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i. RESUMO

Considerando os aspectos conceituais que envolvem a filogeografia, e devido a caréncia de
informagdes sobre o roedor subterrdneo Ctenomys torguatus Lichtenstein, 1830 (Rodentia:
Ctenomyidae), foi realizado um estudo abordando o maior nidmero de informagdes sobre
aspectos cromossémicos, morfométricos, morfoldgicos, filogenéticos, biogeogrdficos e sobre a
distribuigdo geogrdfica, incluindo as possiveis barreiras entre as populagdes, para possibilitar a
proposigdo de uma historia filogeogrdfica para esta espécie de tuco-tuco.

O género Ctenomys ocorre na porgdo sul da América do Sul e € torguatus apresenta uma
das maiores distribuigdes geogrdficas entre os tuco-tucos, ocorrendo ha regido dos Pampas -
em todo centro, oeste e sul do Rio Grande do Sul, e nas savanas do norte e oeste do Uruguai. A
espécie apresenta polimorfismo cariotipico originado a partir de rearranjos (fissdes e fusdes),
com quatro ndmeros cromossomicos, sendo um amplamente distribuido (2n=44), um restrito ao
extremo sul (2n=46) e outros dois ocorrendo a oeste do Rio Grande do Sul (2n=40 e 2n=42).

Estudos craniométricos demonstram divergéncia entre grupos cariotipicos e populacionais,
porém, andlises de morfometria geométrica demonstraram que as diferengas hos cranios estdo
mais relacionadas ao aspecto geogrdfico do que ao caridtipo, e que as principais variagdes
encontram-se nos individuos que ocorrem no Uruguai (embora sejam citogeneticamente
semelhantes aos que ocorrem no Brasil - 2n=44) e nos que ocorrem no extremo sul do Brasil.

As andlises moleculares com regido controladora de ADNm+ caracterizam a espécie como
tendo baixo nivel de divergéncia haplotipica, apresentando um haplétipo em maior freqiiéncia,
que ocorre ao longo de toda a distribuigdo, e haplétipos com pouca divergéncia em relagdo ao
mais frequente, que ocorre nas dreas periféricas da distribuigdo da espécie.

A reunido das informagées neste estudo nos remete ao seguinte cendrio: as populagdes de
C. torguatus expandiram a partir do centro do Rio Grande do Sul (Depressdo Central), em
diregdo ao oeste e sul do Brasil, e também em diregdo ao norte e noroeste do Uruguai, com uma
estruturagdo genética tipica de uma expansdo populacional, sem que tenha se passado tempo
suficiente para que fosse possivel se caracterizar um padrdo de isolamento pela distdncia
entre as populagdes. E a partir desta expansdo, algumas populagdes iniciaram um processo de
diferenciagdo sob a influéncia das mutagbes e da deriva genética, com diferentes niveis de
influéncia das barreiras geogrdficas no processo evolutivo detectados através dos marcadores

utilizados.
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ii. ABSTRACT

Considering the phylogeographic concept, and due to the lack of informations about the
subterranean rodent Ctenomys torguatus Lichtenstein, 1830 (Rodentia: Ctenomyidae), a study
was conducted to gather chromosome, morphometric, morphological, phylogenetic and
biogeographical informations, including the geographic distribution and possibles geographical
barriers between populations, addressing as much information as possible to propose a
phylogeographic story for this tuco-tuco’ species.

The genus Ctenomys occurs in the southern portion of South America and C torquatus
presents one of the largest geographical distributions, occurring in Pampas’ region -
throughout central, western and southern Rio Grande do Sul, Brazil, and in savannas of
northern and western Uruguay. The species showed karyotypic polymorphism originated from
rearrangements (fusions and fissions) with four chromosome numbers: one widely distributed
(2n = 44), one restricted to southern Brazil (2n = 46) and two restricted to western Rio
6rande do Sul (2n = 40 and 2n = 42).

Studies demonstrated craniometrics divergences among chromosomal groups and
populations. However, analyses of geometric morphometric showed that the differences in
skull was more related to the geographical aspect than to the karyotype, and that the major
changes was observed in individuals from Uruguay (although they are genetically similar to
those from Brazil - 2n=44) and in individuals from southern Brazil (2n=46).

The molecular analyses with mtDNA control region characterized the species as having
low haplotipic divergence, with an haplotype in greater frequency occurring throughout the
species distribution, and others haplotypes in the peripheral areas with little disagreement
regarding the most frequent.

The informations from this study refers to the following scenario: populations of C
torquatus expanded from the center of Rio Grande do Sul (Depressdo Central), toward the
west and south of Rio Grande do Sul, and also toward the north of Uruguay, with a genetic
structure typical of populations in expansion without having sufficient time to make it possible
to characterize a completelly pattern of isolation by distance. Thus, some populations begin a
process of differentiation under the influence of mutations and genetic drift, without the
same influence of geographical barriers in the evolutionary process at the various analysis

employed.
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1. INTRODUCAOQ GERAL

Variabilidade genotipica e fenotipica

Esta introdugdo geral se propde a fazer uma breve exemplificagdo de alguns dos possiveis
processos que proporcionam a variabilidade nos organismos, e de como é possivel analisar estes
processos em fungdo das diferentes ferramentas que podem ser empregadas nestes tipos de
estudos, visto que a variabilidade pode ser expressa em diferentes niveis, seja genético,
morfoldgico, ecoldgico, comportamental, entre outros.

Darwin (1859) propés, e a moderna biologia evolutiva corroborou posteriormente, que a evolugdo
seria baseada has variagSes das caracteristicas dos organismos e que a selegdo natural possibilitaria
mudangas evolutivas e alteragdes adaptativas. Uma das condigdes para que possam ocorrer processos
de selegdo natural é o fendmeno da variabilidade; que pode ser definida pela variagdo das
caracteristicas dos organismos de uma populagdo, ou de populagdes diferentes (Futuyma, 1998).

Durante muitos anos a genética procurou avaliar as diferenciagées entre grupos de organismos
em fungdo da variabilidade citogenética. As variagées nas formas, estruturas e no nimero de
cromossomos eram a base para diferenciagées interespecificas, e até mesmo intraespecificas, em
estudos relacionados a evolugdo.

Da mesma forma, a genética de populagbes, que se ocupa principalmente da variabilidade
encontrada nas populagdes através dos polimorfismos, foi amplamente empregada para analisar
variagdes entre grupos de organismos (Hartl & Clark, 1997).

Outra abordagem cada vez mais utilizada é o estudo da variabilidade através de técnicas de
biologia molecular. Neste caso, pode ser considerado que uma populagdo apresenta algum grau de
polimorfismo quando sdo encontrados individuos com regides - ou seqiiéncias - de seu ADN (dcido
desoxirribonucléico) com variagdes em relagdo ao ndmero de nucleotideos ou pares de bases
nitrogenadas (Hartl & Clark, 1997).

Além do aspecto genético, a diferenciagdo pode estar relacionada fambém com a variagdo ha
forma dos individuos, ou das populagdes. A evolugdo morfoldgica é influenciada por uma série de
processos, que ocorrem em diferentes niveis, tais como a genética ou a ecologia, e a contribuigdo
relativa de cada um destes niveis durante a evolugdo dos organismos consiste em uma das principais

questdes da biologia evolutiva (Futuyma, 1998). Os estudos de morfologia cldssica foram em sua



maioria realizados em um contexto taxondmico, investigando essencialmente estruturas cranianas
e/ou dentdrias (Rohlf & Marcus, 1993). Recentemente, devido ao surgimento de diversas técnicas de
morfometria geométrica que permitem uma refinada quantificagdo das variagdes de forma, um novo
campo de aplicagbes deste tipo de andlise se abriu para dreas como a sistemdtica (Dobigny et al,
2002) e a evolugdo das formas (Monteiro et a/, 2003).

Porém, a variabilidade ndo se limita apenas a caracteres morfoldgicos ou genéticos. Os fendtipos
(padrdes morfoldgicos, bioquimicos, comportamentais, etc) ndo sdo determinados exclusivamente
pelo perfil genético dos organismos, mas envolvem ainda as influéncias do meio em que vivem, tais
como: as condigbes nhutricionais, sociais, ambientais, entre outras. A expressdo fenotipica de um
determinado gendtipo resulta do efeito conjunto do aspecto genético, do aspecto ambiental, e
também da interagdo gendtipo-ambiente (Kingsolver et a/, 2002).

Assim sendo, uma das questdes centrais da biologia evolutiva é conseguir mensurar e comparar
as variagdes, além de identificar suas causas dentro e entre as populagdes. Para tanto, o mais
adequado com vistas a realizar estudos desta natureza parece ser o emprego de abordagens
multidisciplinares, integrando diferentes disciplinas e técnicas com o intuito de associar caracteres
morfoldgicos, moleculares e citogenéticos, possibilitando uma melhor compreensdo das relagdes
sistemdticas e filogenéticas entre grupos de organismos e tornando mais vidvel o real entendimento

da histéria evolutiva dos tdxons.



Como fazer um estudo sobre filogeografia de Ctenomys torquatus?

Considerando os aspectos conceituais que envolvem a filogeografia, foi proposta a realizagdo de
um trabalho com a espécie de tuco-tuco Ctenomys torguatus Lichtenstein, 1830 (Rodentia:
Ctenomyidae), que considerassem o maior nimero de informagdes possiveis relacionadas a esta
espécie. Desta forma, foram realizados estudos em diferentes dreas do conhecimento, tendo sempre
como foco a espécie de tuco-tuco em questdo.

Os objetivos deste trabalho foram respondidos e estdo descritos em capitulos que procuram
apresentar uma visdo do assunto abordado em cada drea do conhecimento envolvendo a variabilidade
das populagdes da espécie C. forquatus. Cada capitulo possui uma introdugdo, as metodologias
empregadas, assim como os resultados e discussdes inerentes a cada tema abordado.

Sendo assim, inicialmente foi realizada uma descricdo do histérico do conhecimento e dos
aspectos evolutivos até entdo publicados sobre roedores subterrdneos do género Ctenomys, mais

especificamente sobre C. forguatus, em um estudo intitulado "O estado da arte do conhecimento de

Ctenomys torguatus (Rodentia : Ctenomyidae)”.

Em seguida foi obtida toda informagdo possivel a respeito da distribui¢do geogrdfica desta
espécie. Verificou-se que pouco era conhecido sobre as localidades de ocorréncia e fazia-se

necessdrio um estudo sobre a "Ampliacdo da distribuicdo geogrdfica e conservacdo de € torguatus”,

no qual se constatou que esta espécie apresenta uma das maiores distribui¢des geogrdficas do
género Ctenomys, e estd muito mais ameagada e envolvida em problemdticas conservacionistas do que
se supunha até entdo.

Durante este trabalho foram coletados individuos em localidades onde ndo havia registros de
tuco-tucos, ou ainda ndo havia informagdes citogenéticas. Desta forma, estas caracterizagdes

cromossdmicas encontram-se em um estudo sobre "Polimorfismo cromossomico em € forquatus’.

Duas abordagens sdo essenciais para uma avaliagdo filogeogrdfica: o aspecto molecular e o
morfoldgico. Sob o ponto de vista molecular, foi realizado um estudo sobre a variabilidade molecular

e a filogenia intraespecifica (e interespecifica) intitulado: “Variabilidade genética e filogenia

molecular de € forquatus” reunindo informagdes moleculares e filogenéticas sobre as populagdes de

C. torquatus, bem como as relagdes desta espécie com outras espécies de tuco-tuco.
Do ponto de vista morfoldgico, a utilizagdo de uma abordagem cldssica como a morfometria

craniana para identificagdo de espécies e/ou linhagens é de suma importancia para o entendimento da



ocorréncia e distribui¢do de diferentes populagdes. No decorrer do trabalho, & morfometria cldssica
foi somada uma abordagem empregando morfometria geométrica, o que possibilitou um melhor
entendimento dos padrdes de forma e tamanho dos cranios das populagdes de C. tforguatus. Estas
informagdes sobre o crdnio da espécie estdo reunidas e discutidas em dois estudos, um capitulo

sobre "Morfometria craniana de € torquatus', e outro sobre “Variabilidade craniana de & torquatus

sob o ponto de vista da morfometria geométrica”.

Cada um destes estudos estd apresentado sob a forma de um capitulo para melhor compreensdo
da formagdo do conhecimento obtido sobre esta espécie de tuco-tuco. E por fim, apds reunir todas

estas informagdes, foi possivel a realizagdo de um trabalho sobre “Filogeografia de £ torguatus",

que se propde a ser a Discussdo Geral desta Tese por fazer uma reunido dos resultados obtidos nos
capitulos anteriores e discuti-los sob a luz do conceito de filogeografia, com vistas a compreender a

histéria filogeogrdfica desta espécie ao longo de sua distribuigdo geogrdfica.



2. OBJETIVOS

Questoes a serem abordadas

Dentre as espécies de roedores fossoriais do género Ctenomys, conhecidos como tuco-tuco, que
ocorrem no sul do Brasil, aquela que se encontrava menos provida de informagdes era Ctenomys
torquatus. Esta situagdo é ainda mais preocupante na medida em que estes roedores vém sofrendo
pressdes antrépicas muito fortes que estdo colocando em risco, ndo sé as espécies, como os proprios
processos evolutivos.

O corpo de conhecimento obtido até entdo a respeito da espécie C. torguatus era insuficiente
para o esclarecimento de uma série de questdes relacionadas a esta espécie, tais como: distribuigdo
geogrdfica, variagdes cariotipicas, aspectos morfométricos e relagdes filogenéticas inter e intra-
especificas.

Embora se acreditasse que esta espécie apresentava uma ampla distribui¢do ao longo do Estado
do Rio Grande do Sul, a caréncia de registros em possiveis dreas de ocorréncia e a possibilidade de
novas dreas onde individuos desta espécie estivessem presentes fazia com que a delimitagdo da
distribui¢do geogrdfica da espécie ainda estivesse indefinida.

Além disso, as relagdes filogenéticas intra-especificas careciam de maior aprofundamento, visto
ser uma espécie que apresentava variagdo cariotipica, além de variagdes morfométricas.

Deve-se considerar ainda a ocorréncia de barreiras geogrdficas que poderiam estar atuando
como mecanismos geogrdficos de isolamento entre populages desta espécie, tais como o Canal Sdo
Gongalo, o Rio Jacui, o Rio Ibicui, ou outros acidentes geogrdficos ou caracteristicas fitofisionomicos

das dreas onde estes roedores ocorrem.

Objetivo geral

Este estudo visa a ampliagdo do conhecimento da distribuigdo geogrdfica e de aspectos
citogenéticos, moleculares e morfométricos da espécie Ctenomys torquatus, procurando descrever a

histéria filogeogrdfica desta espécie de tuco-tuco.



Objetivos especificos

1.

Estabelecer a distribuigdo geogrdfica de €. tforguatus no Rio Grande do Sul;

Analisar a variabilidade citogenética das populagdes desta espécie;

Analisar a variabilidade genética e descrever filogenias interespecificas e
intfraespecifica para a espécie (. torquatus baseando-se em seqiiéncias DNA

mitocondrial;

Estudar as diferengas craniométricas intraespecificas desta espécie de tuco-tuco,

através de morfometria cldssica e morfometria geométrica;

Confrontar os padrdes encontrados a partir dos dados genéticos e dos dados
morfométricos com as barreiras geogrdficas existentes, analisando a possivel
influéncia destas barreiras na diferenciagdo genética das populagdes, estabelecendo

assim um estudo sobre "Filogeografia de Ctenomys torquatus”.



3. O ESTADO DA ARTE DO CONHECIMENTO SOBRE Ctenomys torguatus
(RODENTIA: CTENOMYIDAE)

Our generation is the first to fully comprehend the
threat of the biodiversity crisis and the last with
the opportunity to explore and document the species
diversity of our planet (Wheeler et a/, 2004).

INTRODUCAO

Os mamiferos apresentam vdrias adaptagdes aos mais diversos ambientes, podendo ser
encontrados ho meio aqudtico, arbéreo, cursorial, subterrdneo e fossorial (Nevo, 1991).

Os roedores constituem a ordem de mamiferos com o maior nimero de espécies, visto que
contemplam cerca de 42% das 5.419 espécies atuais, com aproximadamente 33 familias, 480
géneros e 2.277 espécies (Wilson & Reeder, 2005).

Os roedores diferem das outras ordens principalmente por apresentarem dois pares de
incisivos, um superior e outro inferior, que possuem crescimento continuo, e pela auséncia de caninos,
sendo caracteristico um longo didstema (espago) entre os incisivos e os molariformes. A parte
anterior de cada incisivo possui o esmalte resistente, enquanto a parte posterior possui uma macia
dentina. Esse arranjo dos dentes incisivos, somado ao seu continuo crescimento, permite que eles
assumam a forma de ldminas cortantes. Outra peculiaridade dos roedores é a grande diversidade de
modos de locomogdo: sdo encontradas adaptagdes para o salto, a natagdo, a escavagdo, entre outras,
e estas atividades sdo correlacionadas com adaptagdes musculares e esqueléticas (Cubo et al/, 2006).

Na América do Sul, os representantes da ordem Rodentia possuem significativa importdancia nas
sucessivas faunas deste continente, desde o Oligoceno até o tempo recente, e atualmente constitui-
se ho grupo mais abundante e variado de mamiferos (Pough et a/, 2003).

No Brasil, sdo atualmente reconhecidos 71 géneros e 235 espécies de roedores, com quase 40%
de endemismo (Oliveira & Bonvicino, 2006). Os roedores podem ser divididos em dois grupos:
Sciurognathi e Hystricognathi, que sdo diferenciadas principalmente pela estrutura e musculatura
mandibular e pela denti¢do (Wilson & Reeder, 2005).

Dentre os Hystricognathi, destacamos os Caviomorfos, que podem ter se originado e
diversificado na América do Sul durante o Oligoceno, aproximadamente hd 30 milhdes de anos

(Vucetich et al,, 1999). As possiveis rotas de migragdo destes roedores sdo discutidas em diversos



estudos, pois foram encontrados fdsseis na América do Sul, na Africa e na Eurdsia. Huchon &
Douzery (2001) resumiram as diversas hipéteses propostas para a origem e migragdo destes
roedores, podendo ter ocorrido: uma origem americana, uma origem asidtica com posterior migragdo
através da América do Norte, através da Africa, ou ainda através da Austrdlia e da Antdrtica, e hd
ainda a possibilidade de uma origem africana, a partir de um grupo de roedores Pliomorfos, com
migragdo pelo Oceano Atlantico. Andlises moleculares baseadas em um marcador nuclear (gene vWF)
propuseram que os Hystricognathi teriam se originado por volta de 46.0 a 63.0 milhdes de anos (Ma),
enquanto os Caviomorfos teriam surgido hd 43.0 a 54.0Ma, provavelmente na Asia, seguindo a rota
migratoria Austrdlia-Antdrtica, e realizando um Unico evento de colonizagdo na América do Sul, com
sua chegada a cerca de 36.0 a 25.0Ma, num periodo climdtico frio (Huchon & Douzery, 2001).

Os Caviomorfos apresentam uma grande diversidade, representada por 12 familias atuais, com
cerca de 44 géneros e mais de 170 espécies, dentre as quais aproximadamente 30% pertencem a
familia Ctenomyidae, constituida por roedores fossoriais e subterrdaneos (Wilson & Reeder, 2005).

Existem fdsseis de roedores fossoriais com datagdo estimada para o Mioceno, com origem ha
aproximadamente 30-35 milhdes de anos atrds associada ao aumento da aridez no fim do Oligoceno

(Nevo, 1999).

Roedores Subterrdneos

Trés ordens de mamiferos possuem representantes com adaptagées ao modo de vida
subterradneo, sdo elas: Marsupialia, Insectivora e Rodentia (Nevo, 1991).

A evolugdo do hdbito fossorial em algumas espécies de mamiferos, particularmente entre os
roedores, pode estar relacionada com trés fatores geo-climdticos: as formagdes montanhosas, as
regressées marinhas e as mudangas climdticas ocorridas durante o Cenozéico (Webb, 1977).
Considerando estes aspectos, Nevo (1999) propds um cendrio ho qual: os periodos secos, ocorridos a
partir dos ciclos de aumento da aridez durante meados do Cenozdico, proporcionaram
transformagdes das dreas de florestas, as quais teriam regredido e possibilitado a formagdo de
ambientes como savanas, desertos, estepes e campos, viabilizando um novo espectro de condigdes
evolutivas e oportunidades para a diversificagdo dos animais. Nestes ambientes, novas condigdes
evolutivas proporcionaram oportunidades para ocorréncia de processos de diversificagdo e

desenvolvimento de uma fauna de herbivoros, tanto cursoriais como fossoriais.



Existem alguns roedores que despendem a maior parte de suas vidas dentro dos tineis que
constroem, habitando tocas ou galerias sob a superficie, e saindo eventualmente para buscar
alimentos. Esses individuos podem ser classificados como fossoriais ou subterrdneos. Fossoriais por
terem o hdbito de fazer escavagdes, e subterrdneos porque além do hdbito fossorial, passam a maior
parte do tempo dentro de seus sistemas de tineis e alimentam-se de material vegetal disponivel nas
proximidades de suas focas (Lacey et a/, 2000). Desta forma, pode-se afirmar que todo roedor
subterrdneo tem comportamento fossorial, mas muitos fossoriais ndo sdo incluidos entre os
subterradneos.

Apesar da grande diversidade de ambientes e dreas geogrdficas nas quais os roedores
subterrdneos sdo encontrados, considera-se o ambiente subterrdneo como sendo propenso a
relativamente poucas variagdes, o que pode ser comprovado pelas similaridades morfoldgicas
verificadas entre estes individuos (Stein, 2000). Ecologicamente, as familias de roedores
subterrdneos ocupam biocenoses semelhantes, estruturalmente simples e estdveis, as quais se
caracterizam por compreenderem formagdes abertas. Esta similaridade pode ser observada pelas
peculiares condigbes ecofisioldgicas impostas pelos sistemas de tudneis nos quais estes animais se
encontram, tais como: condi¢des de armazenamento de alimentos, a despeito da baixa produtividade;
ambiente estreito e com auséncia de luz; estabilidade climdtica (permanente e previsivel), e
apresentando, relativamente, baixas taxas de oxigénio (6 a 21%), altas concentragbes de gds
carbdnico (0,5 a 4,8%) e umidade alta (Nevo, 1991; Lacey et a/., 2000).

As condigGes de estabilidade no interior das tocas, a disponibilidade de alimento, e a baixa (ou
nenhuma) luminosidade poderiam sugerir que estes roedores herbivoros ndo apresentariam
atividades circadianas. De fato, alguns estudos demonstraram que Geomys bursarius, Thomomys
bottae - familia Geomyidae; Heliophobius argenteocinereus, Cryptomys hottentotus e
Heterocephalus glaber - familia Bathyergidae, apresentaram atividades dispersas ao longo das 24
horas do dia sem padrdo ou ritmo circadiano. Porém, existem trés espécies de roedores: Nanospalax
ehrenbergi - familia Spalacidae, Georychus capensis e Cryptomys damarensis - familia Bathyergidae,
que apresentam padrdo de atividade diurno (revisado em Begall et a/, 2002).

Apesar destas informagdes sobre roedores subterrdneos africanos, pouco se conhece com
relagdo aos padrées de atividade destes roedores na América do Sul, exceto sobre os coruros,
Spalacopus cyanus - familia Octodontidae (Begall et al., 2002), e os tuco-tucos, Ctenoys talarum -

familia Ctenomyidae (Luna et a/., 2000).



Informagbes com relagdo as adaptagbes e especializagdes morfoldgicas desenvolvidas por
roedores subterrdneos podem ser encontradas em Hildebrand (1985 appud Lessa & Thaeler, 1989),
Nevo (1999) e Stein (2000), e basicamente estdo relacionadas com o desenvolvimento da musculatura
mandibular, da crista lambdoidal e dos ossos, com arcos zigomdticos robustos e incisivos longos e
procumbentes (Verzi & Olivares, 2006).

Além destas caracteristicas, estes animais apresentam uma série de adaptagdes morfoldgicas
ao peculiar modo de vida subterrdneo, tais como: corpo robusto e cilindrico, relativamente pequeno e
fusiforme, cabega relativamente grande com bula auditiva ampliada, pavilhdo auricular e olhos
relativamente reduzidos, embora maiores do que esperado para roedores fossoriais, cauda curta com
pélos esparsos, pescogo e membros curtos e musculosos. As patas posteriores sdo geralmente
maiores do que as anteriores, sempre com unhas cumpridas e rigidas. Os incisivos proeminentes sdo
compridos e tém coloragdo laranja brilhante (Nevo, 1979; Lacey et al, 2000; Wilson & Reeder,
2005).

As patas e os dentes incisivos apresentam modificagdes para escavagdo, e estas adaptagdes
foram classificadas em diferentes tipos: escavagdo com a unha, escavagdo com os dentes, escavagdo
com dentes levantando a cabega, escavagdo com rotagdo do Umero, e escavagdo com as patas
traseiras (Hildebrand, 1985 appudlessa & Thaeler, 1989).

Os roedores fossoriais vivem em tlneis, com nimeros varidveis de saidas, que invariavelmente
possuem um tampdo de areia bloqueando a entrada. Esta protegdo contribui para manutengdo da
estabilidade microclimdtica no interior das tocas (Altuna, 1991). De modo geral, sdo especializados
em alimentagdo herbivora, que estaria relacionada com a estratégia de guardar alimentos dentro dos
tuneis (Freitas, 1990), e com uma adaptagdo a conservagdo e aproveitamento de dgua nos rins (Lauria
de Cidre, 1974).

Este modo de vida subterrdneo proporciona menor exposicdo a predadores (Nevo, 1979).
Embora algumas espécies sejam potenciais predadores para animais subterrdneos, existem poucos
registros de corujas (Athene cunicularia, Asio flammeus, Tyto alba), alguns pdssaros - aves de rapina
(Buteo polysoma, Falco spaverius, Bubo virginianus) e outros mamiferos (Felis concolor e Pseudalopex
griseus) predando roedores subterrdneos (particularmente tuco-tucos) no Uruguai (Altuna &
Gonzdlez, 2006), na Argentina (Pearson et al, 1968; Kitllein et a/, 2001) e no Chile (Gallardo &
Anrique, 1991).
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Os roedores subterrdneos representam um cldssico exemplo de convergéncia adaptativa (Nevo,
1999), apresentando uma série de adaptagdes ao modo de vida subterrdneo que surgiram
independentemente em diversos grupos, e em diferentes continentes, como reflexo das restrigdes
ambientais a eles impostas (Stein, 2000). A ampla distribuigdo geogrdfica destes roedores, que
ocorrem em quase todo o mundo, com excegdo da Austrdlia e Antdrtida, pode ser demonstrada pelos
oito grupos apresentados a seguir (Figura 1), de acordo com Lacey et a/ (2000), e seguindo a
nomenclatura taxondmica proposta por Wilson & Reeder (2005):

- "mole-voles" (Muridae - Arvicolinae): com dois géneros E/lobius e Prometheomys na Eurdsia;

- “zokors" (Muridae - Myospalacinae): representada pelo género Myospalax que possui sete
espécies e também ocorre na Eurdsia;

- "mole-rats” (Muridae - Spalacinae): com trés espécies do género Nannospalax e cinco do
género Spalax, ocorrendo na Eurdsia e norte da Africa;

- "bamboo and root rats” (Muridae - Rhizomyinae): dois géneros habitando a regido sudeste da
Asia (Rhizomys e Cannonys), e o género Tachyoryctes, com onze espécies, exclusivamente no leste da
Africa;

- "blessmols” ou “african mole-rats” (Bathyergidae): estdo entre os mais bem estudados
roedores subterrdneos, os cinco géneros (Bathyerqus, Cryptomys, Georchus, Heliophobius e
Heterocephalus) distribuem-se ao sul e no centro do continente Africano;

- “pocket gophers" (Geomyidae): sdo os mais conhecidos roedores subterraneos, pelos inimeros
trabalhos publicados com as trinta e cinco espécies destes cinco géneros que habitam as Américas
do Norte e Central (Geomys, Orthogeomys, Pappogeomys, Thomomys e Zygogeomys):

- “coruro” (Octodontidae): representado por uma Unica espécie ho Chile: Spalacopus cyanus, e;

- “tuco-tuco" (Ctenomyidae): um grupo singular, que utiliza tanto os dentes quanto as patas para
escavar seus tuneis (Vassallo, 1998; Mora et a/, 2003) e apresenta uma das maiores taxas de
evolugdo cromossémica e especiagdo entre os mamiferos, com 56 espécies compreendidas em um

dnico género: Ctenomys (Reig et al., 1990).
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Figura 1: Distribuigdo geogrdfica dos roedores subterrdneos por familia (Lacey et a/., 2000).

O género Ctenomys Blainville, 1826

Os representantes do género Ctenomys sdo conhecidos como tuco-tucos por uma aproximagdo
onomatopéica com a caracteristica de vocalizagdo destes pequenos mamiferos.

Estes roedores foram referidos pela primeira vez por Azara em 1802. Porém, Blainville propds o
bindmio Ctenomys brasiliensis no ano de 1826. Nos trabalhos realizados por Oldfield Thomas, entre
1896 e 1929, iniciou-se a dimensionar a grande diversidade representada pelos tuco-tucos. Na
primeira revisdo do género Ctenomys, Rusconi (1928) descreveu 49 espécies e hove sub-espécies.
Tate (1935) referiu-se a 53 espécies, enquanto Ellerman (1940) reconheceu 51 espécies e 10 sub-
espécies. Posteriormente, Cabrera (1961) reduziu para 27 o nimero de espécies para o género, mas
elevou a 52 o nimero de sub-espécies. Esta tendéncia a redugdo do nimero de espécies prosseguiu
com os trabalhos de Honacki et a/, (1982) e Woods (1984), com 33 e 32 espécies reconhecidas,
respectivamente (revisado em Reig et a/, 1990).

Este breve histérico sobre o nimero de espécies reconhecidas para o género Ctenomys foi
apresentado por Reig et al (1990) em um trabalho que propds uma revisdo ampla dos tipos e
materiais originais, assim como dos aspectos morfométrico, citogenético e de biologia de populagdes

disponiveis aquela época. Neste estudo foi proposto que existam aproximadamente: 56 espécies e 13
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sub-espécies de tuco-tuco na porgdo sul da regido neotropical. A melhor compreensdo da sistemdtica
deste complexo género ainda requer muitos estudos, mas atualmente ja sdo reconhecidas 60
espécies (Wilson & Reeder, 2005).

Este grupo pode ter sua origem associada a espécies pertencentes a fauna Chasicoana,
representada pelos géneros Palaeoctodon e Xenodontomys, com registros na regido central da
Argentina, desde o fim do Mioceno (5.3 Ma). Também existem fésseis relacionadas ao género
Ctenomys que foram encontradas na fauna Huayqueriana (Vucetich et al,, 1999).

Cook et al. (2000) propdem que a familia Ctenomyidae teria surgido no fim do Mioceno, com seis
géneros jd extintos. Este periodo foi representado por uma grande diversidade que em seguida foi
limitada por processos de extingdes, apds os quais apenas um género sobreviveu: Ctenomys. Este
género, por sua vez, apresentou uma extraordindria diversificagdo, com a primeira forma registrada
durante o fim do Plioceno, e dezenas de espécies registradas desde entdo (Reig & Kiblisky, 1969;
Vucetich et al., 1999).

A adaptagdo ao ambiente subterrdneo possibilitou a irradiagdo do género e a conseqiiente
ocupagdo de diversos ambientes. O resultado deste processo € a grande distribui¢do geogrdfica
deste grupo, sendo amplamente distribuido em toda regido sul do continente Americano. As espécies
que representam este grupo ocorrem desde o altiplano andino até o nivel do mar, em todos os paises
do sul da América do Sul: Peru, Bolivia, Chile, Paraguai, Uruguai, sul do Brasil e em toda a Argenting,
até o extremo sul da regido neotropical, sendo seu representante mais austral a espécie Ctenomys
maggelanicus, na Terra do Fogo (Reig et al, 1990; Lizzaralde et al,, 2003).

Os ambientes onde estes roedores vivem geralmente estdo associados a dreas abertas. Eles sdo
considerados solitdrios, com praticamente um individuo por toca, apesar de algumas espécies terem
sido consideradas sociais, tais como Ctenomys sociabilis (Lacey et al., 2000). Utilizam os incisivos
bem protuberantes em combinagdo com as patas dianteiras que apresentam unhas bem desenvolvidas,
para escavagdo e construgdo de suas tocas e tuneis, podendo ainda auxiliar as patas traseiras na
retirada da areia acumulada durante a abertura dos tineis.

Os roedores subterrdneos apresentam uma das maiores variagdes cromossémicas entre os
mamiferos (Mascharetti et a/, 2000). Dentre estes, os representantes do género Ctenomys possuem
a maior diversidade cariotipica, variando desde espécies com 2n=10 (C. steinbach) até espécies com
2n=70 (C. pearsoni e C. dorbignyi), com rearranjos Robertsonianos e inversdes pericéntricas sendo

considerados os principais mecanismos responsdveis por esta heterogeneidade cariotipica (Freitas,
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2006). Além disso, variagdes intraespecificas também sdo encontradas nestas espécies (Freitas &
Lessa, 1984; Novello & Lessa, 1986; Ortells et al., 1990; Gallardo, 1991; Ortells, 1995; Freitas, 1997;
Gimenez et al, 1997; Massarini et al,, 1998; Garcia et al, 2000a; Garcia et al, 2000b; Freygang et
al., 2004).

Os tuco-tucos apresentam uma série de caracteristicas associadas ao modo de vida
subterrdneo, e que possibilitam um melhor entendimento do extraordindrio processo de especiagdo
cromossdmica verificado heste género, dentre eles: distribuicdo geogrdfica em manchas (ou
tuqueiras), baixa mobilidade entre as populagdes (ou pouca vagilidade), territorialismo, nimero
efetivo populacional pequeno e sistema de acasalamento estruturado socialmente. Apresentam
relativa longevidade (2 a 3 anos), maturidade sexual tardia (com 6 a 8 meses), periodo de gestagdo
longo (cerca de 100 dias), e poucos filhotes (1 a 4 fetos) em ninhadas precoces (Reig et a/,, 1990).

Morfologicamente, todas as espécies de tuco-tucos apresentam, de maneira bastante
semelhante, as adaptagdes morfoldgicas propicias ao ambiente subterrdneo. Por outro lado, sdo
encontradas variagées com relagdo a coloragdo da pelagem, ao tfamanho do crdnio e ao comprimento e
peso do corpo (desde 80g em C. pundti, até 1000g em C. conoveri).

Estudos filogenéticos suportam o processo de rdpida diversificagdo deste género, sendo
considerado o grupo de roedores subterrdneos com o maior nimero de espécies originadas ho menor
intervalo de tempo (Cook & Lessa, 1998; Castilho et a/, 2005).

No Brasil, existem registros isolados de ocorréncia de tuco-tucos ho Estado de Mato Grosso:
Ctenomys rondoni Miranda Ribeiro, 1914, C. bicolor Miranda Ribeiro, 1914, C. nattereri Wagner, 1848
(Miranda Ribeiro, 1914; Moojen, 1952). Porém, as espécies atualmente reconhecidas, e mais
amplamente estudadas sob o ponto de vista genético (Moreira et a/, 1991; Gava & Freitas, 2002;
Gava & Freitas, 2003; Gava & Freitas, 2004; El Jundi & Freitas, 2004; Ferndndez-Stolz et al., 2007;
Lopes, 2007), citogenético (Freitas, 1990; Freitas, 1994; Freitas, 1997; Freitas, 2001; Freygang et
al,, 2004; Freitas, 2006; Freitas, 2007), conservacionista (Freitas, 1995a; Fernandes ef al/, 2007),
parasitoldgico (Linardi et al, 2005), ecoldgico (Gastal, 1994; Marinho & Freitas, 2006; Stolz, 2006),
de morfologia do crdnio (Freitas, 2005; Marinho & Freitas, 2000; Massarini & Freitas, 2005) e do
espermatozéide (Freitas, 1995b), e sdo aquelas que ocorrem no Rio Grande do Sul e no litoral sul de

Santa Catarina (Figura 2).
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Figura 2: Distribuigdo geogrdfica das espécies do género Ctenomys no sul do Brasil.

As espécies de tuco-tuco no Rio Grande do Sul

A espécie que apresenta a distribuigdo geogrdfica mais restrita é Ctenomys lami Freitas, 2001,
ocupando uma drea denominada Coxilha das Lombas, préximo a regido metropolitana de Porto Alegre,
no Rio Grande do Sul.

Estudos abordando aspectos moleculares (El Jundi, 2003; El Jundi & Freitas, 2004, Matte,
2006) e de morfometria geométrica craniana (Fornel, 2005) foram realizados com esta espécie.
Porém, o maior enfoque reside ha abordagem citogenético, visto que esta espécie apresenta a maior
variabilidade cromossémica entre os tuco-tucos (Freitas, 2007). A combinagdo do nimero dipléide
(2n) com o ndmero fundamental (FN) forma 26 diferentes cariétipos para esta espécie, fato que,
associado a sua restrita e vulnerdvel drea de ocorréncia, projeta sérios riscos a conservagdo das

populagdes desta espécie, principalmente por se tratar de uma localizagdo geogrdfica com forte
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influéncia antrdpica (Freitas, 2001; Freitas, 2007; Fernandes et al., 2007) e pela existéncia de zonas
hibridas com outra espécie de tuco-tuco: €. minutus (Gava & Freitas, 2003).

Outra espécie de tuco-tuco que ocorre no sul Brasil é Ctenomys minutus Nehring, 1887. Esta
espécie ocorre na segunda faixa de dunas da Planicie Costeira, desde Sdo José do Norte, no sul do
Rio 6rande do Sul, até o farol de Santa Marta, no sul de Santa Catarina, sendo que a partir do norte
do litoral galicho esta espécie passa a ocupar a primeira linha de dunas. Apresenta um extra-
ordindrio polimorfismo cromossdmico, com 11 formas cariotipicas distintas descritas em estudos que
investigaram os polimorfismos cromossémicos intraespecificos (Freitas, 1990; Freitas, 1997;
Freygang et a/, 2004; Freitas, 2006), além de trabalhos que estudaram aspectos moleculares em
relagdo ao fluxo génico (Tchaicka; 2002), a genotoxicidade (Heuser, 2001; Heuser et al/, 2002),
filogeografia (Lopes, 2007) e também com relagdo ds zonas hibridas que ocorrem entre populagdes
desta espécie (Gava & Freitas, 2002; Gava & Freitas, 2004; Castilho, 2004), e entre populagdes
desta espécie e aquelas de C /ami (Gava & Freitas, 2003). Alguns estudos de ecologia e biologia
populacional foram realizados com populagées de ¢ minutus (Gastal, 1994; Fonseca, 2003; Marinho &
Freitas, 2006), além de um trabalho com variagdo craniométrica em uma zona de hibridagdo (Marinho
& Freitas, 2000).

A (nica espécie de tuco-tuco reconhecidamente ameagada de extingdo e endémica do Rio
Grande do Sul é Ctenomys flamarioni Travi, 1981. Além de apresentar distribuigdo geogrdfica
restrita a primeira linha de dunas do litoral galcho, o tuco-tuco das dunas encontra-se na lista
vermelha de espécies ameagadas do Rio Grande do Sul (Fontana et a/, 2003) e do Brasil (IBAMA,
2007), principalmente devido a ocupagdo de seu habitat pela exploragdo imobilidria do litoral
(Ferndndez-Stolz et al, 2007). E a (nica espécie de tuco-tuco no Brasil que possui coloragdo clara,
tem o corpo robusto, apresenta um Unico nimero dipldide: 2n=48 (Freitas, 1994), e o crdnio
diferenciado com relagdo as outras espécies de tuco-tuco do Rio Grande do Sul (Fornel & Freitas,
2005). Esta espécie foi associada ao grupo "mendocinus” por suas semelhancas com as espécies deste
grupo, particularmente por sua similaridade com C. australis (que ocorre na Argentina) sob o ponto
de vista citogenético (Freitas, 1994), craniométrico (Massarini & Freitas, 2005), e de morfologia do
espermatozéide (Freitas, 1995b). Aspectos ecoldgicos foram abordados em estudos com populagdes
localizadas nho litoral sul do Rio 6rande do Sul (Bretschneider, 1987; Stolz, 2006) e no litoral norte
(Ferndndez, 2002; Ferndndez-Stolz et a/, 2007), e o status filogeogrdfico desta espécie foi

recentemente proposto (Ferndndez-Stolz, 2007).
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A espécie conhecida como tuco-tuco de colar, Ctenomys torguatus Lichtenstein, 1830, € a Unica
espécie que ocorre também fora do Brasil, sendo encontrada no Rio Grande do Sul e em toda a regido

norte do Uruguai (Freitas & Lessa, 1984).

Ctenomys torquatus Lichtenstein, 1830

Desde 1802, quando Azara faz referéncias aos tuco-tucos do Paraguai e comenta sobre os sons
emitidos por estes pequenos mamiferos, os roedores do género Ctenomys sdo popularmente
conhecidos como tuco-tucos. Somente em 1826, Blainville descreve o género Ctenomys, tendo como
tipo Ctenomys brasiliensis e a localidade-tipo "Minas Gerais” - Brasil. Apesar desta descrigdo
original, ndo se tem conhecimento da ocorréncia de tuco-tucos em Minas Gerais e a espécie C
brasiliensis, embora seja uma espécie vdlida, ndo é atualmente conhecida nem apresenta qualquer
registro desde sua descrigdo. Uma hipétese levantada por Contreras (citada em Cicchino et al,
2000) seria da descrigdo do género ter sido realizada com um exemplar oriundo de Minas, localizada
no Departamento de Lavalleja, no Uruguai. Portanto, este exemplar seria provavelmente um Ctenomys
pearsoni, ou até mesmo um C. forquatus. Uma revisdo do tipo do género, e das espécies em questdo,
seria necessdria para esclarecimento desta questdo taxondmica.

Esta dificuldade com relagdo a localizagdo da descrigdo original da espécie também acompanha a
espécie Ctenomys torquatus, que em 1830 foi descrita por Lichtenstein tendo como sua localidade
tipo “as margens do rio Uruguai e Estados do sul do Brasil”, gerando, com esta definigdo pouco
precisa, incerteza sobre a localidade do tipo da espécie. Em uma revisdo sobre os espécimens de
tuco-tuco no Uruguai, Langguth & Abella (1970a) citam que Nehring (1900) considerou Maldonado, no
Uruguai, como a localidade tipo para a espécie C. forquatus e esta informagdo foi reproduzida por
diversos outros autores. Porém, Langguth & Abella (1970a) afirmaram que Sellow, o botdnico que
coletou os exemplares de tuco-tuco e encaminho a Lichtenstein para andlise e descrigdo, ndo esteve
em Maldonado durante o periodo em que os roedores haviam sido capturados. Portanto, Maldonado
ndo seria localidade tipo da espécie e a origem exata dos primeiros roedores descritos como C
forquatus permanece incerta.

Muitos autores acreditavam que a localidade tipo de algumas espécies de mamiferos, incluindo
roedores sigmodontineos, seria Maldonado, no Uruguai. Porém, este fato parece estar relacionado

apenas com os relatos de Darwin (1833) quando esteve visitando o Uruguai. Durante sua estada neste
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pais, Darwin descreveu sucintamente algumas caracteristicas relacionadas aos hdbitos dos tuco-
tucos, particularmente em relagdo aos seus hdbitos de “toupeira”. Devido a localizagdo geogrdfica
destes tuco-tucos visualizados por Darwin, ele provavelmente estaria se referindo a individuos
representantes da espécie C. pearsoni.

A espécie Ctenomys torquatus é descrita originalmente como tendo coloragdo dorsal bruno-
amarelo brilhante, mais escuro ao longo da linha mediana dorsal, com superficie ventral e lados do
corpo branco sujo, e duas faixas brancas estendendo-se das regides pés-auriculares até a garganta
formando um colar (Lichtenstein, 1830).

Estes roedores adultos pesam em torno de 200 gramas e possuem aproximadamente 250mm de
comprimento do corpo e 75mm de comprimento de cauda. Apesar do padrdo de coloragdo e do colar
caracteristico da espécie (Figura 3), variagées de coloragdo da pelagem ndo sdo raras em C
torquatus, tendo sido encontrados desde individuos completamente meldnicos (Langguth & Abella,
1970b; Fernandes et a/, 2005 - Figura 3) até populagées com manchas brancas no dorso com
diferentes padrdes e formas (Gongalves, 2007 - Figura 3). O padrdo de coloragdo em mamiferos
geralmente estd associado a comunicagdo intraespecifica, a fermorregulagdo ou para evitar predagdo
(Endler, 1977), porém, entre os roedores desta espécie, nenhum destes padrdes pode ser
diretamente relacionado ao polimorfismo cromdtico (Gongalves, 2007), e, portanto, outros processos,

tais como deriva, podem ser propostos como responsdveis por este padrdo.
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Figura 3: Ctenomys torquatus com coloragdo padrdo (centro e inferior), com manchas brancas
(alto & esquerda) e meldnico (alto a direita). Fotos: Jorge Marinho (b), José Stolz (a,c,f), Gislene
Gongalves (d,e).

Cariotipos atribuidos a € torguatus foram descritos pela primeira vez por Reig et al. (1966),
que encontrou populagdes com 2n=68 em Maldonado e Carrasco, no Uruguai, e em Médanos, na
Argentina. Em 1969, Reig & Kiblisky, nas mesmas localidades, encontraram novamente o mesmo
cariétipo, incluindo a informagdo relativa ao ndmero de bragos autossdmico, ou nimero fundamental
(NF=96). Kiblisky et al (1977) analisaram algumas populagdes no Uruguai e descreveu quatro
diferentes cariétipos para C. forquatus. 2n=44 - NF=76 (em El Aguila, Salto Nuevo e Guabiyd), 2n=56
- NF=82 (em Carrasco), 2n=64 - NF=82 (em Maldonado) e 2n=70 - NF=82 (em Barra de Santa Lucia,
Playa Pascual e Limetas). Diante desta variabilidade cromossdmica, Kiblisky et al. (1977) propuseram
a divisdo em dois grupos baseados no nimero fundamental (NF): o primeiro composto pelas

populagdes com NF = 82 e 84, ao sul do Uruguai, e outro grupo incluindo as populagdes com NF = 76.
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Posteriormente a estes estudos, Lessa & Langguth (1983) separam as populagdes de Ctenomys
torquatus, localizadas ao norte do Uruguai, daquelas populagdes localizadas ao sul deste pais,
nomeando estas de “Ctenomys pearson/'. Estas espécies foram separadas em fungdo de diferengas
relacionadas d morfologia e morfometria craniana. Além das diferengas cranianas e dos nilmeros
cariotipicos (2n=56, 64 e 70), a morfologia peniana também foi identificada como um diferencial
entre as duas espécies (Altuna & Lessa, 1985; Lessa & Cook, 1989). O nome Ctenomys torguatus foi
mantido para as populagées com 2n=44 no norte do Uruguai devido d semelhanga das caracteristicas
cranianas destes individuos com o exemplar tipo da espécie depositado no Museum fiir Naturkunde,
em Berlim (Freitas & Lessa, 1984).

Em fungdo desta questdo taxondmica, alguns trabalhos foram realizados supostamente, com €
torquatus, no Uruguai, quando na verdade estavam tratando de exemplares de C. pearsoni, dentre
eles destacam-se estudos sobre: captura e distribuigdo geogrdfica (Tdlice et al,, 1954; Tdlice et al,
1973), biologia reprodutiva (Barlow, 1969; Tdlice & Mosera, 1958), etologia (Tdlice et al, 1974) e
fisiologia (Lauria de Cidre, 1974).

Um exemplo da importdncia de esclarecer devidamente esta questdo taxondmica pode ser
verificado em um estudo realizado por Altuna et a/. (1998). Neste trabalho foi registrado coprofagia
em C. pearsoni no Uruguai, e discute-se o fato de Tdlice et a/ (1959) ter relatado auséncia deste
processo de reingestdo de fezes em C. forguatus no Uruguai. Quando os trabalhos foram realizados,
em condigdes de laboratdrio, por Tdlice e seus colaboradores, provavelmente foram utilizados
exemplares de C. pearsoni, porém, naquele momento estes individuos eram considerados C. torguatus.
Ou seja, o que podemos afirmar é que existem registros recentes de coprofagia para C. pearsoni,
embora ndo tenha sido detectado tal comportamento anteriormente. E ndo existem registros
publicados sobre coprofagia em C torguatus, embora seja um comportamento normalmente
observado em tuco-tucos, incluindo €. torguatus (Freitas, comunicagdo pessoal).

Alguns estudos envolvendo exemplares corretamente classificados como (. forguatus
provenientes do Uruguai foram realizados com abordagens filogenéticas (D'Elia et a/, 1999; Cook &
Lessa, 1998; Castillo et al, 2005; Tomasso & Lessa, 2006), cromossdmicas (Kiblisky et al., 1977;
Villar et al., 2005; Novello & Villar, 2006; Slamovits et a/., 2000) e de morfologia peniana (Altuna &
Lessa, 1985; Lessa & Cook, 1989), invariavelmente relacionando esta espécie com aquela que é

considerada filogeneticamente mais préxima: C. pearsoni.
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No Brasil, poucos estudos foram realizados com C. torguatus, incluindo trabalhos sobre
polimorfismo cariotipico (Freitas & Lessa, 1984; Feitas, 2006), sobre o tipo de espermatozéide
simétrico destes roedores (Freitas, 1995b), com relagdo a distribuigdo geogrdfica e sua situagdo do
ponto de vista da conservagdo (Freitas, 1995a; Fernandes et a/, 2007), abordando alguns aspectos
ecoldgicos (Travi, 1983), moleculares e morfoldgicos (Gongalves, 2007), e estudos genotéxicos em
dreas de mineragdo de carvdo (Silva et al., 2000aq; Silva et a/,, 2000b).

Freitas & Lessa (1984) descreveram duas formas cromossdmicas para Ctenomys torguatus no
sul do Brasil. Os cariotipos dos espécimens de C. torguatus apresentaram dois nimeros dipléides
diferentes: 2n=44 (NF=72), em Laranjal, municipio de Pelotas, e 2n=46 (NF=72) em Barra Falsa,
Pelotas (localizada a 11 Km de Laranjal), e na Estagdo Ecolégica do Taim (localizada a 82 Km de Barra
Falsa). Este trabalho caracterizou pela primeira vez para roedores do género Ctenomys os padrdes
de banda C e G, e tfambém as regides organizadoras nucleares.

A forma cromossomica 2n=44, tendo sido também descrita por Kiblisky et al (1977) no
Uruguai, sugeria uma uniformidade cariotipica ao longo de 540Km entre Brasil e Uruguai. Enquanto a
forma cromossdmica 2n=46 ficava restrita a uma drea entre a Lagoa Mirim e o Oceano Atldntico
(Freitas & Lessa, 1984).

A forma 2n=44 parece ser mais antiga devido a sua maior distribuigdo geogrdfica. Acredita-se
que o evento responsdvel pela origem da forma 2n=46, seja uma fissdo centromérica no par
cromossomico nimero 7 da forma 2n=44, originando os pares 14 e 16 na forma 2n=46 (Freitas &
Lessa, 1984). Estas informagdes carioldgicas, associado ao hdbito subterrdneo e a baixa vagilidade
apresentada pelos tuco-tucos levaram os autores a propor que estas formas cromossémicas
constituiriam duas ragas cromossomicas (Freitas & Lessa, 1984).

Neste mesmo estudo, Freitas & Lessa (1984) detectaram diferengas nos padrdes de coloragdo
inter e intrapopulagdes, sem associagdo com a variagdo cromossomica. Além disso, medigGes
craniométricas tomadas de fémeas adultas de C torguatus apresentaram diferenga significativa
(P<0,05) entre as espécimens de Laranjal (2n=44) e aqueles de Barra Falsa-Taim (2n=46), embora
este resultado se referisse apenas ao tamanho total da cabega.

A distribuigdo geogrdfica de ¢ forguatus no Brasil, descrita por Freitas (1995), estava restrita
a pontos isolados na depressdo central do Rio Grande do Sul (Minas do Ledo, Butid e Rio Pardo), na

regido da Campanha (Candiota) e porgdo sudoeste do Estado (Pelotas, Rio Grande e Taim) (Figura 4).
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Em algumas destas localidades onde ocorriam dreas de extragdo de carvdo (Candiota e Butid) foi
realizado um estudo de biomonitoramento que demonstrou que C forguatus é um excelente
orgahismo como bioindicador exatamente por ser sensivel a danos bioldgicos causados pela extragdo
de carvdo e seus derivados (Silva et a/, 2000aq, Silva et al., 2000b). Esta informagdo possibilitaria
classificar esta espécie de tuco-tuco como potencial biomonitor ambiental e possivelmente ameagada

pela atividade extrativista e fodos os danos advindos desta (Freitas, 1995).
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Figura 4: Mapa do Rio Grande do Sul com as localidades de ocorréncia de Ctenomys torquatus,
com seus respectivos nlmeros cromossomicos, proposta por Freitas (1995). Em vermelho estd
representada a localizagdo da capital do Estado, Porto Alegre.
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4. AMPLTACAO DA DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E CONSERVACAO DE
Ctenomys torguatus (RODENTIA : CTENOMYIDAE)

INTRODUCAO

O conhecimento da histéria evolutiva dos pequenos mamiferos pode fornecer informagdes Uteis
em relagdo ds modificagdes ambientais ocorridas no passado, e essas modificagdes podem ser
importantes para entender o processo evolutivo da distribui¢do geogrdfica e divergéncia genética
entre as populagdes. A andlise dos processos evolutivos e biogeogrdficos que caracterizam um grupo
de organismos é possivel apenas a partir de uma amostragem ampla e que compreenda a maior
diversidade possivel (Almeida et al., 2007).

Além disso, a distribuigdo geogrdfica de uma espécie representa a informagdo bdsica para
subseqiientes estudos biogeogrdficos ou filogeogrdficos. Estas informagdes sobre as dreas de
ocorréncia das espécies sdo ainda mais criticas se considerarmos que estas se constituem nas bases
para avaliagdes conservacionistas. Entretanto, a distribuigdo geogrdfica de diversos faxa ainda
encontra-se extremamente pouco estudada, principalmente em regides tropicais. E esta caréncia de
informagbes geralmente dificulta agdes mais diretas e eficazes com vistas d conservagdo das
espécies (Anderson & Martinez-Meyer, 2004).

Diversos fatores estdo relacionados aos padrdes de distribuigdo geogrdfica das espécies.
Inicialmente, os aspectos ecoldgicos tais como: femperatura, precipitagdo, tipo de solo, reflgios e as
inferagdes com os diversos fatores ambientais formam o que podem ser consideradas como as
condigbes fundamentais para ocorréncia de um grupo de organismos em uma determinada drea. Além
destes, fatores bioldgicos e histéricos interferem, e sdo co-responsdveis, pela viabilizagdo da
existéncia das espécies ao longo de suas potenciais dreas de distribuigdo geogrdfica. Por exemplo, o
potencial ecoldgico de uma espécie pode ser alterado em fungdo de interagdes bidticas com outras
espécies, através de eventos de competigdo, predagdo ou parasitismo, reduzindo sua real drea de
ocorréncia a uma fragdo da drea em potencial para a espécie. Ou ainda, fatores histdricos, pressées
antropicas ou barreiras geogrdficas podem também restringir as dreas de distribui¢do das espécies

(revisado em Anderson et a/, 2002).
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Fatores como a estrutura vegetacional e as condigdes do solo (textura, microtopografia e
umidade, entre outras) podem ter contribuido ao longo do tempo, para a descontinuidade e
fragmentagdo das populagdes animais, particularmente de tuco-tucos (Lizarralde et a/, 2001).

Registros histdricos indicam que em dreas onde as populagdes de tuco-tuco eram abundantes,
tal como na Terra do Fogo - extremo sul do continente sul-americano, a agdo antrépica pode ter sido
um fator importante na redugdo das dreas de ocorréncia destes roedores, visto que até o periodo em
que houve a introdugdo do gado na regido, os tuco-tucos constituiam um dos principais alimentos dos
nativos que habitavam aquela regido (Gusinde, 1982 appudLizarralde et a/, 2001).

Outro fator importante na formagdo dos atuais padrées de distribui¢do e dreas de ocorréncia
dos tuco-tucos é o impacto da predagdo em virtude do crescimento do setor agrdrio, uma vez que
estes roedores sdo historicamente considerados como pragas agricolas em toda sua distribuigdo
devido aos seus hdbitos herbivoros (Pearson et al., 1968; Massoia, 1970; Malizia & Busch, 1997).

O género Ctenomys apresenta sua distribui¢do por toda a regido sul da América do Sul, sendo
que as espécies distribuem-se em manchas e ocupam dreas desde o nivel do mar até mais de 4000
metros nos Andes Peruanos (Pearson et a/, 1968; Reig et al, 1990). No entanto, dentre as mais de
60 espécies descritas poucas tém sua real distribuigdo geogrdfica conhecida, sendo algumas
relatadas apenas em suas localidades tipo (Pearson & Christie, 1985), e outras com distribuigdo
extremamente pequena, como por exemplo: C /ami (Freitas, 2001) e C rionegrensis (D'Elia et al.,
1998). Assim, € importante que se descreva a distribuigdo destas espécies, pois isto trard aporte aos
trabalhos de conservagdo, sistemdtica, citogenética, morfologia, marcadores moleculares e
filogenias, entre outros.

No Rio Grande do Sul, duas espécies de tuco-tuco ocorrem ao longo da primeira e da segunda
linha de dunas do litoral: € Flamarioni Travi, 1981 e C. minutus Nehring, 1887, respectivamente. A
primeira delas é considerada ameagada de extingdo na lista de animais ameagados do Rio Grande do
Sul e do Brasil, enquanto a segunda foi considerada até poucos anos atrds como a espécie com a
maior distribuigdo geogrdfica no Estado (Freygang et al, 2004). A terceira espécie que ocorre ho sul
do Brasil é C /am/ Freitas, 2001, que apresenta distribuigdo geogrdfica extremamente restrita e
pode ser considerada potencialmente ameagada de extingdo. Além destas, ocorre ainda a espécie alvo
deste estudo: €. forquatus Lichteinstein, 1830 (Freitas, 2006).

A espécie Ctenomys torquatus tem registros de ocorréncia para as localidades de Rio Grande,

Taim e Pelotas, no Rio Grande do Sul, e em Ansina, Cufiapiru, Salto, Paysandu e El Aguila, no Uruguai
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(Freitas & Lessa, 1984); além de populagdes em Candiota e Butid (Silva et a/, 2000a). A populagdo
descrita para Médanos, na Argentina, ndo tem nenhum tipo de relagdo com Ctenomys torquatus.
Freitas (1995a) reuniu as localidades de ocorréncia para a espécie e acrescentou Minas do Ledo e Rio
Pardo, no entanto, apesar destes esforgos, o conhecimento a respeito da distribuigdo geogrdfica
desta espécie de tuco-tuco era o menos compreendido até o fim do século passado considerando as
espécies do género que ocorrem no Rio Grande do Sul.

Freitas (1995a) sugeriu a possibilidade de esta espécie estar ameagada, uma vez que os poucos
registros de ocorréncia desta espécie no Rio Grande do Sul coincidiam com dreas de usinas de
extragdo de carvdo mineral. Este fator, associado a comprovada susceptibilidade destes roedores
aos danos genotéxicos oriundos da atividade mineradora (Silva et a/, 2000a) e da crescente
expansdo das dreas de agricultura mecanizada no Estado (Berté, 2004), particularmente ao longo da
distribuigdo destes roedores, torna esta espécie cada vez mais susceptivel a extingdes locais devido
a alteragdo das suas provdveis dreas de ocorréncia.

Apesar de alguns estudos citogenéticos (Kiblisky et al, 1977; Freitas & Lessa, 1984; Villar et a/,
2005; Freitas, 2006; Novello & Villar, 2006), aloenzimdticos (Moreira et al, 1991), moleculares
(D'Elia et al, 1999; Castillo et al, 2005), de morfologia craniana (Freitas & Lessa, 1984; Freitas,
2005), morfologia do espermatozéide (Freitas, 1995b; Lessa & Cook, 1989) e genotoxicidade (Silva
et al., 2000q; Silva et al, 2000b) terem sido realizados com C. torquatus até o momento, as dreas de
ocorréncia e os limites geogrdficos desta espécie ainda ndo haviam sido devidamente investigados ho
Rio Grande do Sul.

Neste trabalho sdo apresentados novos registros de ocorréncia para €. torguatus, ampliando sua
distribuigdo geogrdfica no Rio Grande do Sul, Brasil, e delimitando as localidades de ocorréncia no
Uruguai. Além disso, sdo discutidos alguns aspectos relativos & conservagdo desta espécie, a despeito

de sua distribuigdo relativamente ampla.
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MATERIAL E METODOS

Foram realizadas excursdes de coleta no Rio Grande do Sul entre Janeiro de 2005 e Julho de
2007, percorrendo possiveis dreas de ocorréncia de C. torguatus nas regides central, meio-oeste,
extremo-oeste, sul e sudeste do Rio 6rande do Sul. Os animais foram coletados vivos com armadilhas
especiais para roedores fossoriais do tipo Oneida Victor n°0, coberta com borracha.

Todos os tuco-tucos coletados foram cariotipados, obtidos tecidos para andlises moleculares e
anotadas suas caracteristicas biondmicas. Parte da amostra foi “taxidermizada" (preparado pele e
cranio) e depositada na colegdo de mamiferos do Departamento de Genética na Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

As coletas foram conduzidas com permissdo do IBAMA, através de licenga de coleta N°
017/2005 e 064/2006.

Foram realizadas visitas a Museus e colegdes mastozooldgicas, dentre elas: Fundagdo
Zoobotdnica, Rio Grande do Sul; Museu Nacional, Rio de Janeiro; e Museu Nacional de Histéria
Natural e Antropologia, de Montevidéo, além de consultas a colegbes disponiveis na internet que
dispunham de informagdes sobre registros e dreas de ocorréncia desta espécie, a partir das quais foi

possivel investigar as dreas de ocorréncia de Ctenomys torquatus no Brasil e no Uruguai.

RESULTADOS & DISCUSSAO

Distribuigdo Geogrdfica

Foram coletados exemplares de Ctenomys torguatus em dez localidades até entdo sem registro
desta espécie no Rio Grande do Sul, Brasil. As novas dreas de ocorréncia para a espécie C. torguatus
ampliam sua distribui¢do geogrdfica pelas regides sul e central, e se estende até o extremo oeste do
Rio Grande do Sul (Figura 1).

A distribuigdo geogrdfica dos organismos é determinada por uma combinagdo de fatores
ecoldgicos, histéricos e evolutivos (Anderson et al, 2002). Desta forma, a atual distribuigdo de
Ctenomys torguatus no Rio Grande do Sul e no Uruguai deve-se a histéria geomorfoldgica, ecoldgica e
evolutiva da regido dos Pampas, ou Campos Sulinos, em associagdo com os processos de regressdo e

transgressdo da Planicie Costeira.
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As populagdes encontradas no municipio de Rio Grande (incluindo aqueles individuos da Estagdo
ecoldgica do Taim) estdo restritas a uma faixa de aproximadamente 100Km de extensdo limitada pelo
Canal de Sdo Gongalo, pelo Oceano Atlantico, pela Lagoa Mirim e pelos Banhados do Taim (Figura 1).
Estas populagdes representam o limite sul da distribuigdo geogrdfica de C. torguatus no Rio Grande
do Sul, pois ndo foram encontrados exemplares desta espécie mais ao sul do Brasil, em coletas
realizadas a partir do Taim até o Chui.

A ocorréncia de C. torguatus no norte do Uruguai (Kiblisky et a/, 1977; Freitas & Lessa, 1984;
Langguth & Abella, 1970a; Langguth & Abella, 1970b; Novello et a/., 1990; Novello et al,, 1996; Villar,
et al. 2005; Novello & Villar, 2006), ja indicava a possivel ocorréncia desta espécie no sul do Brasil,
porém ndo havia registros na literatura que corroborassem esta possibilidade, com excegdo de
populagdes em Pelotas, Candiota e Rio Grande (Freitas & Lessa, 1984; Freitas, 1995a; Silva et al,
2000a; Silva et al, 2000b). Os novos registros apresentados neste trabalho demonstram a
distribuigdo deste tuco-tuco por toda a porgdo sul do Rio Grande do Sul, numa extensdo de
aproximadamente 520Km na diregdo sudeste-oeste, desde Taim até Itaqui, e de aproximadamente
460Km, diregdo leste-oeste, desde General Camara até Itaqui, extremo oeste do Estado; e de
aproximadamente 320Km na diregdo norte-sul, a partir de Candeldria até o Taim. Considerando ainda
a distribui¢do desta espécie de tuco-tuco no Uruguai, cerca de 650Km separam as populagdes de Rio
Negro, Uruguai, do registro mais ao horte para Ctenomys torguatus em Candeldria, Brasil. Estes
registros comprovam ser esta uma das espécies com maior distribuigdo geogrdfica na familia
Ctenomyidae.

A ocorréncia de tuco-tucos estd associada a dreas de campos de areia (Radam Brasil, 1985;
Lacey et a/, 2000) e a alturas médias inferiores a 200 metros de altitude (Figura 2), desta forma, a
presenga do Planalto Meridional no norte e nordeste do Estado do Rio Grande do Sul, provavelmente
sejam limitadores para a expansdo destes roedores ao norte. Este fato é corroborado pelas novas
localidades de ocorréncia de C. torguatus em Passo Verde (municipio de Santa Maria), na regido
central, e nos municipios de Cachoeira do Sul e General Camara (Figura 1). Estas populagdes
representam o norte da distribuigdo geogrdfica desta espécie, sendo o limite norte da distribuigdo
no Brasil registrado em Candeldria, a partir de dois cranios (MNHNA 1885 e M 235986) depositados
em Museus no Uruguai (Museu Nacional de Histéria Natural e Antropologia, de Montevidéo) e nos

Estados Unidos da América (American Museum), ambos coletados em 1969, por A. Ximenez.
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Foram inventariadas localidades nos municipios de Tupanciretd e Santiago, na regido do Planalto
Meridional, além de Sdo Borja, na regido da Campanha (Pampa), no extremo oeste do Rio Grande do
Sul, e ndo foram encontrados registros de tuco-tucos em nenhuma destas dreas, seja através de
observagdo direta ou por entrevistas com habitantes destas regides.

Da mesma forma que a distribuigdo norte estd limitada pelo Planalto Meridional, as formagdes
da Serra do Sudeste parecem ser um limitador para a ocorréncia de tuco-tucos, visto que,
exatamente nesta regido, ao longo de toda a porgdo centro-sul e sudeste do Rio Grande do Sul, ndo
foram encontrados exemplares destes roedores (Figura 2). Esta auséncia pode estar associada a
hatureza geolégica desta regido, sendo 40.000 Km? dos 44.000 Km® cobertos predomindncia de
granito (Rambo, 2000).

No municipio de Alegrete foram encontradas populagdes de tuco-tucos que apresentaram
diferengas com relagdo a coloragdo da pelagem e ao caridtipo padrdo para C. torguatus (2n=44).
Estas populagdes encontram-se distante cerca de 30Km, na diregdo oeste, de uma populagdo de C
torguatus padrdo, e apresentam variagoes de pelagem, podendo apresentar ou ndo manchas brancas
nos flancos. Além deste polimorfismo cromdtico, estes individuos possuem variagdo cromossomica,
com ndmeros dipldides 2n=40 e 2n=42 (Gongalves, 2007). Estes polimorfismos cromossdmicos e os
aspectos craniométricos destas populagdes serdo analisados em outros capitulos.

Foram realizadas coletas na regido do litoral leste do Uruguai, em Santa Tereza, a
aproximadamente 30Km da fronteira como o Brasil. Nesta regido do Uruguai os tuco-tucos coletados
foram identificados através de caridtipo e de morfometria craniana como pertencentes a espécie .
pearsoni, o que nos permite afirmar que a distribui¢do de C torguatus ndo se estende pela regido
leste do Uruguai, sendo a regido da Estagdo ecoldgica do Taim (municipio de Rio Grande), o limite
desta espécie na porgdo sudeste do Rio Grande do Sul. Embora ainda haja auséncia de informagdes
sobre as localidades de ocorréncia de C. torguatus no Uruguai, pode-se considerar os registros do
Museu de Historia Natural e Antropologia de Montevidéo para afimrar que esta espécie ocorre em
toda a regido norte do Uruguai, nos departamentos de Cerro Largo, Rivera, Tacuarembd, Rio Negro,
Paysandd e Salto. Desta forma, a espécie C. forquatus apresenta ndo somente a maior distribuigdo
geogrdfica entre as espécies de tuco-tuco estudadas, como uma das maiores distribuigdes
geogrdficas de toda familia Ctenomyidae, além de uma peculiar uniformidade cariotipica (2n=44)

bastante ampla e incomum nesse género.
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Figura 1. Mapa do Estado do Rio Grande do Sul com os municipios onde estdo as novas
localidades de ocorréncia (circulos) de Ctenomys torquatus. Dom Pedrito, Santana do Livramento,
Quarai, Uruguaiana, Itaqui, Alegrete, Rosdrio do Sul, Santa Maria, Cachoeira do Sul e General
Cdmara, incluindo um dnico cranio coletado em 1969 em Candeldria (*). Além das localidades onde jd
havia registro de ocorréncia desta espécie no Brasil: Estagdo Ecoldgica do Taim, Rio Grande, Pelotas,
Candiota, Butid e Rio Pardo, e no Uruguai: Cerro Largo, Rivera, Paysandu, Salto e Tacuarembé. Sdo
demonstradas ainda as localidades visitadas onde ndo foram encontrados registros de populagdes de
tuco-tucos: Sdo Borja (A), Santiago (B), Tupanciretd (C), Sdo Gabriel (D) e Cagapava do Sul (E).
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Figura 2: Mapa hipsométrico (altitudes) do Estado do Rio Grande do Sul (www.scp.rs.gov.br) com
os pontos das localidades de coleta em vermelho.

Ecologia

A ampla distribuigdo geogrdfica desta espécie pode estar relacionada com aspectos de
adaptagdo ecoldgica destes roedores aos ambientes relativamente distinfos em que habitam,
particularmente no que diz respeito ao tipo de solo, pois, embora ndo tenha sido devidamente

mensurado até entdo, as populagées de C. torguatus podem ser encontradas habitando diversos tipos
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de solos formados por campos de areia menos densa (Pelotas) ou mais rigidas - proximos a regides de
reservas de carvdo (Candiota e Butid) ou ndo (General Camara).

Silva (1999) investigou mais de duzentos individuos, de trés populagdes de C. forquatus, em
localidades com diferentes tipos de solos. Embora o objetivo deste trabalho tenha sido comparar as
populagdes em relagdo aos hiveis de genotoxicidade, os dados biométricos foram tomados e foram
analisadas as diferengas morfoldgicas externas (tamanho do corpo, tamanho da cauda, tamanho da
pata com unha, famanho da pata sem unha, e peso) dos individuos destas populagées (dados ndo
publicados).

Em fungdo do dimorfismo sexual, com machos sendo maiores do que as fémeas, os machos e as
fémeas foram analisados separadamente com relagdo ds diferengas biométricas entre as trés
populagdes. O resultado mais significativo foi a diferenga entre as populagdes de fémeas com relagdo
a medida do pé com unha (p<0,001). O teste de Tukey realizado identificou que a populagdo da
localidade que apresenta o tipo de solo mais rigido (Candiota) foi a mais diferente entre as trés
analisadas. Esta diferenga no famanho da pata com unha pode estar relacionada com o tipo de solo
mais rigido no qual a populagdo de Candiota habita. Estes individuos fazem suas tocas em solos muito
rigidos e isto pode ser um fator que possibilite a diferenciagdo com relagdo ao tamanho da unha
quando comparados com os individuos de outras populagdes desta espécie. Esta adaptabilidade aos
diferentes tipos de solo pode ser uma importante habilidade que potencializou aos roedores desta
espécie de conseguir habitar diversos lugares em uma grande distribui¢do geogrdfica no sul do Brasil

e norte do Uruguai.

Conserva¢do

Apesar da sua larga distribuigdo geogrdfica, muitas perguntas ambientais podem ser dirigidas
a populagdes de C. forguatus (Fernandes et al., 2007). A distribuigdo geogrdfica no Rio Grande do Sul
coincide com a distribuicdo de reservas de carvdo (Freitas, 1995a) para o qual esses roedores sdo
sensiveis (Silva et a/, 2000b). Outros fatores importantes que pdem as suas populagdes em perigo
sdo modificacdes ambientais como inundagdes e secas (Berté, 2004). Além disso, ambos os biomas
onde C. torguatus ocorre no Brasil (Campos Sulinos e Planicie Costeira) sdo considerados como dreas
de prioridade da conservagdo (Ministério do Meio Ambiente, Brasil, 2000).

Os Campos Sulinos, também chamados de Campanha Galicha nas regides centro e sul do Rio

Grande do Sul, caracterizam-se pela grande diversidade de habitat (banhados, vdrzeas, matas
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ripdrias e areais), uma flora peculiar e elementos faunisticos provenientes do Uruguai e Argentina.
Esta drea apresenta como principais ameagas: o aumento das criagdes de gado ovino, de lavoura de
arroz com drenagens dos banhados, construgdo de termelétrica e gasoduto, além do processo de
urbanizagdo. Esta regido apresenta uma enorme lacuna sobre o conhecimento a respeito de seu
estado de conservagdo, visto que a avaliagdo da cobertura dos remanescentes de vegetagdo deste
bioma permanece incipiente. O Rio Grande do Sul, onde estd concentrada a maior extensdo de
campos, possui mais de 13.000.000ha de drea, em diferentes estdgios de conservagdo e antropizagdo
(Ministério do Meio Ambiente, Brasil, 2000).

Outro fator relevante é a pouca representatividade da Campanha Galcha no sistema de
unidades de conservagdo. Ainda de acordo com informagdes do Ministério do Meio Ambiente, Brasil
(2000), a forte pressdo sobre as comunidades vegetais, em particular a incidéncia do fogo,
introdugdo de espécies forrageiras, o plantio de soja e a atividade da pecudria, t€m levado algumas
dreas ao processo de desertificagdo.

A Planicie costeira, por sua vez, ocupa extensa drea de vegetagdo de restinga, com a
ocorréncia de banhados salinos no estudrio da laguna dos Patos, ambientes Unicos no Brasil, com
grande ndmero de espécies endémicas (por exemplo: C. flamarioni) e ameagadas de extingdo. A drea
vem sofrendo acentuada pressdo antrépica, especialmente pela especulagdo imobilidria no litoral, e
pela cultura extensiva de arroz irrigado, que ameaga diversas dreas de banhado e campos de vdrzea.

Alguns dos problemas ambientais mais graves pelos quais o Rio Grande do Sul tém passado nos
(ltimos anos estdo estritamente relacionados com as dreas de ocorréncia das populages de C
torquatus. Nas dreas de campos arenosos, particularmente nas regiées da Campanha e da Planicie
Costeira, desenvolveu-se a partir da década de 60, intensa atividade de cultivo de soja e arroz
irrigado e outras monoculturas, com a introdugdo da mecanizagdo da agricultura e insumos quimicos.
As enchentes e estiagens periédicas tfambém se apresentam como problemas ambientais crescentes
na regido da Campanha, além do processo de arenizagdo na regido centro-oeste (Berté, 2004). Além
disso, a atividade mineradora, comprovadamente responsdvel por elevada degradagdo ambiental, se
distribui por praticamente todos os municipios do Rio Grande do Sul (Berté, 2004). Fato este
particularmente agravado pela ocorréncia de populagées de tuco-tucos em algumas dreas de
exploragdo de carvdo mineral, associado a susceptibilidade destes organismos ds agdes genotéxicas
oriundas desta atividade mineradora (Silva et a/. 2000q; Silva et a/. 2000b; Berté, 2004). Silva et al.

(2000a; 2000b) demonstraram através de testes de micronicleo e teste de cometa que estes
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roedores apresentam danos em seu ADN em fungdo dos residuos ambientais oriundos do processo de
extragdo do carvdo.

A auséncia de informagdes sobre o impacto destas atividades nas populagées animais torna
imprescindivel estudos ndo apenas com relagdo a biologia geral da espécie, mas também das
interacdes destas com suas dreas de ocorréncias e as conseqiiéncias para as populagdes, e em Ultima
escala para a espécie.

Em ambos os paises, reflorestamentos com espécies de drvores introduzidas (tais como
eucaliptos e pinheiros) tfambém provocaram danos e alterages na biodiversidade das paisagens
dominantes. O impacto de todas essas questdes permanece desconhecido e os esforgos de agdes
conservacionistas podem ajudar a clarificar o verdadeiro status de conservagdo de C. torquatus.
Além disso, programas de conservagdo devem ser propostos visto que ndo hd qualquer unidade de

conservagdo habitada por populagdes de tuco-tucos-de-colar no Brasil.

Conclusdes

Desde Freitas (1995a), existia uma caréncia de informagdes com vistas & conservagdo das
populagdes de C. torguatus. Desta forma, este trabalho traz uma importante contribuigdo a
ampliagdo do conhecimento sobre a distribui¢do geogrdfica desta espécie, indicando que a sua ampla
drea de ocorréncia, aliada a complexidade de fatores que influenciam estas populagées, pode ser um
complicador para que medidas conservacionistas adequadas possam ser tfomadas, o que nos obriga a
estar atentos com relagdo a sobrevivéncia das populagées de C. forquatus.

Foi possivel corroborar a ocorréncia desta espécie de tuco-tuco em dreas abertas de campos de
areia nos Pampas e ho sul da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, embora todos os individuos
coletados ocorressem neste tipo de formagdo, nem todos os campos registraram a presenga destes
roedores em fungdo de suas caracteristicas bioldgicos e das relagdes historicas e geogrdficas que
proporcionaram a distribuigdo geogrdfica atual desta espécie.

Estudos com maior nimero de individuos das populagdes jd descritas e novas dreas de coleta,
para investigar possiveis lacunas ha distribuigdo geogrdfica, podem ser de grande valia para
acrescentar informagdes que possam ajudar a evitar ou minimizar a ameaga que paira sobre esta

espécie de tuco-tuco.
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5. POLIMORFISMO CROMOSSOMICO EM Ctenomys torquatus
(RODENTIA: CTENOMYIDAE)

INTRODUCAO

Cromossomos sdo as unidades de heranga genética contidas hos nicleos das células dos
eucariotos. Estes cromossomos podem diferir em tamanho e forma, e também em relagdo ao seu
nimero. Todas estas alternativas estdo sujeitas a alteragdes evolutivas, podendo variar entre (e até
mesmo dentro de) individuos e/ou organismos, como por exemplo: diferengas no nimero
cromossomico de diferentes espécies (Schubert, 2007).

Variagdes cariotipicas, seja em relagdo ao nimero dipldide, a morfologia cromossdmica, ou
ambos, ndo sdo consideradas excecbes em diversas espécies de mamiferos. Embora as taxas de
ocorréncia de rearranjos cromossdmicos sejam similares entre diversas espécies, e alguns autores
acreditem que esses rearranjos normalmente ndo produzem efeitos fenotipicos significativos, em
algumas ocasides os rearranjos podem reduzir a fertilidade dos heterozigotos ou facilitar a fixagdo
dos homozigotos, e se tornar uma barreira reprodutiva, isolando diferentes ragas cromossémicas e
podendo conduzir, em alguns casos, a especiagdo (White, 1978; Lande, 1984).

A fixagdo de rearranjos cromossomicos geralmente estd relacionada a pequenos tamanhos
populacionais, podendo estes rearranjos ser selecionados negativamente quando em minoria, ou
positivamente quando em maioria, ou ainda podem ser fixados por efeito de deriva genética,
especificamente em populagdes fortemente subdivididas com pequenos demes (Lande, 1979).

Os tipos de rearranjos estruturais mais recorrentes em populagdes naturais de roedores sdo:
fusdes ou fissGes Robertsonianas, geralmente com a translocagdo de um brago cromossémico, e
inversdes pericéntricas. Outros processos, tais como: fusdes em tandem, translocagdes reciprocas e
inversdes paracéntricas também ocorrem, porém em menores freqiiéncias (Patton & Sherwood,
1983).

Particularmente, alguns rearranjos que possuam heterose negativa podem fer um papel
preponderante em processos de cladogénese: principalmente aqueles que causam (ou tém potencial
para causar) segregagdo errada durante a meiose dos hibridos. Entre eles estdo: fusdes ou fissdes
Robertsonianas, inversdes paracéntricas e pericéntricas, fusdes com homologia monobraquial, fusdes
in tandem, e translocagbes reciprocas. Outros rearranjos podem ser considerados neutros ou

adaptativos, ou seja, aqueles rearranjos estruturais que, possivelmente, ndo estdo envolvidos na
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especiagdo, tais como adigdo de heterocromatina e rearranjos neutros ou com heterose positiva, que
ocorrem como polimorfismos balanceados (King, 1993).

Com relagdo a heterocromatina constitutiva, apesar de algumas hipdteses sugerirem que ela
pode ter um papel indireto na especiagdo do género, possibilitando a ocorréncia de rearranjos
cromossomicos (Freitas, 2007), esta se mantém como um elemento ndo diretamente envolvido na
especiagdo e sua participagdo neste processo ainda suscinta muitas questdes a serem esclarecidas
(King, 1993).

Um dos mais representativos exemplos naturais de ocorréncia de rearranjos cromossémicos é
verificado entre os roedores subterrdneos do género Ctenomys, conhecidos como tuco-tucos, que
apresentam uma das maiores variag6es cariotipicas entre os mamiferos, com nimeros cromossomicos
variando desde 2n=10, em C. steinbachi, até 2n=70, em C. pearsoni e C. dorbignyi, e com nimeros
fundamentais variando desde NF=16 até NF=84 (Reig et a/., 1992; Mascheretti et al., 2000; Villar et
al., 2005).

Este grupo constitui um exemplo tipico de cladogénese explosiva intragenérica, compreendendo
mais de 60 espécies atualmente descritas e originadas em um curto intervalo de tempo, a partir do
Plioceno (Verzi, 2002), com caracteristicas ecoldgicas e comportamentais peculiares, tais como:
baixa mobilidade, distribui¢do em manchas e nimero populacional efetivo pequeno (Reig et al,, 1990;
Villar et al, 2005). Somado a estas caracteristicas, a ocorréncia de barreiras ecolégicas e
geogrdficas ao fluxo génico vém sendo consideradas responsdveis pelas divergéncias entre as
populages e as espécies (Patton & Smith, 1990).

Estes aspectos proporcionam condigdes para que os rearranjos cromossomicos desempenhem
importante papel no processo de diferenciagdo populacional, tendo sido relatado como o principal
fator na especiagdo deste género de roedores fossoriais, sendo as fusdes ou fissGes Robertsonianas
apontadas por serem o mecanismo ativo operando heste processo de evolugdo cromossdomica dos
tuco-tucos (Reig & Kiblisky, 1969; Reig et a/, 1990; Freitas, 1997).

Uma andlise filogenética baseada em caridtipos com bandas G sugeriu que os nimeros dipldides e
nimeros fundamentais baixos seriam caracteres plesiomérficos dentro do género Ctenomys,
inferindo a partir destas andlises que o ancestral hipotético deste género deveria apresentar nimero
dipléide entre 2n=18 e 2n=36, e nimero fundamental entre FN=30 e FN=48 (Ortells, 1995). A partir
desta hipétese pode-se dimensionar a importdncia dos rearranjos na variabilidade cromossémica

atual deste género.
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Existem vdrias espécies de tuco-tfuco que apresentam um Unico (exclusivo) nimero
cromossomico, porém, um caso peculiar dentro do género é o chamado grupo mendocinus. Este grupo
compreende sete espécies (Ctenomys mendocinus, C. azarae, C. australis, C. chasiquensis, C. porteusr,
C. rionegrensis e C. flamarioni) que compartilham o mesmo nimero dipldide 2n=47/48. Além desta
uniformidade cariotipica, estas espécies apresentam outras similaridades, tais como: espermatozéide
assimétrico e padrdes similares de bandas G e C, com grandes blocos de heterocromatina (Massarini
et al, 1991; Freitas, 1994; D'Elia et a/, 1999; Massarini & Freitas, 2005). Este padrdo evolutivo
encontrado neste grupo sugere um modelo diferente da rdpida cladogénese associado a alteragées
cromossomicas proposto de modo geral para o género.

Apesar deste exemplo, a heterogeneidade cariotipica é considerada por Reig et al. (1992) como
o padrdo entre as espécies de tuco-tuco, e ndo apenas interespecificamente, como também
intraespecificamente, e mesmo intraindividualmente.

Entre os polimorfismos descritos encontramos, por exemplo, rearranjos em C. pearsoni (2n=56,
66 e 70, Kiblisky et al, 1977; Novello et al., 1990; Novello & Altuna, 2002), C. perrensi (2n=54-58,
Garcia et al, 2000a), €. magellanicus (2n=34 e 36, Lizarralde et al,, 2001), C. boliviensis (2n=42-46,
Anderson et al., 1987), C. latro (2n=40-42, Reig et al, 1992), C. porteusi (2n=46-48, Reig et al,
1990) e C. rionegrensis (2n=48-56, Ortells, 1990).

Os polimorfismos cromossdmicos que caracterizam algumas espécies de tuco-tucos estdo
presentes em trés das quatro espécies que ocorrem no Rio Grande do Sul, com excegdo de C
Flamarioni, que apesar de possuir apenas um Unico nimero dipldide (2n=48), caracteriza-se por uma
grande variabilidade de heterocromatina constitutiva, principalmente no par 1, e também por
variagdo nos blocos de heterocromatina ao longo de sua distribuigdo geogrdfica na diregdo norte-sul,
desde Arroio do Sal até o Chui (Freitas, 1994; Ferndndez-Stolz et al., 2007).

As espécies Ctenomys lamie C. minutus apresentam grande variabilidade cromossémica (Freitas,
2006), incluindo zonas de hibridagdo intraespecifica (Gava & Freitas, 2002; Gava & Freitas, 2004) e
interespecifica (6ava & Freitas, 2003).

A espécie mais recentemente descrita no Brasil, e endémica do Rio Grande do Sul, é C Jami
(Freitas, 2001). Esta apresenta a maior variabilidade entre as espécies de Ctenomys, com sete
diferentes rearranjos de seu nimero dipléide (2n=54, 55a, 55b, 56a, 56b, 57 e 58), e dez diferentes
ndmeros fundamentais (desde 74 até 84). Os rearranjos Robertsonianos que caracterizam esta

diversidade cariotipica ocorrem principalmente nos pares 1 e 2, enquanto a variagdo no ndmero

36



fundamental deve-se a inversdes pericéntricas, perfazendo um total de 26 diferentes formas
cariotipicas huma estreita drea de distribuigdo geogrdfica (78Km x 12Km) numa regido chamada de
Coxilha das Lombas (Freitas, 2007).

A espécie C. minutus é morfologicamente parecida com C. /am/, porém a distribuigdo geogrdfica,
morfometria craniana e padrdo cariotipico diferem indubitavelmente estas espécies (Freitas, 2001).
A distribuigdo geogrdfica de ¢ minutus tem inicio no sul de Santa Catarina e se estende até Sdo
José do Norte, Rio Grande do Sul. Esta espécie apresenta 11 formas cariotipicas diferentes (2n=42,
46a e 46b, 47a e 47b, 48a e 48b, 49a e 49b e 50a e 50b) em fungdo de rearranjos Robertsonianos e
fusdes em tandem (Freitas, 1997; Freygang et a/, 2004).

A espécie Ctenomys torguatus (Lichtenstein, 1830) também apresenta polimorfismo
cromossomico, porém, até entdo, restrita a duas formas cromossomicas: uma com grande distribuigdo
geogrdfica, 2n=44, e outra com distribuicdo restrita, 2n=46, ambas com o mesmo ndmero
fundamental, NF=72 (Freitas & Lessa, 1984).

Populagdes de individuos desta espécie sdo encontradas em dreas de campos e florestas de
galerias, nos campos sulinos da regido sul do Brasil e norte do Uruguai (Freitas & Lessa, 1984;
Freitas, 2006). Apesar de alguns estudos citogenéticos terem sido realizados (Freitas & Lessa,
1984), particularmente no Uruguai (Kiblisky et al., 1977; Villar, et al., 2005; Novello & Villar, 2006),
pouco conhecimento sobre a distribui¢do geogrdfica desta espécie havia sido obtido no Brasil, e
conseqiientemente, os aspectos cromossdmicos destas populagdes ndo haviam sido amplamente
estudados.

Desta forma, em associagdo as coletas para delimitagdo das dreas de ocorréncia de C
torguatus, foram realizadas andlises citogenéticas de alguns individuos coletados em localidades
onde foram obtidos novos registros para a espécie ho Rio Grande do Sul. Estes novos registros
possibilitaram aprofundar o conhecimento carioldgico e discutir aspectos relacionados ao

polimorfismo cromossémico de C. torguatus.
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MATERIAIS & METODOS

Foram analisados os caridtipos de 71 espécimens de Ctenomys torquatus (20 machos e 51
fémeas) coletados no Rio Grande do Sul, Brasil (Tabela 1). Todos os animais coletados e cariotipados
tiveram suas peles e crdnios preparados, e foram depositados na colegdo de mamiferos do
Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

As preparagdes cromossomicas foram realizadas seguindo os protocolos propostos por Ford &
Hamerton (1956), com adaptagdes. Cada animal foi pesado e, para cada 100g de peso, foi injetado 1ml
de uma solugdo de colchicina a 0,1%. Apés uma hora da injegdo, cada roedor foi sacrificado e em
seguida os dois fémures foram retirados, as epifises cortadas e, com auxilio de uma seringa, a
medula éssea foi transferida para um tubo falcon (de centrifuga) contendo uma solugdo hipotdnica
(KCI:0,075M). Nas ocasies em que o processo foi realizado em laboratério, apés 30 minutos da
obtengdo da medula dssea, o material foi centrifugado por 5 minutos a 800r.p.m., ou
alternativamente, em condigdes de campo, o material obtido foi deixado em decantagdo, e
posteriormente a fixagdo foi realizada em solugdo composta por trés partes de metanol para cada
parte de dcido acético. Apés o minimo de 24 horas, o fixador era trocado pelo menos trés vezes
antes da fixagdo de células em suspensdo em laminas resfriadas em dlcool e coradas com Giemsa 4%,
tamponado (tampdo fosfato, pH=6,8), durante 10 minutos.

Para cada animal foi realizada a andlise de no minimo 20 células metafdsicas para o
estabelecimento do nimero dipldide, e posterior fotografia das melhores células e montagem dos
cariotipos. Os pareamentos foram feitos segundo a classificagdo dos cromossomos quanto a forma,
sendo posteriormente colocados em ordem decrescente de tamanho. Para o estabelecimento do
ndmero de bragos autossomico (NA), foi considerado apenas o nimero de bragos autossdmicos, e
para obtengdo do ndmero fundamental (NF) foram adicionados os cromossomos sexuais ao himero
autossdmico.

Foram realizadas as técnicas de banda C, segundo Sumner (1971), e banda NOR segundo Howell

& Black (1980), com modificagdes.
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RESULTADOS

A espécie Ctenomys torquatus apresentou quatro nimeros cromossomicos distintos: 2n=46,
44, 42 e 40, sendo que os dois menores nimeros dipléides correspondem aos mais recentes
cariotipos descritos para esta espécie.

O caridtipo com 2n=42 apresenta NF=76, é formado por 16 pares autossomicos
metacéntricos/sub-metacéntricos e 4 pares autossdmicos acrocéntricos. O par sexual possui um
cromossomo X longo metacéntrico e um cromossomo Y médio metacéntrico (Figura 1).

Individuos com cariétipo 2n=42 foram encontrados exclusivamente na localidade de
Catimbau, no municipio de Alegrete, oeste do Rio Grande do Sul.

O caridtipo com 2n=40 apresenta NF=76, é formado por 17 pares autossomicos
metacéntricos/sub-metacéntricos e 2 pares autossdmicos acrocéntricos (Figura 2). O par sexual
possui um cromossomo X longo metacéntrico e um cromossomo Y médio metacéntrico.

Individuos com cariétipo 2n=40 foram encontrados em duas localidades a oeste do Rio Grande
do Sul, sendo uma delas no municipio de Alegrete, e outra no municipio de Itaqui, ao norte do rio
Ibicui.

Uma fusdo entre dois pares acrocéntricos do cariétipo 2n=44 deve ser o rearranjo
responsdvel pela formagdo de um par metacéntrico nos individuos com 2n=42, e o mesmo processo
deve ocorrer em relagdo ao cariétipo 2n=42 para originar as formas com 2n=40 (Figura 3).

Foram realizadas andlises cromossémicas em individuos capturados em Rio Grande e na
Estagdo Ecolégica do Taim, extremo sul do Rio Grande do Sul, que corroboraram os resultados
encontrados por Freitas & Lessa (1984). Estas populagdes apresentaram 2n=46 (NF=76), com o canal
de Sdo Gongalo constituindo-se em uma barreira entre estas populages e aquelas com ndmero
dipldide 2n=44 localizadas ao norte do canal de Sdo Gongalo. Os limites geogrdficos destas
populagbes com 2n=46 sdo, portanto, o préprio canal de Sdo Gongalo a nhorte, o oceano Atlantico a
leste, a Lagoa Mirim a oeste, e os banhados do Taim ao sul.

O caridtipo 2n=44 (NF=76) apresenta a maior distribuigdo geogrdfica e foi encontrado nos
individuos da maioria das localidades estudadas: Alegrete, Butid, Cachoeira do Sul, Candiota, Dom
Pedrito, General Camara, Pelotas, Santa Maria, Quarai, Rosdrio do Sul, Santana do Livramento,
Uruguaiana (Tabela 1), comprovando a proposta de Freitas & Lessa (1984) de que este seria a forma

cromossdmica mais amplamente distribuida e o caridtipo ancestral para a espécie.
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O municipio de Alegrete foi o Unico que apresentou populagdes com trés formas
cromossomicas distintas, porém, estas populagées foram encontradas em diferentes localidades,
ocorrendo em uma clina na diregdo leste-oeste, com as formas 2n=44, 2n=42 e 2n=40 (Figura 4).
Nenhuma drea de contato foi verificada entre estas populagdes.

As téchicas de bandeamento apresentaram os resultados esperados para a espécie de acordo
com Freitas & Lessa (1984). Verifica-se a auséncia, ou pouca quantidade, de banda C positiva e a
distribuigdo de heterocromatina estd restrita a regido centromérica de cinco pares acrocéntricos,
além de estar presente em todo o cromossomo Y. Enquanto a regido organizadora de nhucléolo,
caracterizada pela constrigdo secunddria, pode ser detectada através da banda NOR no par 10 na
forma cromossdmica 2n=46, e no par 11 na forma cromossdémica 2n=44. As formas descritas neste
estudo, 2n=42 e 2n=40, também apresentam o padrdo de pouca heterocromatina e a constrigdo

secunddria no brago longo do par 11.
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Figura 1: Cariotipo de Ctenomys torguatus com 2n=42, em coloragdo simples com Gimsa, coletado
em Alegrete, Rio Grande do Sul. Os nimeros 17, 18, 19 e 20 representam os pares acrocéntricos. O
par 11 apresenta a regido organizadora de nucléolo.
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Figura 2: Cariétipo de Ctenomys torguatus com 2n=40, em coloragdo simples com Giemsa,
coletado em Itaqui, Rio Grande do Sul. Os nimeros 18 e 19 representam os pares acrocéntricos.
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Figura 3. Polimorfismos cromossdmicos em Ctenomys torguatus. Esquematizagdo das diferengas

entre as fissdes (2n=44 & 2n=46) e as fusdes responsaveis pela formagdo dos individuos com 2n=42 e
2n=40.
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Figura 4. Mapa esquemdtico das dreas de ocorréncia das populagdes com os diferentes nimeros
cariotipicos de Ctenomys torguatus no Rio Grande do Sul.

DISCUSSAO

Polimorfismo cromossémico em Ctenomys

O polimorfismo cromossémico encontrado para Ctenomys torquatus neste trabalho confirma a
grande variabilidade cariotipica descrita para o género Ctenomys, ndo apenas entre as espécies, mas
também dentro de diversas espécies (Reig & Kiblisky, 1969; Kiblisky et al., 1977; Freitas & Lessa,
1984; Novello & Lessa, 1986; Anderson et al,, 1987; Ortells et al, 1990; Gallardo, 1991; Massarini et
al, 1991; Reig et al,, 1992; Freitas, 1997; Gimenez et al., 1997; Massarini et al., 1998; Garcia et al,
2000q; Garcia et al., 2000b; Freygang et al., 2004; Freitas, 2006; Freitas, 2007).

A variagdo cromossomica tém sido considerado como o principal fator associado ao explosivo
processo de especiagdo verificado no género Ctenomys. Esta afirmagdo baseia-se principalmente na
morfologia dos cariétipos, o que se tfornou possivel a partir da utilizagdo de técnicas de
bandeamento, mas também devido a distribuigdo geogrdfica das espécies, e devido ao padrdo de

variagdo cromossdmica espécie-especifica geralmente apresentado pelos tuco-tucos. Ainda, a medida
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em que foi aumentando o nimero de estudos citogenéticos com Ctenomys, os politipismo e os
polimorfismos foram sendo demonstrados como eventos comuns em diversas populagdes deste género
(Reig et al., 1992).

Segundo alguns autores, os padrdes de variagdo cromossdmica em roedores subterrdneos
poderia ser interpretado como proveniente de fatores demogrdficos, tais como estrutura
populacional, associado a processos de extingdo e recolonizagdo, e adaptagdes ecoldgicas (Massarini
et al, 2002). As espécies do género Ctenomys parecem adequar-se ao modelo de especiagdo
cromossomica, principalmente se levarmos em consideragdo que estudos sobre estrutura populacional
e aspectos relativos a reprodugdo, em diferentes espécies do género, t&€m demonstrado individuos
com baixa mobilidade, estratégias reprodutivas associadas a alto investimento com pequeno nimero
de filhotes por ninhada, bem como reprodugdo sazonal e maturidade sexual rdpida (Busch et al,
2000). Associado a isso, numerosos estudos tém demonstrado variacdes na relacdo entre machos e
fémeas, principalmente durante o periodo reprodutivo (Gallardo & Anrique, 1991; Zenuto & Busch,
1998), com uma redugdo dos primeiros em relagdo das fémeas, causando niveis altos de
endocruzamento, bem como fendmenos de extin¢do e recolonizacdo recorrentes (Zenuto & Busch,
1998).

Por outro lado, alguns autores sugerem que a estrutura populacional ndo se enquadra como
explicaglo exclusiva para fixar rearranjos cromossémicos, pois ndo hd evidéncias diretas de que
exista relagdo entre os dois eventos (Villar et a/, 2005). A proposta de que haja auséncia de relagdo
entre fatores demogrdficos e polimorfismos cromossdmicos procura ser justificada pela redugdo dos
efeitos da subdivisdo populacional em fungdo das migragdes entre grupos populacionais, considerando
uma provdvel curta distancia entre eles e a baixa densidade populacional (Novello & Altuna, 2002).

De toda forma, para procurar entender a evolugdo cromossdmica entre estes roedores
subterrdneos nhdo podem ser descartadas as ocorréncias de eventos tais como deriva genética e

selegdo natural (Villar et al., 2005).

Polimorfismo em Ctenomys torquatus

Os primeiros cariétipos atribuidos a espécie C forguatus foram 2n=44, 56, 64, 68 e 70
descritos por Kiblisky et al. (1977), para a Argentina e o Uruguai. Porém, Freitas & Lessa (1984)
analisaram os cariétipos desta espécie no Brasil e encontraram as formas cromossomicas 2n=44 e 46,

sendo a forma 2n=46 restrita a uma drea entre a laguna Mirim e o oceano Atlantico, separado da
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forma 2n=44 pelo canal de Sdo Gongalo. Enquanto a forma 2n=44 foi considerada como ancestral em
fungdo de sua maior drea de ocorréncia ho Rio Grande do Sul e também no Uruguai.

Neste mesmo trabalho, Freitas & Lessa (1984) descreveram pela primeira vez o padrdo de
bandas C, G e NOR para uma espécie de tuco-tuco. A técnica de coloragdo de banda G demonstrou
que o par 7 da forma cromossémica 2n=44 sofreu uma fissdo Robertsoniana e originou a forma
2n=46. Jd a técnica de banda C demonstrou a ocorréncia em muito pouca quantidade de
heterocromatina constitutiva nos cromossomos desta espécie.

Os dois hovos nlmeros diploides apresentados neste estudo (2n=40 e 2n=42) complementam o
conhecimento sobre as formas cromossdmicas de Ctenomys no Rio Grande do Sul, de acordo com
Freitas (2006). A descrigdo de dois novos nlmeros cromossomicos e da ocorréncia em alopatria de
trés formas cromossémicas em um mesmo municipio (Alegrete), confirmam a grande variabilidade
cariotipica do género, particularmente da espécie C. torquatus.

Um padrdo de polimorfismo cromossémico semelhante ao de ¢ torguatus foi encontrado em C
magellanicus. Esta é a espécie de tuco-tuco mais austral, localizada ao norte da Terra do Fogo,
extremo sul da Argentina, e apresenta duas formas cromossémicas: 2n=34 e 2n=36. A diferenga
entre estes cariétipos estd na presenca de 2 pares acrocéntricos ha forma cromosssémica 2n=36, e
que estdo fusionados na forma 2n=34 (Lizarralde et a/, 2001). Portanto, os mesmos rearranjos
(fusdes e/ou fissbes) cromossémicos que proporcionaram o polimorfismo em C torguatus foram
responsdveis pelo polimorfismo em C. magellanicus.

Dentre todas as fusdes Robertsonianas, ou cromossdmicas, formam o tipo mais comum de
rearranjos estruturais encontrados, predominando em espécies com cariétipos constituidos
principalmente por cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos formando, fregiientemente,
polimorfismos cromossémicos balanceados (Lande, 1979; Lande, 1984; King, 1993).

Este parece ser o caso da espécie C. forguatus onde, como se pode observar, as fusdes/fissdes
Robertsonianas em questdo neste estudo envolvem cromosssomos acrocéntricos/metacéntricos de
tamanhos semelhantes, possivelmente possibilitando que os individuos heterozigotos, apesar da
fertilidade reduzida, ndo tenham uma diminuigdo tdo drdstica da mesma, possibilitando a existéncia
de polimorfismos cromossdmicos balanceados. Além do fato de rearranjos Robertsonianos alterarem
exclusivamente o nimero dipldide, sem alterar o nimero de bragos cromossdmicos (nimero

fundamental) dos cariétipos hos quais eles ocorrem (Patton & Sherwood, 1983).
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Barreiras geogrdficas

Diversas espécies animais relacionadas filogeneticamente apresentam diferengas considerdveis
em seus nlmeros dipléides. Existem algumas evidéncias de que rearranjos cromossémicos reduzem a
fertilidade de hibridos heterozigotos, sugerindo que as mudangas cromossdmicas possuem um papel
preponderante nos processos de especiagdo (White, 1978; King, 1993). Embora alguns autores
considerem que o aclmulo de diferenciagdes cromossdmicas seja incidental ao processo de
especiagdo (Coyne & Orr, 1998), Rieseberg (2001) sugere que os rearranjos reduzem o fluxo génico
principalmente por reduzir as possibilidades de recombinagdo e os conseqiientes efeitos advindos
deste processo.

Considera-se que processos alopdtricos, caracterizados por barreiras ecoldgicas ou geogrdficas,
sejam os principais mecanismos associados a especiagdo em roedores subterrdneos (Steinberg &
Patton, 2000). Porém, o papel das variagdes cromossémicas como barreiras reprodutivas e, portanto,
responsdveis pela especiagdo entre tuco-tucos é bastante controverso (Gava & Freitas, 2003).

Alguns exemplos da evolugdo cromossdmica em presenga de barreiras geogrdficas em roedores
deste género foram verificados: Freitas (1994) demonstrou que populagbes de C Flamarioni
localizadas ao norte e ao sul da barra do Rio Grande, no sul do Rio Grande do Sul (separadas por
aproximadamente 6.000 anos), possuem variagdes heterocromdticas apesar de apresentarem
uniformidade cromossomica (2n=48). Por outro lado, Novello & Altuna (2002) analisaram duas
populagbes de C. pearsoni separadas pelo rio Sélis Grande, no Uruguai, que apresentam diferengas
cromossomicas, sendo populagées com 2n=58 (FN=78) a oeste do rio e populagées com 2n=70
(FN=80) a leste do rio.

O mesmo evento foi verificado em C. forguatus : as populagdes com 2n=46 estdo separadas das
populagdes com 2n=44 a pelo menos cerca de 2.600 anos, desde a formagdo do canal de Sdo Gongalo
(Freitas & Lessa, 1984).

A partir destes exemplos podemos propor que mudangas ho cendrio ecoldgico e geogrdfico
desde o Pleistoceno até os tempos recentes parecem ter sido responsdveis por eventos de
isolamento e divergéncia cromossdmica, e uma barreira geogrdfica representada, por exemplo, por
um curso d'dgua, pode ter sido responsdvel pela fixagdo da diferenciaglo cromossdmica em
diferentes niveis, seja diferenciando populagdes com relagdo ao ndmero cromossémico, ou ha

quantidade de heterocromatina.

45



A influéncia das barreiras geogrdficas como Unico fator responsdvel por processos de
diferenciagdo ¢é pouco robusto quando se verifica a ocorréncia de trés populagdes
cromossomicamente distintas de C forguatus com diferentes nimeros dipléides: 2n=40, 2n=42 e
2n=44, sem que aparentemente nenhuma barreira fisica esteja presente entre estas populagdes
cromossomicas.

Pode ser observada a existéncia de uma clina 'leste-oeste' representada por estas trés
populagdes cromossdmicas em Alegrete, visto que do leste para o oeste verifica-se uma populagdo
com 2n=44, seguida por uma populagdo intermedidria do ponto de vista geogrdfico, com 2n=42, e por
fim, as populagdes mais a oeste apresentam individuos com 2n=40. Uma zona de hibridagdo
representada por individuos com 2n=42 poderia ser sugerida, mas ndo existem registros de
cruzamentos entre individuos com 2n=44 e 2n=40 originando um padrdo intermedidrio de individuos
com 2n=42. Da mesma forma, evidéncias de mecanismos de especiagdo (ou raciagdo, ou diferenciagdo
cromossomica) simpdtrica ndo foram detectados, visto que as trés populagdes cromossdmicas
analisadas ocorrem em localidades separadas e com pouca probabilidade de contato entre elas pelas
caracteristicas de baixa mobilidade e filopatria (Reig et a/, 1990) destes roedores.

Considerando a escala em que as andlises foram realizadas, apenas recorrendo a uma
amostragem maior e uma andlise mais refinada das dreas de ocorréncia, e dos limites entre estas
populagdes, poderd vir a ser evidenciado um processo de diferenciagdo com a ocorréncia de uma clina
cromossdmica no municipio de Alegrete.

Seria relevante testar oportunamente o isolamento reprodutivo entre populagdes das quatro
formas cromossdmicas de (. torguatus através de andlises de meioses e com cruzamentos em
cativeiro para avaliar o estdgio de separagdo evolutivo, ou isolamento reprodutivo no qual estas
populagdes se encontram (Borodin et a/,, 2006).

Como ja foi visto, os rearranjos Robertsonianos sdo as principais alteragdes verificadas na
evolugdo cromossdmica dos tuco-tucos, incluindo € torguatus, e a estrutura populacional é proposta
por alguns autores como sendo o fator responsdvel pela fixagdo dos rearranjos cromossdmicos
através de mecanismos de deriva. Entretanto, como nenhuma evidéncia direta da ocorréncia destes
eventos foi demonstrada até o momento, acredita-se que os efeitos da subdivisdo populacional podem
ser supridos por migragdes entre pequenos grupos populacionais, normalmente conhecidos como

tuqueiras, ou até mesmo entre populagdes maiores.
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A esta discussdo pode ser acrescida a influéncia das barreiras geogrdficas no processo de
diferenciagdo cromossdémica. Embora seja bastante difundido o conceito de baixa mobilidade entre
roedores deste género (Reig et al, 1990), Stolz (2006) descreveu padrdes de mobilidade entre os
tuco-tucos-das-dunas (€. flamarioni) que parecem ndo ser tdo baixos quanto se supunha. Porém, a
migragdo eventual que poderia reduzir os efeitos da estruturagdo populacional é dificultada quando
uma barreira impede o deslocamento dos individuos e potencializa o isolamento das populagdes.

Neste sentido, a espécie C torgquatus apresenta diferentes modelos de estruturagdo
populacional e, conseqiientemente, diferentes processos de diferenciagdo do ponto de vista
cromossomico, com populagdes isoladas geograficamente que apresentam diferenciagdes cariotipicas
(tais como as populagSes com 2n=46 na Estagdo Ecoldgica do Taim e em Rio Grande, e a populagdo de
Ttaqui com 2n=40 ao norte do rio Ibicui), ou populagdes com nimeros cromossomicos distintos sem
presenga reconhecida de barreiras geogrdficas que inviabilizem a migragdo entre elas (por exemplo,
populagdes com 2n=40, 42 e 44 em Alegrete), e ainda populagdes isoladas geograficamente porém
sem diferenciagdo cromossémica (populagées de General Camara com 2n=44).

Assim sendo, a evolugdo cromossémica em Ctenomys é um processo complexo, que pode ser
produto da agdo integrada de eventos estocdsticos e/ou selegdo, visto que a estrutura populacional
pode apresentar ampla variagdo, desde pequenas tuqueiras, ou populagdes isoladas geograficamente,

até col6nias ou populagdes maiores, inclusive com migragdes.

Heterocromatina

Variagdes nas quantidades de heterocromatina apresentam grande diversidade entre os
mamiferos, podendo ser encontradas familias com pouca ou nenhuma variagdo de heterocromatina
(como em felinos; Pathak & Wuster-Hill, 1977), ou outras com grande variagdo (como nos roedores da
familia Geomyidae; Patton & Sherwood, 1983). Mesmo dentro de alguns géneros ( Thomomys, Patton &
Sherwood, 1982) ou espécies (Ctenomys flamarioni; Freitas, 1994) podem ser encontrados grande
variagdes na quantidade de heterocromatina entre populagdes.

A auséncia (ou pouca quantidade) de banda C positiva em €. torguatus foi detectada por Freitas
& Lessa (1984), e enquadra-se no Padrdo I de distribui¢do de heterocromatina proposto por Reig et
al. (1990). O fato de ndo apresentar bandas C, ou melhor, ndo ter heterocromatinas positivas, pode
ndo ser necessariamente garantia de inexisténcia de heterocromatina, tal como verificado em alguns

carnivoros que, apesar de terem sido caracterizados como portadores de heterocromatina em seus
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cromossomos, ndo apresentavam bandas C positivas (Fregda & Mandahl, 1972 - appud Reig et al.,
1992). Outras espécies de tuco-tuco foram classificadas no Padrdo I de auséncia, ou pouca
quantidade, de heterocromatina, dentre elas: €. dorbignyi, C. magellanicus, C. tucumanus, C. perrensi,
C. roigi, C. sociabilis, C. argentinus, C. lewisi (Gallardo, 1991; Reig et al, 1992). Algumas
caracteristicas, além da quantidade de heterocromatina, agrupam estas espécies, tais como
espermatozdides simétricos, nimeros dipldides e de bragos autossdémicos relativamente elevados, e
tamanho do cromossomo Y. A reunido destes fatores possibilitou a Reig et a/. (1992) sugerir que o
Padrdo I de heterocromatina é plesiomdrfico para o género.

Numerosos estudos citogenéticos realizados com tfuco-tucos tém demonstrado claramente a
alta variabilidade cromossémica existente intra e interespecificamente com envolvimento de regides
de natureza heterocromdtica em: 1) polimorfismos em espécies com mais de um nimero dipldide
(Vidal-Rioja, 1985; Ortells et al, 1990; Freitas, 1997; Freitas, 2001); 2) variages de
heterocromatina em espécies com um Unico nimero dipléide (Freitas, 1994; Massarini et al., 1991;
Massarini et al., 1998); 3) variages de heterocromatina em espécies com grande variabilidade no
ndmero dipléide, onde individuos com maior nimero dipléide apresentaram grandes quantidades de
heterocromatina nas regides centroméricas em contraste com os ndmeros dipldides reduzidos,
formados por rearranjos robertsonianos e fusdes centroméricas e /in tandem (Cook et al.. 1990;
Gallardo, 1991; Giménez et al, 1997), e 4) inversdes pericéntricas (Freitas, 1997).

Associado a isso, Slamovits et al. (2001) demonstraram associagdes entre DNA satélites e
alguns tipos de translocagbes Robertsonianas. Neste estudo, realizado com individuos de 23 espécies
e cinco formas ndo descritas de Ctenomys, demonstrou-se que amplificagdes e delegdes de ADN
satélite estdo associadas com rearranjos cromossomicos, mesmo entre espécies proximamente
relacionadas, bem como foi observada uma estabilidade no nimero de cépias de ADN satélite entre
clados com estabilidade cromossomica (Slamovits et a/., 2001).

Estas variagdes ha distribuigdo, quantidade e tipos de seqiiéncias repetitivas, chamadas
heterocromatina constitutiva, ou regides com bandas C positivas, ainda ndo foram adequadamente
explicadas com relagdo a sua fungdo ou relevancia. Durante muitos anos prevaleceu a idéia de que a
heterocromatina seria formada por seqiiéncias repetitivas de ADN sem qualquer fungdo significativa
e sem nenhuma importdncia evolutiva. Porém, alguns autores sugeriram que a heterocromatina estaria
envolvida na organizagdo e ha evolugdo cromossdmica, e que a distribuigdo e os padrées teriam

importante papel na expressdo do ADN eucromdtico (Reig et al/, 1992), ou participagdo hos processos
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de adigdo ou delegdo de bragos cromossomicos, ou mesmo cromossomos inteiros (Patton & Sherwood,

1982; Freitas, 1994).

Evolugdo do cromossomo 1 e relagdes com outras espécies

Ortells (1995) realizou andlises filogenéticas considerando aspectos cromossdmicos e propds
que o cromossomo 1 metacéntrico com heterocromatina (banda C) pericéntrica, tipico de Ctenomys
occultus, seria a mais primitiva forma cromossémica para o género. Novello & Villar (2006)
consideraram C. torquatus como a espécie de tuco mais primitiva entre as espécies que ocorrem no
Uruguai, pois apresenta o cromossomo 1 metacéntrico e sem heterocromatina, enquanto a espécie C.
rionegrensis apresenta cromossomo 1 subtelocéntrico com heterocromatina nos bragos curtos, e as
formas cromossdmicas que formam o «complexo pearson possuem padrdes intermedidrios de
cromossomo 1 (Novello & Villar, 2006). Além disso, espécies com cromossomo 1 metacéntrico
apresentam espermatozdide simétrico, considerado uma caracteristica ancestral em mamiferos,
particularmente em tuco-tucos.

Desta forma, podemos considerar que a forma cromossdmica 2n=44 é o cariétipo ancestral ndo
apenas com relagdo a espécie mais proxima filogeneticamente: . pearsoni (D'Elia et al, 1999), como
também entre as formas cromossdmicas de C. torquatus, o que jd havia sido proposto por Freitas &
Lessa (1984), considerando as formas cromossomicas 2n=44 e 46, e é corroborado pela descrigdo de
duas hovas formas cromossémicas para o género (2n=40 e 42).

A afinidade cromossémica entre C. torquatus e C. pearsoni foi analisada por Villar et a/. (2005)
ao comparar o caridtipo de C torquatus 2n=44 com alguns cariétipos de populagdes de C. pearsoni
através de técnicas de bandeamento 6. Estes autores descreveram uma Unica inversdo pericéntrica
do cromossomo 1 metacéntrico de C. forquatus para o cromossomo 1 submetacéntrico encontrado nos
cariétipos de C pearsoni. Além disso, encontraram homologia entre os pares 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 10,
13, 19 nas duas espécies, com excegdo dos pares 2, 5, 7, e 13 nos caridtipos da populagdo de Sélis
(2n=70, FN=80). Embora ndo sejam cariotipicamente tdo semelhantes quanto poderia se supor a
partir das relagdes filogenéticas (Castillo et a/ 2005), acredita-se que uma série de rearranjos
cromossdmicos possam ter originado os padrdes verificados atualmente entre os cariétipos destas
duas espécies (Villar et a/. 2005).

As espécies do género Ctenomys representam um grupo valioso para os estudos dos fatores que

influenciam a evolugdo dos cariétipos em mamiferos. A partir da integragdo de informagdes
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cariotipicas, tais como: rearranjos cromossomicos estruturais, variabilidade heterocromdtica,
evolugdo de seqiiéncias de ADN repetitivo, remodelagem de cromatina, entre outros, muitas questées
relativas a filogenia dos tuco-tucos poderdo ser esclarecidas e a histéria evolutiva deste grupo

poderad ser melhor compreendida (Novello & Villar, 2006).

Tabela 1. Ndmero de machos e fémeas de Ctenomys torguatus coletados com as coordenadas de
suas respectivas localidades no Rio Grande do Sul, seus nimeros dipldides e fundamentais.

Municipios Coordenadas ~ Machos/Fémeas Ndmero dipléide (2n) /
Ndmero Autossdmico (NA)
Alegrete 529°53'W55°43' 1/3 40/ 72
Alegrete (Catimbau) 529°57'W55°39' 3/6 42 /72
Alegrete (Caverd) 530°06'W55°33' 3/3 44 /72
Cachoeira do Sul 530°02'W52°51' 0/4 44 /72
Dom Pedrito 531°08'W54°29" 1/2 44 /72
General Camara 529°55'W51°53' 0/4 44 /72
Ttaqui 529°24'W56°38' 2/8 40/ 72
Quarai 530°28'W56°15' 1/1 44 /72
Rosdrio do Sul 530°13'W54°54' 3/5 44 /72
Rio Grande 531°54'W52°17" 3/3 46 /72
Santa Maria 529°55'W53°44' 0/5 44 /72
Santana Livramento 530°49'wW5h5°22" 1/2 44 /72
Taim 532°32'W55°32' 1/3 46 /72
Uruguaiana 529°28'W56°38' 1/2 44 /72
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6. VARIABILIDADE GENETICA E FILOGENIA MOLECULAR DE
Ctenomys torquatus (RODENTIA: CTENOMYIDAE)

INTRODUCAO

Andlises filogenéticas sdo consideradas importantes ferramentas para estudar a histdria
evolutiva dos organismos, visto que as taxas de evolugdo das seqiiéncias podem apresentar grande
variagdo entre genes, ou segmentos de ADN, tornando possivel estudar as relagdes evolutivas entre
orgahismos em qualquer nivel de classificagdo; desde filos ou familias, até espécies ou populagées
intraespecificas (Nei & Kumar, 2000).

Diversos estudos tém avaliado os padrdes e processos relacionados a diversificagdo genética em
roedores subterrdneos (Patton, 1990; Patton & Smith, 1990; Smith, 1998; Honeycutt et a/, 1991;
Nevo, 1999; D'Elia et al., 1999; Wlasiuk et a/, 2003; Cutrera et al., 2005; Cutrera et al,, 2006; entre
outros). Alguns fatores demogrdficos inerentes a estes animais, tais como a baixa mobilidade
individual e a distribui¢do geogrdfica em manchas (Reig et a/,, 1990; Busch et a/., 2000), contribuiram
para aumentar o interesse pelo emprego destes animais como modelos para estudos evolutivos,
procurando avaliar, entre outras coisas, o grau de variagdo genética inter e intrapopulacional, e as
relagdes entre deriva genética e fluxo génico (Steinberg & Patton, 2000).

Nos dltimos anos vém aumentando consideravelmente o nimero de trabalhos que se ocupam em
estudar a variabilidade genética com relagdo ao aspecto molecular das espécies do género Ctenomys.
Lacey & Cutrera (2007) resumiram alguns dos estudos realizados neste sentido, considerando as
diferentes metodologias empregadas e seus objetivos primordiais (Tabela 1).

Estes estudos abordaram diversos aspectos da diferenciagdo genética, desde relagées
filogenéticas e taxas de diversificagdo intragenérica (Cook & Lessa, 1998; Lessa & Cook, 1998;
Mascheretti et al, 2000, Slamovits et al, 2001; Honeycutt et al, 2003; Castillo et a/. 2005), até
avaliagdo do impacto de eventos ambientais na variabilidade genotipica (Gallardo et al, 1995;
Tomasco & Lessa, 2007; Mora et al, 2007; Ferndndez-Stolz et a/, 2007). Apesar destes estudos
revelarem uma tendéncia geral para forte estruturagdo espacial da diversidade genética das
populagdes destes roedores subterrdneos sul-americanos, existem evidentes peculiaridades espécie-

especificas.
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Inicialmente foram realizados estudos empregando aloenzimas que apresentaram padrdes de
variagdo bem distintos entre populagées de tuco-tucos (Sage et al, 1986), sem relagdo com
diferenciagdes cromossoémicas nem mesmo com distancias geogrdficas (Gallardo & Kélher, 1992).
Foram encontrados niveis baixos de variagdo genética (Gallardo & Kiiller, 1992; Gallardo et a/., 1995)
e populagdes estruturadas geograficamente em algumas espécies (Gallardo & Palma, 1992) e ndo
estruturadas em outras (Apfelbaum et a/,, 1991; D'Elia et a/,, 1998; Ortells & Barrantes, 1994).

Apesar destes estudos terem a fragilidade de envolver andlises aloenzimdticas, teoricamente
com baixo poder de resolugdo, trabalhos utilizando seqiiéncias de ADN (citocromo b) também
revelaram diferentes padrédes entre as espécies de Ctenomys. Giménez et al. (2002) demonstraram
que espécies de tuco-tuco em Corrientes, Argentina (C. dorbignyi, C. roigi, C. perrensi e Ctenomys
sp.) sdo polifiléticas e parafiléticas, com diferenciagdo recente do ponto de vista molecular e uma
grande diferenciagdo em relagdo aos nimeros cromossomicos. Em C. rionegrensis, uma espécie com
distribuigdo geogrdfica bastante restrita, endémica do oeste do Uruguai, com polimorfismo
cromdtico e com um Unico ndmero cromossdmico (2n=48), foi detectado um processo de expansdo
populacional recente através de seqiiéncias de citocromo b (D'Elia et a/, 1999) e utilizando
microssatélites (Wlasiuk et a/, 2003). No Rio Grande do Sul, também utilizando seqiiéncias de
citocromo b, diferengas relacionadas aos polimorfismos cromdtico e cromossémico de C. torguatus
foram investigadas, porém nenhum padrdo foi encontrado (Gongalves, 2007).

Os tuco-tucos apresentam grande variagdo cromossdmica, com seus nimeros dipldides variando
desde 2n=10 a 2n=70 (Freitas, 2006), sendo um dos melhores exemplos de rdpido processo de
especiagdo devido a variagdes cromossomicas dentro da classe dos mamiferos (Massarini et al,
1991). De fato, esta grande variagdo tem sido creditada aos rearranjos cromossdmicos em associagdo
com as caracteristicas demogrdficas destes roedores, tais como: distribuigdo em manchas, baixa
mobilidade e pequenos tamanhos populacionais. Desta forma, o aparecimento e fixagdo de novos
ndmeros cromossdmicos, podendo inclusive ter por conseqiiéncia o surgimento de novas espécies,
geralmente sdo considerados como conseqiiéncia das caracteristicas populacionais destas espécies

(Reig et al., 1990; Contreras & Bidau, 1999).
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Tabela 1. Relagdo de alguns estudos de variabilidade genética com tuco-tucos (adaptado de
Lacey & Cutrera, 2007).

Espécie Marcador genético Investigagdo Referéncia
vdrias aloenzimas comparar hiveis de variabilidade Sage etal, 1986
inter e infraespecifico Moreira etal, 1991
vdrias aloenzimas comparar hiveis de variabilidade e Gallardo & Palma, 1992
padrées de estrutura genética
vdrias ADNmt processos evolutivos envolvidos em Giménez etal., 2002
diferencia¢des cromossomicas
vdrias ADNmt e introns nucleares histéria evolutiva do género Ctenomys Castillo etal., 2005
C. australis aloenzimas comparar niveis de variabilidade e Apfelbaum etal, 1991
estrutura genética local
C. australis ADNmt filogeografia e impacto de eventos Mora etal., 2006
histéricos
C. flamarioni microssatélites e ADNmt estrutura populacional e processos Ferndndez-Stolz., 2007

C. haigi

C. lami
C. maulinus
C. minutus
C. minutus
C. pearsoni

C. rionegrensis

C. sociabilis

C. talarum

C. forquatus

geogrdficos de diferenciagdo genética Ferndndez-Stolz etal,, 2007
microssatélites estrutura populacional e impacto do Lacey, 2001
comportamento e demografia na
variagdo genética
microssatélites estrutura populacional e impacto da El Jundi & Freitas, 2004
demografia na variagdo genética
aloenzimas estrutura populacional, Gallardo & Kohler, 1992,

efeitos de "bottleneck” e impacto de Gallardo & Kohler, 1994,

eventos ambientais Gallardo etal., 1995
microssatélites estrutura genética de zonas hibridas Gava & Freitas, 2004
microssatélites e ADNmt filogeografia Lopes, 2007
ADNmt filogeografia Tomasco & Lessa, 2007
aloenzimas / estrutura populacional e relagdo entre D'Elia etal, 1998 /
microssatélites e ADNmt variagdo morfoldgica e molecular Wlasiuk etal/, 2003
ADNmt diversidade genética e relagdo com Hadly etal., 2003,
mudancas climdticas Chan etal, 2005
microssatélites e MHC estrutura genética em relagéo a Cutrera etal.,2005 e 2006,
variagdo demogrdfica infraespecifica Cutrera & Lacey, 2006
microssatélites e ADNmt relagdo entre variagdo cariotipica, Gongalves, 2007

morfoldgica e molecular
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O género Ctenomys tem a peculiaridade de apresentar grande variabilidade cromossdmica e
populagdes relativamente isoladas (Reig et a/, 1990). O fluxo génico tende a ndo ocorrer entre
grupos populacionais com caridtipos diferentes, e os rearranjos cromossémicos podem, de modo
geral, estar associados com processos de diferenciagdo genética e eventualmente até mesmo
envolvidos com eventos de especiagdo. Apesar do fluxo génico poder ocorrer entre grupos
cariotipicos distintos, isto pode ser considerado mais como uma excegdo do que como uma regra.
Porém, a forma como a variagdo cariotipica estd relacionada com diferenciagdes moleculares ainda
carecem de maiores explicagdes e permanecem como um tema a ser investigado mais detalhadamente
(Polly, 2006). Apesar do avangado estado de conhecimento sobre a variagdo cariotipica, poucos
estudos tiveram sucesso em esclarecer os mecanismos de diferenciagdo que ocorrem nos roedores
do género Ctenomys (Lessa, 2000).

Dentre as diversas ferramentas moleculares empregadas em estudos desta natureza, uma das
mais adequadas quando se tem por objetivo investigar o grau de variabilidade genética entre
espécies relacionadas e, principalmente, no dmbito intraespecifico ¢ o ADN mitocondrial (Avise,

2000).

Ferramenta molecular - ADN mitocondrial

O genoma mitocondrial dos animais é hapldide e formado por uma dupla fita circular que varia
entre 15.000 e 17.000 pares de bases de comprimento, estando presente em centenas até milhares
de cépias por célula (Li & Graur, 2000).

O ADN mitocondrial, ou ADNmt (figura 1), é simples em estrutura e econdmico em tamanho. E
um marcador aplicado em estudos de diferenciagdes genéticas recentes, uma vez que acumula
substituigdes de base, insergdes e delegdes de cinco a dez vezes mais rdpido do que o DNA nuclear
cépia simples (Brown et al., 1979). Vdrias hipéteses tém sido consideradas sobre a rdpida evolugdo
deste: o relaxamento das limita¢Ses funcionais, a alta taxa de mutagdo devido a ineficiéncia dos
mecanismos de reparo de DNA e o fato de ndo possuir histonas (Avise, 2000).

Diferentes regides do genoma mitocondrial evoluem a diferentes taxas permitindo a escolha de
regides especificas, conforme a questdo a ser abordada. Duas das principais regides do ADNmt mais
utilizadas em estudos de variabilidade genética e filogenia molecular sdo o citocromo b e a regido

controladora (Avise, 2000).
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O citocromo b é uma das proteinas envolvidas ha cadeia transportadora de elétrons. Embora
evolua lentamente em termos de substituigdo ndo-sindnimas, a taxa de evolugdo em posigdes
silenciosas ¢ relativamente rdpida (Irwin et a/, 1991). O amplo uso do citocromo b gerou o status de
molécula universal, possibilitando que os estudos possam ser facilmente comparados.

Ja a regido controladora (control region, ou d-loop em mamiferos) tem fungdo regulatéria na
dindmica da molécula e é predominantemente rica em bases AT (Brown, 1985), sendo o tnico grande
fragmento do ADNmt ndo codificante (de aproximadamente 1.000 pares de bases). Esta regido é de
grande utilidade para andlises filogenéticas, pois as taxas de substituigdo de bases encontram-se
acentuadas em dois fragmentos da regido controladora chamadas de segmentos hipervaridveis
(Hiper-Variable Segment): HVS1 e HVS2, com extensdes aproximadas de 350 pares de bases e

separadas por uma regido mais conservada com cerca de 200 pares de bases (Vigilant et a/., 1989).

Regidn
cantroladora

Citacramo b

rRIMA 185

MEL

MNOE

’ MDAl
Citocromo oxidose .‘ Citocromo oxidase TTT

Citocromo oxidase TT ATbase

Figura 1. Esquema de uma molécula de ADN mitocondrial, as setas indicam a regido controladora
- seta escura, e citocromo b - seta clara (adaptado de Avise, 2000).

A regido mais varidvel entre os dois segmentos hipervaridveis é HVS2, representada na figura 2
entre os primers. TDKD e TucoPro, desenvolvidos especificamente para roedores do género

Ctenomys (Kocher et al, 1989; Tomasco & Lessa, 2007).
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\ regide controladera ]
- I
: daminio dartinio dominio 1
| hipervaridvel | central thipervaridvel |
. (Hys1) o conservadd 1 (pyesy |
rREMA 125 | | l\N * | citocromo b
THEDR TucoPro

Figura 2. Esquema da regido controladora localizada em uma molécula de ADN mitocondrial, com
indicagdo dos dominios que compdem esta seqiiéncia e onde se inserem os dois iniciadores: TDKD e
TucoPro (primers), com objetivo de isolar a regido de dominio mais varidvel (adaptado de Avise,
2000)

Devido a sua rdpida taxa de evolugdo, o ADNmt é um bom marcador para o estudo de
diferenciagdes genéticas recentes por acumular substitui¢des de base, insergées e delegées com uma
taxa média de 5 a 10 vezes mais rdpida que o ADN nuclear cépia simples (Brown et a/., 1979). Outra
vantagem do ADNmt, como marcador para o estudo de diferenciagdes genéticas recentes, é a
freqiiéncia extremamente baixa de transposigdes, inversdes, rearranjos e recombinagdes (Brown,
1985). Isto permite a caracterizagdo de linhagens filogenéticas maternas sem a ambigiiidade causada
pela recombinagdo meidtica que ocorre nos genes nucleares.

Portanto, devido ds rdpidas taxas de substituigdes de seus nucleotideos, o ADNmt é adequado
para estudos intra e intergenéricos (Bonvicino & Moreira, 2001). A taxa relativamente alta da
evolugdo dos genes mitocondriais torna as comparagdes das seqiiéncias de ADNmft (teis para estimar
as datas de eventos evolutivos relativamente recentes, tendo sido amplamente utilizado em estudos
de caracterizagdo de populagSes, subespécies e espécies, e em estudos de cardter evolutivo e

filogenético (Avise, 2000).

Variabilidade genética em Ctenomys torquatus

A despeito de apresentar uma das maiores distribuigdes geogrdficas entre as espécies de tuco-
tuco descritas, poucos estudos genéticos envolveram a espécie C. forguatus. Dentre os trabalhos
realizados podemos citar Moreira et a/. (1991), que empregou aloenzimas para comparar o nivel de
diferenciagdo genética entre as espécies de tuco-tuco que ocorrem no Brasil, mais especificamente
no Rio Grande do Sul, e encontrou um nivel relativamente alto de diferenciagdo entre populagdes de

C. torquatus do Taim e de Pelotas, porém, este resultado foi associado ao pequeno nimero amostral
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(particularmente em Pelotas) e/ou a heterogeneidade ecolégica em relagdo ao tipo de solo no qual
estas populages habitam. Além deste, estudos filogenéticos procurando relacionar o nivel de
diferenciagdo genético entre espécies de tuco-tucos, incluindo amostras de C torguatus, foram
realizados por Lessa & Cook (1998), Cook & Lessa (1998), D'Elia et al. (1999) e Castillo et al. (2005)
utilizando diferentes marcadores moleculares. Entretanto, até entdo, nenhum estudo foi realizado
visando analisar a variabilidade intraespecifica considerando toda a distribuigdo geogrdfica desta
espécie.

Considerando a pouca quantidade de informagdes genéticas sobre esta espécie, trés abordagens
foram empregadas para melhor compreender a relagdo filogenética desta espécie com as demais
espécies de tuco-tuco, além de avaliar o grau de variabilidade interpopulacional, e ainda resolver uma

questdo taxondmica envolvendo a espécie C. torguatus.

Desta forma, este estudo encontra-se dividido em trés partes:

la) Andlise interespecifica: investigando a relagdo filogenética entre C torguatus e outras
quinze espécies do género Ctenomys (que ocorrem ho Brasil, Uruguai, Argentina e Bolivia), utilizando

como ferramenta molecular uma regido do citocromo 6 do ADN mitocondrial;

1b) A partir das andlises filogenéticas interespecificas, avaliar o nivel de similaridade genética
entre duas populagdes citogeneticamente semelhantes (2n=42), sendo uma em Alegrete, Rio Grande
do Sul - Brasil, reconhecidamente classificada como €. torquatus, e outra ocorrendo em Curuzd

Laurel, Corrientes, Argentina, denominada Ctenomys sp.
2) Andlise intraespecifica: avaliagdo das diferengas intraespecificas e do grau de variabilidade

genética entre populagdes de C. torquatus ao longo de sua distribui¢do geogrdfica, utilizando a regido

controladora do ADN mitocondrial.

57



METODOLOGIA

Obteng¢do das amostras

Os espécimens foram coletados em toda regido central, oeste e sul do Rio Grande do Sul, Brasil
(Apéndice 1). Todos os roedores foram coletados vivos com armadilhas do tipo Oneida Victor n° O,
recobertas por borracha para minimizar os danos aos animais no momento da captura. Os exemplares
analisados oriundos do Uruguai foram gentilmente cedidos pelo Prof. Enrique Lessa.

Os esqueletos, peles e tecidos dos animais coletados no Rio Grande do Sul estdo depositados no
Laboratério de Citogenética e Evolugdo, do Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Brasil. As coletas foram realizadas com permissdo do IBAMA (licengas N° 017/2005
e 064/2006).

Obtengdo das segiféncias

As amostras de tecidos foram preservadas em etanol 95% e armazenadas a -20°C. O ADN foi
extraido seguindo o protocolo proposto por Medrano et a/ (1990). No apéndice 1 encontra-se o
tamanho da amostra obtida para cada uma das 19 diferentes populagdes (localidades) que variou de
um a dez individuos (em média, seis individuos por populagdo), sendo 17 populagdes do Estado do Rio
Grande do Sul e duas do Uruguai.

As andlises intraespecificas foram realizadas comparando fragmentos de 387 pares de base do
segmento hipervaridvel (HSV2) da regido controladora do ADNmt provenientes de 115 espécimens de
C. torquatus. Estes fragmentos de ADN foram amplificados através da técnica de PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) utilizando os primers (iniciadores): TucoPro (5' - ACT TTC 6TT TAT TGC TTA
ATT - 3", Tomasco & Lessa, 2007) e TDKD (5'- CCT GAA GTA GGA ACC AGA TG - 3'; Kocher et al.,
1989).

Para as andlises interespecificas foi caracterizado um fragmento de citocromo b (cyt b). A
amplificagdo deste fragmento foi realizada utilizando os primers MVZ 05 (5'- CGA AGC TTG ATA
TGA AAA ACC ATC GTT - 3'; Smith & Patton, 1993) e Tuco 06 (5'- 6TG AAA TGG AAT TTT GTC
TGA - 3'; Wlasiuk et al., 2003).

Para investigar a relagdo filogenética entre C. tforquatus e outras espécies do género Ctenomys
foram obtidas onze seqiiéncias de citocromo b de C. torguatus com 478 pares de bases, oriundas de

diferentes localidades do Rio Grande do Sul. Adicionalmente, foram utilizadas seqiiéncias obtidas no
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Genebank de quinze espécies do género Ctenomys (apéndice 2, com nimeros de acesso das

seqiiéncias no genbank - http://www.ncbi.nlm.nih.gov), além de uma seqiiéncia de ¢ minutus

gentilmente cedida por Carla Lopes.

As amplificagdes por PCR foram realizadas em um volume final de 20 pl contendo de 20-80 ng
de ADN, 0.2 yM de cada primer, 0.2 yM dNTP, 1x PCR buffer, 1.5 mM MgCl, e 1.0 unidade de Taq
ADN polimerase (GIBCO-BRL Life Sciences/Invitrogen, Carlsbad, California). O padrdo de
termociclagem incluia uma desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por 30-34 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 45°C durante 30 segundos, e extensdo a 72°C
por 45 segundos, e por fim, uma extensdo a 72°C por 5 minutos (de acordo com protocolo adaptado
de Tomasco & Lessa, 2007). Os produtos de PCR foram purificados com as enzimas Exonuclease I e
SAP - Shrimp Alkaline Phosphatase (6IBCO-BRL Life Sciences/Invitrogen, Carlsbad, California), de
acordo com o protocolo do fabricante. Por fim, foram obtidas segiiéncias utilizando o segiienciador
automdtico ABI Prism 3100 (Applied Biosystem), fazendo uso sempre do mesmo iniciador (primer

forward) utilizado na reagdo de PCR.

Andlise dos dados

As seqiiéncias foram visualizadas através de eletroferogramas utilizando o programa
Chromas 2.31, e foram alinhadas com o programa Clustal W, implementado no programa Mega 3.1
(Kumar et al, 2004). Os alinhamentos foram checados e editados manualmente e os segmentos que
apresentavam informagdes ambiguas ou duvidosas foram retirados das andlises.

A filogenia intraespecifica foi construida com os haplotipos da regido controladora do
ADNmt de C tforquatus. Como grupos externos foram utilizadas seqiiéncias homélogas de outras trés
espécies de tuco-tuco: € flamarioni, C. pearsoni e C. minutus.

A filogenia interespecifica foi construida com onze seqiiéncias de C forguatus oriundas de
diferentes localidades, e quinze seqiiéncias de outras espécies de ftuco-tuco obtidas do GenBank.

As relagdes filogenéticas interespecificas (citocromo b) e intraespecificas (regido
controladora) foram obtidas no programa Mega 3.1, empregando o critério de neighbor-joining, com
os modelos evolutivos Jukes-Cantor e Kimura dois-pardmetros. Em ambos os casos, foram realizados
10000 replicagbes (bootstrap) para verificar a robustez das andlises.

Além destas andlises, as relagées filogenéticas entre seqiiéncias de citocromo b de Ctenomys

sp. e C. torquatus foram inferidas utilizando o programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) a partir de
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dois diferentes critérios: maxima parcimdnia, com a busca heuristica utilizando 200 replicagées de
adigbes aleatérias de tdxons; e a maxima verossimilhanga, incorporando o modelo evolutivo TrN+I.
Em ambos os casos, foram utilizados 100 replicagdes para avaliar o suporte dos nés. Uma andlise
filogenética separada utilizando inferéncia bayesiana foi empregada através do programa Mr.Bayes
3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001), incorporando o modelo evolutivo HKY. Duas corridas
separadas de cadeia de Markov e Monte Carlo (MCMC) foram realizadas com 100.000 a 200.000
geragdes, respectivamente, amostrando as drvores a cada 100 geragdes, e descartando as 200
primeiras (burn-in).

Para determinar os modelos evolutivos das seqiiéncias nucleotidicas apropriados em cada caso
utilizou-se o critério de informagdo Akaike (AIC), implementado no programa MODELTEST 3.6
(Posada & Crandall, 1998).

As andlises populacionais de C. torguatus foram realizadas com os programas DNAsp 4.10.9
(Rozas et al, 2003) e Arlequin 3.11 (Excoffier & Schneider, 2005). Foram realizadas estimativas de
diversidade genética global e estimativa de fluxo génico entre pares de populagdes (Hudson et al,
1992), além de obtengdo dos hapldtipos e da diversidade haplotipica e nucleotidica.

O método de median-joining network (Bandelt et al., 1999) foi realizado no programa Network
(www.fluxus-engineering.com) com objetivo de construir uma rede de haplétipos de C. torguatus.

Inferéncias com relagdo a ocorréncia de eventos de expansdo, ou declinio, populacional foram
baseadas nas estimativas de neutralidade utilizando os testes de D de Tajima (Tajima, 1989), Fe D
de Fu & Li, e Fs de Fu (Fu, 1997), além da andlise de mismatch distribution baseada no modelo de
crescimento stepwise (Rogers & Harpending, 1992) realizadas nos programas DNAsp 4.10.9 (Rozas et
al., 2003) e Arlequin 3.11 (Excoffier & Schneider, 2005). A andlise de mismatch distribution avalia a
distribuigdo do nimero de diferengas entre os pares de populagdes observados entre os haplétipos.

O teste de Mantel (Mantel, 1967) foi empregado para determinar a existéncia de relagdo
significativa entre as distdncias geogrdficas e as distdncias genéticas entre os pares de populagdes
de C torguatus. A matriz de distdancia das coordenadas geogrdficas foi obtida através do programa
how far is it ? (www.indo.com/distance). Utilizou-se o logaritmo natural das distdncias geogrdficas
lineares (em quildmetros) entre os pares de populagSes para o cdlculo do isolamento pela distancia.
Estas inferéncias estatisticas foram realizadas no programa Arlequin 3.11, com 1000 repetigdes.

Com o objetivo de detectar possiveis barreiras ao fluxo génico foi utilizado o programa ALS -

alleles in space, que faz uso do algoritmo de diferenciagdo mdaxima de Monmonier (Miller, 2005).
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As andlises de variancia molecular (AMOVA - Excoffier et al, 1992) foram realizadas no
programa Arlequin 3.11, possibilitando com isso, a estimativa do grau de variagdo genética e o teste
da hipétese de que as distdancias geogrdficas explicariam as divergéncias genéticas observadas em C.
torquatus. Por esta razdo, duas andlises foram realizadas:

1) divisdo de toda a amostra em trés grupos, considerando o aspecto geogrdfico: Leste
(incluindo as amostras de General Camara, Butid, Cachoeira do Sul, Santa Maria), Oeste (Rosdrio do
Sul, Alegrete, Itaqui e Uruguaiana) e Sul (Torquato Severo, Candiota, Pelotas, Rio Grande e Taim) da
distribui¢do da espécie no Rio Grande do Sul, Brasil;

2) divisdo em dois grupos, considerando uma possivel barreira entre populagées do sul do Brasil
(Torquato Severo, Candiota, Pelotas, Rio Grande e Taim) e as demais populagdes de C. forguatus
(General Camara, Butid, Cachoeira do Sul, Santa Maria, Rosdrio do Sul, Alegrete, Itaqui e
Uruguaiana) detectadas pelo algoritmo de Monmonier no programa AIS.

Estas andlises foram conduzidas exclusivamente com populagbes que apresentavam mais de

quatro individuos (Apéndice 1).

RESULTADOS

Andlises interespecificas

A drvore filogenética construida através de Neighbor-Joining demonstrou a existéncia de um
clado com as seqiiéncias de C. torguatus - monofiléticas entre si - e as seqiiéncias de ¢ minutus (duas
espécies que ocorrem no Brasil), além de C. pearsoni (que ocorre no Uruguai) e as espécies de tuco-
tuco (C roigi, C. perrensi, C. dorbignyi e Ctenomys sp.) da regido de Corrientes, noroeste da
Argentina (Figura 3). As espécies do grupo mendocinus formaram um grupo em separado, e aquelas
oriundas da Patagdnia formaram um outro agrupamento. As espécies do horte da Argentina e sul da
Bolivia (€. conoverie C. frater) constituiram o grupo mais basal dentre as espécies analisadas.

As andlises por mdxima parcimémia, mdxima verossimilhanga e inferéncia Bayesiana
demonstraram, de forma geral, resultados semelhantes aos obtidos pelo método de Neighbor-Joining
no que diz respeito a formagdo de quatro clados principais agrupando as seqiiéncias de tuco-tucos
analisadas com citocromo b, porém, estas andlises apresentaram menores resolugdes entre os grupos

e baixos valores de bootstrap.
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Podemos interpretar a ocorréncia de um padrdo filogenético associado a distribuigdo geogrdfica
destas espécies, com excegdo daquelas pertencentes ao grupo mendocinus, que hdo apresentam
proximidade geogrdfica apesar de serem filogeneticamente relacionadas, visto estarem incluidas ho

grupo espécies que ocorrem no litoral do sul do Brasil, centro da Argentina e no Uruguai.

5| Alegrete 2n=40

o | ' Alegrete 2n=42
Uruguaiana
50 Quarai
Taim
e T S,eYem >€fenamy5 forquatus
T Rosdrio do Sul
Rio Grande
Alegrete 2n=44
80 65| T Butid
” General Camara /
¢ minutus
C. pearsoni
Py —— C. dorbignui ™
39| 68 C. perrensi
7] Ctenomyssp. 9 c-espécies de Corrientes
%4 || Ctenomyssp.4
1 C roigi -~
0 C. mendocinus )
ﬁ': C. rionegrensis

% C flamarioni  >9rupo mendocinus

— C australis
C. porteousi _J
4{59' C. haigi ) ) }espécies da Patagonia
C. coyhaiquensis
| C. frater
C. conoveri

0.04 0.03 0.02 0.01 0.00

Figura 3. Arvore de neighbor-joining obtida com seqiiéncias de citocromo b de Ctenomys
torquatus (identificadas pelo nome das localidades de origem) e quinze espécies do género Ctenomys
obtidas do GeneBank (nimeros de acesso no apéndice 2). Os valores de bootstrap sdo apresentados,
e os agrupamentos formados pelas espécies estdo destacados na figura. A divergéncia nucleotidica
entre as seqiiéncias pode ser mensurada pela escala apresentada.
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Andlises intraespecificas

Os fragmentos de regido controladora sequénciados apresentaram um total de 10 sitios
varidveis, definindo 13 haplétipos em uma amostra de 115 individuos da espécie C torguatus
(Apéndice 1). A composigdo de pares de base foi a seguinte: 6 = 14,1%, C = 245%, T = 27,1%, A =
34,3%. Esta distribuigdo dos percentuais de pares de base ndo diferiu do padrdo normalmente
encontrado para regido controladora do ADNmt em espécies do género Ctenomys (Tomasco & Lessa,
2007). O valor médio de diversidade haplotipica de 0,819 pode ser considerado relativamente alto
quando comparado com outros estudos para o género, enquanto a diversidade nucleotidica apresentou
valores relativamente baixos, com média de 0,00068. Estes resultados indicam que estas populagdes
apresentam um grande nimero de haplétipos altamente relacionados, ou seja, bastante semelhantes.

As andlises haplotipicas demonstraram que a maioria das populagdes apresentou um Unico
haplétipo, sendo que dos 13 haplotipos observados seis sdo compartilhados entre as populagdes do
centro e do oeste do Rio Grande do Sul e do oeste do Uruguai, sendo o haplétipo 2 (vermelho) o mais
freqiiente, ocorrendo em praticamente toda a distribuigdo geogrdfica da espécie, com excegdo da
regito do extremo sul do Rio Grande do Sul e no Uruguai (Figuras 4 e 5, e Apéndice I). O segundo
haplétipo mais fregliente ocorre exatamente na regido do extremo sul do Rio Grande do Sul,
enquanto as localidades a oeste do Rio Grande do Sul apresentaram a maior variabilidade haplotipica,
com a maioria dos hapldtipos diferenciando-se apenas por um par de bases nucleotidicas em relagdo
ao haplétipo mais freqiiente (Figura 5).

A topologia da rede de haplétipos em forma de “estrela” (Figura 5) sugere um cendrio de pouca
diferenciagdo entre eles, com o mais fregiiente estando representado na maioria das localidades, e
alguns haplétipos Unicos com uma, ou poucas, diferenciagdes nucleotidicas. As populagdes do leste, do
oeste e do sul do Rio Grande do Sul, além das amostras do Uruguai, podem ser consideradas como
periféricas por apresentarem haplétipos exclusivos e possivelmente diferenciados a partir do mais
abundante e que ocorre em vdrias localidades, principalmente na regido central da distribuigdo
geogrdfica da espécie no Brasil.

Apenas um grupo de hapldtipos apresenta-se relacionado e isolado dos demais, além de ndo
apresentar nenhum individuo com o haplétipo mais freqiiente e encontrado em todas as demais

localidades. Estes haplotipos exclusivos da regido sul do Rio Grande do Sul e oeste do Uruguai

63



abrange as populagdes de Torquato Severo, Candiota, Pelotas, Rio Grande e Taim, no Brasil, e Cerro
Largo, no Uruguai (Figura 5).

Complementando as informagdes obtidas através da rede de haplotipos, o algoritmo de
Monmonier detectou uma barreira entre todas as populagdes de C. forguatus e aquelas populagdes
que ocorrem no extremo sul do Rio 6rande do Sul e leste do Uruguai (Figura 5).

A auséncia de diferenciagdo genética entre as populagdes foi representado através das drvores
filogenéticas de neighbor-joining (Figura 6). Estes resultados ndo demonstram, portanto, a
existéncia de subdivisdes geogrdficas entre os haplétipos. Tal como has andlises anteriores, o Unico
grupo que apresenta algum grau de estruturagdo e similaridade filogenética é o de populagées do
extremo sul do Rio Grande do Sul e leste do Uruguai. O padrdo de filogenia encontrado para esta
espécie, com ramos curtos e estruturas genéticas pouca robustas, sugerem que esta espécie esteja
passando por um processo de expansdo populacional (Avise, 2000). As andlises por madxima
parcimémia, mdxima verossimilhanga e inferéncia Bayesiana apresentaram resultados similares
(dados ndo apresentados) com relagdo a auséncia de diferenciagdo entre as seqiiéncias de C

torguatus analisadas.

Corrientes

BRASIL A

Rio Grande do Sul

ARGENTINA

34°5 -

50w
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Figura 4. Distribuigdo das freqiiéncias haplotipicas de Ctenomys torquatus no Rio Grande do Sul
e Uruguai, sendo o hapldtipo em vermelho o mais freqiiente. A representagdo das cores de cada
haplétipo estd de acordo com a figura 5.
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Figura 5. Rede de hapldtipos e sua distribuigdo geogrdfica sobreposta ao mapa com a
distribui¢do geogrdfica da espécie Ctenomys torguatus no sul do Brasil e norte do Uruguai. A linha
vermelha representa a barreira detectada pelo algoritmo de Monmonier que separa as populagdes do
extremo sul do Rio Grande do Sul e leste do Uruguai (clado S) das demais populagdes de C torguatus

(clado T).

Legenda dos nimeros dos haplétipos e as localidades em que ocorrem no Rio Grande do Sul:
H 1. General Camara & Butid

H 2: Minas do Ledo, Butid, Cachoeira, Santa Maria, Rosdrio do Sul, Quarai, Alegrete (2n=44, 42 & 40)
H 3: Butid

H 4: Rosdrio do Sul & Santana do Livramento

H 5: Quarai

H 6: Alegrete4?2

H 7: Ttaqui & Uruguaiana

H 8: Torquato Severo & Pelotas

H 9: Candiota, Rio Grande &Taim

H 10: Candiota

H 11: Rio 6rande

H 12: Tacuarembé - Uruguai

H 13: Rio Negro - Uruguai
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Figura 6. Arvore de neighbor-joining utilizando os haplétipos das seqiiéncias de regido
controladora de ADN mitocondrial de Ctenomys torguatus. As espécies C. minutus, C. pearsoni e C.
flamarion/ foram incluidas como grupos-externos. Os valores de bootstrap acima de 50 sdo
apresentados, e as seqiiéncias que formam o 'clado sul' estdo agrupado, com excegdo do TR 949 de
Rio Grande (asterisco). A divergéncia nucleotidica entre as seqiiéncias pode ser mensurada pela
escala apresentada.
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Dinédmica populacional

A dindmica populacional foi investigada utilizando os testes de heutralidade e andlise de
mismatch distribution. Os testes de neutralidade foram realizados considerando todos os individuos
como pertencentes a uma Unica populagdo e resultaram em valores negativos e ndo significativos para
o teste D de Tajima (0=-0.18, p>0.1), o teste D de Fu e Li (0=-0.07, p>0.1) e também para o teste F
de Fu e Li (F=-0.13, p>0.1), porém, o teste Fs de Fu apresentou resultado também negativo, mas
significativo (Fs=-3.42, p<0.02). A andlise de mismatch distribution apresentou uma distribuigdo

unimodal, sugerindo uma histéria de expansdo populacional para a espécie (Figura 6).

0.25 Exp
0.2 - ---&-- Obs
0,15

0.1 A

0,05 -

15 20 25
Pairwise Differences

Figura 6: Mismatch distribution observado e esperado para as populagdes de Ctenomys
torquatus. Os circulos abertos representam a distribuicdo observada e a linha representa a
distribuigdo esperada.

O teste de Mantel teve como resultado uma correlagdo significativa entre as distancias
geogrdficas e as estimativas de fluxo génico, revelando desta forma, um padrdo de isolamento por
distancia (=0.32, p<0.001).

Os elevados, e significantes, valores de Fst (Tabela 2) demonstraram auséncia, ou limitado,
fluxo génico entre as populagbes analisadas. Apesar destes resultados poderem estar relacionados
com o pequeno nimero de individuos em algumas populagdes, ou ainda devido ao nimero de haplétipos
compartilhados, talvez estes resultados sejam interpretados de forma mais realista como uma
indicagdo da marcante caracteristica filopdtrica das fémeas destes roedores (Reig et a/, 1990)
sendo representada por um marcador molecular que estd intrinsecamente relacionado as fémeas do

organismo analisado.
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A AMOVA (Tabela 2) demonstrou que o percentual de variagdo entre os grupos foi maior
quando consideradas as duas populagbes encontradas nas andlises empregando o algoritmo de
Monmonier (65%) do que considerando trés grandes grupos populacionais (49%), da mesma forma, os
percentuais de variagdo entre populagées foram menores quando analisados apenas dois grupos: um
com as populagdes do sul e outro grupo com as demais populagdes; demonstrando que as diferengas
dentro destes dois grupos sdo realmente menores do que na andlise considerando toda a amostra
dividida em trés grupos, e portanto, apenas uma barreira ao fluxo génico deve ter maior relevancia

na estruturagdo das populagdes desta espécie ao longo de toda sua distribuigdo geogrdfica.

Tabela 2. Andlise hierdrquica da variagdo molecular de €. forguatus por regido, mostrando os
indices de fixagdo (Fs7) com os seus respectivos valores de p, e a porcentagem de variagdo em cada
nivel de subdivisdo. Os niveis da subdivisdo de populagSes sdo detalhados no texto e apresentados no
Apéndice I. (* p=0.00)

Fontes de variagdo 3 regides (sul/leste/oeste) 2 regides (sul/outras)
Porcentagem de Indices de Porcentagem de Indices de fixagdo
variagdo fixagdo variagdo
- enfre grupos 49,49% Fct=0.495* 65,00% Fct=0.650*
- entre populagdes 40,19% Fsc=0.896* 27.,66% Fsc=0.790*
dentro dos grupos
- entre populagées 10,32% Fst=0.494* 7,34% Fst=0.926*
DISCUSSAO

Andlises filogenéticas interespecificas com citocromo b

Os resultados deste trabalho demonstram que as andlises interespecificas utilizando
citocromo b apresentam, relativamente, o mesmo padrdo encontrado em outros estudos filogenéticos
com espécies de tuco-tuco (Lessa & Cook, 1998; Cook & Lessa, 1998; D'Elia et a/., 1998; Castillo et al,
2005), com excegdo da relagdo entre as espécies C. torguatus e C. pearsoni.

O grupo mendocinus formou um clado monofilético de espécies, o que é corroborado por
informagdes cromossdmicas, de morfologia do espermatozéide, e também por estudos moleculares

(Freitas, 1994; D'Elia et al, 1999; Massarini & Freitas, 2005), enquanto as espécies do norte da
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Argentina e sul da Bolivia apresentam-se relacionadas e formando um grupo teoricamente mais
proximo as espécies ancestrais de tuco-tucos (Castillo et a/, 2005).

A proximidade filogenética entre as espécies de Ctenomys sp. de Corrientes, na Argentina, e as
espécies C. pearsoni, C. minutus e C. torquatus indica a relagdo filogenética entre estas espécies e
sugere que a proximidade filogenética normalmente encontrada entre as espécies C. forquatus e C.
pearsoni (Lessa & Cook, 1998, D'Elia et al., 1998; Castillo et a/, 2005) esteja mais relacionada com a
auséncia de estudos envolvendo estas e as demais espécies de tuco-tuco do que uma grande
proximidade filogenética entre este par de espécies. Pois, ao realizar uma andlise envolvendo outras
espécies do género com ocorréncia em regides proximas aquelas, tais como ¢ minutus (Rio Grande do
Sul), € perrensi, C, roigi, C. dorbignyi e Ctenomys sp. (noroeste da Argentina), as espécies, até entdo
consideradas “irmds" filogeneticamente, demonstraram ndo serem tdo préximas quanto se supunha

até entdo.

A questdo taxondmica

Individuos pertencentes a populagdes de tuco-tucos na localidade de Curuzd Laurel, Provincia
de Corrientes, na Argentina, foram cariotipados e apresentaram 2n=42, FN=72, com apenas 4 pares
de cromossomos acrocéntricos e o cromossomo Y totalmente heterocromdtico (Ortells et a/, 1990,
Reig et al, 1992). Ortells et al. (1990) propuseram que esta populagdo de Curuzi Laurel fosse
relacionada com (. torguatus considerando os aspectos citogenéticos e de morfologia de
espermatozéide, muito embora a distancia geogrdfica entre Corrientes e Candiota (até entdo a
populagdo descrita de C forguatus mais préximo a Corrientes) e auséncia de outros aspectos que
possibilitassem uma comparagdo mais refinada conduziram os pesquisadores a uma posigdo
conservadora e estes ndo atribuiram um nome especifico ds populagdes daquela localidade, sendo
denominada Ctenomys sp..

A partir da descrigdo da populagdo de € torguatus com cariétipo 2n=42, em Alegrete, extremo
oeste do Rio Grande do Sul, apresentando caracteristicas citogenéticas, tais como nimero dipléide e
ndmero fundamental, além da morfologia cariotipica e do padrdo de morfologia do esperma do tipo
simétrico, muito semelhantes ao descrito para as populagdes de Ctenomys sp. de Curuzl Laurel, foi
possivel estabelecer uma associagdo entre estas duas populagdes.

Considerando os resultados obtidos (Figura 3), podemos afirmar apenas que a populagdo de

tuco-tucos de Curuzi Laurel apresenta a mesmo caridtipo que a populagdo de Ctenomys torquatus, do
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Alegrete, porém, sdo filogeneticamente bastante distantes. Pois, do ponto de vista molecular, as
seqliéncias de citocromo b da populagdo de Curuzi Laurel estdo mais relacionadas com as seqiiéncias
de C perrensi, C. roigi e C. dorbignyi, que, embora tenham nimeros cromossdmicos bem diferentes
(2n=50, 48 e 70, respectivamente), sdo as populagdes de tuco-tuco mais préximas geograficamente.

Esta semelhanga em relagdo a morfologia cromossdmica sem qualquer associagdo com a
diferenciagdo molecular vai ao encontro do proposto por Ruedas et a/. (1992). Nesse estudo, Ruedas
et al. (1992) demonstraram auséncia de correlagdo entre o famanho do genoma e o nimero dipléide
em espécies de Ctenomys. Sugerindo, portanto, que a evolugdo cromossdmica se desenvolve de forma
independente do tamanho total do ADN.

Apesar destes resultados, devem ser realizadas coletas na regido oeste de Corrientes até as
margens do rio Uruguai, para que maiores detalhes possam ser descritos a respeito das populagdes
de tuco-tuco destas localidades. Com a expectativa de que novas populagdes portadoras de
polimorfismos possam ser encontradas, tais como verificado no oeste do Rio Grande do Sul.

Além disso, seriam necessdrias coletas na regido norte do Uruguai, visto ser esta também uma
drea com escassos levantamentos e coletas de roedores, particularmente de tuco-tucos, para que as
relagdes entre C. forquatus e C. pearsoni, bem como entre C. pearsoni, e C. dorbignyi (espécies com
estreitas relagdes filogenéticas e cromossémicas, ambos com 2n=70, Garcia et al, 2000b) possam

ser analisadas de forma mais detalhada e precisa.

Variabilidade genética interespecificas: comparagdo de padrées filogeogrdficos

Recentemente alguns estudos vém sendo realizados com tuco-tucos, utilizando como marcadores
moleculares a regido controladora do ADNmt, procurando identificar os padrdes de variabilidade
genética em populagdes de espécies destes roedores (Tabela 3). A maioria das espécies de Ctenomys
analisadas apresentou padroes demogrdficos de expansdo populacional recente e de isolamento pela
distancia. Estes padrdes podem estar relacionados ao relativo curto intervalo de tempo de
diversificacdo destes roedores, desde o Plioceno-Pleistoceno, e/ou as caracteristicas demogrdficas
destes roedores (Reig et al, 1990; Verzi, 2002), porém andlises filogeogrdficas demonstraram

peculiaridades da histéria evolutiva de cada uma das espécies analisadas até entdo.
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Tabela 3. Comparagdo dos resultados de estudos de tuco-tucos (género Ctenomys) que
utilizaram regido controladora do ADN mitocdndria apresentando: o nimero de haplétipos, o nimero
de individuos analisados, diversidade haplotipica, compartilhamento de haplétipos por espécie,
caracteristicas de hdbitat, o modelo do isolamento por distdancia, inferéncia de demografia e

referéncia bibliogrdfica.

espécies N° individuos  diversidade  haplétipos sitios  isolado pela  inferéncia referéncia
haplétipos analisados  haplotipica compartilhados varidveis distdncia demografia  bibliogrdfica
C forquatus 13 115 0,819 40% 10 sim expansdo Este estudo
C. pearsoni 21 98 - 38% 51 sim populagdo Tomasco &
estdvel Lessa, 2007
C. falarum 32 71 0,930 32% 47 sim populagdo Mora etal,
estdvel 2007
C. minutus 34 187 0,958 20% 42 sim populagdo Lopes, 2007
estdvel
C. australis 24 70 0,833 12,5% 19 ndo expansdo Mora etal,
recente 2006
C. flamarioni 7 89 0,790 40% 5 sim expansdo Ferndndez-
recente Stolz, 2007

As espécies de tuco-tuco que habitam solos mais arenosos, apresentam distribui¢do geogrdfica
restrita e ocupam o mesmo nicho ecoldgico, tais como as que ocorrem na primeira linha de dunas do
litoral na Argentina e no Brasil (C. australis e C. flamarioni, respectivamente), sdo filogeneticamente
relacionados e foram classificadas como espécies que experimentam um processo de expansdo
populacional; a dnica distingdo entre elas reside na caracterizagdo de um padrdo de isolamento por
distancia ha espécie que ocorre no litoral do Brasil (€. flamarioni) e que ndo foi detectado na espécie
da Argentina (C. australis) (Mora et al., 2006; Ferndandez-Stolz, 2007). Por outro lado, espécies de
tuco-tuco com distribui¢des geogrdficas relativamente maiores e que ocupam a primeira e a segunda
linha de dunas do litoral, desde o sul do Brasil até a Argentina, compartilharam caracteristicas
demogrdficas de isolamento pela distdncia e de estabilidade populacional, verificado em C. pearsoni,
C. minutus e C. talarum (Tomasco & Lessa, 2007; Lopes, 2007 e Mora et a/, 2007, respectivamente).

Apesar de C. torguatus também apresentar um padrdo de isolamento pela distancia, para esta

espécie a explicagdo para este padrdo difere das demais espécies e deve estar relacionada a maior
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freqiiéncia e ampla distribuigdo de um dnico haplétipo, além da presenga de haplétipos pouco
diferenciados em uma distribuigdo periférica.

Podemos propor que este padrdo esteja associado com a origem da espécie em uma regido
relativamente estdvel do ponto de vista geoldgico a partir do Quaterndrio. Desta forma, variagdes nho
nivel do mar (Tomazelli et a/, 2000) e eventuais variagdes no nivel do rio Uruguai (Souza et a/., 2005)
restringiram a espécie a uma regido central, a partir da qual foram derivando as populagdes
periféricas que se encontram atualmente no oeste do Rio Grande do Sul e noroeste do Uruguai, e
também no sudeste do Rio Grande do Sul e norte do Uruguai.

Os niveis de diferenciagdo genética em relagdo ds seqiiéncias hucleotidicas em tuco-tucos sdo
bem representados nestes dois exemplos: as duas populagdes geograficamente mais distantes de ¢
minutus que compartilham o mesmo haplétipo encontram-se a apenas 49 quilometros de distdncia uma
da outra (Lopes, 2007), enquanto existem duas populagées de (. tforquatus, que também
compartilham o mesmo haplétipo, porém estdo distantes nada menos do que 650 quildmetros uma da
outra. Outro exemplo da disparidade das diferengas entre espécies do género Ctenomys pode ser
demonstrada pela diferenciagdo haplotipica entre C pearsoni e C. torquatus, enquanto a primeira
apresenta 16 nucleotideos de diferenga entre seus haplétipos mais distintos (Tomasco & Lessa,
2007), a espécie C. torguatus apresenta menos da metade, apenas 7 nucleotideos separam os

haplétipos mais diferenciados.

Andlises intraespecificas

O ndmero de haplétipos, a diversidade haplotipica, nimero de sitios varidveis e as inferéncias
demogrdficas para C torquatus e outras espécies de tuco-tuco também estudadas com regido
controladora do ADNmt estdo descritos na Tabela 3. Estes resultados demonstram que C. forguatus
apresentou um dos menores nimeros de hapldotipos (13) e de sitios varidveis (10), e um alto
percentual de compartilhamento de haplétipos entre as populagdes estudadas (46%). As populagdes
desta espécie de tuco-tuco se caracterizam por um padrdo de baixa diversidade nucleotidica e
haplotipica, indicando que as populagdes sdo formadas por haplétipos bastante relacionados. Tal como
verificado para C. flamarioni e C. australis, as inferéncias demogrdficas sugerem que C. torquatus
apresenta um padrdo de expansdo populacional.

O padrdo geral de diversidade genética da regido controladora de C torguatus pode ser

resumido como apresentando um baixo nivel de diferenciagdo e auséncia de estruturagdo
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populacional, com grupos populacionais formados por poucos individuos apresentando pequenas
diferenciagdes nas regides periféricas da atual drea de distribuigdo da espécie.

Evidéncias adicionais a este padrdo de expansdo populacional sdo verificadas através dos testes
de neutralidade. Para marcadores neutros, e assumindo uma taxa de mutagdo constante, valores
negativos e ndo significativos nestes testes estdo relacionados com expansdo populacional, pois
representam um excesso de variantes em baixa freqiiéncia, tal como o esperado em eventos de
expansdo (Mora et al., 2007).

Apesar da regido controladora do ADNmt ser reconhecidamente uma seqiiéncia neutra, e ser
amplamente utilizada como um marcador genético em decorréncia desta caracteristica, a selegdo
positiva ndo pode ser completamente descartada pois alguns estudos detectaram variagdes do
modelo de selegdo natural em regides do genoma mitocondrial (Nachman et a/, 1996; Nachman,
1998). Alguns eventos de selegdo podem produzir padrdes de diversidade haplotipica semelhantes ao
obtido em um processo de expansdo populacional, porém estas possibilidades ndo sdo discriminadas
através de testes estatisticos, tais como: O de Tajima ou Fs de Fu, mas podem ser sugeridos
considerando os resultados observados no teste de mismatch distribution e pela observagdo de uma
rede de haplétipos em forma de “estrela” caracterizando um processo de expansdo recente (Slatkin
& Hudson, 1991) que caracterizam a espécie C. torguatus (Figura 4,5 e 6).

Como destacado por Rogers & Harpending (1992), as implicagdes de um crescimento exponencial
continuado sdo indistinguiveis de um crescimento populacional abrupto. Além disso, um pequeno
nimero de diferengas nucleotidicas entre pares de seqiiéncias e uma curva de crescimento unimodal
podem sugerir um possivel processo de expansdo populacional. Outro evento populacional que pode
apresentar variages na distribuigdo das diferengas entre os pares de populagdes é o chamado
"gargalo de garrafa”, ou bottlenecks, porém este, ao contrdrio da expansdo populacional, pode
apresentar uma redugdo populacional simulando uma selegdo balanceadora, mantendo vdrios alelos (ou
grupos de alelos) por um longo tempo. Sob este ponto de vista, a histéria demogrdfica observada
para C. torguatus sugere a ocorréncia de um processo de expansdo populacional, e ndo um exemplo de
um evento de bott/leneck em relagdo as populagdes analisadas desta espécie de tuco-tuco.

Um cendrio de expansdo populacional relacionado a um severo declinio populacional, chamado
bottleneck, também foi observado por Chan et al. (2006) para uma espécie colonial de tuco-tuco (¢
sociabilis). Neste estudo, os autores analisaram ADN extraido de fdsseis de C sociabilis e

estimaram uma variagdo genética ancestral de aproximadamente 10.000 a 3.000 anos atrds, porém,

73



analisando ADN atual desta espécie de tuco-tuco, detectaram uma baixa variabilidade nas seqiiéncias
de citocromo b. Estimativas de grandes tamanhos efetivos de populagdes ancestrais, antes de um
evento de bottleneck seguido por um declinio em quase 100% no tamanho efetivo, podem representar
que populagdes, mesmo sendo de roedores, estdo susceptiveis a sofrer um grande declinio por agdes
ndo necessariamente antropogénicas, e que apesar disto, as populagdes podem persistir por milhares
de anos a beira da extingdo com baixa diversidade genética.

Apesar da distribuigdo em manchas e da baixa mobilidade dos roedores subterrdneos (Reig et
al, 1990), clados monofiléticos ndo foram observados entre as populagdes de C forquatus. Além
disso, a rede de haplétipos em forma de “estrela” (Figura 5), a drvore de neighbor-joining com ramos
curtos, e um padrdo polifilético (Figura 6) fornam mais propenso um cendrio de expansdo
populacional.

De modo geral, quando um haplétipo encontra-se amplamente distribuido geograficamente ele
deve ser o mais ancestral, e haplétipos restritos a uma Unica localidade, por sua vez, devem ser os
mais recentes (Neigel et a/, 1991). Seguindo esta hipétese, a drea que compreende o leste e o centro
da distribuigdo de C. torguatus na Depressdo Central do Rio Grande do Sul (Butid, Cachoeira do Sul,
Santa Maria, Rosdrio do Sul e Alegrete) deve contar com as populagdes mais antigas deste roedor,
pois € nesta regido que se encontra, disseminado em larga escala, o haplétipo mais distribuido (H2). E
corroborando com esta proposta, as dreas periféricas da distribuigdo geogrdfica apresentam
haplétipos exclusivos.

Foi observado apenas um grupo de haplétipos relacionados entre os individuos das localidades
do sul do Brasil (H8, H9, H10, H11, H12 - Figura 5). Entretanto, ndo é possivel estabelecer uma clara
diferenciagdo filogenética deste grupo em relagdo aos demais individuos devido ao fraco suporte
filogenético encontrado através das drvores filogenéticas geradas. Por outro lado, a andlise
realizada empregando o algoritmo de Monmonier demonstrou uma barreira separando este grupo das
populagdes do sul do Brasil em relagdo ds outras populagdes da espécie (Figura 5).

O ADN mitocondrial vem sendo utilizado como marcador molecular em diversos estudos que
visam entender as relagdes de diferenciagdes genéticas, atuais ou passadas, entre populagdes de
espécies ao longo de suas distribuigdes geogrdficas. Devido ao seu padrdo de heranga materna, ndo
recombinante e de rdpido tempo de evolugdo, este marcador molecular geralmente evidencia a
existéncia de grande nimero de haplétipos que podem ser ordenados e classificados huma filogenia

intraespecifica (Avise, 2000). Entretanto, a politomia encontrada nas andlises de C torguatus
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também foi detectada em outros estudos de espécies do género Ctenomys empregando diferentes
marcadores moleculares: citocromo b (Mascheretti et a/, 2000; Slamovits et a/, 2001; Ferndndez,
2007) e regido controladora (Mora et al, 2006; Tomasco & Lessa, 2007; Ferndndez, 2007; Lopes,
2007). Em todos estes casos, estes marcadores moleculares ndo tiveram sucesso em obter boas
resolugdes em filogenias inter e intraespecificas, sugerindo que estas politomias ocorrem devido a
radiagdo recente e simultdnea, com a maioria das linhagens tendo sido formadas em periodos de
tempo relativamente préximos e recentes, ou entdo, que estas ferramentas ndo sdo suficientemente
adequadas para compreender o grau de relacionamento e diferenciagdo entre as espécies deste
género.

Desta forma, podemos observar que esta espécie apresenta um padrdo de diversidade genética
complexa e que necessita de estudos mais aprofundados, empregando outras metodologias
moleculares, ferramentas tais como marcadores de microssatélites, ou genes nucleares, para
possibilitar um melhor entendimento dos padrdes e da histéria genética da espécie Ctenomys

forquatus.
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Apéndice 1. Sitios polimorfos no fragmento de 387 pares de base de regido controladora do
ADN mitocondrial de Ctenomys torguatus (n=115); nimero de hapldtipos, a distribuicdo de cada
hapldtipo por localidade e niimero total de individuos por localidades.

sitios

Ndmerode 0 0 0 1 1 1 1 1 2 2 Ntmero de individuos de cada haplétipo

haplétipos 0 3 7 2 3 3 3 4 3 7 por localidade
2 9 8 2 3 5 7 01 3

H1 T . . . . . . . . . Butid(2), General Camara (5)

H2 C AT A TAT T A C Butid(7), Santa Maria (4), Cachoeira Sul (9),
Rosdrio do Sul (1), Quarai (2),
Alegrete [2n=44] (8), Alegrete [2n=42] (1),
Alegrete [2n=40] (10)

H3 .. . . . 6 . . . . Butia(1)

H4 . . . . . . C . . . Rosdriodo Sul (9), Santana (2)

H5 T . . . . . . €C . . Quardi(4)

Hé . . . . . . . . 6 . Alegrete[2n=42](7)

H7 . . . . ¢€¢ . . . . . Ttaqui(8), Uruguaiana (3)

H8 T 6 C¢C . . . . . . . Torquato Severo (2), Pelotas (8)

H9 6 ¢ . . . . . . . Candiota(4), Taim(10), Rio Grande (2)

H10 G Candiota (1)

H11 6 ¢ . . . C . . . Rio6rande (1)

H12 6 ¢ . . . . . . T Tacuarembé (3)

H13 . . . 6 . . . . . . RioNegro(1)

Apéndice 2. Relagdo das seqiiéncias de citocromo 6 de ADN mitocondrial das espécies de
Ctenomys utilizados nas andlises filogenéticas com seus respectivos niimeros de acesso no Genbank:
- Ctenomys perrensi (AF500067), €. roigi (AF500058), €. dorbignyi (AF500038), €. mendocinus

(AF007062), C. australis (AF370697), C. flamarioni (AF500070), C. porteousi (AF370682), C.
conoveri (AFO07054), C. frater (AFO07045), C. coyhaiguensis (AFO71753), C. haigi (AF422920), C.
pearsoni (AF119108), Ctenomys sp. 9 (AF500064), Ctenomys sp. 14 (AF500055).
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7. MORFOMETRIA CRANIANA DE Ctenomys torguatus
(RODENTIA: CTENOMYIDAE)

INTRODUCAO

A morfometria pode ser definida, de um modo geral, como os estudos da forma e do tamanho, e
de como estas duas varidveis se relacionam entre si. Sendo assim uma ferramenta para entender a
relagdo destas com diversas outras varidveis, como por exemplo: a idade, o sexo, ou as relagdes
histéricas entre os organismos estudados. O campo da morfometria é formado por métodos que
visam a descrigdo e a andlise estatistica das variagées de forma dentro e entre grupos de organismos
(Rohlf & Marcus, 1993).

Os caracteres morfolégicos continuos tém sido considerados como importantes ferramentas
para analisar as variagbes existentes entre diferentes populagdes, ou espécies, de roedores
subterrdneos, seja féssil ou atual (Patton & Smith, 1990; Cook et a/, 1990; Ortells, 1990; Lessa,
1990; Vassallo, 1998; Vassallo, 2000; Stein, 2000; Mora ef al, 2003). Mora et al (2003)
descreveram os principais fatores que possibilitam interpretar os mecanismos e padrdes envolvidos
nestas diferenciagdes. Considera-se que a interpretagdo destes eventos é complexa por refletir as
agdes conjuntas de pardmetros ambientais e de histdria filogenética das linhagens (Stein, 2000).

Considerando a resposta dos orgahismos ou das populagdes ds pressdes impostas pelas
alteragbes ambientais, € possivel distinguir a existéncia de dois tipos de variagées. Por um lado
observam-se modificagdes em caracteristicas com base genética, que podem ocorrer em fungdo de
processos de selegdo natural, e por outro lado, pode haver variagdes nas proporgdes relativas de
diferentes caracteres em fungdo de relagdes alométricas, que podem ndo estar associadas ds
pressdes seletivas (Stein, 2000; Mora et a/, 2003).

Exemplos destas relagdes entre grupos de caracteres acoplados de maneira funcional sdo os
olhos e o aparelho mastigatério dos roedores fossoriais. A redugdo ho tamanho e fungdo dos olhos
tem relagdo com o hdbito fossorial e depende da freqiiéncia com que os roedores saem das tocas
para forragear e dispersar (Lessa, 1990). O que explica os olhos relativamente maiores dos tuco-
tucos, visto que, em relagdo aos demais roedores subterraneos eles passam mais tempo fora de suas
tocas (Lacey et a/, 2000). Outros exemplos podem ser vistos na evolugdo do aparato mastigatério,

constituido pela regido anterior formada por dois pares de dentes incisivos curvos de crescimento

77



continuo, e cujas relagdes morfoldgicas sdo restringidas pela forga exercida para permitir aos
animais roer os alimentos e/ou os solos durante o processo de escavagdo, e no aumento relativo da
drea de insergdo da musculatura envolvida na mastigagdo (Lessa, 1990; Stein, 2000).

Estas modificagdes para ampliagdo da insergdo muscular sdo as mais importantes na estrutura
craniana deste grupo de roedores. Os arcos zigomdticos robustos e a mandibula peculiar - com o
processo corondide relativamente curto e os processos condiléide e angular bem desenvolvidos -
possibilitam a insergdo do mdsculo masseter bem desenvolvido, a crista lambdoidal possibilita a
insergdo da rigida musculatura do pescogo, enquanto os compridos e procumbentes incisivos sdo
caracteristicas essenciais para estes individuos que utilizam a cabega e os incisivos para escavagdo
(Stein, 2000).

Entre os roedores subterrdneos, o género Ctenomys apresenta um dos mais expressivos
processos de especiagdo, com grande variagdo cromossémica e relativamente pouca diferenciagédo
morfoldgica em fungdo da convergéncia proporcionada pelo ambiente onde vivem (Reig et a/., 1990).

As espécies de tuco-tucos apresentam geralmente distribuigdes limitadas, com algumas
excegoes, tais como: C. magellanicus, €. mendocinus, C. talarum. Dentre estas espécies com dreas de
ocorréncia relativamente amplas, €. torguatus se destaca ocorrendo nas dreas de campos abertos do
Estado do Rio Grande do Sul e do Uruguai (Freitas, 2006).

Apesar da variabilidade cariotipica encontrada nesta espécie, Freitas & Lessa (1984) realizaram
investigagdes de medigdes craniométricas de fémeas adultas de Ctenomys torquatus que ndo
apresentaram diferengas significativas, com excegdo do tamanho total da cabega, entre os individuos
de Pelotas (2n=44) e aquelas de Barra Falsa e da Estagdo Ecoldgica do Taim (2n=46).

Mais de duas décadas depois das andlises craniométricas realizadas por Freitas & Lessa (1984),
ainda restavam algumas lacunas com relagdo a morfometria craniana desta espécie de tuco-tuco,
principalmente apds a descrigdo da ocorréncia de novas populagdes desta espécie no Rio Grande do
Sul, incluindo novos registros de formas cromossomicas, o que tornou relevante a investigagdo de
possiveis diferengas morfométricas cranianas entre estas populagdes. Outra questdo com relagdo a
esta espécie vem a ser a investigagdo sobre a possivel ocorréncia de dimorfismo sexual, comum entre

outras espécies do género Ctenomys.
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Estatistica multivariada

Andlises quantitativas da variagdo morfoldgica sdo ferramentas essenciais em estudos
evolutivos. Por ser a variagdo morfolégica eminentemente quantitativa, a compreensdo desta estd
relacionada com o emprego de metodologias estruturadas em formulagdes e avaliagdes estatisticas
de hipéteses nulas. Este enfoque possibilita, de forma objetiva, o estudo da diversidade morfolégica
e de biologia evolutiva, particularmente no nivel intraespecifico (Bookstein et a/., 1985).

O que se entende por morfometria tradicional é o estudo da variagdo e covariagdo de medidas
de distancia, sejam estas entre pares de pontos anatomicamente homélogos, ou entre pontos de
tangéncia ou extremos de estruturas. E 0 estudo de como e quanto estas medidas variam, e de como
e quanto estdo relacionadas entre si. Inicialmente, as abordagens ao estudo da variagdo da forma
eram feitas através de comparagdes de vdrias medidas, uma a uma. Porém, verificou-se que mesmo
vdrias medidas que descreviam qualquer estrutura ndo eram suficientes para descrever a forma
como um todo, jd que os organismos sdo multidimensionais. Foi desta necessidade que surgiram os
métodos de estatistica multivariada usados atualmente, que levam em consideragdo os diferentes
niveis de variagdo e covariagdo entre as medidas. Um refinamento deste enfoque morfométrico
empregando andlises multivariadas € a possibilidade de transformagdo da variagdo representada por
medidas em um conjunto de varidveis ndo correlacionadas, proporcionando uma andlise mais simples e
concisa (Pimentel, 1979).

Desta forma, procedimentos de estatistica multivariada tornaram-se metodologias tradicionais
em estudos de variagdo entre grupos de organismos. Estes padrdes sdo em geral evidenciados por
amostras populacionais de individuos adultos, considerando que diferenciagdes entre formas
correlacionadas devem ser expressas preferencialmente entre individuos em estdgios ontogenéticos
similares (Adriaens & Verraes, 2002).

Devido a crescente facilidade computacional, as técnicas multivariadas tradicionais sdo
amplamente usadas em estudos de ecologia, sistemdtica e evolugdo, e incluem técnicas tais como:
andlises de componentes principais, andlises de variagdes candnicas, coeficientes de correlagdo,

andlises discriminantes, entre outras (Adams et a/, 2004).
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OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a existéncia de dimorfismo sexual e analisar a variabilidade
da morfometria craniana, ou seja, de um conjunto de medidas do crdnio de individuos da espécie
Ctenomys torquatus, em fungdo das variagdes cromossdmicas e geogrdficas das populagdes desta
espécie ao longo de sua atual distribuigdo no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, incluindo amostras

provenientes do Uruguai.

MATERIAIS E METODOS

De uma amostra de 275 crdnios de Ctenomys torguatus forma excluindo aqueles com
danificagdes ou auséncia de algumas estruturas, ou ainda exemplares jovens, e foram utilizados 201
crdnios, sendo 146 de fémeas e 55 de machos adultos, provenientes das seguintes localidades ho Rio
Grande do Sul (separadas por seus respectivos nimeros cromossdmicos): Rio Grande e Estagdo
Ecoldgica do Taim com 2n=46; Candiota, Butid, Cachoeira do Sul, General Camara, Santa Maria,
Rosdrio do Sul, Alegrete, Uruguaiana, Quarai, Santana do Livramento, Torquato Severo, Pelotas -
todos com 2n=44; Alegrete com 2n=42; e Alegrete e Itaqui com 2n=40. Além das seguintes
localidades no Uruguai: Paysandu, Salto e Cerro Largo. Todos os crdnios de €. torguatus do Brasil
pertencem d colegdo do Departamento de Genética - UFRGS, e os espécimens provenientes do
Uruguai pertencem ao Museu Nacional de Historia Natural e Antropologia de Montevidéo.

Todos os exemplares foram identificados em relagdo ao seu nimero dipléide e as localidades
onde foram coletados (vide figura 1 do capitulo 3), bem como os ndmeros de colegdo dos exemplares,
estdo descriminados ho Apéndice I. Foram considerados como grupos cromossdmicos, para as
andlises intraespecificas, os individuos que apresentavam nimeros cromossdomicos compostos por
2n=40, 2n=44 e 2n=46, do Brasil, além dos exemplares com 2n=44, provenientes do Uruguai (44u).
Além desta classificagdo, foram reunidos individuos de diferentes regides geogrdficas ao longo da
distribuicdo da espécie, desta forma os exemplares com nlmero dipldide igual a 44 foram
subdivididos em: localidades do horte da distribuigdo geogrdfica - Butid, Cachoeira do Sul,
Candeldria, General Cdmara e Santa Maria, no Rio Grande do Sul; localidades a oeste do RS -
Alegrete, Quarai, Santana do Livramento, Rosdrio do Sul, Uruguaiana e Itaqui (apesar destes

individuos terem 2n=40); localidades ao sul do RS - Candiota, Torquato Severo, Pelotas, Rio Grande e
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Taim; além dos exemplares de Cerro Largo, no leste do Uruguai, e de Salto e Paysandu, reunidos
como oeste do Uruguai.

Posteriormente, foram realizadas andlises mais detalhadas entre as populagdes localizadas
proximo as margens norte e sul do rio Jacui (Butid, Cachoeira do Sul, General Cdmara e Santa Maria);
entre as populagdes com 2n=44 e 2n=46 do sul do Estado (Torquato Severo, Candiota, Pelotas, Rio
Grande e Taim); e também entre as populagdes localizadas no Alegrete com diferentes nimeros
cromossomicos: 2n=40, 2n=42 e 2n=44.

Neste estudo foram utilizadas 16 medidas lineares do crdnio (Figura 1) de acordo com Langutth
& Abella (1970a): 1) comprimento do crdnio (CC), 2) comprimento do nasal (CN), 3) largura do nasal
(LN), 4) largura bimeatal (LB), 5) largura bizigomdtica (LBZ), 6) largura bimastdide (LBMA), 7)
largura do frontal (LF), 8) largura do rostro (LR), 9) largura da caixa craniana (LCC), 10) forame pré-
orbital (FPO), 11) comprimento do didstema (D), 12) comprimento da bula (CB), 13) largura da bula
(LB), 14) comprimento do IV pré-molar (CIVPM), 15) comprimento da série pré-molar (CSPM) e 16)
comprimento do palato (CP). Todas as medidas foram obtidas com um paquimetro digital de 0,1mm de
precisdo.

Inicialmente foi realizada uma andlise univariada para verificar diferencas entre sexos e os
grupos cromossdmicos para cada medida tomada. Em seguida foi realizada uma andlise dos
componentes principais utilizando o conjunto das dezesseis medidas lineares dos crdnios. A andlise
de componentes principais é uma ferramenta de estatistica multivariada que visa resumir as
informacgdes referentes ds variacdes das medidas lineares através de uma matriz de covaridncia com
os valores originais transformados em logaritmo. Esta técnica averigua um conjunto de varidveis
correlacionadas e as transforma em um outro conjunto de varidveis ndo correlacionadas que sdo os

componentes principais.
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Figura 1: Esquema dos crdnios de Ctenomys torquatus nas vistas dorsal, ventral e lateral (arte
Rodrigo Fornel); com indicagdo das 16 medidas lineares, descritas no texto, adotadas neste estudo
(de acordo com Langguth & Abella, 1970a).
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Para a andlise dos componentes principais foram tomadas as medidas lineares, e estas foram
transformadas em logaritimos na base 10, com a finalidade de se eliminar as diferengas entre as
varidncias das medidas originais.

Foi analisada a existéncia de dimorfismo sexual, variagcées das populagdes com relagdo a
variabilidade cromossdmica, além da variagdo geogrdfica ao longo da distribuicdo atual das
populagdes de C. torquatus. Essas andlises foram realizadas empregando-se teste-t e ANOVA, com
teste de Tukey-Kramer ad-hoc, assumindo como nivel de significdncia p<0,05.

Utilizou-se também andlise discriminante para investigar diferengas entre grupos
cromossomicos e populacionais. Esta metodologia tem relevancia preditiva e descritiva, sendo
utilizada para classificar individuos em grupos e identificar quais varidveis sdo mais informativas. Na
andlise discriminante a separagdo inicial dos grupos é realizada “a priori" e a discriminagdo final é
feita através da maximizagdo de uma fungdo obtida pela razdo entre a matriz de covaridncia dentro
e entre grupos. As varidveis candhicas, empregadas ha técnica de andlises discriminantes, sdo
combinagdes lineares das varidveis eleitas para representar a mdxima separagdo possivel entre
grupos, ou seja, maximiza a variagdo entre grupos e minimiza a variagdo dentro dos grupos. Todos

estes dados foram analisados com o pacote estatistico NCSS (Number Cruncher Statistical System).

RESULTADOS

Andlises Univariadas

Dimorfismo sexual

As andlises através do teste-t entre sexos, para cada uma das 16 medidas cranianas,
apresentaram dimorfismo sexual para todas as medidas avaliadas, com os machos sendo sempre
maiores do que as fémeas, com diferenga significativa (p<0,001) para 12 medidas, além do
comprimento da série pré-molar (p<0,05). A largura bimeatal, a largura da bula, e o comprimento do
IV pré-molar ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,5). A partir destes resultados, todas

as andlises foram feitas separadamente para machos e fémeas.
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Variabilidade cromossdmica

As andlises univariadas realizadas exclusivamente com os cranios de fémeas demonstraram
haver diferengas significativas em diversas medidas lineares entre os grupos cromossomicos
analisados: 2n=40 (Alegrete), 2n=44 e 2n=46 do Brasil, e 2n=44 do Uruguai (Tabela 1). Os individuos
com 2n=40 de Ttaqui e 2n=42 ndo foram utilizados nestas andlises devido ao seu pequeno nimero

amostral.

Tabela 1: Resumo dos valores de diferenga significativa (px0,001; p<0,01 e px0,05) entre os
pares de grupos cromossémicos dos cranios das fémeas de Ctenomys torquatus. Os pares com
asterisco (*) indicam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados, e as siglas se
referem as medidas utilizadas de acordo com descrito no texto.

2n CC CN LN LB LBZ LBMA LF LR LcC FPO D CB LB CIVPM CSPM CP

46X40 0,001 * 0,001 0,001 0,001 O001 * 001 0001 001 * 0001 0001 * 005 *
46X44 0001 * 001 * 0,01 0001 005 * o000 001 * 0001 0001 * 005 *
46X44y  * * * * * * * * 0001 * *x x * 0,001 * *
44ux40 0001 * 0,001 005 005 005 * 005 * 005 * 005 * 0,001 * *
44ux44 0001 * 0001 005 005 005 * 005 * 005 * 005 005 0001 005 *

44X4O * * O 01 * * * * * * * * * * O 05 * *

’

Entre os grupos 2n=40 e 2n=44, apenas as medidas de largura do nasal (p<0,01) e
comprimento do IV pré-molar (p<0,05) apresentaram diferengas significativas, com 2n=44 maior do
que 2n=40.

Com relagdo aos individuos com cariétipo 2n=46, foram observadas diferencas significativas em
relagdo a todos os demais grupos cromossdmicos de C. torguatus :

- 2n=46 e 2n=40 (Alegrete): 11 das 16 medidas analisadas apresentaram diferengas
significativas: comprimento do crdnio, largura do nasal, do bimeatal, do mastdide, da caixa craniana,
do comprimento e da largura da bula (p<0,001), da largura bizigomdtica, do rostro e do fordmen pré-
orbital (p<0,01), e do comprimento da série pré-molar (p<0,05), sempre com 2n=46 maior do que
2n=40;

- 2n=46 e 2n=44 do Brasil: 10 das 16 medidas analisadas apresentaram diferengas significativas:

comprimento do crdnio, largura bizigomdtica, do mastéide, da caixa craniana, do comprimento e da
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largura da bula (p<0,001), da largura do hasal e do fordmen pré-orbital (p<0,01), além da largura do

frontal e do comprimento da série pré-molar (p<0,05), sempre com 2n=46 maior do que 2n=44;

As comparag8es entre os cranios dos individuos do Uruguai (2n=44) e do Brasil (2n=40, 2n=44 e
2n=46) demonstraram diferengas significativas para todos os pares de grupos cromossdomicos
analisados:

- 2n=44 do Uruguai e 2n=40: diferengas significativas com relagdo ao comprimento do crdnio,
largura do nasal, comprimento do IV pré-molar (p<<0,0001), largura bimeatal, largura bizigomdtica,
largura bimastdéide, comprimento da bula, largura do rostro e forame pré-orbital (p<0,05);

- 2n=44 do Uruguai e 2n=44 do Brasil: 11 das 16 medidas lineares apresentaram diferengas
significativas: comprimento do crdnio, largura do nasal, comprimento do IV pré-molar (p<«0,0001),
largura bimeatal, largura bizigomdtica, largura bimastéide, comprimento da bula, largura do rostro,
forame pré-orbital, largura da bula e comprimento da série pré-molar (p<0,05);

- Os individuos do Uruguai com 2n=44 aqueles com 2n=46 apresentaram diferengas

significativas apenas na largura da caixa craniana e no comprimento do IV pré-molar (p<<0,0001).

As andlises univariadas realizadas exclusivamente com os machos demonstraram poucas
diferengas significativas entre os grupos cromossdmicos. Da mesma forma que verificado entre as
fémeas, os crdnios dos individuos provenientes do Uruguai (2n=44) apresentaram as maiores
diferengas, principalmente entre estes e aqueles com 2n=40 para as seguintes medidas: comprimento
do crdnio, largura do nasal, largura bimeatal, comprimento do IV pré-molar (p<0,05), e comprimento
da bula (p<0,001).

As diferengas entre os cranios do Uruguai com 2n=44 e os individuos com 2n=44 do Brasil
ficaram restritas a largura do nasal e o comprimento do IV pré-molar (p<0,05), e com relagdo aos
individuos com 2n=46 restringiu-se a largura da caixa craniana e o comprimento do IV pré-molar

(p<0,05).
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Andlises Multivariadas

Machos & Fémeas

A andlise dos componentes principais apresentou 57,89% da variagdo no primeiro componente
principal, reunindo todas as 16 medidas lineares utilizadas. Com relagdo ao segundo componente
principal, 7,40% da variagdo foi explicada pelo comprimento do IV pré-molar, da largura da caixa
craniana e do comprimento da série pré-molar. O terceiro, o quarto e o quinto componentes principais
expressaram, respectivamente, 5,74% (largura bimastéide), 4,69% (largura da bula e do frontal) e
4,11% (comprimento do IV pré-molar), e acumulam 79,84% da variagdo.

Este resultado demonstra a existéncia de dimorfismo sexual com relagdo ao primeiro
componente principal, ou seja, em fungdo do tamanho dos crdnios, jd com relagdo a forma,
representada pelo segundo componente principal, ndo hd diferenga significativa entre machos e
fémeas. Isto fica evidenciado na figura 2, os dois grdficos representam machos e fémeas
considerando os dois primeiros componentes principais, assim como através do grdfico de dispersdo
(Figura 3), que possibilita a visualizagdo de alguma diferenciagdo no primeiro eixo (1° CP), mas

nenhuma separagdo em relagdo ao segundo eixo (2° CP).

2a) 2b)
3,0 4.0
1 0: 1,3:

CP1
CP2

-3,0 T T | -4,0

machos  fémeas machos  fémeas

Figura 2: Box-plot demonstrando as variagdes dos dois primeiros componentes principais para
machos e fémeas de Ctenomys torguatus. Houve diferenga significativa em relagdo ao 1° componente
principal (2a), com machos maiores que fémeas, mas hdo houve em relagdo ao 2° componente principal
(2b).
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Figura 3: Grdfico de dispersdo de pontos dos dois primeiros componentes principais em relagdo
ao sexo em C. torguatus. Tridngulos representam fémeas e circulos representam machos.

Estas relagdes de dimorfismo sexual foram comprovadas através do teste-t. Considerando o
primeiro Componente Principal (1 ° CP) do conjunto de toda a amostra (fémeas + machos) houve
diferenga significativa entre os sexos (F=6,36; p<«<0,001, com machos maiores do que fémeas). Além
do primeiro componente principal, o terceiro e quarto também apresentaram diferengas
significativas (F=1,99; p<0,05, e F=2,38; p<0,05, respectivamente, sempre com machos maiores do
que fémeas), porém, com relagdo ao segundo e ao quinto componentes principais ndo houve diferenga
significativa (p>0,1).

A andlise discriminante empregada heste conjunto de dados determina que 57,5% dos cranios
estdo corretamente classificados com relagdo ao sexo, o que indica uma fraca diferenciagdo entre os
sexos com relagdo ao crdnio nesta espécie de tuco-tuco.

Considerando os grupos cromossomicos, 87% dos crdnios estdo corretamente classificados, e a
figura 4 representa os dois primeiros escores da andlise discriminante considerando os grupos
cromossomicos analisados. O primeiro escore demonstra uma sutil diferenciagdo dos individuos com
2n=46 em relagdo aos demais grupos cromossdmicos, jd o segundo escore demonstra clara separagdo
entre os individuos com 2n=44 oriundos do Uruguai e os demais crdnios analisados. A andlise de
varidncia (ANOVA) demonstrou haver diferenga significativa com relagdo a estes grupos para o

primeiro eixo discriminante (F=5,57, p<<0,001), e também para o segundo (F=16,93, p<<0,0001).
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Figura 4: Andlise discriminante considerando os dois primeiros escores em relagdo aos grupos
cromossdmicos com crdanios de machos e fémeas.

Fémeas

Considerando apenas as fémeas, a andlise dos componentes principais apresentou 56,23% da
variagdo no primeiro CP, e 7,89% com relagdo ao segundo CP, sendo esta variagdo explicada pelo
comprimento do IV pré-molar, da série pré-molar e da largura da caixa craniana. O terceiro, o quarto
e o quinto componentes principais expressaram, respectivamente, 6,21% (largura e comprimento da
bula), 5,33% (largura do frontal e comprimento do IV pré-molar) e 4,93% (largura do rostral), e
acumulam 77,62% da variagdo.

Com relagdo aos cariétipos, a variagdo do primeiro e do segundo componentes principais é
demonstrada na figura 5. A andlise de variancia (ANOVA) realizada exclusivamente para o conjunto
das fémeas apresentou diferenga tanto para o primeiro CP (F=5,47; p<0,001), quanto para o segundo
CP (F=11,38; p<««0,0001).

5a) 5b)

4,0-

1,39
0] % E

CP1
CP2

-3,0 T T T T T T 1 -4,0 T T T T T T
40 42 44 46 40 44u 40 42 44 46 40 44u

Figura 5: Box-plot com os grupos cromossomicos em relagdo ao primeiro (CP1) componente
principal (5a) e segundo (CP2) componente principal (5b), exclusivamente para fémeas.
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Devido & diferenca em relagdo ao ndmero amostral, foi realizada uma ANOVA excluindo os
individuos com 2n=40 de Itaqui e com 2n=42 do Alegrete. Esta nhova andlise dos dados apresentou
diferenga tanto para o primeiro CP (F=7,1; p<0,001), quanto para o segundo e para o terceiro CP
(F=15,7 e F=13,3; p<«0,0001, respectivamente). Verifica-se que no primeiro (Figura 6) e no terceiro
CP ha diferenciuagdo entre dois grupos: um formado por individuos com 2n=40 junto com 2n = 44, e
outro formado pelos grupos cromossdmicos 2n=46 e 2n=44 do Uruguai. Esta tendéncia foi
corroborada empregando o teste de Tukey-Kramer. Com relagdo ao segundo CP, a mesma divisdo foi

detectada, mas além desta, havia também uma separagdo entre 2n=46 e 2n=44u.

6a) 6b)
3,04 401

SEENEIOE
-3.07 77 T T ‘ -4.07

T T T T T T
40 44 46 44u 40 44 46 44u

Figura 6: Box-plot com os grupos cromossomicos em relagdo ao primeiro (CP1) componente
principal (6a) e segundo (CP2) componente principal (6b), excluindo os individuos com 2n=40 de Itaqui
e com 2n=42 do Alegrete, exclusivamente para fémeas.

O grdfico de dispersdo da figura 7 representa o resultado da andlise discriminante para os trés
primeiros escores. A andlise de discriminante determinou que 61,3% dos crdnios estdo corretamente
classificados com relagdo aos grupos cromossémicos, enquanto 78,97% estdo corretamente
classificados de acordo com as regides geogrdficas onde cada grupo populacional ocorre. Na figura 7
¢ possivel verificar, particularmente com relagdo ao primeiro escore, uma tendéncia de separagdo
dos cradnios dos individuos com 2n=44 provenientes do Uruguai (valores positivos) e de individuos com

2n=46 (valores positivos).
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Figura 7: Andlise de discriminante considerando os dois primeiros escores com relagdo aos
grupos cromossomicos, exclusivamente para fémeas.

A andlise de varidncia (ANOVA) demonstrou haver diferenga significativa entre os grupos

cromossdmicos para o primeiro CP (F=4,88, p«0,001) e segundo CP (F=10,88, p<<0,0001), e também
em relagdo ds localidades para o primeiro CP (F=5,57, p«0,001) segundo CP (F=16,93, p<«<0,0001). A

tabela 2 demonstra a classificagdo em relagdo aos grupos cromossémicos.

Tabela 2: Classificagdo correta dos crdnios de fémeas de £ torguatus em fungdo dos caridtipos.

2n 40 42 44 46 40Ttaqui  44Uruguai Total
40 40% - 5,9% - 13% - 16
42 - 50% - - - - 01
44 56% 50% 85,3% 28% 60% 15% 93
46 - - 4.4% 69% - - 25
40Itaqui - - - - 20% - 03
44Uruguai 4% - 4.4% 3% 7% 85% 17
Total 25 02 68 32 15 13 155

A figura 8 representa os grdficos de dispersdo considerando a andlise discriminante em relagdo

a trés grandes grupos em relagdo a distribui¢es geogrdficas de C. torguatus no Brasil (norte, oeste

e sul) e no Uruguai (leste e oeste). Os individuos do sul do Brasil demonstram um certo grau de

diferenciagdo quando analisado o primeiro escore.
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Figura 8: Andlises discriminantes considerando os dois primeiros escores com relagdo aos
grupos geogrdficos, exclusivamente para fémeas.

Apenas com os cranios de individuos com 2n=44, a andlise de componentes principais apresentou
49,24% da variagdo representada pelo primeiro CP, enquanto o segundo CP teve 8,06% da variagdo e
o terceiro CP teve 6,41%. O quatro CP e o quinto CP apresentaram 5,83% e 5,63%, respectivamente.
Estes cinco primeiros CP acumularam 75,18% de toda variagdo.

A andlise discriminante apresentou 89,0% de classificagdo correta considerando os exemplares
de 2n=44 no Brasil e Uruguai. Ja com relagdo ds localidades que possuem individuos com este nidmero

cromossomico, 80,1% dos crdnios foram corretamente classificados.

Localidades “ao sul”

Considerando apenas os crdnios de individuos do sul da distribuigdo geogrdfica de € torguatus
no Brasil (2n=44 e 2n=46) e no leste do Uruguai, a andlise de componente principal apresentou
50,47 % da variagdo representada pelo primeiro CP, enquanto o segundo CP teve 8,40% da variagdo e
o terceiro CP teve 7,30%, sendo o comprimento da bula, o didstema e o comprimento do IV pré-molar
responsdveis pela variagdo do segundo CP e a largura do rostro e o comprimento do IV pré-molar
responsdveis pela variagdo do terceiro CP. O quarto CP e o quinto CP apresentaram 5,00% e 4,46%, e
suas variagdes estdo relacionadas com a largura do rostral, e com a largura do frontal e o
comprimento do nasal, respectivamente. Estes cinco primeiros CP acumularam 75,84% de toda
variagdo.

Uma andlise de varidncia (ANOVA) entre os grupos cromossomicos do sul demonstrou haver
diferenga significativa entre eles para os trés primeiros CP (F=10,66; p<0,0001; F=13,12; p<0,0001;
F=9,71; p<0,001, respectivamente).
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O percentual de classificagdo correta foi 86,6% com relagdo aos grupos cromossdmicos e de
85,1% em relagdo as localidades. Os individuos com 2n=44 separam-se dos individuos com 2n=46, e os
trés exemplares do Uruguai estdo separados dos demais. Entre as localidades, os crdnios do Uruguai
(44u) sdo sempre diferentes dos demais, e uma separagdo entre as amostras com 2n=44 e 2n=46 do
Brasil pode ser verificada com relagdo ao segundo escore, onde também pode se verificar uma

tendéncia a diferenciagdo entre os exemplares de Pelotas e Candiota, ambos com 2n = 44 (Figura 9).
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Figura 9: Andlise de discriminante considerando os dois primeiros escores em relagdo aos grupos
cromossomicos (9a), em relagdo aos dois primeiros escores (9b) e ao segundo e terceiro escores (9c¢),
exclusivamente para fémeas das localidades ao sul da distribui¢do geogrdfica de Ctenomys torquatus.
*44u = 44 Uruguai
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Localidades “ao norte"

Considerando apenas os crdnios de individuos do norte da distribuicdo geogrdfica de C
torquatus no Brasil (todos com 2n=44), a andlise de componente principal apresentou 62,23% da
variagdo representada pelo primeiro CP, enquanto o segundo CP teve 8,14% da variagdo e o terceiro
CP teve 7,30%, sendo o comprimento da bula e o comprimento do IV pré-molar responsdveis pela
variagdo do segundo CP, e a largura do rostral e o comprimento do IV pré-molar e da série pré-molar
como os responsdveis pela variagdo do terceiro CP. O quarto CP e o quinto CP apresentaram 4,98% e
4,29%, e suas variagdes estdo relacionadas com a largura da caixa craniana, e com a largura do
frontal, respectivamente. Estes cinco primeiros CP acumularam 86,95% de toda variagdo.

Uma andlise de varidncia (ANOVA) entre os grupos de populagdes do norte demonstrou haver
diferenga significativa entre eles para os dois primeiros CP (F=7,32; p<0,01; F=7,45; p<0,001,
respectivamente). Na figura 10 verifica-se uma separagdo em relagdo ao primeiro escore entre as
localidades Santa Maria/Cachoeira do Sul, relativamente d oeste, e General Camara/Butid, sendo
estas mais a leste. Jd o segundo escore parece separar as localidades ao horte do rio Jacui
(Cachoeira do Sul e General Cdmara) das demais localizadas ao sul do Jacui (Santa Maria e Butid). O

percentual de classificagdo correta foi de 100,00%.
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Figura 10: Andlise de discriminante considerando os dois primeiros escores com relagdo as
localidades ao norte da distribui¢do geogrdfica de Ctenomys torquatus, exclusivamente para fémeas.
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Localidades “d oeste"”

Considerando apenas os crdnios de individuos do oeste da distribuigdo geogrdfica de C
torquatus no Brasil (2n=44, 2n= 42 e 2n=40) e do leste do Uruguai (2n=44), a andlise de componente
principal apresentou 61,25% da variagdo representada pelo primeiro CP, enquanto o segundo CP teve
7,61% da variagdo e o terceiro CP teve 6,05%, sendo o comprimento do IV pré-molar, largura do
frontal e do bimastéide os responsdveis pela variagdo do segundo CP e a largura bimastéide e do
comprimento do IV pré-molar os responsdveis pela variagdo do terceiro CP. O quarto CP e o quinto CP
apresentaram 5,70% e 3,99%, e suas variagdes estdo relacionadas com a largura frontal, e largura da
bula, respectivamente. Estes cinco primeiros CP acumularam 84,61% de toda variagdo.

A figura 11 demonstra um gradiente de diferenciagdo entre os grupos cromossémicos,
particularmente entre os individuos com 2n = 44 do Uruguai e os grupos do Brasil. Ja a figura 12
representa o grdfico de dispersdo dos crdnios, com maior diferenciagdo entre os individuos do
Uruguai e do Brasil (Figura 12a), e em menor grau, entre as localidades do Brasil (Figura 12b). O
percentual de classificagdo correta foi 77,1% em relagdo aos grupos cromossdmicos = !5 2% om

relagdo as localidades.
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Figura 11: Andlise de discriminante considerando os dois primeiros escores (11a) e o primeiro e
terceiro escores (11b) em relagdo aos grupos cromossdmicos a oeste da distribuigdo geogrdfica de
Ctenomys torquatus, exclusivamente para fémeas.

94



12q) 12b)

4,00 i
4 localidades
] 4,00
] 0 o wo (AD élegr%tet ] ° local
1,504 0o® o ©of - edno ] L3R 4 © Alegrete40
o 00 = @ Itaqui - A
4 [ee'S] . Omg g AP d Alegrete42
4 oS é%o% "aO aysandu 2,004 Pt O Alegreted4
- B E B Quarai ] . 5 & D. Pedrito
® i . AOG‘A - " B Rosario o ] A o m ltaqui
g 100 L & Salto ® 8 m "o "” e A Quarai
a ] . R R = Santana g 0007 ** 2o  Rosério
B - A O Uruguaiana ] ] Lz @ = Santana
E a B #go Om, o ® Uruguaiana
- a, 1 e o ©
3,50 4 . L
] * %0t -2,004 )
] ] a ®
6,004 T 4,004+
-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00 -6,00 -3,50 -1,00 1,50 4,00
Score2 Score2

Figura 12: Andlise de discriminante considerando dois escores com relagdo ds localidades a
oeste da distribuigdo geogrdfica de Ctenomys torquatus, exclusivamente para fémeas. Considerando
as populagdes a oeste do Uruguai (12a), e desconsiderando estes individuos com separagdo dos
individuos de Alegrete em fungdo do nimero cromossomico (12b).

A andlise de varidncia (ANOVA) entre os grupos cromossdomicos do oeste demonstrou haver
diferenga significativa entre eles com relagdo ao primeiro CP, ao segundo CP e ao terceiro CP
(F=3,92; p<0,01; F=13,63; p<0,0001; F=3,24; p<0,01, respectivamente). No segundo CP é possivel
detectar, a partir do Teste de Tukey-Kramer, a diferenciagdo entre os individuos com 2n=40, 2n=44
do Brasil e 2n=44 do Uruguai. Jd para o terceiro CP, a diferenga é restrita aos individuos com 2n=44
do Uruguai em relagdo dqueles com 2n=40 e 2n=44 do Brasil.

A ANOVA em relagdo ds localidades apresentou diferenga significativa para o primeiro CP
(F=2,95; p<0,01) e segundo CP (F=6,20; p<0,0001), e o grupo de individuos com 2n=40 do Alegrete

apresentou diferengas em relagdo aos individuos de Salto, Paysandu e Rosdrio.

Relacdo com as andlises moleculares

Os resultados obtidos a partir das andlises moleculares, tais como: o algoritmo de Monmonier
e a rede de haplétipos, forneceram evidéncias de que existem dois grandes clados (grupos) de
populagdes de C. torguatus que se encontram em duas regides geogrdficas distintas. Um clado (S)
agrupando as populagdes do extremo sul do Brasil e do nordeste do Uruguai, enquanto o outro clado
(T) é formado por todas as demais populagdes desta espécie ao longo de sua drea de ocorréncia no
Brasil e no Uruguai.

Este padrdo de diferenciagdo genética, com dois grandes grupos haplotipicos, pode ser

visualizado através de andlises cranianas empregando morfometria tradicional (Figura 13). A figura
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13 demonstra a separagdo entre as populagdes do sul do Rio Grande do Sul (figuras escuras) e as
demais populagdes da espécie em relagdo ao segundo eixo discriminante, enquanto o primeiro eixo

diferencia as populagdes do Brasil e do Uruguai (circulos com ponto no centro).
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Figura 13: Andlise discriminante com crdnios de fémeas de Ctenomys torguatus, em relagdo aos
hapldotipos, empregando morfometria tradicional. Representagdo dos haplétipos - “clado” (T): H2
(haplétipo mais amplamente distribuido), H1, H3, H4, H7 (centro e oeste do RS) e H13 (oeste do
Uruguai); e “clado” (S): H8, H9, H10, H11 (sul do RS) e H12 (leste do Uruguai).

Machos

Considerando apenas os machos, a andlise dos componentes principais apresentou 62,3% da
variagdo no primeiro CP, e 8,5% com relagdo ao segundo CP, sendo a variagdo explicada pela largura
da caixa craniana, do comprimento do IV pré-molar, da série pré-molar e a largura da bula. O
terceiro, o quarto, e o quinto componentes principais expressaram, respectivamente, 6,6% (largura
entre os meatos auditivos), 4,5% (largura do didstema e largura da bula) e 4,0% (comprimento do IV
pré-molar e largura do frontal), e acumulam 85,9% da variagdo.

A ANOVA para machos apresentou auséncia de diferenca significativa para o primeiro CP e o
terceiro CP (p>0,5), porém, houve diferenca significativa para o segundo CP (F= 3,21, p<0,05), com o
grupo de individuos com 2n=46 sendo diferente do grupo com 2n=44u e 2n=44.

As figuras 14 e 15 demonstram as variagdes entre os grupos cromossdomicos com relagdo ao
primeiro e ao segundo componentes principais. Tal como verificado entre as fémeas, hd uma

tendéncia a separagdo de dois grupos: um formado por individuos com 2n=40 junto com 2n=44, e
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outro formado pelos grupos cromossomicos 2n=46 e 2n=44 do Uruguai. Esta tendéncia foi
corroborada empregando o teste de Tukey-Kramer. Com relagdo ao segundo CP, a mesma divisdo foi

detectada, mas além desta, havia também uma separagdo entre 2n=46 e 2n=44u.
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Figura 14: Box-plot com os grupos cromossémicos. Ndo houve diferenga significativa em relagdo
ao primeiro (CP1) componente principal (14a), mas houve no segundo (CP2) componente principal (14b),
exclusivamente para machos.
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Figura 15: Box-plot com os grupos cromossémicos, excluindo os individuos com 2n=40 de Itaquie
com 2n=42 do Alegrete, exclusivamente para machos. Ndo houve diferenga significativa em relagdo
primeiro (CP1) componente principal (15a), mas houve no segundo (CP2) componente principal (15b).

Considerando apenas as localidades com mais de um cranio, a ANOVA demonstrou haver
auséncia de diferenga entre os grupos cromossdmicos com relagdo ao primeiro CP, mas houve
diferenga significativa em relagdo ao segundo e ao terceiro CP (F=3,23; p<0,05; F=7,21; p«0,001,

respectivamente).
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Considerando apenas as localidades com mais de um cranio, o percentual de classificagdo correta

foi 100% com relagdo aos grupos cromossémicos, e de 95,6% em relagdo as localidades

diferenciagdo ¢ visualizada nos grdficos das figuras 16 e 17.
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Figura 16: Andlise de discriminante considerando os dois primeiros escores (16a) e os escores 1
e 3 (16b) em relagdo aos grupos cromossomicos, exclusivamente para machos.
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Figura 17: Andlise de discriminante considerando os dois primeiros escores (17a) e os escores 1
e 3 (17b) em relagdo as localidades, exclusivamente para machos.

A andlise de discriminante demonstra graficamente que os machos com nimeros cromossomicos

diferentes agrupam-se com relagdo aos trés primeiros escores com relagdo das medidas

craniométricas analisadas. A mesma abordagem considerando as localidades com mais de um crdnio na

amostra demonstram que o primeiro escore agrupa as localidades ao sul e leste da distribuigdo

geogrdfica de um lado, e as localidades ao horte da distribui¢do do RS junto aos representantes do

oeste do Uruguai.
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DISCUSSAO

O dimorfismo sexual encontrado nesta espécie é comum ao género Ctenomys (Lacey et al,
2000) e pode estar de alguma forma associado a poliginia peculiar aos tuco-tucos (Fernandez-Stolz
et al, 2007), visto que, particularmente para os mamiferos, a auséncia de dimorfismo sexual em
relagdo ao tamanho pode estar relacionado com o comportamento monogdmico (Eisenberg, 1981). Por
outro lado, a existéncia de machos maiores do que fémeas pode ter relagdo com padrdo de selegdo
entre machos para acesso as fémeas, ou por territério.

Diferengas sexuais em relagdo a morfometria craniana tfambém foram analisadas por Langguth &
Abella (1970a) que, apesar de terem atribuido os resultados a C forquatus, sabemos pertencer
verdadeiramente a espécie C. pearsoni em fungdo das localidades de origem dos espécimens no
Uruguai: Limetas e Carrasco.

Neste mesmo estudo, Langguth & Abella (1970a) empregaram ndo apenas medidas lineares, como
também utilizaram indices para possibilitar uma andlise das proporgdes de tamanho. Os resultados
mostraram uma fregqiiéncia muito baixa de diferencas significativas entre os indices, o que levou os
autores a concluir que o dimorfismo sexual ocorre somente em relagdo ao famanho absoluto, e ndo em
relagdo as proporgdes. Da mesma forma, Freitas (1990) analisou trés espécies de Ctenomys (C.
flamarioni, €. minutus, C. lami) que ocorrem na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul e encontrou
maiores diferengas em relagdo a forma do que ao tamanho dos crdnios entre machos e fémeas. Por
outro lado, este estudo apresentou dimorfismo sexual em relagdo ao tamanho e ndo a forma dos
crdnios de C. torguatus.

Freitas (1990) ndo encontrou correlagdo entre caridtipo e fatores ambientais, mas sugere que a
morfometria craniana poderia estar relacionada a fatores ecoldgicos, pois foram encontradas
variagdes morfoldgicas associadas a distribuigdo geogrdfica e ndo as formas cromossdmicas das
espécies de tuco-tuco analisadas.

Andlises estatisticas univariadas entre os grupos cromossdmicos de C. forquatus detectaram
diferengas em relagdo ao tamanho do crdnio separando os individuos com 2n=46 dos demais, e forma
do crdnio separou os individuos com 2n=44 que ocorrem no Uruguai quando comparado com os grupos
que ocorrem no Brasil.

Freitas & Lessa (1984), utilizando exclusivamente morfometria craniana univariada para fémeas

de C torquatus, encontraram diferengas significativa apenas em uma das doze medidas lineares
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analisadas (tamanho total do crdnio) entre populagdes com 2n=44 e 2n=46 no sul do Brasil, e ndo
detectaram diferengas entre os individuos do Uruguai e do Brasil. O menor ndmero amostral
empregado por Freitas & Lessa (1984) pode explicar estas diferengas entre os resultados destes
dois estudos.

Os grupos cromossomicos de C. torguatus também apresentaram diferengas significativas nas
andlises multivariadas. Entre os quatro principais grupos é possivel encontrar uma diferenciagdo
entre aqueles individuos com 2n=40 e 2n=44 em relagdo aos grupos com 2n=46 e 2n=44 do Uruguai. E
estes dois dltimos grupos também possuem diferengas entre eles.

Analisando mais detalhadamente cada uma das regides dentro da drea de distribuigdo da
espécie podemos encontrar uma clara diferenciagdo entre grupos cromossomicos ho sul do Brasil.
Separadas pelo Canal de Sdo Gongalo estdo os individuos com 2n=46 e 2n=44, e também estdo
separados os individuos com 2n=44 de Cerro Largo, no Uruguai. Do ponto de vista das populagées
podem ser visualizadas diferengas entre os individuos de Candiota e as demais.

Ja entre os individuos com 2n=44 que ocorrem nho norte da distribui¢do geogrdfica da espécie
podemos visualizar algum grau de separagdo entre populagdes em relagdo a proximidade geogrdfica
(Santa Maria e Cachoeira do Sul x General Camara e Butid) para o primeiro escore da andlise
discriminante, e também em relacdo ao rio Jacui (sul - Santa Maria e Butid x General Camara e
Cachoeira do Sul), para o segundo escore da andlise discriminante. Por fim, as andlises entre os
grupos a oeste da distribuigdo geogrdfica demonstraram diferenciagdo entre as populagdes do
Uruguai e aquelas do Brasil (ambas com 2n=44).

Analisando detalhadamente uma zona hibrida de ¢ minutus, Marinho & Freitas (2000)
encontraram diferengas entre os individuos com nimero cariotipico intermedidrio (2n=47) em relagdo
aos dois grupos parentais (2n=46 e 2n=48), e as fémeas com 2n=48 eram, em média, maiores do que
as fémeas com 2n=46.

O padrdo encontrado para € minutus foi encontrado também em C. torguatus, ja que em uma
andlise inicial os individuos que tém origem em Alegrete ndo demonstram grandes diferenciagdes,
porém, quando analisado mais detalhadamente, no dmbito regional, pdde-se verificar uma tendéncia
evidente a separagdo entre individuos com 2n=40, 2n=42 e 2n=44 naquela localidade.

Searle & Thorpe (1987) realizaram andlises multivariadas para verificar possiveis diferengas
morfoldgicas em mandibulas de ragas cromossémicas de roedores da espécie Sorex araeus. A andlise

candnica mostrou auséncia de separagdo entre as ragas cromossomicas, mas houve uma evidente
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diferenciagdo geogrdfica entre os individuos analisados. As populagdes das ragas localizadas ao sul
separaram-se das do norte, sugerindo que as diferengas da morfologia mandibular estdo mais
correlacionadas com a distribuigdo geogrdfica do que com as ragas cromossdmicas. Outros estudos
também demonstraram maiores associagdes entre as variagées na morfologia craniana e o aspecto
geogrdfico do que com os polimorfismos cromossémicos, tais como Chondropoulos et a/. (1996) com
Mus musculus domesticus, e Burns et al. (1985) com Geomys bursarius e Geomys lutescens. Porém,
Mdrquez et al (2000) sugeriram estreita relacdo entre variagSes cranianas e diferengas
cromossomicas em Oryzomys albigularis.

Neste estudo craniométrico de C torguatus foram realizadas comparagdes entre grupos
cromossomicos e populagdes empregando métodos de estatistica univariadas e multivariadas para
analisar diferengas no tamanho e na forma dos cranios. Os resultados obtidos sugerem a ocorréncia
de variagdes morfoldgicas associadas ao sexo, demonstrado pelo dimorfismo sexual, associado a
variagdo cromossomica e aos extremos da variagdo geogrdfica destas populagées.

As andlises dos cranios considerando os grupos cromossdémicos demonstraram diferenciagdo das
populagdes com 2n=44 oriundas do Uruguai em relagdo ds demais populagdes. Muito embora nenhuma
barreira geogrdfica aparentemente separe as populagées com 2n=44 no Brasil e no Uruguai, as
caracteristicas populacionais inerentes a estes roedores tais como baixa vagilidade, distribuigdo
espacial em manchas (fuqueiras) e filopatria (Reig et al, 1990) proporcionam o isolamento de
populagSes e conseqiientemente possibilita diferenciagées em diferentes niveis, sejam citogenéticos
ou mesmo craniométricos.

Da mesma forma, as populagdes com 2n=46 isoladas das demais populagées da espécie pelo Canal
de Sdo Gongalo, no extremo sul do Rio Grande do Sul, apresentaram uma tendéncia a diferenciagdo
com relagdo as demais populagdes.

As andlises das variagdes craniométricas para cada uma das regides geogrdficas onde se
distribuem as populagdes de C. forguatus possibilitaram uma melhor visualizagdo dos agrupamentos
populacionais que se formam nesta espécie. Isto nhos possibilita propor que realmente as
caracteristicas bioldgicas da espécie sejam responsdveis pelas diferenciagdes cranianas encontradas
neste estudo. E que as variagdes morfométricas estdo mais relacionadas ao aspecto geogrdfico do
que ds variagbes cromossomicas.

Os grupos populacionais analisados regionalmente demonstram que as populagdes do sul e do

norte da distribui¢do geogrdfica de €. torquatus no Rio Grande do Sul corroboram a proposta de
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diferenciagdo populacional devido ds peculiaridades ecoldgicas e de estrutura populacional da
espécie. Apenas as populagdes a oeste ndo estdo tdo diferenciadas entre si, mas talvez este fato
esteja relacionado ao menor nimero amostral de algumas localidades desta regido analisadas ou
mesmo devido ao processo de diferenciagdo menos intenso entre estas populagdes.

Freitas (2005) analisou crdnios de 15 espécies de tuco-tuco e concluiu que o género Ctenomys
apresenta uma grande uniformidade na forma do crdnio e poucas sdo as caracteristicas que podem
revelar algum grau de variabilidade entre as espécies deste género, dentre estas, principalmente o
tamanho do crdnio pode ser considerado como sendo informativo sob o ponto de visto da estrutura
craniana.

Este fato sugere que a evolugdo cromossdmica entre os tuco-tucos teria sido muito rdpida, com
pouco tempo para diferenciagdes na forma ou no tamanho do crdnio. Outras caracteristicas
morfoldgicas também apresentaram pouca variagdo entre os membros deste género, tais como:
morfologia do dente molar (Freitas, 2005), estrutura peniana (Balbontin et al, 1996), ADN
mitocondrial (Lessa & Cook, 1998; Cook & Lessa, 1998; Mascheretti et al., 2000), e estrutura do
espermatozéide (Feito & Gallardo, 1982; Vitulo et a/,, 1988; Freitas, 1995b).

Paradoxalmente, as andlises intraespecificas realizadas até entdo possibilitaram detectar
diferenciagdes na morfologia craniana destas espécies, ndo apenas do ponto de vista cromossémico
como também geogrdfico, tal como apresentado por Freitas (2005) para €. minutus, e também entre
0s grupos cromossomicos e populagdes de C. torguatus neste estudo.

Estes resultados revelam a importancia da morfometria tradicional, sendo este, portanto, um
conjunto de técnicas que ndo deve ser substituido, mas incluido, em estudos que tenham por objetivo

avaliar niveis de diferenciagdo populacional e de evolugdo craniana (dos Reis, 1990).
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Apéndice I - Lista de espécimes examinados: Nimero no mapa da figura 1 no capitulo 3, 2n
(ndmero dipldide), localidade e nimero de colegdo.

N°mapa 2n Localidade N° de colegdo
12 40 Alegrete f. TR917, 939, 959, 963, JR322, 323, 324, 325, 333, 334, 399, 400, 413,
416/m. TR960, 964, JR320, 321, 323, 397, 398, 401, 412
12 44 Alegrete f. TR941, 942, 945 / m. TR940, 943, 944
12 42 Alegrete f. TR965, 966 / m. TR964, 1038
4 44 Candiota f. TR 177,178, 179, 180, J180, 181, 183, 207, 208, 210, 211, 212, 214, 215,
216, 218, 219, 222 / m. J209, 213, 217
6 44 Butid f. TR289, 594, J131, 170, 199, 201, 204, 205, JR591, 592, 593, 594, 595
* 44 Candeldria m. MNHNA1885
9 44  Cachoeira Sul f. TR921, 922,923, 924
5 44 Dom Pedrito f. TR903, 904 / m. TR906
8 44 Gel. Cdmara f. TR902, J238, 239 / m.TR900, 901, J237
13 40 Ttaqui f. TR592, 593, 597 / m. TR956
3 44 Pelotas f. TR366, 368, 371, 374, 580, 585, 586, 598, 599, 600, 610, 618, 619,

209, J228, 229, 230, 231, M1038, 1039, 1048, 1051 / m.TR367, 370, 372,
373,590, 596, 620, J140, 141, 226

15 44 Quarai f. TR912 / m. TR911

11 44  Rosdrio do Sul f. TR931, 932, 935, 936,938 / m. TR933, 934, 937

10 44 Sta Maria f. TR926, 927, 928, 929, 930

16 44 S, Livramento f. TR908, 909 / m. TR910

14 44 Uruguaiana f. TR954 / m.TR955

2 46 Rio Grande f. TR603, 605, 609, 582, 589, 591, 593, 946, 948, 949, 212 / m. TR404,
595, 947, 950, 951

1 46 Taim f.TR57,71,72,73,87,577,578,579, 583, 584, 587, 592, 602, 604,

608, 614 / m. TR70, 86, 575, 617

17 44 Cerro Largo f. MNHNTIA 1809, 2474 / m. MNHINA 1810, 2026, 2623

19 44 Paysandu f. MNHINA 2256, 2266, 2291, 2309, 2310, 2318, 2327/m. MNHINA 2317

20 44 Salto f. MNHINA 1872, 1873, 1874, 2251, 2255, 2262 / m. MNHINA 1870,

2247,2254

*f . fémeas; m.: machos

*colegdes de mamiferos das seguintes instituicées:
- Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, UFRGS, Porto Alegre, Brasil: TR, J, JR.
- Museu Nacional de Histéria Natural e Antropologia, Montevideo, Uruguai - MUNHINA.
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8. VARIABILIDADE CRANIANA DE Ctenomys torguatus (RODENTIA: CTENOMYIDAE)
SOB O PONTO DE VISTA DA MORFOMETRIA GEOMETRICA

INTRODUCAO

Os roedores subterrdneos do género Ctenomys sd@o reconhecidamente um exemplo de um
espetacular processo de especiagdo em fungdo dos seus rearranjos cromossémicos. A adaptagdo ao
hdbitat fossorial, com poucas variagbes fisioldgicas, fisicas e ecoldgicas, estd associada ao
expressivo processo de radiagdo destes roedores com a consegiiente ocupagdo de diversos ambientes
ao longo da porgdo sul da regido Neotropical, ocorrendo desde o sul do Peru até o extremo sul do
continente Americano, e desde o hivel do mar até a regido dos Andes (Reig et a/., 1990).

Contrastando com as grandes variagSes cariotipicas, ambientais e de tamanho corpdreo
(podendo variar desde 100g em C. chasiguiensis até mais de 1000g em C. conoveri), os tuco-tucos
apresentam a forma do crdnio relativamente conservada (Vassallo, 1998). Até entdo, a mais relevante
diferenciagdo entre espécies deste género refere-se ao dngulo de procumbéncia dos dentes
incisivos, possivelmente uma caracteristica relacionada ao modo de escavagdo com auxilio dos dentes
("chisel tooth") muitas vezes utilizados por estes roedores (Mora et a/., 2003).

Comparando-se com o grau de conhecimento adquirido em relagdo aos aspectos citogenéticos,
ecoldgicos, fisioldgicos e de biologia evolutiva de roedores subterrdneos (Lacey et a/, 2000), a
evolugdo da morfologia craniana dos tuco-tucos em relagdo a forma e tamanho tem sido subestimada
e pouco estudada. Apesar de alguns estudos empregando morfometria tradicional (Freitas & Lessa,
1984; Gardner, 1991; Marinho & Freitas, 2000; Freitas, 2005; Massarini & Freitas, 2005), apenas
recentemente foram realizados alguns trabalhos investigando variagdes intra e interespecificas
utilizando morfometria geométrica (Fornel, 2005; D'Anatro & Lessa, 2006; Fernandes et al, no
prelo).

A descrigdo dos padrdes de variagdo dos caracteres morfoldgicos e morfométricos entre
populagdes é fundamental para se definir possiveis unidades evolutivas independentes. Para tal
identificagdo € necessdrio investigar tais unidades evolutivas em grupos de populagdes que
compartilhem tragos morfoldgicos em um determinado espago geogrdfico (dos Reis et a/, 2002) ou

em fungdo de alguma caracteristica bioldgica que lhes caracterize. Informagées que possibilitem o
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reconhecimento de unidades evolutivas tém sido classicamente obtidas a partir de andlises da
variagdo na forma do cranio, visto ser esta uma estrutura que estd relacionada com todo aparato
mastigatério, assim como com o cérebro e drgdos dos sentidos (Voss et a/, 1990; Hanken &
Thorogood, 1993). Uma questdo abordada em estudos de variagdo geogrdfica baseados em morfologia
craniana ¢ a de como observar padrées de variagdo na forma do cranio considerando a organizagdo e
estrutura desta variagdo dentro e entre populagdes. Tradicionalmente, estas andlises foram
realizadas utilizando ferramentas de estatistica multivariada em medidas de distdancias dos
tamanhos. Porém, recentemente, uma abordagem estatistica bastante robusta e Gtil para descrever
a organizagdo morfoldgica e as mudangas em estruturas morfoldgicas complexas, tal como um crénio,
vem sendo empregada a partir do desenvolvimento de ferramentas estatisticas de morfometria
geométrica (Rohlf & Marcus, 1993; Bookstein, 1996; Rohlf, 1996; Rohlf, 2000; Monteiro et a/., 2000;
Cordeiro-Estrela et al., 2006).

A morfometria geométrica se propde a estudar as variagdes has formas, e suas covariancias com
outras varidveis de interesse, para responder determinadas questdes (Bookstein, 1991; Dryden &
Mardia, 1998). Esta abordagem visa obter e utilizar informagdes das covariagdes espaciais entre
marcos anatdmicos (Rohlf & Marcus, 1993). Esta técnica ndo apresenta restrigdes em relagdo a
variagdes ha diregdo ou na localizagdo das mudangas de forma, além de ser bastante efetiva em
obter informagdes significativas com reagdo a forma dos organismos. Esta metodologia possibilita a
descrigdo da forma de uma determinada estrutura utilizando um conjunto de varidveis que podem ser
utilizados para testar hipdteses estatisticamente, e ainda gerar representagbes grdficas das
diferencas na forma, conhecidas como deformacdes (Adams, 1999). Desta forma, a morfometria
geométrica é considerada mais robusta do que a morfometria tradicional em estudos relacionados
com a forma e o tamanho, além de possibilitar a visualizagdo das diferengas com relagdo a forma.

Neste estudo, a morfometria geométrica e as técnicas para reconhecimento de padrées sdo
utilizadas a partir de informagdes obtidas das vistas dorsal, ventral e lateral do crdnio de Ctenomys
forquatus com vistas a analisar possiveis variagdes intraespecificas na forma e no tamanho nesta
espécie. Estas variagdes foram analisadas em relagdo ao dimorfismo sexual, a variabilidade
cromossdmica, particularmente entre populagdes com 2n=44 e 2n=46, populagdes com 2n=44 e 2n=40,
e entre populagdes com 2n=46 e 2n=44 que ocorrem no Brasil e aquelas com 2n=44 que ocorrem no
Uruguai, e ainda em relagdo das variagdes geogrdficas interpopulacionais, considerando aspectos

ecoldgicos, principalmente, e possiveis barreiras geogrdficas entre as populagdes. Além disso,
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procurou-se determinar se o uso integrado das trés vistas do crdnio é mais informativo do que a
utilizagdo de cada uma delas independentemente, e neste caso, qual das trés vistas seria mais
informativa.

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi realizar uma andlise da variagdo craniana de C

torquatus empregando métodos de morfometria geométrica.

MATERIAIS E METODOS

Obtengdo da amostra

Foram examinados 204 espécimens adultos de Ctenomys torguatus que se encontram
depositados na colegdo de mamiferos do Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil, e os espécimes provenientes do
Uruguai pertencem ao Museu Nacional de Historia Natural e Antropologia, de Montevidéo. Os
ndmeros de colegdo dos individuos estdo listados no apéndice 1. Todos os roedores foram
identificados em relagdo ao seu ndmero dipldide e representam as dreas de coleta discriminadas na
Figura 1.

Os grupos cromossdmicos utilizados nas andlises intraespecificas foram definidos pela
diferenga em relagdo aos seus nimeros diploides: 2n=40, 2n=44 e 2n=46. A distingdo entre
populages com 2n=44 com ocorréncia ho Rio Grande do Sul e aqueles do Uruguai (2n=44u) foi
realizada em fungdo de andlises prévias que demonstraram variagdes considerdveis entre estes dois

grupos.
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Figura 1. Mapa com as localidades de coleta de cranios de Ctenomys torguatus utilizados neste
estudo. A numeragdo representa as localidades de coleta: 1-Taim (2n=46), 2-Rio Grande (2n=46), 3-
Pelotas, 4-Candiota, 5-Dom Pedrito, 6-Butid, 7-General Camara, 8-Cachoeira do Sul, 9-Santa Maria,
10-Rosdrio do Sul, 11a-Alegrete, 11b-Alegrete (2n=40), 12-Itaqui (2n=40), 13-Uruguaiana, 14-Quarai,
15-Santana do Livramento, 16-Cerro Largo, 17-Salto, 18-Paysandu. Todas as localidades apresentam
individuos com 2n=44, exceto aquelas que tem o nimero dipléide entre parénteses.

Morfometria geométrica

Cada cranio foi fotografado nas vistas dorsal, ventral e lateral com uma camera digital com 3.1
megapixels de resolugdo (2048 x 1536), gentilmente cedida por Rodrigo Fornel. Foram definidos 29
marcos anatdémicos para a vista dorsal, 30 para a vista ventral, e 21 para a vista lateral. A Figura 2
demonstra a localizagdo de cada um dos marcos anatdmicos utilizados neste estudo, e o apéndice 2
descreve a localizagdo destes marcos. As coordenadas para cada marco anatémico foram obtidas com
o programa tpsDig 1.40 (Rohlf, 2004). Posteriormente, estas coordenadas foram sobrepostas

utilizando a andlise generalizada de Procrustes - GPA (Dryden & Mardia, 1998). O tamanho de cada
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crdnio foi estimado pelo tamanho do centrdide, sendo este, a raiz quadrada do somatério dos

quadrados das distdncias entre cada marco anatdmico e o centréide da forma (Bookstein, 1991).

Andlises estatisticas

As andlises relativas ao tamanho dos crdnios foram realizadas entre os sexos e os grupos
cromossomicos com andlise de varidancia (ANOVA) com duas entradas (sexo e grupo cromossdmico) e
as diferencas entre os grupos foram visualizadas através de box plots e do Teste de Tukey. Andlises
de componentes principais (PCA) foram realizadas utilizando-se a matriz de variancia-covaridncia da
sobreposigdo dos residuos dos quadrados minimos generalizados (GLS). Os componentes principais da
matriz de covaridncia dos residuos foram utilizados como as novas varidveis de forma para reduzir a
dimensionalidade dos dados e possibilitar a andlise de varidveis independentes.

As matrizes dos escores de PCA para cada uma das vistas analisadas (dorsal, ventral e lateral)
foram reunidas em uma Unica matriz. A andlise de componentes principais foi utilizada como técnica
exploratéria para melhor interpretar os dados a serem analisados (Baylac et a/, 2003; Cordeiro-
Estrela et a/ 2006). A fim de escolher o nimero de componentes principais a ser utilizado na andlise
discriminante, foram gerados os percentuais de classificagdo correta para cada combinagdo de
componentes principais (Baylac & Friess, 2005). Foram selecionados, portanto, o grupo de
componentes principais com o mais alto percentual de classificagdo em um menor nimero de
componentes. Empregou-se um procedimento de validagdo cruzada que possibilita uma estimativa ndo
tendenciosa do percentual de classificagdo como proposto por Baylac & Friess (2005). A validagdo
cruzada é no procedimento de classificagdo da andlise de discriminante. O processo consiste na
retirada de um espécime e todos os dados sdo utilizados para calcular a fungdo discriminante, com
excegdo de um. Posteriormente, o espécime ¢ re-inserido na andlise e outro é retirado. Este
procedimento é repetido diversas vezes e sdo computados os valores de erro médio na classificagdo
dos individuos, e também a probabilidade de cada membro pertencer ao seu grupo previamente
identificado (Cordeiro-Estrela et al, 2006).

Diferengas na forma entre sexo e entre grupos cromossdmicos, além da interagdo entre eles,
foram testadas através de andlises mdltiplas de variancia (MANOVA). Da mesma forma foram
analisadas diferengas entre grupos de populagdes em fungdo de suas localizages geogrdficas,

considerando como um grupo as populagdes do centro do Rio Grande do Sul, outro grupo formado
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pelas populagdes do oeste do Estado, e um terceiro com aquelas do extremo sul do Brasil, além de um
quarto grupo com os individuos oriundos do Uruguai.

Foram testadas ainda as comparagbes entre médias dos grupos cromossémicos e dos grupos
populacionais, par a par, utilizando MANOVA com corregdo de Bonferroni.

A visualizagdo das diferengas entre as formas dos crdnios foi analisada em relagdo ao sexo, e
também em relagdo aos grupos cromossdmicos, através de regressées multivariadas dos eixos
discriminantes da varidvel da forma, para cada uma das trés vistas.

As distancias de Mahalanobis foram calculadas e através de drvores de neighbor-joining foram
visualizadas as relagées morfoldgicas entre os grupos cromossémicos e as localidades (populagdes).
Entre os grupos cromossdmicos foram calculadas também as distdncias de Procrustes.

Foi realizado o teste de Mantel para analisar a significdncia da correlagdo entre as distdncias
morfoldgicas (Mahalanobis) e geogrdficas entre os pares de populagbes de fémeas de C. torguatus.

A partir da detecgdo do dimorfismo sexual, todas as andlises foram realizadas exclusivamente

com os crdnios das fémeas.

Informagdes das diferentes vistas do cranio

A aquisigdo de marcos anatdmicos para andlises de morfometria geométrica craniana é
geralmente realizada pelo cdlculo das coordenas cartesianas a partir de fotografias dos cranios dos
espécimens analisados. A redugdo destas estruturas tridimensionais para planos bidimensionais faz
com que sejam hecessdrias andlises de diferentes vistas separadamente. Diversos estudos tém
demonstrado que as informagdes obtidas a partir das diferentes vistas dos crdnios dos roedores sdo,
de modo geral, bem semelhantes, mas ndo na mesma magnitude (Corti & Rohlf, 2001; dos Reis et al,
2002; Nicola et al., 2003; Fernandes et al., no prelo). A vista lateral parece ser mais informativa do
que a vista dorsal e a ventral para discriminar diferengas em cranios de roedores (dos Reis, 1990;
dos Reis et al, 2002; Fornel, 2005; D'Anatro & Lessa, 2006). Porém, a obtengdo de informagdes a
partir da andlise das trés vistas de forma integrada permanece pouco investigada, e a morfometria
geométrica é uma ferramenta que propicia este tipo de abordagem integrativa. Com o objetivo de
comparar as diferentes informagdes oriundas destes trés tipos de vista, foram comparados os
percentuais de classificagdo correta para sexo e grupo cromossémico para cada uma das trés vistas
separadas e integradas, e também foram analisados os percentuais dos dois primeiros eixos

discriminantes.
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Figura 2. Configuragdo de marcos anatdmicos no cranio de Ctenomys torquatus para as vistas
dorsal, ventral e lateral (arte Rodrigo Fornel).
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Para todas as andlises estatisticas e graficos gerados foi utilizada a linguagem “"R" no ambiente
Linux (R Development Core Team, http://www.R-project.org) e as seguintes bibliotecas: MASS (Venables
& Ripley, 2002), APE versdo 1.8-2 (Paradis et al., 2006), ade4 versdo 1.4-5 (Chessel et al., 2007). Os
procedimentos de morfometria geométrica foram realizados com a utilizagdo do pacote Rmorph
(Baylac, 2006): uma biblioteca para andlises de morfometria geométrica e multivariada gentilmente

cedida pelos Drs. Pedro Cordeiro-Estrela e Michel Baylac.

RESULTADOS

Diferengas no tamanho do centrdide

Através do teste de ANOVA foi verificada diferenca significativa em relagdo ao tamanho do
centréide entre os sexos, mas ndo entre os grupos cromossdmicos. O dimorfismo sexual apresentou
diferenga significativa para as trés vistas do crdnio analisadas: dorsal (F=29,3; p«0,001), ventral
(F=26,0; p<««0,001) e lateral (F=25,9; p«0,001), com os machos, em média, maiores do que as fémeas.
Porém, com relagdo aos grupos cromossémicos, henhuma das vistas apresentou diferenga significativa
(p>0,1), considerando machos e fémeas juntos. A Figura 3 apresenta a distribui¢do dos tamanhos do
centréide para as vistas dorsal (a), ventral (b) e lateral (c), respectivamente, entre os sexos e os
grupos cromossomicos.

Em fungdo do dimorfismo sexual verificado, foram realizadas novas andlises para testar
diferengas entre os tamanhos dos crdnios em relagédo aos grupos cromossdmicos considerando apenas
as fémeas. Nesta andlise, as vistas dorsal e ventral ndo apresentaram diferengas significativas
(p>0.1), porém, para a vista lateral registrou-se diferenga significativa (p=0,03). Em virtude desta
diferenga significativa foi realizado o teste de Tukey para a vista lateral. Este teste registrou
diferenga significativa somente entre os individuos com 2n=46 e os individuos com 2n=40 e 2n=44 no

Brasil.
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a)

FA0 M40  F44 M44  Fa4u Ma4u  Fa6  M46

b)

F40 M40 F44  M44 F44u M44u F46  M46

c)

F40 M40 F44  M44 Fa4u M44u F46  M46

Figura 3. "Box plot" apresentando a distribuigdo do tamanho do centrdide para a vista dorsal (a),
ventral (b), e lateral (c) do crdnio de C forquatus, considerando os grupos cromossomicos (2n=40,
44,46 e 44 do Uruguai) por sexo (macho=M e fémea=F).
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Em relagdo aos grupos populacionais (sendo cada populagdo representada por individuos de uma
das localidades de coleta) também foi verificada diferenca significativa através de ANOVA para as
trés vistas do crdnio das fémeas (p<0,01), porém o teste de Tukey ndo determinou um padrdo relativo
a uma populagdo em especifico, ou seja, nenhuma populagdo apresentou-se sistematicamente

diferente das demais para as trés vistas com relagdo ao famanho do cranio.

Diferengas na forma dos crénios de machos e fémeas

O teste de MANOVA indicou que a forma do crdnio difere significativamente entre os sexos
para as vistas dorsal (Wilks' lambda=0,26; F=5,6; p«0,001), ventral (Wilks' lambda=0,24; F=9,3;
p<«0,001) e lateral (Wilks' lambda=0,10; F=15,0; p<«<0,001).

Percentual de classificacdo & Andlises discriminantes

A percentagem de classificagdo correta foi maior para fémeas do que para machos. Enquanto os
percentuais de classificagdo correta variaram entre 94,0% (vista lateral) e 96,7% (ventral) para as
fémeas, entre os machos estes valores foram sempre menores do que 55,6%. Estes resultados
conduziram a utilizagdo exclusivamente das fémeas para as demais andlises realizadas.

As trés vistas analisadas de forma integrada ndo demonstraram melhores resultados do que as
vistas analisadas separadamente para as fémeas (94,0%), porém, para machos, houve um incremento
no percentual de classificagdo (64,8%) em relagdo as andlises de cada vista separadamente (Tabela
1).

Tabela 1. Percentagem de classificagdo para os crdnios de machos e fémeas de Ctenomys
torquatus nas trés vistas separadamente e integradas.

Fémeas Machos
Dorsal 95,3 37,0
Ventral 96,7 44 4
Lateral 94,0 55,6
3 vistas 940 64,8

Os percentuais de classificagdo correta para as trés vistas em relagdo aos grupos
cromossomicos apresentaram-se sempre maiores do que 60%. A vista dorsal apresentou, em média,
os melhores percentuais para todos os grupos cromossémicos, enquanto os menores percentuais
foram registrados para a vista lateral. Os individuos com 2n=44 apresentaram, em média, os

melhores percentuais de classificagdo entre os grupos cromossomicos para as trés vistas. As andlises
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integradas das trés vistas ndo apresentaram valores melhores do que as andlises das vistas

separadas (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de correta classificagdo dos crdnios das fémeas em relagdo aos grupos
cromossdmicos de C. torguatus no Brasil (2n = 40, 44, 46), e no Uruguai (2n = 44u).

2n =40 2n = 44 2n = 444 2n =46
Dorsal 70,6 90,0 93,3 78,6
Ventral 58,8 93,3 86,6 714
Lateral 70,6 92,2 53,3 60,7
3 vistas 647 877 93,3 67,9

A figura 4 demonstra certa sobreposigdo em relagdo aos grupos cromossdmicos (2n=40, 2n=46,
2n=44 do Brasil e 2n=44u do Uruguai) nos grdficos das andlises discriminantes para as trés vistas
separadas e integradas dos crdnios de C. torguatus. No primeiro eixo discriminante vé-se pouca
variagdo entre os grupos cromossdmicos. Porém, em relagdo ao segundo eixo discriminante, os
individuos com 2n=46 e 2n=44 do Uruguai encontram-se separados nas quatro andlises, embora ambos
tenham alguma sobreposigdo em relagdo aos grupos com 2n=44 e 2n=40. Estes, por sua vez, estdo

sobrepostos em todos os grdficos em relagdo ao segundo eixo discriminante (Figura 4).
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Figura 4a e 4b. Andlises discriminantes entre grupos cromossdmicos de fémeas de Ctenomys
torquatus para a vista dorsal (a) e ventral (b).
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Figuras 4c e 4d. Andlises discriminantes entre grupos cromossdémicos de fémeas de Ctenomys
torguatus para a vista lateral (c) e para as trés vistas integradas (d).
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Considerando todas as populagSes analisadas e estabelecendo um agrupamento geogrdfico, ou
seja, reunindo as populagdes que ocorrem no sul (Taim, Rio Grande, Pelotas, Candiota, Dom Pedrito),
no oeste (Itaqui, Uruguaiana, Quarai, Santana do Livramento, Alegrete e Rosdrio do Sul) e ho centro
(Santa Maria, Cachoeira do Sul, Butid e General Camara) do Rio Grande do Sul, e ainda as que
ocorrem no Uruguai (Cerro Largo, Salto e Paysandu), foi possivel encontrar um padrdo de
distribuigdo geogrdfico considerando os dois primeiros eixos discriminantes para as vistas dorsal e
lateral (Figura 5).

Os grdficos destas andlises por agrupamentos geogrdficos demonstram que as populagdes que
ocorrem abaixo do Escudo Sul-Riograndense (localidades ao sul do Rio Grande do Sul) encontram-se
separadas daquelas que ocorrem no centro e no oeste, principalmente em relagdo ao primeiro eixo
discriminante, apesar de haver alguma sobreposigdo. Da mesma forma, é possivel verificar a
separagdo das populagées do Uruguai em relagdo as demais, apesar da sobreposigdo com alguns
individuos do oeste do Rio Grande do Sul ha vista dorsal (Figura 5).

A vista dorsal é a que demonstra de forma mais clara um padrdo de separagdo geogrdfica
considerando os dois primeiros eixos discriminantes. A figura 5 apresenta as populagdes dos trés
grupos: Uruguai, centro e sul da distribuigdo da espécie no Rio Grande do Sul, bem separadas entre
si, formando trés grupos sem qualquer sobreposi¢do, enquanto os individuos do oeste hdo
demonstram uma diferenciagdo evidente em relagdo a nenhum dos outros grupos (Figura 5).

A vista lateral também apresenta semelhante padrdo de separagdo em relagdo aos dois
primeiros eixos discriminantes, porém, demonstra sobreposi¢do entre as populagdes do centro e
oeste do Rio Grande do Sul (Figura 5).

Estes padrdes que foram verificados para as vistas dorsal e lateral das fémeas de C. torguatus
ndo foram detectados para a vista ventral, na qual todas as populagées encontram-se sobrepostas

quando analisados os dois primeiros eixos discriminantes (dados ndo apresentados).
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Figura 5: Andlises discriminantes entre grupos populacionais de fémeas de Ctenomys torguatus
reunidos geograficamente para a vista dorsal (a) e lateral (b).
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Diferengas na forma dos cranios entre os grupos cromossémicos

O teste de MANOVA indicou que a forma do cranio difere significativamente entre os grupos
cromossomicos para as vistas dorsal (Wilks' lambda=0,67; F=4,7; p«0,001), ventral (Wilks'
lambda=0,77; F=4)5; p«0,001) e lateral (Wilks' lambda=0,70; F=55; p<«0,001). A interagdo entre
sexo e grupo cromossomico ndo foi significativa (p>0,1) para todas as vistas analisadas.

As andlises de MANOVA apresentaram diferengas significativas (p<0,001 - considerando os
valores de significancia ajustados pela corregdo de Bonferroni) para as comparagdes entre todos os
pares de grupos cromossomicos (Tabela 3) e entre as populagSes agrupadas em regides geogrdficas:
oeste, sul e centro do Rio 6rande do Sul, e Uruguai (Tabela 4) em relagdo as trés vistas do crdnio de

fémeas de C. torguatus.

Tabela 3. Valores de Wilks' Lambda (1), andlise de variancia mdltipla (F) e p (com ajuste de
Bonferroni) entre os pares de grupos cromossémicos em relagdo a MANOVA para as vistas dorsal,
ventral e lateral. Valores de significancia, apés ajuste de Bonferroni: * = p<0,001.

2n =40 2n=44 2n = 44y
Dorsal 2=0.6084 F=7.8837 * - -
on = 44 Ventral 1=0.6914 F=3.4961 * - -
Lateral 1=0.5976 F=11.2249 * - -
Dorsal 1=0.2465 F=7.4720 * 2=0.3967 F=6.0096 * -
2n = 444 Ventral 1=0.1564 F=9.8036 * 2=0.4277 F=6.8491 * -
Lateral 2=0.1206 F=3.4737 * 2=0.4951 F=48731* -
Dorsal 1=0.2122 F=7.9553 * 2=0.4235 F=5.8774 * 2=0.1718 F=17.6701 *
2n = 46 Ventral 1=0.2616 F=4.4826 * 2=0.5233 F=10.9327 * 2=0.1765 F=9.3342 *
Lateral 2=0.1742 F=7.5271 * 2=0.5038 F=7.8791 * 2=0.1195 F=18.4145 *
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Tabela 4. Valores de Wilks' Lambda (0), andlise de variancia mdltipla (F) e p (com ajuste de
Bonferroni) entre os pares de grupos agrupados por regides geogrdficas em relagdo a MANOVA para
as vistas dorsal, ventral e lateral. Valores de significancia (* p<0,001) apds ajuste de Bonferroni.

centro sul oeste
Dorsal 2=0.2145 F=20.5028 * - -
sul Ventral 2=0.2392 F=8.4831 * - -
Lateral 2=0.2490 F=8.0431 * - -
Dorsal 2=0.2141 F=7 5173 * 2=0.3332 F=7.4594 * -
oeste Ventral 1=0.3020 F=3.8526 * 2=0.4339 F=4.3484 * -
Lateral 2=0.3289 F=2.9819 * 2=0.2530 F=8.0121 * -
Dorsal 2=0.2442 F=13.9269 * 2=0.2237 F=13.6808 * 1=0.3627 F=1.8300 *
Uruguai Ventral 2=0.2359 F=12.5955 * 2=0.2603 F=9.0938 *  A=0.2212 F=8.7997 *
Lateral 2=0.2712 F=4.7026 * 2=0.1931 F=7.1438 * 2=0.1678 F=3.1391 *

Diferengas na forma do cranio entre os sexos

A regressdo multivariada entre os eixos discriminantes das varidveis de forma possibilitou a
caracterizagdo das principais diferengas na forma do crdnio entre os sexos. Os machos
apresentaram o rostro, o nasal e o frontal proporcionalmente bem maiores e mais largos do que as
fémeas, bem como os arcos zigomdticos relativamente maiores, enquanto as fémeas apresentaram a

regitio do heurocranio relativamente maior (Figura 6).

Diferengas na forma do cranio entre os grupos cromossémicos

As principais diferengas em relagdo ds formas do crdnio entre os grupos cromossomicos estdo
representadas nas figuras 7, 8, 9 e 10. Apesar desta metodologia demonstrar apenas os extremos da
variagdo, € possivel ter uma idéia do nivel de diferenciagdo, e onde ela ocorre, na forma dos cranios
entre os grupos cromossdémicos analisados.

As distinges entre individuos com 2n=46 e 2n=44 do Brasil estdo relacionadas ao maior
tamanho relativo da largura total do crdnio e da bula timpdnica do grupo com 2n=44, e do menor
pterigdide e dngulo de procumbéncia do grupo com 2n=46 em relagdo ao grupo com 2n=44 (Fig. 7).

Em relagdo aos individuos com 2n=40, o grupo com 2n=46 se diferencia principalmente pelo
menor tamanho relativo do neurocranio, pelo nasal e rostro relativamente maiores, e pelo pterigéide

e dngulo de procumbéncia menores (Figura 8).
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Os individuos com 2n=44 do Uruguai apresentaram crdnios com formas bastante distintas dos
individuos dos grupos cromossémicos com 2n=46 (Figura 9) e com 2n=44 do Brasil (Figura 10).

Os individuos com 2n=46 se caracterizam por apresentar rostro e nasal relativamente maiores,
além do pterigdide mais estreito, do frontal e neurocrdnio menores, e também menor dngulo de
procumbéncia em relagdo ao grupo com2n=44u com ocorréncia no Uruguai (Figura 9).

Entre as populagdes que ocorrem no Brasil com 2n=44 e aquelas que ocorrem no Uruguai com
2n=44, os individuos no Brasil possuem o crdnio relativamente mais alto, com arcos zigomdticos, nasal
e rostro maiores do que os Uruguaios. Por outro lado, os crdnios da amostra do Uruguai apresentam
frontal, pterigdide e neurocranio maiores, com crdnio relativamente mais comprido (Figura 10).

As diferengas entre os grupos com 2n=40 e 2n=44 do Brasil, e entre 2n=40 e 2n=44 do Uruguai,
estdo relacionadas ao hasal, rostro, arcos zigomdticos, frontal e pterigéide menores, além do menor
dngulo de procumbéncia, dos individuos com 2n=40 em relagdo aos individuos com 2n=44. As
visualizagbes ndo sdo apresentadas pois estas diferengas foram muito pequenas entre estes dois

pares de grupos cromossdmicos.
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machos x fémeas

Figura 6. Diferengas na forma do crdnio entre machos (preto) e fémeas (cinza) de Ctenomys
torquatus em relagdo ds vistas dorsal (a), ventral (b) e lateral (c).
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Figura 7. Diferengas entre crdnios de fémeas de C torguatus com 2n=46 (preto) e 2n=44
(cinza) que ocorrem no Brasil em relagdo as vistas dorsal, ventral e lateral. As setas indicam onde
estdo as maiores diferengas entre os extremos dos dois grupos cromossomicos.
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40 x 46

Figura 8. Diferengas entre crdnios de fémeas de C torguatus com 2n=46 (preto) e 2n=40
(cinza) que ocorrem no Brasil em relagdo as vistas dorsal, ventral e lateral. As setas indicam onde
estdo as maiores diferengas entre os extremos dos dois grupos cromossdmicos.
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441 x 46

Figura 9. Diferengas entre crdnios de fémeas de C. forguatus com 2n=46 (preto) e 2n=44 que
ocorrem ho Uruguai (cinza) em relagdo as vistas dorsal, ventral e lateral. As setas indicam onde estdo
as maiores diferengas entre os extremos dos dois grupos cromossdmicos.
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44 x 44u

Figura 10. Diferengas entre crdnios de fémeas de C. torguatus com 2n=44 (cinza) e 2n=44 que
ocorrem no Uruguai (preto) em relagdo ds vistas dorsal, ventral e lateral. As setas indicam onde
estdo as maiores diferengas entre os extremos dos dois grupos cromossdmicos.
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Relagdes entre os grupos cromossémicos

Foram calculadas as distancias de Mahalanobis indicando as distdncias morfolégicas entre os
grupos cromossomicos em relagdo d forma dos crdnios para cada vista analisada (Tabela 6). As
maiores diferengas, em todas as vistas, foram verificadas entre os individuos com 2n=46 e aqueles
provenientes do Uruguai (2n=44u). Por outro lado, as menores diferengas estdo enfre os grupos com
2n=46 e 2n=44, para a vista dorsal, e entre os grupos com 2n=40 e 2n=44 para as vistas ventral e
lateral. A andlise das trés vistas integradas ndo apresentou melhores resultados do que a andlise em
separado da vista dorsal que, por sua vez, apresentou os maiores valores entre as frés vistas
analisadas, em relagdo aos grupos cromossdmicos (Tabela ).

Os fenogramas de neighbor-joining foram elaborados a partir das distdncias de Mahalanobis e
demonstram as relagGes entre os grupos cromossdmicos. Sdo apresentados os resultados para a vista
dorsal (Figura 11). Os ramos das drvores sdo proporcionais as distancias de Mahalanobis
demonstradas na tabela 3.

O padrdo de diferenciagdo entre os grupos cromossomicos foi também detectado com as
distancias de Procrustes (Tabela 6). Neste tipo de andlise, onde a média das formas é sempre igual a
zero, os maiores valores foram encontrados para a vista lateral, em todos os grupos cromossdmicos.
E os individuos do Uruguai apresentaram os maiores valores de distdncia de Procrustes relativo das
populagdes que ocorrem no Brasil.

Os resultados do teste de Mantel realizados para as vistas dorsal, ventral e lateral ndo
apresentaram correlagdo significativa entre as diferengas morfométricas dos cranios de fémeas de
C. torquatus obtidas através de distdncias de Mahalanobis e as distdncias geogrdficas entre as

populagdes analisadas (p>0,1).
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Figura 11. Fenograma obtido a partir das distancias de Mahalanobis para a vista dorsal entre os
grupos cromossdmicos de C. torguatus utilizando como referéncia um mapa esquemdtico do Rio
Grande do Sul.

Tabela 5. Matriz com as distancias de Mahalanobis entre os grupos cromossdémicos para cada
uma das trés vistas (dorsal / ventral / lateral / trés vistas integradas) em relagédo aos crdnios das
fémeas de Ctenomys torguatus que ocorrem no Brasil (2n = 40, 44, 46), e no Uruguai (2n = 44u). *

Indicagdo do nivel de significancia (p<0,01), com corregdo de Bonferroni, entre os pares de grupos
cromossdomicos obtido a partir da MANOVA.

2n=40 2n=44 2n = 44u
2n =44 7.9%/ 3.3*/ 5.6*/5.9 - -
2n =44y 14.2*/4.4*/ 5.9*/12.7 13.3*/6.7*/5.6*/11.4 -
2n =46 12.0*/7.8*/ 9.2*/7.7 7.1/ 55*/ 3.9%*/ 45 20.4*/11.7%/12.0*/16.5

Tabela 6. Distdncias de Procrustes para os grupos cromossémicos de Ctenomys torquatus para
cada uma das vistas cranianas analisadas.

2n = 40 2n = 44 2n = 44u 2n = 46
Dorsal 0.03576 0.03639 0.03517 0.03552
Ventral 0.03124 0.03177 0.03059 0.03526

Lateral 0.04527 0.04228 0.04918 0.04311
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Relagdo com as andlises moleculares

Os resultados obtidos a partir das andlises moleculares (algoritmo de Monmonier e rede de
hapldtipos) demonstraram evidéncias de que existem dois grandes clados (grupos) de populagées de
C. forquatus que se encontram em duas regides geogrdficas distintas. Um clado (S) agrupando as
populagdes do extremo sul do Brasil e do nordeste do Uruguai e o outro clado (T) é formado por
todas as demais populagdes desta espécie ao longo de sua drea de ocorréncia no Brasil e no Uruguai.

Este padrdo de diferenciagdo genética, com dois grandes grupos haplotipicos, pode ser
visualizado através de andlises cranianas empregando morfometria geométrica. A figura 12 apresenta
as populagdes do sul do Rio Grande do Sul (figuras escuras) separadas das demais populagdes de C
torguatus no primeiro eixo discriminante. No segundo eixo discriminante é possivel identificar trés
grupos principais: os individuos de General Camara (no centro do Estado) com valores negativos, as
populagdes do oeste do Uruguai com valores positivos, e as demais populagdes de . forquatus com

distribuicdo intermedidria em relagdo aos dois grupos anteriores.

eixo discriminante 2

eixo discriminante 1
Figura 12: Andlise discriminante com crdnios de fémeas de Ctenomys torguatus em relagdo aos
haplotipos empregando morfometria geométrica. Representagdo dos hapldtipos - “clado” (T): H2
(haplotipo mais amplamente distribuido), H1, H3, H4, H7 (centro e oeste do RS) e H13 (oeste do
Uruguai); e “clado” (S): H8, H9, H10, H11 (sul do RS) e H12 (leste do Uruguai).
Padrées filogenéticos entre as localidades
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As distdncias de Mahalanobis foram também calculadas em relagdo as localidades (populagées),
para cada vista do crdnio. O resultado desta andlise pode ser visualizado na Figura 13, que
demonstra, em relagdo a vista dorsal, uma relativa proximidade entre os individuos geograficamente
préximos a despeito de seus cariétipos diferentes, tais como: Taim e Rio Grande (ambos com 2n=46)
e Pelotas (2n=44). Outra associagdo geogrdfica verificada ocorreu entre os individuos das
localidades ao norte da distribuigdo geogrdfica (Rosdrio do Sul, Butid, Cachoeira do Sul e General
Cdmara) que se apresentaram relacionados entre si. A andlise integrada das trés vistas apresentou o
mesmo padrdo detectado para a vista dorsal (dados ndo apresentados).

Os fenogramas obtidos para as vistas ventral (figura 14) e lateral (figura 15) ndo apresentaram
resultados muito divergentes do encontrado para a vista dorsal, porém nenhum padrdo foi
encontrado. Os grupos populacionais que se encontram relacionados em relagdo as vistas ventral e

lateral sdo os representantes de Salto e Paysandu, no leste do Uruguai.

GCamara

Cachoeira

Rosario

Alegrete40
Candiota

Pelotas

RGrande Alegreted4

Figura 13. Fenograma representando as distancias de Mahalanobis entre as localidades de
ocorréncia de C torguatus construido pelo método de neighbor-joining, com o comprimento dos
ramos correspondente as distdncias morfoldgicas em relagdo & vista dorsal dos crdnios das fémeas
das populagdes com mais de 4 individuos.
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GCamara Cachoeira

Rosario

Alegreted4

Figura 14. Fenograma representando as distancias de Mahalanobis entre as localidades de
ocorréncia de C torguatus construido pelo método de neighbor-joining, com o comprimento dos
ramos correspondente as distdncias morfoldgicas em relagdo a vista ventral dos cranios das fémeas
das populagdes com mais de 4 individuos.

Salto

Faysandu
Candiota

Alegrete40

Cachoeira

//fegreze44

Itaqui

SMaria

Rosario

Pelotas
RGrande

GCamara

Figura 15. Fenograma representando as distancias de Mahalanobis entre as localidades de
ocorréncia de C torguatus construido pelo método de neighbor-joining, com o comprimento dos
ramos correspondente as distdncias morfoldgicas em relagdo a vista lateral dos cranios das fémeas
das populagdes com mais de 4 individuos.
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DISCUSSAO

Entender a origem, a manutengdo e as conseqiiéncias da variagdo é uma abordagem fundamental
em estudos de evolugdo dos organismos. Variagdes complexas associadas d forma do corpo sdo das
mais dificeis de serem quantificadas, e os métodos utilizados para acessar estas informagdes estdo
reunidos em um campo de estudo denominado morfometria. Nesta drea de estudo, os métodos tém
por objetivo quantificar as variagdes na forma, dentro e entre amostras, associadas a questdes
evolutivas e de desenvolvimento dos organismos (Rohlf & Marcus, 1993).

Neste sentido, os avangos proporcionados pela morfometria geométrica possibilitaram
refinamentos nas andlises, pois, a morfometria geométrica apresenta uma série de vantagens em
relagdo a morfometria tradicional no que diz respeito a andlise das formas bioldgicas (Bookstein,
1991). Uma destas vantagens ¢ o uso de marcos anatdmicos para descrever as diferengas nas formas
e a possibilidade de identificar exatamente onde estas diferengas estdo localizadas no organismo.
Enquanto a morfometria tradicional tfende a subestimar, ou sub-representar, regides ou dimensdes
que podem estar sofrendo alteragdes. Outra vantagem da morfometria geométrica é a possibilidade
de demonstrar as diferengas relativas ao tamanho e a forma de maneira independente (Swtderskft,

2000).

Qual das trés vistas € mais informativa? & Existe vantagem em analisar as trés vistas combinadas?

As andlises classificaram corretamente mais de 94% dos cranios das fémeas e menos de 65%
dos crdnios de machos. Deve-se considerar que o nimero de crdnios de fémeas estudado era muito
maior do que o de machos, sendo cerca de trés vezes maior, e, portanto, esta pode ser uma razdo
para o baixo percentual de correta classificagdo para os machos.

O percentual de classificagdo correta entre os grupos cromossomicos foi sempre maior para a
vista dorsal do que para as vistas ventral e lateral, e as andlises realizadas com as trés vistas
integradas apresentaram valores intermedidrios entre os maiores e os menores percentuais de
classificagdo quando analisadas cada uma das vistas separadamente.

As trés vistas do crdnio fornecem perspectivas distintas em relagdo d variagdo da forma do
cranio, como no exemplo do estudo realizado com o roedor punaré: Thrichomys apereoides (dos Reis
et al, 2002). Neste estudo, considerando que as populagdes de punaré analisadas apresentavam

certa similaridade na forma do crdnio, e fambém uma continuidade ao longo do espago geogrdfico em
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que ocorrem, os autores detectaram que a vista lateral era a mais informativa (dos Reis et a/. 2002).
Da mesma forma, D'Anatro & Lessa (2006) consideraram que as trés vistas do crdnio das populagées
do tuco-tuco Ctenomys rionegrensis, que ocorre no oeste do Uruguai, apresentaram resultados
similares, porém, quando considerados os dois primeiros eixos discriminantes, as diferenciagdes
entre as populagdes eram particularmente melhor visualizadas quando a vista lateral era utilizada

(Tabela 7).

Tabela 7: Porcentagem da variagdo explicada pelos eixos 1 e 2 (sendo 2 o somatério dos eixos 1
e 2) das andlises discriminantes para as trés vistas separadas, e integradas, calculados para as
espécies Ctenomys torquatus (este estudo), C rionegrensis (D'Anatro & Lessa, 2006) e Thrichomys
apereoides (dos Reis et al., 2002).

vistas/espécies C. torquatus C. rionegrensis T. apereoides
eixo 1 eixo 2 eixo 1 eixo 2 eixo 1 eixo 2
dorsal 0.40 0.73 0.47 0.73 0.28 0.46
ventral 0.42 0.76 0.46 0.72 0.48 0.63
lateral 0.45 0.77 0.49 0.80 0.47 0.60
3 vistas 0.41 0.73 - - - -

Neste estudo com Ctenomys torguatus, os resultados dos dois primeiros eixos discriminantes
também demonstraram que a vista lateral apresentava os maiores percentuais, tal como encontrado
para C rionegrensis. Os percentuais observados para as trés vistas do crdnio de C. torquatus
reunidas estiveram préximos aos valores mais baixos observados para a vista dorsal (Tabela 7).

Por outro lado, 0s mais robustos resultados em relacdo a correta classificacdo dos crdnios
foram encontrados, em média, para a vista dorsal, embora os resultados ndo tenham sido idénticos
para todos os grupos (sexo e cariotipo) estudados (Tabelas 1 e 2).

Fernandes et al. (no prelo), estudando as diferencgas intra e interespecificas entre C. torguatus
e C pearsoni sugerem que cada uma das vistas sejam analisadas separadamente e,
concomitantemente, seja feita uma andlise integrada das trés vistas. Isto porque os resultados
obtidos por estes autores também ndo foram uniformes. Embora a andlise integrada tenha
apresentado um incremento has percentagens de classificagdo da ordem de 10% para o caso dos
grupos cariotipicos, quando analisadas as classificagdes em relagdo ao sexo e entre espécies a vista

dorsal apresentou os maiores percentuais.

133



Dimorfismo sexual

O dimorfismo sexual se apresentou altamente significativo tanto em relagdo a forma quanto ao
tamanho do crdnio. Os machos possuem o rostro e o nasal maiores e mais largos, além de arcos
zigomdticos maiores do que as fémeas, que por sua vez apresentam neurocrdnio relativamente maior
do que os machos. Fornel (2005) também encontrou o rostro mais largo e mais longo dos machos
como uma das principais caracteristicas do dimorfismo sexual em relagdo a forma do crdnio de C
lami.

As relagbes entre forma e tamanho do crdnio em roedores caviomorfos podem afetar aspectos
biomecanicos, fisioldgicos, ecoldgicos e comportamentais (Vassallo, 2000) e, portanto, o dimorfismo
em relagdo ao tamanho de C torguatus, particularmente do rostro, podem estar associado das
diferengas entre machos e fémeas no que diz respeito aos aspectos propostos por Vassallo (2000).

Este padrdo de dimorfismo sexual é geralmente encontrado em tuco-tucos: ¢ minutus (Gastal,
1994; Marinho & Freitas 2006), € /ami (El Jundi & Freitas 2004), ¢ flamarioni (Ferndndez-Stolz et
al, 2007), €. mendocinus (Rosi et al,, 2002), €. opimus (Pearson, 1959; Cook et al., 1990), €. talarum e
C. australis (Malizia et al,, 1991), C. torquatus e C. pearsoni (Fernandes et al., no prelo). Na maioria
destes casos os machos eram maiores, e até mais pesados, do que as fémeas, e este maior tamanho
dos machos pode estar relacionado com a selegdo sexual em fungdo dos machos estarem competindo
por territérios e pelo acesso as fémeas.

Existem pelo menos trés hipoteses propostas para explicar a origem e manutengdo do
dimorfismo sexual entre os mamiferos, sdo elas: a selecdo sexual, a sele¢do relacionada ds
caracteristicas da histéria de vida reprodutiva, e ainda divergéncias ecoldgicas intersexuais (Hood,
2000). No caso dos tuco-tucos, todas estas explicagdes podem estar relacionadas devido ds
caracteristicas ecoldgicas destes roedores, tais como: sistema de acasalamento poliginico, fémeas
com caracteristicas filopdtricas, além dos padrdes de dispersdo e do comportamento agonistico dos

machos (Lacey et al., 2000).

Variagdes intraespecificas
Diversos estudos demonstraram que as variagdes morfoldgicas em relagdo ao tamanho e a forma
dos crdnios em roedores podem estar associadas ds variagdes cromossdmicas, e algumas vezes

correlacionadas com pardmetros ecoldgicos (Corti et al., 1990; Chatti et al, 1999; Said et al., 1999;
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Corti et al, 1996). Porém, existem também exemplos de variagdes cromossémicas com pouca, ou
nenhuma, associagdo a diferengas morfoldgicas (Dobigny et al/, 2002).

Entre os grupos cromossdmicos de C. torquatus ndo foram encontradas diferengas significativas
em relagdo ao tamanho dos crdnios, porém, em relagdo d forma, os testes estatisticos (MANOVA)
demonstraram diferencas significativas entre todos as pares de grupos cromossomicos.

Da mesma forma, as andlises entre populagdes agrupadas por regides geogrdficas também
apresentaram diferengas significativas entre todos os pares investigados. Porém, o padrdo
geogrdfico mais claramente verificado diz respeito a separagdo das populagdes do Uruguai e das
populagdes que ocorrem no extremo sul do Brasil, parte delas com 2n=46 (Rio Grande e Taim) e
outras com 2n=44 (Pelotas, Candiota e Dom Pedrito).

Do ponto de vista das diferengas cromossdmicas, os individuos com 2n=46 que ocorrem ao sul do
Canal de Sdo Gongalo no extremo sul do Brasil apresentaram o pterigéide e o dngulo de procumbéncia
menores do que os individuos com 2n=40 e 2n=44 do Brasil, e com 2n=44 do Uruguai. Além disso, eles
possuem neurocrdnio e frontal menores, e nasal e rostro maiores do que os grupos com 2n=40 e com
2n=44 do Uruguai. E, em relagdo aos individuos com 2n=44 do Brasil, a largura total do crdnio e a bula
timpdnica sdo relativamente maiores.

Mora et al. (2003) sugerem a existéncia de uma relagdo entre o tipo de solo e a morfologia do
crdnio de tuco-tucos. Desta forma, as diferengas entre tamanho, particularmente do rostro e do
dngulo dos incisivos superiores (procumbéncia) podem estar associadas com diferenciagées
populacionais ou cromossdmicas em fungdo do importante papel destas modificagdes cranianas e da
denticdo no modo de vida destes roedores.

Uma hipétese adaptativa poderia ser considerada para as populagées de C. forguatus com 2n=46
que habitam os campos arenosos da regido sul a Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, pois estas
poderiam se diferenciar das demais populagdes que habitam as regides internas do continente
(Moreira et al, 1991). Além dessa diferenga ecoldgica, o canal de Sdo Gongalo atua como uma
barreira geogrdfica hd pelo menos 2.600 anos separando estes dois grupos de ragas cromossomicas
(Freitas & Lessa, 1984). Porém, a populagdo de Pelotas (2n=44) esteve sempre relacionada as
populagbes com 2n=46 em todas as andlises populacionais realizadas, demonstrando que a barreira
geogrdfica e/ou o padrdo cromossémico té€m pouca relevdncia neste caso.

O mais provdvel é que a deriva genética tenha sido responsdvel pela diferenciagdo cromossdmica

observada nas populagdes com 2n=46. E a partir do isolamento entre estas populagdes com grupos
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cromossomicos diferentes os individuos tenham acumulado certa diferenciagdo morfoldgica craniana.
Este mesmo processo pode ter ocorrido com as populagdes que possuem 2n=40 e 2n=44, no municipio
de Alegrete. Embora entre estas populagdes as diferengas morfoldgicas sejam relativamente
menores, ainda assim sdo significativas, e neste caso os padrdes sdo ainda mais complexos pela
suposta auséncia de quaisquer tipos de barreiras geograficas isolando estas populagdes.

As espécies do género Ctenomys foram caracterizadas por Reig et al. (1990) por apresentarem
grande variagdo cromossdmica inter e intraespecifica associado a um rdpido processo de especiagdo
com pouca diferenciagdo morfoldgica. Apesar desta hipétese, este estudo documenta uma importante
diferenciagdo da forma craniana entre grupos populacionais de ¢ forguatus com mesmo caridtipo
(2n=44) no Brasil e no Uruguai. Os individuos com 2n=44 no Brasil possuem o crdnio relativamente
mais alto, com frontal e neurocrdnio menores, além do nasal, rostro e arcos zigomdticos serem
relativamente maiores; enquanto os individuos do Uruguai possuem o crdnio relativamente mais
comprido e o pterigéide mais estreito e comprido.

Apesar destes dois grupos apresentarem diferengas com relagdo a forma e também ao tamanho
do crdnio, nenhuma barreira geogrdfica, ou ecolégica, efetiva foi detectada entre os dois paises.
Provavelmente, as caracteristicas populacionais intrinsecas a estes roedores (tais como: distribuigdo
em mancha e baixa mobilidade) podem ser os fatores responsdveis pelo isolamento de algumas
populagdes com a conseqiiente diferenciagdo morfoldgica por deriva, sem qualquer rearranjo
cromossdmico envolvido no processo.

Corti & Rohlf (2001) descrevem um caso de diferenciagdo morfoldgica em ratos domésticos e
atribuem tal fato a um produto da seqiiéncia clodegenética desenvolvida a partir de fusdes
cromossdomicas, porém, tal situagdo ¢ distinta do detectado entre populagées de € torguatus no
Brasil e no Uruguai, pois neste caso as populagdes ndo apresentam qualquer diferenciagdo
cromossdmica.

Os polimorfismos cromossémicos e os mais importantes rios do Rio Grande do Sul, com potencial
para funcionarem como barreiras geogrdficas, demonstraram diferentes padrdes de influéncia sobre
as variagbes cranianas e cromossdmicas em C. forquatus. Um exemplo de rio atuando como uma
provdvel barreira geogrdfica com conseqiiente diferenciagdo cromossémica ¢ o rio Ibicui, situado &
oeste do Rio Grande do Sul. Embora este rio separe dois grupos cromossémicos distintos (Itaqui -
2n=40 e Uruguaiana - 2n=44), ele parece ndo influenciar a diferenciagdo morfoldgica no crdnio das

duas populagées envolvidas. Apesar deste resultado, para se afirmar a inexisténcia de um processo
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de diferenciagdo morfoldgica serd necessdrio maior nimero amostral, incluindo coletas ao longo do
tempo em diferentes localidades nas duas margens do rio Ibicui.

Considerando as populagdes analisadas, existe uma forte tendéncia a separagdo das populagdes
que ocorrem no Uruguai, apesar de apresentarem o mesmo caridtipo da maioria das populagdes do
Brasil. Ja as populagdes do centro e do oeste do Rio Grande do Sul ndo apresentam um padrdo claro
de diferenciagdo entre elas apesar de apresentarem-se graficamente separadas das demais
populagbes nas andlises discriminantes para a vista dorsal, e também para esta vista o fenograma
apresentar as populagdes do centro do Estado agrupadas e isoladas das demais. O grupo de
populagdes do sul do Brasil é que, tal como as populagSes do Uruguai, estdo bem discriminadas em
relagdo ds demais considerando qualquer uma das vistas do crdnio analisadas nas andlises
discriminantes, e em menor grau este resultado pode ser visto nos fenogramas, particularmente para
a vista dorsal.

A interpretagdo funcional dos padrdes de evolugdo morfométrica e morfoldgica é intrigante no
contexto microevolutivo das diferenciagdes cromossdmicas, particularmente em espécies de tuco-
tuco. Os rearranjos cromossdmicos e as diferenciagdes cranianas das populagdes de €. torguatus ndo
se apresentaram em consondncia. E o aspecto geogrdfico, por sua vez, se mostrou bastante
importante para a diferenciagdo craniana, pois as populagdes demonstraram uma tendéncia a se
agruparem por semelhanga morfoldgica em fungdo da localizagdo geogrdfica. Muito embora as
diferenciagdes ndo tenham se apresentado, em nenhum momento, associada a existéncia de barreiras
geogrdficas tais como os rios Jacui, Ibicui ou o Canal de Sdo Gongalo.

Apesar destes resultados, somente com estudos mais aprofundados envolvendo andlises
citogenéticas, de genética de populagdes, e outras andlises moleculares, serd possivel investigar mais
detalhadamente as similaridades e diferengas intraespecificas em C forguatus com relagdo a

morfometria geométrica.

Morfometria craniana tradicional x morfometria geométrica

Geralmente o dimorfismo sexual ndo é detectado em estudos de morfometria craniana
tradicional, ao menos entre roedores algumas espécies de roedores (Voss et al, 1990), porém,
estudos realizados com tuco-tucos (familia Ctenomyidae), encontraram diferengas entre crdnios de
machos e fémeas utilizando morfometria tradicional (Freitas, 1990; Freitas, 2005) e também

empregando morfometria geométrica (Fornel, 2005; Fernandes et al, no prelo), tal como verificado
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neste estudo. Importante ressaltar que as andlises com morfometria geométrica detectaram
diferengas tanto em relagdo a forma quanto ao tamanho, jd as andlises com morfometria tradicional
detectaram diferenga significativa apenas no primeiro componente principal (geralmente como
associado a diferengas no tamanho do crdnio), enquanto o segundo componente principal (associado a
variagdo na forma) ndo demonstrou dimorfismo significativo.

Segundo Freitas (2005), a evolugdo cromossdmica entre roedores do género Ctenomys teria
sido muito rdpida e, portanto, com tempo insuficiente para proporcionar alteragdes morfoldgicas do
crdnio em fungdo deste pardmetro evolutivo. Da mesma forma, outras caracteristicas morfoldgicas
ndo teriam sofrido alteragdes, tais como os dentes molares. Assim, outros aspectos deveriam ser
priorizados quando se pretende investigar diferengas populacionais nestes roedores, entre eles:
estrutura peniana (Balbontin et al,, 1996), cromossomos (Ortells, 1995), ADNmt (Lessa & Cook, 1998;
Cook & Lessa, 1998), ou forma dos espermatozdides (Feito & Gallardo, 1982; Vitulo et al, 1988;
Freitas, 1995b). Estas observagdes foram realizadas a partir da andlise da correlagdo entre as
variagdes cromossdmicas e morfométricas entre 15 espécies de tuco-tucos, a partir da qual
verificou-se que ndo existe um padrdo evolutivo interespecifico associando estes dois aspectos
(Freitas, 2005). Porém, entre populagdes de Ctenomys minutus foi possivel detectar uma relagdo
evolutiva entre os caridtipos e a morfometria craniana (Freitas, 2005).

Esta sensibilidade para analisar diferengas intraespecificas foi corroborada através da
utilizagdo de morfometria tradicional para detectar diferengas cromossomicas e geogrdficas entre
populagbes de C. torguatus. A metodologia tradicional de andlises morfométricas demonstrou, entre
outros resultados, que a variabilidade entre os crdnios deve estar mais relacionada com o aspecto
geogrdfico do que com o polimorfismo cromossémico. Embora as andlises de estatistica multivariada
possam indicar que os grupos cromossémicos com 2n=40 e 2n=44 sejam diferentes (em relagdo ao
tamanho) quando comparados com aqueles grupos com 2n=46 e 2n=44 do Uruguai, e que a forma
diferencie estes dois Ultimos, apenas as andlises empregando as técnicas de morfometria geométrica
possibilitaram a confirmagdo destes resultados, com a vantagem de permitir a visualizagdo dos locais
nos crdnios onde estas diferencas estdo ocorrendo entre os individuos analisados.

A morfometria geométrica tem sido amplamente utilizada de modo eficaz para analisar questdes
taxondmicas complexas (Dobigny et a/, 2002; Corti et al, 1996). Da mesma forma, a utilizagdo de
técnicas de morfometria geométrica possibilitou melhor visualizagdo das diferengas na forma dos

cranios entre os grupos cromossémicos, e entre populagdes, de C. forguatus.
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Apéndice 1 - Lista de espécimens examinados: nimero dipléide (2n), pais, localidade, coordenada
geogrdfica e nimero de colegdo.

N°mapa  2n pais Localidade Nimero de colegdo
(fémeas/machos)
12 40 Brasil Alegrete f. TR917, 939, 959, 963, 1035, JR322, 323, 324,
(15/10) 325, 333, 334, 399, 400, 413, 416 / m. TR960,
964, 1036, JR320, 321, 323, 397, 398, 401, 412
12 44 Brasil Alegrete f. TR941, 942, 945, 1043 /
(4/3) m. TR940, 943, 944
4 44 Brasil Bagé f. TR 177,178, 179, 180, J180, 181, 183, 207, 208,
(3/18) 210, 211, 212, 214, 215, 216, 218, 219, 222 /
m. J209, 213, 217
6 44 Brasil Butid f. TR289,122, J131, 170, 199, 201, 204, 205,
(13/0) JR591, 592, 593, 594, 595
* 44 Brasil Candeldria m. MNHNA1885
9 44 Brasil Cachoeira Sul (5/0) f. TR921, 922, 923, 924, 1056
5 44 Brasil Dom Pedrito (2/1) f. TR903, 904 / m. TR906
8 44 Brasil Gel. Cdmara f. TR902, 1020, 1021, 1022, 1023, J238, 239/
(7/3) m.TR900, 901, J237
13 40 Brasil Ttaqui (3/1) f. TR592, 593, 597 / m. TR956
3 44 Brasil Pelotas f. TR366, 368, 371, 374, 580, 585, 586, 598,
(22/10) 599, 600, 610, 618, 619, 209, J228, 229, 230,
231, M1038, 1039, 1048, 1051 / m.TR367, 370,
372, 373, 590, 596, 620, J140, 141, 226
15 44 Brasil Quarai (1/1) f. TR912 / m. TR911
1 44 Brasil Rosdrio do Sul f. TR931, 932, 935, 936, 938, 1029, 1030, 1031,
(9/4) 1032 / m. TR933, 934, 937, 1034
10 44 Brasil Santa Maria (5/0) f. TR926, 927, 928, 929, 930
16 44 Brasil S. Livramento (2/1) f. TR908, 909 / m. TR910
14 44 Brasil Uruguaiana (1/1) f. TR954 / m.TR955
2 46 Brasil Rio Grande (11/5) f. TR603, 605, 609, 582, 589, 591, 593, 946,
948, 949, 212 / m. TR404, 595, 947, 950, 951
1 46 Brasil Taim (17/4) f.TR57,71,72,73,87,577,578, 579, 583, 584,
587,592, 602, 604, 608, 614, 1025 / m. TR70,
86, 575, 617
17 44 Uruguai  Cerro Largo (2/3) f. MNHINA 1809, 2474 /
m. MNHINA 1810, 2026, 2623
20 44 Uruguai Paysandu (7/1) f. MNHINA 2256, 2266, 2291, 2309, 2310, 2318,
2327 / m. MNHINA2317
19 44 Uruguai Salto (6/3) f. MNHINA 1872, 1873, 1874, 2251, 2255, 2262

/ m. MNHINA 1870, 2247, 2254

*f.: fémeas; m.: machos
*colegdes de mamiferos das quais os exemplares foram provenientes:

Dep. Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil - TR, J, JR.
Museu Nacional de Histéria Natural e Antropologia de Montevidéo, Uruguai - MNHINA.
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Apéndice 2- Definigdo dos marcos anatdmicos e suas localizagdes ho crdnio de Ctenomys
(representado na Figura 2).

Vista Dorsal do crénio: 1. extremidade anterior da sutura entre os pré-maxilares; 2-3.
extremidade antero-lateral do alvéolo incisivo; 4. extremidade anterior da sutura entre os nasais; 5-
6. extremidade anterior da sutura entre o nasal e o pré-maxilar; 7-8. extremidade anterior da raiz
do processo zigomdtico; 9. extremidade anterior da sutura entre os nhasais e os frontais; 10-11.
extremidade antero-lateral do osso lacrimal; 12-13. menor distdncia entre os frontais; 14-15.
extremidade terminal do processo pds-orbital; 16-17. extremidade anterior da sutura entre o frontal
e o esquamosal; 18-19. extremidade posterior lateral da base do processo pés-orbital; 20-21.
extremidade posterior do processo jugal no arco zigomdtico; 22. sutura entre os frontais e parietais;
23-24. extremidade antero-lateral da sutura entre parietal e esquamosal; 25-26. extremidade
anterior do meato auditivo externo; 27-28. extremidade lateral da apdfise mastéide; 29.
extremidade posterior do osso occipital.

Vista ventral do cranio. 1. extremidade anterior da sutura entre os pré-maxilares; 2-3.
extremidade antero-lateral do alvéolo incisivo; 4-5. sutura pré-maxilar na borda lateral do forame
incisivo; 6-7. extremidade anterior da raiz do processo zigomdtico; 8-9. extremidade anterior da
orbita; 10-11. extremidade anterior do alvéolo do pré-molar; 12-13. extremidade posterior do alvéolo
do terceiro molar; 14. extremidade posterior da sutura entre os palatinos; 15-16. extremidade
anterior na sutura entre o jugal e o esquamosal; 17-18. extremidade posterior do pterigdide; 19-20.
extremidade anterior da bula timpanica; 21-22. extremidade anterior do meato auditivo externo; 23-
24. extremidade posterior da apéfise mastéide; 25-26. extremidade posterior do processo
paraoccipital; 27. ponto anterior do forame magno; 28-29. extremidade posterior do céndilo
occipital; 30. ponto posterior do forame magno.

Vista lateral do cranio: 1. extremidade superior do alvéolo incisivo; 2. extremidade posterior do
alvéolo incisivo; 3. extremidade inferior do alvéolo incisivo; 4. extremidade antero-superior do nasal;
5. extremidade anterior da sutura nasal pré-maxilar; 6. sutura entre o pré-maxilar, maxilar e
frontal; 7. extremidade inferior do lacrimal na sutura com o maxilar; 8. ponto inferior do forame
pré-orbital; 9. extremidade inferior da sutura entre o pré-maxilar e o maxilar; 10. extremidade
anterior do alvéolo pré-molar; 11. extremidade superior do processo pés-orbital; 12. extremidade
inferior do processo jugal; 13. extremidade posterior do processo jugal: 14. extremidade antero-
posterior da sutura entre o parietal e o esquamosal; 15. extremidade superior da crista lambdoidal;
16. extremidade anterior da sutura entre o esquamosal e a bula timpdnica; 17. extremidade posterior
do pterigédide; 18. extremidade inferior da apéfise mastdide; 19. extremidade anterior do processo
paraoccipital; 20. extremidade superior posterior do processo paraoccipital; 21. extremidade
posterior da intersegdo entre o occipital e a bula timpanica.
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Apéndice 3 - Vistas dorsal, ventral e lateral do crdnio de Ctenomys com indicagdo de alguns

o0ssos e caracteristicas anatomicas relevantes para este estudo (gentilmente cedido por Rodrigo
Fornel).
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9. DISCUSSAO GERAL
FILOGEOGRAFIA DE Ctenomys torquatus

"The sun and the earth describe orbital changes
which drive climate cycles and modify ranges.
The shape of the land forms a number of places
that allow the survival of different races.

When enclaves advance with the ice in retreat
some form hybrid zones where two ranges meet.
Such regions are common and not very wide

so the mixing of genes affects neither side.
They divide up the range in a patchwork of pieces
with echoes and glimpses on the nature of species...."
(Orbital Consequences, Hewitt 6. M. 2001)

O QUE E FILOGEOGRAFIA?

A filogeografia é um campo de estudo baseado nos padrdes e processos responsdveis pela
distribuigdo geogrdfica de linhagens genealdgicas, especialmente aquelas intra-especificas ou entre
espécies relativamente préximas. No fim do século XX, verificou-se o crescimento desta importante
ferramenta conceitual para o entendimento dos fatores historicos e filogenéticos que proporcionam
a distribuigdo espacial contempordnea dos mais diversos grupos de seres vivos (Arbogast & Kenage,
2001). A distribuigdo geogrdfica das linhagens e o tempo necessdrio para que ocorram as
diferenciagdes sdo considerados os eixos da filogeografia (Figura 1) através dos quais sdo mapeadas
genealogias (Avise, 2000).

Entender os processos e padrdes de fluxo génico e de adaptagdes locais requer um
conhecimento detalhado de como as caracteristicas evolutivas das populagées e das paisagens podem
ter estruturado as populagbes (Hutchison & Templeton, 1999). Uma abordagem filogeogrdfica deve
buscar entender os mais diversos aspectos que envolvem o grupo a ser estudado. Para que seja
possivel analisar e interpretar a distribuigdo geogrdfica atual das linhagens é importante reunir
informagdes a respeito da demografia, etologia, genética molecular, genética de populagdes, das
relagdes filogenéticas, das distancias genéticas e dos tempos de divergéncia entre as linhagens
evolutivas em questdo, bem como investigar aspectos relacionados a ecologia, geologia, paleontologia,
geografia histérica, entre outros, que estejam relacionados com as populagées estudadas (Avise,

2000).
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gengrafia

Figura 1: Genealogia hipotética de um grupo de organismos, com restrigdo ao fluxo génico por uma barreira
geogrdfica que separou as populagdes ao longo do tempo, inferido através de um determinado marcador genético
inicial (adaptado de Avise, 2000).

* Os circulos pontilhados representam regides de ocorréncia atual das linhagens, enquanto a linha preta é a
barreira que proporcionou a diferenciagdo a partir de uma linhagem (A).

Portanto, a filogeografia constitui-se em um esforgo integrativo, entre diversas disciplinas

microevolutivas e macroevolutivas (Figura 2).

MICROEVOLUCAQ
etologia demografia genética de
N populagdes /
= S
( FILOGFOGRAFTA A ||geneTica
= ~ | moleculan
< T e
geografia paleontologia filogenética
histérica
MACROEVOLUEAO

Figura 2: Filogeografia como disciplina integrativa de diversas dreas do conhecimento (Avise, 2000).

O avango de técnicas para obtengdo de seqiiéncias de ADN (dcido desoxirribonucléico),
particularmente ADN mitocondrial, é cada vez mais veloz para diversos organismos, o que

proporciona a identificagdo e desenvolvimento de diferentes seqiiéncias e marcadores moleculares
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para estudos filogeogrdficos, possibilitando a descrigdo de padrdes de relagées filogenéticas e de
distdncias genéticas entre linhagens (Hewitt, 2004).

Andlises filogeogrdficas comparativas podem contribuir para compreensdo da histéria evolutiva
de determinada regido, aumento o conhecimento relativo a biogeografia e as dreas de endemismo a
partir de informagdes a respeito da dispersdo de tdxons através dela, ou pelos processos de
especiagdo, radiagdo adaptativa, e/ou extingdo, que podem interligar os eventos populacionais aos
padrdes de diversidade regional e a biogeografia (Bermingham & Moritz, 1998).

Desta forma, a filogeografia procura a congruéncia entre as histérias evolutivas, demogrdficas,
filogenéticas e geogrdficas dos taxa, considerando uma série de condigdes geoldgicas e ecoldgicas
particulares a uma determinada regido, para propor uma cronologia da diversificagdo evolutiva. E a
filogeografia comparativa possibilita a andlise dos efeitos da histéria e da geografia na estrutura

das populagdes de uma regido.

FILOGEOGRAFIA DE Ctenomys torquatus

Mesmo com a grande biodiversidade encontrada em ambientes abertos na América do Sul, estes
tém sido menos investigados do que as regides de Florestas do continente (Almeida et a/,, 2007). As
conseqiiéncias bidticas das mudangas climdticas ja foram amplamente discutidas em relagdo a
contragdo e a expansdo da flora Andina, a contragdo da Floresta Amazdnica em ilhas ou refugios, a
expansdo de formagdes abertas tropicais ou subtropicais, e a expansdo sazonal de algumas Florestas.
Apesar destes estudos, pouco tem sido investigado sobre as regides temperadas, ou subtropicais, do
sul da América do Sul (revisado em Speranza et al, 2007), muito pouco se conhece sobre os
processos de biogeografia histérica desta regido, particularmente na regido dos Pampas no Rio
Grande do Sul e na regido de savana no Uruguai.

Entre os roedores subterrdneos que ocorrem no sul da América do Sul, os roedores do género
Ctenomys (tuco-tucos) vém sendo alvo de estudos que demonstram os padrdes filogegrdficos de
algumas de suas espécies. Os estudos realizados até entdo identificaram diferentes padrdes
filogeogrdficos que podem ser interpretados em termos de caracteristicas ecoldgicas intrinsecas e
da histéria evolutiva das populagdes analisadas (Mora et a/, 2007).

Devido a caréncia de informagdes sobre a espécie Ctenomys torquatus, bem como sobre sua

drea de distribuico geogrdfica, este estudo reuniu informagdes cromossomicas, morfométricas,
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morfoldgicas, filogenéticas e biogeogrdficas, incluindo as possiveis barreiras geogrdficas entre as
populagdes, para discutir e propor uma histéria filogeogrdfica para esta espécie de tuco-tuco, e
contribuir para o entendimento biogeogrdfico da regido.

As localidades de amostragem deste estudo cobriram toda a distribuigdo geogrdfica de C
torguatus no Brasil, e boa parte da distribuigdo no Uruguai. A distribuigdo das populagdes deste
roedor estd relacionada principalmente com os Pampas Brasileiros e com a savana Uruguaia, duas
regides caracterizadas por historias geomorfoldgicas bastante intensas. Inicialmente toda a regido
era coberta pelo Oceano Atlantico durante o Paleozdico e posteriormente foi ocupada por um
deserto durante o Tridssico. Durante o Mesozdico houve uma verdadeira inundagdo por derrames
melafiricos (lavais) seguida por uma ingressdo marinha ao longo do Tercidrio, e finalmente passou a
tomar as feigBes e caracteristicas atuais apés o inicio das regressdes marinhas no Quaterndrio
(Rambo, 2000). A partir do Quaterndrio esta regido parece ter passado por um periodo mais estdvel,
e os niveis de regressdo e transgressdo do mar podem ser considerados como os responsdveis pelas
variagdes geograficas da biota, em particular das espécies de tuco-tuco na Planicie Costeira do Rio
Grande do Sul (Fernandes et al, 2007) que proporcionam algumas das poucas informagdes existentes
sobre os processos biogeogrdficos desta regido.

No Rio Grande do Sul, as populagdes de C. forguatus ocorrem na regido do Pampa gadicho e no sul
da Planicie Costeira, exclusivamente em campos de areia. O Pampa (Campos Sulinos), apesar de
caracterizar fitofisiologicamente toda a regido sul do Estado, tem maiores extensdes principalmente
na Argentina e no Uruguai (Behling, 2002), e se caracteriza pela ocorréncia de espécies das familias
Poaceae, Asteraceae e Cyperaceae, além de diversas espécies de gramineas (Rambo, 2000). Os
espécimes de C forguatus no Uruguai habitam a regido denominada de savana Uruguaia, que
compreende um mosaico de florestas de galeria e savanas. Estes biomas no Brasil e Uruguai vém
sofrendo forte influéncia humana, principalmente em fungdo das transformagdes da cobertura
vegetal original da paisagem devido a atividades tais como a agricultura e o pasto (Behling, 2002).

Apesar da possibilidade de ocorréncia de tuco-tucos em altitudes que podem variar desde o
nivel do mar até proximo a 5000 metros (Contreras & Bidau, 1999), Barlow (1969) sugeriu que C
torquatus deveria ocorrer exclusivamente em regides com terrenos arenosos, ndo Umidos, sem
pedras e em altitues entre O e 200 metros. Esta hipétese foi corroborada durante este estudo com
C. torguatus, pois henhum individuo foi coletado no Brasil, nem registrado no Uruguai, em regides

com altitudes superiores a 200 metros.
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Assim sendo, o Planalto Meridional constituido pelos Campos de altitude, com altitudes podendo
atingir até 1600 metros, localizado nas regides norte e nordeste do Rio Grande do Sul (Behling,
2002), constitui-se em uma barreira geogrdfica d ocorréncia de €. torguatus ndo apenas pelo tipo de

solo mais rigido do que has demais regides do Estado, mas também por sua altitude.

Distribuicdo a oeste do Rio Grande do Sul

A distribuigdo geogrdfica de C torguatus a oeste é limitada pelo rio Uruguai, um dos mais
importantes e caudalosos rios da América do Sul, tendo provavelmente se originado durante o
Plioceno (Souza et al, 2005). As espécies de tuco-tucos que ocorrem na margem oeste do rio
Uruguai, na Provincia de Corrientes, nordeste da Argentina permanecem pouco investigadas, porém,
as andlises com citocromo b realizadas neste estudo demonstraram um claro padrdo filogenético que
diferencia as populagbes de C. torguatus que ocorrem na margem leste do rio Uruguai (no Rio Grande
do Sul) e as populagdes de tuco-tuco (Ctenomys sp., C. dorbignyi, C. roigi, C. perrensi) da margem
oeste (na Argentina). Podemos concluir, portanto, que apesar de algumas semelhangas cromossomicas
(Ortells et al, 1990; Reig, et al., 1992), as populagdes denominadas Ctenomys sp. de Corrientes ndo
sdo relacionadas filogeneticamente com €. forguatus.

As populagdes do extremo oeste da distribuigdo geogrdfica de C torguatus apresentam
diferengas cromossdmicas (Uruguaiana - 2n=44, Itaqui - 2n=40) e estdo separadas pelo rio Ibicui.
Porém, apesar desta barreira geogrdfica, elas distanciam-se por apenas 9 quilometros e
compartilham o mesmo hapldtipo, além de ndo apresentam grandes diferengas morfoldgicas em seus
cranios.

Outro exemplo da divergéncia entre padrdes geogrdficos, citogenéticos e moleculares em €
torguatus, pode ser verificado em Alegrete. Neste municipio, ndo existe qualquer barreira
geogrdfica que possa ser considerada como efetiva barreira ao fluxo génico entre as populagdes de
C. torguatus da regido. Apesar disto, existem trés populagdes com ndmeros cromossdmicos
divergentes (2n=40, 42 e 44) que compartilham o mesmo hapldtipo (com excegdo dos individuos com
2n=42 que apresentam um segundo haplétipo, em maior freqiiéncia e com apenas um par de bases
diferente).

Gongalves (2007) utilizou microssatélites para estimar a diferenciagdo genética entre os grupos
cromossomicos que ocorrem ho Alegrete e demonstrou que a diferenga genética entre os grupos com

2n=40 e 2n=44 é menor do que quando comparados os grupos com 2n=40 e 2n=42. Estes resultados,
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associados aos das andlises de componentes principais com dados moleculares que apresentaram os
individuos 2n=40 agrupados com os individuos com 2n=44, possibilita a consideragdo de que os
individuos com 2n=40 sdo mais préoximos geneticamente aos com 2n=44 do que com 2n=42. Tal
hipotese é suportada neste estudo empregando regido controladora de ADNmt pois se encontrou um
haplétipo comum aos individuos com 2n=40, 2n=42 e 2n=44, com a particularidade de a maioria dos
individuos com 2n=42 apresentarem um haplétipo exclusivo e diferente do encontrado nos demais
individuos do Alegrete.

Devido a auséncia de barreiras geogrdficas naturais influenciando a ocorréncia de polimorfismos
em C torguatus em Alegrete, podemos supor que o padrdo demogrdfico e de distribuigdo espacial
destes roedores sejam as respostas para estas variagdes. E o isolamento de uma populagdo com
sucessivas geragoes intercruzantes pode ter conduzido a uma pequena diferenciagdo no grupo de
individuos com 2n=42.

O compartilhamento de um dnico hapldtipo entre individuos com diferentes nimeros
cromossomicos, ou polimorfismo cromossdmico neutro, foi encontrado também em outras espécies de
tuco-tucos, tais como C. perrensi (Ortells et al, 1990; Ortells, 1995; Garcia et al., 2000a) e C
minutus (Lopes, 2007), dentre as quais foram encontradas populagdes portando nimeros

cromossomicos distintos sem qualquer tipo de barreira entre elas.

Distribuigdo no centro do Rio Grande do Sul

Em relagdo as populagdes que ocorrem ao longo de Depressdo Central do Rio Grande do Sul,
nenhum padrdo de estruturagdo filogeogrdfica foi detectado. Embora exista um rio bastante
caudaloso (rio Jacui) separando algumas populagées, e também uma diferenciagdo ha morfometria
craniana entre as populagdes nesta regido, nenhuma variagdo molecular, citogenética (todas com
2n=44), ou morfoldgica foi observada. E ainda, entre os quatro haplotipos encontrados ndo houve
qualquer influéncia do rio Jacui como barreira geogrdfica em suas dreas distribuigdes na regido. Este
panorama indica a existéncia de uma barreira geogrdafica que aparentemente ndo atua plenamente
como limitante ao fluxo génico entre estas populagdes de C torguatus, da mesma forma que
observado entre populagdes de ¢ minutus (Lopes, 2007) e de C. australis (Mora et al, 2006), pois
podemos considerar que os rios podem ter tido seus cursos de dgua reduzido em periodos de tempo,

possibilitando a passagem de individuos de um lado para outro de seus leitos.

147



Uma explicagdo possivel para a falta da correlagdo entre a variagdo do ADNmt e distribuigdo
geogrdfica, ou rearranjos cromossémicos, podem estar relacionados ao fato de as populagdes de €.
forquatus ndo ocuparem suas drea de distribuigdo geogrdfica por um tempo suficiente para que
eventos evolutivos tenham possibilitado a diferenciagdo entre linhagens cromossémicas, ou
mitocondriais (Thanou et a/, 2005). Portanto, o efeito das possiveis barreiras ainda ndo foi possivel
de ser detectado através de testes estatisticos, tais como a AMOVA, e este padrdo de auséncia de
diferenciagdo por expansdo populacional foi reportado também para . flamarioni no litoral do Rio
grande do Sul (Ferndndez-Stolz, 2007), e para populagdes de roedores que vivem em margens
opostas de rios amazdhicos no norte do Brasil (Gascon et al., 2000).

O haplétipo que ocorre nas populagdes do centro e de oeste do Rio Grande do Sul é
compartilhado por muitos individuos em diversas localidades, ocupando uma grande extensdo por
toda a distribui¢do da espécie. Os demais haplétipos ocorrem em dreas periféricas da distribuigdo
geogrdfica no Rio Grande do Sul e tfambém no oeste do Uruguai. Tal modelo de associagdo geogrdfica
e haplotipica, com um haplétipo mais freqiiente no centro da distribuigdo e os outros em dreas
periféricas também foi verificado em outras espécies de pequenos roedores, como os Clethrionomys
rutilus, na Asia (Iwasa et al, 2002), e também em um roedor subterrdneo, Thomomys bottae
(pocket gophers), que recentemente invadiram a regido sul da peninsula da Califérnia, nos USA
(Alvarez-Castafieda & Patton, 2004).

O padrdo de auséncia de diferenciagdo entre individuos da espécie C. torguatus no centro e no
oeste do Rio Grande do Sul também foi verificado através da pouca diferenciagdo na morfologia

craniana dos individuos destas regides.

Distribuigdo ao sul do Rio Grande do Sul e no Uruguar

Na porgdo leste do Rio Grande do Sul, ao longo da segunda linha de dunas da Planicie Costeira,
os campos de areia registram a ocorréncia de populagdes de . minutus até a localidade de Sdo José
do Norte (Freygang et al., 2004), préxima a passagem entre a Lagoa dos Patos e o Oceano Atlantico.
Ao sul desta possivel barreira geogrdfica interespecifica, a segunda linha de dunas é ocupada por
populagdes de C. forquatus (desde o Rio Grande até as proximidades da Estagdo Ecoldgica do Taim).
Estas populagbes encontram-se isoladas pelo Canal de Sdo Gongalo, Oceano Atlantico, Lagoa Mirim e
pelos banhados do Taim, e compartilham uma variagdo cromossdmica (2n=46) e um certo grau de

diferenciagdo de morfometria e morfologia craniana em relagdo ds demais populagdes de espécie. O
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surgimento do Canal de Sdo Gongalo hd aproximadamente 2600 anos é associado por Freitas & Lessa
(1984) a diferenciagdo cromossdmica, porém, as andlises moleculares e de morfologia do cranio ndo
identificaram um padrdo de isolamento destas populagdes com 2n=46 em relagdo as populagdes com
2n=44, principalmente de Pelotas.

Embora populagdes de ¢ torguatus ocorram no Brasil e no Uruguai compartilhando o mesmo
cariétipo (2n=44), foram demonstradas diferenciagdes a partir de técnicas de morfometria craniana
tradicional e geométrica. Uma hipdtese para estas diferengas pode ser a presenga de uma barreira
geogrdfica existente na regido noroeste do Uruguai chamada Cuchilla de Haedo. Podemos propor que
esta seja considerada uma barreira para estas populagdes de tuco-tucos, pois as altitudes da Cuchilla
de Haedo variam entre 200 e 500 metros, e como demonstrado anteriormente, nenhum registro de
individuos desta espécie foi feito em altitudes superiores a 200 metros. Assim sendo, devem ser
realizados mais estudos, principalmente envolvendo coletas na regido leste e centro do Uruguai, para

procurar confirmar esta hipdtese de diferenciagdo geogrdfica.

Padréo filogeogrdfico

Os resultados obtidos a partir das andlises moleculares, tais como: o algoritmo de Monmonier, a
rede de haplotipos e as andlises filogenéticas; além das andlises de morfometria e morfologia
craniana, forneceram evidéncias de que existem dois grandes clados (grupos) de populagbes de C.
torquatus que se encontram em duas regides geogrdficas distintas. Um clado (S) agrupando as
populagdes do extremo sul do Brasil e do nordeste do Uruguai, sendo parcialmente isoladas
geograficamente pelo Escudo Sul-Riograndense e pela Cuchilla de Haedo, enquanto o outro clado (T)
¢ formado por todas as demais populagées desta espécie ao longo de sua drea de ocorréncia ho Brasil
e no Uruguai.

Ao longo do tempo, a manutengdo do fluxo génico entre populagdes de formas cromossémicas
diferentes, como revelado por andlises de ADNmt, e a falta de eventos geogrdficas que atuassem
como barreiras na drea, pode ter sido responsdvel pela auséncia de isolamento genético observado,
apesar dos rearranjos cromossémicos que se diferenciam localmente, particularmente nas
extremidades da distribuigdo geogrdfica da espécie.

Embora este estudo ndo tenha demonstrado correlacdo entre as diferencas cranianas e as
distdncias geogrdficas (tal como observado em C. rionegrensis - D'Anatro & Lessa, 2006), detectou-

se uma significativa, embora fraca, correlagdo positiva considerando as diferengas genéticas e
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geogrdficas (semelhante ao detectado em . minutus - Lopes, 2007). Estes resultados de correlagdo
entre distdncias geogrdficas e genéticas entre populagées de C. forguatus podem estar relacionados
com a ocorréncia de haplétipos diferenciados nas regides periféricas da distribuigdo da espécie, e
pelo compartilhamento de um mesmo haplotipo em diferentes e distantes localidades.

A auséncia de associagdo entre as variagdes cromossdmicas e a variabilidade haplotipica
detectada em C forguatus também foi encontrada em outras espécies de tuco-tucos que se
caracterizam por apresentar polimorfismo cromossémico e henhum um padrdo de monofilia quando
analisadas através de ADNmt (Mascheretti et a/, 2000; Giménez et al, 2002, Tomasco & Lessa,
2007). Além disso, diversos estudos com populagdes cromossomicamente polimérficas demonstram
que a fixagdo de novos rearranjos cromossomica é freqliente em tuco-tucos, mas as diferengas
cariotipicas ndo caracterizam necessariamente esterilidade aos individuos heterozigotos e, da
mesma forma que zonas hibridas, ndo apresentam evidéncias de heterozigosidades negativas (Gava &
Freitas, 2002; Gava & Freitas, 2003; Tomasco & Lessa, 2007).

A variabilidade cromossdmica pode ser independente de eventos geogrdficos, e os aspectos
biolégicos que envolvem as populagdes destes roedores subterrdneos devem ser mais importantes na
sua diferenciagdo cariotipica. As caracteristicas de estruturagdo demogrdfica sdo freqlientemente
citadas para explicar a fixagdo de rearranjos cromossdémicos em roedores subterrdneos pela agdo da
deriva (Nevo et al 1994; Novello et al. 1996). Entretanto, ndo existem evidéncias diretas da
ocorréncia destes eventos até entdo.

As andlises filogenéticas ndo conseguiram revelar um padrdo de variagdo que pudesse ser
correlacionado com as formas cariotipicas ou com as variagées morfoldgicas encontradas nas
populagdes estudadas. Estes resultados podem sugerir que o gene de regido controladora do DNAmt
ainda ndo divergiu suficientemente para ser distinto entre grupos cromossémicos ou morfoldgicos.
Tais discorddncias entre marcadores genéticos ndo raramente sdo vistas em muitos organismos,
inclusive roedores (Iwasa et a/. 2002), e mais especificamente em ftuco-tucos (Wlasiuk et a/, 2003;
Freitas, 2007). Isto deve estar relacionado ao fato de que diferentes marcadores tém tempos de
evolugdo distintos, e provavelmente, os padrdes ecoldgicos e demogrdficos dos tuco-tucos propiciam
a estes roedores uma peculiar evolugdo citogenética.

Todavia, um fato que pode ser considerado em relagdo a evolugdo cariotipica de Ctenomys é a
conservagdo do contetdo do ADN (Ruedas ef a/ 1992; Novello et al, 1996), a despeito da grande

variagdo nos ndmeros cromossdmicos. Além disso, ndo se pode desconsiderar a combinagdo de
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processos como deriva meidtica ou selegdo proporcionando esta variabilidade visto que a estrutura
populacional destes roedores também apresenta uma certa variagdo, desde pequenas tuqueiras
(conjunto de tocas, ou demes) até grandes colonias (Villar et a/, 2005). De fato, a evolugdo
cariotipica em Ctenomys pode ser associada a vdrios fatores, porém permanece a questdo a respeito
de qual seria o mais importante, e se ocorre da mesma forma nas diferentes espécies do género.

Do ponto de vista interespecifico, a proximidade filogenética entre C torguatus e C. pearsoni
(Lessa & Cook, 1998; D'Elia et al, 1999; Castillo et a/, 2005) pode ser questionada pelos resultados
obtidos através das andlises com citocromo b incluindo espécies que ocorrem no Brasil e no Uruguai e
que até entdo ndo haviam sido inseridas em estudos de relagdes filogenéticas interespecificas para o
género Ctenomys. Apesar da proximidade geogrdfica entre as duas espécies em questdo, nossas
andlises demonstraram que estas espécies ndo sdo tdo relacionadas filogeneticamente quanto se
supunha. A seqiiéncia de C. pearsoni demonstrou-se mais relacionada as espécies de tuco-tuco que
ocorrem no nordeste da Argentina, particularmente C. dorbignyi, com a qual compartilha o mesmo
cariotipo (2n=70, FN=88) e sdo consideradas como tendo uma origem comum (Garcia et a/., 2002a).

Além de ndo serem tdo relacionadas filogeneticamente, Fernandes et al. (no prelo) demonstraram
importantes diferengas entre C. torguatus e C. pearsoni com relagdo ao tfamanho e a forma do crdnio.
Trés provdveis barreiras geogrdficas ho Uruguai podem ser consideradas como relacionadas ao
processo de diferenciagdo entre estas espécies: a Cuchilla Grande, o rio Negro, e o arroio Chui. Porém,
devem ser realizadas mais coletas nestas regides, bem como empregados estudos populacionais, tanto
morfométricos quanto moleculares, para possibilitar uma melhor compreensdo das diferengas que
envolvem as populagdes destas espécies.

Recentemente alguns estudos forma realizados utilizando como marcadores moleculares a regido
controladora do ADNmt para propor padrées filogeogrdficos para espécies de tuco-tucos ho Brasil
(Ferndndez-Stolz, 2007; Lopes, 2007), Uruguai (Tomasco & Lessa, 2007) e Argentina (Mora et al.,
2006; Mora et al, 2007). Apesar de algumas similaridades entre estas espécies, de modo geral foram
encontrados padrdes especificos para cada espécie que podem estar associados ao tipo de habitat ao
qual cada uma delas estd associada. Estes padrdes podem estar relacionados também ao relativamente
curto intervalo de tempo de diversificagdo e as caracteristicas demogrdficas destes roedores (Reig et
al., 1990).

Peculiaridades da espécie C torguatus, tais como: ampla distribuigdo geogrdfica, baixa

diversidade haplotipica e polimorfismo cromossémico relativamente reduzido, associado a histdria
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biogeogrdfica da regido sul do Brasil e norte do Uruguai fazem com que o padrdo filogeogrdfico desta

espécie seja Unico entre as espécies de tuco-tuco estudadas até entdo.

Considera¢des finais

A reunido das informagdes neste estudo nos remete ao seguinte cendrio: as populagdes de
Ctenomys torguatus expandiram recentemente a partir do centro do Rio Grande do Sul (Depressdo
Central), em diregdo ao oeste e sul do Brasil, e também em diregdo ao horte e noroeste do Uruguai,
com uma estruturagdo genética tipica de uma expansdo populacional sem que tenha se passado o
tempo suficiente para que fosse possivel se caracterizar um padrdo de isolamento pela distdncia
enfre as populagdes. E a partir desta expansdo, algumas populagdes iniciaram um processo de
diferenciagdo sob a influéncia das mutagdes e da deriva genética.

Apesar das drvores dos genes hem sempre coincidirem com as drvores inter ou intraespecificas,
0 que representa uma limitagdo quando se trabalha com apenas um marcador (seja mitocondrial ou
nuclear) em estudos filogenéticos, realizar um estudo empregando um dnico I6cus mitocondrial
representa uma abordagem inicial para a questdo que deve ser retomada futuramente com utilizagdo
de outros marcadores (como microssatélites, por exemplo) para investigar os processos de
variabilidade cromossdmica e morfoldgica que caracterizam as populagdes de C. torguatus.

Os nossos resultados constituem-se em um dos raros estudos de filogeografia que tenta
interpretar a influéncia de eventos geogrdficos e histdricos na distribuigdo atual e na diversificagdo
de mamiferos subterrdneos Sul-Americanos utilizando diversas ferramentas morfométricas e
moleculares. Esperamos que com o aclmulo de conhecimentos sobre a diversidade genética, com
incremento de dados morfoldgicos e ecoldgicos sobre mamiferos no Sul do Brasil e no Uruguai,
associado a outros dados de fauna e flora, os testes diretos de congruéncia filogeogrdfica possam

ser realizados para proporcionar o melhor entendimento da biogeografia desta regido.
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10. CONCLUSBES

- A espécie Ctenomys torquatus apresenta uma das maiores distribuigdes geogrdficas entre as
espécies de tuco-tuco na América do Sul. Todos os individuos foram coletados em altitudes

inferiores a 200 metros e em terrenos arenosos;

- As populagdes desta espécie, tuco-tuco-de-colar, ocorrem em toda regido central do Rio
Grande do Sul, geomorfologicamente conhecida como Depressdo Central; na regido da Campanha (ou
Campos Sulinos), no extremo oeste do Rio Grande do Sul, sendo limitadas a oeste pelo rio Uruguai.
Ainda neste Estado, foram encontradas populagdes ao longo de toda porgdo sul, exceto na regido do

Escudo Sul-Riograndense, além de registros na parte sul da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul;

- Registros de coletas de C. forquatus foram encontrados também nhas regides norte do Uruguai;

- Foram descritos dois nimeros cromossdmicos para populag8es de C. forquatus no oeste do Rio
Grande do Sul: 2n=42 em Alegrete, e 2n=40 em Alegrete e em Itaqui. O polimorfismo cromossdmico
encontrado nesta espécie caracteriza-se por um cariétipo mais amplamente distribuido e considerado
ancestral (2n=44), a partir do qual derivou-se o nimero cromossémico 2n=46, a partir de uma fissdo,

e 0s nimeros cromossomicos 2n=42 e 2n=40, em decorréncia de duas fusdes cromossdmicas;

- A variabilidade morfométrica, e morfoldgica, craniana demonstrou dimorfismo sexual, com
machos maiores do que as fémeas, além de um certo grau de diferenciagdo entre os grupos
cariotipicos e entre os grupos populacionais ho aspecto regional, particularmente populagées ao sul do

Rio Grande do Sul;

- Os individuos com 2n=44 do Uruguai apresentaram diferengas na forma e no tamanho do

cranio em relagdo aos individuos com o mesmo cariétipo que ocorrem ho Brasil;

- As vistas dorsal e lateral apresentaram os melhores resultados nas andlises de morfometria

geométrica. Porém, recomenda-se que sejam realizadas andlises com as trés vistas (dorsal, ventral e
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lateral), e com a integragdo destas, para melhor compreensdo do grau de variagdo, e também das

regies onde ocorrem estas possiveis variag8es nos cranios;

- A espécie C. torquatus apresentou baixa variabilidade genética, e a topologia da rede de
haplétipos em forma de “estrela” sugere um cendrio de expansdo com pouca diferenciagdo entre os
haplétipos, com o mais freqiiente dos haplotipos estando representado na maioria das localidades, e

alguns haplotipos Unicos com uma, ou poucas, diferenciagdes nucleotidicas;

- Os elevados e significantes valores de Fst demonstraram auséncia, ou limitado, fluxo génico
entre as populagdes analisadas, principalmente considerando dois grandes clados: um grupo formado
por haplétipos que ocorrem no extremo sul do Rio Grande do Sul e leste do Uruguai (S), e outro
agrupando todas as demais populagdes de C. torguatus (T). Entre estes dois clados (S e T), o
algoritmo de Monmonier detectou a principal barreira ao fluxo génico entre as populagdes de C

torguatus analisadas;

- O teste de Mantel teve como resultado uma correlagdo significativa entre as distdncias
geogrdficas e as estimativas de fluxo génico, revelando desta forma, um certo padrdo de isolamento
por distdncia, embora ndo tenha sido detectada correlagdo entre as diferenciagées morfoldgicas e

geogrdficas;

- Propde-se que as populagdes de C. forquatus tiveram uma origem na Depressdo Central do Rio
Grande do Sul, migrando relativamente hd pouco tempo para o oeste e sul do Estado e para o norte e

oeste do Uruguai;

- As possiveis barreiras geogrdficas que podem ter levado a algum grau de diferenciagdo
intraespecifico sdo o rio Ibicui, que separa citogeneticamente duas populagdes, com 2n=40 e 2n=44,
no extremo oeste do RS; a Cuchilla de Haedo, que separa morfologicamente as populagdes do oeste
do Uruguai em relagdo as populagdes do leste deste pais e do sul do Brasil; e, principalmente o
Escudo Sul-Riograndense, que distingue as populagdes do extremo sul do Brasil do ponto de vista

molecular e da morfometria geométrica;
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- O rio Jacui, um dos mais caudalosos rios do Rio Grande do Sul, ndo apresentou nenhuma
influéncia no que diz respeito a variagdo cromossdmica, morfoldgica ou molecular, por outro lado, o
canal de Sdo Gongalo ¢ uma barreira entre populagdes com 2n=46 e 2n=44, ao menos do ponto de
visto cromossdmico e de morfometria craniana, pois filogeneticamente as populagées sdo

semelhantes;

- As espécies C. torguatus e C. pearsoni ndo sdo filogeneticamente tdo préximas quanto se
supunha. Nos estudos realizados até entdo, elas se apresentavam relacionadas pela auséncia de
seqiiéncias de outras espécies que ocorrem no Rio Grande do Sul e nordeste da Argentina. A Cuchilla
Grande, o rio Negro e o arroio Chui (no Uruguai) sdo possiveis barreiras entre populagdes de C

torquatus e C. pearsoni, porém mais estudos devem ser realizados para testar esta hipétese.
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