UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA

ANALISE DE MICROSSATELITE EM DUAS ZONAS DE
HIBRIDACAO E A EFETIVIDADE DE UMA BARREIRA GEOGRAFICA
NA DISTRIBUICAO DE Ctenomys lami (RODENTIA-OCTODONTIDAE)

CAMILA SCHLIEPER DE CASTILHO

Orientador: Prof. Dr. Thales R. O. de Freitas
Co-orientador: Tarik A. R. J. El Jundi

Relatério submetido ao Curso de Ciéncias Biolégicas
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como
requisito para a obtencdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Bioldgicas, ase Molecular, Celular e
Funcional.

Porto Alegre, Julho 2001

eI BIB! [OTE
Aoy - u.-L!L:fJ;i'_{.-'h

1% Pade 2ir 1 A P
INST, BIOCIENCIA

)]



AGRADECIMENTOS

Ao professor Thales, pela orientagdo, oportunidade de trabalho,
confiang¢a, amizade e incentivo.

Ao Tarik pela paciéncia, confiang¢a, orientagdo, bom humor, e
principalmente por estar sempre disponivel para uma conversa amiga ou para
um dia de trabalho.

A Juliana da Silva pelo interesse, carinho e incentivo em todas as horas,
e pela disponibilidade de avaliar este trabalho.

A professora Margarete S. Mattevi pela disponibilidade de ler e avaliar
este trabalho.

A Camila Rocha de Moraes pela amizade, pela ajuda nas técnicas de
laboratério, por compartilhar prazos apertados, e pelos desabafos no bar.

Aos amigos Tatiane, Leandro, Adriana Gava, Vanina, Cristina
Freygang, Lucas, Vanessa, Gabriela, Elise, Ligia, e todos os demais colegas
do laboratério de Citogenética e Evolugdo de Vertebrados, por todo o
interesse, conversas ¢ cafés que tornaram os dias de trabalho mais alegres.

Ao professor Gilson Moreira pelos primeiros ensinamentos de pesquisa,
pelo carinho, incentivo € compreensdo, mas acima de tudo, pelo seu
contagiante amor a pesquisa.

A Fapergs pelo fornecimento da bolsa.

A minha familia que pela participacdo em todos os momentos deste
trabalho e pelo incentivo a seguir em frente e superar as dificuldades,
especialmente 2 minha méae pela incansdvel paciéncia e carinho.

Ao meu pai, pelo exemplo de forga, determinac@o e coragem, tanto na
vida pessoal quanto na profissional.

As amigas Priscila e Patricia Diehl, pelo carinho, interesse e incentivo
em todas as ocasioes.

Aos demais amigos, colegas e pessoas especiais que participaram da
minha vida durante este periodo de trabalho, deixando uma parte sua em

mim, e que me tornaram alguém melhor pessoal e profissionalmente.



SUMARIO

I INTRODUCAO

L.1. GENEro CICNOMYS....oueesussssssmmssumenmenmomommasmssmsness s
LY.L Ctenomys Ik .xsovasnssisaiss
I.1.2. Coxilha das Lombes. . c...ccecersseesseseessasnsesosesnoses
[.2. Marcadores Moleculares.........cccoevevieeniiannn
1.3. Zonas de HbndacRo. « cvavaesvomssosasesssssonssae iisibonsnconsonms

V. DISCOISSAD). ..o cissnvcvmaian sissmosesm st

VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

------------------

------------------------------------

11

12

17

19



LINTRODUCAO

L1. GENERO Ctenomys

O género Ctenomys € representado até o momento, por 48 espécies
descritas, amplamente distribuidas na regido neotropical (Woods, 1993),
ocupam a regido da Patagbnia desde a Terra do Fogo, até o sul do Peru e
Bolivia. Estes roedores fossoriais sdo caracterizados por um corpo robusto e
cilindrico com uma cabeca larga e cauda curta. Possuem dentes e unhas
bastante desenvolvidos, pavilhes auditivos reduzidos, vivendo a -maior parte
de suas vidas sob a terra em sistemas de tineis (Nowak, 1991). Observou-se
territorialidade, pouco deslocamento, e grande diversidade cariotipica, com
cariétipos variando de 2n=10 a 70 (Reig e Kiblisky, 1969; Kiblisky e cols.,
1977; Freitas e Lessa, 1984; Massarini e cols., 1991a,b).

A especiacdo no género Crenomys pode ter sido uma das mais
explosivas entre os géneros de mamiferos (Lessa & Cook, 1998) dada sua
rapidez, atingindo um niimero de 48 espécies (Woods, 1993) desde o seu
surgimento no inicio do Pleistoceno. Pode-se associar isto a sugestdao de que
0s rearranjos cromossOmicos tiveram uma importdncia fundamental,
originando uma variagao cromossOmica de 2n=10 a 70 (Lessa & Cook,
1998).

As caracteristicas deste gé€nero como baixa mobilidade e
territorialidade, e a formacdo de pequenas populagdes isoladas com baixo
fluxo génico devem contribuir para o efeito de deriva, que possibilita a
fixag¢do ou eliminacdo de novos rearranjos que possam surgir na espécie
(Reig, 1989).

No Rio Grande do Sul, conforme Freitas (1995), sdo encontradas
quatro espécies deste género, Ctenomys minutus; distribui-se nos campos
arenosos, atrds da primeira linha de dunas, indo do Farol de Santa Marta (SC)
até o municipio de Tavares (RS). Nesta espécie foram descritos sete niimeros
dipléides distribuidos em oito cariétipos. Ctenomys flamarioni; ocupa o longo
da costa, habitando a primeira linha de dunas, desde a praia do Hermenegildo



(RS) até o municipio de Arroio Teixeira (RS), observando-se o nimero
dipléide 2n=48. Ctenomys torquatus;, ocorre nas terras baixas do centro e
regiao pampeana do Rio Grande do Sul, com niimero dipléide de 2n=44 e
46. Ctenomys lami; é o que tem a distribui¢do mais restrita, ocupando a
regido da Coxilha das Lombas. Vai desde a regido nordeste do Rio Guaiba até
a margem sudoeste da Lagoa dos Barros no estado do Rio Grande do Sul.

Foram descritos cinco nimeros dipléides distribuidos em sete cariétipos,
2n=54, 55a, 55b, 56a, 56b, 57 ¢ 58.

L.1.1. Ctenomys lami

A espécie C. lami (Figura 1), descrita por Freitas (2001), baseado em
estudos craniométricos e citogenéticos, se caracteriza principalmente pela sua
alta diversidade cariotipica em uma restrita regido. Em um estudo feito por
Freitas (1990), foram coletados 115 animais distribuidos em 16 pontos de
coleta as longo da Coxilha das Lombas- RS (Figura 2). A anilise citogenética
realizada nestes individuos evidenciou cinco nimeros dipléides que variam de
20=54 a 2n=58. Considerando-se o cariétipoc mais frequente (2n=54) como
padrdo, observa-se os pares 1 e 2 formados por cromossomos grandes
metacéntricos. O citétipo 2n=55 € a forma heterozigota, onde um
cromossomo do par 1 ou do par 2 sofre fissdio (2n=55b ou 55a,
respectivamente). No citétipo 2n=56, os dois homdélogos do par 1 ou do par 2
sofrem fissdo, originando quatro acrocéntricos (2n=56b ou 56a,
respectivamente). Na forma 2n=57 foi observado o par 1 heterozigoto ¢ o par
2 sofrendo fiss@o nos dois cromossomos homélogos. Finalmente, no citétipo
2n=58 observa-se a fissdo dos dois homélogos do par 1 e 2 dando origem a
oito acrocéntricos. Segundo o autor, a distribuicdo geogréfica dos diferentes
citétipos indica a separacdo em quatro blocos populacionais ao longo dos
78km da Coxilha das L.ombas. Assim, em um transecto sudoeste-nordeste,
identificam-se os blocos A, com 2n=54, 55a e 56a; bloco B, com 2n=57 e 38;
o bloco C, com 2n=54 e 55a e, finalmente, o bloco-D com 2n=55b e 56b
(Figura 3).



A distribui¢do restrita da espécie C. lami, limitada a Coxilha das
Lombas, destaca a importincia da andlise da evolucao desta espécie associada
a formagao da regido.

Figura 1- Ctenomys lami.

Sama Catarina |
Argentina
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Figura 2- Distribuigio geogréfica de C. lami, a drea azul representa a Coxilha
das Lombas (Freitas, 1995).



I.1.2. COXILHA DAS LOMBAS

A Barreira das Lombas (Figura 2) € definida por Villwock (1983) como
um dos cinco compartimentos morfolégicos da Provincia Costeira do RS,
representada a nordeste e sudeste da cidade de Porto Alegre, sendo uma faixa
arenosa alongada, constituindo a linha de dunas mais antiga e interiorizada da
Provincia Costeira do Estado.

A formagdo da Coxilha das Lombas estd associada a4 formagdo de toda
a costa do RS, constituida pela sucessdo de eventos de transgressio e
regressao marinhas e dep6sito edlicos marinhos.

Apés a grande transgressdo do Mioceno, seguiram-se outros eventos
semelhantes que originaram o sistema de barreiras que dd origem a formacao
geogréfica atual. Durante a regressdo do final do Plioceno, formou-se uma
regido de depdsitos cldsticos, permeada por um sistema de canais em dire¢do
ao mar. Apds o primeiro ciclo de transgressido-regressao do Pleistoceno,
formou-se a Barreira das Lombas, que isolou o sistema de lagunas Guaiba-
Gravatai. Ap6s o segundo ciclo de transgressdo-regressdao do Pleistoceno,
iniciou-se a construc@o do sistema de Barreira Miiltipla que comecou a isolar
o sistema de lagunas Patos-Mirim. Apds o terceiro ciclo, o crescimento da
Barreira Miuiltipla continuou adicionando uma segunda barreira e terminando
de formar o sistema de lagunas Patos-Mirim. Finalmente, apds o ciclo de
transgressao-regressao Holocénica, foi adicionada uma quarta barreira, dando
origem a regido costeira atual.

A Barreira das Lombas € descrita como um conjunto de colinas
convexas formadas por areias quartzosas, com quantidades varidveis de silte e
argila, com uma cor predominantemente avermelhada e castanho-amarelada.
As alturas variam de 20 a 158m, possuindo uma extensdo de 78km e largura
maxima de 12km (Arienti, 1986).

Observa-se em decorréncia do fechamento da Barreira das Lombas a
forma¢do do Rio Gravataf, onde durante a regressdo holocénica leva a
formagao de um ambiente paludal na regidao da laguna onde se acumulam os
depésitos turfaceos que irdo dar origem ao Banhado dos Pachecos.



Atualmente a Coxilha das Lombas compreende uma regido que se
inicia ao norte do Rio Guaiba e se prolonga por 78km até nordeste da Lagoa
dos Barros. Esta regido ¢ costeada por dois banhados, um do lado noroeste
(Banhado dos Pachecos), e outro do lado sudeste (Banhado dos Touros) que
se encontram conectados aproximadamente no meio da Coxilha.

I.2. MARCADORES MOLECULARES

Atualmente, observa-se um aumento na utilizagdo de marcadores
moleculares nos estudos de genética de populagoes e filogeografia comparada.
Dentre as ferramentas utilizadas, destaca-se a descrita a seguir, o DNA
microssatélite, que foi utilizado no desenvolvimento deste trabalho.

[.2.1. MICROSSATELITES

Os microssatélites estdo incluidos dentro das sequéncias de DNA
nuclear denominadas de SSRs “Simple Sequence Repeats” (Kashi e cols.,
1997) ou VNTRs “Variable Number of Tandem Repeats” (Murray, 1996).
Sao sequéncias altamente repetitivas dispersas pelo genoma de eucariotos,
formadas de repeticdes “in tandem” de 1 a 6 pares de bases. Formam
conjuntos de cinco até centenas de repeti¢cdes por loco, podendo variar em
tamanho e possuindo um cardter altamente polimérfico (Tautz, 1993).

As mutagdes que ocorrem nos microssatélites sdo mudangas no
nimero de repeti¢des, causadas por erros de pareamento devido ao
deslizamento das fitas no momento da replicagdo. Esses erros sao
responsdveis pela adicdo ou delecao de repeticdes que conferem o cardter
polimédrfico destes locos (Schlotterer, 1998).

Os microssatélites, por apresentarem alelos menores do que 1Kb,
permitem a utilizagdgo de DNA altamente fragmentado ou em pequenas
quantidades, inclusive obtido a partir de amostras antigas (Bruford & Wayne,
1993).

Sua utilizagdo em estudos vem aumentando bastante, tais como:

identificacdo de individuos ou espécies (Ernest, e cols., 2000), comparagdo da



variedade genética entre espécies e populagdes (Menotti-Raymond e cols.,
1995; Johnson e cols., 1999), grau de estrutura das populagdes ¢ migracao
(Simonsen e cols., 1998; Ciofi & Bruford, 1999; Waits e cols., 2000),
determinag@o de parentesco e estrutura social (Morin e cols., 1994; Nesje e
cols., 2000) e estudos em zonas de hibridagao (Moulin e cols., 1996).

I.3. ZONAS DE HIBRIDACAO

Casos de hibridagdo natural e de zonas de hibridag@o estreitas
apresentam padrdes surpreendentes de variagdo € tem chamado a atencdo de
bidlogos evolutivos. Ao longo de sua distribui¢@o as espécies geralmente sdo
subdivididas formando um mosaico de populacdes. Nestes casos, as zonas de
hibridacdo podem aparecer como abruptas descontinuidades, ou ainda como
clinas suaves entre estes grupos de populacdes.

Segundo Hewitt (1988) e Barton & Hewitt (1989) tais zonas podem
ser definidas como regides estreitas onde populacGes geneticamente distintas
se encontram, cruzam e produzem hibridos, sendo estas populagdes da
mesma espécie.

Freitas em 1990, observou em C. lami os niimeros cromossémicos
mais frequentes 2n=54, 56b e 58. O cariétipo 2n=57 foi considerado pelo
autor um produto de hibridacao entre 2n=56a e 20=58 (Freitas, in prep.),
sendo observado entre individuos do Bloco A ¢ do Bloco B, na chamada
Zona de Hibridacao 1. O cariétipo 2n=55b, foi considerado pelo autor um
produto de hibridacdo entre 2n=56b e 55a (Freitas, in prep.), sendo
observado entre individuos do Bloco C e do Bloco D, na chamada Zona de
Hibridagdo 2 (Figura 3).

Zonas de hibridacdo podem ser classificadas como primdrias e
secunddrias: primdrias se as populacdes estiverem distribuidas em clina
quanto as suas diferengas, e secunddria, se ocorre entre duas populagdes que
estiverem separadas geograficamente.

As zonas de hibridacdo ou contato sdo frequentemente reconhecidas

por meio da morfologia, por diferencas cromossdmicas, etoldgicas e
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moleculares, ou ainda, por meio da combinacdo destes aspectos
(Hewitt,1988).

No género Ctenomys também foi demonstrada a existéncia de uma
zona de hibridag¢do. Gava (1996), descreve uma zona entre duas formas
cromossdmicas distintas da espécie C. minutus (2n=46 e 2n=48). Este estudo
mostrou que as formas hibridas ndo divergiam através da morfologia externa,
mas sim em relagdo a morfologia craniana (Marinho & Freitas, 2000), € com
a formagdo de um cariétipo intermedidrio (2n=47) (Gava, 1996).
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II. OBJETIVOS

Baseado no que foi descrito anteriormente, os objetivos do presente
trabalho séo:

. Analisar a variabilidade genética utilizando tr€s locos de microssatélite em

nove populagdes de C. lami ao longo de sua distribui¢ao.

. Verificar a presen¢a ou nido de fluxo génico entre os Blocos populacionais
A+B e C+D (Freitas, 1990) utilizando DNA microssatélites.

. Determinar a presen¢a de duas Zonas de Hibridagdo entre os Blocos
populacionais A e B, e entre os Blocos C e D, utilizando DNA microssatélites.
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III. MATERIAL E METODOS

Foram analisados 43 individuos de C. lami, coletados em nove
populacdes ao longo da distribuicio da espécie (Tabela 1). Para este estudo
foram utilizadas amostras preferencialmente de rim, quando ndo estava
disponivel foi utilizado misculo cardiaco ou figado. Todos os animais foram
coletados por Freitas em 1985, utilizando armadilhas especiais para roedores
fossoriais do tipo Oneida n® 0. As amostras foram conservadas em édlcool 70%
a 4°C.

Em uma das Zonas de Hibridacdo (ZH1), entre os Blocos A e B,
foram estudados 12 animais, distribuidos em quatro populacGes, na outra
Zona de Hibrida¢do (ZH2), entre os Blocos C e D, foram estudados 20
espécimes, distribuidos em trés populacdes. As 11 amostras restantes foram
obtidas na Barreira (BAR), entre os Blocos B ¢ C, em duas populacdes

(Figura 3).

) zH1 ®P AR Dz

Figura 3- Distribuicdo das amostras coletadas. As populagbes circuladas
foram as utilizadas para o presente estudo. -
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Tabela 1- Procedéncia das amostras obtidas de C. lami para as Zonas de
Hibridacdo € Barreira Geogréfica na Coxilha das Lombas-RS.

Zona Populagao N 2n
ZH1 10 3 54/55
3 - 58
6 1 58
11 4 58
ZH2 2 5 54
17 4 54
15 11 56
BAR 12 4 58
14 7 54/55
Total 43

Para a extracdo do DNA foi utilizado o protocolo adaptado de
Medrano e cols. (1990).

Para a amplificacao dos locos foram escolhidos trés *primers” de
DNA microssatélites descritos para o género Ctenomys por Lacey e cols.
(1999): Hai-2, Hai-3 e Hai-5. Sao repeticdes de sequéncias dinucleotideas, ou
seja, com repeticoes de dois pares de bases.

As reagdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) (Palumbi, 1996)
realizadas para a amplificagdo dos locos continham um volume de 20 pl,
consistindo de:

e cerca de 50 ng de DNA gendmico;
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Ix Tampao PCR (10 mM Tris-HCI pH 8,3; 50 mM Kcl);
1,5 mM de MgClI2;

0,8 Unidades de Taqg DNA Polimerase;

0.4 mM de dNTPs;

0,4 uM de solugdo contendo cada par de primers;

Agua Milig para completar o volume.

As reagcdes de PCR foram realizadas em termocicladores, a
amplificagao foi executada da seguinte forma: aps uma desnaturacao inicial a
94°C por 5 minutos, foram realizados 31 ciclos de desnaturag@o, anelamento
e extensdo, por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 61°C ou 58°C (a temperatura de
anelamento variou de acordo com o primer utilizado, ver Tabela 2) e 1
minuto a 72°C, respectivamente. A extensdo final foi feita a 72°C por 5

minutos, ¢ posteriormente as amostras foram resfriadas a 4°C.
O resultado das amplifica¢des foi verificado por eletroforese horizontal

em gel de agarose 1,5% com tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x, corado
com Brometo de Etidio e visualizado em translumidor de luz Ultra Violeta.

Tabela 2- Condi¢des de amplificacdo por PCR para os primers utilizados.

Primer Temperatura de Concentracao de
anelamento (°C) MgCl, (mM)
Hai-2 61 1.5
Hai-3 58 1,5

Hai-5 61 S ¥
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Uma aliquota dos produtos da amplificacéo foi misturado ao dobro da
quantidade de tampéo contendo 0.25% de xyleno cianol, 0.25% de azul de
bromofenol e 50% de sacarose, diluido em TBE 1x, uma parte desta solucéio
foi misturada a trés partes de formamida, ¢ submetida a eletroforese vertical
em gel de poliacrilamida desnaturante 8% (Figura 4), a fim de determinar o
gendtipo de cada individuo. O tamanho dos alelos foi determinado pela
comparagdo com dois tipos de marcadores moleculares: marcador de 25
pares de base e marcador tipo “Escada Alélica”, o qual foi construido com os

préprios alelos encontrados em cada “ primer”.

Figura 4- Géis de Poliacrilamida 8% desnaturante. Gel A- Fragmentos
gerados pela amplificagdo com “primer” Hai-2. Gel B- Fragmentos gerados
pela amplificacdo com o “primer” Hai-3. Gel C- Fragmentos gerados pela
amplificacdo com o “primer” Hai-5.

A eletroforese dos géis de poliacrilamida foi realizada em cuba vertical
com tampdo TBE 1x por quatro horas a uma poténcia constante de 20

O gel de poliacrilamida foi corado com Nitrato de Prata, seguindo o
protocolo descrito por Tegelstrom (1992).
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A diversidade genética encontrada nos locos analisados foi medida pela
heterozigoze observada (Ho) a partir das frequéncias alélicas supondo
equilibrio de Hardy-Weinberg para cada um dos locos.

A propor¢ao de desvios a partir do teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg foi testada através do Programa Arlequin ver. 2000 (Schneider e
cols., http://anthro.unige.ch/arlequin).

O teste de estrutura genética foi também realizado através do
Programa Arlequin ver. 2000, no qual foram relizadas andlises da varincia
molecular (AMOVA) dentro e entre as populagdes através do fndice F,
(método de distancia pelo nimero de alelos diferentes) (Weir & Cockerham,
1984). O ntmero de migrantes por geracao (Nm) foi estimado através do
Programa Arlequin ver. 2000 a partir do F, calculado (Slatkin, 1995).

Conforme Murray (1996), se nenhuma ou pouca migra¢do ocorrer
entre as populagdes, eventualmente alelos alternados irdo se fixar por
endocruzamento ou deriva genética, € assim os indices de F, alcancariam
valores proximos de 1. Alternativamente, se existir fluxo génico entre as
populagGes dentro de cada zona, as frequéncias alélicas permaneceriam
homogeneizadas e os indices alcangariam valores préximos ou igual a zero,
assim quanto menor o valor de F,, maior serd o nimero de migrantes por

geragao.
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IV.RESULTADOS

Os trés locos analisados apresentaram-se polimérficos totalizando 18
alelos diferentes. O niimero de alelos por loco (A), o tamanho dos fragmentos
encontrados, a heterozigosidade observada (Ho), a heterozigosidade esperada
(He) e os valores exatos de p estdo também estio relacionados abaixo (Tabela
3). Foram encontrados desvios significativos entre a proporgdao de
heterozigotos observada e a esperada de acordo com o Equilibrio de Hardy-
Weinberg (p<0.05) para os locos Hai-3 e Hai-5.

Tabela 3- Tamanho dos fragmentos maiores e menores gerados por
amplificagdo por PCR em pares de bases (pb), nimero de alelos por locos
(A), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) para as
frequéncias al€licas supondo equilibrio de Hardy-Weinberg.

Locos Tamanho A Ho He Valores de p
fragmento (pb)

Hai-2 169-175 4 0.476 0.516 0.735

Hai-3 154-170 8 0.525 0.665 0.001

Hai-5 180-190 6 0.575 0.748 0.033

O loco Hai-3 foi o mais polimérfico com oito alelos, seguido de Hai-5
com seis alelos, e Hai-2 com quatro alelos distribuidos entre as populagdes
estudadas. O loco Hai-5 teve a maior heterozigozidade observada dos trés
locos estudados, seguido de Hai-3 e Hai-2.
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Na Tabela 4 pode-se observar para os resultados da AMOVA um
F.= 0.038 na Zona Hibrida 1, € um F= 0.076 para a Barreira, ambos ndo
diferiram significativamente de zero (p>0.05). Na Zona Hibrida 2 foi obtido
um F_de 0.150, que diferiu significativamente de zero (p<0.05).

Tabela 4- Valor de F, encontrado, resultado da varidncia molecular
(AMOVA).

Zona F, P Porcentagem Variacdo Genética Total (%)

Intrapopulacional Interpopulacional
ZH1 0.038  0.252 96.19 3.81
ZH2 0.150 0.048 85.01 14.99
BAR 0.076  0.088 92.45 7355

Podemos observar em todas as populagtes estudadas de cada zona ou
barreira considerada, uma porcentagem de variac@o intrapopulacional maior
do que a porcentagem de variac@o interpopulacional.. Entretanto na Barreira
esta diferenca diminui, aumentando a porcentagem de variacao
interpopulacional.
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V.DISCUSSAO

Os resultados observados quando todas as populagdes sdo analisadas
juntas, em relagdo aos trés locos de microssatélite, indicam um déficit de
heterozigozidade para dois dos locos estudados (Hai-3 e Hai-5). O que
provavelmente foi causado pelo Efeito Wahlund, pois nfdo héd perturbacdes no
equilfbrio de Hardy-Weinberg quando consideramos as populagdes par a par
em relac@o a seus cariétipos. Por outro lado, quando analisadas par a par as
populac¢des de individuos com diferentes caridtipos, obtiveram-se indices de
F, significativamente altos, indicando uma diferencia¢io entre as populagdes.
Da mesma forma, Goossens e cols. (2001), estudando marmotas, obteve
resultados semelhantes e atribuiu o fato ao Efeito Wahlund.

A heterozigozidade observada foi similar 2 encontrada em diferentes
mamiferos, como gato-do-mato-pequeno (Trigo, 2000) e marmotas (Goossens
e cols.,2001), podendo ser considerada alta.

As andlises com DNA microssatélite realizadas no presente trabalho
confirmam a presen¢a de uma zona localizada entre os Blocos A e B (ZH1),
o F, encontrado entre as popula¢des desta zona foi de 0.038, e ndo diferiu
significativamente de zero, sendo considerado baixo, segundo descreve Nei
(1978), que considera um F_<0.05, baixo; 0.05<F <0.15, médioc ¢ F_<0.15,
alto.

O nimero de migrantes por geracdo estimado a partir dos fndices de
F, calculados entre as populagdes desta zona quando analisadas as populacgdes
par a par (-0.224<F <0.158) foi um valor minimo de 1.326 ¢ médximo de
infinito. Estes valores s@o maiores do que o minimo necessdrio para evitar
divergéncia nas frequéncias alélicas por deriva genética (Nm>1) (Mills &
Allendorf, 1996). Isto indica que existe um alto fluxo génico entre estas
populag¢des, possibilitando a existéncia da Zona de Hibridagdo 1. Podemos
observar que a maior porcentagem de variabilidade € atribuida a
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diferenciag¢@o intrapopulacional quando comparada com a porcentagem de
variagdo interpopulacional, ou seja, as populacoes diferem pouco entre si.

Moulin e cols. (1996) estudando zonas de hibridacao de Sorex araneus
através de DNA microssatélite, encontrou para todos os locos estudados
exceto um, o valor baixo de F, ndo diferenciado significativamente de zero
(p>0.05), o que indica a existéncia de uma zona hibrida e fluxo génico entre
as populagdes.

Os resultados obtidos também concordam com os encontrados por
Moreira e cols. (1991), onde estudos com proteinas mostraram uma baixa
diferenciac@o entre estas populagdes. Demonstrando, assim como Arranz e
cols. (1996) que realizou um estudo em populacdes de gado, comparando
andlises de DNA microssatélite e proteinas, resultados semelhantes para
ambas as andlises.

Os dados de Freitas (in prep.) indicam a existéncia de outra Zona de
Hibridac@o, localizada entre os Blocos C e D (ZH2), o F, encontrado para
andlises de locos de microssatélite entre as populagdes desta zona foi 0.150,
este valor diferiu significativamente de zero (p<0.05), sendo um valor
considerado alto, indicando diferenciac@o entre as populacdes. Ao analisarmos
as populacdes desta zona par a par obtivemos valores de F,
(-0.020<F <0.202), a partir dos quais foi estimado o niimero de migrantes por
geracdo, obtendo o valor minimo de 0.982 ¢ o maximo de infinito. Os
valores baixos de F, foram obtidos quando comparadas populacées dentro do
mesmo bloco. Por outro lado, ao comparar as populacdes interblocos,
obtiveram-se valores de F, significativamente altos. Estes resultados indicam
que existe diferenciacdo entre as populagdes de Blocos distintos. Podemos
observar também o aumento da porcentagem de varia¢do interpopulacional
quando comparada a porcentagem de variagao intrapopulacional, refor¢ando
que as populagdes diferem entre si.

Freitas (in prep.) sugere a existéncia desta zona utilizando
cromossomos. Uma das possiveis razdes para o alto valor de F, e baixo fluxo

génico, quando estudada com marcadores moleculares, € o baixo fifness do
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hibrido, ou seja, hi o cruzamento entre os individuos de populagdes
diferentes, mas este hibrido nao retrocruza, bloqueando o fluxo génico.

Ao analisarmos a Barreira Geografica descrita por Freitas (1990)
cromossomicamente € por Moreira e cols. (1991) utilizando proteinas,
localizada entre os Blocos B e C, obtivemos um F_ de 0.076, ndo diferindo
significativamente de zero (p>0.05). O nimero de migrantes por geragdo
estimado a partir deste valor foi de 3.06. Este valor é considerado alto pois
excede 0 minimo necessdrio para evitar a divergéncia das populacdes. Estes
resultados indicam alto niimero de migrantes por geracao e baixo F_, entre as
populagdes, € negam a efetividade da Barreira ao fluxo gé€nico. Outro ponto a
ser observado € a maior porcentagem de variacdo intrapopulacional quando
comparada com porcentagem de variagao interpopulacional, reforcando que
as populagdes ndo diferem, ou diferem pouco entre si.

Estes resultados poderiam ser considerados consequéncia do baixo
nimero de populagdes (e/ou individuos) estudadas nesta drea, mas quando
analisamos as populacdes dos Bloco A ¢ B somadas, € comparamos com as
popula¢des dos Blocos C e D também reunidas, encontramos um F, ainda
mais baixo (F,=0.017), que ndo difere significativamente de zero, indicando
um alto fluxo génico entre as populacGes, ¢ uma ndo diferenciacdo das
mesmas.

Também Moulin e cols. (1996) em estudos utilizando locos de
microssatélite com Sorex araneus esperava encontrar baixo fluxo génico entre
populagOes separadas por um rio, mas os resultados indicaram a presenca de
fluxo entre as populagdes, indicando a ndo efetividade do rio como barreira

ao fluxo génico.

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam a importancia da
utilizacdo de diferentes ferramentas ao se realizar estudos populacionais. As
andlises cromossOmicas, de proteinas e marcadores moleculares, como
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microssatélites, se complementam possibilitando uma visdo mais completa da
espécie estudada.

Finalmente, mais anélises sdo necessdrias para aprofundar as diversas
questdes surgidas pelas diferencas de resultados encontrados no presente
trabalho quando comparados com os de Freitas (1990) e Moreira ¢ cols.
(1991), possibilitando uma melhor compreenséo dos processos evolutivos e da
dindmica das populagdes desta espécie e, consequentemente, gerando dados
que auxiliem na conservacdo da mesma.
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