudanças. 

Dessa forma, é essencial compreender a influência que os correspondentes rearranjos 

exercem no processo de especiação em si.  

Variação cariotípica inter-populacional  

O tempo esperado para uma determinada linhagem atingir a monofilia (em condições 

de neutralidade), é quatro vezes maior para os rearranjos cromossômicos em relação ao 

mtDNA (Lande, 1984). Logo, a monofilia deveria ser esperada, pelo menos, para o 

cariótipo mais derivado. No entanto, os grupos cariotípicos foram polifiléticos para 

mtDNA.  
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O padrão de ausência de monofilia também foi caracterizado para espécies com alta 

variação cariotípica, filogeneticamente próximas a C. torquatus, sendo elas: C. dorbigny, C. 

roigi, C. perrensi (Giménez et al., 2002) e C. pearsoni (Tomasco & Lessa, no prelo). Esses 

estudos evidenciaram que a fixação de novos rearranjos é um processo freqüente em tuco-

tucos.  

A partir da análise de componentes principais, as populações de Rosário e Alegrete 

apresentaram tendência à diferenciação, de acordo com as respectivas freqüências gênicas, 

enquanto em Catimbau e Caverá houve uma grande mistura que não permitiu diferenciá-las 

claramente. Este resultado sugere também que, quando as populações então em processo de 

estruturação, a ordenação multivariada não é tão sensível para acessar as relações entre os 

indivíduos (Randi et al., 2001).  As abordagens probabilísticas, que inferem o número de 

populações distintas em uma amostra e associa indivíduos às populações, são consideradas 

mais sensíveis (Pritchard et al., 2000).  

Os resultados da análise bayesiana permitiram identificar uma estruturação mais clara, 

na medida em que foram reconhecidas quatro unidades populacionais, a partir das amostras 

de quatro localidades. O percentual de indivíduos associados à respectiva população 

amostrada indica a tendência à diferenciação. No entanto, o diagrama de PCA apresentou 

pouca concordância com as associações bayesianas. Os indivíduos com as maiores 

porcentagens de correta associação (Catimbau e Caverá) foram os que obtiveram uma 

considerável mistura nos clusters do PCA. As amostras da localidade de Catimbau 

apresentaram o maior valor de associação, sendo que os indivíduos correspondentes foram 

100% agrupados à população fonte. Porém, considera-se que o número amostral nessa 

localidade possa exercer influência sobre a inferência bayesiana. Sugere-se que tal análise 
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deva ser reavaliada a partir de um maior número de dados, de forma a confirmar os 

resultados obtidos. 

Apesar do número amostral baixo, houve indicação que a população de Catimbau 

pode representar duas possibilidades, não excludentes mutuamente: i) híbridos entre as 

formas extremas 2n=40 e 2n=44, ou seja, um novo rearranjo cromossômico, e ii) apresentar 

um polimorfismo neutro e transitório. No entanto, para compreender os processos da 

evolução cariotípica e o valor adaptativo de tais rearranjos, é necessário um estudo 

detalhado da homologia cromossômica entre os diferentes grupos cariotípicos de C. 

torquatus. 

As estimativas de diferenciação genética, a partir dos microssatélites, entre as 

populações de Alegrete e Caverá, apresentaram valores inferiores quando comparado a 

Alegrete e Catimbau. Considera-se a possibilidade de os indivíduos com 2n=40 ser mais 

próximo geneticamente aos com 2n=44, do que com 2n=42. Tal hipótese é também 

suportada pelos resultados da análise de componentes principais, em que os indivíduos 

2n=40 estão agrupados com os indivíduos com 2n=44.  

O cenário hipotetizado acima parece concordar com o modelo de cascata de White 

(King, 1993). O modelo correspondente propõe que novas raças cromossômicas surgem 

dentro da distribuição dos parentais, possivelmente pelo acúmulo de diferentes rearranjos. 

Dessa forma, algumas raças mostram-se geneticamente mais próximas do que outras.  

Variação fenotípica intra e inter-populacional 

O polimorfismo cromático é definido pela presença de dois ou mais tipos distintos 

morfológicos, geneticamente determinados, dentro de uma única população intercruzante 

(Huxley, 1955). Exemplos de variação intra-específica da coloração da pelagem em 

roedores incluem as seguintes espécies: Peromyscus crinitus, Peromyscus maniculatus, 
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Peromyscus polionotus, Thomomys bottae, Chaetodipus intermedius (Hoekstra & 

Nachman, 2005), Ctenomys rionegrensis (Altuna et al., 1985), e C. pearsoni (G. D´Elía, 

UnC, comunicação pessoal). 

As populações de C. torquatus apresentam três tipos distintos de pelagem, sendo 

que em algumas localidades certas colorações estão fixadas, enquanto em outras, ocorrem 

diferentes combinações. A partir de seqüências do gene do citocromo b testou-se uma 

possível monofilia para os três fenótipos. Entretanto, tal condição não foi verificada. Reig 

et al. (1965) sugeriram que a coloração da pelagem possui utilidade secundária na 

sistemática de tuco-tucos, uma vez que a variação intra e inter-específica são muito altas.  

Hoekstra et al. (2004) buscaram relacionar o fenótipo com o genótipo no roedor 

Chaetodipus intermedius, utilizando seqüências de genes que não intervêm na coloração 

(COIII, ND3; mtDNA) e genes relacionados com a cor da pelagem (MC1R). A filogenia 

construída a partir das seqüências de mtDNA apresentou fenótipos polifiléticos. Porém, 

quando analisado os alelos do gene MC1R foi encontrada forte correlação entre os traços 

fenotípicos e genotípicos. Tal fato sugere que os fenótipos polifiléticos encontrados em C. 

torquatus, a partir de seqüências de citocromo b, deveria ser esperado, na medida em que se 

se utilizou um gene neutro, para traços associados à pigmentação.  

Para investigar a possível origem da variação na coloração de C. torquatus, deveriam 

ser empregados genes, a priori, associados a diferenças na coloração da pelagem, como o 

MC1R e o agouti/ASIP (Eizirik et al., 2003). 

Variabilidade genética 

Os níveis de diversidade alélica dentro das populações foram de moderados a altos, 

quando comparados com outras espécies de tuco-tucos. O número médio de alelos por 

locus reportado para outras espécies de Ctenomys foi de 2.3 (variando de 1 a 3) para C. 
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sociabilis (Lacey, 2001); 2.5 (viando de 2 a 3) para C. lami (El Jundi & Freitas, 2004); 5.1 

(variando de 3 a 8) para C. flamarioni (Fernandez et al., no prelo); 7.5 (variando de 3 a 13) 

para C. haigi (Lacey, 2001); 8.3 (variando de 6 a 14) para C. rionegrensis (Wlasiuk et al., 

2003) e 9.3 (variando de 5 a 15) para C. minutus (Gava & Freitas, 2004). 

A estimativa de riqueza alélica apresentou os menores valores para a população de 

Catimbau, apesar desta ser polimórfica para todos os loci. Além disso, a população 

apresentou-se monomórfica para dados de seqüências. Tal fato indica um possível efeito da 

deriva sobre uma população moderadamente restrita ao fluxo gênico. 

As estimativas de diversidade, a partir de seqüências, apresentaram baixa variação, 

com apenas três populações polimórficas. Foi verificado um reduzido número de 

haplótipos para C. torquatus, quando comparado com a espécie uruguaia C. rionegrensis 

(15 haplótipos; Wlasiuk et al., 2003). O mesmo padrão é observado em relação à variação 

na região controladora do mtDNA, para Ctenomys australis (24 haplótipos; Mora et al., 

2006) e C. pearsoni (22 haplótipos; Tomasco & Lessa, no prelo). No entanto, C. torquatus 

apresenta valores similares a C. flamarioni, reportado por Fernandez et al. (no prelo) com 

seis haplótipos para a região controladora. 

Os baixos valores da diversidade haplotípica, verificado para todas as populações, 

sugere que houve redução nos tamanhos populacionais ancestrais. Considerando que as 

populações apresentam uma incipiente estruturação, provavelmente a deriva genética tenha 

eliminado, de maneira aleatória, variantes de haplótipos. 

Estrutura genética e geográfica 

Em geral os valores de FST pareados, a partir dos alelos de microssatélites, indicaram 

moderada a alta diferenciação genética entre as subpopulações (Harlt & Clark, 1997; 

Hudson et al., 1992; Wright, 1978). As estimativas de FST e RST foram similares, sugerindo 
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que as populações diferenciaram-se recentemente por deriva genética, e não devido a novas 

mutações. Porém, os valores de FST a partir dos dados de seqüências evidenciaram baixa 

estruturação genética.  

Segundo os dados correspondentes, as localidades de Alegrete e Rosário comportam-

se como uma única população, a despeito das variações cariotípicas apresentadas. Tais 

dados contrastam com aqueles obtidos pelos microssatélites. Os polimorfismos encontrados 

nas populações devem ser ancestrais, refletindo então os processos populacionais 

históricos, e não os atuais níveis de fluxo gênico. 

A AMOVA demonstrou que a variação genética está igualmente distribuída entre os 

grupos, dentro das populações entre as localidades, e dentro das populações. Os índices de 

fixação indicaram que a estruturação genética é tão moderada entre populações dentro de 

um grupo cariotípico, como entre todas as populações do estudo. Foi verificado um padrão 

de isolamento por distância, através dos valores de RST correlacionados com a distância 

geográfica entre pares de populações. Segundo Slatkin (1993), uma espécie cuja dispersão é 

restrita, exibe o padrão correspondente quando submetida em um regime de migração 

estável, sob baixos níveis de fluxo gênico, por tempo suficiente para atingir o equilíbrio. O 

padrão de isolamento observado sugere estabilidade e equilíbrio entre deriva e migração. 

Evidências adicionais advêm dos testes de neutralidade de Fu e Tajima, que detectam 

mudanças demográficas. Não foram encontrados resultados significantes em ambos os 

testes, indicando que as populações estão equilíbrio e apresentam tamanho populacional 

estável. A população de Alegrete apresentou valores negativos para D de Tajima, um 

possível desequilíbrio da neutralidade, porém os valores foram estatisticamente não 

significantes. O indício de desequilíbrio pode ser devido ao grande número de haplótipos 

divergentes dentre dessa população, representando uma mistura local recente.  
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A forma interna da filogenia, com ramos curtos e estrutura pouco robusta, sugerem a 

ocorrência de uma expansão populacional recente (Avise, 1994). No entanto, o número de 

diferenças nucleotídicas entre pares de seqüências ao longo do mismatch distributions, e a 

forma multimodal da curva, não representam expansão populacional. Segundo Mora et al. 

(2006), eventos como gargalos-de-garrafa também geram ondas na distribuição de 

diferenças nucleotídicas pareadas. Porém, ao contrário da expansão, a contração 

populacional mantém diversos alelos (ou classes de alelos) ao longo do tempo. No modelo 

de gargalos-de-garrafa, os pares de indivíduos diferem, em média, em relação ao número de 

mudanças nucleotídicas. Tal fato gera distribuições com diversos picos, e amplos valores 

das diferenças pareadas (Harpending et al., 1998; Rogers & Harpending, 1992). A 

topologia entre haplótipos, estimada pelo método de median-joining, também não suporta a 

hipótese de expansão populacional, uma vez que não apresenta o modelo tipo estrela 

(starlike) típica (Harpending et al., 1998; Slatkin & Hudson, 1991). Com base apenas nos 

dados de seqüências, os resultados indicam que é mais provável o cenário de um evento 

ocorrido no passado, como gargalos-de-garrafa, para descrever a histórica demográfica de 

C. torquatus, do que uma expansão populacional recente. No entanto, para inferir de 

maneira concreta sobre a ocorrência de tal evento, sugere-se também a utilização de dados 

de microssatélites. 

Unidade de manejo 

A partir da estrutura genética verificada em C. torquatus, identificou-se que a 

população de Alegrete apresenta divergência nas freqüências alélicas e haplotípicas, a 

despeito da ausência de distinção filogenética dos alelos. Através da análise de 

componentes principais verificou-se a tendência desta população ao agrupamento em 

separado, resultado corroborado pela associação bayesiana.  
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Segundo Moritz (1994), as populações que não apresentam monofilia recíproca para 

dados de seqüências de mtDNA, mas que divergem em freqüências alélicas, são 

significantes para a conservação. Tais populações estão conectadas por baixos níveis de 

fluxo gênico e são funcionalmente independentes. 

Dessa forma, sugere-se incluir a população de Alegrete (compreendendo os 

indivíduos especulados como Ctenomys sp.) no correspondente critério de conservação, de 

maneira a preservar a linhagem diferenciada desta localidade.  
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Freqüência alélica dos nove loci de microssatélites nas quatro populações de 
Ctenomys torquatus.  

 

 
 

Locus/ Alelos 

População 
___________________________________________________________________________________________ 

Alegrete       Catimbau        Caverá            Rosário  

 
 

Total 
Hai 2      
1 0.000   0.000 0.048 0.000 0.014 
2 0.000  0.000 0.033 0.000 0.007 
3 
4 
5 
6 
7 
Hai 3 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
Hai4 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
Hai5 
1 
2 
Hai6 
1 
2 
 

0.771  
0.000  
0.063  
0.167  
0.000 
  
0.087 
0.000 
0.674 
0.087 
0.152 
0.000 
0.000 
0.000   
  
0.146 
0.042   
0.083 
0.042 
0.583 
0.000 
0.042 
0.042 
0.000 
0.021 
  
0.417 
0.58 
 
0.619 
0.000 

0.650 
0.000 
0.250 
0.100 
0.000 
 
0.000 
0.000 
0.722 
0.000 
0.278 
0.000 
0.000 
0.000 
 
0.100 
0.000 
0.850 
0.000 
0.000 
0.000 
0.050 
0.000 
0.000 
0.000 
 
0.450 
0.550 
 
0.150 
0.000 

0.476 
0.000 
0.214 
0.214 
0.048 
 
0.095 
0.000 
0.714 
0.071 
0.024 
0.024 
0.071 
0.033 
 
0.429 
0.000 
0.000 
0.000 
0.048 
0.119 
0.048 
0.238 
0.024 
0.095 
 
0.667 
0.333 
 
0.024 
0.000 

0.000 
0.033 
0.833 
0.100 
0.000  
 
0.000 
0.100 
0.067 
0.233 
0.567 
0.000 
0.000 
0.000 
 
0.200 
0.000 
0.000 
0.033 
0.000 
0.233 
0.167 
0.333 
0.033 
0.000 
 
1.000 
0.000 
 
0.100 
0.167  

0.500 
0.007 
0.300 
0.157 
0.014 
  
0.059 
0.022 
0.559  
0.103 
0.221 
0.007 
0.022 
0.007 
 
0.236 
0.014 
0.150 
0.021 
0.214 
0.086 
0.071 
0.157 
0.014 
0.036 
 
0.621 
0.379 
 
0.246 
0.037 
 

 

Apêndice 1 
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Locus/ Alelos 

População 
___________________________________________________________________________________________ 

Alegrete       Catimbau        Caverá            Rosário  

 
 

Total 
Hai 6      
3 0.000 0.000 0.000  0.167 0.037 
4 0.024  0.000 0.024 0.400 0.104 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
Hai9 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
Hai10 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
Soc1 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
Soc2 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

0.000 
0.024 
0.262 
0.048 
0.000 
0.024 
0.000 
0.000  
 
0.200 
0.050 
0.350 
0.375   
0.025 
0.000 
0.000  
 
0.313 
0.229 
0.104 
0.104 
0.229 
0.021 
0.000 
  
0.045 
0.000 
0.000 
0.023 
0.136 
0.318 
0.068 
0.409  
 
0.000 
0.000 
0.875 
0.000 
0.063 
0.063 
0.000  

0.050 
0.000 
0.350 
0.150 
0.000 
0.000 
0.000 
0.300 
 
0.000 
0.050 
0.000 
0.850 
0.100 
0.000 
0.000 
 
0.944 
0.000 
0.056 
0.000 
0.000 
0. 000 
0.000 
 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.333 
0.000 
0.000 
0.667 
 
0.000 
0.000 
0.850 
0.000 
0.000 
0.150 
0.000 

0.357 
0.167 
0.214 
0.024 
0.048 
0.119 
0.024 
0.000 
 
0.000 
0.024 
0.190 
0.738 
0.024 
0.024 
0.000 
 
0.853 
0.088 
0.029 
0.000 
0.000 
0.029 
0.000 
 
0.000 
0.225 
0.000 
0.625 
0.000 
0.050 
0.000 
0.100 
 
0.150 
0.050 
0.700 
0.000 
0.050 
0.000 
0.050 

0.000 
0.000 
0.100 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.067 
 
0.033 
0.000 
0.133 
0.800 
0.000 
0.000 
0.033 
 
0.643 
0.000 
0.000 
0.179 
0.071 
0.000 
0.107 
 
0.000 
0.133 
0.033 
0.000 
0.100 
0.533 
0.167 
0.033 
 
0.000 
0.000 
0.933 
0.033 
0.033 
0.000 
0.000 

0.119 
0.060 
0.224 
0.045 
0.015 
0.045 
0.007 
0.060 
 
0.068 
0.030 
0.197 
0.659 
0.030 
0.008 
0.008 
 
0.617 
0.109 
0.055 
0.078 
0.102 
0.016 
0.023 
 
0.015 
0.098 
0.008 
0.197 
0.114 
0.242 
0.061 
0.265 
 
0.043 
0.014 
0.833 
0.007 
0.043 
0.043 
0.014  

Apêndice 1. Continuação 
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5. CONCLUSÕES 

 

1. A partir da análise filogenética Ctenomys sp. foi considerado como uma variação 

intra-específica de C. torquatus, dada a ausência de monofilia, condição essencial 

para caracterizar uma unidade evolutiva independente. Dessa forma, sugere-se que 

seja tratada como uma população polimórfica (Alegrete) de C. torquatus. 

 

2. A forma cariotípica 2n = 40 foi restrita a população de Alegrete. Distante dessa 

localidade, a 15 quilômetros em linha reta (na direção Alegrete-Rosário do Sul) foi 

verificado 2n = 42, um potencial híbrido entre as formas 2n = 40 e 2n = 44.   

 

3. As populações amostradas entre Alegrete e Rosário do Sul compreenderam 

variações intra-específicas de C. torquatus, sendo considerada uma espécie 

cromossomicamente politípica. 

 

4. A coloração da pelagem marrom com manchas brancas na região posterior, 

inicialmente registrada na população de Alegrete, foi também verificada na 

população de Catimbau, cujo número diplóide é 2n=42. Também foi registrada a 

coloração escura (e melânica) entre populações de Caverá e Rosário. Uma vez que 

tais padrões apresentarem alta freqüência, considera-se que as colorações da 

pelagem não estão fixadas localmente. 
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5. A estrutura populacional mostrou ser alta a partir dos loci de microssatélites, 

indicando baixo fluxo gênico entre elas. Entretanto, quando avaliada a partir dos 

haplótipos mitocondriais, apresentou-se baixa, sugerindo assim maior conectividade 

histórica entre as populações. 

 

6. O teste de Mantel mostrou uma correlação significativa entre as matrizes de 

distancia genética e geográfica apenas para os microssatélites, indicando um 

incipiente padrão de isolamento por distância.  

 

7. As reconstruções filogenéticas, através dos diferentes métodos (parcimônia, máxima 

verossimilhança e inferência bayesiana) evidenciaram relações pouco profundas 

entre os haplótipos e alto grau de polifilia entre as populações.  

 

8. As análises de Network demonstraram haplótipos altamente compartilhados, e a 

topologia não indicou expansão populacional recente. 

 

9. Frente à ausência de monofilia na genealogia dos alelos, nenhuma população ou 

grupo cariotípico foi considerado uma unidade evolutiva independente. 

 

10. A partir dos resultados, percebeu-se que a população de Alegrete apresentou 

características diferenciadas das demais, como riqueza alélica e diversidade 

haplotípica, a despeito da ausência de monofilia. Dessa forma, propomos que seja 

tratada com uma Unidade de Manejo. 
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6. ANEXOS 
 
 
Anexo 1. Normas para publicação do periódico Genetica - International Journal of 

Genetics and Evolution. 

 

Online Manuscript Submission 
Springer now offers authors, editors and reviewers of Genetica the option of using our fully web-
enabled online manuscript submission and review system. To keep the review time as short as 
possible (no postal delays!), we encourage authors to submit manuscripts online to the journal‘s 
editorial office. Our online manuscript submission and review system offers authors the option to 
track the progress of the review process of manuscripts in real time. Manuscripts should be 
submitted to: http://gene.edmgr.com  
The online manuscript submission and review system for Genetica offers easy and straightforward 
log-in and submission procedures. This system supports a wide range of submission file formats: 
for manuscripts - Word, WordPerfect, RTF, TXT and LaTex; for figures - TIFF, GIF, JPEG, EPS, 
PPT, and Postscript. 
 
NOTE: By using the online manuscript submission and review system, it is NOT necessary to 
submit the manuscript also in printout + disk. In case you encounter any difficulties while 
submitting your manuscript on line, please get in touch with the responsible Editorial Assistant by 
clicking on “CONTACT US” from the tool bar. 
 
Electronic figures 
You should supply the electronic versions of your figures. We prefer figures in TIFF, EPS, PS, PDF 
and Microsoft® Office format. Be aware that we may not be able to use other file formats and that 
the hard copy may be scanned instead. For vector graphics, EPS is the preferred format. For 
bitmapped graphics, TIFF is the preferred format. The following resolutions are optimal: line 
figures - 600 - 1200 dpi; photographs - 300 dpi; screen dumps - leave as is. Colour figures can be 
submitted in the RGB colour system. Font-related problems can be avoided by using standard fonts 
such as Times Roman, Courier and Helvetica. Figures should be saved in separate files. The figure 
legends should be included in the text file. 
 
Language 
We appreciate any efforts that you make to ensure that the language is corrected before submission. 
This will greatly improve the legibility of your paper if English is not your first language. 
 
Manuscript Presentation 
The journal‘s language is English. British English or American English spelling and terminology 
may be used, but either one should be followed consistently throughout the article British English 
(American English) spelling and terminology should be used consistently throughout the article. 
Manuscripts should be printed or typewritten on A4 or US Letter bond paper, one side only, 
leaving adequate margins on all sides to allow reviewers‘ remarks. Please double-space all material, 
including notes and references. Quotations of more than 40 words should be set off clearly, either 
by indenting the left-hand margin or by using a smaller typeface. Use double quotation marks for 
direct quotations and single quotation marks for quotations within quotations and for words or 
phrases used in a special sense. Number the pages consecutively with the first page containing: 
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Title page 
The title page should list in order: the title of the manuscript; the authors names and their 
institutional affiliations with concise addresses; the name, address, telephone and fax numbers, and 
E-mail address. 
 
Abstract 
The abstract should consist of a single paragraph of approximately 200 words which summarizes 
the subject. References should not be cited in the abstract.  
 
Key words 
Please provide 5 to 10 key words or short phrases in alphabetical order. 
Abbreviations 
Abbreviations and their explanations should be collected in a list. 
 
Text 
Four levels of headings should be used in the text. The first level should be bold-faced, freestanding 
and positioned flush to the left margin. This heading level should be reserved for blocks or text that 
constitute a major fraction of the article (e.g. Materials and methods). The second level of  
headings should be italics, freestanding, flush left. This heading level is used to group two or more 
closely related third-level heads in long-papers. The third level heading is the most frequently used 
subhead. It is italics, flush left with no white line underneath and is used to initiate the first 
paragraph of a sub-topic. The fourth level heading is paragraph-initiating italic followed by a colon. 
Desired location of tables and figures should be indicated in the margins. Text citations with three 
or fewer authors should include all names while those with four or more authors should cite the first 
author and et al. Only articles that are published or in press should be cited. Citations of personal 
communications or unpublished results should list all names and initials. Numbers of ten or less 
should be written in full unless part of a date, a fraction or decimal, a percent or a unit of 
measurement. 
 
Taxonomic names 
Taxonomic names of genera and lower taxa should be italicized. Authors are requested to mention 
the authorities of any taxa named in the articles. 
 
Appendices 
This section should be reserved for large bodies of data of mathematical derivations that would 
disrupt the main text. 
 
Cross-Referencing 
In the text, a reference identified by means of an author‘s name should be followed by the date of 
the reference in parentheses and page number(s) where appropriate. When there are more than two 
authors, only the first author‘s name should be mentioned, followed by ‘et al.‘. In the event that an 
author cited has had two or more works published during the same year, the reference, both in the 
text and in the reference list, should be identified by a lower case letter like ‘a‘ and ‘b‘ after the date 
to distinguish the works. 
 
 
Examples: 
Winograd (1986, p. 204) 
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(Bullen, Beauchamp & Bennett, 1990) 
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Anexo 2.  Seqüências de C. torquatus depositadas no National Center for Biotechnology 

Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

Seqüências nucleotídicas (disponibilizadas em 21 de fevereiro, 2007) 

EF372280 
 
Ctenomys torquatus voucher H1IBI320 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372281 
 
Ctenomys torquatus voucher H1CAV940 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372282 
 
Ctenomys torquatus voucher H2IBI401 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372283 
 
Ctenomys torquatus voucher H3IBI413 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372284 
 
Ctenomys torquatus voucher H3ROS934 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372285 
 
Ctenomys torquatus voucher H3QUA914 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372286 
 
Ctenomys torquatus voucher H4IBI917 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372287 
 
Ctenomys torquatus voucher H4QUA913 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372288 
 
Ctenomys torquatus voucher H4CAT964 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372289 
 
Ctenomys torquatus voucher H5IBI963 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

EF372290 
 
Ctenomys torquatus voucher H6FRO958 cytochrome b gene, partial cds; 
mitochondrial 

 


