Biologia de Ambientes
Aquaticos Continentais

Instituto de Ciéncias Bioldgicas
— P6s-graduacdo em Biologia de
FURG Ambientes Aquaticos Continentais

: I I . Universidade Federal do Rio Grande

Diversidade genética, estrutura populacional e
conservacao de Cavia magna (Ximenez, 1980) no
extremo sul do Brasil

Caroline de Azevedo Gibbon

Orientador: Prof?. Dr?. Adriana Gava

Rio Grande
2016



Universidade Federal do Rio Grande

‘ Instituto de Ciéncias Biologicas Biologia de Ambientes
‘ Pés-graduacdo em Biologia de Ambientes Aguéticos Continentals
- Aquaticos Continentais
FURG

Diversidade genética, estrutura populacional e conservacao de
Cavia magna (Ximenez, 1980) no extremo sul do Brasil

Aluno: Caroline de Azevedo Gibbon
Orientador: Profd. Dra. Adriana Gava

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-graduacdo em Biologia de
Ambientes Aquaticos Continentais como
requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Mestre em Biologia de

Ambientes Aquaticos Continentais.

Rio Grande
2016



Dedico a minha familia.

“Por vocés eu faria mil vezes!”
Khaled Hosseini



AGRADECIMENTOS

- A Deus por me dar forca e estar presente em todos 0s momentos.
- Aos meus queridos pais Reginaldo e Meri pelo amor incondicional e toda dedicacdo a mim
concedidos, por sempre acreditarem no meu potencial, além da indispensavel ajuda nas capturas

dos preés. Muito obrigada por tudo. Amo vocés!

- Ao meu esposo Juanior pelo amor, carinho, compreensdo, incentivo e pela ajuda com os
programas computacionais. Te amo muito!

- A minha irm& Camila pelo carinho e pelas risadas, além da ajuda nas saidas de campo e nos
ultimos dias com o empréstimo do computador. Te amo!

- A minha orientadora Adriana Gava pelos ensinamentos tedricos e praticos sobre genética, pelo
auxilio no campo, no laboratério, nas analises e na escrita. Muito obrigada!

- A FURG e ao PPG BAAC por tornar possivel a realizaco desse trabalho.
- Aos professores do PPG BAAC pelos aprendizados.

- A todas as pessoas/familias que me permitiram entrar em suas propriedades para coletar as
amostras de tecido dos preas.

- A Daiana e a Thaisa companheiras de laboratério. Obrigada pela ajuda, pelos ensinamentos,
pelas risadas e por me ouvir lamentar constantemente pelas interminaveis PCRs.

- Aos técnicos Bruna e Diego pelo auxilio no campo e com os procedimentos do laboratério.

- A todo pessoal do Lab. de Genética pelo auxilio nas extracBes, no preparo de solucdes, na
checagem dos géis, na execucao das PCRs, no manuseio dos equipamentos e etc. Foi um grande
aprendizado!

- A banca examinadora pelas criticas construtivas.

- A todas as pessoas que de maneira direta ou indireta contribuiram para elaboracdo desse
trabalho.



RESUMO

A diversidade genética das populacGes € o resultado de processos que envolvem mutacéo,
migracdo, deriva genética e selecdo. Reducbes na densidade populacional e auséncia de
migracdo, podem reduzir a diversidade genética e prejudicar a capacidade das populagdes
suportar mudangas ambientais. Cavia magna possui caracteristicas intrinsecas que a tornam
vulneraveis ao declinio de suas populagdes. Desta forma, temos como estimar, em uma escala
espacial regional, a diversidade genética, a estrutura populacional e a intensidade do fluxo génico
em populacdes de C. magna; iremos investigar sinais de gargalos populacionais e
endocruzamentos nas populagdes; testaremos o efeito do sexo sobre a disperséo; e discutiremos a
implicacdo que as barreiras geogréaficas existentes na paisagem tém sobre estas populacfes. A
amostragem foi realizada no sul da planicie costeira do Rio Grande do sul, em seis sitios
amostrais, foram utilizadas armadilhas de arame tipo Tomahawk para capturar os individuos e
coletar amostras de tecido. Foram amplificados por meio de PCR nove loci microssatélites,
utilizando-se primers desenvolvidos para a especie C. magna e C. aperea. Os resultados indicam
gue as populacbes analisadas exibem valores elevados de diversidade genética. Contudo, existe
uma tendéncia geral para ocorréncia de endocruzamentos; gargalo populacional recente foi
detectado para uma populacdo; anélise Bayesiana e AMOVA revelaram presenca de estruturacao
populacional; valores reduzidos a elevados de diferenciacdo foram exibidos nas comparacfes
pareadas entre as localidades; ndo houve evidéncia significativa da dispersao ser desigual entre
os sexos; o fluxo génico entre as populacdes locais foi moderado. Esses ultimos padrfes
somados as caracteristicas peculiares da espécie, a eventos de destruicdo, fragmentacdo e
alteracdo dos habitats e a caca intensiva podem ocasionar reducdes drasticas ou isolamento das
populacdes em pequenas manchas de habitats propicios e com isso, tornar a espécie susceptivel a

exting&o.

Palavras-chave: prea; pequenos mamiferos; microssatélites; dispersao; barreiras geogréaficas.



ABSTRACT

The genetic diversity of populations is the result of processes that involve mutation, migration,
genetic drift and selection. Reductions in population density and the absence of migration,can
reduce the genetic diversity and damage the ability of populations to support environmental
changes. Cavia magna has intrinsic characteristics that make it vulnerable to the decline of their
populations. Thus, we have to estimate, in a regional spatial scale, genetic diversity, population
structure and the intensity of gene flow in C. magna populations; we will investigate signs of
population bottlenecks and inbreeding in populations; we will test the occurrence of dispersal
sex-biased; and discuss the implication that existing geographical barriers in the landscape have
on these populations. Sampling was conducted in southern coastal plain in the state of Rio
Grande do Sul, Brazil, at six sites, Tomahawk traps were used to capture individuals and collect
tissue samples. They were amplified by PCR nine microsatellite loci, using primers designed for
the species C. magna and C. aperea. The results indicate that the analyzed populations exhibit
high levels of genetic diversity. However, there is a general tendency for the occurrence of
inbreeding; recent population bottleneck has been detected in a population; Bayesian analysis
and AMOVA revealed the presence of population structure; values reduced to high
differentiation were shown in the paired comparisons between locations; there was no significant
evidence of the dispersion sex-biased; gene flow among local populations was moderate. These
latest standards added the peculiar characteristics of the species, the events of destruction,
fragmentation and alteration of habitats and intensive hunting can cause drastic reductions or
isolation of populations in small patches of favorable habitat and thus, make the species

susceptible to extinction.

Key-words: cavy; small mammals; microsatellites; dispersal; geographical barriers.
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1. INTRODUCAO GERAL

Diversidade genética e os processos que moldam a estruturacéo das populagdes

A variacdo genética é representada por todos 0s genes e todos os individuos de
uma populacdo e compde o patrimbnio genético dessa (Ricklefs, 2003). A
diversidade genética dentro e entre as populacBes é o resultado de processos
complexos que envolvem mutacdo, migracdo, deriva genética e selecdo; essa
diversidade é essencial para garantir a viabilidade e a continua evolucdo das
populagOes (Berthier et al., 2005). Dessa forma, eventos que reduzem a variabilidade
genética podem comprometer a aptiddo e a capacidade das populagdes de se
adaptarem a um ambiente em mudanc¢a, aumentando assim o risco de extingdo
(Frankham, 2005).

Frequentemente as populacdes estdo divididas em subpopulagdes que ocupam
areas de habitat propicio a colonizacdo e estabelecimento, separadas de outras
subpopulacBes por areas de habitat desfavoraveis, constituindo uma metapopulagédo
(Ricklefs, 2003). Conforme Levins (1969), a metapopulacdo é descrita como uma
populacdo de subpopulagdes, sendo que estas Ultimas exibem um equilibrio entre a
extincdo e a recolonizacdo e estdo interconectadas pela dispersdo e o fluxo génico.
Na presenca dessa subdivisdao populacional é quase inevitavel que as frequéncias
alélicas entre as subpopulacdes se tornem diferentes. Essa diferenciacdo genética
pode resultar de selecdo natural em favor de diferentes gendtipos em subpopulacdes
dissimilares, mas também pode resultar de processos aleatorios na transmissdo dos
alelos de uma geracdo para a proxima ou de diferencas casuais na frequéncia alélica
entre os fundadores iniciais das subpopulactes (Hartl & Clark, 2010).

Variagdes temporais e espaciais de parametros demogréaficos, como o tamanho
da populacdo e a taxa de migracdo, podem afetar a estrutura genética das populactes
(Berthier et al., 2005; Slatkin, 1993). Reducdes na densidade populacional que
acontecem quando as populacdes passam por repetidos gargalos populacionais e seu
tamanho efetivo é diminuido podem levar a perda da variabilidade genética (Wright,
1978). Nas populagdes pequenas, a reducdo da diversidade genética é causada pelos
efeitos combinados da deriva genética e endocruzamentos (Zschokke et al., 2011).
Por sua vez, a auséncia de migracOes entre as populagdes, seja pela existéncia de
barreiras ou pela limitacdo da capacidade de dispersdo dos individuos, ira limitar a

taxa de fluxo génico e a frequéncia de alelos em cada populacdo estard sujeita a
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mudancas aleatorias independentes (Hartl & Jones, 1998). Sem o efeito de
homogeneiza¢do do fluxo génico, tanto o tamanho efetivo quanto a diversidade
genética de cada subpopulacdo se tornardo menores ao longo do tempo, prejudicando
a capacidade das populacdes de suportar condi¢cdes ambientais novas (Spielman et
al., 2004; Costa et al., 2013).

A migracdo, portanto, & um processo central que afeta a dindmica e a evolugao
das populacGes, tendo um papel significativo na formacdo da estrutura genética e
demogréfica dessas (Hanski, 1998). Uma consequéncia importante do movimento de
animais entre as populagdes € o fluxo génico resultante do acasalamento (Moussy et
al., 2013). Altos niveis de dispersdo, com consequente fluxo génico entre populacées
geograficamente distantes, resultardo em alelos compartilhados, reduzindo a
diferenciacdo genética, de forma que elas funcionem demograficamente e
geneticamente como uma Unica populagdo. Em contraste, niveis baixos de dispersao
entre populacbes resultardo em diferenciacdo genética e as populacBes se tornardo
geneticamente distintas ao longo do tempo, o que pode levar ao isolamento
reprodutivo e especiacao (Bilton et al., 2001; Young et al., 2013).

Muitas espécies de vertebrados exibem diferencas nas taxas de dispersdo entre
machos e fémeas (Prugnolle & de Meeus, 2002). Em aves, por exemplo, as fémeas
geralmente sdo 0 sexo que mais dispersa e 0s machos sao filopatricos (female-biased
dispersal). Em mamiferos, todavia, o padrdo é invertido (male-biased dispersal).
Essa dispersdo sexo assimétrica pode resultar da aptidao diferenciada entre os sexos
associada a competicdo local por recursos (incluindo parceiros para reproducéo),
evitacdo de endocruzamento e investimento parental. Existe também uma forte
correlagdo com o sistema de acasalamento da espécie (Greenwood, 1980; Dobson,
1982; Clarke et al., 1997; Perrin & Mazalov, 2000).

Contudo, o fluxo génico e a resultante estrutura genética das populagdes
geralmente sdao moldados pela heterogeneidade ambiental. A genética de paisagem
investiga a interacdo entre as caracteristicas da paisagem e 0S pProcessos
microevolutivos (fluxo génico, deriva genética e selecdo). Essa disciplina visa
detectar descontinuidades genéticas e correlaciona-las com a paisagem e as
caracteristicas ambientais, tais como barreiras (Manel et al., 2003). Montanhas, rios e
gradientes de umidade podem representar barreiras geogréaficas e assim promoverem
a descontinuidade genética (Funk et al., 2005; Spear et al., 2005; Rapson et al.,

2013). Essas barreiras, que podem ser de origem natural ou antropogénicas,
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influenciam o movimento ou dispersdo dos individuos. Com isso, reduzem o fluxo
génico entre as populactes (Stevens et al., 2006; Clark et al., 2008; Zhu et al., 2010;
Talbot et al., 2012), resultando no acimulo de diferencas genéticas e, eventualmente,
na divergéncia de populacdes em espécies distintas (Wu & Ting, 2004).

Assim sendo, as aplicagdes de estudos genéticos em populacBes tém sido
amplamente empregadas, principalmente em espécies ameacadas e vulneraveis, ja
que a compreensdo dos padrGes de diversidade, estrutura genética e dispersdo
fornecem informacdes sobre as necessidades reais e abordagens que contribuirdo
para a elaboracdo de planos de gestdo e conservagdo de espécies (Frankham, 2010;
Row et al., 2012).

Os microssatélites

A diversidade genética das populagdes pode ser acessada por meio da
investigacao dos cromossomos, proteinas ou ainda sequencias de DNA (Allendorf et
al., 2012). A partir da década de 1980, o desenvolvimento de diferentes marcadores
moleculares neutros (RFLPs, RAPDs, minisatélites, microssatélites e outros) tornou
possivel o acesso a diversidade genética existente nas populacGes e a inferéncia dos
processos e mecanismos evolutivos atuantes nessas populagdes. Desde o advento da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) em 1980, o
uso de marcadores moleculares do tipo microssatélites se tornou muito difundido na
Biologia. Ainda hoje, um grande nimero de estudos utilizam estes marcadores para
investigar a estrutura genética de populaces, abordando questdes evolutivas e
conservacionistas (Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

Os microssatélites sdo extensdes de DNA que consistem em repeticdes de
sequéncia simples (SSRs - simple sequence repeats) dispostas em tandem, cuja
unidade de repeticdo apresenta de 1-6 pb (Beckmann & Weber, 1992; Jarne &
Lagoda, 1996; Ellegren, 2004). S&o encontrados com maior ou menor abundancia no
genoma de quase todos os organismos conhecidos. A principal caracteristica dos
microssatélites como marcadores moleculares é a sua hipermutabilidade e,
consequentemente, a sua hipervariabilidade em espécies e populacbes, devido a
variagbes no numero de unidades repetidas (Chambers & MacAvoy, 2000;
Chistiakov et al., 2006).

O alto polimorfismo de tamanho encontrado nos loci microssatélites é

explicado pelo deslizamento nas fitas de DNA durante a replicacdo, causando a perda
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ou o ganho de uma unidade de repeticdo. Este mecanismo de mutacdo € especifico
para as sequéncias repetidas em tandem (Schlétterer, 2000). Como séo marcadores
codominantes de tamanho relativamente pequeno, que podem ser facilmente
amplificados com a PCR, os microssatélites tém sido aplicados com éxito,
principalmente em mapeamentos geneticos, testes de parentesco, genética de
populages e conservagao (Schlétterer, 2004; Chistiakov et al., 2006).

Contexto geoldgico: a Planicie Costeira

A Planicie Costeira do Rio Grande do Sul (PCRS) é uma éarea plana e
alongada entre as latitudes 29 °S e 34 °S. Foi formada por grandes flutuagdes do
clima e no nivel do mar durante o Pleistoceno e o Holoceno (Villwock et al., 1986).
Segundo Tomazelli & Villwock (2005), os depositos aflorantes na PCRS
acumularam-se em dois grandes sistemas deposicionais especificos desenvolvidos na
regido durante o final do Terciario e inicio do Quaternario: (1) um sistema de leques
aluviais ocupando uma faixa continua ao longo da parte mais interna da planicie e,
(2) quatro distintos sistemas deposicionais transgressivo-regressivos do tipo laguna-
barreira.

Ha cerca de 400 mil anos, no periodo Pleistoceno, a planicie costeira gatcha
se encontrava inteiramente coberta pelo Oceano Atlantico. Durante um longo tempo,
as ondas e as correntes litoraneas depositaram barreiras arenosas que foram
lentamente separando a Laguna dos Patos e a Lagoa Mirim do oceano, e cerca de 120
mil anos atrés, cada lagoa se comunicava com 0 mar atraves de uma Unica abertura.
No fim do pleistoceno (ha aproximadamente 17 mil anos), caracterizado pelo clima
frio, grande parte da 4gua dos oceanos estava congelada nas calotas polares. Desta
forma, o nivel do mar era 120 metros abaixo de seu atual nivel e a planicie costeira
se estendia por cerca de 70 quilébmetros mar adentro, fazendo com que a Laguna dos
Patos e a Lagoa Mirim secassem, dando espaco para leitos de rios que conduziram a
agua da chuva em direcdo ao mar. No Holoceno (cerca de 5.500 anos atras) o clima
mais quente descongelou as calotas polares e o mar subiu até alcancar de 3 a 5
metros acima do nivel atual, cobrindo novamente extensas areas da planicie. Depois
disso, as &guas baixaram e retrabalharam os sedimentos arenosos da costa e as
desembocaduras do sistema lagunar. Na Laguna dos Patos, o fluxo continuo de dgua
doce movimentou grandes quantidades de sedimento, formando 0s corpos arenosos

que caracterizam o estuario e a estreita desembocadura da lagoa. Ja na Lagoa Mirim,
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a formacéo de um pontal arenoso deslocou a desembocadura cada vez mais para o
sul, até o fechamento do canal, formando assim, o Banhado do Taim e a Lagoa
Mangueira (Corréa, 1995; Corréa et al., 2004; Dillenburg et al., 2004; Seeliger et al.,
2004).

Espacialmente, a planicie costeira do Rio Grande do Sul é a mais ampla de
todo pais, estendendo-se por 620 km, desde o Municipio de Torres ao norte, até a
desembocadura do Arroio Chui ao sul (Tomazelli & Villwock, 1996). Pode ser
dividida em duas restingas descontinuas, separadas geograficamente pela
desembocadura da Laguna dos Patos: a do Rio Grande e a de Sdo José do Norte. Em
seu lado leste, a restinga do Rio Grande é limitada geograficamente pelo Oceano
Atlantico, em seu lado nordeste, pelo estuario da laguna dos Patos, e a oeste pela
lagoa Mirim. Interiormente se encontra a Lagoa Mangueira, lagoas menores e 0
banhado do Taim. E representada pelos municipios de Rio Grande, Santa Vitoria do
Palmar e Chui. A barreira do norte ou restinga de Sdo José do Norte é estreita, com
uma area emersa separando o ambiente marinho do lagunar. Tipicamente arenosa, a
restinga do norte é limitada ao sul pelo estuario da Laguna dos Patos e, ao norte,
ocupa uma faixa limitada pelo Oceano Atlantico, os terrenos da bacia do Parana e o
planalto de arenito basaltico, até Torres. O extremo sul da restinga é representado
pelos municipios de Sdo José do Norte, Tavares, Mostardas e Palmares do Sul.
Acima do paralelo 30 °S é constituida pelos distritos de Tramandai, Osério, Capao da
Canoa e Torres.

De um ponto de vista biogeografico, pela localizacéo e pela histéria geoldgica
holocénica, a planicie costeira se caracteriza por ser uma area de encontro de
contingentes floristicos e faunisticos originados fora dela. Esta condicdo determina,
por um lado, um baixo numero de endemismos e, por outro, grandes variacoes
internas, de acordo com as influéncias dominantes em cada area. A dindmica da sua
formacdo geoldgica, que levou milhares de anos para acontecer, imprimiu padrdes
nas populacdes bioldgicas ali presentes (Gava & Freitas, 2002; Gava & Freitas,
2003; Gava & Freitas, 2004) e além dos processos geograficos vicariantes que
podem ter sido cruciais para a diversidade de espécies na planicie costeira, a
estrutura e os padrdes de dispersdo das populac¢@es influenciam marcadamente a sua

prépria diversidade.
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Cavia magna: origem e caracteristicas

Os Caviomorphos, também conhecidos como Hystricognathi do Novo
Mundo, sdo um grupo diverso de roedores da América do Sul. A maior parte da
diversificacdo desse agrupamento ocorreu na auséncia de outros roedores e
ungulados modernos, originando 246 espécies vivas (além de indmeras formas
extintas), dispostas em 13 familias (Hayes & Ebensperger, 2011; Upham &
Patterson, 2012). Ocupam uma ampla gama de nichos ecologicos nesse continente
(Asher et al., 2004). Além disso, seus habitats variam de arbdreo, subterraneo até
semiaquético (Hayes & Ebensperger, 2011).

Quanto a origem desse agrupamento, existem duas hipéteses principais: se
originaram de formas norteamericanas ou descendem de ancestrais africanos. De
acordo com a primeira hipotese, divergiram durante o Paleoceno na Ameérica do
Norte e seriam derivados de um grupo de Franimorpha que chegou @ América do Sul
durante o Eoceno. Fésseis de roedores desse periodo com padréao histricognato foram
descritos no Texas como evidéncia, entretanto, conforme Reig (1981), esse material
€ muito segmentado e existe a possibilidade de convergéncia evolutiva. Ja a hipotese
de origem africana sugere que um grupo de histricognatos africanos teria atravessado
0 Oceano Atlantico através de balsas flutuantes durante o Paledgeno, originando os
Caviomorpha. Nesse periodo a América do Sul e a Africa estariam mais proximas do
que a atual configuracdo dos continentes, além disso, as paleocorrentes vindas da
Africa e a existéncia de ilhas de grandes extensdes possibilitaram a travessia
(Oliveira & Kerber, 2009). Essa hipbtese parece ser a mais aceitavel, considerando
que a similaridade entre roedores sul-americanos e africanos tem sido corroborada
por caracteristicas anatémicas, analise da microestrutura do esmalte dentério (Martin,
1994) e filogenias moleculares (Huchon & Douzery, 2001).

As formas selvagens de Cavia (familia Caviidae) ocorrem ao longo de quase
todo o continente sul americano, com excecdo da Amazonia e porc¢des austrais do
Chile e Argentina. Sdo herbivoros de médio porte que estdo principalmente
associados a pradarias, embora também ocupem bordas de florestas e areas alagadas
(Dunnum & Salazar-Bravo 2010). Esses roedores séo bastante caracteristicos da
fauna neotropical (Silva, 1984). Brasil abriga cinco espécies desse género: C. aperea,
C. fulgida, C. intermedia, C. magna e C. porcellus (Oliveira & Bonvicino, 2006;
Bonvicino et al., 2008). J& no estado do Rio Grande do Sul apenas duas espécies sao

descritas: C. aperea e C. magna (Silva, 1984; Gava et al., 2012).
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Dentre as cavias selvagens, comumente denominadas de preéds, C. magna
habita ambientes costeiros, sobre formacdes vegetais litoraneas. E encontrada em
habitats meésicos, proximos as desembocaduras de arroios, baias, estuarios e na
periferia das lagunas, apresentando forte adaptacdo a vida semiaquatica (Ximenez,
1980). Segundo estudos filogenéticos, é irmd do grupo que contém todas as outras
espécies de Cavia, sendo que a sua divergéncia ocorreu muito mais cedo, durante o
Mioceno tardio (ha 6,2 milhGes de anos), logo ap6s a maior mudanca climatica e
vegetativa que ocorreu na América do Sul, e evoluiu para explorar o nicho
semiaquatico dos péantanos costeiros (Flynn & Wyss, 1998; Dunnum & Salazar-
Bravo, 2010). E um roedor que apresenta distribuicio geografica restrita, ocorrendo
apenas no Uruguai e no sul do Brasil, proximo a costa do Atlantico (Ximenez, 1980;
Oliveira & Bonvicino, 2006) (Fig.1).

i, -"'.:l;'.l {. I:-
A Y (e

Figura 1. Distribui¢do geogréafica (em vermelho) do roedor Cavia magna, encontrado no sul do Brasil
e Uruguai. Fonte: Wikimedia Commons.

A espécie é considerada vulneravel no Rio Grande do Sul, regido central de
sua ocorréncia (FZB, 2013). Adicionalmente, esses animais articulam varias
caracteristicas como — capacidade de tornarem-se imperceptiveis aos predadores sob
a vegetacdo densa, formacdo de agrupamentos parciais durante o forrageio para

aumentar a vigilancia e os habitos crepusculares e noturnos — em resposta a alta
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pressdo de predacgéo (Kraus et al., 2003; Kraus et al., 2005; Adrian & Sachser, 2011).
Os principais predadores registrados para a espécie sdo: Didelphis albiventris,
Lutreolina crassicaudata, Cerdocyon thous, Galictis cuja, Milvago chimango, Circus
cinereus, Bubo virginianus, Philodryas patagoniensis e também o ser humano
(Ximenez, 1980; Messias, 1995; Kraus & Rodel, 2004). Além disso, as populagdes
de preés tém sido impactadas por perturbagdes antropicas como a reducdo e alteracdo
de seus habitats, principalmente no que se refere a drenagem de banhados para a
criacdo de gado e agricultura e ao aterro de areas Umidas para a expansdo das zonas
urbanas, afinal essa espécie estd estreitamente relacionada a ambientes alagados
(Ximenez, 1980).

A espécie apresenta, ainda, uma baixa taxa reprodutiva, pois exibe uma
reproducdo sazonal. Ap6s uma gestacdo de aproximadamente dois meses, as fémeas
ddo a luz a pequenas ninhadas de um ou dois filhotes, ocasionalmente trés. Em
contrapartida, os filhotes de pred sdo considerados um exemplo extremo de
precocidade entre os pequenos mamiferos, pois podem pesar individualmente 18% da
massa da mae, nascem com olhos abertos, totalmente peludos, se tornam maoveis em
poucas horas e podem comer alimentos sélidos depois de alguns dias de vida. O que
reduz a mortalidade juvenil e pode ser justificada pela inconstancia dos ambientes
habitados pela espécie, principalmente sujeitos a inundagbes drasticas. Essa
estratégia reprodutiva pode compensar, pelo menos em partes, a reduzida taxa
reprodutiva. (Kraus et al., 2003; Kraus et al., 2005).

Considerando que C. magna apresenta algumas caracteristicas peculiares que
a tornam susceptivel ao declinio populacional, bem como o eminente aumento das
atividades humanas insustentaveis nos ambientes costeiros, torna-se de grande
importancia o conhecimento de qualquer aspecto biologico dessa espécie. Desta
forma, temos como objetivo deste trabalho estimar, em uma escala espacial regional,
a diversidade genética, a estrutura populacional e a intensidade do fluxo génico em
populacdes de C. magna. Adicionalmente, iremos investigar sinais de gargalos
populacionais e endocruzamentos nas populagdes, testaremos o efeito do sexo sobre
a disperséo e discutiremos a implicacdo que as barreiras geogréaficas existentes na
paisagem tém sobre estas populacdes que, por isso, experimentam diferentes graus de

proximidade e isolamento entre si.
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ABSTRACT

The genetic diversity of populations is the result of processes that involve mutation,
migration, genetic drift and selection. Temporal and spatial variations in
demographic parameters affect the genetic structure of populations, damage the
ability of them to support new environmental conditions. Thus, migration is a central
process that affects the dynamics and evolution of populations. Cavia magna has
vulnerable conservation status in the central region of its occurrence and has intrinsic
characteristics that make it vulnerable to the decline of their populations. Thus, the
aim of the study was to estimate, in a regional spatial scale, genetic diversity,
population structure and the intensity of gene flow in C. magna populations; we will
investigate signs of population bottlenecks and inbreeding in populations; we will
test the occurrence of dispersal sex-biased; and discuss the implication that existing
geographical barriers in the landscape have on these populations. Sampling was
conducted in southern coastal plain in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, at six
sites, Tomahawk traps were used to capture individuals and collect tissue samples.
They were amplified by PCR nine microsatellite loci, using primers designed for the
species C. magna and C. aperea. The results indicate that the analyzed populations
exhibit high levels of genetic diversity. However, Fs values show a tendency for the
occurrence of inbreeding; recent bottleneck was detected for a small population;
bayesian analysis revealed the presence of two genetically distinct populations
(K=2), this structure was confirmed by AMOVA and the Fsr and Rst in paired
comparisons between localities; there was no evidence of dispersal sex-biased,
however, females showed a greater tendency to dispersal; gene flow between local
populations was moderate. These latest standards added the peculiar characteristics
of the species, the events of destruction, fragmentation and alteration of habitats and
intensive hunting can cause drastic reductions or isolation of populations in small

patches of favorable habitat and thus, make the species susceptible to extinction.

Key-words: cavy; small mammals; microsatellites; dispersal; geographical barriers.
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INTRODUCAO

A diversidade genética de uma populacdo é o resultado da interacdo de
processos complexos que envolvem mutacdo, migracdo, deriva genética e selecdo,
sendo essencial para garantir a viabilidade e a evolugao populacional (Berthier et al.,
2005). Dessa forma, eventos que reduzem a variabilidade genética podem
comprometer a aptiddo e a capacidade das populacdes de se adaptarem a um
ambiente em modificacdo, aumentando assim o risco de extin¢do (Frankham, 2005).
As populacdes naturais frequentemente estdo divididas em subpopulacOes
interconectadas pela dispersédo e fluxo génico, constituindo uma metapopulacdo
(Levins, 1969; Ricklefs, 2003). Na presenca dessa subdivisdo populacional as
frequéncias alélicas entre as subpopulacdes tendem a se tornar diferentes como
resultado de processos aleatérios na transmissdo dos alelos de uma geragdo para a
proxima ou de diferengas casuais na frequéncia alélica entre os fundadores iniciais
das subpopulacdes (Hartl & Clark, 2010).

A continua degradacdo e fragmentacdo dos habitats podem resultar em
populacBes pequenas e isoladas, que apresentam diversidade genética reduzida, pois
sd0 mais propensas aos efeitos da deriva e a ocorréncia de endocruzamentos
(Zschokke et al., 2011). Nessas circunstancias, as variaces temporais e espaciais nos
parametros demograficos, como o tamanho da populacdo e as taxas de migracao,
afetam a estrutura genética das populacdes (Berthier et al., 2005; Slatkin, 1993),
prejudicando a capacidade das mesmas de suportar condicbes ambientais novas
(Spielman et al., 2004; Costa et al., 2013).

A migracdo, portanto, € um processo central que afeta a dindmica e a
evolucdo das populacdes (Hanski, 1998). Altos niveis de dispersdo, com consequente
fluxo génico entre populagbes geograficamente distantes, resultardo em alelos
compartilhados, reduzindo a diferenciacdo genética, de forma que elas funcionem
demograficamente e geneticamente como uma Unica populacdo. Em contraste, niveis
baixos de dispersdo entre populagdes resultardo em diferenciacdo genética e as
populagdes se tornardo geneticamente distintas ao longo do tempo, o que pode levar
ao isolamento reprodutivo e especiacao (Bilton et al., 2001; Young et al., 2013).

Contudo, o fluxo génico e a resultante estrutura genética das populacdes
podem ser moldados pela heterogeneidade ambiental. A existéncia de barreiras

geograficas na paisagem influencia a dispersé@o de individuos (Stevens et al., 2006;
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Clark et al., 2008; Zhu et al., 2010; Talbot et al., 2012). Montanhas, desertos,
fragmentacdo de habitats ou cursos d’agua podem representar barreiras geograficas
insuperaveis para os individuos, reduzindo ou impedindo o fluxo génico entre as
populacdes localizadas em lados opostos, promovendo a descontinuidade genética e
com isso, acelerando o processo de divergéncia (Slatkin, 1987; Funk et al., 2005;
Spear et al., 2005; Rapson et al., 2013).

Cavia magna (Familia Caviidae), conhecida popularmente como prea, possuli
status de conservacdo vulneravel no Rio Grande do Sul, regido central de sua
ocorréncia (FZB, 2013). A espécie possui distribuicdo geografica restrita, ocorrendo
apenas no Uruguai e no sul do Brasil, proximo a costa do Atlantico (Ximenez, 1980;
Oliveira & Bonvicino, 2006). Adicionalmente, esses animais articulam capacidade
de tornarem-se imperceptiveis aos predadores sob a vegetacdo densa, formacdo de
agrupamentos parciais durante o forrageio para aumentar a vigilancia e os habitos
crepusculares e noturnos em resposta a alta pressao de predacao (Kraus et al., 2003;
Kraus & Rodel, 2004; Adrian & Sachser, 2011). Além disso, as populacdes de preas
tém sofrido constantes impactos antropicos, principalmente relacionados a reducao e
alteracéo de seus habitats.

Segundo estudos filogenéticos, C. magna é irma do grupo que contém todas
as outras espécies de Cavia, sendo que a sua divergéncia ocorreu muito mais cedo,
durante o Mioceno tardio (ha 6,2 milhdes de anos). E um taxon basal, com restrita
distribuicéo e diversidade reduzida (Dunnum & Salazar-Bravo, 2010).

A espécie apresenta, ainda, uma baixa taxa reprodutiva, pois exibe uma
reproducdo sazonal. ApGs uma gestacdo de aproximadamente dois meses, as fémeas
dao a luz a pequenas ninhadas de um ou dois filhotes, ocasionalmente trés. Em
contrapartida, os filhotes de pred sdo considerados um exemplo extremo de
precocidade entre os pequenos mamiferos, pois podem pesar individualmente 18% da
massa da mae, nascem com olhos abertos, totalmente peludos, se tornam moveis em
poucas horas e podem comer alimentos solidos depois de alguns dias de vida. Essa
estratégia reduz a mortalidade juvenil e pode ser justificada pela inconstancia dos
ambientes habitados pela espécie, principalmente sujeitos a inundacgdes drasticas.
Podendo compensar, pelo menos em partes, a reduzida taxa reprodutiva (Kraus et al.,
2003; Kraus et al., 2005).

A distribuigdo dessa espécie abrange uma regido da planicie costeira gaucha

marcada pela descontinuidade na paisagem. A formacdo dessa planicie ocorreu

28



durante os periodos Pleistoceno e Holoceno através de grandes flutuagfes do clima e
no nivel do mar e com sucessivas deposi¢cdes de barreiras arenosas pelas ondas e
correntes litoraneas (Villwock et al., 1986; Tomazelli & Villwock, 1996; Asmus,
1998; Seeliger et al., 2004). A desembocadura da Laguna dos Patos e as ilhas com
diferentes graus de isolamento presentes no estuario dessa laguna, formadas durante
a evolucdo geoldgica do local, podem representar a ocorréncia de barreiras
geograficas ao fluxo génico das populacdes de C. magna e assim, promover a
diferenciacdo genética entre as mesmas.

Considerando que C. magna apresenta algumas caracteristicas que a tornam
susceptivel ao declinio populacional, bem como o eminente aumento das atividades
humanas insustentaveis nos ambientes costeiros, torna-se de grande importancia o
conhecimento de qualquer aspecto bioldgico dessa espécie. Desta forma, temos como
objetivo deste trabalho estimar, em uma escala espacial regional, a diversidade
genética, a estrutura populacional e a intensidade do fluxo génico em populagdes de
C. magna. Adicionalmente, iremos investigar sinais de gargalos populacionais e
endocruzamentos nas populagdes, testaremos o efeito do sexo sobre a dispersao e
discutiremos a implicacdo que as barreiras geograficas existentes na paisagem tém
sobre estas populacdes que, por isso, experimentam diferentes graus de proximidade

e isolamento entre si.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O estudo foi conduzido na regido do estuario da Laguna dos Patos, na
Planicie Costeira do Rio Grande do Sul - Brasil, mais especificamente nos
municipios de Rio Grande e Sdo José do Norte, separados geograficamente pela
desembocadura da Laguna dos Patos.

Cavia magna foi amostrada em seis localidades (Fig.1): Ilha dos Marinheiros
(31°59'15.87"S, 52°6'46.98"0; n=20 individuos), llha do Leonidio (32°2'54.16"S,
52°13'13.64"0; n=17 individuos), llha da Torotama (31°55'10.91"S, 52°11'8.64"0;
n=14 individuos), Quitéria (31°59'45.89"S, 52°14'50.62"0; n=9 individuos), Pontal
da Barra (32° 6'4.94"S, 52° 4'0.57"0; n=15 individuos) e Parobé (31°55'3.57"S,
51°56'29.72"0; n=14 individuos). A escolha desses pontos foi baseada na possivel
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ocorréncia de diferentes graus de isolamento entre eles. O sitio Marinheiros refere-se
a uma ilha afastada do continente, sendo bastante isolado dos demais sitios. Os sitios
Leonidio e Torotama tambeém se referem a ilhas estuarinas, entretanto, essas se
encontram pouco isoladas, sendo separadas do continente apenas por estreitos cursos
d’agua. O sitio Quitéria refere-se a uma localidade continental localizada na orla da
Laguna dos Patos, ao sul da sua desembocadura; e os sitios Barra e Parobé séo
continentais, contiguos entre si e encontram-se ao norte da descontinuidade acima
mencionada.

32°5'S

Figura 1. Mapa indicando a localiza¢do dos sitios de amostragem de Cavia magna na planicie
costeira no extremo sul do RS, Brasil. Sitios de amostragem indicados por nimeros: Marinheiros
(1), Leonidio (2), Torotama (3), Quitéria (4), Barra (5) e Parobé (6).
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Conforme Nimer (1989), a regido da planicie apresenta um clima
mesotérmico brando, superumido, sem estacdo seca. A temperatura média anual
oscila entre 16 e 20°C e a precipitacdo pluviométrica anual varia entre 1.000 e
1.500mm. A regido € extremamente plana, com relevo muito baixo, proximo ao nivel
do mar. A vegetacdo é predominantemente rasteira ou arbustiva e, mesmo nos
ecossistemas florestais, as arvores nativas sdo de baixa estatura. Os ecossistemas
predominantes sdo as lagoas, banhados e areas Umidas, praias arenosas, dunas
frontais e lacustres, campos litoraneos, matas de restinga, butiazais e marismas
(Burger & Ramos, 2006).

Coleta de tecido dos individuos de C. magna

As coletas foram efetuadas durante o ano de 2014. O programa de captura foi
realizado de duas a trés vezes por semana, e a permanéncia em cada unidade
amostral foi em média de dois meses. Foram utilizadas 25 armadilhas de arame do
tipo Tomahawk (22x22x45 cm) para as capturas, que foram distribuidas nas regides
de alimentacdo (com marcas de herbivoria e presenca de fezes) e ao longo de
pequenas trilnas deixadas no estrato herbaceo pela movimentacdo dos preas
(Ximenez 1980; Kraus et al., 2005; Salvador & Fernandez, 2008a, 2008b). Como C.
magna apresenta habitos noturnos e crepusculares (Kraus et al., 2005), e visando
evitar o stress do animal em decorréncia de longos periodos de confinamento (Kraus
et al., 2003), as armadilhas foram iscadas (batata doce) e abertas ao entardecer,
revisadas no inicio da manha seguinte, e mantidas fechadas durante o dia.

Durante a captura, os individuos foram marcados (brinco de metal), as
medidas corporais e o peso foram tomados, o sexo foi determinado e
aproximadamente dois milimetros de tecido da orelha foram coletados e preservados
em tubo identificado contendo &lcool 90%. Todos os procedimentos realizados com
0s animais seguiram as instrucbes da Sociedade Americana de Mastozoologia
(Gannon & Sikes, 2007) e as autorizagbes necessarias foram providenciadas
(Autorizagdo ICMBIio 42163-1; Parecer n° P003/2014, Processo n°
23116.008010/2013-14, CEUA n° Pq026/2013).
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Métodos moleculares

Para a extracdo do DNA, foi usado o método que utiliza cloreto de sddio,
usando de 10 a 20 mg de tecido (modificado de Medrano et al., 1990). Do DNA
extraido, foram amplificados por meio de PCR nove loci microssatélites (Cavy 1,
Cavy 3, Cavy 5, Cavy 6, Cavy 8, Cavy 9, Cavy 11, Cavy 13 e Cavy 16) utilizando
primers e condigdes desenvolvidas e testadas por Kanitz et al. (2009) para as
espécies C. magna e C. aperea (Tab.1). Foi adicionada uma sequéncia M13 (5°’-
CACGACGTTGTAAAACGAC-3’) na extremidade 5 do primer forward, o qual foi
usado em combinagdo com um primer M13 com a mesma sequéncia, porém marcado
com o corante fluorescente na sua extremidade 5°. Esse é um método econdmico que
gera alelos amplificados marcados com fluorescéncia, facilitando e aumentando a
especificidade da analise de microssatélites, independente se o alelo sera examinado
em géis manuais ou em sequenciadores automaticos (Schuelke, 2000; Boutin-
Ganache et al., 2001).

Tabela 1. Descri¢do dos nove loci microssatélites desenvolvidos para Cavia magna e Cavia aperea
utilizados durante o estudo (Adaptado de Kanitz et al., 2009).

Locus Primers: 5' - 3' Repeticdes Tamanho
(pb)

Cavyl F CGGTTCTTGATTGGCTTCAT [AG].; 255
R GCCTGCTCCTGTTCTCTCTC

Cavy3 F ACAGCGATCACAATCTGCAC [CT]2s 225
R GCAGTGGTAACCCAGAATGG

Cawy5 F CTCCATTCACAGAGTGGTCT [AAGG]46 423
R AAAGTGCTGTTTAATTGGGA

Cavy6 F GTACCAGGGATCAAACTCAG [TCTT]sr 388
R GAGCTTTCGAGAGTACGAGA

Cavwy8 F CCCTTTCCCACTCTTCTATT [TTCls: 290
R CTGCCAGCTTAGCAATTTAT

Cavy9 F CAGCGATCTTCTATGGAGAC [TCT]s0 192
R TCTTTAATGGTGGGTTTCAG

Cavy 11 F TCAGAAAGCTGGAAATTCAT [CT]4s 379
R AATGTGATGTGCTGAACAGA

Cawy 13 F AGGGAGGCCAGAGTGAGAG [AGG]s, 385
R TCCTACACTGCATTGCTTGC

Cavwy 16 F CCAGTGGATTGGGAGACATT [CT]s 381

R CTCACCAAGAATGCAAAGCA

As reacdes de amplificacdo foram realizadas separadamente para cada locus

em um volume de 20 pl contendo: 1 x Tamp&o de PCR (10mM Tris- HCI pH 8,3,
50mM KCI), 2 mM de MgCl;, 0,2 mM de todos dNTPs, 0,2 pM de primer reverse,
0,2 uM de primer M13 com fluorescéncia (FAM ou HEX), 0,013 uM de primer
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foward, 0,25-0,5 unidades de Tag DNA polimerase (Invitrogen/Ludwig) e 10 ng de
DNA genbémico. As condicGes da PCR foram: desnaturacéo inicial a 94°C por trés
minutos; 35 ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensédo, por 90 segundos a 94°C,
90 segundos a 60°C e 45 segundos a 72°C, respectivamente; e extenséo final a 72°C
por 30 minutos, seguida de resfriamento a 4°C.

As amostras foram checadas para confirmacdo das amplificages por meio de
eletroforese em gel de agarose 1%. Posteriormente, a analise do tamanho dos
fragmentos foi realizada em um sequenciador automatico ABI 3730 XL pela empresa
Macrogen (Seul, Coreia do Sul) e os gen6tipos foram determinados com o programa
Peak Scanner 2.0 (Applied Biosystems).

Anélise dos dados

A existéncia de alelos nulos e outros erros de genotipagem foram verificados
no programa Micro-Checker 2.2 (Van Oosterhout et al., 2004). Desvios do equilibrio
de ligacdo entre os loci e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram testados no
software Genepop 4.4 (Rousset, 2008). Nas analises com testes multiplos
simultaneos foi aplicada a correcdo de Bonferroni (Rice, 1989).

A diversidade genética dos loci analisados foi estimada por meio do nimero
de loci polimérficos, nimero de alelos observados por locus (Na), nimero de alelos
privados (Ap), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (Hg) e
riqueza alélica (A) através dos programas Fstar 2.9 (Goudet, 2002) e Arlequin 3.5
(Excoffier & Lischer, 2010). A ultima medida de diversidade considera o numero de
alelos observados por populacdo e normaliza os valores levando em conta as
diferencas no tamanho das popula¢cdes amostradas.

A ocorréncia de endocruzamento foi avaliada por meio do coeficiente de
endocruzamento (F;s), calculado com o programa Fstatr 2.9 (Goudet, 2002).
Bottleneck 1.2 (Piry et al., 1999) foi usado para investigar a ocorréncia de gargalos
populacionais em cada localidade amostrada. Os modelos de mutacdo utilizados
foram SMM (Stepwise Mutation Model) e TPM (Two-phased model), por serem
mais apropriados para os dados de microssatélites. Como os declinios populacionais
recentes causam o desaparecimento mais rapido de alelos raros do que dos alelos

mais frequentes, os valores do Teste de Wilcoxon foram utilizados para avaliar a
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probabilidade de haver excesso de heterozigosidade em um numero significativo de
loci em cada localidade, o que sugere a ocorréncia de gargalos recentes.

Para investigar a existéncia de estrutura populacional foi utilizado o software
Structure 2.2 (Pritchard et al., 2000) que, atraveés dos dados genéticos, infere a
presenca de populagdes geneticamente distintas. O programa utiliza o método de
agrupamento Bayesiano e assume que existem K populagcdes (onde K pode ser
desconhecido), sendo que cada uma dessas populacbes € caracterizada por um
conjunto de frequéncias alélicas para cada locus. Para determinar o namero de
populagOes existentes na amostra, foram fixados os valores de K=1-10 e realizadas
15 anélises independentes para cada valor de K, sem incorporar informacdes prévias
sobre a origem geografica dos individuos. Foi utilizado o modelo admixture, que é
apropriado para populacGes que apresentaram ou ainda apresentam fluxo génico em
taxas suficientes para que os individuos possam ter ancestrais de mais de uma
populacdo. Também foi utilizado o modelo de frequéncias alélicas correlacionadas,
pois este € mais eficiente em detectar populacbes distintas que sdo estreitamente
relacionadas (Porras-Hurtado et al., 2013; Falush et al., 2003). Os resultados foram
baseados em 500.000 interagdes no periodo "burn in" e 2.000.000 para MCMC
(Markov chain Monte Carlo). Para escolher o nimero real de populacgdes, utilizamos
o valor AK (Evanno et al., 2005) estimado por meio do programa Structure Harvester
(Earl & vonHoldt, 2012).

Para determinar a diferenciacdo populacional foi executada uma AMOVA —
Andlise da Variancia Molecular baseada em Rst através do programa Arlequin 3.5
(Excoffier & Lischer, 2010). O indice de fixacdo Fst quantifica o efeito da
subdivisdo populacional (Wright, 1921), ja o indice Rsr (Slatkin, 1995) é semelhante
ao Fst, porém, assume um modelo de mutacdo progressiva (SMM), refletindo com
mais precisdo o padrdo de mutacdo de microssatélites, sendo mais apropriado para
analises que utilizam esses marcadores moleculares (Balloux & Lugon-Moulin,
2002). O software foi utilizado ainda para calcular a diferenciacdo entre as
localidades por meio de comparacdes pareadas, utilizando tanto Fsr quanto Rsr. Para
essas comparacdes foi aplicada a correcdo de Bonferroni (Rice, 1989). A
significancia dos valores encontrados para AMOVA e para os indices foi testada
utilizando 10.000 permutag0es.

A dispersdo desviada pelo sexo foi testada no software Fstar 2.9 (Goudet,

2002) através de cinco medidas diferentes: Fis, Fsr, parentesco, média e variancia do
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Assignment Index. Para esse teste foram considerados 86 individuos (46 fémeas e 40
machos), pois trés individuos amostrados ndo tiveram o sexo determinado. A
significancia dos testes foi calculada usando-se 10.000 permutacdes. O sexo que
mais dispersa tende a apresentar valor positivo de Fs, entretanto, menores do que o
valor do sexo filopatrico, assim como os valores de parentesco e Fst tendem a serem
mais baixos nos individuos migrantes (Lampert et al., 2003). O Assignment Index
calcula a probabilidade de cada gendtipo ser representado na populacdo amostrada.
Individuos residentes devem ter valores positivos enquanto individuos imigrantes
possuem valores negativos. Sendo assim, a média desse indice deve ser maior no
sexo filopatrico, enquanto que a variancia deve ser maior no sexo que mais dispersa
(Goudet et al., 2002).

Estimativas dos niveis globais de fluxo génico foram calculadas através do
método dos alelos privados (Barton & Slatkin, 1986) no software Genepop 4.4
(Rousset, 2008) e estimativas pareadas das localidades foram calculadas através dos
valores de FST no programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).

RESULTADOS

Diversidade Genética

O locus mais variavel foi Cavy 6 com 35 alelos, seguido por Cavy 9 com 28
alelos. Os loci com menor variagcdo foram Cavy 5 com 11 alelos e Cavy 8 com 12
alelos (Tab. 2). Nas populagdes, o0 numero médio de alelos por locus variou de 10.44
no Leonidio a 6.33 na Quitéria, e 0 nimero total de alelos observados variou de 94 a
57 nessas mesmas localidades (Tab. 2). O nimero total de alelos para todos os locus
e populagdes foi de 192.

Alelos nulos foram encontrados no locus Cavy 8 na localidade Leonidio e no
locus Cavy 13 na localidade Torotama. Desequilibrio de ligacdo foi encontrado
apenas entre os loci Cavy 5 e Cavy 8 na localidade Leonidio (incluindo corregéo de
Bonferroni). Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram encontrados em 2 loci
nas populacgdes Leonidio, Torotama e Barra e em 1 locus na populagdo Marinheiros,

apos corregdo de Bonferroni (Tab. 3).
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Tabela 2. Diversidade genética de nove loci microssatélites em Cavia magna nas seis localidades amostradas.

Marinheiros Leonidio Torotama Quitéria Barra Parobé

(n=20) (n=17) (n=14) (n=9) (n=15) (n=14)
Locus Na A» A Na A A Na AA A Na A A Na AA A Na A A
Cavyl 7 1 593 10 2 786 9 0 777, 5 0 500 9 0 709 7 0 6.12
Cavy3 6 2 480 11 2 913 5 1 463 5 0 500 13 2 1044 9 1 789
Cavy5 5 0 474 7 0 596 4 0 398 4 0 400 5 0 444 8 0 6.55
Cavy6 12 1 839 15 4 1053 8 0 633 8 2 800 9 1 771 12 3 972
Cavy8 1 0 100 11 2 919 5 0 464 6 1 600 1 0 100 1 0 1.00
Cavy9 10 0 779 8 1 633 9 0 78 7 0 700 11 1 917 11 2 869
Cavyll 6 0 533 11 1 881 9 1 804 5 1 500 11 3 929 6 0 529
Cawyl3 3 0 29 12 2 1004 9 4 859 8 2 800 3 0 258 4 0 364
Cavyl6 11 4 709 9 0 763 8 0 668 9 0 900 7 0 653 8 1 677

Total 61 8 94 14 66 6 57 6 69 7 66 7

Média 6.78 0.89 5.34 1044 156 8.39 7.33 0.67 650 6.33 0.67 6.33 7.67 0.78 6.47 7.33 0.78 6.19
DP 367 136 234|235 124 157206 132 172|173 0.87 173 /4.00 1.09 320 3.39 1.09 265

Tamanho amostral (n), nimero de alelos observados (N,), nimero de alelos privados (As), riqueza alélica (A), nimero total de
alelos por locus ( Nra) e desvio padréo (DP).

Dos nove loci de microssatélites analisados, oito revelaram-se polimdrficos
para todas as populacdes (Cavy 1, Cavy 3, Cavy 5, Cavy 6, Cavy 9, Cavy 11, Cavy
13 e Cavy 16), enquanto Cavy 8 mostrou-se monomorfico para trés das seis
populages estudadas (Tab. 3).

Em geral, os niveis de variabilidade genética encontrados foram
relativamente altos. A heterozigosidade média observada nas populac6es foi elevada
variando de 0.79 (Torotama) a 0.62 (Marinheiros), e semelhantes aos valores de
heterozigosidade esperada (diversidade genética), que variaram de 0.87 (Leonidio) a
0.67 (Marinheiros) (Tab. 3). A riqueza alélica variou de 8.39 na populacdo Leonidio
a 5.34 na Marinheiros (Tab. 2). Alelos privados foram exibidos por todas as
populacBes analisadas, das quais, Leonidio apresentou o maior nimero (14 alelos
privados), enquanto Torotama e Quitéria apresentaram o menor nimero (6 alelos
privados) (Tab. 2).
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Tabela 3. Heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (Hg) para nove loci de
microssatélites em Cavia magna nas seis localidades analisadas no estudo.

Marinheiros Leonidio Torotama Quitéria Barra Parobé

Locus Ho HE Ho HE Ho HE Ho HE HO HE HO HE

Cavyl 0.666* 0.790  0.705*  0.869 1.000 0.867 0.555 0.738  0.800*  0.832 0.857 0.820
Cavy 3 0.631 0.731 0.882 0.907 0.642 0.777 0.555 0.745 1.000* 0.925 0.846 0.873
Cavy5 0550 0.715 0.625 0.780 0.714 0.743 0.666 0.738 0.533 0.733 0.857 0.809
Cavy 6 0.750 0.883 0.882 0.909 0.785 0.753 1.000 0.875 0.733 0.873 0.928 0.917
Cavy 8 Monomoérfico 0.705 0.894 0.571 0.788 0.666 0.810 Monomoérfico Monomorfico

Cavy 9 0.900 0.865 0.882 0.823 0.857 0.854 1.000 0.862 1.000 0.901 0.928 0.878
Cavy 11 0.842 0.783 0.823 0.894  0.928* 0.894 0.555 0.803 0.800 0.912 0.615 0.707
Cavy 13 0.550 0.544 0.800* 0.926 0.692* 0.913 0.888 0.895 0.333 0.296 0.642 0.706
Cavy 16  0.750 0.800 0.764 0.873 0.928 0.820 0.888 0.901 0.800 0.848 0.714 0.828
Média 0.627 0.679 0.785 0.875 0.791 0.823 0.753 0.819 0.667 0.702 0.710 0.726
SD 0.264 0.273 0.093 0.046 0.147 0.062 0.191 0.067 0.327 0.328 0.290 0.282

*Valores significativos de P para desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, apés correcéo de Bonferroni (p<0,0009).

Os valores de Fis considerando todos loci foram positivos em todas as
localidades (Tab. 4). O teste que indica a ocorréncia de gargalos populacionais
mostrou valores significativos nos dois modelos de mutagdo utilizados apenas na
localidade Quitéria (SMM p=0.018; TPM p=0.004) (Tab. 4).

Tabela 4. Coeficiente de endocruzamento (Fis) e teste para
ocorréncia de gargalos populacionais em Cavia magna nas seis
localidades estudadas.

Gargalos populacionais*

Localidade Fis SMM TPM
Marinheiros 0.079 0.843 0.472
Leonidio 0.105 0.500 0.285
Torotama 0.041 0.179 0.179
Quitéria 0.085 0.018 0.004
Barra 0.053 0.371 0.320
Parobé 0.024 0.843 0.769

*Valores de P para o Teste de Wilcoxon, no qual foram utilizados os modelos
de mutacdo SMM e TPM.

Estrutura e diferenciagcio populacional

As andlises realizadas no programa Structure demonstraram maior valor de
AK para a existéncia de duas populagdes geneticamente distintas (K=2), que foi
considerado como o namero real de agrupamentos (Fig. 2). Os individuos insulares

da localidade Marinheiros, bem como os individuos continentais dos sitios amostrais
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Barra e Parobé constituem uma Unica populacdo (Fig. 2B, em vermelho). A outra
populacdo € formada por individuos das ilhas Leonidio e Torotama e individuos

continentais da localidade Quitéria (Fig. 2B, em verde).
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Figura 2. Estrutura populacional de Cavia magna em seis localidades na planicie costeira do RS. A)
Grafico com valores de AK realizado no software Harvester. B) Grafico da andlise Bayesiana
realizada no software Structure baseada em nove loci microssatélites. Cada individuo € representado
por uma linha vertical e cada unidade genética é representada por uma cor.

Os valores de Fs7 e Rg7 revelaram niveis reduzidos, moderados e elevados de
diferenciacdo nas comparagOes pareadas entre as localidades. Dentre os valores de
Rst, ndo houve diferenca significativa apds correcdo de Bonferroni (p>0,003) entre
as localidades Marinheiros e Barra, Marinheiros e Parobé, Leonidio e Quitéria,
Torotama e Quitéria, Parobé e Barra. Todos os valores de Fsr foram significativos
(p<0,003) (Tab. 5). Tais resultados revelam o mesmo padrdo apresentado pelo
agrupamento Bayesiano realizado no Structure.



Tabela 5. Comparag6es pareadas dos indices de fixagdo Fsr (acima da diagonal) e Rsr (abaixo
da diagonal) entre as populac@es de Cavia magna amostradas.

Marinheiros Leonidio Torotama Quitéria Barra Parobé

Marinheiros 0 0.173* 0.195* 0.203* 0.177* 0.133*

Leonidio 0.424* 0 0.059* 0.063* 0.147* 0.134*

Torotama 0.462* 0.154* 0 0.064* 0.186* 0.166*

Quitéria 0.398* 0.107™ 0.052"™ 0 0.192* 0.171*

Barra 0.129"™ 0.462* 0.484* 0.430* 0 0.079*
Parobé 0.049 0.442* 0.490* 0.410* 0.020™ 0

ns = valor de P ndo significativo ap6s correcdo de Bonferroni (p>0,003).
*Valor de P significativo ap6s correcdo de Bonferroni (p<0,003)

Tendo em vista os valores de Fst e Rst nas comparagdes pareadas, bem como,
os resultados obtidos no teste de estrutura populacional no software Structure,
AMOVA foi realizada considerando 2 cenarios: Cenario 1 - todas as populacbes
constituindo um dnico grupo; e Cenario 2 - subpopulacdes agrupadas em 2
grupos/metapopulacbes (Grupo 1: Leonidio, Torotama e Quitéria; Grupo 2:
Marinheiros, Barra e Parobé). Os resultados da AMOVA utilizando os dados do
indice Rst mostram que no primeiro cendrio a variacdo interpopulacional foi de
34.32%. Ja no segundo cenério, no qual as populacbes locais foram agrupadas, a
variacdo intergrupal foi de 38.57%. Todos os valores de Rsr foram significativos
(p<0,001), revelando que houve diferenciacdo genética e a mesma foi mais elevada
no cendrio 2 (Rs1=0.444) do que no cenério 1 (Rs=0.343) (Tab. 6).

Tabela 6. Andlise da variancia molecular de nove loci microssatélites em Cavia magna para dois
cenarios distintos. Cenario 1 = todas as populagfes em um 0nico grupo; e Cendrio 2 = Grupo 1 —
Leonidio, Torotama e Quitéria. Grupo 2 — Marinheiros, Barra e Parobe.

Porcentagem de Variacdo

Cenério 1 Cenario 2
Interpopulacional 34.32** Intergrupal 38.57**
Interpopulacional (dentro dos grupos) 5.89*
Intrapopulacional 65.67** Intrapopulacional 55.53**
indice de fixago Rsr=0.343 Indice de fixacdo Rsr=0.444

*p < 0.001; **p < 0.00001; Os valores sdo baseados em 10000 permutagdes.
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Dispersao e fluxo génico

Ao testar se a dispersdo era tendenciosa em relacdo ao sexo (Sex-biased
dispersal), as cinco medidas utilizadas indicaram que as fémeas tendem a dispersar
mais (fémeas exibem valores de Fs, Fst € parentesco mais baixos do que os machos,
além de apresentarem valores negativos na média e maior variancia do Assignment
Index). Porém, nenhum dos testes utilizados apresentou diferencas significativas
entre fémeas e machos (Fis p=0.19, Fst p=0.89, Parentesco p=0.82, Média p=0.70 e
Variancia do Assignment Index p=0,73) (Tab. 7).

Tabela 7. Teste para dispersao desviada pelo sexo em Cavia magna.

Assignment Index

n Fis Fst Parentesco Média Variancia
Fémeas 46 0.049 0.132 0.225 -0.162 963.002
Machos 40 0.081 0.162 0.264 0.186 742.801
p 0.19"™ 0.89 "™ 0.82"™ 0.70 ™ 0.73"™

ns = valores de P ndo significativos para os testes realizados.

A estimativa do ndimero de migrantes calculada, a partir do método que
considera os alelos privados, resultou em um valor de 1,12 migrantes por geracao,
apos correcdo para o tamanho da amostra. Em relacéo as estimativas de fluxo génico
pareadas entre as localidades, as taxas de migracao variaram localmente, sendo que o
valor mais elevado foi de 3.97 migrantes por geracdo entre Torotama e Leonidio,
enguanto que o valor mais reduzido foi de 0.97 migrantes por geracdo entre
Marinheiros e Quitéria (Tab. 8).

Tabela 8. Estimativas pareadas de fluxo génico de Cavia magna entre as seis localidades estudadas,
com base nos valores de Fsr.

Leonidio Torotama Quitéria Barra Parobé
Marinheiros 1.19 1.03 0.97 1.15 1.62
Leonidio 0 3.97 3.71 1.44 1.61
Torotama 0 3.60 1.09 1.25
Quitéria 0 1.05 1.20
Barra 0 2.89
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DISCUSSAO

Diversidade genética

Cavia magna exibiu altos niveis de variabilidade genética nos loci
microssatélites analisados. O numero de alelos e a heterozigosidade observada foram
elevados, semelhantes aos obtidos para a mesma espécie por Kanitz (2009). Os
valores de diversidade genética ndo variaram consideravelmente entre os sitios
amostrais (Tab. 2 e 3). Os loci analisados foram polimorficos em todos os sitios
amostrais, exceto o locus Cavy 8, que se mostrou monomorfico em Marinheiros,
Barra e Parobg, revelando a fixacdo de um alelo nessas populagdes.

Estudos com marcadores microssatélites realizados no mesmo género
detectaram valores elevados de variacdo genética em C. magna e C. aperea,
coletadas no norte do Uruguai e no sul do Brasil (Kanitz et al., 2009), assim como,
variacdo moderada em trés linhagens comerciais de C. porcellus na Colémbia
(Burgos-Paz et al., 2011). Contudo, foram registrados baixissimos indices de
diversidade genética em C. intermedia, espécie endémica das llhas Moleques do Sul,
cuja populagdo provavelmente esteja isolada nesta ilha ha pelo menos 8.000 anos
(Kanitz, 2009).

Testes do Equilibrio de Hardy-Weinberg revelaram a ocorréncia de desvios
significativos entre a proporcdo de heterozigotos observada e esperada para quatro
loci (Cavy 1, Cavy 3, Cavy 11 e Cavy 13) em quatro das populagdes estudadas
(Marinheiros, Leonidio, Torotama e Barra). Exceto em dois casos, todos os desvios
foram causados por déficit de heterozigotos nas populacdes. A deficiéncia de
heterozigotos pode ser explicada por quatro fatores: selecdo agindo sob o locus;
presenca de alelos nulos, que levam a uma falsa observacdo de excesso de
homozigotos; ocorréncia de endocruzamentos; e a presenca de subestrutura
populacional, causando o efeito Wahlund (Murray, 1996). Desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg no locus Cavy 13 na populacdo Torotama podem ter sido causados
pela presenca de alelos nulos, contudo, para os demais casos essa hipotese deve ser
rejeitada, logo, os desvios podem ser explicados pelos demais fatores acima
mencionados. Desequilibrio de ligagdo foi detectado entre um par de loci na
populacdo Leonidio. Tais desequilibrios diminuem com a segregagdo e

recombinacdo, assim, sdo mais comumente observados quando esses eventos Sdo
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raros, ou seja, entre locus intimamente ligados (Baird, 2015). Porém, outros estudos
com esses loci de Cavia (C. magna e C. aperea) ndo mostraram desequilibrio de
ligacdo (Kanitz et al., 2009), sendo pouco provavel que a ligacdo seja causada pela
proximidade nos cromossomos. Tais desequilibrios podem estar sendo gerados pela
introdugdo de genes de outras populacdes, estocasticamente e por selecdo epistatica
(Barton, 2011; Baird, 2015).

Os valores encontrados para o coeficiente de endocruzamento demonstram
que as populacdes estudadas de C. magna exibem propensdo a ocorréncia de
cruzamentos entre individuos geneticamente relacionados. Kraus et al. (2003)
observou uma populacdo de C. magna que apresentou sistema de acasalamento
promiscuo (ou poliginiandrico). Enquanto Santos (2013), descreve uma populacéo de
C. magna que sistema de acasalamento poliginico sem defesa de fémeas. Ambos 0s
sistemas descritos para a espécie podem favorecer a ocorréncia de cruzamento entre
individuos aparentados. Esses cruzamentos podem levar ao aumento da proporcéo de
homozigotos em todos os loci e podem diminuir a diversidade genética de uma
populacdo em consequéncia da reducdo da heterozigosidade. Endocruzamentos sao
uma preocupagdo potencial porque o aumento da homozigosidade acarreta a
expressdo de um maior nimero de alelos recessivos deletérios, causando declinio na
aptidao dos descendentes (Freeland et al., 2011; Nielsen et al., 2012; Allendorf et al.,
2013).

O teste que indica a ocorréncia de gargalos populacionais ndo detectou
evidéncia de mudancas recentes no tamanho efetivo das populagdes, exceto para a
populacdo da Quitéria. Essa é uma das localidades mais perturbadas pelas
intervencdes humanas, apresentando residéncias em todo seu entorno, com frequente
transito de veiculos e pessoas. Além disso, essa populacdo exibiu escassas marcas de
herbivoria, trilhas e fezes (observagdo pessoal) deixadas pelas cavias e foi o sitio
amostral com menor sucesso de captura, embora o numero de armadilhas utilizadas e
0 tempo médio de permanéncia tenha sido semelhante ao dos outros sitios. Todos
esses aspectos corroboram com o resultado do teste, indicando que a populagéo pode
ter passado por eventos de reducéo.

Em todo caso, algumas questdes relacionadas aos gargalos populacionais, a
espécie e ao ambiente devem ser debatidas. Primeiramente, um gargalo genético
pode ocorrer na auséncia de um gargalo demografico, quando existem poucos

individuos de um sexo, devido a razdo entre 0s sexos ser desviada ou por exibir um
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sistema de acasalamento poliginico (ou poliandrico) (Luikart et al., 1998). O sistema
de acasalamento poliginico foi evidenciado para C. magna em um estudo anterior
(Santos, 2013) e poderia produzir ou agir com o gargalo populacional, contribuindo
para o padrdo observado apenas na populacdo menor. Em segundo lugar, C. magna
esta exposta a alta pressdo de predacao, que em algumas circunstancias pode levar as
populacBes desse roedor ao declinio (Kraus et al., 2003; Kraus & Rodel, 2004; Kraus
et al., 2005; Adrian & Sachser, 2011). Além disso, a espécie ocorre na orla costeira,
vivendo na borda de lagoas e em areas alagadas, e considerando a instabilidade e a
crescente atividade antropica nesses ambientes, estd susceptivel a variacGes
demogréficas repentinas.

Em contrapartida, cabe ressaltar que a espécie exibe um uso ndo-estacionario
ou ndémade do espaco, caracterizado pela mudanca gradual na area de vida. Esse
comportamento evita a deterioracdo do habitat, como o aumento no nivel da agua, e
busca recursos, provavelmente grama fresca em areas secas (Kraus et al., 2003;
Adrian & Sachser, 2011). Adicionalmente, os recém-nascidos de C. magna sdo 0s
mais precoces entre os filhotes de mamiferos. Essa estratégia reduz a mortalidade dos
individuos jovens e pode ser justificada pela instabilidade dos ambientes habitados
pela espéecie. (Kraus et al., 2003; Kraus et al., 2005). As caracteristicas das
populacdes de Cavia mencionadas podem ter contribuido com a aparente
estabilidade demografica observada nas populagbes que ndo demonstraram

evidéncias da ocorréncia de gargalos populacionais.

Estrutura e diferenciacdo populacional

Os resultados obtidos na analise Bayesiana indicam a presenca de
estruturacdo genética em C. magna. As localidades amostradas constituem duas
populacdes geneticamente distintas.

A primeira populacdo é formada pelos individuos dos sitios continentais e
contiguos Barra e Parobé e pelos individuos da Ilha dos Marinheiros. Tendo em vista
0 contexto geoldgico atual, esse resultado foi inesperado, ja que a Ilha dos
Marinheiros € bastante isolada do continente e se considerarmos a distancia
geografica, ela encontrada mais proxima de Rio Grande do que de S&o José do Norte
(ver Fig.1). Entretanto, durante o periodo Pleistoceno, o acesso de comunicacdo da
Laguna dos Patos com o Oceano Atlantico se localizava na parte mais ao sul,

contornando a Ilha dos Marinheiros, que fazia parte da barreira Il e era ligada a Sdo
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José do Norte, em um corddo litoraneo que foi rompido pelo meandramento do canal da
Laguna dos Patos (Corréa et al., 2004; Hallal et al.