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Resumo

Rodovias podem fragmentar popula¢Ges por dois mecanismos, mortalidade e evitamento. Como
espécies que evitam rodovias sdo raramente atropeladas por veiculos e, entdo, ndo sdo detectadas em
monitoramentos de fauna atropelada, outras abordagens sdo necessarias para identificar se eles estdo
sendo afetados. Ctenomys minutus (tuco-tuco) é um roedor subterrdneo que habita campos arenosos
nas margens de rodovias e sdo raramente registrados em monitoramentos de fauna atropelada.
Buscamos identificar se as rodovias sdo uma barreira para o fluxo génico de tuco-tuco baseado em
nove loci de microssatélite. Coletamos amostras de tecido epitelial de individuos de quatro
populagdes: duas com a presenca (Weber e Amaral) e, como controle, duas com a auséncia de rodovia
(Maribo | e Maribo I1). Mensuramos diversidade genética, diferenciacdo genética (estatistica F) e
acessamos estrutura genética (agrupamento bayesiano). Ndo observamos reducdo na variabilidade
genética e encontramos um baixo nivel de isolamento entre Weber e Amaral e um isolamento ainda
menor entre Maribo | e Maribo 1. O método bayesiano separou os individuos em dois grupos, onde
Maribo | e Maribo Il sdo um grupo consistente e Weber e Amaral possuem fracas diferenciagdes. Os
resultados nos indicam que um efeito de barreira entre as populagdes separadas pela rodovia esta em
processo e que € necessario mais tempo para observarmos de forma mais clara o isolamento. Sdo
necessarios mais estudos genéticos e comportamentais para certificar este padrdo. Sob aspectos
praticos, seria adequado monitorar as populacdes afetadas e, eventualmente, aplicar alguma medida de
mitigacdo na estrada pra proporcionar conectividade. Por fim, a abordagem genética se mostrou muito

interessante para avaliar este impacto.

Palavras-chave Evitamento, Efeito de barreira, Microssatélite, Fragmentacdo de habitat,

Diferenciagdo genética.



Abstract

Roads can fragment populations by two mechanisms, mortality and avoidance behavior. Since species
that avoid roads are rarely killed by vehicles and thus cannot be detected in roadkill surveys, other
approaches are necessary to identify whether they are affected. Ctenomys minutus (tuco-tuco) is a
subterranean rodent who inhabits sand fields including at the margins of roads, however is rarely
recorded on roadkill surveys. We aimed to identify if roads are a barrier to the gene flow of tuco-tuco
based on nine microsatellite loci. We collected tissue samples from individuals of four populations: a
pair with the presence (Weber and Amaral) and, as control, a pair with absence of a road (Maribo |
and Maribo I1). We measured the genetic diversity, the genetic differentiation (F-statistics), and
assessed the genetic structure (Bayesian clustering). We observed no reduction in genetic variability
and a low isolation level in pairwise comparison of Weber and Amaral, which was even lower
between Maribo | and Maribo Il. The Bayesian method separated individuals into 2 clusters, where
Maribo | and Maribo Il are one consistent cluster and Weber and Amaral present weak
differentiations. The results indicate that a barrier effect between populations separated by roads is in
process. More genetic and behavioral studies are needed to confirm this pattern. Under practical
aspects, it would be appropriate to monitor the affected populations and possibly apply some
mitigation measure on the road to provide connectivity. Finally, genetic approach proved very
interesting to evaluate this impact.

Key words Road avoidance, Barrier effect, Microsatellite, Habitat fragmentation, Genetic

differentiation.
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Introducéo geral
Os efeitos ecoldgicos das rodovias e ferrovias sobre a biota estdo sendo identificados e
estudados. O efeito mais abordado é a mortalidade de fauna por colisdo com veiculos, mas
existem muitos outros impactos importantes: perda e modificacdo do hébitat, criacdo de
corredor para dispersdo de espécies exoticas, poluicdo, mudanca de hidrologia, aumento na
pressdo de predacdo, perturbacao/efeito de borda, alteracdo de comportamento animal e efeito
de barreira (Forman & Alexander 1998; Trombulak & Frissell 2000). A presenca de rodovias
fragmentando ecossistemas pode ocasionar o isolamento reprodutivo das populagdes, impedir
o fluxo génico, diminuir a diversidade genética e o tamanho das popula¢des, diminuir a
probabilidade de recolonizagdo de &reas desocupadas, aumentando 0s riscos de exting¢do local
de inimeras espécies (Balkenhol & Waits 2009). O isolamento de populagdes em funcdo da
reducdo da conectividade entre manchas de habitat é considerado uma das maiores ameacas a

persisténcia de espécies causada pela fragmentacdo (Reed 2004).

Kociolek & Clevenger (2007) recomendam investigar os efeitos da mortalidade e do
comportamento de evitamento sobre os individuos e populacbes e os subseglientes efeitos
demogréficos e genéticos. Alguns estudos empiricos com essa abordagem ja foram realizados
desde grilos e besouros até anfibios e mamiferos (Holderegger & Di Giulio 2010). A maioria
dos trabalhos revisados por Holderegger & Di Giulio (2010) encontraram efeitos negativos
sobre a diversidade genética e aumentos na diferenciacdo ou distancia genética. Ndo foram
encontrados efeitos da rodovia sobre algumas populacGes de besouros, sapos, salamandras,

pequenos roedores, e mamiferos de médio e grande porte, podendo ser uma resposta



condicionada a alguns fatores, como um intervalo de tempo entre 0 processo causal (estrutura
atual da paisagem) e a resposta bioldgica (estrutura genética) (Balkenhol et al. 2009).

Para estes estudos genéticos, diversos marcadores moleculares foram utilizados: mtDNA
(DNA mitocondrial), ISSR (regides gendmicas entre loci de microssatélite), VNTR (nUmero
variavel de repeticbes em tandem - minissatélites), RAPD (Fragmentos de DNA amplificados
ao acaso), isoenzimas, € SSR (sequéncia simples repetida - microssatélite). Cada tipo de
marcador possui suas vantagens e desvantagens que devem ser consideradas na escolha do
método. O marcador molecular mais amplamente utilizado em trabalhos de ecologia de
rodovias é o microssatélite, porque sua alta taxa de mutacdo e alta variagdo propiciam
relativamente alto poder de detectar subdivisdo genética entre populacbes fragmentadas. O
microssatélite, entdo, € uma regido altamente variavel e ndo codificadora do DNA nuclear que
consiste em séries de repeticbes de 2-6 pares de base. Eles sdo codominantes, altamente
polimorficos, com uma taxa de mutacdo alta (duas ou trés vezes maior do que aloenzimas)
(Ashley & Dow 1994).

Neste trabalho, avaliaremos o possivel efeito de barreira de rodovias sobre o fluxo génico do

roedor fossorial Ctenomys minutus (Ctenomyidae) a partir de loci de microssatélites.
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Rodovias atuam como barreira para o fluxo génico de roedores subterraneos? O caso do
tuco-tuco Ctenomys minutus (Ctenomyidae)*

. B. Esperandio?, A. Kindel?, L. Tchaika®, T. R. O. de Freitas

Resumo

Rodovias podem fragmentar populacGes por dois mecanismos, mortalidade e evitamento.
Como espécies que evitam rodovias sdo raramente atropeladas por veiculos e, entdo, ndo sdo
detectadas em monitoramentos de fauna atropelada, outras abordagens sd@o necessarias para
identificar se eles estdo sendo afetados. Ctenomys minutus (tuco-tuco) é um roedor
subterraneo que habita campos arenosos nas margens de rodovias e sao raramente registrados
em monitoramentos de fauna atropelada. Buscamos identificar se as rodovias sdo uma barreira
para o fluxo génico de tuco-tuco baseado em nove loci de microssatélite. Coletamos amostras
de tecido epitelial de individuos de quatro populacdes: duas com a presenca (Weber e Amaral)
e, como controle, duas com a auséncia de rodovia (Maribo | e Maribo Il). Mensuramos
diversidade genética, diferenciacdo genética (estatistica F) e acessamos estrutura genética
(agrupamento bayesiano). Ndo observamos reducdo na variabilidade genética e encontramos
um baixo nivel de isolamento entre Weber e Amaral (Fst=0,04; Nm = 1,86) e um isolamento
ainda menor entre Maribo | e Maribo Il (Fst=0,02; Nm = 3,64). O método bayesiano separou
os individuos em dois grupos, onde Maribo I e Maribo 1l sdo um grupo consistente e Weber e

Amaral possuem fracas diferencia¢Ges. Os resultados nos indicam que um efeito de barreira

! Artigo a ser submetido para o periédico Molecular Ecology.
2 Programa de P6s-Graduagao em Ecologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
¥ Centro de Ciéncias Exatas e Naturais, Universidade Estadual do Maranho.



entre as populacdes separadas pela rodovia estd em processo e que € necessario mais tempo
para observarmos de forma mais clara o isolamento. S&o necessarios mais estudos genéticos e
comportamentais para certificar este padrdo. Sob aspectos praticos, seria adequado monitorar
as populaces afetadas e, eventualmente, aplicar alguma medida de mitigacdo na estrada pra
proporcionar conectividade. Por fim, a abordagem genética se mostrou muito interessante para
avaliar este impacto.

Palavras-chave: Evitamento de estradas, Efeito de barreira, Microssatélite, Fragmentacédo de

habitat, Diferenciacéo genética

Introducéo

Rodovias sdo estruturas importantes para o desenvolvimento socioecondmico, mas causam
diversas alteracGes ambientais durante sua construcao e operacdo, com efeitos conhecidos nas
populacdes animais (Fahrig & Rytwinski 2009). Alguns estudos empiricos (Vos et al. 2001;
Bhattacharya et al. 2003; Keller & Largiader 2003; Riley et al. 2006; Marsh et al. 2007;
Shepard et al. 2008) e outros estudos usando dados simulados (e.g. Jackson & Fahrig 2011)
tém demonstrado que rodovias podem fragmentar populagdes e reduzir a diversidade genética
por dois mecanismos: mortalidade e evitamento (tanto da superficie da rodovia, do fluxo de
veiculos ou da presenca de veiculos). Jackson & Fahrig (2011), em um estudo de simulacéo,
demonstraram que a mortalidade é o principal mecanismo de perda de diversidade genética
porque remove continuamente individuos das popula¢fes diminuindo sua abundancia. No
entanto, tanto a mortalidade quanto o evitamento devem ter um importante efeito na

persisténcia da populagdo pela reducéo da variabilidade genética e/ou restauracdo demografica
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em sistemas fonte-dreno (Jaeger et al. 2005). O principal método empregado para avaliacdo
de impacto de rodovias nas populacfes animais € o monitoramento de fauna atropelada e,
sendo que espécies que evitam rodovias sdo raramente atropeladas e registradas nestes
monitoramentos, outras abordagens metodologicas sdo necessarias para identificar se as
espécies com esse comportamento sao afetadas.

Entre mamiferos, as menores espécies sao as mais provaveis a exibirem o comportamento de
evitamento da rodovia (Rytwinski & Fahrig 2013). Diversos estudos com os métodos de
translocacdo e/ou captura-marcacao-recaptura tém sido utilizados para verificar o efeito das
rodovias no movimento de diferentes espécies de pequenos mamiferos. Tais estudos
demonstraram que individuos conseguem atravessar a rodovias quando sdo translocados, mas
eles evitam fazé-lo espontaneamente (Oxley et al. 1974; Swihart & Slade 1984; Mader 1984;
Burnett 1992; Richardson et al. 1995; Clark et al. 2001; Goosem 2001; Rondinini &
Doncaster 2002). Poucos estudos foram realizados para verificar as consequéncias deste
comportamento no fluxo génico e na diversidade genética das populacdes (Holderegger & Di
Giulio 2010). Um estudo de Gerlach & Musolf (2000) encontrou um efeito de barreira em
Clethrionomys glareolus baseado em baixos, mas significantes valores de Fst, causado por
uma migracdo limitada através da rodovia. Porém, ndo encontrou este resultado para estrada
de chdo ou ferrovia. Conrey & Mills (2003) detectaram um decréscimo no fluxo génico
dependente das espécies amostradas e dos tipos de rodovia. No entanto, Redeker et al. (2006)
and Gauffre et al. (2008) ndo encontraram estruturagdo genética nas populac@es de pequenos
mamiferos separadas pelas rodovias, possivelmente porque eram popula¢fes grandes e com

altas taxas de dispersao (todos os trés estudos citados utilizaram a estatistica F). Baseado nas
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informacdes acima, nds podemos esperar que uma espécie de pequeno mamifero que tenha
um tempo de geracao curto, com um tamanho populacional e mobilidade reduzidos, deva ser
mais sensivel ao efeito de barreira de rodovias.

Na planicie costeira do sul do Brasil, encontramos populac@es de Ctenomys minutus (tuco-
tuco) habitando campos arenosos em margens de rodovias; no entanto, raramente sdo
registrados individuos atropelados. Tuco-tuco é um pequeno roedor subterraneo com habitos
solitarios e sedentarios, que vive em populaces descontinuas (popularmente chamadas de
tuqueiras) e com baixa habilidade de dispersdo (Fonseca 2003; Marinho & Freitas 2006): uma
colecdo de atributos que poderiam torna-lo vulneravel a fragmentacdo de populacdo por
rodovias.

Neste estudo, objetivamos identificar se as populacdes de tuco-tuco estdo sob efeito de
barreira. Utilizamos loci de microssatélite para avaliar a diversidade e a diferenciacao genética
entre duas tuqueiras separadas por rodovias e duas tuqueiras separadas por distancia similar
sem uma barreira fisica (controle). Esperamos que as tuqueiras separadas pela rodovia
apresentem uma menor diversidade genética e uma maior diferenciacdo quando comparadas

com as tuqueiras separadas apenas pela distancia.

Material e Métodos

Espécie de estudo

Ctenomys minutus Nehring, 1887 é um roedor que habita campos arenosos e pastagens na
planicie costeira do sul do Brasil. Esta espécie é subterranea, sendo que cada individuo vive

solitariamente em galerias defendidas agressivamente de outros individuos, e compartilhadas
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apenas durante a reproducdo. Apesar do territorialismo, as espécies ocorrem em populacdes
descontinuas, agregadas e relativamente densas (média de 10 individuos por hectare) por
causa da baixa freqliéncia de deslocamentos e sua curta distancia (Fonseca 2003; Marinho &
Freitas 2006). Os individuos sdo sedentarios e saem das galerias apenas para forragear na
superficie, buscar parceiros reprodutivos ou dispersar. A reproducédo é anual e o acasalamento
ocorre de Julho a Outubro. O cuidado parental perdura até os filhotes tornarem-se juvenis e
dispersarem para as margens da mesma tuqueira, para outra tugueira ou para areas vazias. Os
individuos levam de seis a sete meses para atingir a maturidade sexual (Fonseca 2003). Esta
espécie ja é impactada por rodovias: individuos expostos a emissdao de automoveis tém
mostrado um aumento no namero de células com dano no DNA, especialmente as fémeas
adultas. Dados quimicos mostram que elevados niveis de hidrocarbonetos, metais e NO; estdo
associados com os danos celulares observados em tuco-tuco (Heuser et al. 2002).

Area de estudo

Nosso estudo foi conduzido na Planicie Costeira no sul do Brasil, em uma area de campo
utilizado para o gado, com solo arenoso, coberto predominantemente por gramineas e
ciperaceas.

Amostramos populacGes de tuco-tuco durante os anos de 2000 e 2001 em lados opostos da
rodovia RS-030 (fazenda “Weber” -50.13°, -29.93° e fazenda “Amaral” -50.22°, -29.95°),
cada populacéo estando 100 m distantes da margem da rodovia e 1 km distantes uma da outra.
Também amostramos duas populacbes controle (fazenda “Maribo 17 -50.16°, -29.91° e
fazenda “Maribo 11" -50.16°, -29.91°), separadas 700 m uma da outra, sem rodovias ou outra

barreira fisica aparente entre elas (Figura 1). A rodovia RS-030 € pavimentada e possui quatro
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pistas, com canteiro central. Conecta as cidades de Gravatai e Tramandai (no litoral norte do
Rio Grande do Sul), mas a area amostrada encontra-se no trecho entre Osorio e Tramandai.
Esta rodovia foi pavimentada em 1974 e duplicada em 1990. O trafego € constante de Marco a
Outubro, aumentando consideravelmente durante o verdo; o trafego diario médio anual é

11.608 veiculos (baseado no ano 2004, DAER).
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Figura 1 Mapa da Planicie Costeira do sul do Brasil com o desenho amostral do estudo. Circulos amarelos
representam areas de coleta deste estudo. Circulos vermelhos representam areas de coleta de Lopes (2011)
mostrando outras populacfes da espécie no entorno. As estrelas representam as cidades conectadas pela
estrada RS-030. Em cinza areas de pastagens e campos arenosos, em azul sistema lagunar.

Coleta de dados e genotipagem
Os individuos de tuco-tuco foram capturados usando armadilhas do tipo Oneida Victor,
anestesiados, individualizados, e um pequeno pedaco de tecido de sua cauda foi coletado. A

amostragem foi conduzida com a permissdo do Ministério Brasileiro do Meio Ambiente
12



(IBAMA; numero das licencas 101/99-DIFAS e 130/2002-CGFAU/LIC). Manipulagédo e
cirurgia foram realizadas sob anestesia com Cetamina (Rhobipharma, BR), e todos os esforcos
foram feitos para minimizar o sofrimento. O tecido foi estocado em etanol em um freezer a -
20 °C até sua utilizacdo em laboratério. A extracdo de DNA foi realizada seguindo o
protocolo de Medrano et al. (1990), usando precipitacio com sal. Para este estudo,
selecionamos amostras de vinte individuos de cada tuqueira baseado na qualidade do material
de DNA. Usamos o equipamento NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) para mensurar a razdo
260/280 de acido nucléico e selecionamos o material com a raz&o acima de 0,8.

Para genotipagem, utilizamos um locus microssatélite desenvolvido para Ctenomys haigi
(HAI12; Lacey et al. 1999), quatro loci desenvolvidos para Ctenomys sociabilis (SOCL,
SOC2, SOC4, SOC5; Lacey 2001), e quarto loci desenvolvidos para Ctenomys torquatus
(TOR1, TOR2, TOR4, TORS5; Roratto et al. 2011). A amplificacdo de cada primer foi
realizada em uma reacdo com volume de 20 pl contendo, para os primers HAI e SOC que ja
possuiam fluorescéncia, 14 pul de H,O, 2 pl de tampéo para PCR, 0,6 ul de MgCl,, 0,4 ul de
dNTP, 0,4 pul de cada primer, 0,2 ul de Taqg e 2 ul de solucdo de DNA, e, para 0s primers
TOR, contendo 13,1 ul de H,0, 2,5 pul de tampéo para PCR, 1 ul de MgCl,, 0,4 ul de dNTP,
0,4 pl de primer reverse, 0,1 ul de primer forward, 0,3 pul de fluorescéncia (Hex ou Fam), 0,2
ul de Taq e 2 pl de solugcdo de DNA. A amplificacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) foi realizada com uma desnaturacgéo inicial a 95 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 15 s, anelamento a 59 °C (SOC2, SOC5), 57 °C (TOR2) ou 55 °C
(outros primers) por 30 s, extensdo a 72 °C por 30 s, e uma extensao final a 72 °C por 1 min.

Os produtos do PCR foram genotipados pelos sequenciadores Applied Biosystems 3730x| e
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ABI PRISM 310, e todos os alelos foram registrados manualmente usando o software Peak
Scanner v1.0 (Applied Biosystem 2006).

Analise dos dados

Acessamos 0 nimero de alelos, a heterozigosidade observada e esperada, Fis (Indice de
Fixacdo da estatistica F), desvio do equilibrio Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligacdo, e
naumero estimado de migrantes — usando alelos privativos -, e mensuramos a diferenciacdo de
populacdo atraves do calculo, por pares de populacdo, da estatistica F (Fst) e estatistica Rho
(Rst), com todos os loci e sem os loci que desviaram do HWE, usando Genepop 4.2.1
(Rousset 2008). A fim de corrigir os efeitos causados por varios testes, aplicamos
sequencialmente os ajustes de Bonferroni para o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg e
para o desequilibrio de ligacdo (Rice 1989).

Para acessar a estrutura genética, utilizamos um método de agrupamento Bayesiano nao
espacial. O agrupamento Bayesiano € um método que utiliza os gendtipos multilocus para
definir grupos genéticos e designar individuos amostrados ao seu mais provavel grupo de
origem. Este método foi implementado no software STRUCTURE 2.3.2.1 (Falush et al.
2003), e, como hipotetizamos que a rodovia é uma barreira linear separando duas populacdes,
utilizamos um numero fixo de populac6es possiveis (K) igual a 2 e 3, a fim de minimizar a
influéncia do isolamento por distancia. Realizamos as analises com modelo de mistura e
assumimos frequéncias alélicas correlacionadas. Utilizamos um burn-in de 100.000, seguido

de 1.000.000 iteracbes MCMC.
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Resultados

Os nove loci de microssatélite foram polimdérficos em todas as amostras totalizando 63 alelos
e uma média de 6,8 alelos por locus, variando de 4 a 11 alelos. Dois de 36 testes de desvio do
equilibrio Hardy-Weinberg mostraram deficit de heterozigosidade, HAI12 e SOCl1 em
Amaral, com p < 0,00139 (Tabela 1), e nenhum dos testes mostraram desequilibrio de ligacdo
(p < 0,00139). O numero de migrantes (Nm) para todas as tuqueiras, apos correcdo pelo
tamanho amostral, foi 2,37, o Nm entre Weber e Amaral foi 1,86 e 0 Nm entre Maribo | e

Maribo Il foi 3,64.
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Tabela 2 Sumario das informagGes basicas dos nove loci de microssatélite nas populagfes amostradas.
Numero de alelos por locus, heterozigosidades observadas e esperadas (Ho e He, respectivamente),
resultados dos testes exatos de equilibrio Hardy-Weinberg (HWE valor P), e a estimativa global de Fs
sobre os alelos, de acordo com Weir & Cockerham (1984). Em negrito, valores significativos de P,

considerando P < 0,00139 (apds corregdo de Bonferroni).

HAIl2 SOCI  SOC2 SOC4  SOC5  TORL  TOR2 TOR4  TORS
No. de
alelos 4 9 11 4 10 8 6 4 5
Ho 5 16 16 6 9 13 13 7 12
< He 9,31 1572 1495 6,74 12,90 1628 13,26 1023 12,61
o)
2 HWE 901 075 040 058 005 011 033 010 039
valor P
Fis 047 002 007 011 031 021 002 032 005
Ho 5 9 18 12 11 14 15 11 14
5 He 12,08 1602 16,67 8,54 13,40 13,70 1538 11,27 1327
;és HWE 0001 00005 087 0,15 0,23 0,43 09 0,35 0,61
valor P
Fis 059 044 008 -042 018  -002 002 002  -0,06
Ho 10 11 11 7 2 9 9 14 14
3 He 11,10 14,87 10,88 11,28 591 12,19 11,20 11,82 12,33
s HWE g3 0,007 051 0,02 0,003 043 0,04 0,79 0,81
= valorP
Fis 010 026 001 038 067 027 020 017 -0,14
Ho 6 9 9 9 5 9 13 14 14
= He 11,08 843 10,85 12,13 4,63 11,20 12,38 13,15 12,89
o)
5 HWE 9003 o061 034 0,02 1,00 0,43 096 0,93 0,43
= valorP
Fis 046 007 017 026  -008 020  -005 -006  -0,09

Estimativas de Fst e Rst tiveram resultados similares e apresentaram mudancas quando

removemos os loci em desequilibrio de Hardy-Weinberg (HAI12 e SOC1; Tabela 2). Eles

mostraram que as populacGes Weber e Amaral sdo mais isoladas das populagées Maribo | e

Maribo Il (Fst variando entre 0,2149 e 0,2923, e Rst variando entre 0,2770 e 0,3217).

Também mostrou que existe algum fluxo génico entre as populaces Weber e Amaral (Fst =

0,0486, Rst = 0,0703) e um fluxo génico ainda maior entre as populacdes Maribo | e Maribo
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Il (Fst = 0,0104, Rst = 0,0406). Considerando os resultados similares, discutiremos apenas 0s

valores de Fgt.

Tabela 3 Estimativas pareadas de Fst (abaixo da diagonal) e estimativas pareadas de Rst (acima da
diagonal). Resultados com todos os loci e sem os loci HAI12 e SOC1, que desviaram de HWE. Em negrito,
valores baixos de Fgr.

TODOS LOCI SEM HAI12 E SOC1
Area Weber Amaral Maribol Mariboll |Weber Amaral Maribol Mariboll
Weber 0,0538 0,2437 0,3022 0,0703 0,3003 0,2770
Amaral |0,0430 0,2201 0,2719 0,0486 0,2770 0,3217
Maribo | |0,2547 0,1986 0,0246 0,2923 0,2362 0,0406
Maribo 11| 0,2625 0,2158 0,0253 0,2687 0,2149 0,0104

Os resultados do agrupamento do Structure indicaram que trés populaces é o que melhor
encaixa nos dados (Ln P(D) 1732,4), com probabilidades muito similares para duas
populagdes (Ln P(D) 1739,6). No entanto, considerando K = 2, podemos ver uma clara
separacdo de Weber e Amaral como uma populacéo, e Maribo | e Maribo Il como outra.
Considerando K = 3, Weber e Amaral sdo separados em duas diferentes popula¢es, mas sem
designacdo precisa dos individuos (Figura 2). Nesta situacdo, individuos das populacdes
Weber e Amaral possuem valores de associagéo (q) aos grupos | e/ou Il variando de 0,327 a
0,668 (Tabela 3). O décimo quinto individuo da tuqueira Weber tem uma ancestralidade
mista, apresentando probabilidades similares de pertencer a qualquer um dos trés grupos (g =

0,312,9=0,37 e g = 0,318, grupos I, Il e 1, respectivamente).
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Figura 2 Resultados do Structure para K = 2 (acima) e K = 3 (abaixo). Associac¢do proporcional (eixo Y)
de cada individuo em dois ou trés grupos de populacdo. Cada individuo é identificado por uma barra
vertical, e cada grupo por uma cor. No eixo X estdo as localidades: (1) Weber, (2) Amaral, (3) Maribo | e
(4) Maribo I1.

Tabela 4 Probabilidades de associagdo dos individuos (q) para cada grupo, considerando K = 3 e
intervalos de probabilidade de 90% (IP (90%)). Em negrito, a maior probabilidade para cada individuo.

Grupo | Grupo I Grupo Il

Tuqueira  Individuo q IP (90%) q IP (90%) q IP (90%)

Weber 1 0,382 (0,000; 1,000) 0,614 (0,000;1,000) 0,003 (0,000;0,017)
Weber 2 0,342 (0,000; 1,000) 0,654 (0,000;1,000) 0,004 (0,000;0,021)
Weber 3 0,509 (0,000;1,000) 0,473 (0,000;1,000) 0,018 (0,000;0,129)
Weber 4 0,371 (0,000; 1,000) 0,621 (0,000;1,000) 0,008 (0,000; 0,051)
Weber 5 0,543 (0,000; 1,000) 0,438 (0,000;1,000) 0,019 (0,000;0,139)
Weber 6 0,334 (0,000;1,000) 0,658 (0,000;1,000) 0,008 (0,000; 0,046)
Weber 7 0,583 (0,000; 1,000) 0,339 (0,000;1,000) 0,077 (0,000; 0,403)
Weber 8 0,429 (0,000;1,000) 0,563 (0,000;1,000) 0,008 (0,000; 0,053)
Weber 9 0,367 (0,000; 1,000) 0,581 (0,000;1,000) 0,052 (0,000; 0,325)
Weber 10 0,383 (0,000; 1,000) 0,614 (0,000;1,000) 0,003 (0,000; 0,014)
Weber 11 0,51 (0,000;1,000) 0,469 (0,000;1,000) 0,022 (0,000;0,158)
Weber 12 0,394 (0,000;1,000) 0,602 (0,000;1,000) 0,005 (0,000; 0,023)
Weber 13 0,329 (0,000; 1,000) 0,668 (0,000;1,000) 0,003 (0,000; 0,016)
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Grupo | Grupo |l Grupo Il

Tuqueira  Individuo q IP (90%) q IP (90%) q IP (90%)

Weber 14 0,335 (0,000; 1,000) 0,661 (0,000;1,000) 0,003 (0,000;0,016)
Weber 15 0,312 (0,000; 1,000) 0,37 (0,000;1,000) 0,318 (0,000; 0,751)
Weber 16 0,34 (0,000;1,000) 0,656 (0,000;1,000) 0,004 (0,000;0,018)
Weber 17 0,33 (0,000; 1,000) 0,665 (0,000;1,000) 0,005 (0,000;0,024)
Weber 18 0,329 (0,000; 1,000) 0,668 (0,000;1,000) 0,003 (0,000;0,016)
Weber 19 0,339 (0,000;1,000) 0,628 (0,000;1,000) 0,033 (0,000;0,212)
Weber 20 0,33 (0,000;1,000) 0,667 (0,000;1,000) 0,003 (0,000;0,017)
Amaral 1 0,407 (0,000; 1,000) 0,575 (0,000;1,000) 0,018 (0,000; 0,121)
Amaral 2 0,475 (0,000; 1,000) 0,514 (0,000;1,000) 0,011 (0,000; 0,056)
Amaral 3 0,529 (0,000; 1,000) 0,461 (0,000;1,000) 0,009 (0,000;0,051)
Amaral 4 0,611 (0,000;1,000) 0,381 (0,000;1,000) 0,008 (0,000;0,042)
Amaral 5 0,543 (0,000; 1,000) 0,452 (0,000;1,000) 0,005 (0,000;0,027)
Amaral 6 0,363 (0,000; 1,000) 0,632 (0,000;1,000) 0,005 (0,000; 0,029)
Amaral 7 0,647 (0,000;1,000) 0,341 (0,000;1,000) 0,012 (0,000;0,082)
Amaral 8 0,653 (0,000; 1,000) 0,339 (0,000;1,000) 0,008 (0,000;0,055)
Amaral 9 0,536 (0,000;1,000) 0,458 (0,000;1,000) 0,006 (0,000;0,030)
Amaral 10 0,633 (0,000;1,000) 0,356 (0,000;1,000) 0,012 (0,000;0,079)
Amaral 11 0,665 (0,000; 1,000) 0,327 (0,000; 1,000) 0,008 (0,000; 0,045)
Amaral 12 0,402 (0,000; 1,000) 0,594 (0,000;1,000) 0,004 (0,000; 0,022)
Amaral 13 0,448 (0,000; 1,000) 0,542 (0,000; 1,000) 0,01 (0,000;0,061)
Amaral 14 0,645 (0,000;1,000) 0,343 (0,000; 1,000) 0,013 (0,000; 0,086)
Amaral 15 0,419 (0,000;1,000) 0,567 (0,000;1,000) 0,013 (0,000; 0,095)
Amaral 16 0,621 (0,000;1,000) 0,367 (0,000;1,000) 0,012 (0,000;0,079)
Amaral 17 0,629 (0,000; 1,000) 0,367 (0,000;1,000) 0,005 (0,000;0,023)
Amaral 18 0,653 (0,000; 1,000) 0,336 (0,000;1,000) 0,011 (0,000;0,071)
Amaral 19 0,627 (0,000;1,000) 0,328 (0,000;1,000) 0,045 (0,000;0,311)
Amaral 20 0,603 (0,000;1,000) 0,392 (0,000;1,000) 0,005 (0,000;0,025)
Maribo | 1 0,073 (0,000;0,369) 0,077 (0,000; 0,364) 0,85 (0,542; 1,000)
Maribo | 2 0,158 (0,000; 1,000) 0,088 (0,000;0,938) 0,753 (0,000; 1,000)
Maribo | 3 0,003 (0,000; 0,016) 0,003 (0,000;0,015) 0,994 (0,963; 1,000)
Maribo | 4 0,004 (0,000;0,019) 0,004 (0,000;0,018) 0,993 (0,955; 1,000)
Maribo | 5 0,005 (0,000;0,028) 0,005 (0,000; 0,025) 0,99 (0,936; 1,000)
Maribo | 6 0,004 (0,000;0,021) 0,004 (0,000;0,018) 0,992 (0,953; 1,000)
Maribo | 7 0,062 (0,000;0,367) 0,037 (0,000;0,272) 0,901 (0,566; 1,000)
Maribo | 8 0,005 (0,000;0,025) 0,005 (0,000;0,024) 0,991 (0,943; 1,000)
Maribo | 9 0,004 (0,000;0,022) 0,004 (0,000;0,021) 0,992 (0,949; 1,000)
Maribo | 10 0,01 (0,000; 0,058) 0,01 (0,000; 0,059) 0,98 (0,870; 1,000)
Maribo | 11 0,007 (0,000;0,035) 0,006 (0,000;0,032) 0,987 (0,921;1,000)
Maribo | 12 0,009 (0,000;0,044) 0,007 (0,000;0,037) 0,984 (0,903; 1,000)
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Grupo | Grupo |l Grupo Il

Tuqueira  Individuo q IP (90%) q IP (90%) q IP (90%)
Maribo | 13 0,004 (0,000; 0,022) 0,004 (0,000; 0,021) 0,991 (0,949; 1,000)
Maribo | 14 0,006 (0,000; 0,032) 0,005 (0,000; 0,025) 0,989 (0,933; 1,000)
Maribo | 15 0,004 (0,000; 0,022) 0,004 (0,000; 0,021) 0,991 (0,949; 1,000)
Maribo | 16 0,006 (0,000; 0,030) 0,006 (0,000; 0,028) 0,989 (0,931; 1,000)
Maribo | 17 0,006 (0,000; 0,031) 0,005 (0,000; 0,027) 0,989 (0,931; 1,000)
Maribo | 18 0,029 (0,000; 0,208) 0,032 (0,000; 0,226) 0,939 (0,670; 1,000)
Maribo | 19 0,007 (0,000; 0,038) 0,007 (0,000; 0,035) 0,986 (0,915; 1,000)
Maribo | 20 0,013 (0,000; 0,091) 0,012 (0,000; 0,081) 0,975 (0,840; 1,000)
Maribo Il 1 0,005 (0,000; 0,026) 0,005 (0,000; 0,025) 0,99 (0,939; 1,000)
Maribo Il 2 0,004 (0,000; 0,019) 0,003 (0,000; 0,017) 0,993 (0,956; 1,000)
Maribo Il 3 0,011 (0,000; 0,059) 0,01 (0,000; 0,055) 0,979 (0,868; 1,000)
Maribo Il 4 0,005 (0,000; 0,028) 0,005 (0,000; 0,026) 0,99 (0,936; 1,000)
Maribo Il 5 0,022 (0,000; 0,140) 0,016 (0,000; 0,094) 0,961 (0,757; 1,000)
Maribo Il 6 0,007 (0,000; 0,035) 0,005 (0,000; 0,027) 0,988 (0,926; 1,000)
Maribo I 7 0,026 (0,000; 0,181) 0,034 (0,000; 0,212) 0,94 (0,717; 1,000)
Maribo Il 8 0,004 (0,000; 0,021) 0,004 (0,000; 0,019) 0,992 (0,953; 1,000)
Maribo Il 9 0,009 (0,000; 0,052) 0,009 (0,000; 0,053) 0,982 (0,883; 1,000)
Maribo Il 10 0,005 (0,000; 0,024) 0,005 (0,000; 0,023) 0,991 (0,944; 1,000)
Maribo Il 11 0,013 (0,000;0,079) 0,013 (0,000;0,077) 0,974 (0,834; 1,000)
Maribo Il 12 0,024 (0,000; 0,174) 0,021 (0,000; 0,149) 0,956 (0,737; 1,000)
Maribo Il 13 0,004 (0,000;0,022) 0,004 (0,000;0,022) 0,991 (0,948; 1,000)
Maribo I 14 0,005 (0,000; 0,024) 0,004 (0,000; 0,022) 0,991 (0,945; 1,000)
Maribo Il 15 0,101 (0,000;0,499) 0,081 (0,000;0,433) 0,818 (0,406; 1,000)
Maribo I 16 0,004 (0,000; 0,022) 0,004 (0,000; 0,019) 0,992 (0,951; 1,000)
Maribo Il 17 0,005 (0,000;0,027) 0,005 (0,000;0,026) 0,99 (0,937; 1,000)
Maribo Il 18 0,04 (0,000; 0,247) 0,043 (0,000; 0,251) 0,917 (0,663; 1,000)
Maribo Il 19 0,014 (0,000;0,097) 0,011 (0,000;0,070) 0,975 (0,837; 1,000)
Maribo I 20 0,004 (0,000; 0,021) 0,004 (0,000; 0,019) 0,992 (0,952; 1,000)
Discusséao

Nos observamos evidéncias de que um efeito de barreira entre as populacdes separadas pela
rodovia estd em processo. O valor de Fst maior entre Weber e Amaral comparado com
Maribo | e Maribo 11, e a diferenca no numero estimado de migrantes sdo nossas primeiras

evidéncias. Como a estatistica F é fortemente baseada na heterozigosidade, ela é influenciada
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pelo nivel de diversidade dentro da populacdo (que € frequentemente elevada para
microssatélites), e entdo a proporcdo de diversidade entre as populacdes se restringe a ser
pequena mesmo quando a divergéncia é alta (Charlesworth 1998; Hedrick 1999). Portanto,
para melhor interpretar os resultados, nds utilizamos categorias criadas por Nei (1978) para
padronizar os valores de Fst: Fst< 0,05 é considerado baixo nivel de isolamento; 0,05 < Fsr <
0,15 é nivel mediano de isolamento; e Fst> 0,15 é alto nivel de isolamento.

Entdo, os valores de Fst mostraram um alto nivel de isolamento entre os dois blocos de
tuqueiras: Maribo | e Maribo Il contra Weber e Amaral, o que é coerente com o0s 12 km de
distancia entre eles. Um baixo nivel de isolamento foi encontrado no par Weber e Amaral
(que séo separados pela rodovia), e Maribo | e Maribo Il (que sdo separados por distancia). No
entanto, Weber e Amaral apresentaram um valor de Fsr mais alto e um menor nimero de
migrantes quando comparado com Maribo | e Il, indicando um possivel processo de
diferenciacdo genética. Esta possibilidade também é suportada por um dos pressupostos do
Fst, 0 qual afirma que a populacéo ja tenha atingido um equilibrio genético entre a migracao
(que mantém o fluxo génico entre as populacGes) e a deriva genética (que promove a
diferenciacdo), mas isto pode levar muitas geracdes se o tamanho da populacdo for grande
e/ou se a taxa de migracdo for baixa (Whitlock & McCauley 1999).

Lopes (2007) avaliou a estrutura genética, usando dados de microssatélite, de populacbes de
tuco-tuco ao longo de toda distribuicdo da espécie. Estas populagdes tiveram uma distancia
média de 194,75 km (variando de 4,37 km a 486 km). Ela encontrou altos niveis de
diferenciacdo genética e um baixo numero estimado de migrantes entre quase todas as

populaces, e estes se apresentaram correlacionados com as distancias geograficas. As poucas
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comparagfes com Fst < 0,05 tiveram um Nm entre 6,6 e 8,5, 0 que é bem maior do que os
encontrados na nossa amostragem.

A comparacdo de estudos que utilizam a estatistica F deve muito cuidadosa, pois os valores de
Fst sdo dependentes da heterozigosidade das populacdes, variando amplamente entre as
espécies estudadas. Gerlach & Musolf (2000) concluiram que a rodovia tem um efeito de
barreira sobre o fluxo génico de bank voles baseado em valores médios de FST igual a 0,025.
Conrey & Mills (2003) encontraram que rodovias de duas pistas reduziram o fluxo génico de
vagrant shrews (Fst = 0,081 lados opostos da rodovia e Fst = 0,011 mesmo lado da rodovia) e
que rodovias de quatro pistas reduziram o fluxo génico de vagrant shrews (Fst = 0,008 lados
opostos e Fst = 0,004 mesmo lado) e de deer mice (Fst = 0,055 lados opostos e Fst = 0,043
mesmo lado). Estes resultados ressaltam a importancia de realizarmos estudos com areas
controle para que os valores possam ser comparados dentro da mesma espécie.

Uma das possiveis interpretacbes dos nossos resultados € de que a rodovia tem um efeito
neutro sobre as populacdes, como encontrado em outras espécies de pequenos mamiferos. No
entanto, pode ser que este efeito neutro aparente seja somente temporario, ou seja, ainda ndo
houve tempo suficiente para identificar o efeito de barreira. O Unico estudo com mamifero
subterraneo mostrou uma resposta positiva: Huey (1941) reportou um caso de expansdo do
pocket gopher (Thomomys sp.) nas margens de uma rodovia recentemente construida no
deserto do Arizona, na primeira metade do século XX. Ele descreveu como a espécie se
estabeleceu na area e comentou que 0s habitos fossoriais dos gophers tiveram vantagem sobre
0s ratos cangurus em um menor nimero de atropelamentos. Outros estudos ja reportaram

efeitos neutros e positivos para pequenos mamiferos (ver a revisdo Fahrig & Rytwinski 2009)
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e para melhor entender essas respostas as rodovias Rytwinski & Fahrig (2013) conduziram um
estudo simulado no qual encontraram que espécies de pequeno porte que evitam atravessar
rodovias, mas ndo sao perturbadas pelo trafego, sdo preditas a ndo serem afetadas pela rodovia
em diferentes niveis de densidade da mesma. Eles consideraram que espécies de pequeno
porte possuem pequenos territérios, pequena area de movimentacdo, e altas taxas
reprodutivas, e por causa disso, mesmo com a fragmentacdo causada pelo aumento da
densidade de rodovias, pequenos mamiferos poderiam manter populacdes viaveis, se,
obviamente, a paisagem em questdo mantivesse a qualidade de habitat. No entanto, tuco-tuco
ndo se reproduz na mesma taxa que outros pequenos mamiferos (como os ratos Oligoryzomys
nigripes e Akodon cursor, os quais tém mais de 24 filhotes por ninhada por ano; Castro &
Fernandez 2004) e ndo deve ter a mesma resposta populacional.

Mais evidéncia suporta a conclusdo de que um processo de isolamento genético estd em curso:
as variacdes nas probabilidades de associa¢do dos individuos de Weber e Amaral e a forte
probabilidade de o melhor nimero de grupos serem trés, apresentados pela analise de
agrupamento. Quando do Structure designa individuos aos grupos, podemos ver claramente
uma designacdo correta em dois blocos de tuqueiras, corroborando para os resultados do Fsr.
Apesar dos valores estatisticos indicarem que K = 3 melhor encaixa com os dados,
observamos que individuos de Weber e Amaral apresentam 40-60% de probabilidade de
pertencer as tuqueiras nas quais foram capturados. Isto mostra que ndo existe diferenciacdo
genética suficiente para separd-los em duas popula¢des. Quando toda a amostra foi avaliada
para diferentes valores de K (andlises preliminares), as probabilidades de associacdo de

individuos & Maribo | e Il ndo variaram, mostrando que esta é uma populacao consistente.
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Reforcamos aqui a ideia de que o isolamento seja um evento recente e que ndo tenha ainda se
estabelecido como uma barreira genética. A rodovia foi pavimentada na década de 70 e
duplicada na década de 90, com um grande aumento de trafego desde entdo. Barreiras fisicas
ainda mais antigas, como rios, ja apresentaram este padrdo em outros estudos com espécies do
mesmo género. Lopes et al. (2013) encontrou que os rios Mampituba e Ararangua (com
larguras aproximadas de 100 e 170 m, respectivamente, mais largas que a estrada) ndo agiram
como barreiras geogréficas efetivas para o fluxo génico de C. minutus, possivelmente por
causa do passado transiente da foz destes rios. Um estudo com Ctenomys magellanicus na
Argentina mostrou colonizacdo da espécie para além do rio Rio Grande, sugerindo que este
rio também nado agiu como barreira natural para esta espécie (Fasanella et al. 2013).

Um dos pressupostos para a analise de fluxo génico foi invalidado, o que comprometeria 0s
resultados das analises, mas removemos os fatores causais e solucionamos este problema. Os
dois pressupostos para a analise de fluxo génico sao: equilibrio Hardy-Weinberg e o equilibrio
de ligacdo. Em nossa amostra encontramos déficit de heterozigosidade em dois de 36 testes.
Este déficit pode ser explicado por (i) a presenca de alelos nulos, (ii) um significante nivel de
endogamia, e (iii) uma populacdo estruturada (e.g., o efeito de Wahlund). O isolamento
genético decorrente do efeito de Wahlund depende do tamanho das populacdes isoladas. Se a
populacdo for dividida em partes isoladas, o resultado do isolamento serd similar ao do
acasalamento consanguiineo: um aumento na frequéncia de homozigotos na populagdo (Hartl
& Clark 1997). Além disso, a estruturacdo da populacdo pode ser uma conseqléncia do alto
territorialismo e baixas taxas de dispersdo. A possibilidade de ter alelos nulos é minimizada,

mas ndo excluida, com o aumento do nimero de loci usados. No entanto, alguns valores altos
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de Fis podem corroborar com a endogamia como explicacdo para o deficit de
heterozigosidade. A remocdo dos loci em desequilibrio resolveu o desvio dos dados. O
segundo pressuposto, desequilibrio de ligacdo, refere-se a independéncia dos gendtipos de um
locus com os genotipos de outro locus, e ndo encontramos nenhum desequilibrio de ligacéo
entre os pares de loci.

Apesar de termos encontrado diferentes valores de FST entre as tuqueiras, ndo encontramos
reducdo na variabilidade (Ho e He) entre Weber e Amaral contra Maribo | e Maribo Il como
esperado, apenas um alteracdo na distribuicdo das frequéncias alélicas. Isto pode ser em
virtude do fluxo potencial de outras tuqueiras do entorno, efeito este que nao foi controlado no
desenho amostral deste estudo (ver populacGes amostradas por Lopes (2011) na Figura 1).
Uma hipotese alternativa para a auséncia de reducdo de variabilidade dentro das tuqueiras
e/ou a falta de um isolamento forte entre Weber e Amaral é que os individuos de tuco-tuco
estdo encontrando uma maneira de driblar o efeito de barreira. Sabemos que a dispersédo
ocorre acima do solo, o que é principalmente realizada por individuos ndo-reprodutivos
(Malizia et al. 1995), e que distancias de dispersdo acima de 160 m ja foram registradas para
C. australis (Mora et al. 2010) e 250 m e 900 m para C. flamarioni (Stolz 2006; Garcias
2013). Talvez a rodovia ndo seja uma barreira recente, mas sim uma barreira permeavel, e
migrantes eventuais possam fornecer algum fluxo génico. Um individuo de tuco-tuco foi
registrado habitando o canteiro central da RS-030 (Thales R. O. de Freitas, observacdo
pessoal), 0 que pode indicar uma tentativa de atravessar a rodovia utilizando o canteiro central
como trampolim. Outra indicacdo € que sabemos que esta espécie tem cavado galerias sob a

rodovia BR-101, a qual possui duas pistas, alto aterramento, trafego muito menor e é
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localizada mais ao sul, demonstrando a viabilidade de uma rota alternativa para cruzar a
estrada, indicio como este nunca foi observado na RS-030.

Considerando aspectos mais praticos, se as populacdes estdo sob efeito de barreira, seria
adequado monitorar as populacOes afetadas (possivelmente com telemetria) e, eventualmente,
aplicar alguma medida de mitigacdo na estrada pra proporcionar conectividade, como
redutores de velocidade para os horarios de atividade de tuco-tucos. Por outro lado, se a
populacdo estiver driblando a barreira, a fragmentacéo por rodovias ndo serd uma preocupacao
desde que a substituicdo do uso da terra, predominantemente por condominios luxuosos de
veraneio, seja contida e que a qualidade de habitat para a espécie seja mantida. No entanto,
para confirmar qualquer uma destas hipoteses, mais estudos sdo necessarios, tanto genéticos,
para monitorar a diversidade e estrutura das populacbes em longo prazo, quanto
comportamentais, para observar como ocorre a dispersdo, em qual momento do dia, qudo
distantes eles dispersam, e como os individuos se comportam proximos a rodovia.

Por fim, o0 método Bayesiano de agrupamento, como o utilizado pelo software Structure, tem
sido o melhor método para detectar corretamente barreiras em menor tempo (Blair et al.
2012). No nosso estudo, este método foi 0 mais sensivel, com resultados mais refinados. Esta
abordagem torna-se muito interessante em duas situacdes. Primeiro, em casos de
regularizacdo ambiental de rodovias antigas, como no Brasil, onde 55.000 km de rodovias
federais foram construidas sem licenga ambiental (antes de 1986) e precisam ter seus impactos
mensurados e mitigados nos proximos 20 anos (de acordo com a Portaria Interministerial 289,

publicada em Julho de 2013). Segundo, em projetos de desfragmentacdo por espécies/grupos

26



de espécies de particular interesse e/ou potencialmente sensiveis e que ndo sao registradas em

monitoramentos de fauna atropelada.
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