CAROLINE CHARAO SARTOR

ESTRUTURA POPULACIONAL DE LEOPARDUS COLOCOLO
(CARNIVORA, FELIDAE): DEFININDO UNIDADES DEMOGRAFICAS PARA A
CONSERVACAO DA ESPECIE NO BRASIL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Biologia Animal, Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, como requisito parcial a

obtencdo do titulo de Mestre em Biologia Animal.

Area de Concentracdo: Biologia Comparada

Orientador: Prof. Dr. Thales Renato Ochotorena de Freitas

Co-orientadora: Dra. Tatiane Campos Trigo

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
PORTO ALEGRE

2016



ESTRUTURA POPULACIONAL DE LEOPARDUS COLOCOLO (CARNIVORA,
FELIDAE): DEFININDO UNIDADES DEMOGRAFICAS PARA A
CONSERVAGAO DA ESPECIE NO BRASIL

CAROLINE CHARAO SARTOR

Dissertacdo aprovada em: / /

Banca examinadora:

Dra. Maria Jodo Ramos Pereira (UFRGS)

Dra. Gislene Lopes Gongalves (UFRGS)

Dr. Daniel Galiano (Unochapeco)



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer as pessoas que tornaram possivel o

desenvolvimento deste trabalho e me auxiliaram de alguma maneira na realizacéo deste.

Ao meu orientador, Thales R. O. de Freitas, pela confianca, amizade, e por todo
0 apoio e ensinamentos passados ao longo destes dois anos. Ainda, queria agradecer por
ter aceitado realizar este trabalho.

A minha co-orientadora, Tatiane Campos Trigo, pela paciéncia, confianca,
amizade, por sempre estar disposta a me auxiliar, por ter aceitado me co-orientar e

principalmente, por todos 0s ensinamentos que me passou.

Aos professores, colegas e funcionarios dos Departamentos de Zoologia e

Genética da UFRGS, que enriqueceram muito 0 meu conhecimento.

Aos colegas de laboratério: Bruna, Bruno, Carol Espinosa, Dani, Diego, Gislene,
Jorge, Leandro Borges, Leonardo, Patricia, Renan e Willian, pelas discussbes sobre
pesquisa, pelo companheirismo e momentos de distracdo na hora do café. Meu
agradecimento especial a Gisele, Mayara e Sandra, pelos ensinamentos e disposi¢cdo em

me ajudar e, principalmente, por me receberem tdo bem no laboratério e pela amizade!

Ao Luciano, nosso querido técnico do laboratério, que ndo s6 é indispensavel
para a realizacdo dos nossos trabalhos, mas torna os nossos dias mais agradaveis e

engracados.

Ao Museu Nacional de Histéria Natural do Uruguai, pelas amostras cedidas e,
em especial, ao Enrique Gonzélez, curador da cole¢do de mamiferos do museu, que
sempre se mostrou disposto a ajudar e me enviou as amostras. Ao Dr. Diego Queirolo

que fez o favor de trazer as amostras do Uruguai para mim.

N&o poderia deixar de agradecer aos meus pais e minha irmd, que sempre me

incentivaram e estiverem do meu lado. Obrigada pelo apoio, amor e dedicacao!



SUMARIO

1. INTRODUGAD. ..ottt sttt sttt sttt 6
1.1. Genética da CONSEIVAGAD........ccueeiveireeireeiesieesteesteeaesteesteasa e s e eteesaeereesreeneesneesraeneenres 6
1.2. Marcadores MOIECUIAIES. ..o 8
1.3, A FaMilia FEliae. .......coiveiiiiee e 9
1.4, Leopardus COIOCOI0..........cueiiiie et 10
2. OBIETIVOS. ... ettt ettt sae e beennee s 14
2.1, ODJELIVO GEIaAL....cciiiiiieeii e 14
2.2. ODJEtiVOS ESPECITICOS. ... ettt 15

3. CAPITULO I — Diversidade genética e estruturacdo populacional do gato palheiro

(Leopardus colocolo) no Brasil: diretrizes para a CONSErvagao...........c.cceevervrereenne 16

4. CONSIDERAGOES FINAIS........oooveveeeeeeteeieeeeeseesees e eseeees s 43
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccooeviieiiieieieieieississe s 45
B. ANEXOS.......oouiiiiieeteteeee ettt er ettt s et s st n st a et s st en et enans 51



RESUMO

O gato palheiro, Leopardus colocolo, é um felideo neotropical de pequeno porte.
A espécie possui uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo desde os Andes do Peru
e da Bolivia, até o extremo sul da América do Sul. No Brasil, a distribuicdo da espécie
ainda € incerta, porém sabe-se que ela ocorre na regido centro-oeste e no estado do Rio
Grande do Sul. Embora a taxonomia de L. colocolo gere controvérsias, sabe-se que
algumas populagdes estdo geneticamente estruturadas, provavelmente como resultado
de longos periodos de isolamento. Em um estudo filogeografico baseado em genes de
DNA mitocondrial, a diferenciacdo genética entre os individuos do centro-oeste e do sul
do Brasil foi evidenciada. Segundo este, estas populagcdes apresentam-se fortemente
estruturadas, com um baixo nivel de fluxo génico. No entanto, a analise exclusiva de
marcadores de heranga unicamente maternal utilizada neste estudo impossibilita a
avaliacdo da real extensdo da divergéncia evolutiva entre estas populacdes. Em razédo
disso, o presente estudo procurou avaliar, através do uso de marcadores moleculares de
microssatélite, a variabilidade genética das populac@es de L. colocolo na regido central e
sul do Brasil e verificar a distribuicdo geografica desta variabilidade, analisando
processos de fluxo génico, isolamento genético e estrutura populacional, a fim de
auxiliar no desenvolvimento de planos de manejo e conservagdo para a espécie. A
investigagdo genética deste estudo revelou uma alta variabilidade génica nas
populacdes, comparaveis a condi¢cdes encontradas em populagdes de gatos-palheiros do
oeste da América do Sul. Os niveis de divergéncia génica entre as populacdes foram
significativos. Na andlise de agrupamento Bayesiano as populacdes brasileiras
formaram clusters distintos. De modo geral, o estudo evidenciou a divergéncia genética
entre as populacdes de gato-palheiro da regido centro-oeste e sul do Brasil. Acredita-se
que a expansdo da Floresta Atlantica no final do Pleistoceno, inicio do Holoceno,
separou as populacdes de L. colocolo do centro-oeste e do sul do Brasil, funcionando
como uma barreira para o fluxo génico dessa espécie entre as regides, deixando a
populacdo do sul isolada. Com base nos resultados obtidos, sugerimos que as
populagdes brasileiras sejam consideradas Unidades de Manejo independentes para a
conservacao efetiva da diversidade genética. Ainda, recomendamos que seja dada uma
atencdo especial a populacdo do Rio Grande do Sul e Uruguai, pois populacdes isoladas
estdo mais propicias ao endocruzamento e perda da diversidade genética, o que diminui

a viabilidade da populagéo a longo prazo.



1. INTRODUCAO
1.1. Genética da conservagao

O aumento do desmatamento e risco de extingdo de espécies da fauna e flora
global levaram ao surgimento da Biologia da Conservacdo, uma iniciativa
multidisciplinar que tem por objetivos conservar a biodiversidade, minimizando o0s
impactos das acbes antrépicas e reduzindo as taxas atuais de extin¢do (Frankham et al.
2002). A Genética da Conservacdo é uma area da Biologia da Conservacao que, através
de dados moleculares, estuda os processos evolutivos atuantes sobre as populacdes
naturais, sua variabilidade genética, estrutura de populacbes e fluxo génico, historia
demografica e tamanho efetivo das populacGes (Avise 1994; Paetkau et al. 1998;
Palomares et al. 2002; Uphyrkina et al. 2002), com o objetivo de preservar as espéecies
como entidades dindmicas capazes de lidar com as mudancas ambientais (Frankham et
al. 2002).

A diversidade genética é de extrema importancia para a evolucéo e viabilidade
das populagcdes a longo prazo. A variabilidade genética alta é importante para a
permanéncia de uma populacéo, pois ela fornece a selecdo natural um maior nimero de
possiblidades sobre as quais ela podera agir, gerando assim um maior numero de
adaptacdes que tendem a aumentar a probabilidade de sobrevivéncia desta populagdo ao
longo do tempo (Avise, 1994).

A variabilidade genética esta diretamente relacionada com o tamanho efetivo de
uma populacdo. PopulacBes pequenas sdo mais susceptiveis as pressdes do ambiente,
tornando-se mais vulneraveis a doengas e catastrofes ambientais, aumentando o risco de
extincdo (Frankham et al. 2002). Sdo nessas populagdes que a genética da conservagdo
possui grande interesse, pois elas estdo vulneraveis a deriva genética e ao
endocruzamento, que podem provocar a perda da variabilidade genética principalmente
em populacgdes isoladas e de tamanho reduzido (Frankham et al., 2002; Spielman et al.
2004).

Assim, estudar a distribuicdo geogréfica da variabilidade genética dentro de cada
espécie e o nivel de fluxo génico entre as populagdes possui grande importancia em
programas de manejo e conservacao. Na natureza, as populagdes geralmente apresentam
um certo grau de estruturacdo genética, com areas com menor ou maior fluxo génico

entre elas. Areas com fluxo génico mais restrito podem representar linhagens evolutivas



independentes, que possuem adaptacdes ecoldgicas para o local que habitam (Avise
1994; Moritz e Faith 1998; Taylor e Dizon 1999).

Para fins de manejo, é possivel identificar dentro de cada espécie dois tipos de
linhagens evolutivas: as Unidades Evolutivamente Significativas (UES) e as Unidades
de Manejo (UM). As UES sédo populacGes reciprocamente monofiléticas para alelos de
DNAmt e que demonstram divergéncia significativa para frequéncias de alelos em locos
nucleares (Moritz 1994; Crandall et al. 2000). Ou seja, uma UES é uma populacédo, ou
um grupo de populagdes, que se encontram diferenciados de populagdes proximas em
termos genéticos, morfologicos ou ecoldgicos, refletindo uma histéria de isolamento
geogréfico em niveis variados. Portanto, ao possuirem caracteristicas préprias, essas
populacdes devem ser consideradas como unidades independentes para fins de
conservacao (Eizirik 1996). O conceito de UES foi desenvolvido com o objetivo de
providenciar bases racionais para a priorizacdo de taxons para a conservacao, tendo em
vista que a taxonomia existente pode ndo refletir a diversidade genética de forma
adequada (Moritz 1994).

As UM, por outro lado, sdo populacdes com uma diferenca na frequéncia alélica
dos locos nucleares ou mitocondriais significante, independente da distingdo
filogenética dos alelos. Populagdes que diferem na frequéncia alélica sdo significantes
para a conservacao, pois elas representam popula¢des conectadas por um nivel de fluxo
génico tdo pequeno, que elas sdo funcionalmente independentes. Enquanto a UES
requer informacdes na distribuicdo e filogenia dos alelos para sua determinacdo, a UM

sO requer informacdes da frequéncia dos alelos (Moritz 1994).

O reconhecimento destas linhagens evolutivas € de vital importancia para a
realizacdo de programas de conservacdo de espécies, pois permite preservar padrdes
histéricos de diferenciacdo das populacbes que podem representar padrbes de

adaptacOes ecoldgicas locais (Dimmick et al. 2001).

Os felideos neotropicais enfrentam, atualmente, graves problemas como
reducdo, alteracdo e fragmentacdo de habitats, além da caca e outras ameagas
antrépicas. Em razdo disso, a demarcacéo de areas de protecdo adequada é de extrema
importancia para a preservagdo destas espécies (Eizirik 1996). No entanto, esforcos de
conservacao atuais e passados tém sido prejudicados pela incerteza do grau e
significancia da subdivisdo dentro de cada espécie, e tem refletido em varios esquemas
de classificacdo. Portanto, reconhecer grupos filogenéticos, tanto a nivel de espécie,

7



quanto de subespécie € um dos primeiros passos para designar unidades de conservagéo
(Nowell e Jackson 1996; Johnson et al. 1999).

1.2. Marcadores Moleculares

Estudos em Genética da Conservacdo geralmente utilizam-se dos chamados
marcadores moleculares, que permitem o estudo do genoma dos organismos com a
finalidade de se obter informacBes a cerca da variabilidade genética existente nas
espéecies e nas populacbes (Allendorf e Luikart 2007). Atualmente, os marcadores
moleculares mais utilizados em estudos genéticos de relacbes evolutivas e
populacionais incluem sequéncias de DNA mitocondrial (DNAmt) e locos nucleares

altamente polimorficos, como os de microssatélite.

Os microssatélites estdo incluidos dentro das sequéncias de DNA nuclear
denominadas de SSRs Simple Sequence Repeats (Kashi et al. 1997) ou VNTRs Variable
Number of Tandem Repeats (Murray 1996). Estas sequéncias altamente repetitivas
estéo dispersas pelo genoma de eucariotos, formadas por repeticdes em tandem de 1 a 6
pares de bases, e formam conjuntos de cinco até centenas de repeticBes por loco,
podendo variar em tamanho e possuindo um carater altamente polimérfico (Tautz
1993). Além disso, os microssatélites sdo codominantes, o que permite identificar se 0s
individuos sdo homozigotos ou heterozigotos para cada loco e seletivamente neutros,
possibilitando a manutencdo de sua alta variabilidade (Murray 1996). Por apresentarem
alelos menores do que 1Kb, para trabalhar com estes marcadores € possivel utilizar
DNA altamente fragmentado ou em pequenas quantidades, inclusive obtido a partir de
amostras antigas (Bruford e Wayne 1993).

A utilizacdo destes marcadores em estudos de Genética da Conservacdo é cada
vez maior, podendo ser utilizados para a identificacdo de individuos ou espécies (Ernest
et al. 2000), a comparacdo da variabilidade genética entre espécies e populacdes
(Johnson et al. 1999; Moreno et al. 2006; Grisolia et al. 2007), determinacdo de
parentesco e estrutura social (Morin et al. 1994; Nesje et al. 2000), determinacdo do
grau de estrutura das populacfes e migragdo (Waits et al. 2000; Dalén et al. 2006; Haag
et al. 2010; Valdez et al. 2015) e o tamanho efetivo das populacfes (Kohn et al. 1998).
Além disso, podem ser utilizados em estudos de filogeografia (Eizirik et al. 2001,



Tchaicka et al. 2007) e genética da paisagem (Mcrae e Beier 2007; Gabrielsen et al.
2013; Vernesi et al. 2015).

1.3. A Familia Felidae

Os felideos sao ilustres predadores, possuindo inimeras adaptacGes para o seu
habito estritamente carnivoro (Kitchener 1991; Macdonald e Loveridge 2010). Eles
possuem mandibulas especializadas para subjugar e matar suas presas, com caninos
longos, e carniceiros bem desenvolvidos, que refletem sua dieta constituida quase que
exclusivamente de carne (Eisenberg e Redford 1999; Macdonald e Loveridge 2010).
Com excecdo do guepardo, Acinonyx jubatus, as garras dos felideos sdo fortes,
altamente curvadas e retrateis, ficando protegidas do desgaste (Kitchener 1991; Nowak
1999).

Os membros da familia Felidae sdo ageis escaladores e bons nadadores (Nowak
2005). Sdo animais principalmente solitarios, e a grande maioria é noturna, embora

algumas espécies sejam ativas principalmente durante o dia (Nowak 1999, 2005).

Entre os carnivoros, a familia Felidae (Mammalia, Carnivora) representa uma
radiacdo evolutiva Unica, com um grande ndmero de espécies exibindo tragcos
ecoldgicos, morfoldgicos e comportamentais variados (Masuda et al. 1996), sendo
considerada uma das familias de carnivoros mais bem sucedidas do mundo (Nowell e
Jackson 1996; Nowak 1999). Atualmente o grupo compreende 36 espécies, pertencentes
a 18 géneros (Macdonald e Loveridge 2010), sendo distribuidas por todo globo, com

excecdo de Madagascar, Austrélia, Nova Zelandia e dos pdlos (Nowak 1999).

A reconstrucdo filogenética molecular dessa familia representa um desafio, pois
sua historia evolutiva é marcada por rapidos eventos de especiacdo, alta taxa de extingédo
e de evolucdo convergente e paralela (Martin 1989). Além disso, as espécies viventes de
felinos parecem ter evoluido de um ancestral comum relativamente recente (10-15

milhdes de anos atras) (Johnson e O’Brien 1997).

Atualmente, a familia Felidae é subdividida em oito linhagens monofiléticas
distintas, entre elas, a Linhagem da Jaguatirica (Johnson e O’Brien 1997; Mattern e
McLennan 2000; Johnson et al. 2006). Esta linhagem é endémica da América do Sul e
Central e, com base em dados moleculares, acredita-se que comecou a se diferenciar do

seu ancestral comum durante e apos a formacéo do istmo do Panama (2.8 milhdes de
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anos atrads) (Johnson et al. 1999, 2006). A linhagem da Jaguatirica compreende oito
espécies de felideos de pequeno porte: a jaguatirica (Leopardus pardalis), o gato
maracaja (L.wiedii), o gato-andino (L. jacobita), o gato-palheiro (L. colocolo), o gato-
do-mato-grande (L. geoffroyi), o huifia (L. guigna), o gato-do-mato-pequeno (L.
tigrinus) (Johnson et al. 1996, 2006) e o Leopardus guttulus, que foi recente
reconhecido como uma espécie distinta de Leopardus tigrinus por Trigo et al. (2013).
Nesta linhagem, Johnson et al. (2006) identificaram dois clados monofiléticos
principais: um mais externo, formado por L. pardalis e L. wiedii, e outro mais interno,
formado pelas demais espécies, no qual L. colocolo € posicionado como espécie irma de

L. jacobita.

1.4. Leopardus colocolo

O gato palheiro, Leopardus colocolo, é um felino de pequeno porte, com
aparéncia bastante semelhante a um gato doméstico, com comprimento total variando
entre 65,5 cm a 102,2 cm e peso variando entre 3 a 4 kg (Garcia-Perea 1994; Nowell e
Jackson 1996; Nowak 2005). O pelo é mais longo e aspero, a cauda mais curta e as
orelhas mais pontiagudas que as demais espécies de felinos neotropicais. Apresenta seis
padrdes diferentes de coloracdo da pelagem que variam do cinza-amarelado ao cinza
escuro ou marrom-avermelhado, podendo ou ndo ter manchas. A principal caracteristica
da espécie, porém, sdo listras escuras e largas nas patas (duas ou trés nas anteriores e
trés a cinco nas posteriores) (Oliveira e Cassaro 1999) (Figura l1a). A ocorréncia de

individuos meléanicos é confirmada a partir de registros em campo (Silveira et al. 2005).

O gato dos pampas, como também é conhecido, é uma espécie solitaria, que se
alimenta principalmente de pequenos roedores e aves terrestres (Nowell e Jackson 1996;
Eisenberg e Redford 1999; Oliveira e Cassaro 1999; Napolitano et al. 2008; Barstow e
Leslie 2012). E considerado um felino de habito noturno (Sunquist e Sunquist 2002;
Oliveira e Cassaro 1999), porém um estudo feito por Silveira et al. (2005) no Cerrado
brasileiro verificou que nesta regido a espécie possui maior atividade durante o dia e no
crepusculo. Quanto a area de vida, L. colocolo ocupa uma area média de 3,07-36,98 km?
(Barstow e Leslie 2012).

Este felino foi muito cagado por sua pele no passado, porém hoje a principal
ameaca a espécie é a perda de habitat (Sunquist e Sunquist 2002). Atropelamentos séo
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também uma ameaca importante para L. colocolo, além da caca por esporte ou por
retaliacdo pela predacdo de animais domésticos (Sunquist e Sunquist 2002; Cossios et
al. 2007; Barstow e Leslie 2012). No Brasil, a perda de habitat é provocada
principalmente pela expansdo agricola (tanto no Cerrado como no Pampa) e pela
silvicultura (basicamente no Pampa), aléem de praticas histéricas de queima de
vegetacdo campestre, principalmente no Pampa, como método de manejo para a
exploracdo pecuaria. No bioma Pampa, a predacdo por cdes domésticos € comum,
realizada como caca retaliatéria ou preventiva (Queirolo et al. 2013). L. colocolo é
listado como Quase Ameacado (NT) pela IUCN (Lucherini et al. 2015) e encontra-se
como Vulneravel (VU) nacionalmente (Machado et al. 2008).

A espécie ocorre em uma grande variedade de habitats, desde campos abertos a
florestas Umidas e regides montanhosas, sendo encontrado em areas com mais de 5.000
metros de altitude (Nowak 2005; MacDonald e Loveridge 2010). Distribui-se por uma
area bastante extensa, ocorrendo desde os Andes do Equador e da Bolivia, até o sul do
Chile e da Argentina, e também no Paraguai, Brasil e Uruguai (Nowell e Jackson 1996;
Eisenberg e Redford 1999; Sunquist e Sunquist 2002) (Figura 1b).

No Brasil, a distribuicdo da espécie ainda é incerta (Oliveira e Cassaro 1999;
Queirolo et al. 2013), embora saiba-se que estd distribuida em duas regibes distintas.
Uma delas abrange o Cerrado, nas regides central, sudeste e nordeste do pais, além das
planicies inundaveis do Pantanal. A outra area se limita a metade sul do estado do Rio
no Grande do Sul (RS), no qual sua distribuicdo é pouco conhecida devido a escassez de
registros (Oliveira e Cassaro 1999; Silveira et al. 2005; Sanchez-Soto 2007; Queirolo et
al. 2013). Ainda, acredita-se que as popula¢des do Rio Grande do Sul estdo em conexéo

com populacdes do Uruguai (Barstow e Leslie 2012).
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Figura 1: A) Leopardus colocolo (fonte: Queirolo et al. 2013); B) Distribui¢do geogréafica de Leopardus
colocolo. (fonte: modificado da IUCN - IUCN 2014. IUCN Red List of Threatened Species. Version
2014.1. <www.iucnredlist.org>).

Estudos genéticos feitos por Johnson et al. (1999) e Trigo et al. (2008)
identificaram hibridos entre L. colocolo e L. tigrinus numa area de simpatria, na regiao
central e nordeste do Brasil. Trigo et al. (2013) verificaram que este processo parece ter
sido antigo e unidirecional, levando a introgressdéo do DNAmt de L. colocolo na
populagéo de L. tigrinus. Santos (2012) sugere ainda que as populagdes de L. colocolo
oriundas do Rio Grande do Sul e do Uruguai sdo mais proximas a haplétipos de L.
tigrinus hibridos das regides centro-oeste e nordeste, do que de linhagens atuais de L.
colocolo do centro-oeste e nordeste brasileiro. Assim, acredita-se que houve uma
colonizacdo oeste-leste das linhagens de L. colocolo, pois na estrutura filogenética desta

espécie 0s haplotipos brasileiros e uruguaios formam um grupo mais recente, enquanto
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que as amostras chilenas, bolivianas e argentinas ficaram posicionadas como mais

basais (Figura 2).

OROREO00O0

Figura 2. Mapa gerado por Santos (2012) mostrando os grupos genéticos identificados ao longo
da distribuicdo de Leopardus colocolo. Os circulos representam grupos amostrais, e a cor indica a
presenca de haplétipos associados com cada um dos grupos genéticos identificados. As setas indicam o
provavel caminho de diversificagdo e colonizacdo das populagBes atuais de L. colocolo no Brasil e
Uruguai a partir do oeste da América do Sul.

Apesar de possuir uma ampla area de distribuicdo, L. colocolo é um dos felideos
menos conhecidos da America do Sul (Silveira 1995). Além disso, a taxonomia da
espécie tem gerado bastante controvérsia ao longo do tempo. Embora muitos estudos ja
tenham sido desenvolvidos, a evolucdo da espécie, bem como sua divisdo em
subespécies ainda ndo esta clara. Utilizando analises de morfologia craniana e padrdes
de coloracdo de pelagem, juntamente com a distribuicdo da espécie, Garcia-Perea
(1994) dividiu os gatos-palheiros em trés espécies distintas: L. colocolo (com ocorréncia
restrita ao centro e noroeste do Chile), L. pajeros (do Equador até a Patag6nia Chilena,
ocorrendo ao longo dos Andes) e L. braccatus (Paraguai, Uruguai, regido sul e central
do Brasil). Ainda segundo esta classificacdo, L. braccatus € divido em duas
subespécies, sendo estas: L. b. braccatus, ocorrendo no Paraguai e na regido centro-
oeste do Brasil (Cerrado) e L. b. munoai, ocorrendo no Uruguai e sul do Brasil (Pampa)
(Garcia-Perea 1994; Barstow e Leslie 2012).

Embora o estudo baseado em caracteres morfoldgicos tenha indicado a diviséo
de L. colocolo em trés espécies distintas (Garcia-Perea 1994), estudos moleculares

sugerem uma filogenia baseada em uma Unica especie e varias subespecies (Johnson et
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al. 1999; Cossios et al. 2009). Apesar disso, Johnson et al. (1999), Napolitano et al.
(2008) e Cossios et al. (2009) reconheceram, em seus trabalhos, que algumas
populacbes do oeste da Ameérica do Sul estdo geneticamente estruturadas e que elas
provavelmente passaram por significantes e longos periodos de isolamento e reduc¢éo do
fluxo génico. Johnson et al. (1999) indicam que as populacfes existentes divergiram de
um ancestral comum cerca de 1.7 milhdes de anos atras e que desde entdo 0s numerosos
periodos glaciais e interglaciais teriam alterado a distribui¢do dos habitats utilizados por
L. colocolo, podendo ter levado a mudancas nos tamanhos das populacdes e suas
distribuicbes. Além disso, as areas de campo geralmente sdo separadas por desertos
aridos, montanhas altas e florestas Umidas, 0 que aumentaria a probabilidade de
diminuicdo do fluxo génico e dos tamanhos efetivos das populacGes. Essas condigdes
podem levar a populacdes isoladas, sujeitas a deriva, selecdo natural localizada e ao

estabelecimento de diferencas geogréaficas intraespecificas fixas.

Em um estudo filogeogréfico baseado em genes de DNA mitocondrial de L.
colocolo amostrados no Brasil, Santos (2012) evidenciou a diferenciacdo genética entre
os individuos do centro-oeste e do sul do Brasil, apresentando baixo fluxo génico entre
as regibes. Do mesmo modo, com base na morfologia craniana e nos padrdes de
coloracdo destas duas subespécies, Nascimento (2010) demonstrou a existéncia de
diferenciacdo morfoldgica entre estas populagdes, sugerindo a elevacdo das subespécies
brasileiras para o nivel de espécie, sendo L. munoai para o Uruguai e Rio Grande do Sul
e L. braccatus para o Paraguai e Brasil central. No entanto, Santos (2012) indicam
cautela no reconhecimento de espécies distintas para o gato-palheiro no Brasil,
indicando a auséncia de fortes evidéncias que comprovem esta distingdo. Estes trabalhos
evidenciam a falta de informacéo sobre as populacdes de gato-palheiro que ocorrem no
Brasil, demonstrando a necessidade de pesquisas mais aprofundadas, visando esclarecer
a evolucéo desta espécie no territorio brasileiro e assim implementar medidas adequadas

para a preservacdo da espécie no pais.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar a historia evolutiva de L. colocolo e gerar novas informacdes sobre as

relaces geneticas da espécie no Brasil.
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2.2. Objetivos Especificos

1) Analisar a variabilidade genética das populacbes de L. colocolo na regido
central e sul do Brasil através da analise de marcadores moleculares do tipo

microssatélites.

2) Utilizar as informagfes obtidas para analisar a distribuicdo geografica da
variabilidade genética no Brasil, analisando processos de fluxo génico, isolamento

genético e estrutura populacional.

3) Contribuir para a elaboracdo de programas de manejo e conservagdo para a
espécie no Brasil.
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Resumo

AlteracGes naturais ou de origem antropogénica nos habitats das espécies podem
provocar modificacBes em seus padrbes de distribuicdo geogréafica. Essas modificaces
podem apresentar consequéncias geneticas, como diminuicdo do fluxo génico,
divergéncia genética e até mesmo especiacdo. Estudar as consequéncias das
modificag¢Oes historicas e atuais na distribuicdo das espécies silvestres vem ganhando
importancia em estudos de conservacdo. Reconhecer linhagens com histdrias evolutivas
independentes e adaptacdes ecoldgicas locais permite o desenvolvimento de medidas
efetivas de conservacdo. Neste trabalho nos analisamos 13 locos de microssatélites para
caracterizar a divergéncia genética de dois grupos populacionais geograficamente
disjuntos de Leopardus colocolo no Brasil. Nossos resultados demonstram que ambos
0S grupos estdo geneticamente estruturados e possuem um baixo fluxo génico entre eles.
Esses resultados corroboram os dados de estudos anteriores feitos com base em genes
de DNA mitocondrial. N6s recomendamos que estes grupos populacionais sejam
considerados Unidades de Manejo independentes para que seja possivel desenvolver

medidas apropriadas para a conservacao da espécie no Brasil.

Palavras-chave: América do Sul, divergéncia génica, Felidae, microssatélites, unidades

de manejo.

Introducao

Programas efetivos para a conservacdo de espécies ameacadas requerem a
andlise da variabilidade genética e da divergéncia génica entre as popula¢Ges de uma
espécie (Jones et al. 2004). A variabilidade genética € um componente importante para a
manutencdo da integridade e viabilidade de uma populacdo em longo prazo (England et
al. 2003) e estd diretamente relacionada com seu tamanho efetivo (Lande 1988;
Frankham et al. 2002). Populacdes pequenas estdo sujeitas a deriva genética e ao
endocruzamento, que podem diminuir sua diversidade genética. A perda da
variabilidade genética reduz o fitness dos individuos, afetando sua capacidade de resistir

a doencas e de se adaptar a mudancas ambientais (Lande 1988; Altizer et al. 2003).

As populagdes naturais geralmente apresentam algum nivel de estruturagdo

genética, com areas com menor ou maior fluxo génico entre elas. O fluxo génico
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aumenta a variabilidade genética das populacdes e reduz os efeitos do endocruzamento
e da deriva génica (Frankham et al. 2002). Porém, a existéncia de barreiras ou grandes
distancias geograficas entre duas populagdes limitam o deslocamento de individuos
entre estas. Assim, o grau de estruturacdo genética de uma populacdo é resultado de
restrito fluxo génico desta com as demais (Jones et al. 2004; Tammeleht et al. 2010).
Populacbes geneticamente diferenciadas podem representar linhagens evolutivas
independentes, que possuem adaptacdes ecoldgicas locais (Moritz e Faith 1998; Taylor
e Dizon 1999). Em razdo disso, estudar e compreender a estruturacdo espacial das
populacdes possui grande importancia para o estabelecimento de unidades adequadas

para medidas de conservacao (Moritz 1999).

O gato palheiro, Leopardus colocolo, é um felino de pequeno porte que
apresenta uma ampla distribuicdo geogréafica, podendo ser encontrado desde os Andes
do Equador e da Bolivia, até o sul do Chile e da Argentina, além do Paraguai, Brasil e
Uruguai, estando associado a ambientes abertos (Nowell e Jackson 1996; Eisenberg e
Redford 1999; Sunquist e Sunquist 2002). Embora possua uma ampla &rea de
distribuicédo, é um dos felinos menos conhecidos da América do Sul (Silveira 1995). No
Brasil sua distribuicdo € incerta (Oliveira & Cassaro, 1999; Queirolo et al. 2013),
embora saiba-se que ocorre nos biomas Cerrado e Pantanal, na regido Centro-Oeste do
pais, e no bioma Pampa, no sul do estado do Rio Grande do Sul (Oliveira e Cassaro
1999; Silveira et al. 2005; Sanchez-Soto 2007; Queirolo et al. 2013), cuja populacdo
parece estar em contato com a populacdo do Uruguai (Barstow e Leslie 2012; Santos
2012).

A taxonomia de L. colocolo tem representado um desafio. Baseado em
caracteristicas da morfologia craniana, padrdes de coloracdo da pelagem e distribuicédo
da espécie, os gatos-palheiros foram divididos em trés espécies distintas e 11
subespécies, sendo que no Brasil duas subespécies foram reconhecidas: L. braccatus
braccatus, ocorrendo na regido centro-oeste do Brasil (Cerrado e Pantanal) e L. b.
munoai, ocorrendo no sul do Brasil (Pampa) e Uruguai (Garcia-Perea 1994). Contudo,
estudos moleculares sugerem uma filogenia baseada em uma Unica espécie e varias
subespécies, embora seja reconhecido que algumas populagdes estejam geneticamente
estruturadas (Johnson et al. 1999; Cossios et al. 2009; Santos 2012). Johnson et al.
(1999) sugerem que as populacgdes existentes divergiram de um ancestral comum cerca

de 1.7 milhdes de anos atras e que desde entdo os periodos glaciais e interglaciais teriam
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alterado a distribuicdo dos habitats utilizados por L. colocolo, levando a mudancas nas
distribuicbes das populagdes, no tamanho efetivo e fluxo génico entre elas. Ainda,
algumas populagdes podem ter ficado isoladas, sujeitas a deriva e sele¢do natural
localizada, o que levou ao estabelecimento de diferencas geogréaficas intraespecificas

fixas.

Em um estudo filogeografico com base no DNA mitocondrial, evidenciou-se a
diferenciacdo genética entre as populagdes brasileiras de L. colocolo do sul e centro-
oeste do pais, apresentando uma alta estruturacdo e um baixo fluxo génico entre as
regides (Santos 2012). Esta diferenciacdo ja havia sido demonstrada em um estudo
morfolégico, no qual o autor sugeriu a elevacao das subespécies brasileiras para o nivel
de espécie (Nascimento 2010). Entretanto, a analise de marcadores de heranca
unicamente maternal impossibilita a avaliacdo da real extensdo da divergéncia evolutiva

entre estas populacdes.

Tendo em vista a falta de informagdo sobre as populagfes brasileiras de L.
colocolo e que a taxonomia existente pode ndo refletir a diversidade genética da espécie
de forma adequada, o presente estudo tem por objetivo analisar a variabilidade genética
das populacgdes brasileiras, a fim de avaliar o nivel de estruturacdo genética existente
entre as populagdes do centro e sul do Brasil por meio da investigagcdo de marcadores
moleculares de microssatélites. A definicdo desta estruturacdo, assim como a
caracterizacdo genética de cada populacdo é fundamental para o estabelecimento de

estratégias adequadas de manejo e conservacao da espécie no pais.

Materiais e Métodos

Coleta de amostras e procedimentos laboratoriais

As amostras biologicas foram obtidas de animais de cativeiro com origem
conhecida, individuos atropelados, individuos capturados em estudos de ecologia e
exemplares de museus taxidermizados. No total, foram obtidas amostras de 45
exemplares de Leopardus colocolo provenientes dos dois grandes grupos populacionais
brasileiros: 23 individuos do Centro-Oeste do Brasil (CO), abrangendo os estados de
Mato Grosso do Sul, Maranh&o, Tocantins e Goids, e 22 individuos do estado do Rio
Grande do Sul e Uruguai (RS-U) (Figura 1). Amostras do Uruguai foram incluidas neste
estudo considerando-se os resultados obtidos por Santos (2012) que indicam a
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existéncia de uma populacdo Unica entre este pais e o0 estado do Rio Grande do Sul, com

base na anélise de genes mitocondriais.

Ainda, com o intuito de verificar a divergéncia génica entre as populagdes
brasileiras e uruguaias e as demais popula¢des da América do Sul, foram incluidas oito
amostras de exemplares provenientes do Chile, Argentina e Bolivia. Para a realizacdo
das andlises, essas oito amostras foram tratadas como um U(nico grande grupo

populacional, aqui denominadas como grupo Oeste da América do Sul (OAS).

As extracbes de DNA gendmico das amostras de sangue e tecido foram
realizadas utilizando o protocolo padrdo de fenol/cloroférmio (Sambrook et al. 1989;
Palumbi et al. 1991) e CTAB (Doyle e Doyle 1987), respectivamente. Para a extracao
das amostras de pele, foi utilizado o kit comercial QIAamp DNA Stool Mini Kit

(QIAGEN), com protocolo adaptado para amostras de pele.

Treze locos de microssatélite [10 locos com repeticdo tetranucleotidica
(FCA391, FCA424, FCA441, FCA453, F42, F124, FCAT723, FCA730, FCA559 e
FCA734), 2 com trinucleotidica (F98 e F146) e 1 com dinucleotidica (FCAT77)],
desenvolvidos originalmente para o gato doméstico (Menotti-Raymond et al. 1999,
2005), foram amplificados separadamente por reacdo de cadeia de polimerase (PCR).
As reagdes de PCR foram realizadas em um volume de 15 puL contendo 1,5-3,0 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5U de Tag DNApolimerase, e 0,1uM de primers forward e
reverse. As condi¢cdes de amplificacdo foram definidas como: 94°C por 3 minutos, 10
ciclos de 94°C por 45 segundos, touchdown de 60-51°C por 45 segundos, 72°C por 1
minuto e 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 50°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto,

seguido de 10 minutos de extensdo final a 72°C.

Os produtos de PCR foram combinados por diferencas no tamanho dos
fragmentos gerados, e uso de diferentes fluorescéncias. A genotipagem foi realizada em
sequenciador ABI 3100 (Applied Biosystems) na empresa Macrogen. Os resultados das
genotipagens foram analisados no software PEAK SCANNER v1.0 (Applied
Biosystems). A fim de confirmar os genotipos e evitar erros, os resultados da
genotipagem foram analisados por duas pessoas separadamente e 20% das genotipagens
foram repetidas.
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Analise dos dados

Todos os locos foram avaliados para deteccdo de possiveis erros de genotipagem
devido a presenca de stutters, allele drop-out e alelos nulos atraveés do programa
MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al. 2004). A diversidade genética foi calculada
para cada grupo populacional separadamente, considerando o numero de alelos por loco
(A), o numero de alelos privados (E), a riqueza alélica (AR), a heterozigozidade
observada (Ho) e esperada (He). Estes indices foram determinados pelos programas
FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 2002) e ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier e Lischer 2010).
Diferencas significativas entre os valores de Ho e AR obtidos para cada uma das
populagdes alvo, CO e RS-U, foram testadas no programa FSTAT através da anélise de

comparacdo de grupos de amostras, usando um total de 10.000 permutacdes.

Desvios do equilibrio de Hardy-Wenberg (HWE) e desequilibrio de ligacéo
(LD) foram avaliados para a amostra como um todo e para cada uma das populacbes
(OAS, CO e RS-U), nos programas ARLEQUIN e GENEPOP 4.1 (Raymond e Rousset
1995; Rousset 2008), respectivamente. Niveis significantes de LD e desvios do HWE
foram ajustados com o método sequencial de Bonferroni, considerando multiplas

comparagOes simultaneas (Rice 1989).

A existéncia de estruturacdo populacional e a designacdo de individuos a sua
populacdo fonte foi determinada através da andlise de clustering Bayesiano no
programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Foram conduzidas 10 corridas
independentes para cada valor de K, variando de um a seis grupos, com 1.000.000
interagBes de MCMC (Markov Chain Monte Carlo) e um periodo de burn-in de 500.000
interacOes, sem utilizar informacBes prévias da origem geogréfica das amostras. O
programa foi rodado primeiramente com modelo de frequéncias alélicas independentes
e depois com frequéncias correlacionadas, seguindo sugestdo dos autores do programa.
Os resultados destas analises foram analisados utilizando o software online
STRUCTURE HARVESTER (Earl e vonHoldt 2012), incluindo uma avaliagdo do
namero de clusters geneticamente diferenciados através do método proposto por
Evanno et al. (2005).

Apbs determinado o valor de K, um segundo passo foi realizado (considerando
K=3 e modelo de frequéncias alélicas independentes; ver resultados abaixo) para
identificar possiveis migrantes e individuos com ancestralidade compartilhada em mais
de um cluster genético. Para esta analise, foi adicionada a informacdo a priori de
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origem dos individuos, considerando os trés grupos como populagdes distintas. Os
mesmos valores de interagdes e burn-in da analise anterior, realizada sem a informacéo
de populagdo, foram utilizados neste segundo momento. Os individuos foram
classificados como residentes quando apresentaram valores de g > 0,8 para a area onde
foram amostrados, e migrantes com g > 0,8 para uma localidade distinta de sua area de
coleta. Individuos com valores de g < 0,80 em qualquer um dos grupos populacionais
analisados foram considerados apenas como miscigenados, conforme utilizado por Haag

et al. (2010). Para todas as corridas foi assumido o0 modelo de mistura.

A atribuicdo/exclusdo de individuos através de populacdes previamente
definidas foi realizada pelo programa GENECLASS 2 (Piry et al. 2004). O mesmo
programa foi utilizado também para detectar migrantes de primeira geracéo,
empregando o critério Bayesiano (Rannala e Mountain 1997), com 100 simulacdes
individuais para 0 método de reamostragem de Monte Carlo e um alfa de 0,01 (Paetkau
et al. 2004). Foi calculado um teste razéo de verossimilhanga comparando a populagdo
onde o individuo foi amostrado sobre o maior valor de verossimilhanca entre todas as

populacdes (L = L_home/L_max).

Para avaliar o grau de diferenciacdo genética entre os grupos populacionais
definidos pelas andlises no programa STRUCTURE, foram calculados os indices Fst
(Weir e Cockerham 1984) e Rsr (Slatkin 1995) par a par no programa ARLEQUIN.
Cada teste foi realizado com 10.000 permutacges para avaliar o grau de significancia do

valor calculado.

O tamanho efetivo das populagbes do CO e RS-U foi determinado pelo
programa LDNe (Waples e Do 2008), que se baseia no método do equilibrio de ligacao
e implementa a correcdo de Waples (2006). Para este procedimento foi utilizado o
método de Jackknife sob o modelo de cruzamento randémico e valores criticos (Pcrit)
de 0,05, 0,02 e 0,01. Devido ao pequeno nimero de amostras provenientes do grupo
OAS, e como este grupo populacional ndo é o enfoque do trabalho, esta populacdo ndo
foi incluida nesta analise. Recentes reducBes no tamanho efetivo destas duas populagdes
foram também testadas com o programa BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet e Luikart
1996), assumindo os modelos Stepwise mutation (SMM) (Kimura e Ohta 1978) e Two-
phase mutation (TPM) (Di Rienzo et al. 1994) com 1.000 de interagdes. O teste de
Wilcoxon foi utilizado para verificar o nivel de significancia de excesso ou deficiéncia

de heterozigoto em cada populacdo. Estimativas de endocruzamento em cada uma das

22



populacdes foram obtidas através do calculo do Fis no programa FSTAT, com teste de

significancia com base em 26.000 randomizagdes.

Resultados

Diversidade genética

Todos os locos mostraram-se polimorficos. A heterozigozidade observada (Ho)
variou entre 0,650 a 0,673 e a riqueza alélica entre 4,438 e 4,528 entre os trés grupos
populacionais (Tabela 1). Ndo houve diferenca significativa entre os valores obtidos

para as populacfes do CO e RS-U.

O nivel de diversidade encontrado nas popula¢cdes do CO e RS-U foi bastante
similar, tanto para a heterozigosidade observada quando para o nimero médio de alelos.
No entanto, as duas populacBes apresentaram um alto nimero de alelos exclusivos,
sendo 14 identificados em CO e 13 no RS-U.

Uma avaliagdo dos dados de microssatélite como um todo (considerando-se
apenas uma populacdo) indicou a presenca de alelos nulos em 11 dos 13 locos
analisados. No entanto, quando analisados os trés grupos populacionais separadamente,
evidencia-se uma grande reducdo destes, sendo a presenca de alelos nulos identificada
em apenas um loco para o grupo OAS (FCAT723) e para o grupo CO (F124), e em
quatro locos para o grupo RS-U (FCA391, F124, FCA77 e FCAT730).

Desvios significativos no HWE foram observados em 4 locos (F42, F124,
FCA77 e FCAT734) quando todas as amostras foram tratadas como uma unica
populacdo. Para este mesmo conjunto de dados, desvios do equilibrio de ligagdo foram
identificados em 5 pares de locos (F98XFCA453, F98xF124, FCA441xFCAT723,
FCA391xFCAT730 e F124xFCA559), apds a correcdo de Bonferroni. No entanto,
quando analisados os trés grupos separadamente, OAS e CO apresentaram apenas um
loco com desvio no HWE (FCA723 e F124, respectivamente) e nenhum desequilibrio
de ligacdo, enquanto RS-U apresentou apenas dois locos com desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg (F42 e FCAT7) e quatro pares de locos em desequilibrio de ligacéo
(FCA453xFCAT23, F98XFCA723, FCA424xFCA559, FCA124xFCA559), apds a
correcdo de Bonferroni. A redugdo do nimero de locos com alelos nulos e locos com

desvios no HWE e desequilibrio de ligagdo quando analisados os dados gerais e depois
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divididos em grupos populacionais sugerem que estes estdo relacionados a existéncia de

estruturagdo genética na espécie.

Estruturacdo populacional

Na analise Bayesiana de clusters realizada com o programa STRUCTURE para
identificar o numero de populacBes geneticamente diferenciadas em nossa amostra, 0
melhor K (numero de populagcfes) encontrado para 0 modelo de frequéncias alélicas
independentes foi K =3, tanto para o valor médio de LnP(D) (LnP(D) = -2249,76),
como para valor de delta K (Figura S1 material suplementar). Para a analise feita com
frequéncias alélicas correlacionadas foram encontrados dois valores possiveis para K
através do valor médio de LnP(D), um com K= 3 (LnP(D) = -2268,39), e um com K=4
(LnP(D) = -2259,91) (Figura S2.a e S2.b na Informacdo Suporte). Porém, quando
analisado pelo método de Evanno, evidenciou-se um grande suporte para K=3. Devido a
diferenciacdo genética encontrada entre 0s grupos populacionais estudados (ver
resultados abaixo), principalmente entre o grupo OAS e os demais, foi considerado
apenas o resultado do modelo de frequéncias independentes, visto que o modelo de
frequéncias correlacionadas € mais indicado para populacGes estreitamente
relacionadas. Considerando a frequéncia alélica independente, os individuos foram
separados em trés clusters que correspondem basicamente aos grupos geogréaficos pré-
definidos, embora eles aparentem ter alguns migrantes e outros individuos com

gendtipos misturados (Figura 2a).

Considerando-se 0s trés principais grupos genéticos identificados pelo programa
STRUCTURE, foram realizadas estimativas de extensdo da diferenciacdo genética com
base nos indices Fst € Rsr. Os resultados para a analise de Fst par a par encontrados
apresentaram-se altamente significativos entre as trés populac@es consideradas, podendo
ser considerados valores moderados de diferenciacdo genética. Para o indice Fsr, 0S
valores foram bastante similares entre os grupos, apesar da diferenciacdo identificada
entre os grupos CO e RS-U ter sido mais baixa (Tabela 2). Os resultados obtidos para a
analise de Rst par a par também foram significativos, com excecdo da comparacdo entre
0s grupos CO x RS-U. As comparagdes incluindo o grupo OAS apresentaram os valores
mais altos tanto de Fst como de Rsr, sendo a maior diferenciacdo genética detectada
entre este grupo e a populacdo RS-U para ambos 0s marcadores, mas com maior

intensidade pelo indice Rgr.
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Na analise de atribuicdo/excluséo de individuos feita pelo GENECLASS, 46 dos
53 (86,8%) individuos de gato-palheiro amostrados foram atribuidos com altas
probabilidades ao local onde foram amostrados. O programa GENECLASS ainda
identificou trés possiveis migrantes: bLco31, Lcol3 e bLco26 (p<0,01) (Tabela 3).
Destes, apenas um (bLco26) foi identificado como migrante pelo programa
STRUCTURE (Figura 2b; Tabela S1 na Informacdo Suporte) na anélise que informou
previamente a populagdo de origem dos individuos, apresentando um valor de q>0,8
para a localidade do CO, tendo sido amostrado na regido do grupo populacional RS-U.
O programa STRUCTURE também identificou o individuo bLcol4 como possivel
migrante do centro-oeste brasileiro (CO) para a regido do OAS. Outros cinco individuos
(bLco04, bLco05, bLco31, Lcol3 e bLco21) apresentaram valores intermediarios entre
0s grupos populacionais (inferiores a 0,80 em todos os clusters), sendo entdo
classificados como individuos com ancestralidade compartilhada em mais de um cluster

genético.

Com relagdo ao tamanho efetivo, os resultados obtidos variaram para a
populacdo do CO de acordo com o critério de exclusdo de alelos raros, enquanto que
para 0 grupo RS-U, os valores se mantiveram relativamente constantes entre 0s
diferentes métodos (Tabela 4). Para a populacdo do CO, a estimativa realizada apés a
exclusdo de todos os alelos com frequéncia menor que 0,05 gerou valores bastante
semelhante aos valores obtidos para a popula¢do do RS-U. Por outro lado, a reducéo do
critério de eliminacdo dos alelos (Pcrit = 0,02 e 0,01) gerou estimativas de tamanho
efetivo bem mais elevadas, com a inclusdo de “infinito” no intervalo, 0 que segundo
manual do programa, indica ndo haver evidéncia de nenhum desequilibrio de ligacdo
causado pela deriva genética associada a um numero finito de individuos reprodutivos.
Para a populacdo do RS-U, no entanto, os valores semelhantes obtidos para todos os
critérios utilizados indicam um tamanho efetivo reduzido, em torno de 50 individuos, e

intervalos de confianga com valores méaximos obtidos abaixo de 150 individuos.

Nas analises intrapopulacionais, o valor de Fis obtido como estimativa de
endocruzamento foi menor para a populagdo do CO (Fis = 0,074) do que para a
populacdo do RS-U (Fis = 0,132), sendo que apenas o valor obtido para esta ultima
apresentou-se estatisticamente significativo (P = 0,0070 para o CO, e P = 0,0001 para
RS-U, considerando valor de p=0,00192, ajustado para multiplas comparacdes). Quando

testados para a ocorréncia de bottlenecks recentes, nenhum dos grupos populacionais
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demonstrou sinais de excesso de heterozigotos. No entanto, 0 excesso de homozigotos
existente no grupo RS-U sugere que este sofreu um processo mais antigo de reducédo do

seu tamanho efetivo, levando ao cruzamento de individuos aparentados.

Discussao

Diversidade Genética

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que a diversidade geneética
dos grupos populacionais brasileiros de L. colocolo podem ser consideradas
razoavelmente altas e semelhante a niveis encontrados para populagdes de oncas
(Panthera onca) da Floresta Atlantica e Pantanal (Haag et al. 2010; Valdez et al. 2015).
Ainda, quando comparados com os valores de diversidade encontrados para Leopardus
jacobita (Cossios et al. 2012) e Puma yaguarundi (Holbrook et al. 2013), a
variabilidade genética das populacbes brasileiras de L. colocolo mostra-se

evidentemente mais alta.

Os niveis de variabilidade encontrados neste estudo foram mais elevados que 0s
valores encontrados por Cossios et al. (2009) para popula¢des de gato-palheiro do oeste
da América do Sul. No entanto, este tipo de comparagdo deve ser evitado, pois os locos
de microssatélites utilizados nos estudos foram diferentes. Um estudo feito por Trigo et
al. (2008), utilizando nove, dos 13 microssatélites aqui utilizados, encontrou uma
heterozigozidade esperada mais elevada (He = 0,85) para L. colocolo, porém esta pode
ser devido ao fato de que os seis individuos utilizados no estudo eram de diferentes
regides geograficas (Argentina, Bolivia, Chile e Brasil).

Estruturacdo populacional

As analises realizadas indicam que os grupos populacionais brasileiros possuem
estruturacdo genética e correspondem a dois clusters genéticos distintos, corroborando
os dados de Santos (2012). Em concordancia com a analise de agrupamento Bayesiano,
a estimativa de diferenciagdo das populagdes brasileiras baseada no Fsr foi significativa
e pode ser considerada como moderada. O valor de Rsr entre os grupos populacionais

brasileiros ndo foi significativo, o que sugere que a diferenciacdo genética entre estas
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populacdes seja devido a deriva genética e ndo a mutacbes (Haag et al. 2010), sendo

considerada como uma diferenciagao relativamente recente das populagdes.

A maior divergéncia genética, porém, esta entre o grupo OAS e 0s grupos
brasileiros. De acordo com Santos (2012), as linhagens de L. colocolo se expandiram do
Oeste para a regido Central do Brasil e dali para a regido Sul. Isto € corroborado pela
diferenciacdo genética encontrada entre a populacdo do Rio Grande do Sul e Uruguai e
as populacBes do oeste da Ameérica do Sul, tanto para 0 DNAmt (Santos 2012), como
para 0s microssatélites. Com base nos nossos dados, ao considerar os individuos
potencialmente migrantes ou miscigenados indicados pelas analises no GENECLASS e
STRUCTURE, nenhum deles apresentou uma heranga compartilnada evidente entre
estas populacGes. Apesar da proximidade geografica das popula¢fes argentinas com a
populacdo do Rio Grande do Sul e Uruguai, nossos resultados demonstram que nédo ha
aparente fluxo génico entre estas, dando suporte a hipdtese de Johnson (1999), de que as
bacias dos rios Paraguai, Uruguai e Parana formam uma barreira significante para o

fluxo génico da espécie.

Ainda, os valores de divergéncia génica encontrados entre 0S Qrupos
populacionais estdo de acordo com os resultados encontrados por Johnson et al. (1999)
para a distribuicdo geral do gato-palheiro. Segundo os autores deste estudo, a baixa
variacdo intraespecifica sugere que as populacbes geograficamente distintas divergiram
recentemente e permaneceram relativamente pequenas. Acredita-se que a retracdo das
florestas e a expansao de pastagens e savanas devido ao clima mais frio e seco das eras
do gelo (Hewitt 1996; Hewitt 2000), permitiu que as populacdes de L. colocolo
expandissem suas distribui¢des, inclusive do centro-oeste para o sul do Brasil. Porém, o
aumento da temperatura e humidade no final do Pleistoceno, inicio do Holoceno,
permitiram a expansdo das florestas tropicais (De Vivo e Carmignotto 2004), o que
provavelmente levou ao declinio demogréfico e isolamento de algumas populacdes de
L. colocolo, como a populagdo do Rio Grande do Sul e Uruguai.

Quanto a designacao de individuos as suas populacGes de origem, as andlises
indicaram que a maior parte dos gatos-palheiros se originaram nos grupos populacionais
onde foram amostrados. Considerando as duas analises realizadas, puderam-se
identificar apenas quatro individuos claramente como migrantes e mais trés com
evidéncias de miscigenacao. Isto demonstra que o fluxo génico entre as populagdes das

duas regides brasileiras e destas com as populac@es do oeste da América do Sul é baixo
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e parece ndo ser suficiente para impedir a diferenciacdo genética entre estas. Além disto,
as andlises de identificacdo de migrantes demonstram um fluxo prioritario do centro-
oeste brasileiro em direcdo ao oeste da América do Sul e Rio Grande do Sul-Uruguai,
corroborando os dados de Santos (2012), e indicando a baixa taxa de migracdo da regido

sul Brasileira e Uruguai em direcéo aos outros grupos populacionais.

Embora o grupo RS-U esteja parcialmente isolado, sua diversidade genética ndo
parece estar reduzida. Na verdade, sua variabilidade génica mostrou ser tdo elevada
quanto a do grupo CO, apesar de terem sidos encontrados indicios de ocorréncia de
endocruzamento. Ainda que ndo foram detectados eventos de bottlenecks recentes, a
expansdo da Floresta Atlantica provavelmente causou uma reducdo no tamanho efetivo
deste grupo, levando ao cruzamento de individuos aparentados. Esse declinio
populacional, porém, deve ter sido gradual, tendo em vista que a diversidade genética

desta populacdo ndo parece ter sofrido grandes impactos (Frankham et al. 2002).

No entanto, o grupo RS-U requer atencdo especial, pois além de nossos dados
indicarem a ocorréncia de endocruzamento nesta populacdo, seu tamanho populacional
efetivo estimado é de cerca de 30 — 120 individuos para todos os critérios de exclusdo
de alelos raros calculados. Apesar de ndo ser conhecido o qudo grandes as populacdes
naturais devem ser para evitar o endocruzamento e a perda de diversidade genética a
longo prazo, sabe-se que este valor é maior que 100 exemplares (Frankham et al. 2002).
Segundo Frankham et al. (2002), o tamanho efetivo de uma populacdo corresponde em
média a 10% do tamanho de censo, e, neste caso, teriamos uma populacdo de L.
colocolo restrita ao sul do estado do Rio Grande do Sul e Uruguai de cerca de 300 a
1200 individuos, sendo suficiente para considera-la como uma populacdo ameacada
segundo critérios da IUCN (IUCN 2010).

Os resultados encontrados neste estudo confirmam a diferenciacdo genética dos
grupos populacionais brasileiros de L. colocolo encontrada por Santos (2012) com base
no DNA mitocondrial. Embora os valores de divergéncia génica entre 0s grupos nao
sejam muito altos, o fluxo génico entre eles parece ser muito pequeno, dando suporte a
teoria de Johnson et al. (1999) de que algumas populagdes de L. colocolo estariam
isoladas. A expansdo da Floresta Atlantica durante o inicio do Holoceno provavelmente
separou os dois grupos populacionais e funciona como uma barreira para esta espécie de
habitats abertos. Assim, as popula¢fes do Rio Grande do Sul e Uruguai parecem estar

isoladas ao norte pela Floresta Atlantica e ao oeste pelos rios Parand, Uruguai e
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Paraguai. Provavelmente a espécie mantém-se naturalmente com baixas densidades
nesta regido desde o processo evolutivo de isolamento. No entanto, algumas
caracteristicas populacionais decorrentes deste evento como baixo tamanho efetivo e
sinais de endogamia, quando associadas a pressdes crescentes de reducao de habitat pela
conversdo dos campos nativos em agropastoris e crescimento das populages humanas,
podem tornar-se extremamente perigosas para a conservagdo da espécie nesta regido em

longo prazo.

Implicacdes para a conservacio

O conceito de unidades evolutivamente significativas (UESs) e unidades de
manejo (UMs) foi criado com o objetivo de determinar unidades prioritérias para a
conservacdo abaixo do nivel de espécie e assim preservar linhagens evolutivas
independentes e adaptacdes ecoldgicas a niveis populacionais (Moritz 1994). Para isto,
é essencial ter o conhecimento da histéria evolutiva da espécie e do grau de
diferenciacdo genética entre as populacdes. Os resultados encontrados neste estudo
evidenciam a diferenciacdo genética entre os dois grupos populacionais do centro-oeste
e sul do Brasil de gato-palheiro. Em razédo disso, recomendamos que estas populacdes
sejam tratadas como UMs independentes e que sejam desenvolvidos planos de manejo e
conservacao diferentes para cada populacdo, para que assim seja possivel aplicar
metodologias de manejo adequadas para cada uma. Além disso, recomendamos que 0S
niveis de diversidade genética da populacdo do Rio Grande do Sul e Uruguai sejam
monitorados, pois populacdes isoladas, com pequeno tamanho efetivo e evidéncias de
endocruzamento tendem a sofrer diminuigdo da variabilidade genética, o que diminui a
viabilidade da populacdo a longo prazo e assim, esta populacdo pode vir a necessitar de

medidas de manejo mais intensas.
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ANEX0Ss
Tabelas

Tabela 1. Medidas de diversidade genética para os 13 locos de microssatélite nos trés

grupos populacionais de gato-palheiro (Leopardus colocolo) analisados neste estudo.

OAS (n = 8) CO (n=23) RS-U (n = 22)

Locus A E AR Ho He A E AR Ho He A E AR Ho He

FCA391 5 1 4,117 0,625 0,708 6 0 4,707 0,696 0,804 7 1 4,719 0,591 0,788
FCA424 5 0 4,589 0,625 0,775 9 3 5,239 0,870 0,827 7 1 4,817 0,682 0,778
FCA441 4 0 3,867 0,571 0,747 6 1 4,730 0,810 0,818 5 0 3,983 10,818 0,736
FCA453 4 0 3,464 0,625 0,592 6 1 3,349 0,522 0,546 8 4 4,609 0,773 0,771
F42 7 1 5,339 0,625 0,792 6 1 4,204 0,773 0,772 7 0 4,198 0,636 0,744
F98 5 0 4,518 0,750 0,800 5 1 3,496 0,522 0,611 6 1 3,973 0,556 0,744
F124 4 0 3,615 0,625 0,742 8 2 4,962 0,273 0,818 9 2 5,150 0,550 0,792
F146 4 0 3,831 0,750 0,742 5 1 3,547 0,591 0,655 5 0 4,065 0,667 0,763
B04 4 1 3,742 0,250 0,700 7 1 5,117 0,810 0,827 8 2 5,644 0,818 0,862
FCA77 7 1 6,167 0,667 0,864 10 1 5,300 0,909 0,832 7 0 5,080 0,550 0,823
FCA730 5 1 4,667 0,667 0,818 5 0 4,531 0,913 0,810 5 0 4,130 0,591 0,766
FCA559 5 0 5,000 1,000 0,822 8 1 4,755 0,739 0,761 8 2 4,794 0,762 0,787
FCA734 5 3 4,788 0,667 0,803 6 1 3,845 0,609 0,657 5 0 3,702 0,762 0,698
Média 4,923 0,615 4,438 0,650 0,762 6,692 1,077 4,444 0,695 0,749 6,692 1 4,528 0,673 0,773

Numero de alelos (A), namero de alelos exclusivos (E), riqueza alélica (AR), heterozigozidade
observada (Ho) e esperada (He).

Tabela 2. Fst (abaixo da diagonal) e Rsr (acima da diagonal) par a par entre 0s grupos

populacionais. Valores significativos estdo em negrito (p<0,01).

Rsr
F OAS co RS-U
ST
OAS - 0,191 0,245
co 0,055 - 0,023
RS-U 0,057 0,047 -
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Tabela 3. Resultados da deteccdo de migrantes com o programa GENECLASS e

STRUCTURE. Para ambos os programas a ordem dos grupos populacionais é:

OAS/CO/RS-U.

Amostra (numero Localidade STRUCTURE

GENECLASS migrantes FO GENECLASS

GENECLASS [-log(L)]

nas figuras) de coleta (valores de q) [-log(L_home/L_max)] (valor de p)

bLco04(4) OAS 0.087/0.677/0.003 2.643 0.027 17.562/14.919/16.966
ch014(7)+ OAS 0.020/0.828/0.126  4.913 0.011 22.243/17.330/17.411
bLco05(8) OAS 0.643/0.002/0.001 1.073 0.056 24.710/23.636/25.071
bLco31(10)** Cco 0.002/0.651/0.253 2.319 0.009 13.901/10.764/8.445
Lcol3(31)** Cco 0.001/0.042/0.457 4.016 0.000 23.719/21.240/17.224
bLco21(39) RS-U 0.002/0.020/0.751 0.314 0.047 21.326/18.257/18.571
ch026(4O)**+ RS-U 0.070/0.878/0.013  4.775 0.000 18.592/17.590/22.365

Individuos marcados com ** foram identificados como migrantes pelo programa

GENECLASS, enquanto individuos marcados com

+

foram

identificados como

migrantes pelo programa STRUCTURE segundo critério usado neste trabalho. A

provavel populacdo fonte estd marcada em negrito.

Valores significativos de p<0,01.

Tabela 4. Tamanho efetivo das populacdes estimado pelo programa LDNe e seus

respectivos intervalos de confianga para cada populacdo, baseado nos diferentes

critérios de excluséo de alelos raros. IC = Intervalo de confianga.

Pcrit=0,05 Pcrit=0,02 Pcrit=0,01
Ne IC(95%) Ne IC (95%) Ne IC (95%)
co 40,4 24,6-249,3 108,6 49,5-00 108,6 49,5-0
RS-U 43,4 25,7-106,8 49,9 29,9-120,9 49,9 29,9-120,9
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Figura 1. Mapa detalhado representando as populacGes estudadas. Cada ponto
representa a origem geografica de um ou mais individuos amostrados. Os grupos

populacionais estdo identificados por cores.
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Figura 2. Resultados obtidos nas andlises com o programa STRUCTUE. A)
Estruturacdo populacional ao longo da distribuicdo amostrada para um K=3, sem a
utilizacdo de informacdes prévias das populagdes e com frequéncias alélicas
independentes. (B) Associacdo proporcional (q) de cada individuo inferida pelo
STRUCTURE com K=3, utilizando informacdo a priori das populacGes. Cada cor
representa um cluster geneticamente definido. Cada individuo € representado por uma
barra vertical, com o comprimento de cada cor por barra indicando a probabilidade de
filiacdo em cada grupo genético [OAS (verde), CO (vermelho e roxo) e RS-U (azul)].



Informacao Suporte

Tabela S1. Designacdo populacional e ancestralidade inferida dos individuos de L.

colocolo utilizando o programa STRUCTURE com informacdo geografica (Popl =

grupo populacional do oeste da América do Sul; Pop2 = grupo populacional Centro-

Oeste do Brasil; Pop3=grupo populacional Rio Grande do Sul e Uruguai. A proporcao

com que cada individuo pertence a cada populacdo € expresso como ¢. Individuos

considerados migrantes estdo em negrito e os individuos com ancestralidade

compartilhada com mais de um cluster genético estdo sombreados.

Populacao
geografica

Individuo assumida

Probabilidade de
pertencer a populacdo
assumida

Probabilidade de pertencer a outra populacao

Lcol0
Lcoll
Lco26
bLco04
Lcol2
Lco23
bLcol4
bLco05
Clco03
bLco31
bLco24
Clco01
Clco02
bLco30
bLco302
bLco303
bLco304
bLco305
bLco306
bLco307
bLco308
bLco310
blLco312
blLco313
blLco314
blLco315
bLco316
blLco317
bLco318
bLco320

Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2

0,994
0,991
0,974
0,087
0,994
0,968
0,020
0,643
0,970
0,651
0,971
0,974
0,962
0,988
0,994
0,984
0,997
0,996
0,989
0,993
0,953
0,975
0,978
0,994
0,988
0,962
0,986
0,984
0,982
0,993

Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop 2
Pop1
Pop 1
Pop1
Pop 1
Pop1
Pop 1
Pop1
Pop 1
Pop1
Pop 1
Pop1
Pop 1
Pop1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1
Pop 1

0,000
0,000
0,001
0,677
0,000
0,001
0,828
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,004
0,169
0,000
0,006
0,010
0,129
0,001
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,001
0,000

0,004
0,006
0,015
0,045
0,001
0,017
0,007
0,174
0,014
0,002
0,005
0,011
0,010
0,004
0,001
0,005
0,001
0,001
0,005
0,004
0,020
0,010
0,016
0,004
0,001
0,005
0,002
0,001
0,007
0,003

Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3
Pop 3

0,000
0,000
0,000
0,003
0,000
0,000
0,126
0,001
0,000
0,253
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

40

0,000
0,000
0,000
0,009
0,000
0,001
0,003
0,012
0,002
0,050
0,003
0,002
0,005
0,001
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,006
0,001
0,000
0,000
0,001
0,008
0,002
0,003
0,001
0,000

0,003
0,003
0,006
0,011
0,005
0,007
0,006
0,039
0,014
0,045
0,020
0,012
0,022
0,007
0,005
0,010
0,002
0,003
0,005
0,002
0,019
0,013
0,006
0,002
0,010
0,024
0,010
0,012
0,009
0,004



Lcol3 Pop 2 0,042 Pop1 0,000 0,000 0,001 Pop3 0,457 0,363 0,138
bLco29  Pop3 0,965 Pop1l 0,000 0,002 0,011 Pop2 0,000 0,004 0,018
Clcol0 Pop 3 0,885 Pop1 0,000 0,000 0,006 Pop2 0,000 0,043 0,066
Clco09 Pop 3 0,959 Pop1l 0,000 0,000 0,007 Pop2 0,000 0,009 0,025
bLcoll Pop3 0,994 Pop1 0,000 0,000 0,003 Pop2 0,000 0,000 0,003
bLco20  Pop3 0,933 Pop1l 0,000 0,001 0,008 Pop2 0,003 0,019 0,037
Clcol1 Pop 3 0,951 Pop1 0,000 0,000 0,011 Pop2 0,000 0,005 0,031
Clco05 Pop 3 0,958 Pop1l 0,000 0,001 0,008 Pop2 0,000 0,011 0,022
bLco21 Pop3 0,751 Pop1 0,002 0,025 0,054 Pop2 0,020 0,056 0,091
bLco26 Pop 3 0,013 Pop1 0,070 0,008 0,004 Pop2 0,878 0,022 0,006
bLco38 Pop3 0,995 Pop1 0,000 0,000 0,001 Pop2 0,000 0,000 0,004
Clco07 Pop 3 0,996 Pop1l 0,000 0,000 0,001 Pop2 0,000 0,000 0,003
bLco28 Pop3 0,987 Pop1 0,000 0,000 0,004 Pop2 0,000 0,001 0,008
bLcolé  Pop3 0,992 Pop1l 0,000 0,000 0,003 Pop2 0,000 0,000 0,005
Clco04 Pop 3 0,980 Pop1 0,000 0,000 0,001 Pop2 0,000 0,001 0,018
Clco22 Pop 3 0,978 Pop1l 0,000 0,000 0,008 Pop2 0,000 0,002 0,010
Clcol4 Pop 3 0,989 Pop1 0,000 0,000 0,005 Pop2 0,000 0,000 0,006
Lco09 Pop 3 0,991 Popl 0,000 0,000 0,002 Pop2 0,000 0,001 0,006
Clcol13 Pop 3 0,989 Pop1 0,000 0,000 0,003 Pop2 0,000 0,000 0,008
Clco25 Pop 3 0,992 Popl 0,000 0,000 0,002 Pop2 0,000 0,000 0,006
bLco32 Pop3 0,992 Pop1 0,000 0,000 0,002 Pop2 0,000 0,000 0,005
Clcol5 Pop 3 0,954 Popl 0,003 0,001 0,017 Pop2 0,002 0,005 0,018
Clco21 Pop 3 0,967 Pop1l 0,000 0,002 0,016 Pop2 0,000 0,002 0,014
Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K)) L(K) (mean +- SD)
-2240
400 \
\ -2260
300 \\\ ::; o
\ g
\\ é
100 / \ E -2320
/ \
\\ -2340
0 —
A) B)

20

Figura S1. O melhor valor de K inferido pelo maior valor médio de probabilidade (A) e
pelo método de Delta K (Evanno et al. 2005) (B), para frequéncias alélicas

independentes.
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B)

Figura S2. Resultados das andlises populacionais no programa STRUCTURE.
Estruturacdo populacional ao longo da distribuicdo amostrada, para um K=3 (A) e K=4
(B), sem a utilizacdo de informagdes prévias das populacdes e com modelo de

frequéncias alélicas correlacionadas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Planos de conservagdo e manejo devem ser baseados em conhecimento robusto
sobre a biologia, distribuicdo, comportamento, dindmica e estruturacdo genética
populacional de uma espécie (Mattucci et al. 2016). Embora os felinos representem uma
das linhagens mais bem sucedidas entre os carnivoros (Nowak 1999), ainda ha uma
grande falta de conhecimento sobre estas espécies (Nowell e Jackson 1996). Entre o0s
felinos neotropicais, o gato-palheiro € um dos menos conhecidos (Silveira 1995). Em
razdo disso, compreender sua variabilidade e estrutura genética na natureza é
fundamental para auxiliar na defini¢do de areas prioritarias e estratégias adequadas para

sua conservacao.

Estudos moleculares evidenciaram a existéncia de alta diversidade genética entre
as populacdes de L. colocolo (Cossios et al. 2009; Johnson et al. 1999; Santos et al.
2012) e estudos morfoldgicos agruparam as populacdes em diferentes espécies e
subespécies (Garcia-Perea 1994; Nascimento 2010). Embora estes estudos demonstrem
a grande diversidade morfoldgica e genética desta espécie em escala global, apenas o
estudo de Santos (2012) demonstrou que existia um certo grau de estruturacdo genética
entre as populacdes brasileiras de gato-palheiro. Porém, por se tratar de um estudo
baseado unicamente em genes de DNA mitocondrial (heranga unicamente maternal),

ndo foi possivel analisar a real extensdo da divergéncia evolutiva entre estas populacgdes.

No presente estudo, as andlises genéticas de marcadores moleculares de
microssatélite geraram informacdes importantes sobre o grau de diversidade genética
entre as populacdes do centro-oeste e sul do Brasil. Os niveis de variabilidade genética
encontrada nos grupos populacionais estudados foram relativamente altos, sendo mais
elevados que os encontrados em populagdes de Leopardus jacobita (Cossios et al. 2012)
e Puma yaguarundi (Holbrook et al. 2013), e mais baixos que 0s encontrados em
populagdes europeias de gato selvagem (Felis silvestres) (Mattucci et al. 2015). Ainda,
os indices de diversidade dos grupos brasileiros mostraram-se semelhantes aos
encontrados para populagdes de oncas (Panthera onca) da Floresta Atlantica e Pantanal
(Haag et al. 2010; Valdez et al. 2015).

Os grupos populacionais estudados também apresentaram niveis significantes de
divergéncia entre si, embora os valores de Fsr e Rst par a par ndo tenham sido muito
altos. A maior divergéncia génica se encontra entre as populaces brasileiras e as
amostras do oeste da América do Sul, principalmente entre o grupo OAS e 0 grupo RS-
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U. Os clusters gerados pelo programa Structure corroboram os dados de Santos (2012)
para as populacdes brasileiras. Assim como para as popula¢fes do oeste da América do
Sul verificadas por Cossios et al. (2009), a estruturacdo genética entre oS grupos
populacionais brasileiros coincidem com a separacdo taxonémica determinada por
Garcia-Perea (1994), que separou estas populaces em dois taxons distintos: Leopardus
braccatus braccatus na regido central do Brasil e L. b. munoai no sul do Rio Grande do
Sul e Uruguai. No entanto, a divergéncia genética encontrada aqui ndo sustenta a
divisdo do gato-palheiro em duas espécies distintas no Brasil, como sugerido por
Nascimento (2010).

O fluxo génico estimado entre os grupos populacionais foi baixo, tendo sido
identificado poucos migrantes e individuos de ancestralidade compartilhada entre
diferentes clusters genéticos. Acredita-se que a Floresta Atlantica seja uma barreira para
o fluxo génico entre as duas regides brasileiras, deixando o grupo populacional RS-U
isolado das demais populacdes. Apesar disso, a variabilidade genética do grupo RS-U é
relativamente alta e semelhante a encontrada no grupo CO. Porém, devido ao tamanho
populacional efetivo estimado para a populacdo do Rio Grande do Sul e Uruguai
(Ne<50) e evidéncias da ocorréncia de endocruzamentos, esta necessita de uma atencao
especial, pois pode encontrar-se mais sujeita aos efeitos da depressdo endogamica e
consequente perda da variabilidade genética. Por fim, com base nos resultados obtidos
neste estudo, juntamente com os resultados gerados por Santos (2012), recomendamos
que os grupos populacionais brasileiros de gato-palheiro sejam tratados como Unidades
de Manejo (UM) independentes, visando o desenvolvimento de medidas efetivas
adequadas para a sobrevivéncia da espécie em cada localidade.
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