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RESUMO

Leopardus colocolo (popularmente conhecido como gato-palheiro) € uma espécie
pouco conhecida de felideo neotropical que possui uma ampla distribuicdo geografica na
Ameérica do Sul, sendo fortemente associada a habitats com vegetacao aberta. A presenca de
diferencas fenotipicas entre populacBes geograficas desta espécie levantou questbes quanto a
taxonomia e a historia demogréafica deste taxon. Posteriormente, estudos filogeograficos
iniciais indicaram que a espécie apresenta realmente uma forte estrutura genética, mas
ficaram predominantemente restritos a amostras de regides andinas, de forma que grande
parte da distribuicdo deste felideo ndo foi analisada detalhadamente. Além disso, a recente
descoberta de evidéncias de hibridacdo entre L. colocolo e outra espécie de felideo
neotropical, Leopardus tigrinus, nas regides centro-oeste e nordeste do Brasil, revelou uma
complexidade ainda maior de sua historia evolutiva, e enfatizou a necessidade de estudos
mais detalhados acerca de seus padrbes filogeograficos e demografia histérica. Estudos
prévios revelaram que este evento de hibridacdo é relativamente antigo, sendo atualmente
detectado apenas como uma introgressdo de DNA mitocondrial (mtDNA) de L. colocolo em
populacdes de L. tigrinus, sem qualquer vestigio até o momento identificado no genoma
nuclear. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi analisar quatro segmentos mitocondriais
de individuos de L. colocolo amostrados amplamente em sua distribuicdo geogréafica, em
conjunto com amostras de L. tigrinus hibridos provenientes das regiGes centro-oeste e
nordeste do Brasil. A analise de 2141 pares de bases da regido controle e dos genes ATPS,
ND5 e Cit-b do DNA mitocondrial indicou uma forte estruturacdo populacional em L.
colocolo, com altas diversidades haplotipica e nucleotidica em comparacdo com outros
felideos neotropicais. Os haplétipos chilenos, bolivianos e argentinos foram posicionados
como 0s mais basais na estrutura filogeografica de L. colocolo, enquanto as amostras
brasileiras e uruguaias formaram grupos mais recentes, sugerindo uma colonizacdo oeste —
leste das linhagens desta espécie. Analises demograficas indicaram uma expansao
populacional ha aproximadamente 50 mil anos, o que coincide com estudos paleoclimaticos e
paleogeograficos que indicam uma expansdo das vegetacdes do tipo savana no Brasil e
consequente diminuicdo das florestas. As analises em conjunto com as amostras de L.
tigrinus hibridos revelaram uma historia complexa de hibridacdo. N&o encontramos
compartilhamento de hapl6tipos entre L. colocolo e L. tigrinus hibridos quando os segmentos
mitocondriais foram analisados em conjunto (concatenados), apoiando a hipotese de que este
evento de hibridacdo seja bastante antigo. Além disto, a analise da estrutura populacional
revelou que as populagdes do gato-palheiro oriundas do sul do Brasil e do Uruguai sdo mais
proximas a amostras de L. tigrinus hibridos do que a linhagens atuais de L. colocolo do
centro-oeste e do nordeste brasileiro. Este fato, além de surpreendente do ponto de vista
evolutivo, tem consequéncias diretas para a conservacdo destes grupos do sul, os quais se
encontram isolados geograficamente e parecem evoluir sem fluxo génico (a0 menos
mitocondrial) com populagcdes proximas. Caso este resultado seja confirmado com
marcadores nucleares, isto enfatizaria a priorizagdo imediata destas populagdes para fins de
manejo e conservagédo. Do ponto de vista evolutivo, este trabalho evidenciou a importancia de
analisar as populagdes de L. colocolo do leste da América do Sul em conjunto com as
amostras de hibridos de L. tigrinus, visto que uma parte essencial da historia mitocondrial do
gato-palheiro parece estar sendo retratada apenas pela inclusdo de amostras desta outra
espécie.

Vil



ABSTRACT

Evolutionary history of Leopardus colocolo (Mammalia, Felidae): analysis of
phylogeographic patterns and their influence on the hybridization process with
Leopardus tigrinus.

The pampas cat, Leopardus colocolo, is a little-known species of Neotropical felid
that has a broad geographic distribution in South America, and is strongly associated with
grasslands. The presence of phenotypic differences among geographic populations of this
species has raised questions about the demographic history and taxonomy of this felid. More
recently, initial phylogeographic studies showed that this species indeed possesses a strong
genetic structure, but were mostly restricted to Andean samples, so that much of its
distribution was not analyzed in detail. Furthermore, the recent discovery of evidence of
hybridization between L. colocolo and another Neotropical felid (L. tigrinus) in central and
northeastern Brazil, added an even greater complexity to the evolutionary history of this
species, and emphasized the need for more detailed studies on its phylogeographic patterns
and historical demography. Previous studies have indicated that this hybridization event is
relatively old, and is currently detected only as an introgression of L. colocolo mitochondrial
DNA (mtDNA) into L. tigrinus populations, without any trace so far identified in the nuclear
genome. Therefore, the aim of this study was to analyze four mitochondrial segments in L.
colocolo individuals sampled broadly across their geographic distribution, along with
samples of L. tigrinus hybrids from central and northeastern Brazil. The analysis of 2,141
base pairs of the mtDNA control region and ATP8, ND5 and Cyt-b genes revealed a strong
population structure in L. colocolo, with high haplotype and nucleotide diversity in
comparison with others Neotropical cats. Haplotypes from Chile, Bolivia and Argentina were
positioned as the most basal in the phylogeographic structure of L. colocolo, while samples
from Brazil and Uruguay formed recent, internal groups, suggesting a west-to-east
colonization for this species. Demographic analyses indicated the occurrence of two episodes
of population expansion, an earlier one (ca. 200,000 years ago) in the west, and another ca.
50,000 years ago in the east. The latter coincides with paleoclimatic and paleogeographic
studies that indicated an expansion of grasslands in Brazil and consequent loss of forests. The
joint analysis with the L. tigrinus hybrid samples revealed a complex history of hybridization.
We found no haplotype sharing between L. colocolo and L. tigrinus hybrids, supporting the
hypothesis that this hybridization event is quite old. Moreover, the analysis of population
structure revealed that the pampas cat populations from southern Brazil and Uruguay are
phylogenetically closer to L. tigrinus hybrid haplotypes than to the extant lineages of L.
colocolo from central and northeastern Brazil. The most plausible interpretation to this
unusual pattern is that ancestral L. colocolo haplotype lineages from central Brazil have only
been sampled in present-day hybrids, and may be extinct in their original species. The
observed pattern also indicates that southern Brazil and Uruguay were colonized by L.
colocolo from central Brazil, with no immediate connection to nearby populations still
present in Argentina. This has direct consequences for the conservation of this group, which
is geographically isolated and appears to evolve without gene flow (at least mitochondrial)
with nearby populations. If this result is confirmed with nuclear markers, it will emphasize
the immediate prioritization of these populations for conservation and management. From an
evolutionary standpoint, our results showed the importance of analyzing L. colocolo
populations from eastern South America, as well as the inclusion of L. tigrinus hybrids,
because an essential portion of the pampas cat mitochondrial history seems to be currently
recorded only by these introgressed haplotypes.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo, intitulada “Historia evolutiva de Leopardus colocolo
(Mammalia, Felidae): anélise de padrdes filogeogréficos e sua influéncia no processo de
hibridacdo com Leopardus tigrinus” foi desenvolvida como parte dos requisitos exigidos para
a obtencdo do titulo de Mestre pelo Programa de Pos-Graduacdo em Zoologia, da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

Este trabalho teve como objetivo investigar a historia evolutiva de Leopardus
colocolo, caracterizando padrGes filogeograficos, inferindo processos historicos de
estruturacdo e/ou expansao populacional, e utilizando estas informacGes para aprofundar o
conhecimento sobre a hibridacéo entre esta espécie e L. tigrinus.

Os resultados aqui apresentados foram gerados ao longo dos anos de 2010 e 2011 no
Laboratorio de Biologia Gendmica e Molecular da Faculdade de Biociéncias da PUCRS, sob
orientacdo do Professor Dr. Eduardo Eizirik.

O trabalho esta sendo apresentado sob a forma de um artigo cientifico, segundo as
normas da revista Journal of Heredity, para o qual o0 mesmo seré posteriormente traduzido
para a lingua inglesa e submetido (categoria Article). As normas de submissdo para autores
estdo disponiveis no sitio
http://lwww.oxfordjournals.org/our_journals/jhered/for_authors/msprep_submission.html. As
tabelas e as figuras podem ser encontradas ap6s o texto do manuscrito. Antecede o artigo um

capitulo introdutorio caracterizando o histérico do problema.



INTRODUCAO GERAL

Leopardus colocolo (Molina 1782)

A regido neotropical possui atualmente dez espécies de felideos (Sunquist e Sunquist
2002), os quais colonizaram a América do Sul apo6s a formacdo do Istmo do Panamé, no
Plioceno, ha cerca de trés milhGes de anos (Johnson et al. 2006). Segundo Johnson et al.
(2006), as espécies neotropicais de felideos sdo divididas em trés linhagens: a Linhagem da
Jaguatirica, a Linhagem do Puma e a Linhagem Panthera. A Linhagem da Jaguatirica é a
Unica endémica do Neotropico, compreendendo sete das dez espécies de felideos atuais desta
regido (Figura 1): Leopardus pardalis (jaguatirica), Leopardus wiedii (gato-maracaja),
Leopardus tigrinus (gato-do-mato-pequeno), Leopardus geoffroyi (gato-do-mato-grande),
Leopardus colocolo (gato-palheiro), Leopardus guigna (huifia) e Leopardus jacobita (gato-

andino).

Leopardus pardalis

Leopardus wiedii

Leopardus jacobita

e eopardus colocolo

Leopardus geoffroyi

Leopardus guigna

Leopardus tigrinus

Figura 1: Relac¢des filogenéticas entre as espécies que compdem o género Leopardus (Johnson et al. 2006).

Leopardus colocolo (Molina 1782), popularmente conhecido como gato-palheiro ou
gato-dos-pampas, € um dos felideos menos conhecidos dentre os gatos da América do Sul
(Silveira 1995). A espécie possui um porte pequeno, com comprimento total variando de 66,3
cm a 106 cm e peso entre 1,7 kg e 3,65 kg (Sunquist e Sunquist 2002). Suas principais
caracteristicas diagnoésticas sdo as orelhas grandes e pontiagudas, a cauda curta, a pelagem
relativamente longa e &spera (principalmente na regido do dorso) e a presenca de listras
transversais largas e escuras nas pernas anteriores e posteriores. Quanto aos padrdes de

pelagem, L. colocolo é a espécie mais diferenciada dentre os felideos da Linhagem da



Jaguatirica, com uma coloracdo muito varidvel, podendo ir do cinza-amarelado ao cinza
escuro ou marrom-avermelhado, com ou sem a presenca de ocelos escuros. (Eisenberg e
Redford 1999; Nowell e Jackson 1996; Oliveira 1994; Oliveira e Cassaro 1999; Figura 2a). A
ocorréncia de individuos melanicos é confirmada a partir de registros em campo e cativeiro
(Robinson 1976; Silveira et al. 2005).

A espécie e preferencialmente terrestre, embora possa subir em arvores com facilidade
(Oliveira 1994) e se manter sobre os galhos (Silveira 1995). Segundo Eisenberg e Redford
(1999), L. colocolo possui habitos noturnos, no entanto, um estudo realizado por Silveira et
al. (2005) no Parque Nacional de Emas, Brasil, mostrou que a espécie apresenta, pelo menos
nessa regido, atividades principalmente diurnas, seguida de algumas atividades crepusculares
e ocasionalmente noturnas.

A dieta do gato-palheiro inclui principalmente pequenos mamiferos e aves terrestres
(Napolitano et al. 2008; Nowell e Jackson 1996; Romo 1995; Silva 1984; Silveira et al. 2005;
Walker et al. 2007), porém ha registros de alguns animais que consumiram algumas espécies
de répteis (Bagno et al. 2004; Walker et al. 2007), uma espécie de besouro (Bagno et al.
2004) e até cabras adultas (Oliveira 1994). Aspectos reprodutivos de L. colocolo sdo pouco
conhecidos. Sabe-se que ap6s uma gestacdo de cerca de 80 dias nascem de um a trés filhotes
(Oliveira 1994).

O gato-palheiro possui uma ampla distribuicdo na América do Sul (Figura 2b),
ocorrendo em uma variedade de habitats. Sua distribuicdo acompanha em grande parte a
cadeia montanhosa dos Andes, ocorrendo possivelmente desde o sudoeste da Colémbia
(Ruiz-Garcia et al. 2003), seguindo pelas areas montanhosas do Equador, Peru, Bolivia, Chile
e Argentina, até o Estreito de Magalhdes. Também ocorre no Chaco paraguaio e nos pampas
argentinos e uruguaios (Eisenberg e Redford 1999; Nowell e Jackson 1996; Villalba e
Delgado 2005). No Brasil, a espécie estd distribuida em duas regides distintas e
aparentemente disjuntas no ambito do territério nacional. Uma delas abrange o Cerrado, nas
regibes central, sudeste e nordeste do pais, e também as planicies inundaveis do Pantanal
(Bagno et al. 2004; Sanchez-Soto 2007; Silveira 1995). A segunda area se limita ao Rio no
Grande do Sul (RS), no qual sua distribuicdo é pouco conhecida devido a escassez de
registros. Aparentemente restringe-se a metade sul, com a maioria dos registros na Campanha
do Sudoeste e na Depressao Central (Indrusiak e Eizirik 2003), em provavel conexdo com
populacdes do Uruguai (ver Figura 2b). Oliveira (1994) afirma que L. colocolo é raro no

Brasil, ao contrério das regides de clima temperado, onde é mais facilmente encontrado.
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Figura 2: a) Leopardus colocolo. Figura extraida de Silveira (1999). b) Registros de ocorréncia de
Leopardus colocolo. Extraida do site: IUCN 2011. IUCN Red List of Threatened Species. Version 2011.2.
<www.iucnredlist.org>. Obs.: A descontinuidade observada na Argentina ndo é confirmada, sendo
provavelmente resultado de falta de dados da regido envolvida.

Sobre seu status de conservacdo na natureza, L. colocolo esta incluso em diversas
listas internacionais, nacionais e regionais da fauna selvagem ameacada de extincéo
(Indrusiak e Eizirik 2003; Machado et al. 2008; Pereira et al. 2008; UNEP-WCMC 2012).
Segundo Pereira et al. (2008), as principais ameacas a sobrevivéncia da espécie sdo a perda e
a degradacdo de habitats devido a agricultura e a pecuaria extensiva. Eisenberg e Redford
(1999), a partir da compilacdo de dados de diversos autores, afirmaram que a espécie foi
importante no comércio de peles (ver também Brito e Elgueta 2003), tendo sido exportadas
pela Argentina cerca de 78.000 peles, entre 1976 e 1979. A retaliacdo por pecuaristas, assim
como a caca realizada para fins culturais - uma prética realizada tradicionalmente por alguns
povos na regido andina - também sdo ameacas consideraveis para a especie (Pereira et al.
2008). Apesar dos dados expostos acima, € dificil dizer com exatiddo quais sdo as ameacas
para esta espécie, visto que muito pouco é conhecido sobre a mesma. A caréncia de
conhecimento sobre aspectos basicos da biologia desta espécie acaba por dificultar a
elaboracdo e efetivacdo de estratégias adequadas para 0 seu manejo e conservacao (Nowell e
Jackson 1996).

Ferramentas Moleculares e o Estudo da Filogeografia

Com o avango da genética molecular nos ultimos anos, tem-se permitido aprimorar

estudos sobre estruturacdo demogréfica, variabilidade genética e subdivisbes em escala
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geografica de populacdes naturais, trazendo grandes contribuicGes para a compreensao de
padrdes evolutivos e biogeograficos em diversos taxons, bem como para a definicdo de
unidades e prioridades para a conservacdo de espécies ameacadas (Avise e Hamrick 1996;
O'Brien 1994). Neste contexto, um campo de estudo que vem fornecendo informacoes
extremamente significativas € a filogeografia (Avise 1994).

A filogeografia é uma area de estudo que integra diversas disciplinas nos campos
micro- e macroevolutivo (Bermingham e Moritz 1998), ocupando-se da investigacdo e
definicdo dos “principios e processos que governam a distribui¢do geografica de linhagens
genealogicas”, principalmente as intra-especificas (Avise 2000). Para a andlise e a
interpretacdo da distribuicdo destas linhagens, geralmente, necessita-se do apoio de
disciplinas como a genética molecular, genética populacional, filogenética, paleontologia,
geologia, etologia e geografia histérica (Avise 2000). O envolvimento destas diferentes
disciplinas permite que os estudos filogeograficos ndo somente possam ser utilizados para
documentar a atual variabilidade entre e dentro das populaces, mas também para inferir as
relacbes filogenéticas entre populagdes, provendo conhecimento sobre como 0s organismos
reagiram historicamente as mudancas do ambiente (Moritz e Faith 1998).

Para fins de conservacdo e manejo, os estudos filogeograficos nos permitem ainda
identificar dentro de cada espécie dois tipos de unidades demogréaficas que devem ser
consideradas em programas de conservacdo de espécies: as Unidades Evolutivamente
Significativas (UES) e as Unidades de Manejo (UM). As UES sdo constituidas por
populacdes que se encontram diferenciadas em termos genéticos, morfoldgicos e/ou
ecologicos, estando isoladas demograficamente de outras populacbes préximas (co-
especificas), e, portanto, merecendo ser consideradas como unidades independentes para fins
de conservacao (Eizirik 1996; Eizirik et al. 2006; King e Burke 1999; Moritz 1994). Ja as
UM, contidas nas UES, sdo formadas por populagbes regionais com restrita conexdo
demografica entre si, mas ndo necessariamente com diferenciacdo genética significativa,
podendo ser também manejadas de forma independente, dependendo da situacdo especifica
(Eizirik 1996; Eizirik et al. 2006; Moritz 1994). Desta forma, a analise da distribuicao
geografica da diversidade genética dentro de uma espécie é de extrema importancia para
identificar e priorizar &reas nas quais programas de manejo e conservagdo devam ser
elaborados (Moritz e Faith 1998). Para estes tipos de programas, € fundamental avaliar se a
espécie apresenta uma distribuicdo continua da variabilidade ou se esta se encontra

subdividida, pois, no primeiro caso, qualquer &rea de sua distribuicdo pode ser representativa
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da espécie enquanto que, havendo estruturacdo, a representatividade de cada subpopulacao
tera que ser preservada (Mattevi 2003; Haag 2009).

A utilizagdo da variagdo em sequéncias do DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido a
metodologia mais amplamente utilizada para inferir os padrdes filogeograficos das espécies
(Avise 2000). Isto se deve a sua facil caracterizagdo (devido ao conhecimento ja disponivel
sobre sua estrutura); em mamiferos, por exemplo, sequéncias de mtDNA tém uma taxa de
mutacdo maior do que os genes nucleares e apresentam auséncia essencialmente completa de
recombinacdo, evidenciando, desta forma, processos de diferenciagdo populacional mais
rapidamente do que marcadores nucleares (Eizirik et al. 2006). Por esta razdo, 0 mtDNA é
frequentemente empregado em estudos populacionais, evolutivos e/ou voltados para a
conservacao, sendo bastante Util em investigacbes sobre relagdes filogenéticas entre
diferentes grupos e na identificacdo de subdivisdes geograficas entre unidades populacionais
(Avise 2000; Avise et al. 1987; Bermingham e Moritz 1998;).

Estudos Moleculares e Taxondmicos com Leopardus colocolo

A historia evolutiva de Leopardus colocolo aparenta ser bastante complexa. Apesar de
a espécie ja ter sido alvo de alguns estudos taxondmicos e evolutivos, ainda ndo foram
elucidadas de forma sélida questdes quanto a subdivisdes populacionais, subespecificas e até
especificas envolvendo este tdxon. Neste sentido, a literatura cientifica disponivel atualmente
evidencia que ainda sdo necessarios varios estudos com foco especifico neste felideo
neotropical.

Garcia-Perea (1994) realizou um estudo sistematico e biogeografico com as
subespécies descritas para L. colocolo através de analises morfométricas e de padrBes de
pelagem. A conclusédo do trabalho levou a autora a propor a elevagdo de trés subespécies de
Lynchailurus (=Leopardus) colocolo ao nivel de espécies distintas — L. pajeros (com
ocorréncia ao longo dos Andes, do Equador até a Patagbnia argentina), L. colocolo (centro e
noroeste do Chile) e L. braccatus (Brasil, Paraguai e Uruguai). Garcia-Perea afirmou que 0s
trés grupos (“pajeros”, “colocolo” e “braccatus”) apresentavam variacdo morfoldgica e
ecologica associada a diferentes areas geograficas, e que tais caracteristicas sdo suficientes
para a delimitacdo de grupos especificos. Neste trabalho, a autora reconheceu 11 subespécies,
as quais estariam distribuidas da seguinte maneira: L. pajeros conteria as subespécies L. p.
budini, L. p. crespoi, L. p. crucinus, L. p. garleppi, L. p. pajeros, L. p. steinbachi e L. p.
thomasi; L. colocolo conteria as subespécies L. c. colocolo e L. c. wolffsohni; e L. braccatus
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conteria as subespécies L. b. braccatus e L. b. munoai. As duas ultimas correspondem as
subespécies encontradas no Brasil.

Apesar de o estudo desenvolvido por Garcia-Perea indicar uma divisdo em nivel
especifico, Johnson et al. (1999), avaliando padrdes filogeograficos de quatro espécies de
felideos neotropicais (L. colocolo, L. tigrinus, L. geoffroyi e L. guigna) a partir dos genes
mitocondriais 16S, ATP8 e ND5, indicaram a existéncia apenas de estruturacdo genética em
nivel subespecifico, ndo obtendo suporte para o reconhecimento de subdivisdes em nivel de
espécie. Evidéncias genéticas de uma divisdo em nivel subespecifico também foram
reportadas por Cossios et al. (2009) através de uma analise dos genes mitocondriais ND5 e
ATP8, da regido controladora do mtDNA e de locos de microssatélites. Os autores deste
ualtimo trabalho ressaltaram que os diferentes clados encontrados no estudo sdo congruentes
com a distribuicdo das subespécies morfoldgicas descritas por Garcia-Perea (1994).

Apesar da auséncia de evidéncias genéticas para uma divisdo de L. colocolo em
diferentes espécies, Johnson et al. (1999), Napolitano et al. (2008) e Cossios et al. (2009)
indicaram em seus trabalhos a existéncia de populagdes fortemente estruturadas em algumas
areas da distribuicdo da espécie. Johnson et al. (1999), referindo-se a subdivisdo geografica
de L. colocolo e a baixa profundidade genealdgica intraespecifica detectadas em seu estudo,
sugeriram que as populacbes geograficamente distintas de gato-palheiro divergiram
recentemente e permaneceram relativamente pequenas. Este padrdo pode decorrer de
periodos de isolamento completo ou reduzido fluxo génico entre as populacGes, levando a
observacBes como as reportadas para amostras do norte do Chile por Napolitano et al. (2008),
em que ndo ha haplétipos compartilhados com animais de areas geograficas vizinhas. Estes
autores (que analisaram os mesmos genes empregados por Johnson et al. 1999) evidenciaram
ndo apenas a existéncia de uma alta variagdo genética nas populacdes de L. colocolo mas
também que o Altiplano Chileno tem mantido um tamanho populacional relativamente alto
da espécie e sem evidéncia de bottlenecks recentes. Da mesma maneira que Napolitano et al.
(2008), Cossios et al. (2009) observaram grande variagdo em nivel populacional em seu
trabalho com amostras focadas na regido central dos Andes, em que foi inferida a existéncia
de no minimo quatro grupos de populagdes que 0s autores sugerem ser tratadas como UM
distintas (Figura 3).

De forma geral, os trés estudos anteriormente citados sugerem que as linhagens do
mMtDNA estdo relacionadas filogeneticamente da seguinte forma: i) as amostras peruanas
encontram-se mais proximas das populagdes do extremo norte chileno; ii) as populagdes

brasileiras e uruguaias sdo mais relacionadas com amostras de popula¢des da Bolivia e do
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norte do Chile; iii) as populacdes do oeste argentino estdo mais proximas de populacbes do
Chile central. Entretanto, a analise destes dados é bastante complexa (como por exemplo,
para elucidar as relagOes entre os grupos descritos em i, ii e iii), visto que sdo trabalhos
limitados a algumas regides especificas da distribuicdo da espécie, e/ou baseados em um
numero amostral reduzido, especialmente no que tange a individuos provenientes do Brasil.

80° 70° 60°

50°,
N
0° thomasi %

Figura 3: Distribuigdo dos quatro clados de DNA mitocondrial identificados para L. colocolo por Cossios
et al. (2009) e propostos como Unidades de Manejo da espécie.

Apesar de ja existirem estes estudos filogeograficos anteriores, ainda ndo ha um
trabalho que analise toda a distribuigéo de L. colocolo com uma amostragem mais completa.
Estudos mais aprofundados sdo necessarios para investigar em maior detalhe os niveis de
subdivisdo genética das populacbes do gato-palheiro, a fim de embasar a definicdo de

unidades apropriadas para a conservacao desta espécie (Indrusiak e Eizirik 2003).
Evidéncias de hibridacdo com Leopardus tigrinus (Schreber 1775)

Além da marcada estruturacdo filogeografica desta espécie, outro aspecto que adiciona
complexidade a reconstrucdo da histéria evolutiva de L. colocolo € a ocorréncia de hibridacéo

com outra espécie de felideo Neotropical, Leopardus tigrinus (Schreber 1775). Esta espécie,

conhecida como gato-do-mato-pequeno, apresenta um porte pequeno, com um comprimento
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total variando entre 71 cm a 93,4 cm e peso entre 1,75 kg e 3,5 kg (Sunquist e Sunquist 2002;
Figura 4a). Sua distribuicdo se estende do sul da Costa Rica até o sul do Brasil e nordeste da
Argentina, podendo incluir porgdes disjuntas ainda pouco compreendidas (Eisenberg e
Redford 1999; E. Eizirik, observagédo pessoal; Oliveira 1994; Figura 4b). O primeiro estudo
que identificou os eventos de hibridacdo entre estas duas espécies foi o de Johnson et al.
(1999) atraveés da analise de sequéncias do mtDNA e do gene ZFY localizado no cromossomo
Y. Neste estudo, individuos identificados morfologicamente como L. tigrinus, apresentaram
sequéncias de mtDNA especificas de L. colocolo e sequéncias do gene ZFY especificas de L.
tigrinus, implicando serem descendentes de cruzamentos entre fémeas de L. colocolo e
machos de L. tigrinus. Um estudo posterior, realizado por Trigo et al. (2008), incluindo
alguns dos mesmos individuos identificados por Johnson et al. (1999) em combinacdo a
outras amostras, corroborou a existéncia destes eventos na regido central do Brasil. Estes dois
estudos documentaram a primeira evidéncia de eventos de hibridacdo entre L. tigrinus e L.
colocolo, mas restringiram-se apenas a identificacdo de hibridos, sem maiores investigaces
dos padrdes, causas e extensdo destes eventos. Em um estudo mais recente, Trigo et al.
(dados ndo publicados) realizou analises mais aprofundadas sobre a hibridacdo entre L.
tigrinus e L. colocolo, evidenciando que este processo parece ter sido antigo, tendo
provavelmente se originado de causas naturais. Um resultado importante daquele estudo foi
que a evidéncia de hibridacdo foi apenas detectada pela andlise do DNA mitocondrial
(mtDNA), sem qualquer observagdo de um padrdo genético semelhante nos varios
marcadores nucleares analisados (microssatélites autossdmicos e sequéncias de introns
localizados nos cromossomos X e Y). A partir destes resultados, inferiu-se que este processo
de hibridagcdo, além de relativamente antigo, foi fortemente unidirecional, levando a
introgressdo do mtDNA de L. colocolo na populacdo de individuos morfologicamente
identificados como L. tigrinus. Além disso, os resultados reportados por Trigo et al. (dados
ndo publicados) indicaram que todos os individuos de L. tigrinus amostrados no nordeste do
Brasil, e varios daqueles amostrados na regido central do pais, apresentavam sequéncias de
mtDNA de L. colocolo, salientando a magnitude deste processo de introgressdo nestas
populagBes. A partir destas analises, diversas perguntas foram geradas quanto & idade,
magnitude e contexto geogréfico deste processo de hibridagdo, salientando a necessidade da
realizacdo de estudos aprofundados e integrados sobre a historia evolutiva de L. colocolo e L.
tigrinus. Para isto, sdo importantes estudos basicos de defini¢do de suas areas de ocorréncia e

limites de distribuicdo nas regiGes central e nordeste do Brasil, além da inclusdo de
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individuos provenientes destas regifes em estudos filogeograficos detalhados, o que ndo foi

realizado de forma abrangente até o0 momento.

a) b)

Figura 4: a) Leopardus tigrinus. Figura extraida de Silveira (1999). b) Distribuicdo geografica de
ocorréncia de Leopardus tigrinus. Extraida do site: IUCN 2011. IUCN Red List of Threatened Species.
Version 2011.2. <www.iucnredlist.org>.

Assim sendo, torna-se de suma importancia investigar o processo de colonizacéo
historica de L. colocolo na regido leste da América do Sul, onde ocorreu sua hibridacdo com
L. tigrinus, a fim de tentar elucidar o contexto espaco/temporal deste processo. Para isto, é
necessario analisar especificamente o mtDNA, pois este foi o Unico sistema genético que até
0 momento detectou este processo de hibridacdo. Neste aspecto, os objetivos deste estudo sdo

0S seguintes:

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar a histdria evolutiva de Leopardus colocolo, caracterizando padrbes
filogeogréficos, inferindo processos histdricos de estruturacdo e/ou expansao populacional, e
utilizando estas informagdes para aprofundar o conhecimento sobre a hibridacdo entre esta

espécie e L. tigrinus.

Objetivos Especificos
1. Gerar sequéncias de DNA correspondentes a quatro segmentos do genoma
mitocondrial para ao menos 40 individuos de L. colocolo provenientes de diferentes

regides geograficas, com énfase em populacdes brasileiras.
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2.

Integrar os dados gerados no objetivo especifico 1 com sequéncias de DNA ja
disponiveis para esta espécie, as quais incluem um ou mais dos segmentos focais
deste estudo, e amostram predominantemente a porcdo andina da distribuicdo da
espécie. Com isto, gerar um banco de dados Unico contendo sequéncias de mtDNA de
L. colocolo que representem de forma abrangente sua distribuicao geografica.

Investigar a diversidade genética existente nos segmentos mitocondriais e analisar a
distribuicdo geografica da variabilidade encontrada ao longo da distribuicdo da
espécie, incluindo comparac6es com sequéncias equivalentes geradas para L. tigrinus.
Realizar inferéncias sobre os processos historicos que afetaram e/ou que estdo
afetando a distribuicdo da diversidade genética de L. colocolo, com énfase na
avaliacdo de cendrios alternativos para a colonizacdo do leste da América do Sul por
esta espécie, e na investigacdo da hibridagcdo entre esta espécie e L. tigrinus no

centro/nordeste do Brasil.
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Resumo

Leopardus colocolo é uma espécie de felideo neotropical tipica de areas abertas, que
possui ampla distribuicdo geografica na América do Sul. Estudos filogeograficos iniciais,
predominantemente restritos a regido andina, indicaram que a espécie apresenta forte
estrutura genética populacional. Além disso, a recente descoberta de evidéncias de hibridacéo
com Leopardus tigrinus no Brasil, unicamente detectada pelo DNA mitocondrial, enfatizou a
necessidade de estudos mais detalhados acerca dos padrdes filogeogréaficos e demografia
historica de L. colocolo. A anélise de 2141 pares de bases do DNA mitocondrial indicou uma
forte estruturacdo populacional em L. colocolo, sugerindo uma colonizagdo oeste-leste das
linhagens desta espécie. Noés detectamos evidéncias de dois eventos de expansdo
populacional, um mais antigo (cerca de 200 mil anos atrés), no oeste, e outro mais recente
(cerca de 50.000 anos atras), no leste, que coincide com a expansdo das vegetacGes do tipo
savana no Brasil. Analises conjuntas com amostras de L. tigrinus hibridos revelaram
completa auséncia de compartilnamento de haplétipos com L. colocolo, apoiando a hipétese
de que este evento de hibridacdo seja antigo. As analises também revelaram uma proximidade
filogenética entre as amostras de L. colocolo do sul do Brasil e Uruguai com os hibridos de L.
tigrinus, indicando que uma parte essencial da histéria mitocondrial do gato-palheiro parece

estar sendo retratada apenas pela inclusdo de amostras desta outra espécie.

Introducéo

A formagéo do Istmo do Panama, ha cerca de trés milhdes de anos (MYA, million
years ago) possibilitou a invasdo de diversas espéecies provenientes da Ameérica do Norte para
a América do Sul, algumas das quais deram origem a radiagdes adaptativas formando grupos
exclusivamente neotropicais (Eizirik 2012, dados ndo publicados). Este € o caso do género

Leopardus (Mammalia, Carnivora, Felidae), composto por sete espécies endémicas do
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Neotropico. Este grupo iniciou sua diversificagdo ha cerca de 2,9 MYA (Johnson et al. 2006),
e € hoje formado por felideos de pequeno e médio porte que se distribuem por uma variedade
de habitats na América do Sul e Central (Eisenberg e Redford 1999; Nowell e Jackson 1996).

Uma das espécies contidas neste género, Leopardus colocolo (Molina 1782),
popularmente conhecida como gato-palheiro, é um dos felideos menos conhecidos da
América do Sul (Silveira 1995). Trata-se de uma espécie associada a habitats abertos,
ocorrendo nos pampas argentinos e uruguaios, no chaco boliviano e paraguaio, e em elevadas
altitudes ao longo da cadeia montanhosa dos Andes, do sudoeste da Colémbia até o Estreito
de Magalhdes. No Brasil, ocorre no extremo sul (bioma Pampa) e nas regides centro-oeste e
parte do nordeste do pais, compreendendo os biomas Pantanal e Cerrado (Eisenberg e
Redford 1999; Godoi et al. 2010; Nowell e Jackson 1996; Pereira et al. 2002; Ruiz-Garcia et
al. 2003; Silveira 1995; Villalba e Delgado 2005) (Figura 1).

A histdria evolutiva do gato-palheiro aparenta ser bastante complexa, 0 que acarretou
davidas a respeito de sua taxonomia. Andlises morfométricas e de padrbes de pelagem
realizadas para diferentes populacGes deste felideo por Garcia-Perea (1994) evidenciaram a
presenca de grande variacao, levando aquela autora a propor a diviséo de L. colocolo em trés
espécies distintas. No entanto, com o advento da genética molecular nas Ultimas décadas,
novas analises puderam ser realizadas e novas areas de estudo surgiram, como a
filogeografia. Esta area de estudo integra diversas disciplinas nos campos micro- e
macroevolutivo (Bermingham e Moritz 1998), investigando as relagdes temporais e espaciais
de linhagens genealdgicas intra-especificas (Avise 2000).

Os trabalhos filogeograficos realizados com L. colocolo até o momento néo
sustentaram a divisdo proposta por Garcia-Perea (1994), mas corroboraram a hipétese de
forte estruturacdo populacional nesta espécie (Cossios et al. 2009; Johnson et al. 1999). Um

dos principais problemas que limitam a compreensdo da historia evolutiva deste felideo é
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dificuldade em se obter uma amostragem representativa de suas populagdes, tanto em termos
numéricos como do ponto de vista de cobertura geogréfica. Isto possivelmente se deve as
baixas densidades em que esta espécie ocorre, aliadas a caréncia de esfor¢cos amostrais
direcionados especificamente aos ambientes abertos que habita. Apesar disso, alguns estudos
ja realizados com base em amostragens parciais da distribuicdo geografica de L. colocolo
permitiram que se obtivesse algumas inferéncias relevantes no que tange a sua estruturacdo
populacional e historia evolutiva (Cossios et al. 2009; Johnson et al. 1999; Napolitano et al.
2008), abrindo caminho para investigacdes mais detalhadas destes aspectos.

Um evento que acrescenta complexidade a historia evolutiva de L. colocolo é a
ocorréncia de hibridagdo entre esta espécie e outro felideo Neotropical, Leopardus tigrinus
(Schreber 1775). Esta espécie, conhecida como gato-do-mato-pequeno, também apresenta um
porte pequeno e possui uma distribuicdo predominantemente associada a habitats florestais,
se estendendo desde o sul da Costa Rica até o sul do Brasil e nordeste da Argentina
(Eisenberg e Redford 1999; Oliveira 1994; Figura 1). Apesar de sua associacdo a vegetagdes
mais densas, L. tigrinus também é encontrado nos biomas Cerrado e Caatinga, nas regides
centro-oeste e nordeste (CNE) do Brasil. E exatamente a partir de amostras de L. tigrinus
oriundas da regido CNE que foram reportados eventos de hibridagdo entre estas duas espécies
de felideo. Johnson et al. (1999), Trigo et al. (2008) e Trigo et al. (dados ndo publicados)
analisaram sequéncias de genes mitocondriais e nucleares, bem como locos de
microssatélites, verificando que a evidéncia de hibridagéo € apenas detectada pela anélise de
segmentos do DNA mitocondrial (mtDNA). Tendo em vista a auséncia de um padrdo
semelhante em qualquer um dos marcadores nucleares analisados, inferiu-se que este
processo de hibridacdo, além de relativamente antigo, foi fortemente unidirecional, levando a
introgressdo do mtDNA de L. colocolo em populagbes de individuos morfologicamente

identificados como L. tigrinus na regido CNE do Brasil. No entanto, ainda ndo foram
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elucidadas questdes mais aprofundadas como a idade e o contexto demogréfico deste evento
de hibridagdo, as quais podem ser investigadas através de estudos mais detalhados de
filogeografia empregando o mtDNA.

Um foco particular destas investigagdes deve ser a analise da historia evolutiva das
populacGes de L. colocolo do leste da América do Sul, a fim de viabilizar o entendimento do
contexto espacgo/temporal da hibridacdo ocorrida com L. tigrinus. Tal andlise ndo foi
realizada até o momento, em parte devido ao baixo nimero amostral de individuos
provenientes do Brasil incluidos nos trabalhos anteriores. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi investigar a histéria evolutiva de Leopardus colocolo com base na anélise
detalhada de segmentos mitocondriais, caracterizando padrdes filogeograficos, inferindo
processos histéricos de estruturacdo e/ou expansdo populacional, e utilizando estas
informacOes para aprofundar o conhecimento sobre a hibridacdo entre esta espécie e

Leopardus tigrinus.

Materiais e Métodos
Amostragem

O presente estudo incluiu a geracdo de dados de sequéncia mitocondrial de 40
individuos de L. colocolo e 28 individuos de L. tigrinus, sendo estes provenientes das regides
centro-oeste e nordeste (CNE) do Brasil (Tabela 1, Figura 1). Amostras sanguineas foram
obtidas de animais mantidos em cativeiro com procedéncia geografica conhecida ou
individuos capturados em campo, e preservadas em uma solucdo saturada de sal (100 mM
Tris, 100 mM EDTA, 2% SDS). Amostras de outros tecidos foram obtidas de espécimes
encontrados mortos em estradas (vitimas de atropelamento) e foram mantidas em alcool 96%.
Amostras de Leopardus pardalis e Leopardus wiedii também foram incluidas para serem

usadas como grupo externo em algumas analises.
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Extracdo de DNA, amplificagdo e sequenciamento

A extracdo de DNA gendmico foi realizada através do protocolo padrdo de
fenol/cloroférmio (Sambrook et al. 1989) ou utilizando os kits comerciais de extracao
DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) e PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen),
seguindo as instrucBes dos fabricantes. Todas as amostras de DNA extraidas foram
quantificadas em gel de agarose 1% corado com GelRed® (Biotium Inc.) usando o marcador
de peso molecular LowMass DNA Ladder (Invitrogen) como padrdo de concentracdo, e
posteriormente diluidas a fim de se obter uma concentracéo final de trabalho de 5-10 ng/uL.

Quatro segmentos do mtDNA foram amplificados via Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR, Saiki et al. 1985): (I) a por¢do 5’ do gene ND5, utilizando os primers
descritos por Trigo et al. (2008); (11) o gene citocromo b (Cit-b) completo, usando os primers
propostos por Tchaicka et al. (2007) ou aqueles descritos por Irwin et al. (1991) e Koepfli e
Wayne (1998), que dividem o gene em dois amplicons, como alternativa para amostras com
DNA mais degradado; (I11) um segmento do gene ATP8, utilizando os primers descritos por
Johnson et al. (1998); e (IV) a porc¢do final do primeiro segmento hipervariavel da regido
controle do mtDNA, usando os primers descritos por Tchaicka et al. (2007) e Cossios et al.
(2009).

As reacoes de PCR foram realizadas em um volume final de 20pL, contendo tampéao
de PCR 1X (Invitrogen), 0,2 uM de cada primer, 0,2mM de dNTPs, 1,5-2 mM de MgCl,
(Invitrogen), 0,2U de Platinum® Taqg Polymerase (Invitrogen) e 5-20 ng de DNA gendmico.
A adicédo de 0,2% de Triton X-100 na reacdo de PCR foi utilizada para ajudar na remocao de
agentes inibidores de PCR nos segmentos ND5, Cit-b e regido controle. No caso destes trés
segmentos, as condicOes de amplificacdo consistiram de um passo inicial de desnaturacéo de
3min a 94°C, 5 ciclos de touchdown (45s de desnaturacdo a 94°C, 45s de anelamento com

temperatura variando de 55°C a 51°C e extensdo por 1min30s a 72°C), 40 ciclos adicionais
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com anelamento de 30s a temperatura de 50°C, e extensdo final de 30min a 72°C. Para o
segmento do gene ATP8, as condi¢cdes de amplificagdo tiveram um passo inicial de
desnaturacdo de 3min a 94°C seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45s,
anelamento a 50°C por 45s e 1min30s de extensdo a 72°C, e o passo de extensdo final por
10min a 72°C.

Os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose 1% corado com GelRed ®
(Biotium Inc.) e posteriormente purificados utilizando um protocolo baseado em precipitacéo
com acetato de amonio e isopropanol. As amostras que nao apresentaram bons resultados
com este protocolo foram novamente amplificadas, quantificadas usando o marcador de peso
molecular LowMass DNA Ladder (Invitrogen) e purificadas com as enzimas Exonuclease |
(EXO 1) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP). Ambas as fitas de cada produto de PCR
purificado foram sequenciadas com o DYEnamic ET Dye Terminator Sequencing Kit (GE
Healthcare) e lidas com o sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Para
a regido controle do mtDNA, devido a ocorréncia de uma regido repetitiva na mesma que
induz heteroplasmia (ver Eizirik et al. 1998 e Kim et al. 2001 como exemplo em outros
felideos), e a dificuldade de sequenciar e alinhar as repeticdes em tandem (onde anela o
primer forward utilizado neste estudo), somente a fita reversa foi sequenciada. Neste caso, as
amostras foram amplificadas e sequenciadas no minimo duas vezes de forma independente, a
fim de avaliar a reprodutibilidade da sequéncia obtida.

A visualizacdo dos eletroferogramas, bem como a construgdo de sequéncias consenso
das duas fitas de cada amostra foram realizadas no software Geneious Pro 5.5.2 (Drummond
et al. 2011). Como complementacdo aos dados gerados neste estudo, foram adicionadas
sequéncias previamente obtidas por Trigo et al. (2008) e Trigo et al. (dados nao publicados)
do gene ND5, as quais incluem 19 sequéncias de L. colocolo e 21 sequéncias de L. tigrinus da

regido CNE. Também foram incluidas sequéncias curtas amplificadas para os genes ATP8 e
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ND5 (133 e 270 pares de base [pb], respectivamente) e regido controle (170 pb) de 19
amostras de individuos analisados por Cossios et al. (2009), que abrangem a porcéao andina da

distribuicéo de L. colocolo (Figura 1).

Analise das sequéncias

O conjunto completo de dados para cada segmento foi alinhado com o algoritmo
MUSCLE (Edgar 2004), o qual estd implementado no pacote MEGAS5 (Tamura et al. 2011).
Os alinhamentos foram verificados e editados manualmente quando necessario. A seguir,
foram realizadas algumas analises exploratdrias com cada segmento do mtDNA empregando
o software MEGADS, a fim de avaliar os niveis de diversidade e a informacao filogenética
contida nos mesmos. Estatisticas basicas de diversidade genética, como nimero de sitios
variaveis (V), nimero de sitios informativos para parcimonia (P), nimero de haplétipos (h),
diversidade nucleotidica (z) e diversidade haplotipica (Hd) foram estimados com os
programas MEGA 5, ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier e Lischer 2010) e DnaSP 5.0 (Librado e
Rozas 2009).

Anélises filogenéticas preliminares baseadas no algoritmo de distancia Neighbor-
Joining (NJ, Saitou et al. 1987) foram realizadas para avaliar se existia algum conflito
genealdgico significativo entre os segmentos estudados, impossibilitando concatena-los em
uma Unica matriz. Como nenhum conflito foi observado, 0s quatro segmentos mitocondriais
foram concatenados e todas as andlises filogenéticas subsequentes foram realizadas com esta
concatenacdo. Dois conjuntos de dados foram estabelecidos para uso nas analises descritas a
seguir: (i) todas as sequéncias geradas neste estudo mais os segmentos utilizadas por Trigo et
al. (2008) e Trigo et al. (dados ndo publicados) (Data set A [DSA]) e (ii) todas as sequéncias

do DSA mais os segmentos reportados por Cossios et al., (2009) (Data set B [DSB]). As
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sequencias reportadas por Cossios et al. sdo mais curtas, de forma que o DSB apresenta uma
cobertura geogréfica mais ampla, porém uma maior quantidade de dados faltantes na matriz.

As andlises filogenéticas finais foram realizadas com apenas um representante de cada
haplotipo, sob trés critérios de otimalidade diferentes: Inferéncia Bayesiana (Bl — Bayesian
Inference), Mé&xima Verossimilhanca (ML — Maximum likelihood) e Méxima Parciménia
(MP). Para determinar o melhor modelo de substituicdo nucleotidica, utilizou-se o programa
jModelTest 0.1.1 (Guindon e Gascuel 2003; Posada 2008), aplicando o Critério de
Informacéo de Akaike (AIC - Akaike Information Criterion; Akaike 1974).

A anélise de BI foi realizada com o programa MrBayes 3.1 (Ronquist e Huelsenbeck
2003), incluindo duas corridas independentes de Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC),
cada uma contendo quatro cadeias Metropolis-coupled (uma fria e trés aquecidas) para cinco
milhdes de geracOes. As arvores foram amostradas a cada 100 geracBes, descartando as
primeiras 2500 arvores como burn-in. O programa Tracer 1.5 (Rambaut e Drummond 2007)
foi utilizado para visualizacdo e andlise dos arquivos de saida dos pacotes MrBayes.

O programa PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010) foi utilizado para as anélises de ML, no
qual as arvores foram inferidas com uma busca heuristica do tipo Subtree Pruning Regrafting
(SPR) + Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) com uma arvore inicial randémica e suporte
dos nos estimado com 1000 pseudoreplicagdes de bootstrap.

Por fim, o programa PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002) foi usado para inferir as relagdes
filogenéticas sob 0 metodo de MP, com uma busca heuristica empregando 50 replicatas de
random taxon addition seguido de tree-bisection and reconnection (TBR) e 100 replicatas de
bootstrap ndo-paramétrico.

Além das analises filogeneéticas, redes de hapldtipos foram construidas com o
algoritmo median-joining (Bandelt et al. 1999) implementado no programa NETWORK

4.6.0.0 (http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.nhtm) para retratar as relagdes evolutivas
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entre os hapl6tipos e sua associagdo com a geografia. Em paralelo, analises de estruturacéo
populacional foram realizadas assumindo unidades geogréaficas amplas, devido a limitagdes
no tamanho amostral disponivel para determinadas regides. Como medidas de diferenciacdo
entre os grandes grupos, estimamos indices de fixacdo (Fst, Wright 1965), utilizando o
método de Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) implementado
no software ARLEQUIN. Para avaliar a correlacdo entre distancias genéticas e distancias
geogréficas, realizamos testes de Mantel (Mantel 1967) com 100 mil permutacfes para
avaliacdo de significancia, utilizando o programa ALLELES IN SPACE (AIS; Miller 2005).
Para estimar pardmetros demograficos histéricos e avaliar possiveis cenarios para a
colonizagdo do leste da América do Sul por L. colocolo, foram realizados testes de
neutralidade (D de Tajima [Tajima 1989] e Fs de Fu [Fu 1997]) e andlises de distribucédo par-
a-par de diferencas (Mismatch Distribution Analysis [Rogers e Harpending 1992]) com 0s
programas DnaSP e ARLEQUIN. Segundo Ramirez-Soriano et al. (2008), estes testes sdo
indicados para detectar diferentes eventos demograficos como expans@es, contracfes e
bottlenecks. Para estimar possiveis mudancas no tamanho populacional da espécie ao longo
do tempo, foram estimados Bayesian Skyline plots com o pacote BEAST 1.6.0 (Drummond e
Rambaut 2007). A taxa mutacional para a concatenagdo de segmentos empregada aqui foi
calculada a partir de uma corrida inicial do programa BEAST, a qual utilizou nove haplétipos
de L. colocolo para representar a diversidade atual da espécie, 200 milhdes de geracdes de
MCMC (20 milhGes descartados como burn-in), uma premissa de Yule process como tree
prior, e uma calibragdo molecular conservadora baseada na estimativa reportada por Johnson
et al. (2006) para a divergéncia entre L. colocolo e Leopardus pardalis + Leopardus wiedii.
Especificamente, assumimos uma probabilidade anterior (prior) uniforme para este no, cujos
limites foram estabelecidos pelo intervalo de credibilidade 95% para a idade desta

divergéncia estimado por Johnson et al. (2006).
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Resultados

Foram obtidos um total de 2141 pb de sequéncia para L. colocolo e L. tigrinus
hibridos da regido CNE. Amostras de 65 individuos foram sequenciadas para 133 pb do gene
ATPS8 e 413 pb da regido controle. Para o gene ND5, foram gerados 567 pb de 25 amostras
(40 amostras ja haviam sido previamente sequenciadas por Trigo et al., 2008 e Trigo et al.,
dados ndo publicados). Foram sequenciados 1028 pb do gene Cit-b para 53 amostras,
enquanto que, para 10 individuos, apenas 600 pb deste gene foram obtidos. Para dois
individuos (Lcol2 e blLcol4) ndo obtivemos sucesso no sequenciamento deste ultimo
segmento. Trés individuos (bLti72, bLti96 e bLti209) apresentaram duas inser¢des e uma
delecdo na regido controle, totalizando 415 pb de fragmento analisado. A partir de
comparacdo com sequéncias disponiveis no GenBank, constatamos que estes trés individuos,
inicialmente hipotetizados como sendo hibridos devido a sua procedéncia geografica (ver
Tabela 1), contém mtDNA aut6ctone de L. tigrinus (ver Trigo et al. [2008] para definicdo dos
clados oriundos de cada espécie), e desta forma os tratamos como grupo externo em conjunto
com haplétipos de L. pardalis e L. wiedii.

Em ambos os data sets analisados, a regido controle foi o segmento mais variével,
tanto em termos de diversidade haplotipica como de diversidade nucleotidica (Tabela 2).
Apesar de o0 DSB apresentar um nimero de caracteres menor do que o DSA (devido a maior
presenca de dados faltantes neste conjunto, e a delecdo completa destes sitios empregada
nestas analises), a inclusdo de um numero maior de individuos oriundos da porcéo andina da
distribuicdo de L. colocolo induziu um aumento do = em relagdo ao observado com o
primeiro conjunto. No entanto, quando o gene ND5 foi analisado separadamente, este
apresentou uma diversidade haplotipica (Hd) menor para o DSB, indicando que neste caso o
tamanho do segmento teve mais influéncia nesta estimativa. Da mesma forma, para os dois

conjuntos de dados analisados para o gene Cit-b, 0 grupo com maior comprimento de
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sequéncia apresentou um Hd maior, mesmo com um nimero menor de amostras andinas (ver
Tabelas 1 e 2). Os conjuntos de dados concatenados apresentaram valores de Hd altos e =
baixos. A identificacdo dos haplétipos listados na Tabela 1 foi realizada com todas as
amostras analisadas neste estudo (contendo seus tamanhos de sequéncia originais) e foi
obtida a partir de uma analise de diferencas par-a-par entre as mesmas, resultando em 68
haplétipos de grupo interno (58 dos quais amostrados uma Unica vez) e cinco haplotipos de
grupo externo. O modelo de substituicdo nucleotidica GTR + | + G (-InL = 6823,9384) foi
identificado como sendo 0 mais adequado a este conjunto de dados, sendo aplicado em todas
as analises filogenéticas subsequentes baseadas em modelo.

Para os dois conjuntos de dados analisados, as arvores filogenéticas construidas com
os trés métodos foram similares com respeito as suas principais caracteristicas topologicas
(Figuras 2A e 2B). Nas analises Bayesianas, 0 desvio padrdo médio das frequéncias de
grupos entre as duas corridas paralelas foi menor do que 0,05, indicando uma convergéncia
para uma probabilidade posterior estacionaria dos clados identificados. Evidéncias de
estruturacdo geografica foram observadas em ambos 0s conjuntos, sobressaindo-se a
localizacdo basal dos hapl6tipos provenientes do Chile e de algumas sequéncias da
Argentina, bem como a identificagdo de um clado interno contendo amostras brasileiras e
uruguaias, o qual foi fortemente apoiado em todas as andlises (valores de bootstrap > 88% e
probabilidade posterior de 1).

Dentro deste clado do Brasil/Uruguai, dois subgrupos foram evidenciados (ver
Figuras 2A e 2B): um primeiro clado continha todos os individuos de L. colocolo do centro-
oeste e nordeste do Brasil, haplotipos provenientes das regides de Catamarca/Salta, Jujuy,
Potosi e Tacna/Puno (H42, H50, H52, H51 e H53 [apenas H42 no caso da analise do DSA]),
e grande parte dos hibridos de L. tigrinus amostrados no nordeste brasileiro; o segundo

subgrupo continha haplotipos de L. colocolo do sul do Brasil + Uruguai, além de alguns

12
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individuos hibridos de L. tigrinus. Tendo em vista a estruturacdo interna observada no
primeiro clado, subdividimos o mesmo em dois grupos: Grupol, cuja monofilia foi bastante
apoiada, e Grupo 2, contendo uma série de haplotipos basais relacionados através de uma
politomia geral na base do clado. O segundo subgrupo principal deste clado interno foi
tratado como uma unidade (Grupo 3) nesta categorizagdo filogenética. Divergéncias mais
basais, englobando haplétipos provenientes do Chile, Argentina e Bolivia, foram
categorizadas como sendo 0s Grupos 4 - 7 (ver Figuras 2A e 2B).

As redes de haplétipos também indicaram uma estruturacdo geogréfica para os
individuos oriundos do Brasil e do Uruguai, com dois grupos mais evidentes: (i) L. colocolo
do sul do Brasil e do Uruguai + L. tigrinus da regido CNE e (ii) L. colocolo do centro-oeste e
nordeste + L. tigrinus do nordeste (H4) + hapldtipos H42, H50, H52, H51 e H53 (apenas o
H42 para o DSA), com no minimo quatro passos mutacionais entre (i) e (ii) (Figuras 3A e
3B). Nas analises do DSA, o hapl6tipo H49, oriundo do norte chileno foi o mais basal na
arvore filogenética e 0 mais proximo do grupo externo na rede de haplétipos. Para 0 mesmo
conjunto de dados, o Grupo 4 (H37) da Bolivia foi o haplétipo mais préximo das amostras
brasileiras, com 28 mutacfes de distancia, e grupo-irmao dos mesmos nas analises
filogenéticas. As redes de haplo6tipos também refletiram os resultados da filogenia para 0s
grupos de namero cinco e seis, sendo dois grupos bastante suportados que possuem no
minimo 33 passos mutacionais entre eles (Figuras 2A e 3A). Analisando apenas a rede de
hapldtipos do DSB (calculado com delecdo completa; Figura 3B), pode-se ver que as
sequencias contidas nos grupos do centro-oeste e do nordeste - tanto para L. colocolo como
para os hibridos CNE de L. tigrinus - apresentaram um padrdo em forma de estrela, com
sequéncias menos frequentes conectadas com poucos passos mutacionais a haplotipos mais
frequentes - sugerindo uma possivel expansao demogréafica. O Grupo 4 na Figura 2B também

formou um agrupamento no network (Figura 3B), separado por pelo menos 13 mutacfes do
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grupo brasileiro. O Grupo 5 est& separado por no minimo 14 mutac¢des do Grupo 7 + H49, e
este Ultimo agrupamento apresenta uma distancia de no minimo 12 passos mutacionais do
Grupo 6.

Assim como nas arvores filogenéticas, os haplotipos do Chile, Argentina e Bolivia
foram posicionados como 0s mais basais na estrutura filogeografica de L. colocolo. Além
disso, observamos que as amostras do Peru e da Bolivia estdo mais proximas dos haplotipos
do leste do que os grupos chilenos e argentinos. As principais distingdes referem-se as
posi¢Bes dos grupos trés e quatro nos networks, em que no DSA o H37 (Grupo 4) esta
posicionado entre Chile e Brasil e no DSB aparecem como grupo mais distante do outgroup.
Da mesma forma, as amostras o Grupo 3 estdo mais distantes do grupo externo e para o outro
conjunto de dados, se posiciona entre os grupos cinco e dois (do Chile e do Brasil,
respectivamente). Estas discrepancias se devem a uma diferenca de enraizamento entre as
redes geradas com o DSA e DSB, afetando especificamente esta por¢do da genealogia.

Os resultados das andlises subsequentes foram gerados apenas para o data set B, em
virtude de este conjunto apresentar a maior abrangéncia da distribuicdo geografica de L.
colocolo. Trés testes foram realizados para averiguar quais cenarios de subdivisdo
filogeografica representam melhor a estruturacdo genética desta especie: Leste versus Oeste
(tendo como divisor o meridiano 60W), Norte versus Sul (assumindo o Trépico de
Capricornio como separador dos grupos) e entre Biomas (Pampa x Cerrado x Caatinga x
Monte + Estepes pampeanos e patagonicos x Puna). Os valores de Fsr para Leste/Oeste e
entre Biomas foram similares e considerados altos (0,42431 [p = 0,00000] e 0,43148 [p =
0,00000], respectivamente; Tabela 3). Em contraponto, os resultados da AMOVA para
Norte/Sul mostraram um valor de Fst mais baixo, de 0,17044 (p = 0,00000) com 83% da
variabilidade genética observada ocorrendo dentro destes dois grupos. Entre os diferentes

biomas, o maior Fsr par-a-par ocorreu entre Pampa e Caatinga (0,61112; p = 0,00000)
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seguido de Pampa e Puna (0,56365; p = 0,00000; Tabela 4), sugerindo um possivel papel do
isolamento por distancia na inducéo deste padrdo de diferenciacdo genética. O resultado do
teste de Mantel mostrou uma correlacdo significativa entre distancia genética e distancia
geogréfica tanto para o conjunto inteiro de dados (r = 0,337; P = 0,000) como para 0S grupos
Leste (r =0,276; P = 0,000) e Oeste (r = 0,281; P = 0,000) (Figuras 4A, 4B e 4C).

Para testar a hipOtese de uma expansdo populacional recente em L. colocolo, foram
realizadas andlises de Mismatch Distribution e testes de neutralidade para o todo o conjunto
de dados. A primeira analise resultou em um gréfico bimodal, que pode indicar uma
estruturagdo entre dois grupos (Figura 5A). Desta forma, foram realizadas mais duas analises,
uma para as amostras oriundas do Oeste da América do Sul (Figura 5B) e outra para as
amostras do Leste da América do Sul (Figura 5C), visto que estes dois grandes grupos
apresentaram um alto valor de Fsr entre si (Tabela 3). A primeira anélise mostrou um padrao
de distribuicdo aproximadamente unimodal (ainda que irregular) com uma moda em cerca de
30 diferencas, sugestivo de uma expansdo populacional rapida e relativamente antiga. A
andlise focada na regido leste ndo evidenciou um padrdo unimodal sugestivo de expanséao
demografica.

O teste de neutralidade Fs de Fu foi congruente com as andlises de Mismatch,
apresentando valores negativos e significantes para Leste, Oeste e no conjunto de todas as
amostras (Tabela 3). A fim de testar outros possiveis desvios do modelo neutro, novos testes
de neutralidade foram realizados em um nivel regional, avaliando os biomas definidos na
AMOVA. O bioma Pampa foi o Gnico grupo com significancia tanto para D de Tajima como
para Fs de Fu. Valores negativos e significantes também foram encontrados para Fs de Fu
nos biomas Caatinga e Monte + Estepes (Tabela 3).

As anéalises do Skyline plot Bayesiano mostraram uma constancia no tamanho

populacional até aproximadamente 0,2 milhGes de anos atras (MYA, million years ago), com
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forte sinal de expansdo populacional em periodos de tempo mais recentes. Quando todas as
amostras foram incluidas na analise, foi observado um aumento populacional gradual até 0,05
MYA, com um sinal de marcada expansdo demografica em seguida e declinio populacional a
partir de 0,025 MYA (Figura 6A). Para o grupo oriundo do oeste da América do Sul,
visualizamos uma forte expansdo populacional iniciando 0,2 MYA, seguida de um periodo
mais recente de tamanho constante (Figura 6B). A andlise do grupo do leste indicou a
ocorréncia de uma expansdo demogréafica pronunciada e mais recente do que a observada no
oeste, com inicio 0,05 MYA, e seguida de um aparente declinio aproximadamente 0,012

MYA (Figura 6C).

Discusséo
Diversidade Genética

Este trabalho demonstrou que L. colocolo apresenta uma alta diversidade genética
quando comparado a outros felideos neotropicais e alguns outros carnivoros da regido. A
diversidade haplotipica encontrada neste estudo para a regido controle foi bastante alta
(0,9817 £ 0,0071 e 0,9825 + 0,0059 para 0 DSA e DSB, respectivamente). Cossios et al.
(2009), avaliando a diversidade da regido controladora em amostras de L. colocolo da regido
andina, registraram uma diversidade haplotipica de 0,94 e ressaltaram que a grande
diversidade encontrada também ocorre em nivel populacional, sendo comparavel com Hds
encontrados em espécies ndo ameacadas, como Leopardus pardalis e Leopardus wiedii
(0,962 + 0,015 e 0,985 * 0,018 respectivamente; Eizirik et al. 1998). Eizirik et al. (2001)
analisaram a regido controle em oncgas-pintadas e encontraram uma diversidade haplotipica
de 0,9399 (+ 0,0262). Comparado com outros carnivoros, L. colocolo apresenta uma das
maiores diversidades genéticas observadas até o0 momento. Trinca et al. (2012) reportaram

uma Hd para a lontra neotropical (Lontra longicaudis) de 0,9043 + 0,00477) enquanto
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Tchaicka et al. (2007) encontraram uma diversidade haplotipica para o cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous) de 0,83 + 0,032. Tsuchiya-Jerep (2009), ao estudar dois procionideos,
encontrou uma diversidade haplotipica bastante alta, porém mais baixa do que a observada
em L. colocolo: 0,790 (+ 0,00133) para Nasua nasua e 0,762 (+ 0,00181) para Procyon
cancrivorus.

Este estudo também indicou um valor bastante alto para a diversidade nucleotidica na
regido controle (= = 0,03475 + 0,00482 para o DSA e © = 0,06965 + 0,01110 para o DSB),
quando comparado a outras espécies de carnivoros. Trinca et al. (2012) encontraram um z de
0,01149 £ 0,00270 para L. longicaudis e Tchaicka et al. (2007) reportaram uma diversidade
nucleotidica também considerada alta, de 0,019 + 0,002 para as populacdes de C. thous.
Nasua nasua também apresentou um valor de 7 (z = 0,01748 + 0,00182) considerado alto
(Tsuchiya-Jerep 2009). Os dados de Cossios et al. (2009) para as amostras de gato-palheiro
dos Andes revelaram uma diversidade nucleotidica levemente menor do que o nosso estudo
indicou, de 0,0609. Outros felideos da regido neotropical também apresentam alta diversidade
nucleotidica para a regido controladora do mtDNA. Eizirik et al. (1998) encontraram um =
para L. pardalis (= = 0,068 + 0,034) semelhante ao reportado neste estudo para L. colocolo,
enquanto que a diversidade encontrada em L. wiedii foi ainda mais alta (= = 0,183 + 0,092).
Para Panthera onca, a diversidade nucleotidica encontrada por Eizirik et al. (2001) foi de
0,00771 + 0,00010. Desta forma, constata-se que a diversidade nucleotidica da regido
controle de L. colocolo pode ser considerada alta em relacdo ao que se observa em outros
carnivoros ja analisados para este segmento mitocondrial.

A diversidade genética também foi bastante alta para os outros segmentos analisados
neste estudo. Considerando 0 gene ND5, nosso estudo registrou uma diversidade nucleotidica
de 0,00503 (+ 0,00127) para o DSA e de 0,00799 (x 0,00247) para o DSB. C. Pires et al.

(comunicacdo pessoal) observaram um valor de = semelhante ao DSA para 0 gato-mourisco
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(Puma yagouarundi), de 0,0050 (+ 0,0012). Para duas espécies proximas a L. colocolo,
Leopardus tigrinus [excluindo-se individuos hibridos] e Leopardus geoffroyi, tanto a
diversidade nucleotidica como a diversidade haplotipica encontrada foram menores do que
para a nossa espécie em estudo: = = 0,0031 + 0,0004 e Hd = 0,759 £ 0,045 para L. tigrinus e
7 =0,0039 + 0,0004 e Hd = 0,825 + 0,045 para L. geoffroyi (Trigo et al. 2008; T. Trigo et al.
comunicacdo pessoal). Considerando o mesmo fragmento para o ND5, outros carnivoros
tiveram resultados contrastantes: Trinca et al. (2012) reportaram uma diversidade
nucleotidica de 0,00741 + 0,00177 para L. longicaudis e Tsuchiya-Jerep (2009) obteve um =
de 0,01949 + 0,00001 para N. nasua enquanto que, para P. cancrivorus, o valor de z foi de
0,00239 + 0,00060.

Com relagdo ao gene Cit-b, poucos trabalhos com carnivoros utilizaram o mesmo
segmento analisado neste estudo. A diversidade que encontramos para L. colocolo, incluindo
haplotipos hibridos amostrados em L. tigrinus CNE (z = 0,00592 + 0,00128 e Hd = 0,9267 +
0,0201 para o DSA com 1028 pb e = = 0,00612 + 0,00141 e Hd = 0,8751 + 0,0194 para o
DSA com 600 pb) foi levemente maior, por exemplo, do que a encontrada para P.
yagouarundi (z = 0,0053 + 0,0013) (C. Pires et al. comunicacdo pessoal). Procyon
cancrivorus também apresentou uma diversidade menor em comparacao ao nosso objeto de
estudo (= = 0,00187 £ 0,00014 e Hd = 0,832 + 0,00161), ao passo que N. nasua apresentou
uma diversidade nucleotidica consideravelmente maior (z = 0,01771 = 0,00253) mas uma
diversidade haplotipica menor (Hd = 0,783 + 0,00153) (Tsuchiya-Jerep 2009).

Tendo em vista que os segmentos utilizados neste estudo ndo sdo exatamente 0s
mesmos analisados anteriormente para esta espécie, ndo podemos realizar uma comparacao
mais precisa entre os resultados obtidos por diferentes autores. Johnson et al. (1999), ao
comparar quatro espécies de felideos neotropicais, observaram que a  diversidade

nucleotidica de L. colocolo foi a segunda maior entre as espécies analisadas, com z = 0,0049
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+ 0,004 para uma concatenagdo dos segmentos 16S, ATP8 e ND5. Avaliando a regido
controle e os genes ATP8 e ND5, Trigo et al. (2008) reportaram uma diversidade haplotipica
de 0,8444 + 0,1029 e uma diversidade nucleotidica de 0,009462 + 0,005638. Em seu estudo
mais recente, Trigo et al. (dados né&o publicados) evidenciaram uma Hd de 0,949 + 0,023 e
um 7z = 0,006 £ 0,004 para os segmentos ND5 e regido controle. Apesar de ndo serem
diretamente comparaveis devido a diferente composicéo de segmentos, podemos inferir que o
aumento do nimero amostral e da cobertura geografica da espécie contribuiu para que
encontrassemos valores mais elevados de diversidade para 0 nosso conjunto de dados
concatenado (7 = 0,01624 + 0,00212 e Hd = 0,9846 + 0,0069 para 0 DSA e = = 0,02776 *
0,00386 e Hd = 0,9834 + 0,0059 para o DSB) em relagéo a estes estudos anteriores. Tendo
em vista esta expansdo amostral, bem como o maior nimero de segmentos analisados neste
estudo, podemos considerar os dados aqui apresentados como a estimativa mais completa

disponivel até 0 momento da diversidade genética desta espécie.

Estrutura Populacional

Nossos resultados indicaram a existéncia de uma forte estruturagdo genética nas
populacdes de L. colocolo (Tabela 3; Figuras 2 e 3). Os dois conjuntos de dados (DSA e
DSB) apresentaram uma topologia filogenéetica muito semelhante; ndo houve qualquer troca
de haplotipos entre os haplogrupos identificados nas Figuras 2A e 2B, apenas 0 acréscimo de
novos haplétipos aos grupos existentes no DSA e a definigdo de um novo haplogrupo com o
DSB.

Em ambos os conjuntos de dados, as populacdes chilenas sempre estiveram proximas
da base do grupo interno, juntamente com amostras argentinas e alguns haplotipos da Bolivia
(provenientes da regido do Potosi). Esta constatacdo nos sugere que a regido Oeste da

distribuicdo de L. colocolo é mais basal e, portanto, mais antiga do que as populacGes
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amostradas no Leste. Além disto, avaliando mais detalhadamente os hapl6tipos mais
préximos a raiz do grupo interno, inferimos que a area inicial de diversificagdo das linhagens
mitocondriais atuais da espécie provavelmente foi a regido do altiplano andino,
compreendendo o norte do Chile, sudoeste da Bolivia e norte da Argentina (ver Figuras 2 e
3).

Outra &rea que nosso trabalho também indica ser basal compreende as regifes centro-
oeste/sul da Argentina e centro do Chile. N6s encontramos dois grupos bastante estruturados
nestas areas, que podemos hipotetizar serem separadas pela cadeia montanhosa andina.
Estudos de campo revelaram que o gato-palheiro ocupa areas com altitude média de 3.567 +
67 metros na regido andina (ao contrario de seu congénere gato-andino [L. jacobita], que
apresenta uma altitude média de ocorréncia de 4.236 + 140 metros) (Perovic et al. 2003) e
desta forma torna-se explicavel esta separacdo entre estes dois grupos, visto que esta regido
apresenta cadeias montanhosas que podem dificultar uma travessia. Curiosamente, um
hapl6tipo do Chile central se agrupou mais proximamente aos haplétipos argentinos do que
aos outros dois haplétipos chilenos da mesma regido. O fato de ndo termos uma procedéncia
geogréfica precisa para estas amostras dificulta um melhor entendimento sobre as mesmas.
Uma suposicao que podemos aventar é que o haplétipo H48 ocupava uma area mais elevada
e desta forma pudesse ter mais contato com populacGes da Argentina, ao contrario dos
hapldtipos H46 e H47, que poderiam ocupar areas mais baixas da distribuicdo da espécie e
assim ter menos contato com grupos de altitude. Futuros estudos com amostragem mais
detalhada nestas regiGes serdo necessarios para investigar de forma mais especifica a sua
estruturacdo historica.

A respeito do grupo 4, formado pelas amostras do Peru e algumas da Bolivia (H37 e
H55, ambas da regido de La Paz), nossos dois conjuntos de dados (Data sets A e B)

apresentaram resolucfes discordantes nas analises de median joining. Este fato decorre
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provavelmente de uma instabilidade nos ramos envolvidos induzida pelo grande nimero de
mutacdes separando estes haplétipos de L. colocolo e suas linhagens mais proximas, uma
consequéncia da alta estruturacdo populacional afetando estas regifes. Esta situacao € atipica,
visto que mais frequentemente este tipo de instabilidade é observado nos ramos proximos a
raiz, o que nao foi evidenciado neste trabalho. O fato de o DSA apresentar um maior nimero
de segmentos, maior tamanho de sequéncias e assim, mais informagc&o filogenética, nos leva a
inferir que este conjunto de dados reflete melhor a histéria real do grupo. Apesar disto, as
andlises filogenéticas (ver Figura 2) demonstraram haver um apoio consistente para a uniao
do grupo 4 com as linhagens do leste da América do Sul, sugerindo que as populacfes de
Puna e Chaco podem representar a regido de origem das linhagens ancestrais que
colonizaram o leste da América do Sul. Esta inferéncia é bastante relevante no sentido de
compreender de forma mais clara a historia evolutiva de L. colocolo, especialmente no que
tange ao processo de colonizagdo do Cerrado brasileiro, e sua influéncia no episddio historico
de hibridagéo com L. tigrinus (ver abaixo).

A anélise detalhada dos hapl6tipos do leste da América do Sul revelou também
padrBes bastante interessantes, pelo fato de termos amostras de individuos de L. tigrinus
hibridos ajudando a contar a histéria evolutiva de L. colocolo. A primeira caracteristica
evidenciada foi a falta de compartilhamento de hapldtipos entre L. colocolo e L. tigrinus. Esta
falta de compartilhamento sugere que o processo de introgressdo é bastante antigo, com
ambas as espécies ja tendo acumulado mutacdes independentes a partir dos haplétipos
ancestrais, 0s quais parecem ja estarem extintos atualmente (ou ocorrendo em frequéncias
baixas a ponto de escaparem a amostragem deste estudo).

As arvores filogenéticas apresentaram ramos curtos para os haplétipos brasileiros em
relacdo ao comprimento de ramos dos hapldtipos das regides proximas a Cordilheira dos

Andes. Da mesma forma, as redes de haplotipos mostraram um menor nimero de mutacoes
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entre os haplétipos do grupo Leste, apoiando a inferéncia de que eles sdo um grupo recente,
sem estruturacdo populacional interna detectavel com nossos dados. Outra caracteristica que
nos chama atencdo nos networks é a posi¢cdo dos hapldtipos amostrados em L. tigrinus
hibridos, os quais dao a impressao de terem originado as populacgdes de L. colocolo da regido
leste (Figuras 3A e 3B). Curiosamente, as populacdes de gato-palheiro amostradas no Brasil
estdo claramente divididas em grupos geogréficos distintos, separadas por um numero
consideravel de mutacGes, enquanto os haplétipos de L. tigrinus se posicionam de forma
intermediaria entre os mesmos. Este é um achado bastante inusitado, cuja interpretacdo mais
plausivel é que os haplétipos mais basais (centrais) amostrados em L. tigrinus hibridos (ou
inferidos como median vectors) ja ocorriam na populagdo ancestral de L. colocolo que
colonizou o leste da América do Sul, e subsequentemente deram origem aos diferentes
haplogrupos amostrados nesta regiao.

Um destes haplogrupos (Grupo 3 — ver Figura 2) foi formado por individuos de L.
tigrinus hibridos amostrados no centro-oeste e nordeste do Brasil, bem como um clado mais
interno (e bem apoiado) de L. colocolo englobando todos os hapl6tipos do sul do Brasil
(estado do Rio Grande do Sul) e do Uruguai. Separado por sete mutacfes de diferenca, o
segundo grande clado inclui dois subgrupos (Grupos 1 e 2 — ver Figura 2). O haplogrupo 1
foi formado por haplotipos de L. colocolo da regido centro oeste e nordeste, um Unico
hapldtipo de L. tigrinus hibrido do Ceara (H4) e um subgrupo de amostras andinas (oriundas
do Peru, Bolivia e Argentina). O haplogrupo 2 apresentou pouca estruturacdo interna, sendo
formado exclusivamente por hapl6tipos amostrados em individuos hibridos do nordeste
brasileiro. A analise destes dados sob forma de network (Figura 3) apdia a inferéncia de que o
haplogrupo 2 é parafilético em relacdo ao haplogrupo 1, salientando a posicdo basal dos
hapldtipos hibridos nesta porcdo da estrutura filogeografica de L. colocolo. Apesar de nao

termos uma procedéncia geogréafica precisa em varios casos, uma observacdo interessante
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com relacdo aos haplotipos de L. tigrinus hibridos € a aparente relacdo entre os filogrupos e
0s biomas dos quais provém as amostras. De uma forma geral, os hapl6tipos do haplogrupo 3
foram amostrados no bioma Cerrado, enquanto que o0s hapldtipos encontrados nos
haplogrupos 1 e 2 referem-se a individuos coletados no bioma Caatinga.

Formulamos duas hipéteses para tentar explicar as relagdes evidenciadas no mtDNA
entre os hapldtipos de gato-palheiro do centro-oeste brasileiro e os haplétipos da regido sul do
Brasil e do Uruguai. Ambas incluem um cenério inicial de colonizacdo do leste via
Chaco/Pantanal/Cerrado com eventos antigos de hibridagdo com L. tigrinus nesta regido. A
partir desta regido, a primeira hipotese sugere duas rotas de coloniza¢do: uma em direcdo ao
nordeste brasileiro e outra em direcdo ao sul do Brasil e do Uruguai. Desta forma, os
haplotipos hibridos amostrados no nordeste representariam linhagens do centro-oeste (que
posteriormente foram para o nordeste), os quais originaram os haplétipos de gato-palheiro da
mesma regido e os trés unicos haplotipos de L. tigrinus hibridos amostrados no centro-oeste.
A segunda hip6tese postularia uma expansao inicial para o nordeste, com diversificacdo de
hapl6tipos de L. colocolo e introgressdo em L. tigrinus nesta area, seguidas de um evento de
retorno de parte das linhagens para o centro-oeste via cerrado, com uma subsequente
colonizagdo em direcdo ao sul do Brasil e do Uruguai. O teste destas hipdteses alternativas
pode ser conduzido através de uma expansdo amostral nestas regides, de forma a identificar
de maneira mais precisa a area de ocorréncia atual dos haplotipos, bem como suas relacoes
genealdgicas.

A analise da populacdo do bioma Pampa (regido sul do Brasil e Uruguai),
independente do cenario exato do seu surgimento, revelou um grupo que necessita de atencédo
especial no que tange a medidas conservacionistas. Atualmente estes individuos estéo
isolados de qualquer outra populacgéo, tanto ao norte (isolados pela Mata Atlantica) como ao

oeste (isolados pelas Bacias dos Rios Uruguai, Paraguai e Parand) e ao sul (isolado pela Bacia
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do Rio da Prata). No estado do Rio Grande do Sul, a espécie L. colocolo é categorizada como
“Em Perigo” (Indrusiak & Eizirik, 2003), e pelas diferengas encontradas tanto nas analises
genéticas como fenotipicas (esta € a Unica regido em que encontramos a subespécie L. c.
munoai; Garcia-Perea 1994), podemos sugerir que estas populagdes realmente constituam
uma Unidade Evolutivamente Significativa (ESU) distinta (ver defini¢bes de ESU em Moritz
1994; Eizirik 1996; Eizirik et al. 2006).

Uma observacdo particularmente interessante foi a presenga de um subgrupo andino
contido em um haplogrupo predominantemente brasileiro (Grupo 1 — ver Figuras 2 e 3). A
estruturacdo filogeografica observada sugere um possivel retorno pelo Cerrado de volta para
0 oeste, em dire¢do a regido do Puna e Monte. O trabalho de Cossios et al. (2009) ja havia
reportado que esta regido apresenta ndo sé uma mistura de clados de regides adjacentes,
como também trés fenotipos distintos de L. colocolo (ver Garcia-Perea 1994 para mais
detalhes), o que demonstra ser uma importante zona de contato. Além disto, Napolitano et al.
(2008) analisaram a diversidade genética de Leopardus colocolo em éreas de altiplano no
norte do Chile e verificaram a existéncia de um grupo de hapl6tipos relacionados, que ao
serem reanalisados por Cossios et al. (2009) mostraram ser proximos ao subgrupo que nés
inferimos ter “voltado” para a regido oeste. Além disto, Napolitano et al. (2008) também
citam a existéncia de um individuo cujo haplétipo ndo era proximamente relacionado aos
demais da mesma &rea de estudo, e que foi agrupado com amostras do Brasil. Estes
resultados sugerem que ha consistentes evidéncias de uma historia evolutiva complexa
afetando a filogeografia de L. colocolo nesta regido. Do ponto de vista biogeogréafico, Roig-
Jufient et al. (2006) referem-se as zonas de Puna e Monte como sub-areas, pelo fato delas
conectarem outras zonas. Estes autores tambem ressaltam que area de Monte localizada ao
norte € mais relacionada a regido do Chaco do que as demais regides de Monte. Estas

observacOes ressaltam a importancia desta regido de contato na histdria desta espeécie,
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tornando importante o aumento de estudos focando nesta area para melhor compreender sua
evolugéo.

Apesar da evidéncia de isolamento por distancia afetando a diversidade mitocondrial
de L. colocolo (Figura 4), observamos casos de auséncia de correlagéo que sdo influenciados
pela complexidade desta regido de contato entre haplogrupos. A presenca de hapl6tipos ndo
correlacionados nos testes de Mantel (Figuras 4A e 4C) reflete comparacgdes envolvendo
haplotipos desta zona, onde detectamos individuos amostrados em regides bastante proximas
mas que apresentam grande diferenca genética. Da mesma maneira, os haplétipos do Sul do
Brasil e do Uruguai apresentam uma alta diferenciacdo em relagdo aos haplotipos argentinos,
apesar de sua proximidade geogréfica. Estes achados ilustram a idéia de que a elucidagdo da
historia demografica das populaces pode melhorar o entendimento das causas subjacentes

aos padrdes geogréaficos observados na atualidade.

Inferéncias Demogréficas

As anélises demograficas realizadas neste estudo indicam que ocorreram episodios de
expansdo populacional em diferentes momentos da histéria de L. colocolo. Os testes de
neutralidade estimados para a maioria dos grupos populacionais resultaram em valores
significativamente negativos para o indice Fs de Fu (a Unica estimativa significativa para o D
de Tajima foi referente a populacdo do Pampa). Em um contexto demografico, valores
significativamente negativos destes indices indicam a ocorréncia de expansao demografica
(p.ex. Fu 1997). Ramirez-Soriano et al. (2008) categorizou 14 testes de neutralidade em duas
classes estatisticas, de acordo com os parametros analisados. O teste Fs de Fu se enquadra na
classe que inclui estatisticas baseadas na distribuicdo haplotipica e, dentre estes, os autores

mostraram ser 0 Fs de Fu um dos indices mais sensiveis para detectar eventos demograficos
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de expansdo populacional. Neste contexto, é plausivel que o indice Fs de Fu tenha detectado
evidéncias de expansdo populacional de forma mais conclusiva do que o teste D de Tajima.

As anélises de Mismatch ndo evidenciaram tdo claramente padrdes sugestivos de uma
expansdo populacional como o teste de neutralidade Fs. O grafico da distribuicdo de
diferencas par-a-par mais indicativo de expanséo populacional foi o do grupo oeste (Figura
5B). Neste caso, a estrutura foi essencialmente unimodal, ainda que irregular, 0 que pode
resultar de uma amostragem ainda insuficiente dos haplétipos, ou de uma histéria
demografica mais complexa ap6s o0 evento de expansdo demografica. Um aspecto
interessante observado neste grafico é que a moda das diferencgas par-a-par foi bastante alta
(cerca de 28), indicando um evento de expanséo consideravelmente antigo, o que é plausivel
a luz dos demais resultados deste estudo. Os outros dois graficos apresentaram padrbes
menos claros, o que provavelmente reflete a histdria evolutiva complexa detectada com as
demais analises, incluindo um consideravel efeito de estruturagdo populacional. Ramos-
Onsins e Rozas (2002) compararam 0 poder estatistico de diferentes analises de demografia
historica, concluindo que os testes baseados na distribuicdo Mismatch sdo muito
conservadores. Eles sugeriram o uso de outros testes, baseados em niveis de polimorfismo
(como o D de Tajima) ou na distribuicdo haplotipica (como o Fs de Fu), 0o que parece ser
compativel com os resultados deste estudo.

Da mesma forma, nas redes de haplétipos poucos grupos mostraram um sinal
consistente de expansdo. Esta auséncia de um sinal claro pode ser decorrente de um déficit
amostral (como no grupo Oeste, por exemplo, do qual temos poucos representantes de cada
regido) ou pode ser o reflexo de uma expansdo antiga, em que processos subsequentes de
mutacéo, deriva genética e estruturacdo populacional podem ter obliterado o padrdo inicial.

As analises Bayesianas de skyline plot, por outro lado, conseguiram recuperar de

forma bastante consistente os eventos de expansao populacional sugeridos pelo indice Fs de
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Fu. O skyline plot dos individuos amostrados na regido oeste da América do Sul indica a
ocorréncia de um evento de expansdo demogréfica iniciado em torno de 200 mil anos atras
(Figura 6B), durante o final do Pleistoceno Médio (Gibbard e Kolfschoten 2004). Este evento
ndo foi detectado na analise de toda a distribui¢do de L. colocolo (Figura 6A), possivelmente
devido a baixa representatividade da regido oeste em relacdo ao total de amostras. Assim
como observado em outras espécies (p.ex. (Avise et al. 1998), eventos ocorridos durante o
Pleistoceno parecem ter tido um papel importante na histérica demogréfica das atuais
populagdes de L. colocolo, incluindo esta expansdo populacional inicial que possivelmente
ocasionou a ocupacdo de novas regifes e subsequente isolamento geografico de alguns
grupos.

Além desta expansdo demografica inicial no oeste, detectamos um segundo processo
de expansdo quando analisamos separadamente as amostras do leste da distribuicdo (Figura
6C). Este processo, que também foi detectado na analise geral (Figura 6A), teve inicio ha
cerca de 50 mil anos, coincidindo com a datagdo que Ledru et al (1996) estimaram para um
periodo mais frio e mais arido no Brasil, 0 que acarretaria na diminuicdo das florestas e na
expansao de vegetacdes tipicas de campos subtropicais (Behling 1998; Behling 2002). Desta
forma, inferimos que neste periodo as populacdes de L. colocolo do leste da América do Sul
expandiram seu tamanho e provavelmente sua distribuicdo geografica, colonizando novas
regibes. Estima-se que entre 45.000-33.000 anos atrds, comegou a ocorrer um aumento
gradual na umidade, com um retorno da vegetacdo de floresta por volta de 17.000 anos atras
(Ledru et al. 1996). Este aumento das florestas e consequente retracdo nas areas de campo
pode ter causado um declinio demografico em L. colocolo, que nossa analise sugere ter
ocorrido entre 20.000 e 10.000 anos atras, além de potencialmente fomentar o isolamento

genetico entre diferentes enclaves de areas abertas.
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Uma expansdo do centro-oeste para o sul durante um periodo glacial é a mais
provavel explicacdo para a atual distribuicdo de L. colocolo na regido sul brasileira e no
Uruguai, visto que ndo temos indicios de proximidade filogenética destas populagdes com
grupos geograficamente proximos, como os da Argentina. Com a expansdo das florestas
tropicais durante o final do Pleistoceno e inicio do Holoceno, estas popula¢bes do pampa
provavelmente se tornaram isoladas das demais. Nossos dados corroboram a hipdtese de
Johnson et al. (1999), de que as bacias do Rio da Prata e do Rio Paraguai formam uma
importante barreira para o fluxo génico entre populagdes de L. colocolo, ao menos no que
tange a0 mMtDNA. Apesar de os dois testes de neutralidade terem apresentado valores
significativos para esta populacdo pampeana, o Skyline plot realizado para este grupo
apresentou apenas uma leve indicacdo de expansdo ha 7000 anos, atingindo um platé ha
aproximadamente 2500 anos (Figura S1). Tendo em vista os resultados deste estudo,
indicando a presenca de uma historia evolutiva diferenciada de L. colocolo nesta regido,
torna-se prioritaria uma investigacdo mais detalhada de sua demografia histérica, com base

em uma amostragem mais detalhada das popula¢fes remanescentes nestas areas.

Hibridac&o entre Leopardus colocolo e Leopardus tigrinus

Assim como L. colocolo, L. tigrinus também apresenta uma historia evolutiva
bastante complexa. Trigo et al. (2008) revelaram dois eventos de hibridagdo envolvendo L.
tigrinus: alem do ja retratado evento com L. colocolo, ha evidéncias de uma ativa zona
hibrida envolvendo o gato-do-mato-pequeno e o gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi)
na regido sul do Brasil.

Uma das hipoteses levantadas por Trigo et al. (dados ndo publicados) para explicar
tais eventos de hibridacdo sugere a ocorréncia de pelo menos um evento de expansdo

demogréafica de L. tigrinus apdés uma fase em que a espécie apresentava um tamanho
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populacional pequeno. De acordo com a datagéo realizada por Trigo et al. (2008) para o clado
mitocondrial de L. tigrinus (75,7 mil anos atras [intervalos de 28,7 - 157 mil anos atras]),
estima-se que a expansdo demografica tenha ocorrido durante um periodo interglacial, em
que as florestas tropicais, até entdo restritas a areas de refdgios, tiveram um crescimento
substancial quando o clima sofreu um aumento nos niveis de umidade (Ledru et al. 1996;
Behling et al. 1998). Apesar de atualmente os biomas Cerrado e Caatinga apresentarem
caracteristicas xeromorficas, ainda existem remanescentes de florestas nesta regido. A origem
destes remanescentes pode estar associada a fases Umidas durante o Pleistoceno que
permitiram a expansao das florestas (De Oliveira et al. 1999; Pessenda et al. 2010). Assim,
podemos hipotetizar que machos de L. tigrinus (que possivelmente seriam os primeiros a
dispersar) teriam dificuldades em encontrar parceiras da mesma espécie e se reproduziriam
com fémeas de L. colocolo resultantes do processo de colonizagéo da regido central do Brasil,
detectado neste estudo. Os descendentes hibridos do género feminino poderiam ter
retrocruzado com machos de L. tigrinus e seus descendentes podem ter expandido sua
distribuicéo para a regido nordeste do Brasil.

Adicionando novos segmentos mitocondriais e aumentando o nimero amostral de L.
colocolo em sua area de distribuicdo, nosso estudo demonstrou de forma mais clara do que as
analises anteriores que parece ndo ocorrer compartilhamento atual de haplotipos entre esta
espécie e os hibridos de L. tigrinus. Com isso, apoiamos a hipdtese sugerida por Trigo et al.
(dados ndo publicados) de que este episddio de hibridacdo é bastante antigo. Além disso,
corroboramos e estendemos a observacéo de niveis extremos de introgressdo de haplotipos de
L. colocolo em populagdes atuais de L. tigrinus das regides CNE do Brasil, reforcando a
interpretacédo de que este episodio de fluxo génico inter-especifico foi muito intenso. A partir
das analises apresentadas aqui, investigagdes adicionais podem ser delineadas para

melhorarmos a compreensdo sobre este evento histérico, incluindo uma estimativa mais
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precisa da idade do clado brasileiro e do tempo decorrido deste o episddio de hibridacdo, bem

como inferéncias sobre o tamanho efetivo das populagdes envolvidas.

Considerac0es Finais

Os resultados apresentados neste trabalho contribuiram para uma compreensdo mais
detalhada da historia de L. colocolo. Este foi o trabalho com a maior abrangéncia da
distribuicdo geografica do gato-palheiro realizado até o0 momento. Além disso, a incluséo de
um maior nimero de segmentos do mtDNA em relacdo aos estudos prévios possibilitou
encontrarmos novos padrBes filogeograficos para a espécie, além de testar hipoteses
sugeridas por outros autores.

NOs encontramos uma alta diversidade nesta espécie, tanto haplotipica como
nucleotidica, e assim como no estudo de Johnson et al. (1999), nossos resultados sugerem que
as populagdes andinas sdo as mais basais na filogenia de L. colocolo. Entretanto, esta
hip6tese ndo havia sido testada rigorosamente até agora, e encontra apoio filogenético sélido
pela primeira vez neste estudo. Além disso, em concordancia com a inferéncia reportada no
trabalho de Cossios et al. (2009), a regido do altiplano andino mostra ser uma importante
zona de contato entre as populagdes dos Andes e merece atencdo em futuros trabalhos, visto
gue nos encontramos grupos de origem recente e proximas as populacdes brasileiras nesta
area andina, sugerindo um possivel retorno ao oeste.

As populacdes do leste da América do Sul sdo de origem recente e necessitam de
novos estudos, ndo sO filogenéticos como também aqueles diretamente aplicados a sua
conservacédo. De acordo com a histdria materna registrada no mtDNA, nés mostramos que as
populacdes da regido Sul do Brasil e do Uruguai aparentam estar isoladas, o que requer
atencdo em termos de conservacdo e agdes de manejo. Da mesma forma, acdes de manejo

focando em L. tigrinus (p.ex. em cativeiro) merecem cautela, principalmente quando os
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individuos ndo possuirem procedéncia geogréfica conhecida ou caracterizacdo genética
detalhada, pois ha uma complexa composi¢cdo de genomas autdctones e introgressdo de
mtDNA de L. colocolo no centro e nordeste do Brasil . O uso de marcadores moleculares
adicionais (como os ligados ao cromossomo Y) pode auxiliar no melhor entendimento destes
padrdes e no conhecimento da histéria demografica analisada sob a ética paterna.

Apesar da necessidade de estudos adicionais para complementar os resultados aqui
realizados, podemos dizer que as mudancas climaticas que ocorreram durante o final do
Pleistoceno e inicio do Holoceno parecem ter moldado a histdria evolutiva de L. colocolo e L.
tigrinus. Com o aumento do conhecimento sobre paleoclimatologia, distribuicdo de fosseis e
filogeografia, novas perspectivas estdo sendo abertas para o entendimento de zonas hibridas
(Hewitt, 2011) ou de populacbes com origem hibrida. Desta forma, maiores subsidios
tedricos poderdo melhorar o entendimento da complexa e interligada historia evolutiva destas

duas espécies.
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Legenda das Tabelas
Tabela 1. Lista dos individuos analisados no presente estudo com o seu respectivo haplétipo
para 0s segmentos mitocondriais concatenados. A procedéncia geogréfica de cada um dos

haplétipos também esté indicada.

Tabela 2. Estimativas de diversidade do grupo interno para cada segmento do DNA
mitocondrial analisado (separado em dois conjuntos de dados: Data Set A [DSA] e Data Set

B [DSB] — ver texto principal para detalhamento).

Tabela 3. Valores de Fst calculados para trés agrupamentos populacionais de L. colocolo e
L. tigrinus CNE e resultados dos testes de neutralidade para cada populacdo. A analise foi

realizada com o Data set B e os valores com asterisco séo significantes para o < 0,05.

Tabela 4. Estimativas de Fst par-a-par para as populagdes de L. colocolo e L. tigrinus CNE
(abaixo da diagonal) e seus niveis de significancia correspondentes (acima da diagonal).

Todos os valores foram estatisticamente significantes.

Legenda das Figuras

Figura 1. Esquerda) Distribuicdo geografica de Leopardus colocolo (cinza médio) e
Leopardus tigrinus (cinza claro) segundo o site IUCN Red List of Threatened Species (versdo
2011.2). A area mais escura do mapa da América do Sul representa as regides simpatricas
entre as duas espécies. A descontinuidade observada na distribuicdo de L. colocolo na
Argentina ndo é confirmada, sendo provavelmente resultado de falta de dados da regido

envolvida. Direita) Mapa indicando a distribui¢cdo das amostras utilizadas neste estudo. Os
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circulos pontilhados representam as regides brasileiras a que pertencem as amostras e 0s

algarismos contidos nos quadrados indicam o nimero de amostras pertencentes aquela regiao.

Figura 2. Filograma Bayesiano representando as relagfes evolutivas entre os haplétipos de
mtDNA de Leopardus colocolo e Leopardus tigrinus hibridos identificados neste estudo.
Codigos de identificacdo contendo um asterisco indicam hapldtipos provenientes de
individuos hibridos. Valores proximos aos ramos indicam o suporte para 0 né adjacente
baseado em BI/ML/MP. Valores de probabilidade posterior foram convertidos em
porcentagem. Tracos indicam suporte < 50%. A) Arvore gerada a partir do Data set A. B)

Arvore gerada a partir do Data set B.

Figura 3. Rede de hapl6tipos construida com o algoritmo median-joining para Leopardus
colocolo e Leopardus tigrinus hibridos, baseado nas sequéncias concatenadas de mtDNA
(todos os sitios contendo indels ou dados faltantes foram excluidos). Cada haplotipo é
representado por um circulo proporcional a sua frequéncia. O nimero de diferencas entre os
haplétipos é representado por linhas transversais colocadas nos ramos, cada uma corresponde
a um passo mutacional. Diferencas entre hapl6tipos > 10 mutacGes estdo indicadas pelo
numero correspondente. A) Network gerado para o Data set A. B) Network gerado para o

Data set B.

Figura 4. Gréafico representando a correlacdo entre distancia genética e distancia geografica
para Leopardus colocolo e Leopardus tigrinus hibridos, utilizando o conjunto de dados
concatenados (todos os sitios contendo dados faltantes foram excluidos). A) Grafico do
conjunto inteiro de amostras. B) Grafico do conjunto de amostras do oeste da América do

Sul. C) Grafico do conjunto de amostras do leste da América do Sul.
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Figura 5. Analise de distribuicdo de diferencas (Mismatch Distribution) entre haplo6tipos. A
linha continua vermelha indica a frequéncia observada das diferencas par-a-par entre 0s
haplétipos, enquanto que a linha azul pontilhada representa a frequéncia esperada dentro de
um modelo de expansao populacional repentino. A) Gréfico do conjunto inteiro de amostras.
B) Gréfico do conjunto de amostras do oeste da América do Sul. C) Gréfico do conjunto de

amostras do leste da América do Sul.

Figura 6. Historia demografica de Leopardus colocolo e Leopardus tigrinus de origem
hibrida, inferida através de um Skyline plot Bayesiano. A andlise empregou uma taxa de
substituicdo especifica para os dados deste estudo (ver texto principal). A) Gréfico do
conjunto inteiro de amostras. B) Gréfico do conjunto de amostras do oeste da América do

Sul. C) Gréfico do conjunto de amostras do leste da América do Sul.

Material Suplementar
Figura S1. Historia demografica de L. colocolo no bioma Pampa, inferida através de um
Skyline plot Bayesiano. A analise empregou uma taxa de substituicdo especifica para os

dados deste estudo (ver texto principal).
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Tabela 1. Lista dos individuos analisados no presente estudo com o seu respectivo haplétipo para os segmentos mitocondriais concatenados. A
procedéncia geografica de cada um dos haplétipos também esta indicada.

Individuos Haplotipo Procedéncia geografica Instituicdo/Coletor/Contato
bLco301 AN RC | co302 AN & RC H1 Goiéas/Regido Centro Oeste/Brasil Leandro Silveira, Anah Jacomo, Mariana
bLco311 AN RC p|co312 AN CRE Furtado, Cynthia Kashivakura
bLco317 A ™ ©RC plco320 AN «RC
Lco30 AN & RE H2 Origem desconhecida NCI-USA
bLco309 AN RC hco310 AN CRE H3 Goias/Regido Centro Oeste/Brasil Leandro Silveira, Anah Jacomo, Mariana

Furtado, Cynthia Kashivakura
bLti150 AN - RE H4 Ceara/Regido Nordeste/Brasil Tadeu Gomes de Oliveira
bLco305 AN RC hco314 AN CRE H5 Goias/Regido Centro Oeste/Brasil Leandro Silveira, Anah Jacomo, Mariana

Furtado, Cynthia Kashivakura
blLco307 A N-¢ Re H6 Goiés/Regido Centro Oeste/Brasil Leandro Silveira, Anah Jacomo, Mariana

Furtado, Cynthia Kashivakura
Lco13 AN &RC H7 Goiéas/Regido Centro Oeste/Brasil Zoolégico de Sdo Paulo (NCI-USA)
blLco306 A N ¢ Re H8 Goiés/Regido Centro Oeste/Brasil Leandro Silveira, Anah Jacomo, Mariana

Furtado, Cynthia Kashivakura
bLco308 AN ¢ RC H9 Goias/Regido Centro Oeste/Brasil Leandro Silveira, Anah Jacomo, Mariana

Furtado, Cynthia Kashivakura
bLco09 AN & RE H10 Goiéas/Regido Centro Oeste/Brasil Mauricio Barbanti
blLco24 AN & RC H11 Maranh#o/Regido Nordeste/Brasil Carlos Benhur Kasper
bLti107 AN ©RC H12 Piaui/Regido Nordeste/Brasil Criadouro de Morro Reuter
bLti304 AN ¢ RC H13 Piaui/Regido Nordeste/Brasil Zoolégico de Teresina
bLti148 AN ¢RC H14 Maranh#o/Regido Nordeste/Brasil LBGM — PUCRS
bLtilee AN ¢ RC H15 Pernambuco/Regi&o Nordeste/Brasil Tadeu Gomes de Oliveira
bLti129 AN ¢ RC H16 Piaui/Regi&o Nordeste/Brasil M. Reis / IBAMA
bLti154 AN ¢RC H17 Maranh#o/Regido Nordeste/Brasil Tadeu Gomes de Oliveira
bLti130 AN & RC H18 Piaui/Regi&o Nordeste/Brasil M. Reis / IBAMA
bLti218 AN ¢ RC H19 Sergipe/Regido Nordeste/Brasil Zooldgico de Aracaji
bLti153 AN ¢RC H20 Ceara/Regido Nordeste/Brasil Tadeu Gomes de Oliveira
bLti151 A ™ ©RC pLtiz7o AN RC H21 Cearé/Regido Nordeste/Brasil Tadeu Gomes de Oliveira
bLti118 AN ©RC pLti157 AN " RC pLtil164 H22 Maranh&o - Piaui/Regido Nordeste/Brasil Tadeu Gomes de Oliveira

AN, C,RC bLt|222 A N, C,RC
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Tabela 1. Continuagdo

Individuos Haplétipo Procedéncia geografica Instituicdo/Coletor/Contato
bLti156 ~ N ©FC pLti219 AN & FC H23 Pernambuco - Piaui/Regi&o Nordeste/Brasil ~ Tadeu Gomes de Oliveira/ Zoolégico de
Recife

bLti147 A ™ ©RC pLti155 AN ¢ RC H24 Maranh&o/Regi4 [ igi i ivei

, gido Nordeste/Brasil Ligia Tchaicka/Tadeu Gomes de Oliveira
bLtig5 AN & RC H25 Origem desconhecida NCI-USA
bLti24 AN ¢ RC H26 Goiés/Regido Centro Oeste/Brasil Zoolégico de Goiania (NCI-USA)
bLti2g AN ¢ Re H27 Distrito Federal/Regi&o Centro Oeste/Brasil Zoolégico de Brasilia (NCI-USA)
bLco20 AN ©RE bl co27 AN &RC H28 Rio Grande do Sul/Regido Sul/Brasil Felipe Peters
bLco21 AN & RC H29 Rio Grande do Sul/Regio Sul/Brasil Fundagdo Zoobotanica do Rio Grande do

Sul
bLco29 AN &RC H30 Rio Grande do Sul/Regi&o Sul/Brasil LBGM — PUCRS
bLco32 AN &RC H31 Canelones/Uruguai Museu Nacional de Historia Natural de
Montevidéu
bLco17 AN ©RC plLco2e AN € RC H32 Rio Grande do Sul/Regio Sul/Brasil Jan Méhler/Felipe Peters
blLco2g AN ¢ RC H33 Rio Grande do Sul/Regio Sul/Brasil LBGM — PUCRS
bLco0g M ¢ RC H34 Soriano/Uruguai Parque Zooldgico de Mercedes (NCI-USA)
bLco16 N &RC H35 Rio Grande do Sul/Regio Sul/Brasil Glayson Bencke/Jorge Marinho
bLco1l AN & RC bl co3g A N-CRE H36 Rio Grande do Sul/Regi&o Sul/Brasil Zoolégico de Sapucaia do Sul/ Flavia P.
Peter e Virgiane Knorr
Lco23 AN & RC H37 La Paz/Bolivia Zooldgico de La Paz (NCI-USA)
bLco04 AN & RC H38 Mendoza/Argentina Parque Zoolégico de Mendoza (NCI-USA)
blLco0s A N & RC H39 Cordoba/Argentina Parque Zoolégico de Cérdoba  (NCI-
USA)

Lco09 AN & RC H40 Soriano/Uruguai Parque Zooldgico de Mercedes (NCI-USA)
blLco31 AN ¢ RC H41 Mato Grosso/Regido Centro Oeste/Brasil Carolina C. Cheida
bLco14 AN -RC H42 Catamarca/Argentina Ldcia Soler
blLco30 AN ¢ RC H43 Goias/Regido Centro Oeste/Brasil Guilherme Miranda/Gustavo Chemale
bLti175 AN ¢ RC H44 Cearé/Regido Nordeste/Brasil Tadeu Gomes de Oliveira
bLti152 AN ¢ RC H45 Piaui/Regido Nordeste/Brasil Tadeu Gomes de Oliveira
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Tabela 1. Continuagdo

Individuos Haplétipo Procedéncia geografica Instituicdo/Coletor/Contato
Lco10 AN CnRC H46 52 Regi&o/Chile Zoolégico de Quilpue (NCI-USA)
Lco12 A N-RC H47 52 Regi&o/Chile Mina el Soldado (NCI-USA)
Lco1l AN C*RE H48 52 Regi&o/Chile Zoolégico de Quilpue (NCI-USA)
Lco26 AN ¢ RC H49 Iquique /Chile SAG (NCI-USA)
LcolL4 ** H50 Tacna - Puno/Peru Cossios et al. (2009)
LcoM9 ** H51 Catamarca - Salta/Argentina Cossios et al. (2009)
LcoSL30** H52 Potosi/Bolivia Cossios et al. (2009)
LcoM133** H53 Jujuy/Argentina Cossios et al. (2009)
LcoL1** H54 Tacna - Puno/Peru Cossios et al. (2009)
LcolL5** H55 La Paz - Onuro/Bolivia Cossios et al. (2009)
LcolL21** H56 Yauyos - Canchayllo/Peru Cossios et al. (2009)
LcolL23** H57 Junin National Reserve/Peru Cossios et al. (2009)
LcoH12** H58 Lambayeque/Peru Cossios et al. (2009)
LcoPill** H59 Pilcaniyeu/Argentina Cossios et al. (2009)
LcoB81** H60 Buenos Aires/Argentina Cossios et al. (2009)
LcoE11** H61 San Juan - Mendoza/Argentina Cossios et al. (2009)
LcoSL5** H62 Potosi/Bolivia Cossios et al. (2009)
LcoM34** H63 Jujuy/Argentina Cossios et al. (2009)
LcoM82** H64 Catamarca - Salta/Argentina Cossios et al. (2009)
LcoFJIM** H65 Potosi/Bolivia Cossios et al. (2009)
LcoSL1** H66 Potosi/Bolivia Cossios et al. (2009)
LcoBB1** H67 Jujuy/Argentina Cossios et al. (2009)
LcoEQ4** H68 Catamarca - Salta/Argentina Cossios et al. (2009)
bLti72§ AN © RC H69 Mato Grosso do Sul/Centro Oeste/Brasil Zoolégico de Catanduva
bLtigeg N < RC H70 Goias/Regio Centro Oeste/Brasil Flavio Rodrigues
bLti209§ A N RC H71 Distrito Federal/Regido Centro Oeste/Brasil Criadouro de Morro Reuter
bLwi32g§ AN ¢ RC H72 S#o Paulo - Brasil Zoolégico de Tapiraf
bLpa72§ AN <" RC H73 S40 Paulo/Regido Sudeste/Brasil Zoolégico de S&o Bernardo do Campo

Nota: amostras sequenciadas para cada segmento mitocondrial: A) ATP8; N) ND5; C) CitB (1028pb); C*) CitB (600pb); RC) Regido Controle.
**) Segmentos curtos de ATP8 (133pb), ND5 (250pb) e RC (171pb) gerados por Cossios et al. (2009). §) Grupo externo.
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Tabela 2. Estimativas de diversidade do grupo interno para cada segmento do DNA mitocondrial analisado (separado em dois conjuntos de dados: Data Set A
[DSA] e Data Set B [DSB] — ver texto principal para detalhamento).

Segmento N L(pb) V P h Hd (DP)*? 7 (DP)*?
ATPS8
DSA 65 133 9 4 10 0,3361 (£ 0,0764) 0,00421 (+ 0,00175)
DSB 84 133 11 9 16 0,5944 (+ 0,0626) 0,01084 (+ 0,00407)
ND5
DSA 65 567 34 18 19 0,8548 (+ 0,0255) 0,00503 (+ 0,00127)
DSB 84 270 25 15 26 0,7263 (£ 0,0487) 0,00799 (+ 0,00247)
Cit-b
DAS (1028 pb) 53 1028 57 28 23 0,9267 (£ 0,0201) 0,00592 (+ 0,00128)
DAS (600 pb) 63 600 33 17 16 0,8751 (£ 0,0194) 0,00612 (+ 0,00141)
Regido Controle
DSA 65 413 82 60 43 0,9817 (£ 0,0071) 0,03475 (+ 0,00482)
DSB 84 170 67 51 57 0,9825 (+ 0,0059) 0,06965 (+ 0,01110)
Concatenacéo
DSA 65 2141 182 110 49 0,9846 (+ 0,0069) 0,01624 (+ 0,00212)
DSB 84 573 103 75 60 0,9834 (+ 0,0059) 0,02776 (+ 0,00386)

! Calculado utilizando delecio completa.

2 Calculado utilizando distancia-p.

N, nimero de sequéncias

L (Length), comprimento da sequéncia em pares de bases (pb)
V, sitios variaveis

P, sitios informativos para parcimdnia

h, ndmero de haplétipos

Hd, diversidade haplotipica

x, diversidade nucleotidica

DP, desvio padrdo
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Tabela 3. Valores de Fst calculados para trés agrupamentos populacionais de L. colocolo e L.
tigrinus CNE e resultados dos testes de neutralidade para cada populacéo. A anélise foi realizada
com o Data set B e os valores com asterisco séo significantes para o < 0,05.

Teste Populacgdo Fst D de Tajima FsdeFu
Leste X Oeste 0,42431 (p = 0,00000)
Leste -0,28774 -15,90929*
Oeste 0,15908 -11,16720*
Norte X Sul 0,17044 (p = 0,00000)
Norte -0,67796 -22,44270*
Sul -0,16097 -5,71733*
Biomas 0,43148 (p = 0,00000)
Pampa -1,89698* -4,11876*
Cerrado 0,0954 -2,59233
Caatinga -1,32166 -3,64655*
Monte+Estepes 0,2074 -4,81433*
Puna 0,10924 -1,41517
Todas as amostras -0,67043 -24,11258*
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Tabela 4. Estimativas de Fst par-a-par para as populagdes de L. colocolo e L.
tigrinus CNE (abaixo da diagonal) e seus niveis de significancia
correspondentes (acima da diagonal). Todos os valores foram estatisticamente

significantes.

Pampa Cerrado Caatinga Monte+Estepes Puna
Pampa * 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Cerrado 0,49495 * 0,01775 0,00000 0,00000
Caatinga 0,61112 0,13749 * 0,00000 0,00000
Monte+Estepes  0,44645 0,46572 0,40732 * 0,00000
Puna 0,56365 0,52495 0,49108 0,15468 *
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Figura 1. Esquerda) Distribuicdo geografica de Leopardus colocolo (cinza médio) e Leopardus tigrinus (cinza claro) segundo o
site IUCN Red List of Threatened Species (versdo 2011.2). A area mais escura do mapa da América do Sul representa as regifes
simpétricas entre as duas espécies. A descontinuidade observada na distribuicdo de L. colocolo na Argentina ndo é confirmada,
sendo provavelmente resultado de falta de dados da regido envolvida. Direita) Mapa indicando a distribuicdo das amostras
utilizadas neste estudo. Os circulos pontilhados representam as regifes brasileiras a que pertencem as amostras e 0s algarismos
contidos nos quadrados indicam o nimero de amostras pertencentes aquela regido.
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Figura 2. Filograma Bayesiano representando as relagdes evolutivas entre os haplétipos de mtDNA de Leopardus colocolo e
Leopardus tigrinus hibridos identificados neste estudo. Codigos de identificacdo contendo um asterisco indicam haplotipos
provenientes de individuos hibridos. Valores proximos aos ramos indicam o suporte para o no adjacente baseado em BI/ML/MP.
Valores de probabilidade posterior foram convertidos em porcentagem. Tragos indicam suporte < 50%. A) Arvore gerada a partir
do Data set A. B) Arvore gerada a partir do Data set B.
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Figura 3. Rede de hapl6tipos construida com o algoritmo median-joining para Leopardus colocolo e Leopardus tigrinus hibridos,
baseado nas sequéncias concatenadas de mtDNA (todos os sitios contendo indels ou dados faltantes foram excluidos). Cada
hapl6tipo é representado por um circulo proporcional a sua frequéncia. O nimero de diferencas entre os hapl6tipos é representado
por linhas transversais colocadas nos ramos, cada uma corresponde a um passo mutacional. Diferencas entre haplétipos > 10
mutacBes estdo indicadas pelo nimero correspondente. A) Network gerado para o Data set A. B) Network gerado para o Data set
B.
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Figura 4. Gréafico representando a correlagao entre distancia genética e distancia geogréafica para Leopardus colocolo e Leopardus
tigrinus hibridos, utilizando o conjunto de dados concatenados (todos os sitios contendo dados faltantes foram excluidos). A)
Gréfico do conjunto inteiro de amostras. B) Grafico do conjunto de amostras do oeste da América do Sul. C) Grafico do conjunto
de amostras do leste da América do Sul.
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Figura 5. Analise de distribuigdo de diferencas (Mismatch Distribution) entre haplotipos. A linha continua vermelha indica a
frequéncia observada das diferencgas par-a-par entre os haplétipos, enquanto que a linha azul pontilhada representa a frequéncia
esperada dentro de um modelo de expansdo populacional repentino. A) Grafico do conjunto inteiro de amostras. B) Grafico do
conjunto de amostras do oeste da América do Sul. C) Grafico do conjunto de amostras do leste da América do Sul.
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Figura 6. Histéria demogréfica de Leopardus colocolo e Leopardus tigrinus de origem hibrida, inferida através de um Skyline plot
Bayesiano. A andlise empregou uma taxa de substitui¢do especifica para os dados deste estudo (ver texto principal). A) Gréafico do
conjunto inteiro de amostras. B) Gréafico do conjunto de amostras do oeste da América do Sul. C) Gréafico do conjunto de amostras
do leste da América do Sul.
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Figura S1. Historia demografica de L. colocolo no bioma Pampa, inferida através de um Skyline plot
Bayesiano. A analise empregou uma taxa de substituicdo especifica para os dados deste estudo (ver texto
principal).
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