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RESUMO

A hibridacdo natural entre espécies selvagens anadmte reconhecida como um processo
bastante comum, que pode apresentar relevancidficima na trajetdria evolutiva das
espécies envolvidas. Este processo pode consestieventos esporadicos entre espécies
simpétricas, ou da formacdo de zonas hibridas itastrentre tdxons com distribuicdo
parapatrica, ou até mesmo de um intenso processoisi@genacdo entre as populacdes
parentais. Leopardus tigrinuse L. geoffroyi sdo duas espécies de pequenos felinos
proximamente relacionados, com distribuicbes basecie alopatricas na Regido
Neotropical. No Estado do Rio Grande do Sul (RSyumas espécies apresentam uma zona de
contato geografico onde foi verificada a existérmb@gaum complexo e extenso padrdo de
hibridacdo. Este estudo tem como objetivo caraeenovos marcadores nucleares a serem
utilizados na investigacdo genética desta zonadhita fim de quantificar o processo de
hibridacdo e ampliar os conhecimentos existentbees® magnitude e direcionalidade deste
fendbmeno. Para a realizacdo deste trabalho foralmadas sequéncias de cinco locos
localizados no cromossomo X e dois locos autossisni@além de onze locos de
microssateélites, em uma amostra total de 68 indogdincluindo provaveis puros e hibridos.
Além das amostras de tigrinuse L. geoffroyi,seis amostras de colocoloforam incluidas
para fins de comparacdo. Através da construcdoedesrde haplétipos e de anadlises
Bayesianas de alocacdo populacional dos individiobgossivel identificar 48 hibridos, a
maioria deles com procedéncia do RS. No entantamplitude geografica do gradiente
genético entre as duas espécies parece indicarentensao da zona hibrida para além do
estado do RS. Os resultados corroboram estudostescdocumentando a existéncia de um
processo atual de hibridacdo entre estas espéciagjcam a ocorréncia de um padrdo de
introgress@o gendmica bidirecional e provavelmasgémeétrico.
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ABSTRACT

Characterization of a hybrid zone between two Ngotal cats utilizing multiple nuclear loci

Natural hybridization among wild species is curiemécognized as a sufficiently common
process that it can present significant relevanaheé evolutionary trajectory of the involved
species. This process can be characterized by dberrence of sporadic events between
sympatric species, by the formation of narrow hylebnes among taxa with parapatric
distribution, or even by an extensive process chiatlre between parental populations.
Leopardus tigrinusand L. geoffroyiare two closely related species of small felidshwit
essentially allopatric distributions in Neotropi¢dtgion. In the State of Rio Grande do Sul
(RS), in southern Brazil, the two species presegé@graphic contact zone where we have
previously identified the existence of a complexd @axtensive pattern of hybridization. To
better understand the dynamics of this process, dtitical to combine the use of multiple
approaches, including the assessment of diffeygeistof molecular markers, whose different
sensitivity to demographic processes may illumiriageforces shaping this hybrid zone. The
objective of this study was to develop new sequdrased nuclear markers that are
informative for the investigation of this hybrid rem aiming to characterize the ongoing
admixture and to expand the knowledge on the mad@iand directionality of this process.
Our final data set includes DNA sequences of selarent segments (five of them located
on the X chromosome, and two on autosomes), whienewanalyzed along with 11
microsatellite loci in a sample of 68 individualisbmth pure and hybrid origin. In addition to
the L. tigrinus and L. geoffroyi samples, sixL. colocolo sampleswere included for
comparison. Through the use of haplotype networksBayesian admixture analyses it was
possible to identify 48 hybrids, most of them amgfing from RS state. Nevertheless, the
geographic breadth of the genetic gradient betwkertwo species appears to indicate that
the hybrid zone extends beyond RS state. Our sesaitoborate recent studies that reported
the existence of ongoing hybridization between é¢hepecies, and suggest a pattern of
bidirectional and likely asymmetric genomic intregsion.

VI



APRESENTACAO

O presente trabalho, intitulado “Caracterizacdoma zona hibrida entre dois felideos
Neotropicais utilizando multiplos locos nuclearesti desenvolvido como parte dos
requisitos necessarios para obtencao do titulo ek&r®junto ao Programa de Pos-Graduacao
em Zoologia da Pontificia Universidade CatodlicaRio Grande do Sul.

O propodsito deste trabalho foi aprofundar a caraetgdo genética de uma zona
hibrida entre_eopardus tigrinug Leopardus geoffroymo Estado do Rio Grande do Sul, com
o uso de diferentes tipos de marcadores moleculéseguéncias de segmentos do
cromossomo X ligados entre si, bem como sequéramiagssomicas) relacionando os
resultados obtidos com informagdes ja disponivelsres estas espécies, aprimorando a
compreensao da dinamica evolutiva deste processwbddacao a fim de contribuir para a
elaboracéo de estratégias adequadas de manejeser\@géo das mesmas.

A dissertacdo € apresentada no formato de um asigguifico a ser submetido ao
periédicoMolecular Biology and Evolutian
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Analise evolutiva de uma zona hibrida utilizando
sequéncias de genes nucleares

Alexsandra Schneider, Tatiane Campos Trigo e Eduam Eizirik

A ser adaptado e traduzido para a lingua inglgssseriormente submetido ao periodico

“"Molecular Biology and Evolution™
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Resumo

A identificacdo de individuos hibridos € frequend@be um assunto de grande importancia
para a elaboracéo de estratégias adequadas deorearmjservacao, mas pode ser dificultada
guando as espécies hibridizantes sdo proximamelaeianadas e ndo possuem marcadores
moleculares diagnosticos. Métodos para inferir profies de miscigenacdo geralmente
utilizam sequéncias do DNA mitocondrial e locos ti@ados. Porém, os valores para o
desequilibrio de ligacdo e de Hardy-Weinberg emir&cadores independentes declina
rapidamente com o tempo de miscigenacédo e os sieamistura podem ser perdidos em
poucas geracgdes, subestimando o grau da hibridgag@imgressdo. Estudou-se a eficacia do
uso combinado de marcadores nucleares ligadoslilada em uma regido de baixa
recombinacdo do cromossomo X) e néo ligados emarslla detectabilidade de individuos
hibridos, quantificar o processo de hibridag&oraatarizar sua direcionalidade e simetria. A
variabilidade de cinco locos localizados no crorooss X, dois autossdmicos e onze locos de
microssateélites foi caracterizada em trés espéladelinos neotropicai¢,eopardus tigrinus,

L. geoffroyie L. colocolo Foram identificados ao menos 48 individuos, eoneideles com
procedéncia do Rio Grande do Sul (RS) onde a zenzodtato geografico entteeopardus
tigrinus e L. geoffroyi foi previamente detectada, apresentando sinaigntiegressao
gendmica interespecifica. No entanto, a amplitueteygafica do gradiente genético entre as
duas espécies parece indicar uma extensdo da #mmdalpara além do Estado do RS. Os
dados corroboram estudos recentes documentandoisténexa de eventos atuais de

hibridacdo e de um padrdo de introgressao gert@tigacional provavelmente assimétrica.



Introducao

A hibridacdo natural entre espécies é atualmemsiderada um processo evolutivo
com uma relevancia significativa para a adaptagéspeciacédo de organismos (Arnold 1992,
Harrison 1993, Allendorét al 2001, Barton 2001). Este processo pode caraatese pela
ocorréncia de eventos esporadicos entre espénipatsicas, pela formacédo de zonas hibridas
estreitas entre taxons com distribuicdo parapatoicaté mesmo por um intenso processo de
miscigenacao entre as populacdes parentais (Harti883). Basicamente, dois cenarios sao
sugeridos para explicar a origem de zonas hibridasimeiro sugere a formacao dessas entre
populacdes que divergiram em simpatria ou parapatla selecdo ambiental diferenciada,
enquanto que o segundo indica as zonas hibridas cesnltado de um contato secundario
entre populacdes que se diferenciaram em alopatgae se encontram devido a expansao
demografica causada em resposta a mudancas chsatic de habitat (Barton and Hewitt
1985, Harrison 1993).

Vérias zonas hibridas tém sido recentemente radatrem vertebrados, desde casos
nos quais poucos individuos hibridos foram detesta@chwartzet al. 2004) até zonas
intensamente introgredidas levando a formacdo de'aumxame hibrido” lfybrid swarm—
com predominancia de formas genéticas recombina(itste et al. 2006), este sugerido
como possivel responsavel pela formacédo de noyscies (Royet al. 1994, Reichet al.
1999). Tentativas para identificar e caracterizadrfpes de introgressao em diferentes taxons
animais constitui um importante componente da imnyasdo da historia evolutiva de espécies
hibridizantes.

Grande parte dos estudos atuais sobre hibridagéoetesolvido principalmente a
analise de sequéncias do DNA mitocondrial (mtDNAp@&s de microssatélites nucleares
nao ligados (Randit al 2001, Frankharet al. 2002, Lancasteet al. 2006, Gayet al. 2007,
Trigo et al 2008). Desta forma, ha um crescente interessmamaporacdo adicional de
sequéncias de genes nucleares, tanto autossOmiemgoglocalizados nos cromossomos
sexuais, pois a analise de multiplos locos de ehtess formas de heranca € extremamente
necessaria para que possa ser realizada uma itesdrangente sobre processos complexos
atuando sobre o genoma, como os decorrentes dmsdmhibridacao e introgressao (Eizirik
et al.2006).

Nesse sentido, introns nucleares podem ser efsamiarcadores espécie-especificos
para estudos de hibridacédo, especialmente paraxiespgroximas (Pachecet al. 2002),

devido a sua taxa de substituicdo relativamentdagfevando a um maior nivel de variagao)



quando comparada a de exons, bem como seu esfddidelie heranca biparental. Boa parte
da variagdo presente em segmentos nucleares ssempresob a forma de SNPRsn@le
nucleotide polymorphismspolimorfismos de nucleotideo Unico), os quam g&do um alvo
crescente de estudos evolutivos em diversos orgasigCongdoret al. 2000, Shiet al.
2001, Hareet al. 2002). O uso de SNPs como marcadores em estudotapmomais ainda é
recente, porém ja demonstra sua vantagem pardriefeentos demograficos, tais como
expansao populacional e miscigenacéo (Brum#eldl. 2003). Diferente dos microssatélites,
0s SNPs tém taxas de mutacédo mais lentas, o que aedcidéncia de homoplasia e permite
com maior facilidade a identificacdo de monofiliaciproca entre espécies e alelos
diagnosticos de cada uma delas (Slatkin 1995; Celval. 2001; Hare 2001). A vantagem
dos locos de microssatélites em estudos de hildrodegside no fato de que esses marcadores
genéticos biparentais apresentam-se altamente qodilos (Schlbtterer 1998), sendo
varidveis o suficiente para permitir a identificac@hequivoca de todos os espécimes
amostrados e a realizacdo de andlises estatistecasssociacdo dos individuos as suas
populacdes de origem (Hanseh al. 2000). Porém, esses marcadores geralmente estao
sujeitos a ocorréncia de homoplasia, que podeutidiica identificacdo de alelos diagndsticos
de cada uma das populacdes. Assim, a associacsesdakss diferentes tipos de marcadores é
interessante para o estudo de aspectos complesesldgdes evolutivas entre espécies.

Uma limitacdo usualmente compartilhada por SNPsceossatélites é a dificuldade de
distinguir casos de alelos compartilhados por gr¥ssdo daqueles decorrentes de um
polimorfismo ancestral, que precede o0 evento decéspAo entre 0s taxons envolvidos no
processo de hibridagdo. Esta questdo € fundampatal que se possa avaliar de forma
detalhada os eventos subjacentes a hibridacdajindol uma avaliacdo da magnitude e
antiguidade do processo. Se por um lado os SNRgerdo problema da homoplasia como
uma fonte de ambiguidade, eles podem estar aingdagrgensos do que 0s microssatélites a
sofrerem com este problema da persisténcia de pdismos ancestrais, devido justamente
as suas taxas mais lentas de substituicdo. Umaafaten potencialmente resolver este
problema é a utilizacdo de multiplos segmentoseamek ligados, incorporando varios SNPs
em hapldtipos integrados, que podem conter umatigade e qualidade de informacéo
suficientes para distinguir compartilhamentos atnaissde outros que sejam secundarios.
Desta forma, o uso de locos ligados ao longo denessomo permite distinguir entre
introgressao e retencédo de polimorfismo ancedfisth estratégia se aplica também a locos

ligados de microssatélites, bem como a haplétipagiatos dos dois tipos de marcadores.



Estudos recentes sugerem que marcadores ligadesséném conjunto com andlises
estatisticas sofisticadas que modelam a dinamiggdngea da miscigenagdo podem
significativamente aumentar a deteccdo de indivddaibridos, quantificar o processo de
hibridacdo, e caracterizar sua simetria e diretidade (Leciset al. 2006, Verardiet al.
2006). Em populagbes humanas, esta metodologia sidm utilizada para estimar o
desequilibrio de ligacdo e propor¢cbes de miscigegmg8eldinet al. 2004); no entanto, seu
uso em outras espécies é ainda incipiente. Istgupprna maior parte dos casos, 0
conhecimento sobre o genoma de espécies ndao-meédeinda extremamente precario,
impedindo que estes marcadores sejam desenvoldedofrma eficiente, a fim de que
possam ser aplicados em populacdes naturais. @seipys exemplos de uso destas
abordagens em carnivoros foram publicados recentem@ocando em gatos-selvagens-
europeuskelis silvestris- Leciset al. 2006] e lobos cinza da Europagnis lupus Verardiet
al. 2006]), valendo-se de marcadores disponibilizados estudos gendémicos do gato
doméstico e do cdo doméstico, respectivamente.

A identificacdo de hibridos pode ser dificultadaagdo as espécies hibridizantes
apresentam uma relacdo evolutiva proxima e nacupossnarcadores geneéticos claramente
diagnosticos. Porém, a combinacdo de diferentecanares moleculares (ligados e nao
ligados) com diferentes propriedades mutacionaidemograficas (p.ex. microssatélites,
sequéncias de autossomos e de cromossomos sepoagmbilita dissecar as diferentes
variaveis que afetam os padrbes genéticos resestaetste fenémeno.

A evidéncia de hibridacdo entre duas espécies deepes felideos neotropicais,
Leopardus tigrinuse Leopardus geoffroyi foi documentada pela andlise de mtDNA,
microssatélites e introns do cromossomo X e Y @r&y al. 2008, Trigoet al, em
preparacao). Os dados moleculares confirmarangararhibrida de individuos provenientes
da regiao central do estado do Rio Grande do $utuhdo Brasil, onde Eizirikt al. (2006)
previamente registraram o contato geografico easreespécies (fig. 1) e a existéncia de
individuos morfologicamente ambiguos (porteLdeeoffroyiou deL. tigrinus com padrbes
intermediarios na formacgao das pintas caractesistie cada espécie). Diversas combinacdes
genéticas dos diferentes marcadores foram encastraich ambas as espécies, sugerindo a
existéncia de uma intensa hibridacdo atual ou tecejue resulta em uma introgressao
bidirecional e parcialmente assimétrica. Da mesnaneina, analises de distribuicdo,
associacdo com habitats e nicho trofico no Estagersm a existéncia de uma segregacao
ecologica entre estes dois felideos nesta regi@dgurtlo este mesmo estudo molecular, a

ocorréncia de hibridacdo foi também documentadee énttigrinus e um terceiro felideo



neotropical proximamente relacionado,colocola A hibridacéo, neste caso, parece restrita
as regides do centro e nordeste do Brasil, ondéna&egistros da ocorréncia degeoffroyi

A formacéo dessas zonas hibridas pode ter sidacmdp por uma expansao demografica
das populacdes de tigrinus que teria levado ao contato secundario ¢orgeoffroyie L.
colocolo e favorecido, assim, a ocorréncia dos cruzamemterespecificos. Os dados
indicam que a hibridacdo de tigrinus comL. colocoloparece ser antiga e esporadica, com
poucos individuos identificados como hibridos, eel@ndo um padrdo de introgressao de
MtDNA basicamente unidirecional decolocoloparal. tigrinus.

Neste contexto, o presente trabalho envolve umuotmjde marcadores composto de
sequéncias nucleares localizadas no cromossomerK autossomos, que junto a dados de
microssateélites foram utilizados na investigacds gadrbes de hibridacdo e introgressao
entre as espécids geoffroyie L. tigrinus Analises especificas foram realizadas para estes
marcadores com 0S seguintes objetivos: (1) esti@sr proporcdes individuais de
miscigenacdo e determinar a probabilidade de qdea can dos genétipos multilocos (e
haplétipos inferidos) pertencam exclusivamenteaaespécie de origem (no caso de nenhuma
mistura), ou a ambas as populac¢des parentais goodeamistura); (2) identificar eventos de
recombinacao e inferir a origem de cada haplétipsmossdmico, reconstruindo sua evolugao
ao longo do processo de hibridacao; (3) comparar@sor¢cées de miscigenacédo individual
com inferéncias anteriores (Trigd al. 2008) e verificar se os marcadores nucleares asea
em sequéncias corroboram analises prévias; (4)zaeahferéncias sobre a magnitude,

direcionalidade e simetria deste fenbmeno no qugetas espécies envolvidas.

Material e Métodos

Amostragem

As amostras de. tigrinus e L. geoffroyutilizadas neste estudo foram primeiramente
analisadas por Triget al. (2008) e Trigcet al. (em preparacao). A partir destes estudos, que
identificaram individuos como sendo de origem pora hibrida através da avaliacéo
combinada de marcadores moleculares (microssatéfittoNA e introns dos cromossomos
X e Y) e caracteristicas morfologicas, realizoutsea selecdo de amostras a serem
empregadas nestas analises. Foram selecionadsp&fires morfologicamente associados a
L. tigrinus, sendo 16 considerados como possivelmente purosté® eepresentantes da
populacdo pura de. tigrinus, e 20 individuos com evidéncias de uma origem hébcioim
base nos marcadores moleculares previamente awisaPara a populagao



morfologicamente associadala geoffroyi, foram selecionadas 32 amostras, sendo 14 de
origem presumivelmente pura 18 de origem hibrida. Todos os individuos hilsrido
selecionados foram procedentes da zona de corgagrajico entre as espécies, localizada no
Rio Grande do Sul, enquanto que os individuos pim@sn provenientes de areas proximas
ao contato (no estado do RS) ou de areas maisiistdfora do estado do RS). Além das
amostras dé. geoffroyie L. tigrinus, seis amostras de colocoloforam também incluidas
para fins de comparacéo (tabela 1).

As amostras utilizadas provieram de tecido sanguénmuscular, obtidas a partir de
animais mantidos em cativeiro de procedéncia géiogr&éonhecida, animais encontrados
mortos em estradas (vitimas de atropelamentosyaasicapturados em campo por diversos
colaboradores e outros capturados por fazendeltosxtracdo de DNA gendmico destas
amostras foi realizada através do protocolo padeidenol/cloroformio (Sambrookt al.
1989).

Marcadores nucleares

Uma vez que espécies evolutivamente préoximas podempartilhar haplétipos
devido a ancestralidade comum ou através da imsego génica resultante de hibridacéo,
foram selecionados marcadores que se encontramng&anelmente ligados entre si, pois
estes permitem analisar um maior nimero de sit@snrficos em um mesmo bloco
haplotipico, permitindo testar a hipotese de que compartilhamentos decorrem da
hibridacdo. Como um estudo de caso desta abordafpgam selecionados segmentos
fisicamente proximos entre si, e contidos em unggdoedo cromossomo X que apresenta
baixas taxas de recombinag&o no gato domésticaniftKuntzelet al, no prelo). A fim de
identificar SNPs potencialmente informativos paste @studo, os seguintes segmentos foram
testados: 1) exons 3 e 4 do gekiBEPase, Cu++ transporting alpha polypeptide (ATP,7A)
utilizando osprimersdescritos por Eizirilet al. (2001) para o exon 4, e 0S seguirgeamers
para o exon 3: ATP7A-F3 (5-AAAAATGCAACTATTATTTATGRECCTA-3) e ATP7A-

R3 (5-TAATTCGCTGAACACCTTGC-3); 2) intron 16 do gene Bruton
agammaglobulinemia tyrosine kina@&T K), comprimersdescritos por Lyonst al.(1997) e
3) intron 5 do Proteolipid Protein 1 (PLPJL usando osprimers PLP1-15-F1 (5'-
CTGTCCATTTGCAAAACAGC-3) e PLP1-I5-R1 (5-ACAGGTGGAGGTCATTTGG-
3’). O segundo intron do gemdP1 (PLP1-12) foi amplificado e sequenciado em um estudo

anterior (Trigoet al, em preparacédo) utilizando @simers descritos por Murphyet al.



(1999), e foi selecionado para integrar os dadstgedestudo tendo em vista seus altos niveis
de variagéo e sua localizagdo na mesma regidocodaossomo X. Como comparagao com 0s
padrbes observados nestes locos (presumivelmgatoB entre si), foi investigado também o
intron 3 do gendiglycan (BGN) localizado em uma regido mais distante do croamesX,
empregand@rimersdescritos por Lyonet al.(1997).

A localizacgéo fisica (em Mb) para cada um dos nuimes do cromossomo X foi
baseada no mapa gendmico do gato domesBadield browsey Pontius and O'Brien 2007;

http://lgd.abcc.ncifcrf.gov/cqgi-bin/gbrowse/tafig. 2), sendo que neste estudo assumimos

gue as mesmas caracteristicas se aplicam as espéoigopicais em questdo. Tal premissa
encontra apoio na sabida conservacao cariotipisaredda na familia Felidae (Wurster-Hill
and Centerwall 1982), na qual se verifica poucasramjos cromossémicos, e no padrédo de
conservacao observado de forma mais geral no cemmus X de mamiferos (Murplet al.
1999).

Além dos segmentos localizados no cromossomo Xnfeamtos dos seguintes genes
autossoémicos foram também testadosprérursor 1 of cholinergic receptor nicotinic alpha
polypeptide(CHRNAJ usandoprimers descritos por Lyonst al. (1997); 2)Silver (SILV),
com primers descritos por Johnsoet al. (2006); 3) Cytochrome P450 1ACYP1A)com
primers descritos potindblad-Tohet al. (2005) e 4)Feline sarcoma protooncogefEES
usandgrimersdescritos por Ventat al. (1996).

Para identificar os sitios variaveis nesses segmudaigntro ou entre as populacdes de
L. geoffroyie L. tigrinus inicialmente foram amplificados e sequenciadosideo a dez
individuos para cada uma das espécies. Visto qdaeassespécies tém uma relacdo evolutiva
relativamente proxima e que introns sdo segmentoPaixa variabilidade, era esperado
encontrar pouca ou nenhuma variacdo. Assim, focanussos esforcos somente nos
segmentos apresentando algum nivel de variacéa ameststragem inicial (exon 3 ddP7A
BTK, BGN,e introns 2 e 5 do gerfeLP1, totalizando ca. 3000 pb no cromossomo X; e
CHRNALle SILV, totalizando aproximadamente 800 pb de sequémacittssOmicas). Além
dos marcadores de sequéncia, 11 locos de micrlitesagenotipados previamente por N0Sso
grupo de pesquisa (Triget al. 2008, Trigoet al.,em preparacao) foram incluidos no presente
estudo para permitir a comparacdo dos resultaddslosbcom os diferentes tipos de
marcadores.

Todos os segmentos nucleares foram amplificadosP@R Polymerase Chain
Reaction Palumbi 1996) utilizandprimersja descritos ou desenhados ao longo deste estudo.
Neste ultimo caso, urprimer reverso interno (5-TTCAGGCTCTGAGCTGTCAG-3) foi



desenhado para o sequenciamento do intron 5 doRjdnkutilizando o programa Primer3
(Rozen and Skaletsky 200@tp://frodo.wi.mit.ed). As reacOes de PCR foram realizadas em
um volume final de 20uL contendo tampédo de PCR21X~ 2.5 mM de MgGJ 0.2 mM de
dNTPs, 0.5 U de Taq Platinum (Invitrogen), 0.2 udaoddgprimer e 10-50 ng de DNA. As
condicbes de amplificacdo para os segmeAld37A, BTK, PLP12, CHRNA1e SILV foram

as mesmas, e as dos segmembR145 e BGN diferiram daquelas pelas temperaturas de

anelamento e pelo nimero de ciclostalgchdown(tabela 2). A adicdo de Betaina (1M) na
reacao de PCR foi utilizada para eliminar bandasiress nos segmentdsTP7A, PLP15 e
BGN resultando em uma maior eficiéncia e especifoadda reacao.

Os produtos de PCR obtidos foram verificados asagte eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com GelRed 10.000X em DMSO i(Bmptinc.) e visualizado em
transiluminador de luz ultravioleta. Depois de difebados por comparacdo com o marcador
de peso molecularLow DNA Mass Laddér (Invitrogen) foi realizada a purificacao
enzimética dos produtos de PCR usando as enzinmasiBlrase | (EXO I) &hrimp Alkaline
Phosphatas€SAP). Os produtos de PCR purificados foram segjadns com dYEnamic
ET Dye Terminator Sequencing KEE Healthcare), e lidos com sequenciador aut@mati
MegaBACE 1000 (GE Healthcare). As sequéncias gerddeam analisadas com os
programasPhred Phrap, Consedna plataforma Linux (Gordoat al. 1998). As sequéncias
consenso foram alinhadas utilizando o algoritmo STBWLW (Thompsonet al. 1994)
executado no programa MEGA 4.0 (Tametaal 2007) e o alinhamento de cada um dos

segmentos foi verificado e editado manualmente duaecessaério.

Andlise das sequéncias de DNA

A primeira fase da andlise das sequéncias de Difilas envolveu a identificacdo de
sitios heterozigodticos e a definicdo das fases teamse Os sitios heterozigéticos nos
segmentos nucleares foram identificados quando dderentes nucleotideos estavam
presentes na mesma posi¢cao nos eletroferogranaasluies as fitasdrward e reversg@ com o
pico mais fraco alcangando no minimo 25% do pics ritate. Para os segmentos ligados ao
X, quando dois ou mais sitios heterozigoticos foidentificados em sequéncias de fémeas, a
fase gamética foi determinada usando o programa3EHAL (Stepherst al. 2001). No caso
dos segmentos autossdmicos, a fase gamética foiagst tanto para fémeas quanto para
machos, devido seu estado dipléide em ambos os.déama todos 0s segmentos, a analise foi



realizada para dados bialélicos, com excecdo dones#ig CHRNAL que se mostrou
extremamente varidvel apresentando sitios muitakel

Os haplotipos definidos com o programa PHASE forantdo utilizados para
multiplas analises. Primeiramente, foram calculadasdidas de diversidade genética
(diversidade nucleotidica e haplotipica) com o paog DnaSP 4.20.2 (Rozas al. 2003)
para cada um dos segmentos nucleares nas trésiesspgmostradas (tabela 3).
Posteriormente, foi realizada a construcao de reedmplotipos estimadas através do método
median-joining (Bandelt et al. 1999) com o auxilio do programa NETWORK 4.5.0.0
(www.fluxus-engineering.cojn Foram construidas redes de haplétipos para oadalos

segmentos separadamente e outra rede de haplétipp®s segmentos do cromossomo X
concatenados, tendo em vista a ligacdo entre 0s.l@s haplotipos dos locos ligados ao X
foram também estimados com o programa ARLEQUIN (8dhneideret al. 2000) e, em
seguida, foi construida uma planilha no Excel @aralise visual do compartilhamento dos
haplotipos entre os individuos.

O método Bayesiano implementado no programa STRURE ®.2 (Pritchardet al.
2000) foi utilizado para associar os individuos wa fopulacdo fonte e testar sua
ancestralidade em outra populacdo. O método asEqguiébrio de Hardy-Weinberg (EHW)
para cada loco e Equilibrio de Ligacao (EL) ensdazos dentro de cada populacdo, sendo
que a existéncia de desvios do equilibrio levapulagédo a ser dividida em subpopulacdes, as
quais os individuos sdo alocados. Considerando beernecdes de Triget al (em
preparacdo) da provavel ocorréncia de uma populgedeticamente diferenciada de
tigrinus na regido centro-nordeste brasileiro (CNE), foiuasdo que a amostra total
apresenta quatro populacdes (K =L4tigrinusdo sul e sudeste (SSH). tigrinus CNE, L.
geoffroyie L. colocolg e cada um dos individuos foi associado probaic#isiente a uma
dessas populacdes ou simultaneamente a mais depapudacdo caso seus haplétipos
indicassem miscigenagdo. Trés diferentes analisesnf realizadas a fim de comparar a
eficiéncia dos diferentes marcadores em identifidaridos: primeiro utilizando somente os
dados de sequéncias dos segmentos do cromossoraat¥ssomos; segundo, somente dados
dos 11 locos de microssatélites ndo ligados, e, dfiono, o conjunto total de marcadores
(sequéncias do X, sequéncias de autossomos e sat#ties). Em cada um dos casos, as
andlises foram realizadas usando o modelo de bgagpé&eto no segundo caso (modelo de
miscigenacadoAdmixture Mode), modelo de frequéncias alélicas correlacionaBakighet

al. 2003), e a opcao de nenhuma informacao prévieenétipo, além de uma Cadeia de
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Markov Monte Carlo (MCMC) de 500.000 iteracdes imzmlas apdés um periodo barn-in
de 200.000 iteragoes.

Finalmente, o programa LAMARC (Kuhner 2006) foi limido para estimar
parametros populacionais como thetd € taxas de migracdo e recombinacdo. Tais
parametros foram calculados independente e sineataente para todos os locos nucleares
analisados em nivel de sequéncia, assumindo tamatdn@amostras diferentes para cada
segmento e ajustando o tamanho populacional efpéix@ cada regidao gendémica (ligada ao X
e autossdmicos). O numero de migrantes por gefac&alculado a partir do parametro “M”
multiplicado pelo valor médio deda populagéo recipiente. Foram realizadas oitbs@séno
programa LAMARC, das quais quatro incluiram trépipacdes\(. tigrinus, L. geoffroye L.
colocolg e as demais consideraram quatro populaddesgfinus SSE L. tigrinusCNE, L.
geoffroyie L. colocolg. Ambas as corridas utilizaram o método Bayesiarauindo quatro
replicatas, cada uma com uma cadeia final de 0600passos com um intervalo entre as
amostras de 80 passos resultando em 40.000 amaftsasjuais as primeiras 4.000 foram
descartadas comdurn-in. No segundo conjunto de analises (considerandotraqua
populacdes) as buscas foram iniciadas com valmialnide e baseado na formula de
Watterson (1975).

Resultados

Diversidade nas sequéncias nucleares

Os sete segmentos nucleares analisados apresentsikeeis de variabilidade
relativamente baixos. As diversidades haplotipicaudeotidica foram maiores no segmento
do geneBGN, estando relacionadas ao seu maior nimero de hpmdoe de sitios
polimorficos. Os segmentos apresentando menor bittdigde foram o segundo intron do
genePLPle o segment8ILV (tabela 3).

Caracterizacao dos haplétipos nucleares e infagmg eventos de introgressao
ATPT7A

Foram sequenciados 385 pares de base (pb) dardeezen do gendTP7Aa partir
de 30L. geoffroyi[8 fémeas (F) e 22 machos (M)], B5tigrinus (11F e 24M) e &. colocolo
(1F e 5M) compreendendo quatro haplétipos definmlstrés sitios polimérficos (tabela 3).

Foram amostradas trés fémeas heterozigotals. (@grinus [bLti 59, 79]; 1 L. geoffroyi
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[bLgel0]). Dentre os haplétipos, trés deles (H1, H3) apresentaram compartilhamento,
sendo o primeiro destes compartilhado pelas tngécess, possivelmente representando um
haplétipo ancestral neste grupo. Os outros doisotipps foram compartilhados entte
tigrinus e L. geoffroyj resultando em oito individuos (oito cromossomds).. geoffroyi
apresentando haplotipos mais frequentes lentigrinus, sendo todos eles previamente
identificados (com base em outros marcadores miales) como hibridos provenientes do
estado do RS. Todos bstigrinus da regido centro e nordeste do Brasil (CNE) aptasam

um mesmo haplétipo (H4) distinto daqueles preseamsdemais amostras (fig. 3A, tabela 4).

BTK

A rede de haplotipos do segmed K (baseada em um alinhamento @9 pb)
incluiu 30 L. geoffroyi(7F e 23M), 36.. tigrinus (11F e 25M) e 4.. colocolo(1F e 5M)
representando um total de 91 cromossomos distobugdtre seis haplotipos (fig. 3B, tabela
4). Somente uma fémea heterozigota foi identificissses haplétipos, dois (H5, H6) foram
exclusivos deL. colocolg um (H3) exclusivo de dois individuos de tigrinus puros
provenientes da regido sudeste do Brasil, um (KMdlusivo dos individuos de. tigrinus
amostrados na regido CNE e outros dois haplétidese(H2) compartilhados par. tigrinus
e L. geoffroyi Neste ultimo caso, alguns individuos ldetigrinus apresentaram o haplotipo
H1 (mais frequente eln. geoffroy) enquanto alguns individuos Hegeoffroyiapresentaram
o haplotipo H2 (mais frequente dmtigrinus). Interessantemente, todos estes individuos que
apresentaram haploétipos atipicos no ambito de sguodenotipico foram provenientes do
estado do RS e apresentaram indicios de hibridagédrabalhos anteriores (Triget al.
2008; Trigoet al.,em preparagdo). Esta evidéncia sugere que o calnaarénto observado
possivelmente esteja associado a ocorréncia agiessdo em ambas as diregdes.

Intron 2 doPLP1

Sessenta e sete individuos (3geoffroyi[8F e 23M], 33. tigrinus[11F e 22M] e 3
L. colocolo[1F e 2M], em um total de 87 cromossomos) foraquerciados para os 808 pb
do segundo intron do ged.P1l A maioria das sequencias amostradas para estesgen
provenientes de um estudo prévio (Traggaal.,em preparacéo) e foram reanalisadas aqui em
conjunto com os demais segmentos (ver tabela lj)antFcamostradas quatro fémeas
heterozigotas para esse segmentb. @@yrinus[bLti 09,59,79]; 1L. geoffroyi[bLge 62]). Na
rede de haplotipos (fig. 3C; ver também tabelacem ser visualizados os oito haplotipos
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definidos para este segmento por nove sitios pdiico§. Deste total, trés haplotipos (H6,
H7, H8) foram encontrados exclusivamente kemcolocolo com ao menos trés passos
mutacionais do haplétipo encontrado predominantéenemL. geoffroyi(H1), confirmando

a divergéncia mais antiga dessa espécie. Um hapl@ti4) foi encontrado em espécimes de
L. geoffroyido sul do Brasil e da Bolivia e trés haplotiposl,(HH2, H3) apresentaram
compartilhamento pak. tigrinus e L. geoffroyi.Neste caso, o haplétipo H1, mais frequente
emL. geoffroyj foi também detectado em individuoslddigrinus, assim como os haplotipos
H2 e H3, mais frequentes em espécimesLddigrinus provenientes do sul e sudeste
brasileiros (SSE), foram também registrados enviddos de.. geoffroyi Estes individuos,
com haplétipos aparentemente ndo originais de sapogfenotipico, sdo 0s mesmos
detectados no padrdo de compartiihamento nas esaliss gene&TP7A e BTK. Como
verificado nos outros marcadores, este padrdo sugee o compartilhamento observado
possa estar associado a ocorréncia de introgrgssada por um fluxo génico bidirecional e
assimétrico, com maiores propor¢des de haplotippogredidos del. tigrinus em L.
geoffroyi do que o0 oposto. Novamente, como observado nos esggsn descritos
anteriormente, todos os individuos detigrinus provenientes do CNE demonstraram ser
geneticamente diferenciados apresentando um hapl6t{H5) distinto e sem

compartilhamento.

Intron 5 doPLP1

Foram sequenciados 590 pb do quinto intron do §émd para 31L. geoffroyi(8F e
23M), 35L. tigrinus (11F e 24M) e @.. colocolo(1F e 5M) totalizando 92 cromossomos
sendo que nenhuma fémea heterozigota foi iderddicA rede de haplotipos construida (fig.
3D) foi semelhante as demais, com cinco haplotgefidos por oito sitios polimoérficos,
sendo os haplotipos pertencenteslLa colocolo (H4, H5) os mais divergentes. O
compartilhamento de haplétipos por diferentes aspédoi verificado entre as populacdes de
L. geoffroyie L. tigrinus do sul e sudeste brasileiro (H1, H2). Corroboraagcevidéncias
anteriores, os mesmos individuos identificados gpebarcadores dos genA3P7A, BTKe
PLP1 12 como contendo haplétipos atipicos para o seypayifenotipico, foram também
identificados por este segmento com o mesmo padod@io,excecdo de uma fémea (bLti 79),
gue neste caso nao apresentou haplétipo ligao geoffroyicomo nos casos anteriores.
Considerando-se que este compartiihamento possa esfacionado a existéncia de

introgressao, novamente, o presente marcador eetofgossibilidade da bidirecionalidade e
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assimetria do fluxo génico. E, finalmente, como destrado nos marcadores acima, temos a

populacdo deé. tigrinusda regido CNE apresentando um haplétipo exclusi®).

BGN

Sessenta e sete individuos (2%eoffroyi[8F e 19M], 34L. tigrinus[11F e 23M] e 6
L. colocolo[1F e 5M]), representando 87 cromossomos foramesemjados para os 595 pb de
um segmento do genBGN, o qual se mostrou altamente polimérfico, deteamdo 15
haplétipos através de 12 sitios variaveis (fig..3&)partir da analise dmetwork dois
haplotipos foram relacionadosLa colocolo(H14 e H15), cinco &. tigrinus (H2, H8, H11,
H12 e H13) e oito &. geoffroyi (H1, H3, H4, H5, H6, H7, H9 e H10). Ao contréario d
observado até entéo, a populacad degrinusdas regides CNE nao apresentou um haplotipo
exclusivo, sendo o haplotipo (H11) registrado nestpulacdo, também encontrado em trés
cromossomos delL. tigrinus considerados previamente como hibridos. Além do
compartilhamento de haplotipo por individuosldeigrinus do SSE e CNE, quatro outros
haplétipos foram compartilhados pbr tigrinus e L. geoffroyi No primeiro caso, os dois
haplétipos mais frequentes, aparentemente assscaédageoffroyi(H3, H4), foram também
registrados em seis cromossomos, correspondenteivaduos considerados hibridos, com
excecado de apenas uma amostra considerada pretganmno pura no RS (bLti 46). No
segundo caso, os haplotipos H2 e H8, aparenterassteiados k. tigrinus, foram também
registrados em individuos de. geoffroyi, sendo estes, em sua maioria, considerados
previamente como hibridos, exceto por um individooRS previamente considerado como

puro (bLge 41, ver tabela 4).

Segmentos do cromossomo X concatenados

Analises adicionais foram realizadas a partir decatenacao dos cinco segmentos do
cromossomo X, 0 que pode ser justificadpriori tendo em vista a ligacdo génica entre os
mesmos. Analises posteriores deste conjunto (v@xa@pvisaram a testar a hipétese de que
realmente consistem de um mesmo bloco haplotimiaose devem ser subdivididos em
regides distintas dentro das quais ndo haja evi@éte recombinacdo. O segmento total
resultou em 2977 pb analisados eni.2§eoffroyi(7F e 19M), 32.. tigrinus (11F e 21M) e 3
L. colocolo (1F e 2M), representando 80 cromossomos distrsuiein 29 haplétipos
definidos através de 37 sitios polimorficos. For@movidos da analise todos os sitios com

informacé&o faltante ou ambigua (fig. 3F). Uma agib detalhada doetworkreveloulL.
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colocolocomo o grupo mais divergente com ao menos 13 pasatacionais separando-o
das outras duas espécies, sendo congruente codo®$ilogenéticos atuais (Johnsenal.
2006). Embora parecam existir dois grupos em rigetspécie, referented. ageoffroyie L.
tigrinus, estes ndo puderam ser definidos claramente, poisd uma separacdo bem nitida
entre eles, visto que a maioria dos ramos apres@etaas um passo mutacional. Além disso,
as relacBes entre alguns haplétipos permanecerdsfgaas pela formacao de reticulagdes,
que sdo sugestivas da ocorréncia de eventos denbew@xdo nesses sitios, 0 que €
corroborado por andlises de taxas de recombinaggwiths a seguir. Quatro haplotipos (H2,
H3, H6, H7) foram compartilhados entre as duas@spgee a0 menos outros trés aparentam
ter sido alvo de uma “troca” (H4, H12, H21 - isswque n&o se sabe ao certo se H17 e H23
pertencem originalmentela tigrinus ou L. geoffroyj ou se eram realmente compartilhados
por ancestralidade entre ambos, pois estdo poati@nem uma regido intermediaria do que
supostamente seria a delimitacdo entre os clags)g, foram amostrados na espécie que
nao corresponde ao seu agrupamento fenotipicaatigi

Os individuos morfologicamente identificados corho geoffroyi que estavam
inseridos no “clado dd.. tigrinus’ eram 0s mesmos que apresentaram evidéncia de
introgressdo nos marcadores quando analisadosadapagnte, ou seja, hibridos com
procedéncia do RS. Do mesmo modo como demonsti@&léonos individuais, esta rede de
haplétipos corrobora as evidéncias de um fluxo agérbidirecional. E, finalmente, a
inferéncia de que a populacao ldetigrinus da regido CNE seja geneticamente distinta foi,
novamente, confirmada pela presenca de um Unicldthgp exclusivo nesta regiao (H24).
Uma observacdo interessante que emerge a pariionizatenacdo dos dados € a maior
proximidade do haplétipo encontrado na regidao CNiaplotipos relacionados ao grupo
geoffroyido que d.. tigrinus. Apesar de a rede indicar uma maior proximidade ajpdtipo
H24 a um haplétipo encontrado em um individuo mogeamente classificado coma
tigrinus (bLti68; H21), evidéncias anteriores em todos ndooas analisados
independentemente demonstram sempre a presengpldégos aparentemente ligadok.a
geoffroyi neste individuo. Interessantemente, estes dadoscam a interpretacdo de uma
historia de hibridacao entte tigrinuse L. geoffroyiassociada a evidéncia de uma populacéo

delL. tigrinusgeneticamente distinta na regido CNE do Brasil.

15



SILV

Este segmento autossémico com 326 pb foi sequeneaad 32L. geoffroyi (8F e
24M), 36 L. tigrinus (11F e 25M) e 6L. colocolo (1F e 5M) correspondendo a 148
cromossomos. Destes individuos, 17 eram heterawgoDevido as baixas taxas de
diversidade nucleotidica e haplotipica (tabelaa3jede de haplétipos (fig. 3G) apresentou
somente trés haplétipos definidos por dois sitmgrrficos. Um haplétipo foi encontrado
somente em individuos de colocolqg enquanto que os outros dois foram compartilhados
entreL. tigrinuse L. geoffroyi O primeiro haplotipo (H1) foi verificado predomaimemente
em L. geoffroyj sendo também encontrado em sete cromossomos dleiduos
morfologicamenté.. tigrinus considerados (com base em outros marcadores) kiiridos e
em dois cromossomos considerados como puros. Borlado, o segundo haplétipo (H2) foi
registrado predominantemente em individuogd.degrinus, incluindo tanto a populacdo do
sul e sudeste brasileiro, quanto do CNE. No entastie haplotipo foi também detectado em
individuos morfologicamenté. geoffroyi,sendo a maioria previamente identificada como

sendo de origem hibrida.

CHRNA1

Setenta e quatro individuos, (B2geoffroyi[8F e 24M], 36L. tigrinus[11F e 25M] e
6 L. colocolo[1F e 5M]), que correspondem a 148 cromossomaanfeequenciados para 0s
344 pb deste gene autossémico. A presenca de vétiadacoes confundiu as relacdes entre
os haplétipos (fig. 3H), provavelmente devido aro&acia de sitios multialélicos, altas taxas
de mutacdo e recombinacdo (como demonstrado arseguitabela 6) sendo impossivel
delimitar haplétipos pertencentes a uma determiresgeecie. No entanto, a ocorréncia de
haplétipos exclusivos patla colocolo(H11, H12, H13) foi verificada para este segmento,
assim como para a maioria dos marcadores analisaelste trabalho, com excecdo do
ATP7A Para o)CHRNAZ1 assim como para 8ILV, foi identificado o compartilhamento de
haplétipos pelas duas populacdesLdeigrinus (SSE e CNE) assim como pelas espéties
tigrinus e L. geoffroyi. O compartiihamento observado entre estas Ultin@ascp estar
associado a um fluxo génico secundario entre estpécies, como ja foi evidenciado nos

demais segmentos.
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Origem de cada haplotipo cromossémico e eventosatenbinacao

Através da analise realizada com o programa ARLEQpHra os locos ligados ao X
foram definidos 34 haplétipos (um namero menor dpldtipos € mostrado na tabela 3,
porque a andlise do NETWORK néo considera sitios cdormacao faltante; ver fig. 4,
tabela 5), os quais foram distribuidos entre quptpulacdesl(. tigrinus SSE L. tigrinus
CNE, L. geoffroyie L. colocolg. Para esta andlise s6 foram incluidos os indoddjue foram
sequenciados para 0s cinco segmentos nuclearedizaotlo 80 cromossomos (26
geoffroyi[7F e 19M], 32L. tigrinus [11F e 21M] e .. colocolo[1F e 2M]). Uma analise
detalhada (ver tabela 5) revelou alguns individiiosxcados’ entre os provaveis clados
formados, ou seja, dentro do clado ldetigrinus foram encontrados oito individuos te
geoffroyi (bLge 02,04,05,08,10,13,32,42), os quais eramnesdmente 0S mesmos que
haviam apresentado evidéncias de haplétipos irdidps nas analises independentes dos
segmentos contidos neste bloco. Por outro ladmaapédois representantes detigrinus
(bLti 68,79) ficaram inseridos no clado correspandeal. geoffroyj exatamente 0s mesmos
individuos com evidéncias de introgressdo pelaismahdependente dos segmentos. Isto
corrobora resultados de trabalhos anteriores (Tetgal. 2008, Trigoet al.,em preparacao)
indicando uma introgressao bidirecional e assiwetentrel. tigrinus e L. geoffroyi Além
disso, a populacédo de tigrinus amostrada na regido CNE constituiu uma populatAmid,
apresentando um haplétipo Unico e exclusivo (H29).

Através da andlise da Figura 4 se identificou anavejuatro possiveis eventos de
recombinacdo ao longo do cromossomo X, os quatanferidos com o programa DnaSP.
A maior incidéncia destes eventos ocorreu na pdigabdo segmento, mais precisamente no
marcadoBGN, que esta situado numa regido de alta recombinag@mtossomo X do gato
doméstico (Schmidt-Kuntzedt al, no prelo). Além disso, as analises realizadas com
programa LAMARC confirmaram ser este o segmento asmaiores taxas de recombinacao
(tabela 6). Por outro lado, como esperado, as @&ascombinacdo nos demais locos foram
extremamente baixas, praticamente nulas, excetogaegmento autossomiCHRNAL que

apresentou um valor ligeiramente maior.

Andlises de miscigenacédo

Para estimar a contribuicdo genética das espgaresitais aos genaotipos multilocos e
haplotipos inferidos de cada individuo, ou sejajmes as proporgdes individuais de
miscigenacdo, os dados de sequéncia e de micHidssatéram analisados conjuntamente
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utilizando o método Bayesiano implementado no aiogr STRUCTURE. A primeira anélise
envolveu todas as amostras ldetigrinus (n=36), L. geoffroyi(n=32) e L. colocolo (n=6)
utilizando os marcadores de sequéncia ligados ao axitossémicos e o modelo de locos
ligados (Falustet al.2003). Assumindo K = 4, devido as evidéncias de popalacdo deé.
tigrinus do CNE geneticamente distinta, observamos que esgeecie foi associada
predominantemente a um dos quatctusters, apresentando valores de associagcéo
relativamente altos. Enquanto a populacad.deolocolofoi atribuida aacluster2 com uma
proporcao de alocacao maior do que 0.90 (Q2 = 0.@88Qopulacdes de tigrinus SSEe L.
geoffroyiforam designadas actusters3 e 4 com proporgdes de Q3 = 0.890 e Q4 = 0.708,
respectivamente. Além dduster 4, a populacdo de. geoffroyifoi também associada ao
cluster 3 (L. tigrinus SSE) com uma proporcao relativamente alta de Q3560 porém, a
populacao dé. tigrinus SSE foi apenas levemente associadalaster4 (L. geoffroy) com

Q4 = 0.061. Finalmente, todos os espécimek.d@yrinus da regido CNE foram associados
ao cluster 1 (Q1 = 0.973), referente a sua populacdo de origamgerindo que esses
individuos realmente sdo geneticamente distintgsatimais das regides SSE, como ja havia
sido observado nas redes de haplotipos.

Na andlise em nivel de individuo, dezenove exarapl deL. geoffroyi foram
atribuidos a@luster4 (grupo dd.. geoffroy) com g4> 0.90 (tabela 7). Desses, seis (bLge 01,
31, 33, 35, 74, 90) eram previamente considerado® sendo hibridos (com base em outros
marcadores); no entanto, esses segmentos nuctear@sntificaram como individuos puros.
Dentre os individuos morfologicamente identificadosoL. geoffroyj cinco (bLge 02, 04,
10, 13, 42) cujas analises detwork indicaram introgressdo genética apresentaram altos
valores de associacdo ao grupd.dégrinus SSE com proporc¢ao de g3 > 0.90 indicando uma
ancestralidade nesta populacédo. Além destes, dbge (05, 08) apresentaram ainda valores
altos deq na populacéo de. tigrinus SSE, no entanto, menores que 0.90 (q3 = 0.89758)0.8
e seis foram associados com valores intermedidadagupo de.. geoffroyi(q4 entre 0.235 e
0.893). Assumindo um valor g de 0.90 como o linsiteitavel para distinguir individuos
puros de hibridos, como tem sido proposto em estsitioilares de hibridacéo (Flamagidal.
2003, Lancasteet al. 2006, Vaha and Primmer 2006) podemos consideegurglo os
marcadores utilizados, um total de 13 geoffroyi hibridos em nossa amostra, todos
procedentes do estado do RS.

Avaliando as associacdes Hetigrinus SSE, foram observados 24 individuos com
valor de q3> 0.90 (tabela 7), sendo que 10 deles haviam sglftifttados previamente como

hibridos. Dos individuos com g < 0.90, quatro (b6, 80, 106, 121) apresentaram
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proporgdes consideravelmente altas de associacgoupo del. tigrinus (com g3 variando
de 0.898 a 0.835) e dois individuos (bLti 68, 7®eaentaram maior associagdocacster4

(L. geoffroy), que correspondem a individuos que ja indicarpnesentar introgresséo em
analises anteriores. De acordo com esses ressi|tBulgossivel identificar cerca de 30.6%
(19/62) da amostra total dle geoffroyie L. tigrinuscomo hibridos entre essas duas espécies.

A andlise seguinte foi realizada com os 11 locesmicrossatélites nao ligados ja
analisados previamente por Trigb al. (em preparacdo), a fim de comparar os valores de
associacao obtidos para estes marcadores comarss/abtidos para os marcadores descritos
no presente trabalho e assim, avaliar o poder dig canjunto de marcadores em identificar
individuos hibridos independentemente. Como resmiltkesta primeira analise utilizando K =
4, pudemos verificar que os locos de microssattitem muito menos eficientes do que os
demais marcadores analisados aqui na associacdodidduos, onde nenhuma das amostras
foi fortemente associada a nenhum dos quatrstersinferidos, com excec¢ao da populacdo
deL. colocoloque apresentou um valor médio de Q4 = 0.900. SegBntchardet al. 2007,
se uma populacdo € muito divergente das demaiss@ciacdo dos individuos pode ser
imprecisa e a analise pode ser melhorada remo\eukla populacdo. Dessa forma, todos os
individuos deL. colocoloe L. tigrinus CNE foram excluidos e cada espécie foi associada a
um clustercom proporc¢des relativamente althsdeoffroyiQl = 0.745 d.. tigrinus SSE Q2
= 0.753). Com K = 2 e utilizando o modelo de lonés ligados, 16 individuos de geoffroyi
apresentaram g% 0.90, tendo 13 destes apresentado também valo@90>na analise
anterior com os segmentos do cromossomo X e amasse o modelo de locos ligados
(tabela 7). Dentre os individuos com probabilidad®90, 87.5% (14/16) eram provenientes
do estado do RS.

Em relacéo as associacded déigrinus SSE, foram observados 13 individuos com g2
>0.90 e 17 com g2 < 0.90, sendo que, neste ulteso,aum deles (o hibrido bLti 121) foi
altamente associado ao grupo He geoffroyi (g1 = 0.909). Do total de individuos
morfologicamentd._. tigrinus e associados a esta populacdo com valores < (b80as trés
(bLti 87, 89, 96) corresponderam a individuos pdectes dos estados de Sao Paulo, Parana e
Espirito Santo, respectivamente, enquanto o res{@di17; 82.3%) foram provenientes do
estado do RS.

Comparando-se as duas diferentes andlises reaizadao programa STRUCTURE
com diferentes conjuntos de marcadores moleculggm@demos verificar varios casos de
congruéncia na deteccédo de hibridos (ver tabel& Taioria dos individuos identificados

através dos marcadores de sequéncia foi tambértifickma por meio da analise utilizando
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os locos de microssatélites, no entanto, estenagtdetectaram um namero levemente maior
de hibridos.

O proximo passo das analises foi investigar se mbowmcdo dos diferentes
marcadores moleculares poderia melhorar a idem¢#ic de provaveis hibridos. Sendo assim,
os marcadores de sequéncia foram combinados agsssatélites envolvendo todos os
individuos (n = 74) em uma analise no programa STRURE com o modelo de locos
ligados. Nesta analise, as trés espécies foranomiaentemente associadas a um dos quatro
clusters,com proporcdes consideravelmente althas deoffroyi cluster 1 (Q1 = 0.612),L.
colocola cluster3 (Q3 = 0.938)L. tigrinus SSE:cluster4 (Q4 = 0.775)] &.. tigrinus CNE:
cluster2 (Q2 = 0.862). Além doluster1, L. geoffroyifoi associado aoluster4 (L. tigrinus
SSE) com uma proporcao de Q4 = 0.255, enquant@alag@o dd.. tigrinus SSE também
foi associada acluster1, com Q1 = 0.120. Dentre as 32 amostra&.dgeoffroyj somente
cinco apresentaram ¢10.90 (tabela 8) das quais trés eram provenieeésahs distantes do
estado do RS. Dezoito individuos com g < 0.90 paedquer grupo apresentaram valores de
g intermediarios entre adustersl (L. geoffroy) e 4 (. tigrinus SSE), sendo 17 de origem
gaucha, e outros sete. geoffroyi revelaram associagcdo com &s tigrinus do CNE.
Curiosamente, um individuo (bLge 52) da Argentienetparte do seu genoma associado a
populacao dé. colocola Dos 30L. tigrinusdo SSE, nove foram associadoscasster4 (L.
tigrinus SSE) com g4 0.90, e 21 apresentaram valores < 0.90 de asfocéagua populagéo
fonte. Destes, apesar dos valores menores que @&D, apresentaram ainda altas
probabilidades de pertencer @asterdelL. tigrinus SSE com ¢ variando de 0.899 a 0.805 e
quatro apresentaram o segundo maior valor de agsaca populacdo de tigrinusdo CNE.

Do total de individuos morfologicamente tigrinus com associacdo menor que 0.90 a
qualquer grupo, cerca de 81% (17/21) eram procedeaitt estado do RS. Considerando-se as
duas outras populacdes remanescentes, todos efduwh del. colocoloforam associados
ao cluster 3 com g3> 0.90 e, dentre ok. tigrinus CNE, trés mostraram g2 0.90 de
associagdo a sua populacéo fonte e os trés restgpresentaram valores < 0.9, mas sem alta
associacdo com qualquer outfaster.

EmboralL. tigrinus e L. geoffroyisejam consideradas duas espécies distintas, foi
detectado um alto nivel de miscigenacdo entre a@as) cerca de 77.4% (48/62) dos
individuos apresentando uma origem hibrida. Emma#gria a origem geografica destas
amostras foi concordante com a area de contate exstrduas espécies. Além disso, a

combinacdo dos diferentes tipos de marcadores olates utilizados parece aumentar a
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capacidade de deteccdo de hibridos, pois algunsgidnds apresentaram evidéncia de
hibridagdo apenas na analise conjunta dos dados.

Taxas de migracao

Estimativas da taxa de migracdo entre populac@sdre locos foram calculadas com
o programa LAMARC para os locos ligados ao X e saamos. As médias entre as multiplas
analises Bayesianas foram usadas para gerar amigiis finais. Uma primeira andlise foi
realizada para as trés espécies revelando um padrdiaxo génico bidirecional e assimétrico
entre L. tigrinus e L. geoffroyi em todos os marcadores quando analisados
independentemente; entretanto, as taxas de miggep@o o conjunto total de marcadores
demonstraram uma tendéncia a simetria entre asiesp®isto que os. tigrinus do CNE
foram identificados como sendo geneticamente disjruma segunda analise foi realizada
incluindo estes animais como uma quarta populacasigrinus SSE L. tigrinus CNE, L.
geoffroyie L. colocold a fim de verificar se esta subdivisdo afetariaessiltados das analises
de fluxo génico, especialmente no que tange a sarga processo de introgressao no sul do
Brasil. Os resultados foram semelhantes ao prinoginjunto de analises no que se refere ao
fluxo génico entrel. tigrinus e L. geoffroyj e permitiram algumas inferéncias adicionais.
Portanto, sdo apresentados aqui sob a forma da sdmente os resultados da segunda série,
que inclui as quatro populacdes distintas. As negidaxas de migracdo foram detectadas
entreL. tigrinus SSE eL. geoffroyirevelando um fluxo génico assimétrico entre as@spé
para varios dos marcadores quando analisados duodivhente. Observou-se também
consideravel heterogeneidade nas estimativas de fj@nico entre os marcadores, sendo
consistentemente maior para o segm&tRNAL(tabela 9). A dire¢do da introgressao.de
tigrinus paralL. geoffroyifoi inferida na maioria dos marcadores como vigadb nas
analises denetwork com excecdo d@BTK e BGN que mostraram maiores valores de
introgressao na direcdo oposta e do intron Pld®1 que revelou valores simétricos. Apesar
desta tendéncia observada em algumas analisedixmgEnico essencialmente simétrico foi
indicado pela aplicagdo combinada dos marcadosrddieela 9 coluna "ALL"). A estimativa
minima (de 0,19 migrantes por geracdo) foi condtatao quinto intron dd°’LP1 e os
intervalos de confianca, bastante amplos, se sobee@m entre os segmentos. Para os demais
pares de populacdes, as taxas de migracao forarasbainulas, sugerindo que a ocorréncia
de fluxo génico detectada por estes marcadoresrestdta ao pat. tigrinus SSE elL.

geoffroyi em consenso com resultados prévios (Teigal.,em preparacdo). Uma observacao
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adicional e interessante foi que o fluxo génicaoeeat populagbes SSE e CNELdeigrinus
foi também extremamente baixo, sugerindo que actividade genética entre estes conjuntos

de individuos seja também essencialmente nula.

Discussao

Padrbes de hibridacéo e introgresséo dnttgrinuse L. geoffroyi

Este estudo apresenta uma das primeiras utilizagéesltiplos locos nucleares
ligados ao cromossomo X, associados a micros&stéiintrons autossdémicos para investigar
eventos de hibridagcdo na natureza. A combinacasedemarcadores (com diferentes
propriedades mutacionais e demograficas) auxilewearacterizacdo dos complexos padrbes
de hibridagdo e de introgressao erliretigrinus e L. geoffroyina sua regido de contato
geografico no Estado do Rio Grande do Sul.

Uma limitacao da utilizacdo desses marcadoreleansgs é a dificuldade de se inferir
se o compartilhamento de haplétipos é ancestraleoido a hibridacdo. Apesar de os SNPs
reduzirem o problema da homoplasia geralmenteicadi® em microssatélites, os haplétipos
inferidos incorporando varios SNPs apresentarangyiesimas diferencas entre si, 0 que
dificulta inferir se sédo realmente haplétipos espéspecificos.

Apesar da dificuldade em se estabelecer a ancdattal dos haplétipos de forma
definitiva, a estrutura dosetworkssugere que o compartilhamento de sequéncias kentre
tigrinus e L. geoffroyiem grande parte dos marcadores analisados estépphnente
associado a um fluxo génico secundario, ou segepor ao evento de divergéncia entre as
espécies. Em um cenario onde duas espécies qugithwe isoladamente acabem entrando
em contato secundario e, posteriormente, consigaabaecer cruzamentos interespecificos
(como se acredita atualmente ser o casd..dégrinus e L. geoffroy), a ocorréncia de
compartilhamento apenas, ou predominantemente, ane&s proximas ao contato seria
esperada. Por outro lado, um compartilhamento poesdralidade seria esperado ao longo de
toda a distribuicdo das espécies em questdo. Deasaira, 0 compartiihamento detectado
aqui, predominantemente, registrado nas populagéesmbas as espécies provenientes da
regido de contato no estado do RS constitui unta fridéncia do resultado de eventos de
hibridacao e introgressao entre estas espécies.

Considerando esta hipétese como a mais plausivelfregressdo de segmentos
gendmicos foi detectada em ambas as espécies quva s marcadores, confirmando a

bidirecionalidade do fluxo génico entre elas. Aléimso, as taxas de introgressao foram
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consideravelmente maiores de tigrinus para L. geoffroyi do que na direcdo oposta,
sugerindo uma assimetria na magnitude da introoessque pode ser verificado pelo maior
namero de individuos fenotipicamente identificadosno L. geoffroyi mostrando alguma
evidéncia de hibridacdo colm tigrinusdo que o inverso (fig. 3 A-H e tabelas 4 e 5). Rpré
as estimativas das taxas de migracao realizadasocpragrama LAMARC néo indicaram
exatamente o0 mesmo padrdo. Enquanto uma assirfetdamonstrada para a maioria das
regides gendmicas separadamente, com excecaordo ttlo gend’LP1,um fluxo génico
bastante simétrico foi sugerido pela andlise cdajufos marcadores. Este resultado foi
bastante inesperado, uma vez que a analise faiadalbasicamente com marcadores ligados
entre si, com excecdo dos dois locos autossomiCmmsiderando que marcadores
proximamente ligados representam uma Unica unidemaossémica, as pressdes de selecao
atuam nesta regido como um todo (Zhang and H&P@B). Assim, esperar-se-ia que 0s
padroes de introgressdo observados individualmeara cada um dos locos fossem
semelhantes aos locos quando conjuntamente armdjsadjue ndo foi o caso. Um padrao
similar pode ser observado em estudos prévios Tetgal., em preparacdo) baseado no
segundo intron do PLP1, o mesmo aqui utilizadoc@mparar-se a proporcao de individuos
com introgressédo de haplétipos através de an@esestworkcom as estimativas das taxas de
migracdo inferidas com o programa LAMARC (ver tabdl em Apéndice), a mesma
discrepancia € observada, ou seja, a rede de ipamgl@aramente revela uma assimetria no
fluxo génico entre as espécies, ao passo que sghoéximos da simetria sdo demonstrados
através da analise do LAMARC. Ao mesmo tempo, ofasse que o0s intervalos de
credibilidade obtidos foram extremamente amplosfodma que ndo é possivel inferir de
forma conclusiva com relacdo ao padréo de simeésée processo empregando estes dados e
esta abordagem probabilistica. Analises adicioaaipregando o programa LAMARC, em
que diferentes parametros da busca sejam variagggossivelmente requerendo uma
guantidade maior de dados, serdo necessarias paeterizar de forma mais definitiva a
simetria do fluxo génico nesta zona hibrida.

Quanto a identificacdo de individuos hibridos petwcadores analisados, tivemos
todos os possiveis hibridos apresentando intrapesle haplotipos para locos ligados
corroborados pela analise combinada de marcadorasvalores de “q” intermediarios ou
com maior associacdo atuster ndo representativo da sua populacdo. Porém, #ste U
analise detectou um numero notavelmente maior,rooeido o maior poder de multiplos
locos ligados e ndo-ligados em estimar niveis deigenacao individual principalmente no

caso de eventos mais antigos. Esta abordagem ail@ifla em estudos de hibridacéo
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utilizando apenas marcadores nao-ligados, poispera que o desequilibrio de ligacéo entre
estes decline rapidamente, levando os sinais deigaisga¢do a desaparecer em poucas
geracoes (Falusét al.2003). Em populagdes intensamente hibridizantegaties selvagens e
domeésticos na Hungria, por exemplo, um conjunto2d@elocos ligados e n&o-ligados
demonstrou uma maior eficiéncia na identificacaditeidos quando comparada as analises
realizadas somente com locos ligados (Letal. 2006).

Considerando a evidéncia combinada de marcaddf&sndividuos puderam ser
identificados como possiveis hibridos entréigrinuse L. geoffroyi(assumindo q = 0.9 como
limite), dos quais 38 eram provenientes do EstaaldR8. Todos os individuos assumidos
previamente como sendo hibridos e selecionados t¢ahyara inclusdo neste estudo (ver
tabela 1) compreendem os mesmos hibridos deteatedts analise, com excecédo de apenas
dois L. geoffroyi(bLge31 e bLge33; ver tabela 7 e 8) confirmandwigem hibrida destes
individuos identificada paralelamente por outrogaadores moleculares (Triget al., em
preparacdo). No entanto, a indicacdo de que essesndividuos apresentam uma origem
pura ndo deve ser descartada, uma vez que segndenta®NA e introns do cromossomo X
e Y utilizados naquele estudo revelaram igualmanta origem pura, sendo a ancestralidade
hibrida inferida somente através dos locos de méatélites (ver tabela 2 em Apéndice).
Segundo simulagdes, existe uma probabilidade denas associacées dos microssatélites, o
que poderia justificar esta identificacdo equivoddém disso, alguns individuos
supostamente puros procedentes do RS como tamb@rodedéncia mais distante foram
identificados como hibridos através dos locos raneke fornecendo a evidéncia de que a
hibridacao entré. tigrinuse L. geoffroyiparece ser realmente intensa e pode néo estatarestr
ao RS como previamente se deduzia. E possivel gneuma ou reduzida forca seletiva
esteja atuando sobre esta zona hibrida promovaradexpansédo para além da estreita faixa
na regiao central do RS. Porém, a inclusdo de noasadores e uma amostragem mais
representativa das duas espécies e da distribme#ao sul dé. geoffroyipodera auxiliar
em futuras andlises para a elucidagao da existénaid@o de pressdes seletivas.

Finalmente, nenhuma evidéncia clara de hibridagé&e k. geoffroyie L. colocolofoi
documentada. Embora um unico caso (bLge52) tenhesemtado associacdo parcial e
simultanea &.. geoffroyie L. colocolode acordo com a analise conjunta de marcadorecom
programa STRUCTURE (ver tabela 8), esta observpaéece ndo apresentar muito suporte
para a indicacdo de um possivel evento de hibridagée estas. Das trés espécies analisadas
neste estudd,. colocoloé a mais basal, divergindo aproximadamente héa.4 partir do

ancestral comum corh. tigrinus e L. geoffroyi (Johnsonet al. 2006). Essa observagéo é
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corroborada pelos locos nucleares ligados ao Xsipalsnente,L. geoffroyie L. colocolo
desenvolveram mecanismos de isolamento reproduditadmente efetivos no sentido de
evitar a hibridacdo, dado este amplo tempo de giveria quando comparadd_atigrinus e

L. geoffroyj separadas ha cerca de 1 Ma (Johretoal. 2006). Assim, este caso isolado
provavelmente represente um artefato da analisendtessatélites, visto que na analise dos
marcadores ligados ao X e autossomos (tabelaté)ineBviduo apresentou alta associacao (q

> 0.9) a sua respectiva populacao.

Padrbes genéticos detigrinusda regido centro-nordeste do Brasil

O padréao detectado para lostigrinus provenientes da regido central e nordeste do
Brasil € muito interessante. As analises revelane @sses individuos representam,
aparentemente, uma populacédo geneticamente difedandentro de nossa amostragem total,
com haplotipos exclusivos para os espécimes degidor. A andlise dos locos ligados ao
cromossomo X (fig. 3F) demonstrou que estes indddapesar de morfologicamente serem
mais relacionados la. tigrinus, apresentam uma maior proximidade congeoffroyido que
com os propriok. tigrinusda regido SSE. Esta descoberta tem suporte eftacesiprévios
(Trigo et al., em preparacdo) que demonstram, através de andbsé#erenciacdo entre
popula¢des usando os indices de Fst e Rst com dadwogcrossatélites, que um menor valor
de diferenciacdo genética foi constatado elntrgeoffroyie L. tigrinus do CNE do que entre
as duas subpopulagcbes He tigrinus (CNE vs SSE; ver tabela 3 em Apéndice). Outra
evidéncia dessa proximidade pode ser verificada sete individuos del. geoffroyi
apresentando valores intermediarios de associagd@@opulacdo de. tigrinusdo CNE na
andlise realizada com o programa STRUCTURE (veel#alB). Assim, nossos dados
corroboram a existéncia de uma populagédo genetidanubstinta del tigrinus na regido
CNE. No entanto, ressalta-se a necessidade da gimdle estudos mais detalhados com
multiplos marcadores moleculares e com uma amaostais representativa de ambas as
espécies, principalmente para fins de comparacg@alaulacdes de. tigrinus CNE comL.
geoffroyie populacdes de. tigrinus do sul e sudeste brasileiros, a fim de se avalas m

precisamente a magnitude e significado do isolamnéesta populacéo.

Conclusao

Os introns de genes autossOmicos e do cromossaot@m Xido ainda pouco utilizados
em estudos de hibridacdo, mas apresentam-se copartamtes candidatos para futuros
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projetos, como demonstram nossos resultados. Asar@m multiplos locos nucleares com
suas diferentes caracteristicas permitiu uma malbmpreensao de aspectos complexos das
relacdes evolutivas entre espécies e contribunifgigtivamente na identificacdo de hibridos
e dos padrbes de introgressdo entre esses dailed®liNeotropicais, podendo ser uteis
também em estudos similares de outros carnivoros.

Sugere-se, baseado no conjunto de marcadores stypgiados, que 0 processo de
hibridacdo entré.. tigrinus e L. geoffroyié recente ou, mais provavelmente, atual. Os altos
niveis de hibridacao/introgressao detectados, @oade 78% da populacao total amostrada
apresentando uma origem hibrida, sugerem ser asiadas mais extensas zonas hibridas
detectadas até o momento em carnivoros (Gogellal 1994, Vila and Wayne 1999,
Beaumontt al 2001, Randet al. 2001, Leciset al 2006, Verardet al 2006). Desta forma,

é fundamental que se dé continuidade ao estuddigereste fendbmeno, a fim de que se
possa compreender de forma mais completa a origetidriba e as implicacdes evolutivas

deste processo.

Implicacbes para a conservagao

Os processos de hibridacdo sdo de especial irgesesgles envolvem populacdes
ameacadas e tém implicacGes para sua protecaq @datien & Mayr 1991). Determinar se
as causas da hibridagdo sdo naturais ou antropagéhicrucial para 0 manejo e conservacgao
das espécies. Em geral, tém-se recomendado quiipedos procedentes de causas naturais
seja dado cstatusde protecdo quando necessario (Allendzrfal. 2001). Por outro lado,
hibridos causados por processos antropogénicosndeemonitorados como uma potencial
ameaca a integridade de biotas locais.

Atualmente, L. tigrinus e L. geoffroyi constam em inumeras listas internacionais,
nacionais e regionais de espécies selvagens anasagadxtincdo (IUCN/SSC Cat Specialist
Group 2002, IBAMA 2003 e Marques al. 2002). Estudos abordando aspectos da biologia,
ecologia, genética e histéria natural sdo extrem&ndamportantes, uma vez que
proporcionam uma quantidade de informagfes sufe$epara a elaboragédo de estratégias
adequadas de manejo e conservacdo destas esp@siessultados obtidos neste estudo
apresentam contribuicdes relevantes neste semitdoaracterizar populacdes geneticamente
diferenciadas eniL. tigrinus e L. geoffroyj que devem ser consideradas em eventos de
introducéo, translocacdo ou reproducdo em cativ&issas unidades genéticas devem ser
consideradas do ponto de vista de manejo, de madander a estrutura genética observada
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na natureza sendo, assim, condizente com as hstéviolutivas das espécies envolvidas.
Neste contexto, a reproducéo de individuos promesede areas onde a hibridagdo tem sido
detectada com individuos de areas mais distantds @oentuar os efeitos de hibridacédo e
introgressdo podendo provocar a erosdo da intefgridgenética. Da mesma forma, os
individuos delL. tigrinusdo CNE devem ser protegidos e manejados indeptdente por
serem considerados uma populacédo geneticamenterdifeda das demais regides do Brasil,
como sugerem as analises.

Nesta perspectiva, os resultados obtidos podenr skerembasamento para o correto

monitoramento, manejo e protecdo das espéciesvata®lem processos de hibridacao.
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Tabela 1. Lista dos individuos analisados no ptesestudo. As identificacdes de puro e hibrido
utilizadas sdo de Triget al. (em preparagdo) com base na analise conjunta de ¢t microssatélite,
MtDNA e introns do cromossomo X e Y.

Procedéncia geografica

Amostra  Sexo Instituicdo/coletor

Estado/Pais Municipio
L. geoffroyi
bLge 28 M RS — Brasil Camaqua Animal atropelado
bLge 36 F RS — Brasil Taim Animal atropelado
bLge 37 F RS - Brasil S&o Lourenco do Sul Animadzlado
bLge 41 M RS - Brasil Itaqui FZB-RS
bLge 71 F RS — Brasil Pelotas Animal atropelado
v  bLge 09 F Argentina - Z60 Cordoba
8 bLge 52 M Argentina Prov. Catamarca Z60 Cordoba
E bLge 20 M Uruguai - Museo de Cienc. Nat. Montevidec
bLge 62 F Bolivia - Z60 de Santa Cruz
bLge 64 M Bolivia Dept. Santa Cruz Z60 de SantaCru
bLge 82 M Bolivia - -
bLge 85 M Bolivia - -
bLge 86 M Bolivia - -
bLge 87 M Bolivia - -
bLge 01 M RS - Brasil Santa Cruz do Sul Z060 SapudaiSul
bLge 02 M RS - Brasil Cachoeira do Sul Z060 Caclzoda Sul
bLge 04 M RS - Brasil Cachoeira do Sul Z60 Caclzoéor Sul
bLge 05 M RS - Brasil Cachoeira do Sul Z60 Caclzoéo Sul
bLge 08 M RS - Brasil Cachoeira do Sul Animal agélaplo
bLge 10 F RS - Brasil Cachoeira do Sul Animal agtago
bLge 11 M RS - Brasil Cachoeira do Sul Animal aglaplo
8 bLge 13 M RS - Brasil Eldorado do Sul Animal atriage
a bLge 31 M RS - Brasil Quarai Z060 Sapucaia do Sul
g bLge 32 M RS - Brasil Pantano Grande Capturaddgmmndeiros
T bLge 33 M RS - Brasil Rosario do Sul/Alegrete Animtopelado
bLge 35 M RS - Brasil Taim Animal atropelado
bLge 38 F RS - Brasil Santa Maria/Séo Sepé Anirmapalado
bLge 42 M RS - Brasil Barra do Ribeiro Animal atetgdo
bLge 46 M RS - Brasil Canela Z60 Sapucaia do Sul
bLge 74 F RS - Brasil Pinheiro Machado Animal aglago
bLge 76 M RS - Brasil Arroio Grande Morto por fadeiros
bLge 90 M RS - Brasil Sao Gabriel Animal atropelado
L. tigrinus
bLti 46 M RS - Brasil Garibaldi Z60 Particular Mofestier
bLti 94 M RS - Brasil Ibarama Abatido por cagadores
bLti 106 M RS - Brasil Santa Cruz do Sul Criadolorro Reuter
bLti 124 M RS - Brasil Arroio do Meio Animal atrola&lo
" bLti 132 M RS - Brasil Rolante Animal atropelado
o bLti 56 M Sé&o Paulo - Brasil Piracicaba Z60 de ¢loaba
% bLti 59 F S&o Paulo - Brasil Mogi Guacu Z60 de Bamardo do Campo
o bLti 61 M Sao Paulo - Brasil Sao Carlos Associdgaba Ciliar
bLti 62 M S&o Paulo - Brasil Campinas AssociacadaMzliar
bLti 71 M S&o Paulo - Brasil Sorocaba Z60 de Sdraca
bLti 75 F Sao Paulo - Brasil - Z60 de Bauru
bLti 76 M S&o Paulo - Brasil Pedreira Z60 de Pedrei
bLti 87 M S&o Paulo - Brasil Mogi Mirim Associachtata Ciliar
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bLti 89 M Parana - Brasil Pato Branco Z60 de Caslcav
bLti 96 M Goiés - Brasil Agua Boa Animal atropelado
bLti 97 M  Espirito Santo - Brasil Domingos Martins Associa¢ao Pré-Carnivoros
bLti 01 F RS - Brasil Triunfo Animal atropelado
bLti 09 F RS - Brasil Cachoeira do Sul Z60 Sapudaisul
bLti 49 F RS - Brasil Guaiba Animal atropelado
bLti 68 M RS - Brasil Montenegro Animal atropelado
bLti 79 F RS - Brasil Eldorado do Sul Animal atrtguo
bLti 80 M RS - Brasil Glorinha Animal atropelado
bLti 98 F RS - Brasil Restinga Seca Animal atrogela
bLti 102 F RS - Brasil Erechim Z060 Sapucaia do Sul
8 bLti 108 M RS - Brasil Santa Maria Criadouro MoReuter
QO  DbLti 113 M RS - Brasil Getulio Vargas Capturado famendeiros
g bLti 119 M RS - Brasil Cachoeira do Sul Z60 Cachaelo Sul
T bLti 120 M RS - Brasil Cachoeira do Sul 2060 Cachoéio Sul
bLti 121 M RS - Brasil Triunfo Z60 Sapucaia do Sul
bLti 135 F RS - Brasil Estancia Velha Z60 Sapucaisul
bLti 85 M Goias - Brasil Goiania Z60 de Goiania
bLti 107 F Piaui - Brasil - Criadouro Morro Reuter
bLti 118 F Piaui - Brasil - Associacao Pro-Carndsor
bLti 130 M Piaui - Brasil - Animal atropelado
bLti 152 M Piaui - Brasil - Associacao Pré-Carnbr
bLti 151 M Ceara - Brasil - Associagdo Pro-Carndgor
L. colocolo
Lco 07 M Argentina - NCI-USA
n Lco 09 F Uruguai - NCI-USA
S  Leol1d3 M Goiés - Brasil - NCI-USA
E bLco 303* M Goias - Brasil Parque Nacional das Emakeandro Silveira/Anah Jacomo
bLco 310* M Goias - Brasil Parque Nacional das Emakeandro Silveira/Anah Jacomo
bLco 317* M Goias - Brasil Parque Nacional das Emakeandro Silveira/Anah Jacomo

O asterisco (*) indica as amostras nao incluidagsdos prévios.

29



Tabela 2. Condi¢cbes de amplificacdo de PCR para waddos segmentos utilizados no estudo.

Segmento Desnat. Inicial Desnat. Anelamento ExtensaN® ciclos Extensao Final
ATP7A, BTK,
PLP1 12, 94° por 3' 94° por 45"  60° - 50° por 45"  72°180" 10
SILV, CHRNALl 94° por 45" 50° por 45" 72° por 1'30" 30 pae15'
PLP1 I5 94° por 3' 94° por 45"  60° - 55° por 45" 72°20r 5
94° por 45" 55° por 45" 72° por 2' 35 72°Yr
BGN 94° por 3' 94° por 45"  65° - 55° por 45" 72°180" 10

94° por 45" 55° por 45" 72° por 1'30" 30 pae1s’




Tabela 3. Diversidade génica (haplotipica) e nudéra estimada para cada um dos segmentos nucleare
analisados nas amostras das trés espieemsmardus tigrinug.. geoffroyie L. colocola

Segmento N*  RHap N. S'|t|95 Divers. Génica Divers. Nucleotidica
Polimorficos
ATP7A 91 4 3 0.620 0.00238
BTK 91 6 5 0.653 0.00214
PLP1 12 87 8 9 0.749 0.00189
PLP1 15 92 5 8 0.631 0.00356
BGN 87 15 12 0.811 0.00694
X concatenado 80 29 37 0.921 0.00300

CHRNA1 148 13 9 0.712 0.00430
SILV 148 3 2 0.554 0.00206

N*: Numero de cromossomos analisados em cada ségmeclear para as trés especies.



Tabela 4. Cromossomos encontrados em cada um gé&tipas analisados com o programa NETWORK paraacsegmento nuclear
caracterizado, com sua respectiva origem geogr&disandividuos heterozigoticos foram sublinhados endividuos hibridos estdo em negrito.

Haplétipos Cromossomos Orlge,rr_l
geografica
ATP7A
H1 bLge28, bLge36, bLge37, bLge41l, bLgefllge 01, bLgell, bLge31, bLge33, bLge35, bLge38, bLge ™ ge76, RS
bLge90, bLti68, bLti79
bLge09, bLge20, bLge52, bLge62, bLge64, bLge8%5€@6, bLge87 ARG/BOL/URU
Lco07, Lco09, Lcol3, bLco303, bLco310, bLco317 GO/ARG/URU
H2 bLti 01, bLti09, bLti49, bLti79 , bLti80, bLti98, bLti102, bLti108, bLti113, bLti120, bLti121, bLti135, RS
bLti46, bLti94,bLti106, bLti124, bLtil32bLge 02, bLge04, bLge05, bLge08, bLge1BLgel3, bLge32, bLge42
bLti56, bLti59 bLti62, bLti71, bLti75, bLti76, bLti87, bLti89, 97 SP/PR/ES/
H3 bLgel0 RS
bLti59, bLti61, bLti96 SP/GO
H4 bLti85, bLti107, bLti118, bLti130, bLti151, bLti152 GOI/CE/PI
BTK
H1 bLge 01, bLgel1l, bLge31, bLge33, bLge35, bLge38, ¢46, bLge74, bLge76, bLge9b).ge28, bLge36, bLge37, RS
bLge4l, bLge71bLti68, bLti79
bLge09, bLge20, bLge52, bLge64, bLge85, bLge86 gdlzg ARG/BOL/URU
H2 bLtiO1, bLti09,bLti49, bLti79 , bLti80, bLti98, bLti102, bLti108, bLti113, bLti119, bLti120, bLti121, bLti135 RS
bLti46, bLti94, bLti106, bLti124, bLti13Z4)Lge02, bLge04, bLge05, bLge08, bLgel0, bLgel3, &3P, bLge42
bLti56, bLti59, bLti62, bLti71, bLti75, bLti76, bli87, bLti89, bLti96 SP/PR/GO
H3 bLti61, bLti97 SP/ES
H4 bLti85, bLti107, bLti118, bLti130, bLti151, bLti152 GOI/CE/PI
H5 Lco07, Lcol3, bLco303, bLco310, bLco317 GO/ARG
H6 Lco09 URU
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PLP1 12
H1

H2

H3

H4

H5
H6
H7
H8

PLP1I5
H1

H2

H3
H4
H5

bLge01, bLgell, bLge31, bLge33, bLge35, bLge38, iy, bLge76, bLge9MLge36, bLge37, bLge4l, bLge71
bLti 68, bLti79

bLge09, bLge20, bLge52, bLgedd ge64, bLge85, bLge86, bLge87
bLtiO1, bLti09, bLti49, bLti80, bLti98, bLti102, bLti108, bLti113, bLti120. bLti 46, bLti94, bLti106, bLti124,
bLti132

bLge02, bLge04, bLge05, bLge08, bLgel3, bLge32, b4
bLti59, bLti71, bLti76

bLti09, bLti79, bLti121, bLti135, bLgel0

bLti56, bLti59 bLti61, bLti62, bLti75, bLti87, bLti89, bLti96, 497
bLge28,bLge46

bLge62

bLti85, bLti107, bLti118, bLti130

Lco07

Lco09

Lcol3

bLge01, bLgell, bLge31, bLge33, bLge35, bLge38, 46, bLge74, bLge76, bLge9®Lge28, bLge36, bLge37,
bLge4l, bLge71bhLti68

bLge09, bLge20, bLge52, bLge62, bLge64, bLge85 galeg bLge87
bLti01, bLti09, bLti49, bLti79, bLti80, bLti98, bLt i102, bLti108, bLti113, bLti120, bLti121, bLti135 bLti46,
bLti94,

bLti106, bLti124, bLti132pbLge02, bLge04, bLge05, bLge08, bLgel0, bLgel3, bd3p, bLge42
bLti56, bLti59, bLti61, bLti62, bLti71, bLti75, bii6, bLti87, bLti89, bLti96, bLti97

bLti85, bLti107, bLti118, bLti130, bLti151, bLti152

Lco07

Lco09, Lcol3, bLco303, bLco310, bLco317

RS

ARG/BOL/URU

RS

SP
RS
SP/PR/ES/IGO
RS
BOL
GO/PI
ARG
URU
GO

RS
ARG/BOL/URU

RS

SP/PR/ES/GO
GOI/CE/PI
ARG
URU/GO
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BGN
H1 bLge01 RS
H2 bLtiO1, bLti98, bLti102, bLti108, bLti120, bLti135, bLti94, bLti106, bLti124, bLti132bLge02, bLge08, bLgel0,

RS
bLgel3,bLge4l
bLti56, bLti59, bLti61, bLti62, bLti71, bLti75, bi87, bLti89, bLti96 SP/PR/GO
H3 bLge04, bLgell, bLge32, bLge35, bLge78Lge76,bLge28, bLge37, bLti4&Lti09, bLti49, bLti79 RS
H4 bLge05, bLge31, bLge38)Lge36,bLti121 RS
bLge09, bLge20, bLge52, bLge62 ARG/BOL/URU
H5 bLge33,bLge71 RS
H6 bLge42 RS
H7 bLge71 RS
H8 bLge74, bLtio9 RS
H9 bLge85 BOL
H10 bLge87 BOL
H11 bLti85, bLti107, bLti118, bLti130, bLti151, bLti15®Lti49, bLti68, bLti113 RS/GO/CE/PI
H12 bLti76 SP
H13 bLti97 ES
H14 Lco07, Lco09, Lcol3, bLco303, bLco310 GO/ARG/URU
H15 bLco317 GO
X concatenado
H1 bLgeO1 RS
H2 bLti 01, bLti98, bLti102, bLti108, bLti120, bLti94, bLti106, bLti124, bLti132)Lge02, bLge08, bLgel3 RS
bLti59, bLti71 SP
H3 bLge04, bLge32 bLti46, bLti49 RS
H4 bLge05 RS
HS bLge09, bLge20, bLge36, bLge38,g9e31, bLge38 RS/ARG/URU
H6 bLgelQ bLti135 RS
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H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29

SILV
H1

bLti56, bLti62, bLti75, bLti87, bLti89
bLgel0 bLti59, bLti96

bLgell, bLge35pLge37,bLge74 bLge76
bLge28

bLge33,bLge71

bLge4l

bLge42

bLge71

bLge74
bLge85

bLge87
bLti09, bLti79
bLti09

bLti49, bLti113
bLti61

bLti68

bLti76

bLti79

bLti85, bLti107, bLti118, bLti130
bLti97

bLti121

Lco07

Lco09

Lcol3

bLge01, bLge02 bLge04 bLge05 bLgel0,bLge31, bLge32, bLge33, bLge35, bLge4BlLge46 bLge74, bLge90

bLge 28 bLge36 bLge37 bLge4] bLge71bLti09, bLti49, bLti68, bLti79, bLti120, bLti121, bLti106

SP/PR
RS/SP/GO
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
BOL
BOL
RS
RS
RS
SP
RS
SP
RS
GO/PI
ES
RS
ARG
URU
GO

RS
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bLge09, bLge20, bLge52, bLge62, bLge64, bLge82 g bLge86, bLge87, bLti76 SP/ARG/URU/BOL
H2 bLtiO1, bLti09, bLti49, bL1i68, bLti80, bLti98, bLti102, bLti108, bLti113, bLti119, bLti120, bLti121, bLti135,

bLti46, bLti94, bLti106 bLti124, bLti132pLge02 bLge04 bLge05 bLge08, bLgel0blgell, bLgel3, bLge38, RS
bLge42 blLge46 bLge76,bLge28 bLge36 bLge37 bLge4l
bLti56, bLti59, bLti61, bLti62, bLti71, bLti75, bif6, bLti87, bLti89, bLti96, bLti97 SP/PR/ES/GO
bLti85, bLti107, bLti118, bLti130, bLti151, bLti152 GO/CE/PI
H3 Lco07, Lco09, Lcol3, bLco303, bLco310, bLco317 GO/ARG/URU
CHRNA1
H1 bLge01, bLge05bLge08, bLgellblLgel3 bLge42 bLge46 bLge90,bLge36, bLge3/bLged] bLge71pLti0l, RS
bLti09, bLti46, bLti49, bLti68, bLti79 , bLti80, bLti94, bLti106,bLti119, bLti124, bLti132
bLge52 bLge64 bLge82 ARG/BOL
bLti61, bLti62, bLti75, bLti76 bLti96 SP/GO
bLti85, bLti107, bLti118, bLti130, bLti151, bLti152 GO/CE/PI
H2 bLge02, bLge04,bLgellblLgell bLgel3 bLge28 bLge31, bLge32 bLge33, bLge35bLge37 bLge38 bLge4l
bLge42 blLge74 bLge76 bLtiO1, bLti09, bLti49, bLti98, bLti102, bLti108, bLti113, bLti119, bLti120, bLti121, RS
bLti124, bLti132 bLti135
bLge09, bLge20, bLge5dLge62, bLge64 bLge82 bLge85 bLge86, bLge87 ARG/BOL/URU
bLti56, bLti59 bLti62, bLti71, bLti76, bLti89, bLti97 SP/PR/ES
H3 bLge04 RS
H4 bLge05 bLgelQ bLti94 RS
bLti61, bLti87, bLti96 SP/GO
H5 bLge28 RS
H6 bLge32 bLge38 bLge74 bLge76 bLti98, bLti108, bLti135 RS
bLge87 bLti89, bLti97 BOL/PR/ES
H7 bLge35 RS
H8 bLge85 bLti71 BOL/SP
H9 bLti59, bL1i113 SP/RS
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H10
H11
H12
H13

bLti79

Lco07, Lco09Lcol3 bLco303 bLco310, bLco317
LcoQ9

Lcol3 bLco303

RS

GO/ARG/URU

URU
GO
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Tabela 5. Lista dos individuos com seu respectiapldiipo de locos ligados ao
cromossomo X. A distribuicdo geografica de cadada® haplotipos também € indicada.
Os individuos e haplétipos aparentemente ndo @igjiao seu grupo fenotipico estédo
destacados em negrito.

Haplotipo

Individuos

Origem geografica

Clado Leopardustigrinus SSE

H2 bLge02, bLgel3pLti 59, 94, 98, 102, 106, 120, 124, 132
H3 bLge04, bLti46, 49
H4 bLge05
H5 bLge08
H7 bLgel0
H8 bLgel0
H13 bLge42
H18 bLti01, 108
H19 bLti09, 79
H20 bLti 09
H21 bLti49, 113
H22 bLti56, 62, 75, 87, 89, 135
H23 bLti59, 96
H24 bLti61
H26 bLti71
H27 bLti76
H30 bLti97
H31 bLti121
Clado Leopardus geoffroyi
H1 bLge01
H6 bLge09, 20, 31, 36, 38, 52
H9 bLgel1, 35, 37, 74, 76
H10 bLge28
H11 bLge33, 71
H12 bLge41
H14 bLge71
H15 bLge74
H16 bLge85
H17 bLge87
H25 bLti68
H28 bLti79

Clado L. tigrinus CNE

H29

bLti85, 107, 118, 130

Clado Leopardus colocolo

H32
H33
H34

LcoO7
Lco09
Lcol3

RS/SP
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS

RS/PR/SP

SP/GO
SP
SP
SP
ES
RS

RS
RS/ARG/URU
RS
RS
RS
RS
RS
RS
BOL
BOL
RS
RS

GO/CE/PI

ARG
URU
GO
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Tabela 6. Taxas de recombinacdo estimadas para waddos locos nucleares utilizando o
programa LAMARC. Os intervalos de credibilidade9#86 estdo mostrados entre parénteses e o

loco com a maior taxa esté indicado em negrito.

R (taxa de recombinacéo)

Loco
ATP7A 0.00007 (0.00001 - 1.7871)
BTK 0.00266 (0.00001 - 1.3878)
PLP1I2 0.00006 - 0.00001 - 1.5474)
PLP1I5 0.00025 (0.00001 - 1.15406)
BGN 2.9154 (0.00004 - 8.67042)
SILV 0.00008 (0.00001 - 4.34621)
CHRNA1 0.76765 (0.00003 - 2.96980)
ALL 0.710578 (0.00003 - 1.44622)
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Tabela 7. Propor¢céao de associacdo dos haplétiposgehotipos de cada individuo amsstersinferidos pela andlise Bayesiana do programa
STRUCTURE. Estdo demonstrados aqui os valores abtidira cada uma das seguintes analises: 1) cortjptal de marcadores do tipo
sequéncia ligados ao X e autossémicos e 2) conjotdbd de locos de microssatélite avaliados pregiaen por Trigoet al. (em preparacédo).
Cada coluna contém o valor de “q” para cada indiwiem cadaluster populacional com seu respectivo intervalo de bikdade entre
parénteses. O asterisco (*) indica os individudmidds inferidos através de estudos anterioredvibhebs com probabilidades < 0.90 de
pertencerem a sua espécie sao mostrados em negrito.

Marcadores ligados ao X e Autossdmicos Microssatélites

ID L. geoffroyi L. tigrinus SSE L. colocolo L. tigrinus CNE L. geoffroyi L. tigrinus SSE
bLge 01* | 0.950 (0.684,1.000) | 0.013 (0.000,0.072) | 0.009 (0.000,0.045) | 0.028 (0.000,0.209) | 0.963 (0.800,1.000) | 0.037 (0.000,0.200)

e . . ,U. . . 4. . . ,U. . . ,U. . . , L. . . ,U.
bLge 02* | 0.050 (0.000,0.392) | 0.933 (0.566,1.000) | 0.007 (0.000,0.038) | 0.009 (0.000,0.048) | 0.920 (0.582,1.000) | 0.080 (0.000,0.418)
bLge 04* | 0.065 (0.000,0.492) | 0.903 (0.435,1.000) | 0.019 (0.000,0.128) | 0.012 (0.000,0.064) | 0.887 (0.466,1.000) | 0.113 (0.000,0.534)
bLge 05* | 0.078 (0.000,0.493) | 0.897 (0.460,1.000) | 0.008 (0.000,0.041) | 0.017 (0.000,0.101) | 0.841 (0.290,1.000) | 0.159 (0.000,0.710)
bLge 08* | 0.013 (0.000,0.066) | 0.858 (0.199,1.000) | 0.007 (0.000,0.037) | 0.122 (0.000,0.777) | 0.361 (0.000,1.000) | 0.639 (0.000,1.000)
bLge 09 0.980 (0.883,1.000) | 0.008 (0.000,0.041) | 0.006 (0.000,0.029) | 0.006 (0.000,0.028) | 0.975 (0.864,1.000) | 0.025 (0.000,0.136)
bLge 10* | 0.015 (0.000,0.093) | 0.972 (0.832,1.000) | 0.006 (0.000,0.029) | 0.007 (0.000,0.032) | 0.956 (0.762,1.000) | 0.044 (0.000,0.238)
bLge 11* | 0.733 (0.137,1.000) | 0.131 (0.000,0.780) | 0.008 (0.000,0.041) | 0.128 (0.000,0.682) | 0.378 (0.000,1.000) | 0.622 (0.000,1.000)
bLge 13* | 0.014 (0.000,0.073) | 0.950 (0.689,1.000) | 0.007 (0.000,0.037) | 0.029 (0.000,0.202) | 0.281 (0.000,1.000) | 0.719 (0.000,1.000)

e . . , L. . . ,0. . . ,0. . . ,U. . . , L. . . ,0.
bLge 20 0.973 (0.842,1.000) | 0.012 (0.000,0.065) | 0.007 (0.000,0.038) | 0.007 (0.000,0.035) | 0.964 (0.804,1.000) | 0.036 (0.000,0.196)
bLge 28 0.928 (0.580,1.000) | 0.035 (0.000,0.254) | 0.016 (0.000,0.097) | 0.021 (0.000,0.149) | 0.526 (0.000,1.000) | 0.474 (0.000,1.000)
bLge 31* | 0.973 (0.842,1.000) | 0.012 (0.000,0.063) | 0.007 (0.000,0.039) | 0.007 (0.000,0.036) | 0.958 (0.774,1.000) | 0.042 (0.000,0.226)
bLge 32* | 0.235 (0.000,0.894) | 0.751 (0.093,1.000) | 0.008 (0.000,0.038) | 0.007 (0.000,0.035) | 0.439 (0.000,1.000) | 0.561 (0.000,1.000)
bLge 33* | 0.974 (0.843,1.000) | 0.012 (0.000,0.064) | 0.007 (0.000,0.035) | 0.007 (0.000,0.036) | 0.971 (0.844,1.000) | 0.029 (0.000,0.156)
bLge 35* | 0.965 (0.788,1.000) | 0.012 (0.000,0.062) | 0.015 (0.000,0.090) | 0.008 (0.000,0.041) | 0.917 (0.593,1.000) | 0.083 (0.000,0.407)
bLge 36 0.921 (0.544,1.000) | 0.020 (0.000,0.129) | 0.006 (0.000,0.031) | 0.053 (0.000,0.389) | 0.944 (0.701,1.000) | 0.056 (0.000,0.299)
bLge 37 0.952 (0.710,1.000) | 0.021 (0.000,0.139) | 0.006 (0.000,0.031) | 0.021 (0.000,0.148) | 0.857 (0.131,1.000) | 0.143 (0.000,0.869)
bLge 38* | 0.893 (0.438,1.000) | 0.072 (0.000,0.509) | 0.007 (0.000,0.034) | 0.028 (0.000,0.212) | 0.424 (0.000,1.000) | 0.576 (0.000,1.000)
bLge 41 0.708 (0.150,1.000) | 0.257 (0.000,0.828) | 0.008 (0.000,0.039) | 0.027 (0.000,0.199) | 0.967 (0.820,1.000) | 0.033 (0.000,0.180)
bLge 42* | 0.051 (0.000,0.401) | 0.920 (0.510,1.000) | 0.009 (0.000,0.049) | 0.020 (0.000,0.129) | 0.478 (0.000,1.000) | 0.522 (0.000,1.000)
bLge 46* | 0.828 (0.261,1.000) | 0.039 (0.000,0.297) | 0.008 (0.000,0.042) | 0.125 (0.000,0.679) | 0.207 (0.000,0.944) | 0.793 (0.056,1.000)
bLge 52 0.968 (0.806,1.000) | 0.013 (0.000,0.066) | 0.007 (0.000,0.037) | 0.012 (0.000,0.070) | 0.959 (0.786,1.000) | 0.041 (0.000,0.214)
bLge 62 0.980 (0.884,1.000) | 0.008 (0.000,0.042) | 0.006 (0.000,0.029) | 0.006 (0.000,0.028) | 0.972 (0.847,1.000) | 0.028 (0.000,0.153)
bLge 64 0.967 (0.801,1.000) | 0.013 (0.000,0.069) | 0.007 (0.000,0.039) | 0.012 (0.000,0.071) | 0.894 (0.476,1.000) | 0.106 (0.000,0.524)
bLge 71 0.968 (0.803,1.000) | 0.009 (0.000,0.046) | 0.007 (0.000,0.036) | 0.016 (0.000,0.109) | 0.956 (0.766,1.000) | 0.044 (0.000,0.234)
bLge 74* | 0.976 (0.855,1.000) | 0.012 (0.000,0.066) | 0.007 (0.000,0.034) | 0.006 (0.000,0.029) | 0.277 (0.000,1.000) | 0.723 (0.000,1.000)
bLge 76* | 0.769 (0.125,1.000) | 0.182 (0.000,0.850) | 0.008 (0.000,0.043) | 0.040 (0.000,0.309) | 0.263(0.000,0.997) | 0.737 (0.003,1.000)
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bLge 82
bLge 85
bLge 86
bLge 87
bLge 90*

0.912 (0.373,1.000)
0.940 (0.638,1.000)
0.973 (0.841,1.000)
0.968 (0.808,1.000)
0.951 (0.693,1.000)

0.059 (0.000,0.504)
0.033 (0.000,0.238)
0.013 (0.000,0.064)
0.015 (0.000,0.082)
0.014 (0.000,0.076)

0.010 (0.000,0.052)
0.019 (0.000,0.123)
0.007 (0.000,0.037)
0.009 (0.000,0.049)
0.007 (0.000,0.037)

0.019 (0.000,0.122)
0.009 (0.000,0.046)
0.007 (0.000,0.036)
0.007 (0.000,0.037)
0.027 (0.000,0.202)

0.973 (0.856,1.000)
0.956 (0.763,1.000)
0.963 (0.800,1.000)
0.890 (0.508,1.000)
0.512 (0.000,1.000)

0.027 (0.000,0.144)
0.044 (0.000,0.237)
0.037 (0.000,0.200)
0.110 (0.000,0.492)
0.488 (0.000,1.000)

bLti 01*
bLti 09*
bLti 46
bLti 49*
bLti 56
bLti 59
bLti 61
bLti 62
bLti 68*
bLti 71
bLti 75
bLti 76
bLti 79*
bLti 80*
bLti 87
bLti 89
bLti 94
bLti 96
bLti 97
bLti 98*
bLti 102*
bLti 106
bLti 108*
bLti 113*
bLti 119*
bLti 120*
bLti 121*
bLti 124
bLti 132
bLti 135*

0.009 (0.000,0.046)
0.054 (0.000,0.395)
0.015 (0.000,0.079)
0.025 (0.000,0.182)
0.015 (0.000,0.076)
0.008 (0.000,0.039)
0.010 (0.000,0.052)
0.014 (0.000,0.074)
0.550 (0.117,1.000)
0.062 (0.000,0.422)
0.009 (0.000,0.044)
0.051 (0.000,0.399)
0.597 (0.164,0.943)
0.013 (0.000,0.071)
0.008 (0.000,0.039)
0.014 (0.000,0.075)
0.010 (0.000,0.051)
0.010 (0.000,0.049)
0.016 (0.000,0.084)
0.009 (0.000,0.048)
0.009 (0.000,0.048)
0.043 (0.000,0.320)
0.015 (0.000,0.078)
0.011 (0.000,0.056)
0.017 (0.000,0.092)
0.050 (0.000,0.393)
0.149 (0.000,0.751)
0.014 (0.000,0.074)
0.014 (0.000,0.075)
0.009 (0.000,0.046)

0.969 (0.815,1.000)
0.927 (0.563,1.000)
0.858 (0.206,1.000)
0.928 (0.604,1.000)
0.966 (0.793,1.000)
0.977 (0.861,1.000)
0.953 (0.709,1.000)
0.950 (0.685,1.000)
0.023 (0.000,0.142)
0.902 (0.489,1.000)
0.944 (0.630,1.000)
0.919 (0.504,1.000)
0.384 (0.047,0.819)
0.847 (0.181,1.000)
0.973 (0.841,1.000)
0.966 (0.798,1.000)
0.954 (0.713,1.000)
0.954 (0.716,1.000)
0.962 (0.772,1.000)
0.977 (0.860,1.000)
0.977 (0.862,1.000)
0.898 (0.405,1.000)
0.966 (0.795,1.000)
0.930 (0.600,1.000)
0.938 (0.612,1.000)
0.933 (0.567,1.000)
0.835 (0.231,1.000)
0.950 (0.692,1.000)
0.950 (0.689,1.000)
0.977 (0.862,1.000)

0.006 (0.000,0.028)
0.007 (0.000,0.035)
0.007 (0.000,0.039)
0.006 (0.000,0.030)
0.007 (0.000,0.037)
0.006 (0.000,0.031)
0.008 (0.000,0.039)
0.007 (0.000,0.037)
0.007 (0.000,0.038)
0.018 (0.000,0.118)
0.006 (0.000,0.029)
0.009 (0.000,0.049)
0.010 (0.000,0.054)
0.007 (0.000,0.040)
0.007 (0.000,0.036)
0.007 (0.000,0.037)
0.007 (0.000,0.037)
0.007 (0.000,0.038)
0.009 (0.000,0.049)
0.006 (0.000,0.028)
0.006 (0.000,0.028)
0.008 (0.000,0.039)
0.007 (0.000,0.037)
0.008 (0.000,0.042)
0.008 (0.000,0.041)
0.008 (0.000,0.038)
0.007 (0.000,0.037)
0.007 (0.000,0.036)
0.007 (0.000,0.036)
0.006 (0.000,0.028)

0.016 (0.000,0.095)
0.012 (0.000,0.069)
0.120 (0.000,0.771)
0.041 (0.000,0.286)
0.012 (0.000,0.066)
0.009 (0.000,0.049)
0.029 (0.000,0.203)
0.029 (0.000,0.204)
0.420 (0.000,0.867)
0.018 (0.000,0.106)
0.042 (0.000,0.329)
0.020 (0.000,0.133)
0.009 (0.000,0.049)
0.132 (0.000,0.801)
0.012 (0.000,0.064)
0.012 (0.000,0.066)
0.029 (0.000,0.209)
0.029 (0.000,0.198)
0.013 (0.000,0.072)
0.008 (0.000,0.043)
0.008 (0.000,0.042)
0.051 (0.000,0.403)
0.012 (0.000,0.066)
0.051 (0.000,0.351)
0.037 (0.000,0.279)
0.009 (0.000,0.049)
0.009 (0.000,0.045)
0.028 (0.000,0.200)
0.029 (0.000,0.200)
0.008 (0.000,0.043)

0.194 (0.000,0.791)
0.527 (0.000,1.000)
0.171 (0.000,0.693)
0.896 (0.496,1.000)
0.036 (0.000,0.194)
0.055 (0.000,0.285)
0.078 (0.000,0.400)
0.047 (0.000,0.248)
0.123 (0.000,0.651)
0.058 (0.000,0.302)
0.036 (0.000,0.195)
0.038 (0.000,0.204)
0.605 (0.000,1.000)
0.191 (0.000,0.849)
0.167 (0.000,0.792)
0.106 (0.000,0.470)
0.064 (0.000,0.332)
0.129 (0.000,0.563)
0.083 (0.000,0.416)
0.562 (0.000,1.000)
0.072 (0.000,0.375)
0.050 (0.000,0.268)
0.422 (0.000,1.000)
0.039 (0.000,0.211)
0.471 (0.000,1.000)
0.046 (0.000,0.246)
0.909 (0.557,1.000)
0.171 (0.000,0.764)
0.363 (0.000,1.000)
0.698 (0.005,1.000)

0.806 (0.209,1.000)
0.473 (0.000,1.000)
0.829 (0.307,1.000)
0.104 (0.000,0.504)
0.964 (0.806,1.000)
0.945 (0.715,1.000)
0.922 (0.600,1.000)
0.953 (0.752,1.000)
0.877 (0.349,1.000)
0.942 (0.698,1.000)
0.964 (0.805,1.000)
0.962 (0.796,1.000)
0.395 (0.000,1.000)
0.809 (0.151,1.000)
0.833 (0.208,1.000)
0.894 (0.530,1.000)
0.936 (0.668,1.000)
0.871 (0.437,1.000)
0.917 (0.584,1.000)
0.438 (0.000,1.000)
0.928 (0.625,1.000)
0.950 (0.732,1.000)
0.578 (0.000,1.000)
0.961 (0.789,1.000)
0.529 (0.000,1.000)
0.954 (0.754,1.000)
0.091 (0.000,0.443)
0.829 (0.236,1.000)
0.637 (0.000,1.000)
0.302 (0.000,0.995)

bLti 85

bLti 107
bLti 118
bLti 130

0.009 (0.000,0.045)
0.007 (0.000,0.033)
0.007 (0.000,0.033)
0.009 (0.000,0.046)

0.013 (0.000,0.069)
0.009 (0.000,0.045)
0.008 (0.000,0.041)
0.013 (0.000,0.071)

0.007 (0.000,0.036)
0.006 (0.000,0.027)
0.006 (0.000,0.027)
0.007 (0.000,0.035)

0.971 (0.824,1.000)
0.979 (0.876,1.000)
0.979 (0.878,1.000)
0.971 (0.826,1.000)
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bLti 151
bLti 152
Lco 07
Lco 09
Lco 13
bLco 303
bLco 310
bLco 317

0.009 (0.000,0.046)
0.009 (0.000,0.043)
0.007 (0.000,0.036)
0.006 (0.000,0.030)
0.007 (0.000,0.036)
0.007 (0.000,0.037)
0.007 (0.000,0.036)
0.007 (0.000,0.036)

0.013 (0.000,0.070)
0.013 (0.000,0.071)
0.007 (0.000,0.034)
0.006 (0.000,0.027)
0.007 (0.000,0.035)
0.007 (0.000,0.037)
0.007 (0.000,0.035)
0.007 (0.000,0.034)

0.007 (0.000,0.037)
0.007 (0.000,0.035)
0.979 (0.876,1.000)
0.983 (0.900,1.000)
0.979 (0.877,1.000)
0.979 (0.872,1.000)
0.979 (0.875,1.000)
0.979 (0.877,1.000)

0.970 (0.823,1.000)
0.971 (0.829,1.000)
0.007 (0.000,0.036)
0.006 (0.000,0.027)
0.007 (0.000,0.035)
0.007 (0.000,0.036)
0.007 (0.000,0.034)
0.007 (0.000,0.036)
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Tabela 8. Proporcao de associacdo dos haplétiges@ipos de cada individuo adsstersinferidos para o conjunto total de marcadores
moleculares através da analise Bayesiana do pragedRUCTURE utilizando o modelo de locos ligadaasd#&coluna contém o valor de
"q" para cada individuo em cadaster populacional com seu respectivo intervalo de bikdade entre parénteses. O asterisco (*) indica
os individuos hibridos inferidos através de estualteriores. Individuos com probabilidades < 0.80pdrtencerem a sua espécie sao
mostrados em negrito.

Marcadores ligados ao X, Autossdmicos e Microfisege

ID L. geoffroyi L. tigrinus SSE L. colocolo L. tigrinus CNE
bLge 01* | 0.773 (0.433,1.000) 0.015 (0.000,0.083) 0.011 (0.000,0.060) 0.202 (0.000,0.540)
bLge 02* | 0.485 (0.161,0.792) 0.477 (0.169,0.797) 0.015 (0.000,0.084) 0.022 (0.000,0.123)
bLge 04* | 0.472 (0.154,0.753) 0.410 (0.144,0.696) 0.054 (0.000,0.306) 0.064 (0.000,0.298)
bLge 05* | 0.282 (0.000,0.579) 0.659 (0.352,0.974) 0.019 (0.000,0.108) 0.039 (0.000,0.215)
bLge 08* | 0.171 (0.000,0.473) 0.662 (0.349,0.958) 0.039 (0.000,0.201) 0.128 (0.000,0.463)
bLge 09 0.960 (0.841,1.000) 0.010 (0.000,0.057) 0.013 (0.000,0.074) 0.017 (0.000,0.094)
bLge 10* | 0.492 (0.203,0.762) 0.457 (0.193,0.746) 0.014 (0.000,0.080) 0.037 (0.000,0.198)
bLge 11* | 0.363 (0.097,0.651) 0.551 (0.252,0.836) 0.023 (0.000,0.132) 0.062 (0.000,0.296)
bLge 13* | 0.032 (0.000,0.176) 0.486 (0.196,0.790) 0.009 (0.000,0.052) 0.473 (0.172,0.758)
bLge 20 0.932 (0.765,1.000) 0.033 (0.000,0.165) 0.018 (0.000,0.101) 0.016 (0.000,0.092)
bLge 28 0.576 (0.218,0.943) 0.157 (0.000,0.523) 0.056 (0.000,0.287) 0.212 (0.000,0.567)
bLge 31* | 0.923 (0.714,1.000) 0.019 (0.000,0.109) 0.046 (0.000,0.233) 0.012 (0.000,0.071)
bLge 32* | 0.454 (0.177,0.725) 0.473 (0.206,0.752) 0.032 (0.000,0.170) 0.040 (0.000,0.206)
bLge 33* | 0.956 (0.827,1.000) 0.017 (0.000,0.095) 0.010 (0.000,0.059) 0.016 (0.000,0.093)
bLge 35* | 0.811 (0.545,0.997) 0.155 (0.000,0.412) 0.021 (0.000,0.116) 0.014 (0.000,0.080)
bLge 36 0.624 (0.308,0.965) 0.036 (0.000,0.201) 0.045 (0.000,0.200) 0.294 (0.000,0.621)
bLge 37 0.773 (0.398,1.000) 0.162 (0.000,0.536) 0.015 (0.000,0.083) 0.051 (0.000,0.266)
bLge 38* | 0.455 (0.193,0.736) 0.423 (0.128,0.691) 0.052 (0.000,0.228) 0.070 (0.000,0.317)
bLge 41 0.832 (0.588,0.999) 0.118 (0.000,0.363) 0.017 (0.000,0.094) 0.033 (0.000,0.181)
bLge 42* | 0.367 (0.040,0.664) 0.599 (0.303,0.911) 0.011 (0.000,0.060) 0.024 (0.000,0.138)
bLge 46* | 0.255 (0.050,0.521) 0.527 (0.073,0.873) 0.010 (0.000,0.059) 0.207 (0.000,0.640)
bLge 52 0.688 (0.289,0.996) 0.055 (0.000,0.256) 0.219 (0.000,0.629) 0.038 (0.000,0.191)
bLge 62 0.894 (0.671,1.000) 0.015 (0.000,0.084) 0.056 (0.000,0.258) 0.035 (0.000,0.180)
bLge 64 0.746 (0.431,0.997) 0.047 (0.000,0.239) 0.017 (0.000,0.095) 0.190 (0.000,0.518)
bLge 71 0.787 (0.470,0.999) 0.032 (0.000,0.178) 0.059 (0.000,0.258) 0.122 (0.000,0.420)
bLge 74* | 0.440 (0.182,0.722) 0.390 (0.009,0.704) 0.019 (0.000,0.107) 0.151 (0.000,0.456)
bLge 76* | 0.308 (0.065,0.604) 0.411 (0.002,0.754) 0.034 (0.000,0.182) 0.247 (0.000,0.611)
bLge 82 0.839 (0.531,1.000) 0.015 (0.000,0.086) 0.024 (0.000,0.138) 0.122 (0.000,0.419)
bLge 85 0.786 (0.477,0.999) 0.083 (0.000,0.334) 0.079 (0.000,0.349) 0.052 (0.000,0.245)
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bLge 86 0.940 (0.768,1.000) 0.015 (0.000,0.083) 0.025 (0.000,0.138) 0.021 (0.000,0.115)
bLge 87 0.677 (0.405,0.940) 0.263 (0.004,0.523) 0.026 (0.000,0.144) 0.034 (0.000,0.189)
bLge 90* | 0.491 (0.195,0.833) 0.391 (0.012,0.715) 0.012 (0.000,0.069) 0.106 (0.000,0.436)
bLti 01* 0.126 (0.000,0.390) 0.805 (0.519,0.999) 0.010 (0.000,0.057) 0.059 (0.000,0.292)
bLti 09* 0.271 (0.000,0.578) 0.651 (0.362,0.954) 0.044 (0.000,0.205) 0.034 (0.000,0.187)
bLti 46 0.018 (0.000,0.103) 0.944 (0.781,1.000) 0.018 (0.000,0.101) 0.020 (0.000,0.114)
bLti 49* 0.443 (0.123,0.734) 0.430 (0.165,0.721) 0.010 (0.000,0.058) 0.117 (0.000,0.452)
bLti 56 0.010 (0.000,0.057) 0.964 (0.853,1.000) 0.016 (0.000,0.089) 0.010 (0.000,0.058)
bLti 59 0.014 (0.000,0.077) 0.945 (0.790,1.000) 0.029 (0.000,0.156) 0.013 (0.000,0.071)
bLti 61 0.018 (0.000,0.105) 0.940 (0.771,1.000) 0.014 (0.000,0.076) 0.028 (0.000,0.153)
bLti 62 0.037 (0.000,0.170) 0.923 (0.741,1.000) 0.019 (0.000,0.107) 0.022 (0.000,0.123)
bLti 68* 0.131 (0.004,0.333) 0.295 (0.000,0.774) 0.012 (0.000,0.069) 0.562 (0.041,0.920)
bLti 71 0.039 (0.000,0.204) 0.917 (0.709,1.000) 0.022 (0.000,0.122) 0.022 (0.000,0.127)
bLti 75 0.012 (0.000,0.071) 0.884 (0.662,1.000) 0.022 (0.000,0.118) 0.082 (0.000,0.293)
bLti 76 0.022 (0.000,0.119) 0.885 (0.655,1.000) 0.073 (0.000,0.293) 0.020 (0.000,0.110)
bLti 79* 0.590 (0.348,0.815) 0.380 (0.158,0.623) 0.013 (0.000,0.076) 0.017 (0.000,0.093)
bLti 80* 0.025 (0.000,0.138) 0.615 (0.274,0.980) 0.038 (0.000,0.177) 0.322 (0.000,0.677)
bLti 87 0.025 (0.000,0.136) 0.936 (0.764,1.000) 0.022 (0.000,0.125) 0.017 (0.000,0.094)
bLti 89 0.035 (0.000,0.181) 0.899 (0.683,1.000) 0.049 (0.000,0.227) 0.017 (0.000,0.097)
bLti 94 0.019 (0.000,0.107) 0.914 (0.682,1.000) 0.015 (0.000,0.085) 0.052 (0.000,0.265)
bLti 96 0.031 (0.000,0.153) 0.910 (0.709,1.000) 0.028 (0.000,0.155) 0.031 (0.000,0.168)
bLti 97 0.044 (0.000,0.217) 0.869 (0.634,1.000) 0.056 (0.000,0.245) 0.031 (0.000,0.171)
bLti 98* 0.259 (0.000,0.557) 0.659 (0.363,0.962) 0.012 (0.000,0.068) 0.070 (0.000,0.313)
bLti 102* | 0.017 (0.000,0.098) 0.886 (0.635,1.000) 0.015 (0.000,0.084) 0.082 (0.000,0.327)
bLti 106 0.031 (0.000,0.161) 0.862 (0.555,1.000) 0.013 (0.000,0.072) 0.095 (0.000,0.389)
bLti 108* | 0.058 (0.000,0.265) 0.891 (0.652,1.000) 0.029 (0.000,0.161) 0.021 (0.000,0.123)
bLti 113* | 0.015 (0.000,0.081) 0.755 (0.482,0.996) 0.016 (0.000,0.089) 0.215 (0.000,0.492)
bLti 119* | 0.243 (0.000,0.550) 0.672 (0.356,0.972) 0.045 (0.000,0.209) 0.040 (0.000,0.218)
bLti 120 | 0.063 (0.000,0.282) 0.768 (0.449,0.998) 0.012 (0.000,0.068) 0.157 (0.000,0.474)
bLti 121* | 0.668 (0.401,0.892) 0.250 (0.052,0.501) 0.036 (0.000,0.172) 0.046 (0.000,0.228)
bLti 124 0.025 (0.000,0.140) 0.876 (0.601,1.000) 0.017 (0.000,0.096) 0.082 (0.000,0.346)
bLti 132 0.074 (0.000,0.329) 0.814 (0.487,1.000) 0.026 (0.000,0.144) 0.086 (0.000,0.380)
bLti 135* | 0.244 (0.000,0.514) 0.718 (0.444,0.985) 0.011 (0.000,0.063) 0.027 (0.000,0.152)
bLti 85 0.026 (0.000,0.144) 0.017 (0.000,0.095) 0.014 (0.000,0.081) 0.943 (0.784,1.000)
bLti 107 0.032 (0.000,0.167) 0.026 (0.000,0.144) 0.029 (0.000,0.164) 0.913 (0.702,1.000)
bLti 118 0.024 (0.000,0.130) 0.019 (0.000,0.107) 0.023 (0.000,0.125) 0.934 (0.770,1.000)
bLti 130 0.190 (0.000,0.473) 0.078 (0.000,0.361) 0.014 (0.000,0.081) 0.717 (0.411,0.989)
bLti 151 0.069 (0.000,0.303) 0.046 (0.000,0.231) 0.035 (0.000,0.176) 0.850 (0.578,1.000)
bLti 152 0.141 (0.000,0.425) 0.024 (0.000,0.137) 0.022 (0.000,0.121) 0.813 (0.521,0.999)
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Lco 07
Lco 09
Lco 13
bLco 303
bLco 310
blLco 317

0.025 (0.000,0.141)
0.011 (0.000,0.062)
0.014 (0.000,0.077)
0.026 (0.000,0.151)
0.026 (0.000,0.149)
0.026 (0.000,0.148)

0.019 (0.000,0.108)
0.012 (0.000,0.065)
0.013 (0.000,0.074)
0.026 (0.000,0.146)
0.026 (0.000,0.149)
0.026 (0.000,0.148)

0.937
0.964
0.960
0.922
0.922
0.922

(0.769,1.000)
(0.858,1.000)
(0.846,1.000)
(0.692,1.000)
(0.696,1.000)
(0.696,1.000)

0.019
0.014
0.012
0.026
0.026
0.026

(0.000,0.108)
(0.000,0.077)
(0.000,0.069)
(0.000,0.147)
(0.000,0.148)
(0.000,0.148)
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Tabela 9. Parametros demograficos inferidos pategasespécies de felidedsgpardus tigrinusL. geoffroyie L. colocolg usando o método
baseado em coalescéncia implementado no programarta consideranda tigrinusdo centro-nordeste (CNE) como uma quarta populacao
Os valores sdo as médias calculadas a partir diégpfaslanalises para cada um dos segmentos usanmdtoolo Bayesiano (veja Material e
Métodos). As taxas de migracdo sdo expressas camimero de migrantes por geracdo (Nm) e os inteswdé confianca de 95% estéo entre

parénteses. As maiores taxas sdo mostradas ertonegri

ATP7A

BTK

PLP12

O L. tigrinusSSE
0 L. geoffroyi
0 L. colocolo
O L. tigrinusCNE

0.00069 (0.00012 — 0.00315)
0.00166 (0.00034 — 0.00632)
0.00090 (3.18E-05 — 0.00752)
1.65E-05 (1.04E-05 - 0.00157)

0.00148 (0.00022 — 0.00406)
0.00038 (2.84E-05 — 0.00174)
0.00060 (2.07E-05 - 0.00335)
1.49E-05 (1.02E-05 - 0.00111)

0.00041 (7.29E-05 — 0.00147)
0.00077 (0.00012 — 0.00236)
0.00127 (0.00015 - 0.00912)

1.47E-05 (1.03E-05 - 0.00108)

Nm (L. tigrinus SSE intoL. geoffroy) 0.89365 (0.00594 - 6.08708) 0.32108 (0.00081 - 1.77162) 0.62819 (0.00433 - 2.35340)
Nm (L. tigrinus SSE intoL. colocol 0.19994 (3.95E-07 - 6.77655)  0.10706 (2.54E-07 - 2.83808) 0.07299 (1.81E-06 - 4.88122)
Nm (L. tigrinus SSE intoL. tigrinusCNE) ~ 0.00180 (1.23E-07 - 1.13753)  0.00464 (1.28E-07 - 1.10913) 0.00443 (1.27E-07 - 1.05827)
Nm (L. geoffroyiinto L. tigrinus SSE) 0.61151 (0.01040 - 3.20225) 0.69951 (7.36E-05 - 3.89762) 0.36998 (0.01000 - 1.48738)
Nm (L. geoffroyiinto L. colocolg 0.37540 (4.86E-07 - 9.18604)  0.08423 (2.50E-07 - 2.57095) 0.09704 (1.82E-06 - 5.01386)
Nm (L. geoffroyiinto L. tigrinus CNE) 0.00434 (1.27E-07 - 1.41643)  0.00383 (1.25E-07 - 1.02402) 0.00512 (1.36E-07 - 1.20839)
Nm (L. colocolointo L. tigrinus SSE) 0.11488 (1.54E-06 - 2.52953)  0.17750 (2.85E-06 - 2.70404) 0.06736 (9.13E-07 - 1.15095)
Nm (L. colocolointo L. geoffroy) 0.29985 (5.60E-06 - 5.30271)  0.07895 (3.63E-07 - 1.56151) 0.09205 (1.53E-06 - 1.60432)
Nm (L. colocolointo L. tigrinus CNE) 0.00465 (1.29E-07 - 1.50003)  0.00374 (1.27E-07 - 1.04811) 0.00397 (1.28E-07 - 0.99995)
Nm (L. tigrinusCNE intoL. tigrinusSSE) ~ 0.07299 (1.49E-06 - 2.01263)  0.19482 (2.95E-06 - 2.75648) 0.09038 (9.85E-07 - 1.37197)
Nm (L. tigrinus CNE intoL. geoffroy) 0.14180 (4.43E-06 - 3.34307)  0.08695 (3.71E-07 - 1.58972) 0.16015 (1.98E-06 - 2.08279)
Nm (L. tigrinus CNE intoL. colocolg 0.14577 (4.10E-07 - 6.16792)  0.10612 (2.53E-07 - 2.73576) 0.08698 (1.80E-06 - 5.09481)

PLP115

BGN

SILV

O L. tigrinusSSE
0 L. geoffroyi
0 L. colocolo
O L. tigrinusCNE

Nm (L. tigrinus SSE intoL. geoffroy)
Nm (L.
Nm (L. tigrinus SSE intoL. tigrinus CNE)

tigrinus SSE intaL. colocolg

0.00025 (199E-05 — 0.00184)
0.00025 (1.60E-05 — 0.00138)
0.00174 (0.00032 - 0.00816)
2.59E-05 (1.04E-05 - 0.00109)
0.20364 (0.00039 - 1.39843)
0.07775 (3.86E-06 - 3.20748)
0.00812 (1.41E-07 - 1.16068)

0.00148 (0.00044 — 0.00368)

0.00278 (0.00111 — 0.01015)

0.00042 (1.93E-05 - 0.00209)
4.15E-05 (1.05E-05 - 0.00094)
1.04078 (0.04830 - 9.01234)

0.04687 (2.32E-07 - 1.46811)
0.03150 (5.94E-07 - 0.99848)

0.00024 (1.65E-05 — 0.00218)
0.00088 (3.26E-05 — 0.00273)
1.84E-05 (1.05E-05 - 0.00095)
3.01E-05 (1.04E-05 - 0.00103)
0.63235 (3.02E-05 - 2.70562)
0.00236 (1.26E-07 - 0.71256)
0.01650 (2.04E-07 - 1.28784)
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Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.

geoffroyiinto L. tigrinus SSE)
geoffroyiinto L. colocolq
geoffroyiinto L. tigrinus CNE)
colocolointo L. tigrinus SSE)
colocolointo L. geoffroy)
colocolointo L. tigrinus CNE)
tigrinusCNE intoL. tigrinus SSE)
tigrinus CNE intoL. geoffroy)
tigrinus CNE intoL. colocolg

0.19175 (6.47E-06 - 1.86924)
0.06145 (3.83E-06 - 2.88968)
0.00723 (1.35E-07 - 1.08845)
0.03184 (2.46E-07 - 1.38170)
0.03392 (1.94E-07 - 1.08056)
0.00429 (1.25E-07 - 0.89659)
0.06229 (3.06E-07 - 1.81828)
0.06782 (2.35E-07 - 1.38952)
0.08089 (3.82E-06 - 3.09791)

1.29861 (0.04381 - 3.71007)
0.08202 (2.51E-07 - 1.92886)
0.01300 (1.27E-07 - 0.92545)
0.09899 (5.41E-06 - 1.54248)
0.14515 (1.47E-05 - 2.83910)
0.00846 (1.28E-07 - 0.81540)
0.24533 (1.94E-05 - 2.45404)
0.06821 (1.28E-05 - 2.15935)
0.01673 (2.29E-07 - 1.13507)

0.18847 (3.73E-06 - 2.24960)
0.00524 (1.34E-07 - 0.94655)
0.01290 (1.47E-07 - 1.35171)
0.02917 (2.04E-07 - 1.62311)
0.12140 (4.50E-07 - 2.15636)
0.00650 (1.27E-07 - 0.890728)
0.08615 (3.51E-07 - 2.21086)
0.14250 (4.33E-07 - 2.26977)
0.00130 (1.25E-07 - 0.61821)

CHRNA1

ALL

O L. tigrinusSSE
0 L. geoffroyi
0 L. colocolo
0 L. tigrinusCNE

Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.
Nm (L.

tigrinus SSE intoL. geoffroy)

tigrinus SSE intaL. colocolg

tigrinus SSE intoL. tigrinusCNE)
geoffroyiinto L. tigrinus SSE)

geoffroyiinto L. colocolq

geoffroyiinto L. tigrinus CNE)
colocolointo L. tigrinus SSE)

colocolointo L. geoffroy)

colocolointo L. tigrinus CNE)
tigrinusCNE intoL. tigrinus SSE)
tigrinus CNE intoL. geoffroy)
tigrinus CNE intoL. colocolg

0.00328 (0.00113 — 0.00849)
0,00362 (0.00111 - 0,00910)
0.00128 (0.00012 - 0.00492)

1.61E-05 (1.05E-05 - 0.00121)
3.22599 (0.17700 - 9.13790)
0.04067 (1.46E-06 - 2.26936)
0.00702 (1.47E-07 - 1.58722)
2.93096 (0.21186 - 8.51987)
0.05233 (1.49E-06 - 2.61141)
0.00720 (1.52E-07 - 1.61354)
0.12105 (1.41E-05 - 1.79897)
0.14286 (1.41E-05 - 1.94254)
0.00371 (1.35E-07 - 1.15033)
0.18441 (1.60E-05 - 2.54595)
0.21386 (1.66E-05 - 2.80922)
0.05172 (1.48E-06 - 2.43180)

0.00110 (0.00064 — 0.00170)
0,00121 (0.00080 - 0,00212)
0.00085 (0.00035 - 0.00156)

1.54E-05 (1.27E-05 - 0.00018)
0.92595 (0.28500 - 1.90626)
0.07225 (1.00E-05 - 0.39119)
0.00643 (0.00119 - 0.13857)
0.92832 (0.32286 - 1.60289)
0.10883 (1.47E-05 - 0.54822)
0.00533 (1.35E-05 - 0.11939)
0.09284 (3.74E-05 - 0.39372)
0.10163 (4.23E-04 - 0.48031)
0.00349 (7.59E-07 - 0.09131)
0.16055 (0.02031 - 0.58777)
0.12106 (0.00173 - 0.53770)
0.06767 (1.02E-05 - 0.35847)
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Legenda das Figuras

Fig. 1. A) Mapa da distribuicdo geografica ldeopardus tigrinugarea na cor vermelh&)
Leopardus geoffroy(area na cor azul) na América do Sul (modificadoQdiweira 1994,
Nowell and Jackson 1996, Eisenberg and Redford,18@8quist and Sunquist 2002) com a
indicacdo de sua potencial zona de contato geogréffixa na cor roxa). O circulo indica a
posicdo do Rio Grande do Sul e o ponto de integ@dgandica a incerteza com relacdo a
distribuicdo dd.. tigrinusna bacia Amazoénica. B) Mapa mostrando os regiskeascorréncia
delL. tigrinus (pontos cinzag L. geoffroyi(pontos pretosjio estado do Rio Grande do Sul (os
pontos ndo correspondem apenas aos individuosasedos neste estudo). A zona hibrida,

na Depresséo Central, localiza-se de leste a eesterno do paralelo 30° S.

Fig. 2. Desenho esquemético do cromossomo X cavoadizacdo aproximada dos genes em

megabases (Mb).

Fig. 3. Rede de haplétipos gerada para os segmantdeares: (AATP7A (B) BTK; (C)
PLP112; (D) PLP1I5; (E) BGN, (F) segmentos do cromossomo X concatenadosSiiG) e

(H) CHRNAL1 Cada haplétipo é representado por um circuloggopnal em tamanho a sua
frequéncia, as cores indicam a frequéncia de capibtipo em cada uma das espécies (preto
= L. geoffroyj cinza claro =L. tigrinus cinza escuro #. tigrinus CNE e branco 4.
colocolg. As barras sobre as linhas indicam o nimerautistiuicdes entre os haplotipos, e

os quadrados brancos representam os vetores médios.

Fig. 4. Representacao dos haplétipos dos locoeared ligados ao X identificados atraves
do programa ARLEQUIN. Para cada um dos haplétiposlicada a origem geografica e o
clado da espécie a que pertence. Somente os\&tidveis sdo mostrados. Os numeros dos
sitios se referem a posicdo em pares de baserfpbada um dos locos (primeira linha) e no
cromossomo X quando considerando os locos conaclisn@egunda linha). As posicdes
hachuradas em colorido indicam os eventos de reioagdn detectados entre os sitios

através do DnaSp.
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Table 1 — Demographic parameters inferred for tineet hybridizing species€opardus tigrinusL. geoffroyiandL. colocolg using the

coalescent-based approaches implemented in LaMagration rates are expressed as number of migrimety-five per cent confidence
intervals are show in parenthesis.

MtDNA

X segment

Y segment

0 L. tigrinus

0 L. geoffroyi

0 L. colocolo

Nm (L. tigrinusinto L. geoffroy)

Nm (L. tigrinusinto L. colocolg

Nm (L. geoffroyiinto L. tigrinus)

Nm (L. geoffroyiinto L. colocolg
Nm (L. colocolointo L. tigrinus)

Nm (L. colocolointo L. geoffroy)

0.04396 (0.02491 — 0.07689)

0.03387 (0.01711 — 0.05649)

0.06681 (0.02234 — 0.13657)
1.948 (0.226 — 10.465)
2.611 (0.114 — 13.383)
3.656 (0.588 — 12.627)
0.005 (0.000 — 2.158)
0.736 (0.018 — 4.005)
0.001 (0.000 — 0.744)

0.00029 (0.00007 —0TBP
0.00027 (0.00003 07D
0.00030 (0.00004 228
0.230 (0.001 — 0.717)
0.119 (0.000 — 2.101)
0.255 (0.008 — 0.732)
0.000 (0.000 — 0.993)
0.047 (0.000 — 0.602)
0.000 (0.000 — 0.327)

0.00035 (0.00009 — 0.00147)
0.00019 (0.00002 — 0.00090)
0.00054 (0.00003 — 0.00380)

®(D6001 — 0.910)
£ (04000 — 2.275)
® (D005 — 0.343)
006800 — 2.507)
0(04@00 — 1.033)
004300 — 0.816)
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Table 2. Individuals inferred to have a hybrid figrinusvs. L. geoffroy) origin based on the complete set of molecularkerarused in this
study. 1) Proportion of membershgpof each individual inferred by microsatellite arsdg using STRUCTURE. The values in parentheses are
the posterior credibility intervals. Il) Speciesespic haplotypes from molecular segments of théoamondrial DNA (mtDNA),X and Y

chromosome introngntrogressed haplotypes are shown in bold.

Leopardus geoffroyi Leopardus tigrinus
I Il I Il
ID Microsatellites mtDNA X chr Y chr ID Microsatellites mtDNA X chr Y chr
bLgeOXg 0.973 (0.839, 1.000) Lti Lge Lge bLti01*¢ 0.316 (0.098,0.567) Lge Lti F
bLge02¢ 0.811 (0.494, 1.000) Lti Lti Lti bLti05¢ 0.026 (0.000,0.193) Lti Lge Lge
bLgeO4%  0.475(0.208, 0.737) Lge Lti Lti bLti09*¢ 0.546 (0.303,0.782) Lge Lti F
bLgeO5%  0.532(0.293,0.769) Lge Lti Lge bLti47* 0.391 (0.097,0.696) Lti Lti F
bLge07%  0.432 (0.120, 0.736) Lti Lge bLti49*¢ 0.636 (0.388,0.855) Lge Lti F
bLge08%  0.554 (0.302, 0.800) Lti Lti Lge bLti51* 0.317 (0.098,0.575) Lti Lti F
bLgelQg 0.883 (0.635, 1.000) Lge Lti F bLti68¢ 0.035 (0.000,0.253) Lti Lge Lti
bLgell®n  0.527 (0.275, 0.777) Lti Lge Lge bLti79*¢ 0.561 (0.322,0.795) Lge Lge/ Lti F
bLgelz( 0.992 (0.956, 1.000) Lge Lti Lti bLti98* 0.640 (0.379,0.878) Lti Lti F
bLge13%  0.483 (0.247, 0.720) Lti Lti Lti bLti100* 0.285 (0.017,0.558) Lti Lti
bLge31* 0.738 (0.486, 0.944) Lge Lge Lge bLti102* 0.344 (0.055,0.659) Lti Lti F
bLge32% 0.567 (0.329, 0.796) Lge Lti Lge bLti108* 0.313 (0.085,0.586) Lti Lti
bLge33* 0.820 (0.600, 0.994) Lge Lge Lge bLti119*¢ 0.504 (0.245,0.763) Lti Lge
bLge35* 0.784 (0.550, 0.957) Lge Lge Lge bLti120* 0.295 (0.072,0.564) Lti Lti Lti
bLge38* 0.535(0.272,0.789) Lge Lge F bLti121*¢ 0.787 (0.543,0.962) Lge Lti Lti
bLge39* 0.645 (0.361, 0.896) Lge bLti135* 0.524 (0.276,0.771) Lti Lti F
bLge42%  0.494 (0.257,0.732) Lge Lti Lti bLti137* 0.244 (0.002,0.514) Lti Lti Lti
bLge46%  0.327 (0.052, 0.626) Lti Lge Lti bLti138* 0.361 (0.017,0.664) Lti F
bLge47* 0.703 (0.447,0.917) Lge Lge F bLti140* 0.296 (0.081,0.549) Lti Lti Lti
bLge49g 0.773 (0.403, 1.000) Lge Lti Lge bLtil41* 0.408 (0.177,0.661) Lti
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Table 2 (Cont.)

Leopardus geoffroyi Leopardus tigrinus
I I I I
ID Microsatellites mtDNA X chr Y chr ID Microsatellites MtDNA X chr Y chr
bLge72%  0.166 (0.000, 0.462) Lti Lti bLti149* 0.458 (0.157,0.742) Lti
bLge73* 0.404 (0.166, 0.663) Lge Lge
bLge74%  0.365 (0.121, 0.635) Lti Lge F
bLge75* 0.606 (0.308, 0.891) Lge Lge F
bLge76* 0.526 (0.244, 0.799) Lge Lge Lge
bLge78* 0.765 (0.536, 0.945) Lge Lge F
bLge79%  0.653 (0.366, 0.900) Lti Lti Lti
bLge80g 0.942 (0.781, 1.000) Lti Lge Lti
bLge89* 0.752 (0.507,0.947) Lge Lge
bLge90%  0.560 (0.288, 0.824) Lge Lge Lti
bLge91* 0.645 (0.390, 0.865) Lge Lge Lge
bLge93% 0.390 (0.117, 0.692) Lti Lge F

bLge94*  0.535(0.282,0.774) Lge Lge F
bLge96*  0.549 (0.285,0.795) Lge
LgeN1k  0.979 (0.844,1.000)  Lti

* Evidence of hybridization based on microsateltitta;@ Evidence of hybridization based on molecular sages.

Note: F = Femald;ge= L. geoffroyispecific haplotypel_ti = L. tigrinusspecific haplotype.
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Table 3 — Levels of genetic differentiation betwées four clusters defined by STRUCTURE analysiebleon Fst and Rst indexes.

L. geoffroyi

SSEL. tigrinus

CNEL. tigrinus

L. colocolo

L. geoffroyi

0.413* (0.355)

0.535* (0.217

SSEL. tigrinus

0.069* (3.367)

0.105* (2.122)

0.328* (0.512)

0.680* (0.118

CNEL. tigrinus

0.099* (2.263)

0.176* (1.174

0.837* (0.049

L. colocolo

0.143* (1.498)

0.119* (1.842

0.241* (0.789

Fst below, Rst above * p < 0.001

Abbreviations: SSE — south and southeast Brazikgions and CNE — central and northeast Brazikgions.
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