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1.INTRODUCAO

1.1 Os Roedores e o Ambiente Subterraneo

Os roedores constituem a ordem mais diversificada da fauna
atual de mamiferos (NOWAK, 1999) e a mais abundante na Regido
Neotropical (REIG, 1981). Sua distribuicdo ¢é praticamente
cosmopolita, com excecdao da Antartica, podem ser encontrados
atualmente em todos os continentes. Sao habitantes nativos da
Australia e Nova Guiné e, introduzidos pelo homem, invadiram as
demais ilhas oceanicas (NOWAK, 1999).

O uso do habitat por estes animais é extremamente variado.
Seus representantes sao terrestres, arbdreos, semi-aquaticos, ou
subterraneos (NOWAK, 1999). A ocupagao deste ultimo ambiente,
tido como simples, estavel e previsivel (NEVO, 1979), deu origem a
um fascinante grupo de espécies possuidoras de adaptacbes muito
peculiares.

Como definicdo, animais subterraneos sao aqueles de habito
fossorial, que passam a maior parte de sua vida no interior de tuneis
fechados (NEVO, 1979; LACEY e cols., 2000). A grande maioria
destes roedores ocorre em areas abertas como savanas e estepes,
preferindo regides de solo ndo alagavel e nao sujeito ao
congelamento, podendo ser encontrados em todos os continentes
com excecao da Australia (LACEY e cols., 2000).

As adaptacdes associadas a ocupacdao do nicho subterraneo
deram origem ao processo de convergéncia que assemelhou
morfoldgica e ecologicamente as espécies de roedores subterraneos
(NEVO, 1979; LACEY e cols.,2000). Atualmente este modo de vida
estd presente nas familias Muridae do leste europeu e Asia,

Bathyergidae da Africa, Geomyidae na América do Norte e



Octodontidae e Ctenomyidae na América do Sul (LACEY e cols.,
2000).

1.2 O Género Ctenomys

A familia Ctenomyidae, recentemente separada de
Octodontidae (LESSA & COOK, 1998; KOHLER e cols., 2000; HUCHON
& DOUZERY, 2001), possui um uUnico género atual: Ctenomys, que
compreende 50 a 60 espécies e é o mais diversificado entre os
géneros de roedores fossoriais (NOWAK, 1999; LACEY e cols., 2000).
Estes animais sao popularmente conhecidos como tuco-tucos por sua
vocalizacao caracteristica, ou como ocultos, por passarem a maior
parte da vida dentro de tuneis (PEARSON e cols., 1968; NOWAK,
1999; REIG e cols., 1990).

Acredita-se que a diferenciacdo da familia Ctenomyidae tenha
ocorrido no Mioceno Médio-tardio, durante a seqgunda grande radiacao
dos Histricognatos, acontecimento que determinou o quadro
taxon6mico atual para o grupo (VUCETICH e cols., 1999; VERZI e
cols., 1999; VUCETICH & VERZI, 1999). Este periodo é marcado pela
transformacdo do ambiente para um meio cada vez mais arido, com
substituicdo das florestas por campos e desertos. Tal paisagem foi
responsavel pela extincdo massiva de varios taxa e o surgimento de
espaco para a radiacao adaptativa dos roedores fossoriais (NEVO,
1979; VUCETICH e cols., 1999).

A origem do género Ctenomys ocorreu no centro da Argentina,
durante o Plioceno tardio-Pleistoceno (NEVO, 1979; REIG, 1986 e
1989; CONTRERAS e cols., 1987; REIG e cols., 1990 e 1992; LESSA
& COOK, 1998, VERZI e cols., 1999). Subseqlientemente o género
sofreu uma explosiva cladogénese, fato confirmado recentemente por
dados moleculares, que produziu o grande numero de espécies

atuais, tornando-o dominante na exploracao do nicho subterrdneo na



Regiao Neotropical (REIG, 1989; REIG e cols., 1990; 1992; LESSA &
COOK, 1998; COOK & LESSA, 1998; MASCHARETI e cols., 2000).

A distribuicdo do Género Ctenomys é ampla, estendendo-se
desde o Peru e Sul da Bolivia até o extremo insular austral da
Ameérica do Sul, desde o nivel do mar até mais de 4000 metros nos
Andes Peruanos (PEARSON, 1959; REIG e cols., 1990; NOWAK,
1999).

As caracteristicas morfoldgicas dos tuco-tucos, estao associadas
ao habito fossorial e a vida dentro dos tuneis: o corpo robusto e
cilindrico, a cabeca grande, a cauda curta, a abertura bucal atras dos
incisivos, o ouvido externo reduzido. O pescoco e 0s membros sao
curtos e musculosos, sendo os membros anteriores menores que 0s
posteriores e apresentando ambos unhas fortes (PEARSON, 1959;
NEVO, 1979; REIG e cols., 1990; NOWAK, 1999).

A constatacdo da presenca destes animais no campo pode ser
feita pela observacao de amontoados de areia que correspondem aos
“tampoOes” que os individuos usam para fechar suas tocas (PEARSON e
cols., 1968). A abertura e fechamento do tunel servem para o controle
da temperatura e concentracao de gases do ambiente, que, embora
seja estavel, exige adaptacOes fisioldgicas para suportar as baixas
concentragcbes de 0O, e altas concentracdes de CO, (CONTRERAS,
1970; NEVO, 1979; REIG e cols., 1990; NOWAK, 1999).

A estrutura do tunel consiste de uma galeria principal e varias
ramificacdes partindo desta, terminando em aberturas ou fundo cego.
Ao longo das galerias sdo encontradas camaras especializadas para
depdsito de comida ou defecacdao (NEVO, 1979; GALLARDO &
ANRIQUE, 1991; ALTUNA e cols., 1999; RUI & GASTAL, 1997; BUSCH
e cols., 2000). O desenho do sistema de covas é afetado
principalmente pela distribuicao espacial, pela densidade da
populacao, disponibilidade de recursos tréficos, padroes de busca de
alimento e de tipo de solo (REIG e cols., 1990; COMPARATORE e
cols., 1995a).



Durante o forrageio, os tuco-tucos mantém-se sempre préoximos
ao tunel, nas bordas das saidas, como meio de evitar a predacao.
Alimentando-se especialmente de gramineas, sendo generalistas na
maioria dos casos e tendo assim grande influéncia sobre as
comunidades de plantas das regidoes que habitam (NEVO, 1979;
GALLARDO & ANRIQUE,1991; MALIZIA e cols., 1995; BORRUEL e cols.,
1998; ALTUNA e cols., 1999; BUSCH e cols., 2000).

1.3 A Estrutura das Populacgoes

1.3.1 A Distribuicdao das Populacoes e o Fluxo Génico

A ocupacao do nicho subterrdneo condicionou ndao apenas as
caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas dos tuco-tucos, mas
também o comportamento das espécies e a estrutura de suas
populacdes. Alguns atributos como: distribuicao fragmentada,
limitada vagilidade, territorialismo e sistema de cruzamento, segundo
REIG e cols. (1990), ajudam a entender a extraordindria taxa de
diversificacdo do género.

A maioria das espécies de animais esta organizada em grupos
locais semi-isolados (HARTL & CLARK, 1997). Entre os Ctenomideos a
distribuicdo fragmentada ¢é bastante evidente, determinada por
condicOes ecoldgicas e barreiras geograficas (NEVO, 1979; REIG e
cols., 1990; COOK e cols., 1990; STEINBERG & PATTON, 2000)

As caracteristicas do solo, como compactacdo e capacidade de
troca de gases, calor e umidade, sao o0s maiores limitantes da
ocupacdo de novas areas por roedores fossoriais. Tais variaveis
devem ser compativeis com o gasto energético do habito de cavar
(REIG e cols., 1990, BUSCH e cols., 2000).

Como o ambiente subterraneo é descontinuo, um mosaico de

areas de solo favoravel e recursos disponiveis interpostas a areas



desfavoraveis, prevalece entre as populagdbes a distribuicao
fragmentada. A maioria das espécies apresentam distribuicdo em
parapatria e alopatria (PEARSON, 1984; REIG e cols., 1990), embora
existam casos de simpatria (CONTRERAS & REIG, 1965; MALIZIA e
cols., 1991; COMPARATORE e cols., 1995b).

Um reforco ao isolamento entre estes demes parece ser
desempenhado pela baixa vagilidade dos individuos, o que restringe o
fluxo génico entre os grupos (PEARSON e cols., 1968; NEVO, 1979;
REIG e cols., 1990; MALIZIA e cols.,1995; FREITAS, 1995a). Ao
longo da evolucdo destas espécies, este processo possivelmente
contribuiu para que o0s novos rearranjos cromossomicos fossem
fixados (PATTON & SHERWOOD, 1983; REIG, 1989), dando origem a
alta variabilidade cariotipica existente: de 2n=10 até 2n=70, a mais
ampla variacdao entre os mamiferos (REIG & KIBLISKY, 1969;
KIBLISKY e cols., 1977; GALLARDO, 1979; FREITAS & LESSA, 1984;
FREITAS, 1990; ORTELLS e cols., 1990; REIG e cols., 1990;
MASSARINI e cols., 1991 a e b; REIG e cols., 1992; FREITAS, 1994 e
1997; GIMENEZ e cols., 1997; MASSARINI e cols., 1998; PONSA e
cols., 1998; BRAGIO e cols., 1999; GIMENEZ e cols., 1999; PONSA e
cols.,2000a; 2000b).

Segundo SLATKIN (1994) o fluxo génico entre grupos de
individuos é o maior determinante de sua estrutura porque
estabelece em que grau esta populacdao € uma unidade evolutiva
independente. Para Ctenomys, conforme citado, o fluxo génico é
considerado baixo, indicado pela baixa vagilidade dos individuos
(PEARSON e cols., 1968; NEVO, 1979; REIG e cols.,1990; MALIZIA e
cols.,1995; FREITAS, 1995a). No entanto os dados obtidos para estas
espécies sdao ainda escassos. O uso de métodos diretos para
determinar taxas de dispersao € bastante limitado pela dificuldade de
acesso ao ambiente subterraneo (SMITH, 1993; BUSCH e cols., 2000;
LACEY, 2000) e sao ainda poucos os trabalhos com marcadores

moleculares.



1.3.2 Fatores Envolvidos na Determinacao do Fluxo

Génico entre as Populagoes

Alguns fatores importantes na determinacdo dos niveis de fluxo
génico sao a interacdo entre os individuos, as taxas de dispersao e o
sucesso reprodutivo (LACEY, 2000; BUSCH e cols., 2000).

O primeiro destes fatores, a interacdao entre os individuos,
apresenta mais de um padrdo no género Ctenomys. Algumas espécies,
como C. sociabilis, sao consideradas sociais, com machos e fémeas
compartilhando os mesmos tuneis (PEARSON & CHRISTIE, 1985). Em
outras, como C. peruanus e C.porteousi existe o compartilhamento de
tuneis apenas pelas fémeas, sendo os machos solitarios (PEARSON,
1959; CONTRERAS & MACEIRA, 1970).

A maioria das espécies, no entanto, € solitaria e territorial, o que
determina, em geral, uma baixa densidade populacional (PEARSON,
1959; PEARSON e cols., 1968; NEVO, 1979; REIG e cols., 1990; LACEY
e cols., 1998; BUSH e cols., 2000). Para estas espécies, o territério de
um individuo é a area do seu sistema de tuneis, e ele a defende com a
emissao de som. Os sinais sexuais também sao sonoros e espalham-se
por até 6 metros pelo solo e muito mais na superficie (FRANCESCOLI,
1992 e 1998). Durante a época de reproducdo pode haver conexao dos
tlneis de machos e fémeas e os filhotes geralmente sdao encontrados
habitando o tunel da mae (REIG e cols., 1990; LACEY e cols., 1998;
BUSCH e cols., 2000). Dada a forte territorialidade dos individuos,
especialmente dos machos, 0s juvenis permanecem aproximadamente
trés meses em sua toca de nascimento, sendo posteriormente expulsos
e obrigados a dispersar (PEARSON, 1959; PEARSON e cols., 1968;
REIG e cols., 1990; MALIZIA & BUSCH, 1991; GALLARDO & ANRIQUE,
1991; MALIZIA & BUSCH, 1997; ALTUNA e cols., 1999; NOWAK,
1999). Neste momento sdo especialmente vulneraveis, sendo ja

documentada a predacdo preferencial de jovens por algumas espécies



de corujas (PEARSON e cols., 1968; GALLARDO & ANRIQUE, 1991;
VASSALLO e cols., 1994).

A dispersao em Ctenomys foi abordada em poucos trabalhos, na
maior parte deles através da remocdo de todos os animais de uma
area e observagao da recolonizagao. Os individuos dispersantes foram
sempre jovens, com proporcdes equivalentes de machos e fémeas
(PEARSON, 1959; GALLARDO & ANRIQUE, 1991; MALIZIA e cols.,
1995).

O uso do método de marcagao e recaptura mostrou um maior
indice de recaptura de fémeas e area de vida maior para machos,
indicando que o0s machos dispersam mais (FERNANDEZ, 2002).
MALIZIA e cols. (1995) sugerem que a procura sexual seja o primeiro
determinante na migracao dos machos e que outros fatores, como a
disponibilidade da area, influenciem a dispersao das fémeas.

BUSH e cols. (2000) salientam que baixas taxas descritas podem
ser resultantes da dificuldade de documentagao para o movimento dos
animais entre populagdes naturais.

Quanto a reproducgao, os tuco-tucos sdo considerados K-
estrategistas (REIG e cols., 1990; MALIZIA & BUSCH, 1991; MALIZIA e
cols., 1995; MALIZIA & BUSCH, 1997; ZENUTO & BUSCH, 1998). Ao
nascimento e entre os sub-adultos o nimero de fémeas e machos é
equivalente (MALIZIA e cols., 1995; FERNANDEZ, 2002), entre
adultos, porém, a proporcao de fémeas é maior na maioria das
populacdes analisadas (PEARSON, 1959; MALIZIA & BUSCH, 1991;
GASTAL, 1994; MALIZIA e cols., 1995; ZENUTO & BUSCH, 1998;
FERNANDEZ, 2002).

Uma possivel explicacdo para a modificacdo na razao sexual é a
maior incidéncia de morte de machos durante a dispersdao (MALIZIA &
BUSCH, 1991; ZENUTO & BUSCH, 1998) ou a maior agressividade
entre estes (MALIZIA e cols., 1995; FERNANDEZ, 2002).

A existéncia de mais fémeas em relacdo aos machos nas

populacdes tem sido usada para sugerir poliginia para diversas



espécies (PEARSON e cols., 1968; REIG e cols., 1990; GALLARDO &
ANRIQUE, 1991; MALIZIA e cols.,1995; FERNANDEZ, 2002). ZENUTO e
cols. (1999) confirmaram a poliginia em C. talarum pela analise do

DNA de varios filhotes usando a técnica de fingerprint.

1.3.3 Os Marcadores Moleculares no Estudo das

Populacoes

A estrutura populacional é composta por duas partes distintas
inter-relacionadas: estrutura demografica e estrutura genética
(SLATKIN, 1994). A ultima é determinada ndo sé pelas caracteristicas
da populacdo, mas também por processos como mutacdao e fluxo
génico que aumentam a variabilidade genética, e deriva genética,
selecao e endocruzamento responsaveis por perdas da variabilidade
(MEFEE & CARROL, 1997; AMOS & HARWOOD, 1998). O
desenvolvimento das recentes técnicas moleculares de analise do
DNA facilitaram os estudos populacionais acerca destas questoes.

Entre os marcadores moleculares empregados destacam-se: as
tradicionais alozimas, estudos com RFLPs (Restriction Fragment
Length Polymorphism), sequéncias de DNA mitocondrial, DNA
fingersprint usando regides de minissatélites, RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) e polimorfismos em regiao de
microssatélites (AVISE, 1994).

Para as anadlises de fluxo génico, um dos marcadores mais
usados tém sido os microssatélites (por ex. SCRIBNER & PEARCE,
2000; BALLOUX e cols., 2000; BLUNDELL e cols., 2002).

Os microssatélites sdao parte do grupo de /oci chamados VNTRs
(Variable Number of Tandem Repeats). Sao compostos de uma
simples seqliéncia de nao mais que 6 pares de bases, repetidas em
um numero de 10 a 50 cépias (SNUSTAD & SIMMONS, 1997;
HANCOCK, 1998; SCRIBNER & PEARCE, 2000) e sofrem uma elevada



taxa de mutagdo (1072 & 10™® mutagdes por loco por geragdo) devido
a eventos de slippage e recombinacdao das moléculas de DNA
(HANCOCK, 1998; SCRIBNER & PEARCE, 2000). Por apresentarem
altos niveis de variabilidade (AVISE, 1994; SNUSTAD & SIMMONS,
1997; HANCOCK, 1998; SCRIBNER & PEARCE, 2000) e serem
seletivamente neutros, tem altas chances de serem afetados por
curtos periodos de isolamento ou endocruzamento (TAUTZ, 1993;
SCRIBNER & PEARCE, 2000).

As informagdes genéticas obtidas pela analise deste marcador
contribuem para o entendimento das relacdes evolutivas e
preservacao da diversidade (PASZEK e cols., 1998). Seu uso tem
crescido significativamente em trabalhos abordando estruturacao de
populacdes (por ex. LEON, 1997; PAUTKAU, 1998; DALLAS e cols.,
1999; STOW e cols., 2001; SHIKANO e cols., 2001; GOSSENS e cols.,
2001), paternidade e parentesco (por ex. VIGILANT e cols., 2001;
NESJE e cols., 2000) e relacoes filogeograficas (por ex. WYNER e
cols; 1999; JOHNSON e cols 1999).

1.3.4 Analises Moleculares em Populacdes do Género

Ctenomys

Os trabalhos investigando a estruturacdao genética bem como os
niveis de fluxo génico entre as populagdoes de Ctenomys tem feito uso
especialmente de /oci protéicos. Trabalhos recentes com uso de
marcadores microssatélites e DNA mitocondrial tem acrescentado
informacoes.

APFENBAUM e cols., (1991) compararam a estrutura genética de
populacoes de C. australis e C. porteousi usando 31-35 /oci protéicos.
C. porteousi apresentou Fis (parametro usado para estimar
endocruzamento) baixo enquanto C. australis apresentou Fis alto,

resultado de endocruzamento ou subdivisao na populagdao. Para o



calculo de Fg (parametro que estima a estruturacao entre populacgdes),
C. australis tem um valor considerado médio de 0,128, relacionado as
caracteristicas geograficas da area.

GALLARDO & KHOLER (1992) estudaram oito populacdes de
Ctenomys maulinus brunneus de dois diferentes caridtipos, utilizando
18 Joci protéicos. A similaridade genética entre as populacdes se
mostrou baixa e o calculo de Fg mostrou uma forte estruturacdo entre
estas, nao estando relacionado a distancia entre as populacdes ou a
forma cariotipica, mostrando-se mais forte entre populagbes de um
mesmo cariétipo do que entre diferentes cariétipos. Os valores de Fis
altos, bem como o baixo nimero de heterozigotos, indicaram
endocruzamento. Os autores salientam que o fluxo génico deve ser
efetivo somente entre populagdes separadas por ambientes
relativamente homogéneos.

Em populagdes de C. porteousi MASSARINI e cols (1992),
analisaram a estrutura genética com 31 J/oci protéicos. Os valores de
Fst calculados foram muito baixos, sendo de 0,009 e 0,002 para
rearranjos cromossomicos e /oci protéicos, respectivamente. O numero
de migrantes estimado foi de 27,2 e 11,3 individuos/geracdo para um
e outro marcador. Este resultado indica auséncia de estruturacdao entre
as populagoes.

LIZARRALDE e cols. (2001) analisaram 19 /oci protéicos em duas
formas cariotipicas diferentes de C. magelanicus que nao possuem
diferencas morfoldgicas e obtiveram resultados que mostram
homogeneidade entre as populacoes.

D’ELIA e cols. (1998) usaram 20 /oci protéicos para testar a
hipotese da fixacdo do melanismo por deriva genética entre
populacdes pequenas e isoladas de C. rionegrensis. O numero de
migrantes estimado foi de 6,342 individuos/geracao indicando alto
fluxo génico, suficiente para prevenir a deriva genética. A auséncia do
padrao de isolamento pela distancia indicou que a distribuicdo é fruto

de expansao recente. Porém LESSA e cols. (in press), usando



microssatélite e citocromo b para comparar populagbes de C.
rionegrensis encontraram valores menores de fluxo génico, sendo o
nimero de migrantes menor que 1 individuo/geracdo. Os resultados
com microssatélites mostram boa estruturacdo das populagoes, e
valores altos de Fis indicam subdivisao dentro de cada unidade
populacional. A expansdo recente é confirmada tanto pelos dados de
microssatélites quanto de DNA mitocondrial.

LACEY (2001), analisando 13 /oci de microssatélites para duas
espécies, C. haigi e C. sociabilis relatou maior variabilidade em C.
haigi. Tal fato é atribuido tanto a fatores comportamentais, ja que C.
sociabilis é social e C. haigi é solitario, quanto a fatores histdricos de
ocorréncia de gargalos de garrafa nas populagoes.

GAVA (2001) investigou as variacoes nas freqliéncias de seis loci
de microssatélites entre quatro diferentes cariétipos em populacdes
parapatricas de C. minutus e uma zona hibrida entre C. minutus e C.
lami. Com esta analise verificou que quanto maior a divergéncia
cromossbmica entre populagdes parentais hibridizantes maior a razao
da variagao inter/intra. Para a hibridagao inter-especifica encontrou
baixos indices de diversidade genética.

FERNANDEZ (2002) analisou trés populacdes de C. flamarioni
utilizando quatro /oci de microssatélites. As populagdes mostraram
estruturacao entre si, com Fg = 0,322. Quando comparadas par a par
as populacdes mostram indices de Fs concordantes com o isolamento
pela distdncia. O numero de migrantes entre as duas areas mais
proximas (2,5Km) é maior que 1 e o Fis é alto para a maioria das

populacoes.



1.4 As Espécies de Ctenomys do Rio Grande do Sul

Quatro espécies sao descritas para o Rio Grande do Sul:
Ctenomys flamarioni, Ctenomys torquatus, Ctenomys lami e
Ctenomys minutus

Ctenomys flamarioni apresenta uma distribuicao restrita a
primeira linha de dunas da regiao Costeira do Rio Grande do Sul,
desde Santa Vitoria do Palmar ao Sul, até aproximadamente 25 km
ao Sul de Torres, limite norte. Possui coloragao clara e tem corpo
bastante robusto em relagdo aos tuco-tucos de distribuicdo mais
interior ao continente. Varias caracteristicas mostram que esta
espécie é mais proxima do grupo mendocinus de espécies argentinas
do que das outras trés espécies. Apresenta apenas um cariétipo com
2n=48 (FREITAS, 1994).

Ctenomys torquatus ocupa principalmente as terras baixas da
regidao central do estado, distingui-se morfologicamente de Ctenomys
minutus e C. lami pela presenca de um colar branco que parte do
pavilhdo da orelha contornando o pescoco ventralmente até o lado
oposto (TRAVI, 1983; FREITAS 1995a). Apresenta no Rio Grande do
Sul dois numeros dipldides diferentes 2n=44 e 2n=46 (FREITAS &
LESSA, 1984).



Figura 1. Distribuicao das espécies de Ctenomys no Sul do

Brasil



Ctenomys lami, morfologicamente semelhante a C. minutus,
ocupa a regiao da Coxilha das Lombas. Possui cariotipo bastante
variavel com 2n=54 como padrdo, variando entre 2n=54 a 2n=58
(FREITAS, 1990; FREITAS, 2001).

O alto indice de similaridade genética encontrado entre as duas
espécies para a analise de loci protéicos, sugere que C. minutus, a
quarta espécie, seja derivada de C. lami, hipotese corroborada pela
forma dos espermatozdides e por dados citogenéticos e morfoldgicos
(MOREIRA e cols., 1991; FREITAS 1995b; FREITAS, 2001).

1.4.1 Ctenomys minutus Nehring, 1887

A espécie alvo deste trabalho habita campos arenosos e dunas
da Planicie Costeira do Sul do Brasil, do Rio Grande do Sul até Santa
Catarina. As populagdes se distribuem, a partir de seu limite norte no
municipio de Jaguaruna (SC), até as margens do Rio Mampituba, pela
primeira linha de dunas da Costa. Deste ponto até Sao José do Norte
(RS), limite ao sul, apenas é encontrado nos campos mais interiores
da Planicie Costeira (FREITAS, 1990; FREITAS, 1995a; MARINHO &
FREITAS, 2000; FREYGANG, 2002).

Ctenomys minutus tem coloracdo variavel entre castanho
escura e amarelado e tamanho mediano (REIG e cols., 1966).

Os individuos sao solitarios e sedentarios. A dispersdo é feita
geralmente pelos jovens, sendo as regides periféricas da area da
populacao habitadas por sub-adultos (GASTAL, 1994; RUI & GASTAL,
1997; MARINHO, 1997; MARINHO & FREITAS, 2000). MARINHO
(1997) relata uma tendéncia a um maior nimero de fémeas nas
populacdes.

A época de reproducao comeca em setembro indo até outubro

(GASTAL, 1994) e apresentam dimorfismo sexual com machos



maiores que as fémeas (RUI & GASTAL, 1997; MARINHO & FREITAS,
2000).

Para construcao de seus tuneis, C. minutus, prefere ambientes
abertos e superficies inclinadas como taludes de estradas, o que pode
estar relacionado a protecao contra enchentes nos periodos de
intensas chuvas. A inclinacdo do tunel parece estar relacionada com o
tipo de solo, sendo mais suaves em solos menos compactos (GASTAL,
1994; MARINHO, 1997).

1.5 A Historia da Planicie Costeira e a Evolucao de

Ctenomys minutus

1.5.1 Antigas Barreiras Geograficas

Uma das caracteristicas mais interessantes de C. minutus € a
ampla variacao cariotipica e a ocorréncia de zonas hibridas entre
populacdes de diferente numero dipldide. Ao longo de sua
distribuicdo onze diferentes caribtipos sdo descritos: 2n= 42, 46a e b,
47a e b, 48aeb,49a e b e 50a e b (FREITAS, 1997; FREYGANG,
2002). A distribuicao dos tuco-tucos e a fixacao destes polimorfismos
estdao intimamente relacionados com a evolugdao geoldgica da Planicie
Costeira (FREITAS, 1995a; 1997; FREYGANG 2002).

De acordo com Freitas (1995a; 1997), C. minutus habita a
segunda e a terceira extensdes de formacdao da Planicie Costeira.
Essas regidoes sao chamadas sistemas de laguna-barreira e derivaram
de quatro eventos de regressao e transgressao durante o Pleistoceno

e Holoceno.



Figura 2. Exemplar de Ctenomys minutus



Das areas habitadas por C. minutus, a segunda barreira foi
formada no Pleistoceno médio e comegou a isolar as Lagoas Mirim e
dos Patos, a terceira barreira formou-se no fim do Pleistoceno, e a
quarta barreira, do inicio do Holoceno, adicionou a atual linha de
dunas da Costa (VILWOCK e cols., 1986).

Durante este processo varias barreiras geograficas foram
formadas, provocando o isolamento de populacdes onde rearranjos
foram fixados dando origem as atuais ragas cromossémica (FREITAS,
1997).

Os processos que levaram a formacao da fronteira entre a
Planicie Costeira e plataforma continental atual ainda estdo agindo, e
esta é, na verdade, apenas uma linha transiente que tem se
modificado durante o tempo (GAVA, 1996).

Quanto as zonas hibridas, duas sdo descritas nas areas de
contato entre os cariétipos 2n=46a x 48a e 2n=42 x 48a, e outras
duas sdo sugeridas nas areas de contato entre 2n=46b x 48b e
2n=48b x 50b. Ainda uma regido de hibridacdo inter-especifica é
relatada entre C. minutus e C. lami (GAVA, 2001; GAVA & FREITAS
2002). Estas regides representam areas de contato secundario onde
no passado existiram barreiras entre as populagdes (GAVA, 1996;
FREYGANG, 2002; GAVA & FREITAS, 2002 e in press).

A zona hibrida melhor estudada € a existente entre os
cariétipos 2n=46a e 2n=48a com ocorréncia do hibrido 2n=473,
variacdo no numero dipldide que é acompanhada por pequena
variagcdo craniométrica (MARINHO & FREITAS, 2000; GAVA &
FREITAS, 2002).

GAVA (2001) analisou varias populacdes desta area usando
seis loci de microssatélites e obteve a indicacao de uma forte
estruturacao entre as populagdes locais, maior do que a estruturagao
entre as metapopulacdes de caridtipos diferentes. Os valores baixos
de divergéncia inter-citétipo indicam que o polimorfismo

cromossdmico ndo tem agido como barreira de isolamento. A area



localiza-se na regiao do banhado de Cidreira, local de alagamento
periddico, uma barreira atualmente permeavel a dispersdao dos
individuos (GAVA, 1996; GAVA & FREITAS, 2002).

1.5.2 O Panorama Atual: Barreiras Recentes

Atualmente a distribuicao de Ctenomys minutus é cortada pelos
rios Mampituba e Ararangud, por terras baixas e alagadicas da regiao
de Palmares do Sul (FREITAS, 1995a) e pela rodovia RS 030.

O Rio Ararangua representa uma barreira efetiva ao fluxo
génico entre as populacdes. Na analise filogenética para os diferentes
cariétipos de C. minutus o niumero dipldéide 2n=50a, que acorre a sua
margem norte, aparece como o0 mais ancestral dos caribtipos e
bastante separado de 2n=46a localizado a margem sul (FREYGANG,
2002). Também GAVA (2001) usando seis /oci microssatélites,
constatou forte divergéncia genética entre os caridtipos de lados
opostos do Rio.

De formacao recente, o Rio Mampituba nasce nas escarpas
basalticas da Serra Geral e desagua no Oceano Atlantico, drenando
uma area de 1800 Km? entre os estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina. A montante tem seu curso controlado por estruturas
lineares e, préximo a foz, na regido de Torres, apresenta iniUmeros
meandros, na forma de ferraduras e de meia-luas, abandonados ou
em processo de abandono, bastante modificados com o passar do
tempo geoldgico. Atualmente a desembocadura deste rio esta fixada
por molhes para evitar a migracao que ocorre para nordeste
(REGINATO, 1996).

Os rios que compdem a Bacia Hidrografica do Sudeste dos
Estados do Parana, Santa Catarina e Nordeste do Rio Grande do Sul
sao rios geomorfologicamente recentes, com origem no Tercidrio
Superior/Quaternario (JUSTUS, 1990).



A RS 030 é uma via de acesso a BR 101, junto a Osério, sendo
uma rodovia que liga Porto Alegre ao litoral norte do Rio Grande do
Sul. O trafego de veiculos nesta estrada é constante nos meses de
marco a outubro, aumentando consideravelmente no periodo de

veraneio.

1.6 O Impacto das Estradas sobre as Populacoes

Varias areas de diferentes ecossistemas encontram-se alteradas
em todo o mundo pela grande extensao da malha viaria atual
(FORMAN & ALEXSANDER, 1998). S6 no Rio Grande do Sul sao
10.543,76 Km de estradas estaduais sendo mais 5.437,58 Km de
rodovias federais (DAER, 2002).

Os efeitos ecoldgicos da presenca de vias trafegadas por
veiculos afetam diretamente a estrutura das comunidades e
comportamento dos animais. (FORMAN & ALEXSANDER, 1998;
CUPERUS e cols., 1999; TROMBULACK & FRISSEL, 2000; HELS &
BUSCWALD, 2001; JAARSMA & WILLEMS, 2002; SAUNDERS e cols.,
2002; CLEVENGER e cols., in press). Tais alteracdes tém inicio no
periodo de construcao da rodovia que provoca a morte direta tanto
de organismos sésseis quanto de pouca movimentagao
(TROMBULACK & FRISSEL, 2000). Posteriormente o ambiente sofre
alteracdes quimicas, fisicas e bidticas.

O solo encontra-se especialmente atingido pela presenca das
estradas. A compactacdo é aumentada nas areas marginais onde
ocorrem modificagcbes da temperatura e umidade, perturbagdes na
sedimentacao e deposicao de poluentes (TROMBULACK & FRISSEL,
2000). A manutencgdo e o uso das rodovias provocam o acumulo de
pelo menos cinco classes de moléculas quimicas: metais pesados,
sais, moléculas organicas, oz6nio e nutrientes. A maior contribuicdo

para acumulacao destas moléculas vem do uso de combustiveis pelos



veiculos, principalmente da gasolina. Também contribuem os
defensivos agricolas e adubos quimicos, dada abertura de espaco
pelas estradas para a agricultura (FORMAN & ALEXANDER,1998;
TROMBULACK & FRISSEL, 2000).

HEUSER e cols. (in press) analisaram a acao dos poluentes
emitidos por automadveis nas populagdes de tuco-tucos que margeiam
a RS 030 (as mesmas utilizadas neste estudo). O estudo mostrou um
aumento significativo no indice de danos no DNA destes animais,
sendo as fémeas adultas mais atingidas, tanto que a relacao
fémea/macho é maior em outras populacdes, afastadas da estrada.

A poluicao relacionada as estradas pode provocar disturbios
fisioldgicos, queda na resisténcia a patégenos, disfuncdes de
reproducao ou morte dos individuos (TROMBULACK & FRISSEL, 2000;
FORMAN & ALEXANDER, 1998). Como resultado, acarreta
modificacdes nos parametros demograficos das populagdes e,
conseqlientemente, causa alteragdes na estrutura genética das
mesmas (BICKHAM e cols., 2000).

A abertura do espaco pela presenca de estradas repercute
diretamente nas comunidades vegetais marginais. As modificacoes
podem ser notadas tanto na diversidade de espécies quanto na
densidade das populacdes, causada pela maior exposicao a
luminosidade, maior dispersao de sementes e introducdo de espécies
exoticas. (FORMAN & ALEXANDER,1998, TROMBULACK & FRISSEL,
2000). Esta mudanca, em geral é acompanhada por modificacdo na
dinamica das populacdes animais da &rea, especialmente para
pegquenos mamiferos em busca de alimento (CLEVENGER e cols., in
press).

Todas as estradas servem como barreiras ou filtros para
movimento de muitos animais, devido, entre outros efeitos, ao
elevado indice de atropelamentos (FORMAN & ALEXANDER, 1998;
TROMBULACK & FRISSEL, 2000; JAARSMA & WILLENS, 2002). O

“efeito de barreira” é influenciado pelo nivel em que esta estrada



inibe a tentativa de travessia dos animais, o nUmero de animais que
morre ao atravessa-la e pelos padroes normais de dispersao para
cada espécie. Os dois primeiros fatores estdo ligados a extensao das
estradas e aos niveis de fluxo de veiculos, medidos em quantidade e
velocidade (JAARSMA & WILLEMS, 2002; TROMBULACK & FRISSEL;
2000).

Para pequenos vertebrados o nimero de mortes ao atravessar
estradas esta relacionado com sua histéria natural, no que diz
respeito a sazonalidade de dispersao e reproducdo. Exercem grande
influéncia ainda as caracteristicas das &reas adjacentes, como
topografia e vegetacdo. Para pequenos mamiferos os maiores indices
de atropelamentos sao descritos em estradas de pequeno e médio
fluxo (CLEVENGER e cols., in press).

As estradas além de servirem como barreiras fisicas, que
cortam os ambientes, abrem espacgo para a fragmentagcao de areas
proximas. SAUNDER e cols. (2002) relatam o aumento no nimero de
fragmentos de areas florestais e a diminuicdo no tamanho destes na
regiao dos Grandes Lagos dos Estados Unidos de acordo com o
aumento da densidade da malha de rodovias na regiao.

A fragmentacao dos habitats modifica atributos como taxas de
reproducao, distribuicdo etaria da populacdo, mortalidade e
proporcao sexual (GOODMAN,1987). A barreira fisica da presenca de
uma estrada diminui a possibilidade de dispersdo dos individuos,
diminuindo as taxas de fluxo génico. A longo prazo processos
genéticos podem ser desencadeados, como a deriva genética e
endocruzamento, e consequentemente a perda de variabilidade
(LACY, 1997; BRODERS e cols., 1999 ).



2.0BJETIVOS

Dada a influéncia de barreiras geograficas na variabilidade
genética das populacbes, e tendo em vista a compreensao da
estrutura populacional e fluxo génico em C. minutus, este trabalho

teve por objetivos:

e Determinar as freqiiéncias alélicas e genotipicas de quatro /oci
de microssatélites em seis diferentes populagdes de Ctenomys

minutus;

e Relacionar as diferentes populacdes estudadas com base nas

freqiéncias alélicas dos /oci analisados;

e Quantificar o fluxo génico entre as populagdes;

e Determinar e comparar o efeito da barreira natural (Rio
Mampituba) sobre o fluxo génico entre duas populacdes e da
barreira artificial (rodovia RS 030) sobre outras duas

populacoes;

e Contribuir com dados genéticos ao entendimento da dindmica

das populagdes visando sua conservacao.



3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

Considerando os objetivos do trabalho, foram selecionadas duas
areas de estudo contendo seis populagdes ao longo da distribuicao de
Ctenomys minutus na Planicie Costeira dos Estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina.

A Planicie Costeira ocupa uma estreita e diversificada faixa
ambiental, sendo constituida de uma ampla area de terras baixas
formada por extensas praias e sistemas de lagos e lagunas
(REGINATO, 1996; VIEIRA & RANGEL, 1988). Possui cerca de 37.000
km? de area, 640 km de extensdo e mais de 100 corpos de &gua que
representam 39% da area total (DELANEY, 1965).

Cruzando a area encontram-se a rodovia RS 030 e o Rio
Mampituba. Ambos inserem-se na porcdo norte da Planicie Costeira,
microrregiao do litoral Setentrional, onde se encontra o sistema
lagunar da regidao Tramandai-Osério (VIEIRA e RANGEL, 1988;
RAMBO, 2000).

A primeira area escolhida (Figura 4) esta situada préxima ao
Municipio de Osério-RS e possui quatro das seis populagdes
estudadas. A primeira populagao, Campo Weber, e a segunda, Campo
Amaral, margeiam a RS 030, estando situadas a uma distancia de
menos de 100 metros da rodovia, porém em lados opostos, distando
entre si em 1 Km (Km 80-81). A terceira e a quarta populacao,
Maribo A e Maribo B, estao separadas por um espaco de 700 metros
e ndo possuem barreira aparente, estando também afastadas de
qualquer rodovia.

A regidao é composta de campos de solo relativamente duro e

seco, com vegetacdo predominante de gramineas e ciperaceas



(GAVA, 1996). Os terrenos sao intensamente empregados na criagao
de animais.

A segunda area (Figura 3), contendo as outras duas
populacdes, estd localizada entre os municipios de Torres (RS) e
Sombrio (SC). A quinta populacao, Parque da Guarita (Torres) e a
sexta populacao, Praia da Gaivota (Sombrio) estao separadas por
uma distancia de aproximadamente 25 Km e pela interposicao do Rio
Mampituba.

Nesta regiao as populagdes de C. minutus podem ser
encontradas tanto na primeira linha de dunas da Costa quanto mais
para o interior do continente. A linha atual da Costa é praticamente
retilinea sendo interrompida, entre outros, pela foz do Rio Mampituba
e pelos promontorios de Torres (REGINATO, 1996). Na extensao das
praias as populacdes encontram-se bastante ameacadas pela
ocupagao imobilidria. A regido mais interior apresenta-se muito
explorada, especialmente pelas culturas de arroz e fumo e por
plantagdes de Pinus e Eucaliptus. O numero de individuos encontra-se
bastante diminuido nesta regidao, dada a diminuicdo de area

disponivel.

Tabela 1. Localizagdao dos pontos de coleta de amostras.

Ponto de Municipio Localizagdo em UTM Barreira
Coleta /Estado proxima
Campo Weber Osério/RS 221,574251593,6685292985 RS030
Campo Amaral  Osério/RS 221,573542962,6686048123 RS030
Maribo 1 Osério/RS 221,579487171,6696277776 Sem barreira
Maribo 2 Osorio/RS 221,579332729,6696418580 Sem barreira
Gaivota Sombrio/SC 221, 0639142, 7774237 Rio Mampituba

Guarita Torres/RS 221,0623065, 6752038 Rio Mampituba




Praia da Gaivota Parque da Guarita

Figura 3. Localizacao dos pontos de coleta de Torres (RS) e
Sombrio (SC).



Fazenda Maxiboe

Figura 4. Localizacdo dos pontos de coleta do municipio de
Osorio (RS).



3.2 Amostragem

Os exemplares de Ctenomys minutus foram capturados com
armadilhas do tipo Oneida-Victor n° 0, usadas com auxilio de estacas
para fixacao na abertura das tocas (Figura 5). Depois da captura, os
animais foram anestesiados com Zoletil (anestésico de uso
veterindrio) e procedeu-se o registro de algumas caracteristicas dos
individuos em caderno de campo. Para identificacdo em caso de
recaptura, foi feita uma tatuagem numérica na parte interna da coxa.
Foi observada a distribuicao das tocas para que, ao final dos

procedimentos, o animal fosse devolvido a sua toca de origem.

Figura 5. Tocas de C. minutus (aberta e fechada), armadilha
utilizada para coleta dos animais, exemplar da espécie e extracao de

tecido da cauda dos exemplares.



Para posterior extracdgo de DNA e anadlises genéticas foi
retirado, com auxilio de bisturi, um pequeno fragmento do tecido da
cauda de cada um dos animais coletados. Os tecidos foram

armazenados em etanol absoluto até o uso em laboratorio.

3.3 Estudo Molecular

3.3.1 Extracao de DNA

Os fragmentos de tecido permaneceram estocados em freezer
-209C. Uma parte do material, aproximadamente 20mg, foi utilizada
para a extracdao de DNA através da técnica de MEDRANO e cols.

(1990) que utiliza precipitagcao com sal.

3.3.2 Determinacao dos Alelos dos Microssatélites

Quatro /oci de microssatélites (Tabela 2) foram escolhidos com base
no trabalho de LACEY e cols., (1999), para a espécie co-genérica
Ctenomys haigi. Procedeu-se a amplificacdo das regides especificas
utilizando a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) (PALUMBI,
1996). As reacgoes foram realizadas em um volume de 10 upl,
contendo 25-100ng de DNA, 0.2 uM de cada primer, 0,2 mM de
dNTP, 1X Taq Buffer (1,5 mM MgCl,, 10mM de Tris-HCL, 50 mM de
KCI), e 0,75 unidades de Tag DNA polymerase (Gibco). A amplificacao
contou com um periodo inicial de 5 minutos a 94°C para
desnaturacao, seguido de 35 ciclos de desnaturacao, anelamento e
extensdo. Tais ciclos foram constituidos de 30 segundos a 94 °C, 30
segundos a temperatura de anelamento especifica para cada primer
(Tabela 2) e 45 segundos a 72°C, respectivamente. A extensao final
foi realizada durante 45 segundos a 72 °C. Depois de amplificados, os
fragmentos foram submetidos a uma corrida eletroforética em gel de

poliacrilamida 6% nao desnaturante. As bandas correspondentes a



cada um dos alelos foram visualizadas apds a coloracao do gel com
nitrato de prata, escoradas com auxilio de marcador de peso
molecular 25 pb e comparadas com fragmentos anteriormente

amplificados.

Tabela 2. Identificacdo, motivo de repeticdo dos /loci de microssatélites
utilizados e seqliéncias e temperatura de anelamento dos primers (LACEY e

cols., 1999; com modificacdes).

Locus Seqliéncia do Primer 5°-3° T.° Co Repeticoes
Hai2 TCTGAGCTGTGTAGTGAGAGC 58 (CA)1s
GTGATTTACAGGGTTTCTCCC (CA)13
Hai3 CAATTGCCCATGCTTCTCTAT 58 (CA)26
TGATCAGAGCTCGTTCTACCA (CA)26
Hai4 CACCCTGTAGACCCTTCACTA 60 (CA)1s
CATCATCACTCTGGCTGAATC (CA)2s
Hail2 TACATACCCAGTCCTGATGTGG 60 (ATT)1s
ACGCCTGTAATCCCAGAGCT (ATT)12

3.3.3 Analise de Dados

Apartir dos dados obtidos para os loci de microssatélites foi
efetuado o calculo das frequéncias alélicas em cada populagdo. Para
estimar a variabilidade genética foram observados o numero de /locus
polimorficos, nimero de alelos por locus e numero de diferentes
alelos por populagao.

A existéncia de desequilibrio de ligacdo entre os loci foi testada
para todos os pares de /ocus para cada populagao.

As Heterozigosidades Esperada (He) e Observada (Ho) foram
calculadas e a partir destas foram testados os desvios em relagao ao

Equilibrio de Hardy-Weinberg. A ocorréncia déficit de heterozigotos foi



testada para cada um dos /ocus em cada uma das populagdes, para
todas as populagdes juntas e para todos os /ocus juntos.

O desequilibrio de ligacao e o desvio em relagdo ao equilibrio de
Hardy-Weinberg (RAYMOND & ROUSSET, 1995) foram analisados
com o wuso do algoritmo “Markov Chain Method” (1000
dememorizations, 100 batches, 1000 iterations)(GUO & TOMPSON,
1992).

Para estimar a estruturacao entre as populagodes, foi usada a
estatistica F (WRIGHT, 1965) através de dois de seus estimadores:
Fst (WEIR & COCKERHAM, 1984), assumindo o modelo IAM de
mutacao (infinitos alelos); e Rhost (ROUSSET, 1996), que assume o
modelo SMM (mutagdo escalonada) utilizando a AMOVA - Analise da
Variancia Molecular (MICHALAKIS & EXCOFFIER, 1996). O numero de
migrantes foi estimado pelo método dos alelos privativos (SLATKIN,
1985; BARTON & SLATKIN, 1986), bem como a partir de Fst € Rhogt
(Nm = 1/4[(1/X)-1], onde X = Fst ou X = Rhost (WRIGHT, 1951).

Os valores de Rhos: foram submetidos a analise do isolamento
pela distancia (SLATKIN, 1993), cuja significancia foi submetida ao
teste de Mantel.

Todas as anadlises acima foram processadas no programa
Genepop 3.3 (RAYMOND E ROUSSET, 1995). Os valores de Fs e Fis
para os dois estimadores tiveram sua significancia testada através do
teste de X* (X* = Fst X 2N (k-1) ; X* = (Fis)* x N (k-1)).

Para testar a existéncia de sub-estruturacdo em algumas
populacoes e a representatividade destas amostras como populagoes,
utilizou-se o programa Structure (PRITCHARD, 2000) para o calculo

da probabilidade do nimero de populagdes amostradas.



4.RESULTADOS

4.1 Amostragem

Foram coletados, ao todo, 227 individuos, incluindo as amostras

das seis populacdes (Tabela 3).

Tabela 3. NiUmero de individuos amostrados por populacdo.

Populagao NO de individuos
Amaral 52
Weber 50

Maribo A 50

Maribo B 38
Guarita 18
Gaivota 19

Total 227

4.2 Analise Molecular

4.2.1 Caracteristicas dos Loci Analisados:

Todos os quatro /oci analisados mostraram-se polimoérficos,
apresentando um total de 27 alelos diferentes. Na Tabela 4 sao
encontrados os numeros de alelos para cada /ocus e a variacao de seus

tamanhos.



Tabela 4. NUmero de alelos obtidos para cada locus e variacdo do tamanho

em pares de base para os alelos de cada /ocus.

Locus N° de alelos Variagao no Tamanho dos

alelos em pb

Hai 2 5 168-176
Hai 3 10 150-162
Hai 4 7 154-176
Hai 12 5 126-140

O numero de alelos por Jlocus, quando analisado em cada
populacao, mostrou-se variavel (Tabelas 5, 6, 7, 8, 9, e 10).

Considerando-se os quatro /oci, Maribo A foi a populagao com
maior numero de alelos: 22, e a populagdo com menor numero foi
Weber com 17 diferentes alelos.

As freqliéncias alélicas mostraram relacdo com as areas de
estudo, especialmente para os alelos Hai4 e Hai2. Os alelos 160pb e
164pb do locus Hai3 nao foram observados na populagao de Gaivota,
porém ocorreram em todas as populacgdes ao Sul do Rio Mampituba.
Ja os alelos 168pb e 172pb do /locus Hai2 s6 foram encontrados nas
populacdes de Torres e Gaivota, area Norte de nossa amostragem
(Figuras 6, 7, 8 e 9). Apenas um alelo exclusivo foi encontrado, com

150pb para o /ocus Hai3 na populagao de Gaivota.



Tabela 5. Niumero de alelos para cada /locus, tamanhos dos alelos em pares

de bases e Heterozigosidade observada (Ho) e Esperada (He) para cada

locus na populagao do Campo Amaral.

Locus N° de alelos Tamanho dos alelos em pb Ho He

Hai2 3 170-172-174 23  24.16
Hai3 6 154-156-158-160-162-164 13* 38.49
Hai4 5 154-158-168-170-176 12* 28.55
Hail2 5 126-131-134-137-140 15* 37.52

*Desvio significativo p<0,01

Tabela 6. NiUmero de alelos para cada /locus, tamanhos dos alelos em

pares de bases e Heterozigosidade observada (Ho) e Esperada (He) para

cada locus na populacao do Campo Weber.

Locus NO de alelos Tamanho dos alelos em pb Ho He

Hai2 3 170-172-174 8% 23.98
Hai3 5 154-156-158-160-162 15*% 35.63
Hai4 4 158-168-170-176 13*  26.11
Hail2 5 126-131-134-137-140 11* 38.58

*Desvio significativo p<0,01

Tabela 7. NiUmero de alelos para cada /locus, tamanhos dos alelos em

pares de bases e Heterozigosidade observada (Ho) e Esperada (He) para

cada locus na populacao Maribo A.

Locus NO© de alelos Tamanho dos alelos em pb Ho He

Hai2 3 170-172-174 4*  24.43
Hai3 8 154-156-158-160-162-164-166-168 10* 38.23
Hai4 6 154-156-158-168-170-176 24* 31.66
Hail2 5 126-131-134-137-140 13* 33.06

*Desvio significativo p<0,01



Tabela 8. Numero de alelos para cada locus, tamanhos dos alelos em
pares de bases e Heterozigosidade observada (Ho) e Esperada (He) para

cada locus na populacao Maribo B.

Locus N° de alelos Variacao de tamanho dos alelos Ho He
Hai2 2 170-172 1*  11.95
Hai3 7 152-154-158-160-162-164-168 8% 28.32
Hai4 5 154-158-168-170-176 15* 26.56
Hail2 5 126-131-134-137-140 8* 27.55

*Desvio significativo p<0,01

Tabela 9. NiUmero de alelos para cada /locus, tamanhos dos alelos em
pares de bases e Heterozigosidade observada (Ho) e Esperada (He) para

cada /ocus na populagao de Torres.

Locus N° de alelos Tamanho dos alelos em pb Ho He
Hai2 5 168-170-172-174-176 3*  10.96
Hai3 5 158-160-162-164-166 4* 11.79
Hai4 4 156-168-170-176 1*  7.68
Hail2 5 126-131-134-137 1* 5

*Desvio significativo p<0,01

Tabela 10. Niumero de alelos para cada /locus, tamanhos dos alelos em
pares de bases e Heterozigosidade observada (Ho) e Esperada (He) para

cada /ocus na populagao da Praia da Gaivota.

Locus N° de alelos Tamanho dos alelos em pb Ho He

Hai2 5 168-170-172-174-176 14 11.72
Hai3 6 150-152-154-156-158-162 5% 12.75
Hai4 4 168-170-172-176 3* 11.78
Hail2 5 126-131-134-137-140 8% 13.48

*Desvio significativo p<0,01



Desvios significativos entre a heterozigosidade observada e
esperada para o Equilibrio de Hardy-Weinberg foram encontrados no
teste global, quando analisadas todas as populagdbes em conjunto,
bem como quando incluidos todos os locus (p=0). Para o teste de
cada locus e cada populacao em separado, houve a indicacao de
déficit de heterozigotos em todas as situagdes, com excecdo do /locus
Hai2 para as populacoes de Gaivota e Amaral (p>0,05).

O teste para existéncia de desequilibrio de ligacao indicou
desequilibrio entre os /ocus Hai4 e Hai2 nas populacdes de Torres e
Weber (P<0,05).
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4.2.2 Estrutura Populacional

A anadlise da estrutura populacional foi realizada através
da Estatististica F (WHRIGT, 1965) usando dois de seus estimadores
Fst (WEIR & COCKERAM,1984) e Rhost(ROUSSET, 1996).

Quando consideradas todas as populacdes, observou-se
valores de Fst=0,1323 e Rhos=0,3636 (p<0,05).

Para ambos os estimadores, considerando-se apenas as
populagdes mais préximas entre si, a estruturacdo mostrou-se mais
forte entre as populacdoes de Gaivota e Torres (0,0739 e 0,3770
respectivamente), sendo significante apenas o valor obtido para Rhog:
(p<0,05). Os menores valores de Fi e Rhog, nao diferentes de zero
(0,0021 e -0,0062 respectivamente; nao significantes) foram obtidos
entre as populagdes de Weber e Amaral, que margeiam a RS030.

Para as populacdes da Fazenda Maribo existe maior
concordancia entre os diferentes estimadores, com valor de Fs de
0,0455 e Rhos de 0.0407 (p>0,05; nao significante) (Tabela 11 e
12).

Tabela 11. Valores de Fst (WEIR & COCKERAM, 1984) entre os pares de

populacgoes.

Amaral Weber Maribo A Maribo B Torres
Weber 0.0021
Maribo A 0.0248 0.0267
Maribo B 0.0228 0.0509 0.0455
Torres 0.1014 0.1001 0.1433 0.1196
Gaivota 0.1440 0.1298 0.1218 0.1372 0.0739




Tabela 12. Valores de Rhos (ROUSSET, 1996) entre os pares de

populacgoes.

Amaral Weber Maribo A Maribo B Torres
Weber -0.0062
Maribo A 0.1400 0.1687
Maribo B 0.0242 0.0575 0.0407
Torres 0.1945 0.2086 0.4248 0.2588
Gaivota 0.2788 0.2129 0.4149 0.3320 0.3770

Rhost/(1-Rhost)
o
N
|
o0
*

L 2
L X 4

Ln(d)

Figura 10. Isolamento pela distancia (p=0,025 para o Teste de Mantel).



Quando analisados os valores do parametro Rhost em relacdo a
distancia entre as populagdes (Figura 10), o resultado mostra-se
concordante com o padrdao de isolamento pela distancia (p>0,01,
valores significantes para o Teste de Mantel) (SLATIKIN,1993).

O fluxo génico calculado através do método dos alelos
privativos (SLATIKIN, 1985; BARTON & SLATKIN, 1986) mostrou-se
mais confiavel, ja que houve superestimativa quando usado o calculo
do numero de migrantes a partir de Fs¢ e Rhost (WRIGHT, 1951) com
valores de Nm>40 entre as populacdes de Weber e Amaral.

Entre as duas populacdes da Fazenda Maribo o numero de
migrantes calculado foi de 1,629 individuos/geracao. Para as
populacdes que margeiam a RS 0.30, Weber e Amaral, obteve-se o
maior nimero de migrantes, sendo de 6,331 individuos/geracdao. A
auséncia de fluxo génico foi indicada apenas entre as populacdes de
Torres e Gaivota (Nm=0.42).

Dada a existéncia de fluxo génico entre Maribo A — Maribo B e
Weber - Amaral, foi estimado o numero de migrantes entre estes
blocos, considerando-se cada par de populagdbes como uma
populacdo. O valor encontrado foi de 1.082 individuos/geracao.

O parametro Fis, usado como indice de endocruzamento revelou
valores considerados altos para os dois estimadores usados,
conforme mostrado na Tabela 14.

O teste para estimar o numero de populacbes amostradas
(PRITCHARD, 2000) revelou para a populagao de Weber uma maior
probabilidade de existéncia para quatro populagdes, com P=0,9,
sendo P=6,47555"°, p=3,48744%! e p=5,53114"° para uma, duas e

trés populagodes existentes respectivamente.



Tabela 13. Valores de Fis (WEIR & COCKERAM, 1984) e de Rho;s
(ROUSSET, 1996), para cada locus e para os locus em conjunto,

considerando todas as populagoes.

Hai2 Hai3 Hai4 Hail2 Todos os /oci
Fis 0,5087* 0,6704* 0,4898%* 0,6427% 0,5911%*
Rhois 0,4440* 0,8448* (0,4887* 0,8030%* 0,6749%

*Desvio significativo p<0,01

Tabela 14. Valores de Fis (WEIR & COCKERAM, 1984) e de Rho;is

(ROUSSET, 1996), para os locus em conjunto, considerando cada

populagao.
Fis Rhois
Amaral 0,5166%* 0,6809*
Weber 0,6225%* 0,7912%*
Maribo A 0,6077* 0,6364*
Maribo B 0,6682* 0,6334*
Torres 0,7619* 0,8280*
Gaivota 0,4045* 0,4594*

*Desvio significativo p<0,01

O mesmo teste realizado para as duas populagdes da Fazenda
Maribo em conjunto, indicou a probabilidade de existéncia de cinco
populacdes nesse bloco, com P=0,9999.

Testados os pares de amostras de Weber - Amaral e
Gaivota - Torres, a probabilidade de existéncia de duas populagdes é

de p=1 para os dois casos.



5.DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas dos Loci Analisados e das Populacdoes como

Unidades Distintas

Os loci de microssatélites utilizados neste trabalho mostraram-
se bastante polimérficos (Hai2=5, Hai3=10, Hai4=7 e Hail2=5
alelos). GAVA (2001), usando os mesmos loci, obteve polimorfismo
semelhante (Hai2=5, Hai3=10, Hai4=12 e Hail2=9) para uma zona
hibrida na distribuicdo de C. minutus e ainda maior quando
analisados individuos de varios caridtipos diferentes. A variabilidade
observada confirma a aplicabilidade destes /oci na analise genética de
populacdes desta espécie.

O teste realizado para verificar o Equilibrio de Hardy-Weinberg
revelou deficiéncia de heterozigotos em praticamente todos os /oci de
todas as populagoes (p<0,05), e assim também em relacdo ao teste
global, quando analisadas em conjunto as populagdes, os /oci ou
ambos (p=0).

Para duas espécies de Ctenomys, C. lami (um locus) e C.
flamarioni (quatro /loci) forami verificados déficits de heterozigotos
em alguns /oci de microssatélites nos trabalhos de CASTILHO (2001)
e FERNANDEZ (2002), respectivamente. Em outras espécies de
vertebrados, quando utilizado este marcador, também verificou-se o
mesmo. Como exemplo, obtiveram tal desvio, NEWMAN & SQUIRE,
(2001) para Rana sylvatica, BLUNDELL e cols. (2002) para Lontra
canadensi, GOOSSENS e cols. (2001) para Marmota marmota,
WYTTENBACH e cols.,(1999) para Sorex araneus, PAETKAU e cols.
(1998) para Ursus arctos e LEON e cols. (1997) para Dicentrarchus
labrax.

A deficiéncia no numero de heterozigotos em populagdes
naturais pode ser atribuida a diversas causas: cruzamento

preferencial, sub-estruturacao da populacao, endocruzamento,



existéncia de alelos nulos, selecdo contra o heterozigoto ou efeito
Wahlund.

A sub-estruturacao ocorre quando uma populacao natural é
composta de varias unidades de cruzamento distintas. Nestes casos,
quando considerada toda a populacdo como unidade panmitica,
déficit de heterozigotos em relagcdo ao numero esperado podem ser
observados para a populacao como todo, mesmo que cada sub-
populacdao encontre-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Esta
propriedade é conhecida como efeito Whalund e é determinada
simplesmente pelo efeito de amostragem (NEI, 1987). Um
parametro bastante informativo na analise de sub-estruturacao, bem
como da existéncia de endocruzamento é o Fis, cujos valores, quando
elevados, indicam a presenca destas caracteristicas.

Em nossas amostras os valores desse parametro, para os
dois estimadores utilizados, apresentaram valores significativos e
considerados altos para todos os /loci (0,59 e 0,67 respectivamente),
bem como para cada /ocus em particular.

Observando a distribuicao das populacdoes estudadas, temos
amostras grandes para a Regido de Osoério (38-52 individuos)
provenientes de uma &rea extensa de coleta em cada ponto. E
provavel que, para estas populacdes, os altos valores de Fis indiquem
sub-estruturacao e justifiquem a baixa heterozigosidade causada por
efeito Wahlund. Ja para as populacdes de Torres e Gaivota pode-se
considerar a hipétese de endocruzamento (que justificaria os valores
altos de Fis e de baixa heterozigosidade), devido ao menor nimero de
individuos analisados, correspondente a uma menor area da
populacdo. Estes individuos amostrados podem representar uma
Unica unidade familiar para cada localidade.

Acerca desta questdao, é bastante esclarecedora a analise
efetuada através do teste para a probabilidade do numero de
populacdes amostradas em cada &rea (PRITCHARD, 2000). As

populacdes da fazenda Maribo, quando testadas em conjunto,



mostram uma alta probabilidade de estarem subdivididas em cinco
unidades ( P=0,9999). O efeito é também indicado na analise de uma
Unica populagdao, Weber, cujos resultados indicam a existéncia de
quatro subunidades (P=0,9).

Algumas caracteristicas atribuidas aos tuco-tucos como
sedentarismo e baixa vagilidade podem propiciar a formacao de sub-
estruturas populacionais correspondentes a grupos aparentados.

Considerando as outras possiveis causas no desvio ao Equilibrio
de Hardy-Weinberg, a hipotese de cruzamento preferencial parece
pouco provavel ja que nao existem indicios de tal comportamento
para estes animais.

A selecdo contra o heterozigoto, a principio, ndo deve ser
assumida, dado que os microssatélites sdao considerados neutros. No
entanto, SLATKIN (1995) demonstrou a possibilidade de ligacao entre
locus de microssatélites e locus sobre efeito de selecdo diminuindo os
niveis de variabilidade do marcador.

A possibilidade de ocorréncia de alelos nulos nao deve ser
totalmente descartadas, ja que sua exclusdo depende de analises
mais detalhadas. A adicdo de informacdes referentes a um numero
maior de Joci a este estudo pode diluir este efeito se ele for
verdadeiro.

Quando se testa a existéncia de desequilibrio de ligagao
entre dois /loci, resultados positivos podem ser tanto indicadores de
ligacdo real quanto artefatos da analise (OTHA, 1982). Para as
populacdes analisadas neste trabalho, apenas os /ocus Hai2 e Hai4
nas populacdoes de Torres e Amaral obtiveram indicacao de ligagao
(p<0,05). Tais locus nao apresentaram indicios de ligacdo em
trabalho anterior para a mesma espécie (GAVA, 2001). Segundo
OTHA (1982) a sub-estruturacao de populagdes e o endocruzamento
podem produzir esta indicagcdao, assim, para Amaral e Torres a
ocorréncia de tais eventos, conforme discutido anteriormente,

explicariam os resultados.



5.2 Estruturacao entre as Populacoes

Um grande numero de diferentes estimadores para
estruturacdao genética entre populacbes tem sido desenvolvidos
baseados na Estatistica F de WHRIGT (1965). A adequacdo destes
calculos ao uso de dados provenientes de microssatélites como
marcadores moleculares € ainda uma questdes controversa.

A complexidade do processo evolutivo que origina os
polimorfismos nos microssatélites, e a variagdo deste processo entre
diferentes /loci (GAGGIOTTI e cols, 1999), sdao os principais fatores
responsaveis pela diferenca na performance dos diversos
estimadores. Dois modelos de processo mutacional sao propostos
para estes marcadores: o modelo IAM (infinitos alelos)(KIMURA e
WEISS, 1964) e o modelo SMM (mutacao escalonada)(OTHA e
KIMURA, 1973). O primeiro assume que cada nova mutacao da
origem a um novo alelo, e o segundo considera a ocorréncia de
homoplasias. Tanto estimadores que assumem IAM quanto os que
assumem SMM tem sido utilizados nas analises populacionais através
de microssatélites, nao havendo consenso acerca do melhor
desempenho.

Influem também na aplicabilidade dos estimadores o tamanho
da amostra e os niveis de fluxo génico (GAGGIOTTI e cols., 1999).

Para nosso estudo, foram usados dois estimadores: Fs (WEIR
E COCKERAM, 1984) que assume AIM, e Rhost (ROUSSET, 1996) que
assume SMM. Os resultados apenas diferiram consideravelmente em
relacao as populacdes de Torres e Gaivota, sendo Fs = 0,07 € Rhogt =
0,32.

GAGGIOTTI e cols. (1999) sugerem o uso do pressuposto de
SMM para anadlise de amostras grandes (N>50), como a usada em
neste trabalho (N=227). Porém, a determinacao exata do melhor
indicador exigiria o conhecimento da taxa real de mutagao de cada

locus, o que depende de sua sequéncia, tamanho de repeticdo e da



regiao flanqueadora (WYTTENBACH e cols., 1999, NIELSEN &
PALSBOLL, 1999).

Através dos testes de estrutura genética se obteve um alto
valor para Rhos (0,3636) e médio para Fs (0,1323), o que sugere um
forte isolamento entre as populagdoes estudadas, considerando os
indices determinados por NEI (1978) (F«<0,05 baixo, 0,05<F<0,15
médio e Fs>0,15 alto)

Os valores de F¢t e Rhost quando analisadas as populacdes par a
par indicam grau variavel de isolamento entre elas, concordante com
o modelo de isolamento pela distancia e a existéncia de uma barreira
geografica, o Rio Mapituba. As freqiéncias alélicas bastante
relacionadas as regides estao reproduzidas em tais resultados.
Avaliando a significancia obtida para cada valor de Fs , apenas o
valor de Rhos entre Torres e Gaivota se mostra significante, nao
diferindo os demais de zero. Assim, nao ha estruturacao entre Weber
e Amaral, existe uma tendéncia a estruturacao entre Maribo A e B, e
estruturacao alta entre Torres e Gaivota quando considerado Rhog.

Na estimagao do nimero de migrantes, no entanto, o calculo a
partir de Fst € Rhost mostrou-se pouco confidvel, superestimando os
resultados. O numero de migrantes obtido através do método de
alelos privativos (BARTON & SLATKIN, 1996) mostrou-se mais
aplicavel nesta analise, como sugerido para microssatélites em

situacOes de baixas taxas de migracao (GAGGIOTTI e cols, 1999).



5.3 Isolamento, Fluxo Génico e Efetividade das Barreiras

O maior indice de isolamento quando tomadas as populacdes
proximas deste trabalho par a par é encontrado entre as populacdes
de Torres e Gaivota, sendo Fst= 0,0739 e Rhogt= 0.3770.

O numero de migrantes entre estas populacdes nao é efetivo,
sendo de 0,42 individuos/geracao. Na discussdao acerca da causa
deste isolamento seria possivel considerar o efeito da distancia entre
estas populagbes (25Km) como sendo o determinante principal da
auséncia de fluxo génico. Tal fato parece menos relevante quando
consideramos os valores de Nm=1,082 encontrados entre os blocos
Maribo X Weber/Amaral que encontram-se separados por uma
extensao de 12Km.

Assim, a despeito de sua origem recente e de seu histérico de
modificagdes da posicao do leito a jusante, o Rio Mampituba é
indicado por nossos resultados como barreira efetiva ao fluxo génico
entre populacdes de Ctenomys minutus. Embora as populacdes de
lados opostos apresentem os mesmos caridtipos (2n=46a) e o rio nao
represente uma barreira quando da andlise filogenética para os
caridtipos da espécie (FREYGANG, 2002), a separacdao poOde ser
evidenciada pelo uso de marcadores afetados por curtos periodos de
tempo, como os microssatélites.

A alta probabilidade da existéncia de duas populacdes
(p=1) quando testadas as amostras de Torres e Gaivota para a
probabilidade do nimero de populagdes, corrobora a indicacdo.

A anadlise de estruturacao entre as populagdes Maribo A e
Maribo B indica baixo isolamento entre estas e fluxo génico da ordem
de 1,629 individuos/geragao. Segundo MILLS & ALLENDORF (1996),
valores de Nm>1 sdo suficientes para evitar a diferenciagdo genética
das populacdes e prevenir a deriva genética. Estes dados sao

condizentes com as caracteristicas da area, sendo que ndo ha



barreira visivel entre as duas populagdes e ambas distam entre si em
apenas 700 metros.

As populagbdes da Fazenda Maribo encontram-se separadas das
populacdes das margens da RS 030 por uma extensao aproximada de
12 Km, area para a qual ndo se tem relatos acerca da existéncia de
populacdes de tuco-tucos. O calculo do niumero de migrantes entre
estes blocos indicou a existéncia de fluxo génico, sendo da ordem de
1,082 individuos/geracao, sugerindo que esta area apresente um
continuo na distribuicdo das populagdes de Ctenomys minutus.

Os dados acima discutidos comparados aos obtidos para as
populacdes de Weber e Amaral servem como indicadores do efeito da
RS 030 sobre estas populacdes de tuco-tucos.

Os valores de Fst e Rhost encontrados mostraram-se os menores
entre as populagdes estudadas (0,0021 e -0,0062, respectivamente)
e conseqlientemente os niveis de fluxo génico apresentaram-se altos,
sendo de 6,333 individuos/geracao.

A efetividade da barreira, a principio fica descartada, porém
algumas consideragcdes se fazem necessarias. Apesar dos
microssatélites permitirem a identificacdo de modificacdes genéticas
entre populacbes em curtos periodos, devido a sua neutralidade e
altas taxas de mutagcdo, o tempo de wuso da RS 030
(aproximadamente 80 anos) € possivelmente muito curto para
modificar as freqliéncias dos alelos deste marcador nas populacoes.
No entanto, os resultados encontrados, quando comparados aos
obtidos para Maribo A e Maribo B mostram-se bons indicadores da
distribuicao inicial destas duas populacdes. A homogeneidade de
freqiéncias que determina os valores baixos de isolamento e altos de
fluxo génico, pode sugerir a existéncia de uma Unica populagao inicial
que se apresenta atualmente dividida pela RS 030. Os
microssatélites, neste caso, podem ser melhores indicadores da

histéria destas populagdes do que de niveis atuais de fluxo génico.



Ainda considerando o impacto da RS 030, HEUSER e cols. (in
press), estudando as populagdes tuco-tucos de Weber e Amaral
relataram um aumento no indice de danos de DNA nos individuos e
atribuiram estes resultados a presenca de poluentes produzidos pelos
automoveis.

BICKHAM e cols. (2000) indicaram como efeito mais comum da
poluicdo ambiental sobre a estrutura genética de populagdes a queda
de variabilidade da mesma. Para o diagndstico de tal quadro,
ELLEGREN e cols. (1997) utilizou microssatélites para a analise de
populacdoes de aves de uma drea da Ucrania atingida pela
contaminagao nuclear no acidente de Chernobyl.

Embora ndo tenhamos realizado analise mais especificas, ndo
ha indicacdo de queda de variabilidade genética nestas populagoes,
dado que os indices de polimorfismo génico e heterozigosidade sao
concordantes com o0s encontrados para outras populagdes de
C.minutus, tanto neste trabalho quanto no realizado por GAVA
(2001).



6.RESUMO E CONCLUSOES

O género Ctenomys (familia Ctenomyidae) compreende 50 a 60
espécies de animais conhecidos popularmente como tuco-tucos. De
habito fossorial, este grupo representa os mamiferos dominantes na
exploracao do nicho subterraneo na Regidao Neotropical.

A distribuicio das espécies € Dbastante fragmentada,
influenciada por varios fatores limitantes como barreiras ecoldgicas e
geograficas. Seu pequeno poder de dispersacdao (baixa vagilidade)
causa uma restricao ao fluxo génico.

Ctenomys minutus, a espécie alvo deste trabalho, habita
campos arenosos e dunas da Planicie Costeira do Sul do Brasil, do Rio
Grande do Sul até Santa Catarina. Uma interessante caracteristica da
espécie é a ampla variagao cariotipica, apresentando onze diferentes
caridtipos. A fixacdo destes polimorfismos, bem como a distribuicao
desta espécie, estdao amplamente relacionada a histéria de formagao
geolégica da regidao que habita, especialmente a existéncia de
barreiras geograficas.

Atualmente, cruzando a area norte de sua distribuicao
encontram-se a rodovia RS 030, uma via de ligacao do interior do
estado ao litoral, e o Rio Mampituba, uma barreira geografica de
origem recente.

A fim de entender os niveis de fluxo génico entre populagdes de
Ctenomys minutus e testar a efetividade destas barreiras, este
trabalho utilizou quatro /oci de microssatélites como marcadores
moleculares na determinacdo da estrutura genética das populagdes.

Foram selecionados seis locais de estudo correspondentes a
seis populacdes ao longo da distribuicdo da espécie. Quatro pontos
estdo préximos ao Municipio de Osério e correspondem a duas
populacdes que margeiam a RS 030, Campo Amaral e Campo Weber,

ambos situados a uma distancia de menos de 100 metros em lados



opostos da rodovia (distantes entre si em 1Km), e a Maribo A e
Maribo B, populagbes sem barreira aparente entre si (afastadas em
700m). Outros dois locais estdao localizados nos municipios de Torres
(RS) e Sombrio (SC) correspondendo as populacdes do Parque da
Guarita e da Praia da Gaivota, respectivamente. Estao separados pelo
Rio Mampituba e distantes em 25Km.

A obtencao de um fragmento de pele da cauda para posterior
extracdo de DNA foi realizada com a captura dos animais (auxilio de
armadilhas do tipo oneida-vitor n°0), retirada do material e devolucao
dos animais vivos a toca de origem. A amostra contou com 227
individuos, sendo 50 para a populacao de Weber, 50 para Maribo A, 52
para Amaral, 38 para Maribo B,19 para Gaivota e 18 para Torres.

Na amplificacdo dos quatro /oci de microssatélites foram
empregados primers descritos para a espécie co-genérica C. haigi,
obtendo-se ao todo 27 diferentes alelos. A analise das freqiiéncias
destes alelos indicou subestruturacdao populacional nas amostras
através de altos valores de Fis baixa heterozigosidade observada e
alta probabilidade de subdivisdo na analise para a probabilidade do
numero de populagdes.

Os valores de Fg revelaram isolamento entre as populagdes e,
analisados em relagao a disposicao geografica entre os locais de coleta,
mostraram um padrdo de isolamento pela distancia.

Foram também avaliadas as populagcbes par a par para
determinacao do isolamento entre elas e niveis de fluxo génico.
Quando analisadas Maribo A e Maribo B observou-se baixo isolamento,
com niveis de fluxo da ordem de 1,082 individuos/geracao para estas
populacdes nao separadas por barreiras. Os resultados obtidos para a
analise de Torres e Gaivota foram indicadores de alto isolamento, com
numero de migrantes ndo efetivo. Para Weber e Amaral obteve-se a
menor estruturacao, sendo o numero de migrantes de 6,33 individuos

por geracgao.



Acerca destes resultados fica evidenciada a efetividade do Rio
Mampituba como barreira ao fluxo génico entre as populagdoes de
Ctenomys minutus de lados opostos de suas margens.

Para a RS 030, ndao houve indicacdao de sua efetividade como
barreira ao fluxo génico, nem de queda na variabilidade genética das
populacdes proximas quando comparadas as demais populagdes. Os
valores de Fs e numero de migrantes, no entanto, sugerem a
existéncia de uma Unica populacdo inicial atualmente dividida pela

presenca da rodovia.



7. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The genus Ctenomys (Ctenomyidae family) comprises 50 to 60
species, which animals are popularly known as tuco-tucos. With
fossorial habits, this group represents the dominating mammals on
the exploration of the subterranean niche in the Neotropical region.

The distribution of these species is largely patchy, with the
influence of several limiting factors like ecological and geographical
barriers. This species has low power of dispersion (low vagility) which
causes a restriction of gene flow.

Ctenomys minutus, the target species of this work, inhabits
sand fields and dunes in the Coastal Plains of South Brasil, from the
Rio Grande do Sul to the Santa Catarina States. An interesting
characteristic of this species is the large karyotype variation, which
has eleven distinct karyotypes. This polymorphism fixation and
species distribution are closely related to the history of geology
formation in the region, as well as to geographical barriers.

Nowadays, the geographic distribution of C. minutus is crossed
by the RS 030 road, a route that connects the inlands of the State to
the shore, and by the Mampituba river, a recent geographical barrier.

In order to understand the gene flow levels between populations
of Ctenomys minutus and to examine the effectivity of this barriers,
this work were conducted using four /oci of microsatéllites as molecular
markers to determine the genetic structure of the populations.

Six study sites were selected with six populations distributed
along the species’ distribution. Four localities are near to the City of
Osoério: two populations are in the RS 030 border, Amaral Field and
Weber Field, both situated less than 100 meters of the road, but in
opposite sites with a distance of 1Km between each other; the Maribo
A and Maribo B, populations do not have barriers between them and

are about 700m from each other. The other two localities are Parque



da Guarita and Praia da Gaivota, in Torres (RS), and Sombrio (SC),
respectively. These sites are separated by Rio Mampituba with a
distance of 25 km from each other.

The field work was conducted as a capture and release process of
animals, with Oneida-Victor no. 0 traps. From each animal a skin
biopsy was obtained from the tail for extracting DNA. The total sample
is constituted by 227 animals, 50 in the Weber population, 50 in the
Maribo A, 52 in the Amaral, 38 in Maribo B, 19 in Gaivota and 18 in
Torres.

In the amplification of four microsatellites’ loci, primers designed
for a species of the same genus, C.haigi, were used, and a total of 27
distinct alleles was obtained. The analysis of frequencies of this locus
indicated a substructure in the populations due to large values of Fi,
low values of heterozigozity, and high probability of subdivision, in the
probabilistic analysis of the number of populations. The Fs values
analyzed in relation to geographic distribution, showed isolation of
populations by distance.

The populations were also analyzed in pairs to determine of
isolation and levels of gene flow. For Maribo A e Maribo B, which are
not separated by any barrier, we obtained low isolation with gene flow
level of 1,082 individuals/generation. The results obtained for the
analysis of populations from Torres and Gaivota showed high isolation
with few individuals migrating from one population to the other. For
the populations in Weber and Amaral, we obtained less structure, with
the numbers of migrating individuals as 6.333 individuals/generation.

Regarding the obtained results, there is a clear evidence of the
effectiveness of the Mampituba River as a barrier for gene flow
between populations of Ctenomys minutus inhabiting both margins.

For the RS 030, there is no indication of its effective as a barrier
to gene flow. Also, there is no evidence of any diminishing factor in the
genetic variability of near populations when compared to distant ones.

Values of Fst and the number of migrating individuals, however,



suggest the existence of a single initial population, which was recently
divided by the road.
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