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| - RESUMO

Ctenomys lami é um roedor fossorial endémico de uma regido da Planicie
Costeira do Rio Grande do Sul, Brasil, conhecida como Coxilha das Lombas.
Pouco se sabe, ainda, sobre a ecologia, comportamento e genética dessa espécie
que foi descrita por Freitas (2001), considerando que esses conhecimentos sao
fundamentais no entendimento dos intrincados padrdes evolutivos da mesma e
principalmente do género do qual faz parte, tendo em vista que € um dos com
maior diversidade de espécies entre os mamiferos. Além da importancia na
resolucido de questdes evolutivas, conhecimentos gerais sobre a espécie séo
necessarios para o desevolvimento de planos de conservagao e preservacgao.

Este trabalho teve como objetivo identificar relagdes genéticas dentro e
entre trés possiveis subpopulagdes de C. lami através da analise do fluxo génico
(Fst, Fis, pst, Nm), de informagbes gerais como PIC (Conteudo de Informagéo
Polimorfica), média de alelos por locus, heterozigosidade, deficiéncia de
heterozigotos e das relagbes de paternidade e parentesco. Para isso foram
utilizados 89 individuos da populagao (subpopulacdao A: n=19; B: n=37; C: n=33)
de uma area localizada na regido de ltapua, mais exatamente na borda leste da
Lagoa Negra (S 30°21'35,6"/WO 51°00'32,9"), municipio de Viamao, RS. Para
executar a analise genética foram utilizados marcadores de microssatélites
descritos para espécies cogenéricas - Soc1, Soc2, Soc3, Soc4, Soc5, Soc6, Soc7
e Soc 8 desenvolvidas a partir de C. sociabilis e Hai2, Hai3, Hai4, Hai5 e Hai12 de

C. haigi por Lacey (1999; 2001).



Os resultados identificam que ha um grande fluxo génico, demonstrando
assim, que nédo ha uma subdivisdo significativa entre as subpopulagdes
sugeridas, mas também demonstram que parece haver uma estruturacao
incipiente, onde a distdncia e a baixa mobilidade dos individuos tém papel
fundamental. A verificagdo da estrutura populacional através da analise de
paternidade e parentesco indicou que a baixa variabilidade dos loci estudados
impede uma definigcao real de paternidade e ndo oferecem dados suficientes para
definir estruturagdo e comportamento dessa espécie. Sugere-se que essa baixa
variabilidade seja resultado de um Efeito Fundador ocorrido recentemente na

populacao.



Il - SUMMARY

Ctenomys lami was recently described by Freitas (2001) as a fossorial
rodent, living only in Coxilha das Lombas, a region of the Coastal Plain of Rio
Grande do Sul. The ecology, behavior and genetics of this species are not well
known, although such knowledge is essential for understanding the intricate
evolution patterns of this species as well as of the genus, which is one with the
highest diversity among the mammals. Besides the importance of clarifying the
evolution questions, general knowledge about this species is needed for
developing conservation strategies.

This work has the goal of identifying genetic relationships within and
between three possible subpopulations of C. lami through the analysis of (i)
genetic flow (Fs, Fis, pst, Nm), (ii) general information like PIC (Polymophic
Information Content), allele mean per Jlocus, heterozigosity, heterozygote
deficiency and (iii) relatedness among individuals. Eighty-nine individuals from a
population (subpopulation A: n=19; B: n=37; C: n=33) were analyzed in the area
located in the region known as Itapud, at the east banks of Lagoa Negra (S
30°21'35,6"/WO 51°00'32,9"), in Viaméao, RS. To execute the genetic analysis, we
used microsatellite markers described to cogeneric species (Hai2, Hai3, Hai4,
Hai5 e Hai12, developed from C. haigi; and Soc1, Soc2, Soc3, Soc4, Soc5, Soc6,
Soc7 e Soc 8, from C. sociabilis) by Lacey (1999; 2001).

Results showed that there is high gene flow, and thus the three suggested
sub-populations are not significantly divided. However, the population is not
structured and the distance and low motility of individuals play an important role in

this situation. When verifying the population structure through relatedness



analysis, we found that the low variability of the studied /oci does not allow a
correct definition of paternity, and does not provide enough data to define structure
and behavior of this species. We thus suggest that this low variability is an effect

of a recent founder effect in this population.



Il — INTRODUCAO

[.1. CONSIDERACOES GERAIS

Espécies fossoriais sdo encontradas em diferentes familias da classe
Mammalia, assim entre os mamiferos existem quatro ordens com espécies de
habito fossorial: Xenarthra, Marsupialia, Insectivora e Rodentia. Dentre essas,
percebe-se que ocorreram adaptacbes a esse modo de vida tais como corpo
fusiforme com redugao das orelhas, olhos e cauda, modificagdes nas patas e nos
incisivos para escavacido e o desenvolvimento de um comportamento
especializado (Ellerman 1956; Nevo 1979; Pearson 1984; Reichman & Smith
1990).

Esses animais vivem a maior parte de sua vida dentro de tuneis que
constroem, so saindo ocasionalmente (Nevo 1979). Por essas caracteristicas, os
mamiferos fossoriais acabam tendo forma e tamanho semelhantes em diferentes
regides zoogeograficas (Pearson 1959; Nevo 1979; Eisenberg 1981).

Trés fatores geoclimaticos foram importantes para o desenvolvimento do
habito fossorial: as formagdes montanhosas, as regressées marinhas associados
a mudancgas climaticas ocorridas durante o Cenozodico (Webb 1977). Considera-se
que periodos secos causaram a transformacéo das areas de florestas, que teria
regredido e dado espago a formagbes como savanas, desertos, estepes e
campos. Neste periodo ocorreu a evolucao e expansao da fauna de herbivoros

tanto cursoriais como fossoriais (Nevo 1979).



Na regiao Neotropical, os fossoriais estdo representados pelos géneros de
roedores Spalacopus, Aconaemys da familia Octodontidae e Ctenomys da familia
Ctenomyidae que ocorrem preferencialmente em formagdes abertas (Andersen
1987). As outras regides em que roedores fossoriais ocorrem sao a Paleartica,
Neartica, Etiopica e Oriental (Nevo 1979).

Esses roedores vivem em tuneis construidos por um animal ou por uma
comunidade. Os tuneis apresentam um numero variavel de saidas, as quais
sempre sdo mantidas com um tampdo de areia bloqueando a entrada para
protecao e manutengao das condi¢des climaticas internas. A forma de escavacao
€ similar entre os roedores fossoriais (Andersen 1988). Diferentes autores (Altuna
1983; Andersen 1988; Cameron et al. 1988) verificaram que n&o ha uma relagéao
entre densidade de vegetacao e a diregao na escavagao dos tuneis.

Quanto a estrutura das populagdes, esses roedores tém a tendéncia a
serem solitarios, sendo que cada adulto mantém seu préprio sistema de tuneis
(Lacey 2000). Mais especificamente, entre os octodontéides, o género
Spalacopus é social, ja em Ctenomys a maioria vive isoladamente, havendo
somente a descricdo de uma espécie colonial. E embora a maioria apresente
habito solitario, pode haver a formagéo de casais durante a fase de acasalamento
e um comportamento social em relagédo a prole, quando ainda ha a necessidade
de cuidado parental (Pearson et al. 1968; Pearson & Christie 1987; Bretschneider
1987).

Em relacdo a manutencdo da variabilidade, sugere-se que o nivel de
polimorfismo génico seja explicado pela estrutura de cruzamento e pelo tamanho

efetivo da populagcdo. Desse modo, as populagbes grandes e amplamente
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distribuidas teriam maior variabilidade que as pequenas, ja que estas ultimas
estariam mais isoladas entre si (Lacey 2001; Lacey & Wieczorek 2004). Em
contrapartida, Nevo (1979; 1982; 1986) e Heth & Nevo (1981) sugerem que o
ambiente heterogéneo seria o sustentador da variacdo génica. Assim as espécies
generalistas seriam as mais polimérficas, enquanto que as especialistas
possuiriam menor variabilidade. Dessa forma, os roedores fossoriais, por serem
especialistas, possuiriam menor variabilidade genética. Comparando com os
roedores de superficie, os fossoriais realmente possuem baixa diversidade

genética (Nevo 1979).

[.2. A ORDEM RODENTIA

A ordem Rodentia, pertencente aos Euarchontoglires, um dos quatro
clados de mamiferos placentarios definidos, teria divergido do taxon que originou
as ordens Carnivora, Cetartiodactyla, Perissodactyla e Chiroptera ha
aproximadamente 67,5-102,3MA (considerando um grau de confianga de 95%) e
posteriormente teria se separado ha 64-73,9 MA do clado do qual evoluiram os
primatas (Eizirik et al. 2001; Murphy et al. 2001).

Na ordem, que possui entre 30 e 33 familias, um dos problemas mais
interessantes em sua sistematica € a relacdo entre as familias dentro da
subordem Hystricognathi, um grupo monofilético possuidor de um grande numero
de caracteristicas derivadas associadas com a mandibula, origem e inser¢ao dos
musculos  mastigatérios, membranas fetais, caracteristicas dentarias,

caracteristicas do ouvido médio e sistema circulatério (Bugge 1971; Woods 1972;

11



Luckett 1985; Jaeger 1988; Wyss et al. 1993). Tradicionalmente as subordens sao
divididas em dois grupos que teriam se separado ha aproximadamente 33 a 39
MA: o grupo do Velho Mundo (Phiomorpha) representado por quatro familias
primariamente ocorrendo na Africa e o grupo do Novo Mundo (Caviomorpha)
consistindo de 12 familias que sdo encontradas em sua maioria na América do
Sul (Huchon & Douzery 2001; Nedbal et al. 1994). O grupo Caviomorpha
apareceu subitamente e diversificou-se no inicio do Oligoceno (ha 31 MA) (Wyss
et al. 1993; Vucetich et al. 1999). Dentro deste, o clado Octodontoidea mostra
uma origem monofilética, sendo que a familia Ctenomyidae estd mais

proximamente relacionada a Octodontidae (Nedbal et al. 1994; Kohler et al. 2000).

[.3. O GENERO CTENOMYS

As primeiras espécies ligadas a origem dos ctenomideos sao descritas na
fauna Chasicoana, ja espécies relacionadas aos atuais Ctenomys sao
encontradas na fauna Huyaqueriana, no final do Mioceno, periodo em que
ocorreu um pico de diversidade. No intervalo Plio-pleistoceno ocorreu a extingao
de grande parte dos taxons existentes (82,6% dos géneros e 50% das
subfamilias) e a origem de novas familias e subfamilias, associada a importantes
eventos climaticos e tectdnicos que causaram mudangas no ambiente austral,
tornando-o mais arido. Ocorreu entdo, uma segunda radiagdo que marcou a
renovagdo da fauna de Hystricognatos da América do Sul, com as primeiras
ocorréncias das tipicas familias e subfamilias conhecidas atualmente da sub-

regidao Patagbnica (Vucetich et al. 1999; Vucetich & Verzi 1999). Atualmente a
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familia Ctenomyidae apresenta apenas o género Ctenomys, com mais de
cinqlenta espécies, sendo que no minimo seis outros géneros foram extintos
anteriormente (Cook et al. 2000).

Os primeiros representantes do género Ctenomys sao registrados no final
do Pleistoceno (Reig & Kiblisky 1969; Vucetich et al. 1999) e a radiagao estimada
para os tuco-tucos fica entre 0.3 e 1.4 MA (Lessa & Cook 1998). A adaptacao a
um ambiente subterrdaneo, com pequenas variagdes climaticas permitiu a radiagcéo
desse género, ocupando os mais variados ambientes. A partir de sua origem, no
extremo sul da Argentina, dispersaram-se por toda sub-regido Patagénica,
expandindo-se ao norte e ocupando desde a Terra do Fogo até o sul do Peru
(Pearson 1959; Reig et al. 1990; Nowak 1991).

Com sua distribuigao restrita a regiao Neotropical e totalizando cerca de 56
espécies nominadas (Nowak 1991; Woods 1993), tem sido considerado um dos
géneros com a mais explosiva radiagcdo dentre os mamiferos (Lessa & Cook
1998; Cook & Lessa 1998).

Caracteristicas como alta variabilidade cromossémica intra e
interespecifica, 2n=10 a 70 (Reig & Kiblisky 1969; Kiblisky et al. 1977; Freitas &
Lessa 1984; Ortells et al. 1990; Gallardo 1991; Massarini et al. 1991; Freitas 1997,
2001; Slamovits et al. 2001), estruturacdo em demes, baixa mobilidade,
territorialidade e alta individualidade tém sido descritas, sugerindo a importancia
da evolugcdo cromossdmica associada a deriva genética no modelo de especiagao
desse género (Reig & Kiblisky 1969), bem como presenca de amplificacbes e
delecoes de DNA satélite podem ser consideradas fundamentais para a

ocorréncia deste modelo de especiagao (Gallardo 1999; Slamovits et al. 2001).
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Distribuem-se em uma ampla variagcao de latitude e altitude, desde o nivel
do mar até 4.000 m nas regides andinas (Reig et al. 1990). No Estado do Rio
Grande do Sul ocorrem quatro espécies de Ctenomys: C. flamarioni, C. minutus,
C. torquatus e C. lami (Freitas 1990; 1995; 1997; Freitas & Lessa 1984).

Possuem um tamanho pequeno, raramente ultrapassando 250 mm de
comprimento de corpo, cauda de 60 a 110 mm, massa variando de 100 g a 700 g

nas diferentes espécies (Nowak 1991).

|.4. A ESPECIE CTENOMYS LAMI

Antes da descricao feita por Freitas (2001), a espécie era considerada
como parte integrante de C. minutus (Reig & Kiblisky 1969). Freitas (1994; 1995;
1997) sugere que essa populagdo em questao fosse representante de um taxon a
parte e, finalmente, em Freitas (2001) foi definida como uma nova espécie pelos
resultados de analises citogenéticas e caracteristicas morfoldgicas.

A espécie Ctenomys lami (Fig. 1) possui uma alta diversidade cariotipica
(2n=54, 55a, 55b, 56a, 56b, 57 e 58) e é endémica de uma regido restrita,
conhecida como Coxilha das Lombas no Rio Grande do Sul (Fig. 3 e Fig. 4). E
morfologicamente similar a C. minutus que se deduz ser uma espécie derivada de
C. lami por um processo de especiacdo baseado em rearranjos cromossémicos
(Freitas 2001; no prelo).

A variagao cariotipica dessa espécie se deve a rearranjos tais como fusdes
céntricas e inversdes pericéntricas (Freitas no prelo). Essa diversidade foi dividida

em quatro blocos populacionais (A, B, C e D), sendo que o bloco A possui os
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cariotipos 2n= 54, 55a e 56a; o bloco B com 2n= 57 e 58; C com 2n= 54 e 55a; e
D com 2n= 55b e 56b (Freitas 1990). A variacao foi estudada por Fornel (2005)
através de morfometria de cranio e os resultados corroboraram a presenca dos
diferentes blocos populacionais, com formas especificas para cada um deles,
sugerindo haver uma associacdo entre variacdo cromossémica e variagao
morfoldgica.

Moreira et al. (1991), utilizando amostras analisadas por Freitas (1990),
estudou polimorfismos protéicos (20 loci) em 87 individuos distribuidos em 10
populagdes ao longo da Coxilha das Lombas. Um total de 40 alelos foi descrito,
sendo quase 50% destes compartilhados por animais de todas as populacoes e,
somente trés alelos populagao-especificos. Uma homogeneidade relativa entre as
populacdes foi observada, demonstrada pelo fato de que normalmente o0 mesmo
alelo é fixado ou predominante em todas as populacbes, em 80% dos /loci
analisados. O numero de alelos por locus observado foi de 1,15 a 1,75 com uma
propor¢do de loci polimérficos de 0,15 a 0,5 e heterozigosidade observada
variando de 12 a 20%. Ao analisar os Coeficientes de Similaridade Genética em
blocos definidos a partir da variagado nas frequéncias dos cariétipos (Blocos A, B,
C e D), os autores descrevem valores em uma faixa de 0,68 a 0,90 entre as
populagcdes par a par, com uma divisdo das populagdes em dois grupos. Um dos
grupos possui populagdes dos Blocos A e B e o outro, populagbes dos Blocos C e
D, com Coeficiente de Similaridade médio intra-grupos 0,83 e 0,85,
respectivamente maiores que o Coeficiente médio inter-grupos (0,73). Por outro

lado, uma correlagao negativa significativa foi observada entre os Coeficientes de
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Similaridade Genética e Distancia Geogréfica, indicando fluxo génico e isolamento
pela distancia entre as populacdes analisadas.

El Jundi & Freitas (2004) estudaram a variabilidade genética de trés
possiveis subpopulagdes (A, B e C — localizadas dentro do bloco A) de C. lami na
regidao proxima ao Parque Estadual de Itapua (Fig. 4) através de marcadores
moleculares de microssatélites. Identificaram, pela analise de diferenciacéo entre
as populagdes par a par, valores de Fg de 0,0007; 0,0463 e 0,0589 (entre AxB,
BxC e AxC, respectivamente) e consideraram como partes de uma unica
populacdo. A analise da distribuicdo das frequiéncias dos diferentes alelos indicou
a existéncia de um recente efeito Gargalo de Garrafa nessa populagéo. Por outro
lado, o pequeno numero de alelos observados e a baixa mobilidade nessa
espécie, associados a eventos de extingdo e recolonizacdo, poderiam indicar a
possibilidade de um Efeito Fundador ser o responsavel por esta baixa
variabilidade. Pelo fato de nao terem sido encontrados adultos compartilhando o
mesmo sistema de tuneis e por haver dimorfismo sexual El Jundi (2003) sugeriu
que seja uma espécie solitaria como C. flamarioni (Fernandez 2002) e C. haigi

(Lacey et al. 1998), por exemplo.
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Figura 1: Exemplar de Ctenomys lami (Rodentia, Ctenomyidae).
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|.5. AREA DE ESTUDO: REGIAO DE ITAPUA

A area de ocorréncia da espécie C. lami é conhecida como Coxilha das
Lombas e faz parte da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul (Fig. 2), mais
especificamente situada a nordeste do Lago Guaiba e estendendo-se até a
margem da Lagoa do Barros, por uma faixa de aproximadamente 78 km. Essa
regido tem como limite noroeste o Banhado dos Pachecos e, ao sudeste, o
Banhado dos Touros. A formacédo dessa area esta relacionada a formacgao de
toda a costa do Rio Grande do Sul, constituida pela sucessdo de eventos de
transgressao e regressao marinha e de depdsitos edlicos. Apds a transgressao do
Mioceno, seguiram-se outros eventos semelhantes que originaram o sistema de
barreiras que deu origem a formacéao atual (Villwock 1989). Durante a regressao
no final do Plioceno, formou-se uma area de depésitos clasticos, atravessado por
um sistema de canais em diregdo ao mar. Apos o primeiro ciclo de transgressao-
regressao durante o Pleistoceno Inferior formou-se a Barreira das Lombas que
isolou o sistema de Lagunas Guaiba-Gravatai (Villwock 1989).

A barreira é descrita como um conjunto de colinas convexas formadas por
areias quartzosas, com quantidades variaveis de silte e argila, com uma cor
predominantemente avermelhada e castanho-amarelada. As alturas variam de 20
a 158 metros, possuindo uma extensao de 78 km e largura de 12 km (Arienti,
1986) (Fig. 3). Essa regiao caracteriza-se por apresentar pastagens e vegetagao

antrépica que ocorre em solos arenosos (Fig. 4).
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Buense Ao

Fig. 2: Mapa do Rio Grande do Sul com a localizagéo da regido focada no estudo.

Fig. 3: Desenho da Coxilha das Lombas e distribuigéo de C. lami (Figura
adaptada do Atlas ambiental de Porto Alegre).

19



Fig. 4: Mapa da Coxilha das Lombas (em azul) e da regido de Itapua (em vermelho).
Adaptacao do site Google Earth (http://earth.google.com/).

Na extremidade sul da Coxilha das Lombas, localiza-se o Parque Estadual
de Itapué no Municipio de Viamao, a 57 km de Porto Alegre (Fig. 4), sendo uma
area que protege a ultima amostra dos ecossistemas originais da Regiao
Metropolitana de Porto Alegre, com campos, dunas, lagoas, ilhas, praias e
morros, as margens do Lago Guaiba e da Laguna dos Patos. Nas suas formagdes
vegetais, caracteristicas dos morros graniticos, ocorrem mais de 300 espécies,
destacando-se a figueira, a corticeira-do-banhado, o jeriva, o butiazeiro, além de
orquideas, cactos e bromélias. Abriga varias espécies animais, como o bugio-
ruivo (Alouatta guariba), os graxains do campo e do mato (Pseudalopex
gymnocercus e Cerdocyon thous, respectivamente), a capivara (Hydrochaeris

hydrochaeris), a lontra (Lontra longicaudis), o tuco-tuco e o jacaré-do-papo-
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amarelo (Caiman latirostis). A Lagoa Negra, com 1.750 ha, é importante ponto de
parada de aves migratdrias e refugio para 200 outras espécies.

Ao lado do Parque Estadual de Itapua localiza-se o Hospital de ltapua, que
tem contato com a Lagoa Negra e € a regido em torno dela que sera utilizada
para o objetivo deste estudo, sendo que as trés populacdes de tuco-tucos

analisadas estao localizadas no terreno do Hospital (Fig. 5).

Fig. 5: Mapa da regido de Itapua, Viamao, RS, Brasil e localizagdo da area de coleta das
amostras de C. lami.
Adaptacao do site Google Earth (http://earth.google.com/).

Fig. 6: Ampliacdo da area marcada na Figura 5 (regido de Itapua, Viamao, RS), com a
distribuicdo e distancia das possiveis trés subpopulagées de C. lami.
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[.6. - ESTRUTURA DE PARENTESCO EM ESPECIES DE COMPORTAMENTO

SOLITARIO DE CTENOMYS

Estudos de populagées como em C. talarum (Cutrera et al. 2005) indicam a
existéncia de estruturacdo social de individuos aparentados em espécies
solitarias. No caso de C. talarum nao ha evidéncias de que existam interacdes
sociais entre individuos adultos fora do periodo reprodutivo (Zenuto et al. 2002) e
por isso a distribuicdo de individuos relacionados nao deveria ser influenciada por
selecdo de parentesco ou outros beneficios adaptativos que requerem uma
restrita proximidade espacial entre parentes. No entanto, a estrutura familiar
provavelmente surge devido a consistente distribuicdo de distancias de disperséo
individuais em torno de uma média populagao-especifica (Cutrera et al. 2005).
Nesse estudo, distdncias entre parentes proximos foram consistentes com a
distribuicdo de Poisson. Assumindo que essas distancias refletem padrbes de
dispersao natal, parece que a distribuicao de individuos estritamente relacionados
pode seguir uma distribuicdo estatistica e, portanto, criar um relacionamento
previsivel entre distancias e parentesco. Outro estudo com essa mesma espécie
(Zenuto et al. 1999) indica a existéncia de poliginia, caracteristica identificada na
maioria das espécies do género (Lacey et al. 2000) e normalmente baseada tanto
na distribuicdo espacial, quanto na proporgdo sexual em adultos (Reig et al.
1990). Como ja comentado, sugere-se que C. lami seja uma espécie solitaria e
também poliginica (Freitas 2001; El Jundi & Freitas 2004). Quando analisado o
equilibrio de Hardy-Weinberg em C. lami (El Jundi & Freitas 2004) nao foi

demonstrado um decréscimo no numero de heterozigotos observados, o que
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pode ser esperado no caso de endocruzamento, poliginia e/ou estruturagao

(Dobson 1998; Zenuto et al. 1999).

|.7. ESTUDOS cOM MARCADORES DE MICROSSATELITES

Marcadores moleculares s&o utilizados nos estudos de genética de
populagdes e filogeografia comparada. Dentre as diversas ferramentas utilizadas
atualmente, pode-se destacar os microssatélites.

Microssatélites sdo definidos como sequiéncias moderadamente repetitivas
dispersas pelo genoma dos eucariotos, formadas por repeticdes em tandem, de 1
a 6 pares de bases. Formam conjuntos de cinco a centenas de repeticbes por
locus, podendo variar em tamanho e possuindo um carater altamente polimérfico
(Tautz 1993). Por nao serem sequéncias codificantes e nao estando,
aparentemente, expostas aos mecanismos de selecao natural, sua variabilidade é
mantida. As variagdes podem ser causadas, principalmente, por um alinhamento
incorreto das fitas do DNA e/ou recombinacao (Tautz 1993; Comings 1998; Li et
al. 2002).

Os microssatélites tém se mostrado bons marcadores por sua grande
quantidade e distribuicdo no genoma, associada a alta variabilidade, torna-os
capazes de gerar uma maior definicdo e resolugao, permitindo seu uso em analise
de estrutura populacional, estrutura genética, estimativa de fluxo génico, padrdes
de dispersao e relagbes de parentesco nas mais variadas espécies (Exs.: coalas
— Fowler, et al. 1998; peixes — Avise 2002; Ostracoda — Finston 2002; cavalos —

Cunningham et al. 2001; caes — Koskinen 2003; saguis — Nievergelt et al. 2000;
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cervos - Sorin 2004; vison — Yamaguchi et al. 2004; e diferentes roedores — Baker
et al. 1999; Moro & Spencer 2003; Bishop et al. 2004).

Por outro lado, as analises devem ser cuidadosas no momento da
utilizacdo destes marcadores, principalmente ao considerar a possibilidade de
estabilizacdo ou mesmo delecdo de grandes partes do mesmo, causados por
eventos mutacionais de insercdes/delecbes que interrompem as repeticdes
(Taylor et al. 1999). Junto a isso, estudos tém demonstrado a associagao entre o
grau de repeticao de mini e microssatélites e desordens diversas (Comings 1998),
abrindo a possibilidade de que semelhangas em tamanho nao ocorram em fungao
de fluxo génico ou homogeneidade entre populagbes, mas sim em fungdo das
limitagbes das variagdes de alelos existentes.

Entre os trabalhos feitos em Ctenomys utilizando marcadores do tipo
microssatélites pode ser citado o estudo de Lacey (2001), que determinou e
analisou 13 loci de microssatélites para duas espécies, inicialmente para C. haigi
e depois para C. sociabilis, relatando maior variabilidade em C. haigi. Tal fato é
atribuido tanto a fatores comportamentais, ja que C. sociabilis é social e C. haigi &
solitario, quanto a fatores histéricos de ocorréncia de gargalos de garrafa nas
populagdes; em Tchaicka (2002) foram utilizados seis loci de microssatélites na
determinagdo da estrutura genética de populagdes de C. minutus e do fluxo
génico entre elas em uma regido com duas possiveis barreiras geograficas;
Fernandez (2002) no qual foi analisada a variabilidade genética e a estrutura
populacional em trés populagées de C. flamarioni; em El Jundi (2003) foi feita a
analise de variabilidade em C. lami a partir dos marcadores de microssatélites

Hai, no qual foram definidos os /loci polimérficos na espécie e analisada a
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estrutura populacional; em Castilho (2004) foi feita uma analise em uma zona de
hibridagao intra-especifica de C. minutus; e em Gava & Freitas (2002; 2003; 2004)
microssatélites foram utilizados para inferir relacionamentos genéticos entre
populagdes cromossomicamente divergentes de C. minutus e também entre esta

espécie e C. lami.

|.8. ANALISE DE PATERNIDADE E DE PARENTESCO

As técnicas de analise de paternidade ainda encontram muitas dificuldades
como amostras incompletas (desconhecimento de ambos os pais ou a falta de
individuos da prole); presenga de individuos relacionados ao trio prole-pai-mae na
lista de candidatos a genitores, desconsiderando o pai e mae verdadeiros, 0 que
pode resultar numa reducao na confianca do teste; ou ainda pouco conhecimento
sobre comportamento da espécie a ser estudada. Por isso, diferentes métodos
foram criados para reduzir os danos da falta de informagdes no processo de
analise de parternidade e de parentesco. Entre os mais usados e com melhores
resultados estdo as probabilidades categorica e fracional, a reconstrucao
genotipica e a técnica de exclusao (Jamieson & Taylor 1997; Neff et al. 2000;
Garcia et al. 2002; Fiumera et al. 2002; Jones et al. 2003).

O método de probabilidade categérica para a paternidade atribui
fracionalmente a paternidade a todos individuos ndo excluidos da analise,
baseado em sua probabilidade relativa de paternidade. Esse enfoque permite que
padrbées de paternidade ao nivel populacional sejam acessados. (Smouse &

Meagher 1994; Marshall et al. 1998). Comparando a probabilidade categdrica com
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a fracional, Smouse & Meagher (1994) concluiram que a segunda €& superior
porque utiliza todos os dados avaliados, diferente da primeira. No entanto, ele
pode subestimar sistematicamente a variacdo no sucesso reprodutivo dos
machos (Smouse & Meagher 1994). Dentro das possibilidades a técnica de
exclusdao se mostra ser a melhor para sua finalidade, pois os individuos sao
avaliados par a par, sendo excluidos da lista de possiveis genitores aqueles nao
apresentam ao menos um alelo em comum para cada locus em relagdo a prole
testada. Dentre os possiveis genitores, sdo testadas as probabilidades de cada
um em relagéo a prole, e entdo, definidos os individuos com maior chance de
serem os pais verdadeiros (Marshall et al. 1998).

Diferentes marcadores moleculares (RFLPs, RAPD, minissatélites e
microssatélites) podem ser usados para providenciar informagdes de interesse
para definicdo de questdes de parentesco (Thomas et al. 2000). A habilidade de
estimar relacionamentos genéticos entre dois individuos de uma linhagem
desconhecida em uma populacdo natural deve ser usada em duas areas de
conhecimento, entre outras: o estudo da evolugdo do comportamento social, que
freqientemente depende criticamente do conhecimento da relagdo genética entre
individuos (Queller & Goodnight 1989) e o controle de programas de reproducao
em cativeiro para espécies ameacgadas através da minimizacdo de
endocruzamentos, que se mostram frequentes quando dados sobre as linhagens
sdo inexistentes (Haig et al. 1990; Hedrick & Miller 1992). Na analise de
parentesco é necessario que haja um razoavel numero de Joci altamente
polimorficos, ou muitos loci quando a variabilidade ndo se mostra tdo grande,

sempre considerando /oci ndo ligados. A precisao da relagdo entre individuos em
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diferentes categorias também pode depender da frequéncia alélica dos /loci
utilizados (Chakraborty & Jin 1993; Blouin et al. 1996). Assim, é possivel que

quase todas as relagdes de parentesco sejam definidas.

27



IV - OBJETIVOS

A Planicie Costeira do Sul do Brasil € um laboratério natural (Villwock
1989) e, certamente, todas as variagbes anteriormente descritas na espécie C.
lami estao associadas as modificagdes que aconteceram na histéria desta regiao,
principalmente na Coxilha das Lombas.

O objetivo deste estudo € aumentar o conhecimento sobre a espécie C.
lami e também a compreensdo sobre padrdes ambientais, demograficos,
genéticos e, principalmente, sociais envolvidos na extensa diversidade existente
na mesma, possibilitando, também a comparacao com fenbmenos semelhantes
observados em outras espécies do género. Além disso, destacar a importancia da
analise da evolugao dessa espécie associada a formagao da regido.

Dentre os objetivos especificos destacam-se:

1) Genotipar os individuos de trés subpopulagdes para oito marcadores
microssatélites Soc, definidos como polimérficos para algumas espécies do
género. Reunindo esses dados com os 5 loci ja genotipados por El Jundi 2003
(Hai2, Hai3, Hai4, Hai5 e Hai12);

2) Analisar a diversidade intra e interpopulacional das trés subpopulagdes;

3) Analisar relagdes de parentesco entre individuos das diferentes

subpopulagdes;
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Resumo

A variabilidade em treze loci de microssatélites foi avaliada em 89 individuos
de Ctenomys lami, uma das espécies conhecidas como tuco-tucos, divididas
em trés possiveis subpopulagbes, em uma regido restrita e em ambiente
continuo, para analisar a estrutura genética das subpopulagdes e relagdes de
parentesco. As possiveis subpopulacbes foram identificadas por processo de
captura, marcacgao e recaptura, para identificar limites geograficos, possiveis
migrantes e identificacdo de prole recente. Cinco dos treze loci foram
acessados anteriormente através de El Jundi & Freitas (2004). O fato dos
valores de Fg variarem entre 0.0129 e 0.0666, e de p entre 0.0032 e 0.0810 e
0 numero de migrante por geracao ser de 7,75 sugerem uma populagao unica,
mas valores de F;; 0.094 a 0.178 indicam a possibilidade de essa
subestruturacao existir, mesmo que incipiente. Apesar de valores de Fis e Fgy
maiores em fémeas ndo é clara a existéncia de uma dispersdo sexo-
dependente. Para analise de paternidade, o PIC encontrado é relativamente
baixo (0.358), com média de 2.7 alelos por locus, resultando um poder de
exclusdo do primeiro genitor de 0.66 e 0.89 para o segundo genitor. A
permanéncia média reduzida de polimorfismos nos /oci estudados mantém a

sugestao da ocorréncia de um recente Efeito Fundador nessa populagéo.
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Introducao

Os primeiros registros do género Ctenomys sao identificados no final do
Pleistoceno, sendo que sua origem é reportada para o inicio do Pleistoceno na
Argentina (Reig & Kiblisky 1969; Contreras et al. 1987; Vucetich et al. 1999; Lacey
et al. 2000). A adaptacdo a um ambiente subterrdneo, com pequenas variagdes
climaticas permitiu a radiacdo desse género, ocupando o0s mais variados
ambientes. A partir de sua origem, no extremo sul da Argentina, espalhou-se por
toda sub-regido Patagonica, expandindo-se ao norte e ocupando desde a Terra
do Fogo até o sul do Peru (Pearson 1969; Reig et al. 1990; Nowak 1991). Sua
distribuicdo é restrita a regido Neotropical compreende mais de 50 espécies
identificadas, sendo considerado um dos géneros com uma das mais explosivas
radiagdes entre os mamiferos (Cook & Lessa 1998; Lessa & Cook 1998).

Ctenomys lami, uma das espécies conhecidas popularmente como tuco-
tuco, tem distribuigao restrita a uma regiao localizada na Planicie Costeira do Rio
Grande do Sul, conhecida como Coxilha das Lombas, situada ao nordeste do
Lago Guaiba e estendendo-se até a margem da Lagoa dos Barros, por uma faixa
de aproximadamente 78 km. A descricdo da espécie é recente (Freitas 2001),
pois era, até entdo, considerada parte integrante de C. minutus. Por esse motivo,
estudos publicados sobre sua estrutura demografica, genética e comportamento
ainda sao poucos, podendo citar os estudos prévios a definicdo da espécie
(Freitas 1994; 1995; 1997), nos quais foi sugerido que as populagdes distribuidas

pela Coxilha das Lombas seriam representantes de um taxon a parte, além do

31



estudo que definiu a nova espécie (Freitas 2001) e da pesquisa sobre sua
estrutura demogréfica e genética (El Jundi & Freitas 2004).

Estudos de analise de parentesco podem ajudar na definigdo organizagao
social e padrées de comportamento de espécies diversas, sendo usadas
diferentes técnicas para esse fim. Dentre elas o uso de RFLPs, minissatélites,
RAPDs e microssatélites (Thompson 1975; Ritland 1996; Queller & Goodnight
1989; Thomas 2000) podem fornecer informacbes de interesse sobre a
populacdo, permitindo estimativas de relacionamentos em uma base de
pareamento (Thomas 2000).

Neste trabalho sdo utilizados marcadores de microssatélites para analise
de parentesco que sdao comumente usados nas mais variadas espécies de
vertebrados, sendo exemplos Verasper moseri, uma espécie de peixe (Romo et
al. 2006) Monias benschi, uma ave subdesértica da familia Mesitornithidae
(Seddon et al. 2005), Oryctolagus cuniculcus, coelho selvagem Europeu (Surridge
et al. 1999), Lemmus sibiricus, um roedor da familia Cricetidae conhecido como
lemingue siberiano (Ehrich & Stenseth 2001). Neste caso, os marcadores foram
desenvolvidos a partir de espécies co-genéricas de C. lami.

O objetivo deste estudo é identificar dispersdo dos individuos entre trés
possiveis subpopula¢des de C. lami. Inicialmente, verificado entre os trés demes,
a migragcao dos dois sexos separadamente, finalmente examinar, através da
determinacgao de parentesco, a relacdo entre os individuos entre e dentro das trés
provaveis subpopulacdes. Com isso propde-se esclarecer padrbes ambientais,
demograficos, genéticos e sociais e relacionar a evolugao da espécie, relacionada

a formacéo da regido.
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Material e Métodos

Area de estudo

A area estudada localiza-se ao lado do Parque Estadual de Itapua, na
borda leste da Lagoa Negra (S 30°21'35,6"/WO 51°00'32,9"), municipio de
Viaméo, Rio Grande do Sul, Brasil (Fig.1). As amostras foram coletadas no
periodo de Margo de 1998 a Outubro de 1999 por El Jundi e colaboradores
através do método de captura, marcagao e recaptura (Marinho & Freitas 2006).
Informagdes como peso, medidas corporais e condicdes reprodutivas das fémeas
foram colhidas. Amostras de tecido e sangue de 89 individuos (subpopulagéo A,
N=19; subpopulagdo B, N=37 e subpopulagdo C, N=33) foram coletadas para
posterior analise em laboratério. As trés subpopulacdes identificadas possuem

distancias de 150, 300 e 450 m, AxB, BxC e AxC, respectivamente.

Extracdo de DNA e amplificagdo por PCR

O DNA das amostras foi extraido de acordo com o protocolo descrito por
Medrano et al. (1990), com modificacbes, sendo utilizado para amostras de
sangue e de tecido. Oito grupos de primers para microssatélites desenvolvidos
por Lacey et al. (1999) a partir da espécie co-genérica C. sociabilis, os quais
foram identificados como sendo polimdérficos para diferentes espécies do género
(Lacey et al. 2001, Cutrera 2005), foram utilizados - Soc1, Soc2, Soc3, Soc4,

Soch, Soc6, Soc7 em Soc8. As reacgdes de amplificacdo foram feitas com volume
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final de 20ul (0.7mM dNTP; 0.27uM de cada primer; 1x Taq Buffer; 1.5 mM MgCl;
e 0.65 U Tag DNA polimerase) nas condi¢gdes descritas a seguir: 1 ciclo inicial de
desnaturagao a 94°C por 1min, 35 ciclos com temperatura de anelamento
variando entre 58 e 64°C para os diferentes primers, terminando com extensao
final de 5 min a 72°C. Os produtos de PCR foram separados em géis de
poliacrilamida ndo-desnaturante 6% e desnaturante 10% com glicerol, e revelados
com nitrato de prata para visualizagdo dos resultados. Os loci Hai (Hai2, Hai3,
Hai4, Hai5 e Hai12) desenvolvidos por Lacey et al. (1999) foram analisados em El
Jundi & Freitas (2004) e suas informagbes adicionais podem ser acessadas

através do mesmo.

Estrutura Genética

Relacbes entre populagbes foram examinadas usando o programa
Genepop 3.1 (Raymond & Rousset 1995), onde foi verificada diferenciacao
populacional (numero de migrantes, Fg, pst, Fis) (Weir & Cockerham 1984). A
andlise dos valores de Fg, para verificar isolamento e diferenciacao entre as
subpopulacgdes, foi feita levando em conta a classificagdo feita por Nei (1978),
sendo considerado um valor "baixo", o Fx<0,05; médio, 0,05< F4 <0,15 e alto, Fs
>0,15. O fluxo génico foi estimado através do numero de migrantes efetivos (Nm)
pela férmula: Nm=[1/Fs1]/4 (Wright 1951; 1977; Slatkin 1994) e valores de F;.

Verificou-se heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada
(He), diversidade génica (Nei 1987). Equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado

para cada locus, pelos valores exatos de p, e o desequilibrio de ligagéo entre os
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loci foi testado pelo Método de Fisher, ambos usando o método da Cadeia de
Markov (100 dememorization, 100 batches, 100 iterations) (Guo & Thompson
1992; Rousset & Raymond 1995), usando correcao de Bonferroni (Rice 1989)
posteriormente.

Dispersdo sexo-dependente foi verificada através do programa Fstat293,
separando individuos machos e fémeas no momento da analise. E o conteudo de
informacéao polimdrfica (PIC), heterozigosidade média, média de alelos por locus,
simulagdes e analise de parentesco foram realizadas pelo programa Cervus 2.0
(Marshal et al. 1998) para identificar a mais provavel mae e o mais provavel pai
de cada individuo da prole. Posteriormente cada sexo foi testado separadamente
para selecionar os individuos com maior possibilidade de paternidade para cada
individuo da progénie testado. As simulagdes foram desenvolvidas por 10.000
ciclos, taxa de erro de tipagem de 0,010, confianga relaxada de 80 % e estrita de

95%.
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Resultados

Estrutura Genética

Foi observado um total de 27 diferentes alelos (14 nos 5 loci Hai e 13 nos 8
Soc), 24 na subpopulagao A, 26 na B e 25 em C. O alelo 3 do Hai 4 esta ausente
na subpopulacédo C; o alelo 3 do locus Hai5 é exclusivo de B; o alelo 2 do locus
Soc7 é exclusivo de C e o locus Soc7 nao apresenta o alelo 3 em A.

Dos oito loci analisados no presente trabalho (Soc 1 a 8), dois (Soc5 e Soc
6) se mostraram monomorficos € um (Soc4) ndo produziu produtos de PCR bem
resolvidos, sendo descartado das analises. Nos cinco /loci que apresentaram
variabilidade, juntamente com os cinco Hai analisados em El Jundi & Freitas
(2004), a variagao de cada locus foi pequena, ficando entre dois e trés alelos. A
média do numero de alelos por locus observada ficou em 2.21, incluindo os quatro
loci monomorficos (Hai9, Hai11, Socb e Soc 6) e 2.7 alelos por locus
considerando apenas os polimérficos. A heterozigosidade média observada
apresentou valores de 0.253 para a populacéao total (Tab. 1) e de 0.2237; 0.2514
e 0.2860, para as subpopulagdes A, B e C respectivamente.

Analises de diferenciagao entre as subpopulagdes par a par indicaram
valores baixos de Fg de 0.0129; 0.0321 e 0.0666 (subpopulagdes AxB, BxC e AxC
respectivamente) e o numero de migrantes (Nm) por geracao foi de 7.75 entre as
trés subpopulacbes e analisando o0s sexos separadamente as fémeas
apresentaram um Nm de 7.89 e os machos, de 1.0321. Considerando as
subpopulagdes par a par, a partir dos valores de Fg (Wright 1951), o numero de

migrantes foi de 19.13; 7.78 e 3.50 (AxB, BxC e AxC, respectivamente) (Tab. 2).
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Portanto, as analises dos dados como um todo, sugerem uma unica populagao
considerando a classificagdo de Nei (1978), apesar do valor de Fs 0.0666. A
analise de desequilibrio de ligagédo sugere ligagao entre Hai3/Hai12, Hai3/Hai4 e
Hai5/Hai6, mas apos a corregao de Bonferroni ser aplicada, nenhum desequilibrio
significativo foi encontrado. As analises de equilibrio de Hardy-Weinberg
demonstraram um desvio significante em apenas um Jlocus (Hai4), depois de
aplicar a corregao de Bonferroni, indicando um déficit de heterozigotos (p<0.05).
Valores de Fjs foram de 0.1467 para A; 0.1837 para B; e 0.0935 para C, e foram
observados oito loci com valores positivos e dois negativos (Hai12 e Soc1) (Tab.
1).

Os valores de ps sdo baixos em sua maioria, sendo que quando
comparadas par a par, as subpopulacdes apresentam valores de 0.0032; 0.0398;
e 0.0824, para AxB, BxC e AXC, respectivamente (Tab. 4). Valores altos (acima
de 0,2) foram encontrados nos loci Hai4 e Hai5 na populagéo total, apenas o
Hai12 na analise par a par para as populagdes AxC. Quando analisados 0s sexos
separadamente, fémeas adultas apresentaram valores acima de 0.2 nos loci Hai4,
Hai5, Soc2 e Soc3 e os machos apenas em Hai3 e Soc8.

Na analise por locus do Equilibrio de HW foi verificada uma deficiéncia de
heterozigotos no Hai3 na subpopulacdo C; no Hai4 nas subpopulagées A e B
(p<0.05); no Hai5 em B; e no Soc2, nas subpopulagdes A e B. Uma deficiéncia de
heterozigotos em fémeas adultas, foi encontrada no Hai3 na pop C, no Hai4 nas
pop A e B e no Soc2, na pop B. Em machos, nao foi identificada deficiéncia de
heterozigotos. Analisando locus por locus, verifica-se que as fémeas apresentam

deficiéncia de heterozigotos em quatro loci (Hai3, Hai4, Hai5 e Soc2), mas apenas
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Hai4 e Hai5 se mostraram significativos para a deficiéncia na populagao total apos
corregao de Bonferroni.

Quando testados todos loci de cada populacao verificou-se que as fémeas
dos trés subgrupos apresentam deficiéncia de heterozigotos. E verificando valores
nas subpopulagdes, incluindo ambos os sexos, a deficiéncia é verificada nas
subpopulagdes A e B.

Na analise de paternidade através do programa Cervus 2.0 obteve-se um
poder de exclusdo baixo, sendo para o primeiro genitor de 0.66, e 0.89 para o
segundo genitor. O valor de PIC (Conteudo de informagéo polimérfica) de 0.358
também se mostrou baixo, ndo tendo, através do presente conjunto de dados
analisados, a possibilidade de definicdes de paternidade. Mesmo assim foi
testada a prole conhecida, jovens e sub-adultos coletados nas trés
subpopulagdes, contra as fémeas adultas e em seguida, contra os machos
adultos da populacao total. As probabilidades de nao-exclusdo foram obtidas,
além do valor relativo a probabilidade dos individuos adultos com maiores
possibilidades de serem os genitores (Tab. 5). Considerando prole e dois
genitores pertencentes a mesma subpopulagéo, obteve-se 10 possiveis familias
(duas na subpopulacéo A: TJ04, TJO8 e TJO6; TJ70, TJ10 e TJ88; trés em B:
TJ19, TJ34 e TJ83; TJ58, TJ25 e TJ83; TJ82, TJ92 e TJ56; e seis em C: TJ41,
TJ77 e TJ40; TJ43, TJ63 e TJ33; TJ44, TJ28 e TJ33; TJ67, TJ74, TJ40; J75,
TJ49 e TJ33; TJ87, TJ66 e TJI38 - considerando sempre prole, mae e pai,
respectivamente) de um total de 26 individuos jovens e subadultos testados.
Verificando a prole presente em uma mesma subpopulagdo que a possivel mae

apenas, obteve-se sete casos (um em A: TJ68 e TJ55, trés em B: TJ21 e TJ24;
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TJ59 e TJ24; TJ84 e TJO7; e trés em C: TJ46 e TJ47; TJ67 e TI74; TJ76 e TJI47 -
considerando prole e mae, respectivamente) o mesmo (sete casos) ocorrendo
quando considerada a prole com apenas o possivel pai na mesma subpopulagao
(um em A: TJ69 e TJ89; dois em B: TJ31 e TJ90; TJ57 e TJ83; e quatro em C:
TJ42 e TJ33; TJ44 e TJ33; TJ65 e TJ38; TJ78 e TJ52 - considerando prole e
machos, respectivamente). No caso de ambos possiveis genitores estarem em
uma mesma subpopulacéo e a prole em uma diferente (os dois casos em C: TJ64
e TJ38; TJ63 e TJ36, considerando fémeas e machos dos individuos TJ29 e TJ80
da prole, respectivamente), obtivemos duas ocorréncias, e dois também, foram os
casos de que cada individuo (possivel pai, possivel mae e prole) foi identificado
em uma subpopulagao diferente (TJ45, TJ16 e TJ89; TJ71; TJ63 e TJ26) (Tab. 5).

No caso de um macho ou uma fémea ser o possivel genitor de mais de um
individuo da prole, temos uma ocorréncia maior dessa situagdo em machos, em
que temos um caso em que ha a possibilidade de um macho ser o progenitor de
quatro individuos da prole (TJ33 - TJ42, TJ43, TJ44 e TJ75, todos da
subpopulagédo C); trés casos que ha a possibilidade de um individuo ser pai de
trés (TJ38C - possivel progenitor de TJ29B, TJ65C e TJ87C; TJ83 - possivel pai
de TJ19, TJ57 e TJ58, todos da mesma subpopulacao; TJ89A - TJ69A, TJ59B e
TJ45C) e quatro situagdes em um individuo do sexo masculino pode ser o pai de
dois (TJ40 - possivel pai de TJ41 e TJ67, todos de C; TJ88A - TJ70A e TJ46C;
TJ26B - TJ6BA e TJ71A; e TJ56B - TJ76C e TJ82B). Em fémeas ha duas
possibilidades de uma fémea ser mae de trés individuos da prole (TJ24B -
possivel mae de TJ21B, TJ59B e TJ78C; TJ28B - TJ42C, TJ44C e TJ65C) e

quatro casos em que uma fémea pode ser progenitora de dois (TJ64C - de TJ29B
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e TJ43C; TJ47 - de TJ46 e TJ76, todos de C; TJ63C - TJ71A e TJBOB; e TJ85C -

TJ31B e TJ69A).
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Discussao

Verificando os valores de F par a par (AxB, BxC e AxC) encontrados, a
existéncia de uma estruturagdo em subpopulagdes nao é significativa, isto é, eles
indicam a existéncia de uma unica populacdo, considerando o baixo Fg
encontrado nos trés pares analisados usando os parametros de Nei (1978). Mas
considerando o fato de ndo serem encontrados individuos de uma subpopulacao
em outra, quando da ocorréncia de recapturas, e de que quanto maior a distancia,
maior o Fs e consequentemente menor o numero de migrantes, além de ser
verificada a existéncia de alelos ndo compartilhados pelas trés subpopulacdes
mostram uma possivel estruturacido incipiente. Valores de Fis mostraram haver
uma similaridade genética alta dentro das subpopulagdes.

A média reduzida de polimorfismos em todos loci testados indica que
possivelmente que um efeito Fundador tenha ocorrido recentemente nessa
populacdo. Considerando resultados encontrados para toda a distribuicao da
espécie (considerando os cinco loci Hai - média de 1,33 a 3,2 alelos por locus) (El
Jundi & Freitas 2004), também é provavel que o um efeito de Gargalo-de-garrafa
tenha ocorrido na espécie como um todo, ao verificarmos a variabilidade da
espécie co-genérica C. minutus, vizinha e provavelmente derivada de C. lami,
onde o numero médio de alelos por /locus varia de 7.33 a 8, utilizando os mesmos
conjuntos de primers (Castilho 2004).

Considerando um habitat fragmentado com migracao restrita, a deriva
genética deve, junto com a selegao natural e mutacdes, levar a uma diferenciacéo

local. J& em habitats continuos, no entanto, onde nenhuma fragmentagdo obvia
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pode ser detectada a diferenciacao genética pode também se fazer presente
(Ehrich & Stenseth 2001). A deriva genética ocorre localmente e pode criar uma
estrutura genética, por um processo conhecido como isolamento por distancia
(Wright 1943).

O padréao resultante de similaridade local e o aumento da diferenciagao
com o aumento da distancia podem, por um consideravel periodo de tempo,
estender-se a grandes areas geograficas. Em tais grandes distancias, eventos
histéricos tais como gargalo-de-garrafa, area de expansao ou colonizagdo podem,
em adigdo ao movimento individual, formar a estrutura espacial observada (Avise
1994). A auséncia de um padréo observado de isolamento pela distancia pode
sugerir que a espécie tenha recentemente colonizado a regido. Como nos
lemingues siberianos (Ehrich & Stenseth 2001) a estrutura genética fragmentada
pode ser interpretada como um sistema que ainda nao alcangou um equilibrio
migracéo-deriva apds o estabelecimento das populagdes na regido ou depois de
um evento de uma "grande mistura". Apesar das frequéncias génicas nas
amostras locais ndo terem mostrado qualquer padrdo de isolamento pela
distdncia, as analises de gendtipos individuais revelam uma leve tendéncia ao
decréscimo da similaridade genética com o aumento da distancia.

Os valores de F;s em fémeas, maiores que nos machos, um maior niumero
de migrantes e a deficiéncia de heterozigotos mais acentuada sugere a existéncia
de uma dispersao fémea-dependente, mesmo nao sendo significativa. Valores de
Fis, Fst € pst maiores em fémeas demonstram uma similaridade genética maior

entre elas, podendo sugerir uma dispersao fémea-depedente (Tab.3 e 4).
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Outro resultado interessante € que ha indicios de poliginia na espécie, pois
entre outros aspectos, foi identificada uma maior recorréncia de machos serem
possiveis progenitores de mais de um individuo da prole, em relagao as fémeas.
Esse comportamento poliginico, ja reportado para diferentes espécies do género
(Zenuto et al. 1999; Lacey 2001) foi sugerido em C. lami por El Jundi & Freitas,
(2004).

Na analise de paternidade e parentesco os resultados nao satisfizeram a
necessidade de um bom grau de confianga nas relacbes sugeridas entre
individuos (possiveis progenitores e prole), ainda mais considerando o baixo valor
no conteudo de informacdo polimérfica e o baixo poder de exclusao para o
primeiro e segundo genitores. Mesmo assim, pode-se inferir possiveis relagdes
entre individuos adultos e prole. Assim verificou-se diversos casos em que 0s
possiveis pais € maes se mostram presentes na mesma subpopulagcdo que a
prole. Mas ha casos em que isso nao ocorre, podendo sugerir que os individuos
subadultos da prole possam ter migrado para outras subpopulagdes.
Considerando que nem todos os individuos da populacdo foram coletados,
podemos estar inferindo a paternidade erroneamente, considerando que pode nao
ter ocorrido a captura de todos os individuos adultos sexualmente ativos, e
consequentemente, nem todos os progenitores verdadeiros. E levando em conta
que nas populacbes ha varias relagcbes familiares, e que nao temos o
conhecimento delas, o teste perde confianga, pois podemos estar testando
individuos proximamente relacionados com a prole e assim, estimar a paternidade

a individuos apenas aparentados.
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Para ter resultados positivos para o trabalho com essa populacao sera
necessario aumentar o numero de /ocus testados, para aumentar o numero
total de alelos, o que aumentara o grau de confiabilidade dos resultados. A falta
de mais conjuntos de primers para o género, compativeis com a espécie,
tornou-se o principal fator para a limitagdo do trabalho em laboratério e

consequentemente, para os valores insatisfatérios para melhores conclusoes.
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Anexos

Figuras:

Figura 1: Mapa da Coxilha das Lombas (em verde) destacando a regido de
Itapua, Viamao, RS, Brasil (em vermelho), onde foram feitas as coletas (ponto
preto). (Figura modificada de Freitas 1990).
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Figura 2: Area com a distribuicdo e distancia entre as trés possiveis
subpopulagdes de C. lami na regido de ltapua, Viamao, RS, Brasil



Tabelas

Tabela 1: Numero total de alelos, heterozigosidade e Fis observados e deficiéncia

de heterozigotos em uma populagédo de Ctenomys lami. Ho= heterozigosidade

observada; He= heterozigosidade esperada.

Locus N° de Alelos Ho He Fis (valor de p) def
heterozigotos
Hai2 2 0,348 0,391 0,109 0,4286
Hai3 3 0,545 0,654 0,167 0,0300
Hai4 3 0,215* 0,414 0,482 0,0003**
Hai5 3 0,341 0,469 0,274 0,0001**
Hai6 1 0 0 - -
Hai9 1 0 0 - -
Hai12 3 0,636 0,633 -0,005 0,8905
Soc1 2 0,282 0,258 0,115 0,8081
Soc2 3 0,488 0,585 0,190 0,0168
Soc3 3 0,274 0,332 0,120 0,1654
Soch 1 0 0 - -
Soc6 1 0 0 - -
Soc7 3 0,265 0.299 0,068 0,4566
Soc8 2 0,164 0.177 0,041 0,2907
Total 27# 0,253 0,300 0,1561# 0,3087#

*p<0.05; ** p <0,001; # loci monomorficos n&o considerados
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Tabela 2: Valores de Fg (acima da diagonal) e o numero de migrantes por

geragao (Nm) baseada nos valores de F (abaixo da diagonal)

Subpopulacao Subpopulacao Subpopulacao

A B C
Subpop. A - 0,0129 0,0666
Subpop. B 19,13 - 0,0321
Subpop. C 3,50 7,78 -

p<0,001
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Tabela 3: Estimativa de Fjs, Fst € pst € Nm para todos loci para populacgéo total,

para fémeas e para machos

Fi Fst Pst Nm
Populacéo total 0.1405 0.0373 0,091 7,75
Fémeas 0.1963 0.0663 0,1575 7,89
Machos 0.0514 0.0499 -0,0137 1,0321
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Tabela 4: Estimativa de F e pst para subpopulagdes par a par, para todos os loci

AxB BxC AxC

Fst Pst Fst Pst Fst Pst

total 0.0129 0.0032 0.0321 0.0398 0.0666 0.0824
fémeas 0.0390 0.0137 0.0701 0.0785 0.0813 0.0994

machos 0.0273 -0.0006 0.0457 0.0318 0.0644 0.0978
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Tabela 5: Relagdo dos mais provaveis progenitores, separados por sexo, de cada

individuo da prole da populacgéo total, identificacdo da subpopulagao proveniente,

probabilidade de nao-exclusao e valor de LOD de cada provavel parental.

Prole  Pop Provavel Pop Probab LOD Provavel Pop Probab LOD
mée N&o exclusédo Provavel Pai/pop Nao provavel pai
mae excluséo

TJO4 A TJO8 A 0,330 2,387 TJ06 A 0,330 3,248
TJ19 B TJ34 B 0,579 1,551 TJ83 B 0,579 2,297
TJ21 B TJ24 B 0,539 2,663 TJ15 A 0,539 1,556
TJ29 B TJ64 C 0,434 2,130 TJ38 C 0,434 2,110
TJ31 B TJ85 C 0,258 2,031 TJ90 B 0,258 1,682
TJ41 C TJ77 C 0,172 3,104 TJ40 C 0,172 1,794
TJ42 C TJ28 B 0,591 1,627 TJ33 C 0,591 2,657
TJ43 C TJ64 C 0,169 1,120 TJ33 C 0,169 1,678
TJ44 C TJ28 B 0,230 2,407 TJ33 C 0,230 2,567
TJ45 C TJ16 B 0,258 3,216 TJ89 A 0,258 0,845
TJ46 C TJ47 C 0,635 2,071 TJ88 A 0,635 1,309
TJ57 B TJ13 A 0,701 1,648 TJ83 B 0,701 0,973
TJ58 B TJ25 B 0,266 1,782 TJ83 B 0,266 1,271
TJ59 B TJ24 B 0,130 3,384 TJ89 A 0,130 0,596
TJ65 C TJ28 B 0,104 2,760 TJ38 C 0,104 3,650
TJ67 C TJ74 C 0,105 1,793 TJ40 C 0,105 2,152
TJ68 A TJ55 A 0,165 2,378 TJ26 B 0,165 2,016
TJ69 A TJ85 C 0,307 1,825 TJ89 A 0,307 0.886
TJ70 A TJ10 A 0,331 2,273 TJ88 A 0,331 2,476
TJ71 A TJ63 C 0,427 1,428 TJ26 B 0,427 0,481
TJ75 C TJ49 C 0,434 2,371 TJ33 C 0,434 1,862
TJ76 C TJ47 C 0,135 3,136 TJ56 B 0,135 2,358
TJ78 C TJ24 B 0,228 3,238 TJ52 C 0,228 0.079
TJ80 B TJ63 C 0,164 1,249 TJ36 C 0,164 1,144
TJ82 B TJ92 B 0,693 1,789 TJ56 B 0,693 3,266
TJ84 B TJO7 B 0,536 1,227 TJ39 C 0,536 1,876
TJ87 C TJ66 C 0,0660 2,978 TJ38 C 0,0660 0,808
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VI - DISCUSSAO

A analise da distribuicao das freqUéncias dos diferentes alelos indicou a
possivel existéncia de um recente efeito Gargalo de Garrafa na espécie Ctenomys
lami, ja sugerido por El Jundi & Freitas (2004; no prelo). Por outro lado, o pequeno
numero de alelos observados na populacido e a baixa mobilidade nessa espécie,
associados a eventos de extincdo e recolonizagdo, poderiam indicar a
possibilidade de um Efeito Fundador ser o responsavel por esta baixa
variabilidade na populacdo em questdo, sendo um ponto de grande importancia a
ser resolvida futuramente, aumentando os estudos sobre essas populacgées.

Pelo fato de nao terem sido encontrados adultos compartiihando o mesmo
sistema de tuneis e por haver dimorfismo sexual, El Jundi (2003) sugeriu que seja
uma espécie solitaria como C. flamarioni (Fernandez 2002) e C. haigi (Lacey et al.
1998), por exemplo. E resultados sugerindo possiveis machos como progenitores
de varios individuos da prole dando a entender a existéncia de poliginia na
espécie.

Os resultados nao apresentam um bom grau de confiangca nas relagbes
sugeridas entre individuos (possiveis progenitores e prole), ainda mais
considerando o baixo valor no conteudo de informacgédo polimérfica e o baixo
poder de exclusdao para o primeiro e segundo genitores. Outro aspecto
importante, que impede uma confianga maior nos resultados é a falta de
informacgdes sobre possiveis grupos familiares, considerando que o conhecimento
poderia excluir possiveis parentes proximos das andlises de paternidade, ja que

estes compartilham um numero maior de genes em comum. Além disso, o fato de
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nao ter ocorrido a captura de todos individuos da populacao, varios individuos que
teriam uma probabilidade maior de serem os reais progenitores podem nao ter
sido coletados.

Mas mesmo com diversas limitagdes, vemos que a populagdo, esta
recentemente subdividida em trés, apresentando um sinal de estruturacéo, que
nao se mostrou significativa, mas é aparente. E por esse motivo, através desse
trabalho, infere-se que seja uma populagao com uma subestruturagao incipiente e

que ainda nao atingiu um equilibrio.
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VIl - ANEXOS

Tabela 6: Numero de alelos observados em cada /locus polimérfico Soc, tamanho

dos alelos em pares de bases referente a populacio total e motivos de repeticao.

Locus n° alelos Tamanho dos alelos em pares de Motivos de
base e (n° do alelo) Repeticao

Soc1 2 281 (alelo 1) - 279 (alelo 2) Dinucleotideo

Soc2 3 155 (alelo 1) - 153 (alelo 2) - 143 Dinucleotideo
(alelo 3)

Soc3 3 129 (alelo 1) - 125 (alelo 2) - 119 Dinucleotideo
(alelo 3)

Soc7 3 281 (alelo 1) - 275 (alelo 2) - Dinucleotideo

273(alelo 3)
Soc8 2 163 (alelo 1) - 157 (alelo 2) Dinucleotideo
Total 27
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Tabela 7: Numero de alelos observados em cada primer e nimero codificado para

cada um dos alelos em cada uma das trés subpopulacdes por locus.

N° de alelos/subpopulagao e n° dos alelos

Locus A B C

Hai2 2 1e2 2 1e?2 2 1e2
Hai3 3 1,2e3 3 1,2e3 3 1,2e3
Hai4 3 1,2e3 3 1,2e3 2 1e2
Hai5 2 1e2 3 1,2e3 2 1e2
Hai12 3 1,2e3 3 1,2e3 3 1,2e3
Soc1 2 1e2 2 1e2 2 1e2
Soc2 3 1,2e3 3 1,2e3 3 1,2e3
Soc3 3 1,2e3 3 1,2e3 3 1,2e3
Soc7 1 3 2 1e3 3 1,2e3
Soc8 2 1e?2 2 1e2 2 1e?2
Total 24 26 25
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Tabela 8: Descrigao dos gendtipos da populagao total de C. lami para os dez loci

utilizados. (f=fémeas; m=machos; A, B e C= subpopulagdes; *= ndo analisado)

Individuos | H2 H3 H4 H5 H12 S2 S3 S1 S8 S7
TJO1fB 17 1/3 11 171 1/2 1/2 171 17 171 3/3
TJ02fB 2/2 172 * 172 171 171 171 17 172 3/3

TJO3mB 1/2 1m 11 2/2 2/2 2/2 1/2 1M 17 3/3

TJO4mA 7nm 17 11 2/2 1/2 2/2 1/2 1/2 171 3/3

TJOSmA 17 2/3 1/3 1/2 171 22 17 1/2 171 3/3

TJO6MA 7nm 17 11 2/2 1/2 2/2 1M 1/2 17 3/3

TJO7fB 7n 1/2 11 171 * 173 172 1/2 171 173
TJOSFA 171 171 11 22 173 22 171 1/2 171 3/3
TJOOfB 1/2 22 11 22 2/13 17 171 17 171 3/3
TJ10fA 7n 17 11 1/2 1/2 172 171 1/2 171 3/3
TJ1fA 17 1/3 2/2 22 1/2 22 171 17 171 3/3
TJ12fA 17 1/3 2/2 22 1/2 22 171 17 171 3/3
TJ13fA 1/2 171 11 22 22 1/2 171 17 1/2 3/3
TJ14fB 2/2 1/2 2/2 1/2 171 22 171 1/2 1/2 3/3
TJ15mA 1/2 1/2 2/2 2/2 17 22 172 17 171 3/3
TJ16fB 7m 17 vl 2/2 17 171 171 1/2 171 3/3
TJ17fB 1/2 1/2 * 1/2 1/3 2/3 171 1" 171 3/3

TJ18mA 17 3/3 11 22 17 22 al 7 171 3/3

TJ19mB 17 1/3 11 22 1/2 1/2 17 7 171 3/3

TJ20fB 22 1/3 2/2 22 17 22 171 7 1/2 3/3
TJ21mB 1/2 1/2 * 22 17 1/2 1/2 1/2 1/2 3/3
TJ22fB 212 1/3 2/2 22 17 22 1/2 2/2 171 3/3
TJ23fB 22 113 2/2 22 171 3/3 172 1/2 171 3/3
TJ24fB 2/2 12 * 22 173 171 22 17 1/2 3/3
TJ25fB 212 1/2 11 22 1/3 1/2 171 1/2 1/2 3/3
TJ26mB 17 3/3 * 22 1/3 1/3 1/2 17 171 3/3
TJ27mB 17 171 11 1/2 212 2/3 17 7 171 3/3
TJ28fB 17 1/2 12 1/2 213 22 171 7 1/2 1/3
TJ29mB 17 3/3 12 1/2 1/3 1/2 al 7 1/2 3/3
TJ30fB 1/2 3/3 11 1/2 17 171 171 1/2 1/2 3/3
TJ31mB 17 113 11 171 113 171 171 17 171 173
TJ32fB 1/2 23 11 22 213 1/2 171 1/2 171 3/3
TJ33mC 17 1/2 12 171 213 1/2 171 17 1/2 3/3
TJ34fB 17 2/3 11 22 2/3 171 171 7 171 3/3
TJ35fB 1/2 171 * 171 213 171 22 17 171 3/3
TJ36mC 1/2 1/2 172 1/2 1/3 1/2 1/2 17 171 2/3
TJ37fC 1/2 22 11 22 1/2 * * 17 171 3/3

TJ38mC 17 3/3 12 22 1/3 171 1/3 17 212 1/3

TJ39mC 2/2 17 11 1/2 1/3 1/2 17 17 17 1/3

TJ40mC 17 113 * 22 213 22 171 17 172 3/3
TJ41mC 1/2 3/3 172 22 22 22 17 17 1/2 173
TJ42mC 17 1/2 * 1/2 213 1/2 171 17 1/2 3/3

TJ43mC 17 1/2 2/2 171 1/2 2/3 1/2 17 1/2 3/3
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Continuagao da Tabela

TJ44mC 171 1/2 22 1/2 113 2/2 171 171 1/2 3/3
TJ45mC 171 11 1/2 1/2 11 1M 171 1/2 11 3/3
TJ46mC 171 2/3 171 1/2 1/2 12 1/2 1/2 11 3/3
TJ47fC 171 3/3 171 1/2 212 1M 1/2 171 11 3/3
TJ48mC 1/2 212 1/2 1/2 1/3 2/2 171 171 11 3/3
TJ49fC 171 212 171 171 1/2 2/2 171 171 11 3/3
TJ50fC 171 212 171 171 1/3 12 213 171 171 173
TJ52mC 1/2 2/3 * 1/2 1/2 1M 171 1/2 11 3/3
TJ53fC 171 1/3 171 171 1/2 * * * * *

TJ54fA 1/2 212 171 212 2/3 3/3 171 171 171 3/3
TJ55FA 171 113 171 1/2 11 12 171 171 11 3/3
TJ56mB 171 1/3 1/3 171 1/2 2/2 171 171 171 3/3
TJ57fB 1/2 1/3 171 212 1/2 * * * * *

TJ58fB 1/2 11 171 212 11 2/2 171 171 1/2 3/3
TJ59B 1/2 11 171 212 11 12 1/2 171 2/2 3/3
TJ60fB 1/2 11 22 212 212 2/2 171 171 1/2 3/3
TJ61mC 171 1/3 1/2 1/2 23 2/3 171 1/2 11 3/3
TJ62mC 1/2 1/3 171 171 23 2/2 171 171 2/2 3/3
TJ63fC 1/2 1/2 * 212 2/3 2/3 212 171 1/2 3/3
TJ64fC 171 3/3 1/2 171 1/3 1/3 1/2 171 1/2 3/3
TJ65fC 171 2/3 22 1/2 1/3 12 1/2 171 212 173
TJ66fC 1/2 2/3 171 212 212 1/3 171 1/2 1/2 3/3
TJ67fC 171 1/3 22 1/2 3/3 2/2 171 171 * 3/3
TJ68mMA 171 3/3 171 212 11 1M 171 171 11 3/3
TJ69mMA 171 11 171 1/2 1/2 1M 1/3 171 11 3/3
TJ70mA 171 113 171 171 11 12 171 1/2 11 3/3
TJ71mA 171 1/2 1/3 212 1/3 1/3 1/2 1/2 11 3/3
TJ74fC 171 3/3 1/2 1/2 2/3 12 1/2 171 11 3/3
TJ75mC 171 1/2 1/2 171 1/2 12 171 171 171 3/3
TJ76mC 171 3/3 171 171 22 12 171 171 11 3/3
TJ77fC 171 2/3 22 212 212 2/3 171 171 11 171
TJ78mC 1/2 212 171 212 113 1/3 1/2 1/2 1/2 3/3
TJ79fA 1/2 1/3 171 * 1/2 12 171 171 11 3/3
TJ80mB 1/2 1/2 171 * 113 2/2 212 1/2 11 3/3
TJ81fB 171 1/3 171 * 11 12 1/2 171 * 3/3
TJ82fB 171 113 1/3 * 1/2 1/2 171 171 171 3/3
TJ83mB 171 113 171 212 1/2 2/2 171 171 11 3/3
TJ84mB 1/2 11 171 1/2 1/2 12 1/3 1/2 11 113
TJ85fC 171 11 171 171 2/3 12 171 171 11 3/3
TJ86fC 1/2 3/3 171 1/2 113 12 171 171 11 3/3
TJ87mC 1/2 212 171 212 2/3 1/3 171 171 212 173
TJ88mMA 1/2 2/3 171 171 11 12 171 1/2 11 3/3
TJ89mMA 171 11 171 1/2 1/3 * * * * *

TJ9OmB 171 3/3 171 1/2 1/3 * * * * *

TJ92fB 1/2 3/3 1/3 171 11 * * * * *

TJ93mB 1/2 * 171 3/3 11 * * * * *
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Tabela 9: Descricao dos primers de microssatélites utilizados em C. lami no

presente trabalho de acordo com Lacey (1999).

Primer Seqliéncia do Primer (5’-3’) T anel. (°C) n°acesso Genebank
Soc 1 F: AACCTGAGGCACTGCATTCT 58 AY007694
R: GGAAACTTTGTCCCCAGTCT
Soc 2 F: TGAGCTTCAACTTCCAGCAA 62 AY007695
R: AGTGTGTTTCTGCCACCTCC
Soc 3 F: TGACCTACACAGTGAGACCCTG 64 AY007696
R: GACTTATGCCCCTTTTGGCT
Soc 4 F: CCCTGCACCAAAGAAATAAAA N&o AY007697
R: TGGGATGAGTTCTGTGTGGT estabelecida
Soc 5 F: GAAGGTTGGCAATGACAGAT 58 AY007698
R: TGCAGCTAAAAGGTGAAGC
Soc 6 F: CAAGCTCTTGCCCATCACTT 58 AY007699
R: ACTGCAGCTCAGGGGTAGTG
Soc7 F: CCCCCACACTGAAAGCGTTAT 58 AY007600
R: GACTGCCTGGCAACTCAGGTT
Soc 8 F: TGCAGTAAGCAGAGGCTGAA 58 AY007001

R: TTGACAGGAAGAATCTGGGG




