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RESUMO

A raposinha-do-campo (Lycalopex vetulus) € o menor dos canideos brasileiros
sendo endémica do bioma Cerrado, porém podendo ser encontrada também em é&reas
de transicdo adjacentes. Estudos recentes investigaram as relacdes filogenéticas entre
as espécies do género Lycalopex e indicaram que L. vetulus € a espécie mais basal
deste grupo, cuja diversificacdo ocorreu ha apenas 1 milhdo de anos. Além disso,
obtiveram evidéncias que sugerem a ocorréncia de um potencial processo de
hibridagéo entre L. vetulus e L. gymnocercus em uma zona de contato recéem-formada.
Usando dados de microssatélites e DNA mitocondrial, investigamos a influéncia dos
processos histéricos nos padrdes de estrutura populacional de L. vetulus, bem como a
ocorréncia de hibridacdo entre esta espécie e L. gymnocercus. Com este objetivo,
foram obtidas amostras de tecido e sangue provenientes de animais que representam a
maior parte da distribuicdo de L. vetulus (n = 61), bem como amostras de L.
gymnocercus (n = 30) oriundas da zona de contato entre ambas as espécies e areas
adjacentes. Nossos resultados mostraram altos niveis de diversidade genética para L.
vetulus (diversidade haplotipica: Hd = 0,98 e heterozigosidade esperada: He = 0,81) e
diferentes cenarios populacionais de acordo com o marcador molecular utilizado, o que
sugere um fluxo génico influenciado pelos machos e filopatria das fémeas. Observou-
se também uma particdo norte-sul entre dois grupos filogeogréficos, ndo existindo o
compartilhamento de hapl6tipos entre essas regides. Este padrdao é semelhante ao
observado em outra espécie simpatrica de canideo (Cerdocyon thous) e em varios
outros vertebrados da Floresta Atlantica, levantando a hipétese de que também
espécies que ocorrem em habitats abertos possam ser afetadas por processos
vicariantes equivalentes. Seis individuos capturados na zona de contato mostraram
sinais de mistura com L. gymnocercus na composicdo de seu gendétipo, com cinco
destes apresentando haplétipos de mtDNA compartilhados. Estes resultados suportam
a existéncia de hibridacdo entre estas espécies, provavelmente induzida por efeitos
antropogénicos (desmatamento na Mata Atlantica). Nosso estudo ilustra como a
fragmentacao e a alteracdo de habitats naturais pode afetar a constituicdo genética de
populacdes nativas, fornecendo dados Uteis para o delineamento de estratégias de
conservacao para as duas espécies.



ABSTRACT

Phylogeography and population history of Lycalopex vetulus (CARNIVORA,
CANIDAE), including hybridization with L. gymnocercus

The hoary fox (Lycalopex vetulus) is the smallest Brazilian canid and an endemic
species of the Cerrado biome, including adjacent transitional areas harboring open
habitats. Recent studies reported some evidence suggesting a potential hybridization
process between L. vetulus and L. gymnocercus in a contact zone that has likely been
formed recently. Using microsatellite and mtDNA markers, we investigated the influence
of historical processes on the population structure of L. vetulus, as well as the
occurrence of hybridization between this species and L. gymnocercus. For these
purposes, tissue and blood samples from animals representing most of the hoary fox
distribution were obtained (n = 61), as well as from L. gymnocercus (n = 30) sampled in
their contact zone and adjacent areas. Our results showed high levels of genetic
diversity for L. vetulus (haplotype diversity: Hd = 0.98 and expected heterozygosity: He
= 0.81) and different population scenarios with each of the molecular marker types,
suggesting male-mediated gene flow. We also observed a south-north partition, with no
haplotype sharing between these regions. This pattern is similar to the one observed in
a sympatric canid (Cerdocyon thous) and in various other Atlantic Forest vertebrates,
raising the hypothesis that species occurring in open habitats may undergo equivalent
vicariant processes. Six individuals caught in the contact zone showed signs of mixing
with L. gymnocercus in the composition of their microsatellite genotypes, five of which
presenting introgressed mtDNA haplotypes from the same species. These results
support the inference of hybridization between these canids, likely induced by
anthropogenic effects (i.e. deforestation in the Atlantic Forest). Our study illustrates how
the fragmentation and alteration of natural habitats can play an important role in the
genetic composition of wild populations, and should provide useful data for the design of
conservation strategies on behalf of both species.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo, que tem como titulo: “Filogeografia e histéria populacional de
Lycalopex vetulus (Carnivora, Canidae), incluindo sua hibridacdo com L. gymnocercus”,
€ um dos requisitos indispensaveis a obtencdo do grau de Mestre, exigido pelo
Programa de Pds-Graduacdo em Zoologia, da Faculdade de Biociéncias, da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS).

Este estudo teve como objetivos principais (i) investigar a influéncia de
processos histéricos nos padrbes de estruturacdo populacional da raposa-do-campo (L.
vetulus), em toda a sua distribuicdo; e (ii) testar a ocorréncia de hibridacdo entre L.

vetulus e L. gymnocercus em uma zona recente de contato entre as espécies.

Todos os dados utilizados no presente trabalho foram gerados no Laboratério de
Biologia Gendmica e Molecular da PUCRS através de suporte financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) concedido na forma de

bolsa de mestrado.

Esta dissertacdo serd apresentada no formato de artigo cientifico, sendo
precedida de uma introducdo geral ao tema abordado, com suas respectivas
referéncias ao final do documento. O artigo encontra-se formatado de acordo com as
normas de submissao do periédico Conservation Biology, disponiveis para acesso no
enderego eletronico: http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1523-
1739/homepage/ForAuthors.html.
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INTRODUCAO GERAL

Pertencentes a ordem Carnivora (subordem Caniformia e superfamilia
Canoidea) (Flynn & Nedbal 1998), os canideos sdo animais com uma alta taxa de
dispersdo. Encontram-se presentes ao longo do globo em quase todos os continentes,
com excecao da Antartica (Redford & Eisenberg 1992). Atualmente estéao classificados
em 16 géneros e 36 espécies (Nowak 1999; Perini et al. 2010), sendo que a América
do Sul abriga a maior diversidade de canideos dentre os continentes, com 6 géneros e

11 espécies atuais (Wozencraft 2005).

Os primeiros representantes da familia Canidae entraram no continente sul-
americano ao fim do Plioceno e comeco do Pleistoceno. Esta invasdo a partir da
América do Norte foi possibiltada pela formacdo do Istmo do Panama, héa
aproximadamente trés milhdes de anos (Ma), no evento conhecido como Grande
Intercambio Americano (Langguth 1975; Berta 1987). Na América do Sul, encontraram
novas oportunidades ecolégicas: o surgimento de areas abertas causado por
mudanc¢as ambientais nas areas adjacentes ao Istmo do Panama4, aliado aos habitos
generalistas e oportunistas desses animais, possibilitou aos mesmos uma grande
expansdo geografica e subsequente radiacdo adaptativa (Langguth 1975; Berta 1987;
Van Valkenburg 1999; Wozencraft 2005).

Acredita-se que a diversificacdo inicial dos canideos sul-americanos possa ter
ocorrido na América do Norte ou Central, antes da invasao, ha cerca de 4 Ma, havendo
a entrada de pelo menos duas linhagens ancestrais no continente: a primeira dando
origem aos géneros Atelocynus, Cerdocyon e Lycalopex; e uma segunda linhagem aos

géneros Speothos e Chrysocyon (Prevosti 2010).

O género Lycalopex deriva de uma rapida e recente radiagdo, muito
provavelmente ocorrida jA na América do Sul, tendo sua origem datada em cerca de
1.3 Ma e atualmente compreendendo seis espécies: L. gymnocercus, L. vetulus, L.
griseus, L. sechurae, L. fulvipes e L. culpaeus (Wozencraft 2005; Tchaicka 2006; Perini
et al. 2010; Favarini 2011).

A especiacdo do género pode estar associada principalmente a complexos e

dindmicos eventos de retracdo e expansdo glacial, com consequentes mudancas
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climéticas ocorridas nos Andes e no sul da América do Sul durante o Pleistoceno e o
inicio do Holoceno, alternando entre periodos de formacgéo de grandes areas abertas e
a expansao de florestas (Markgraf 1993; Avise et al. 1998; De Vivo & Camignotto
2004).

A espécie Lycalopex vetulus costuma ser encontrada principalmente em &reas
de formacgbes vegetais abertas do Planalto Central e areas periféricas de transicao,
atuando como onivoro do estrato subarbustivo no Cerrado. O tamanho do seu corpo
varia de 58,5 a 64,0 cm e a cauda de 28,0 a 32,0 cm, pesando até 4,0 kg. Seus
membros sdo esbranquicados, a cauda é espessa, com uma pelagem densa,
geralmente apresentando uma mancha em sua base. Possui uma pelagem vermelho-
amarronzada na cabeca, e dorsalmente, cinza-amarronzada com uma faixa escura que
se estende da nuca até a extremidade da cauda, caracteristica mais evidente nos
machos adultos (Nowak 1999; Ramos Jr. 2003; Dalponte & Courtenay 2004, 2008).

A base da sua dieta é constituida principalmente por insetos (térmitas), podendo
se alimentar também de pequenos vertebrados e frutos, sendo considerado um 6timo
dispersor de sementes (Dalponte 1997, 1999; Nowak 1999). Tem habito noturno e
crepuscular, vivendo de forma solitaria, em pares ou em pequenas unidades familiares

com fémeas e filhotes (Nowak 1999).

As principais ameacas a espécie parecem ser a destruicdo de seu habitat e
outros efeitos negativos diretos e indiretos causados pelo homem (Lemos et al. 2011).
Devido ao fato de a espécie ter sua distribuicdo associada ao Cerrado, bioma que sofre
uma alta presséo antropica, com menos de 20% de sua area original ainda em estado
primitivo e classificado como um dos 34 ecossistemas mais ameagados do planeta
(Mittermeier et al. 2005), estima-se que a espécie terA uma perda de habitat
equivalente a pelo menos 10% nos préximos 15 anos (Lemos et al. 2013). Além disso,
outras ameacas consistem de eventuais ataques por caes domesticos nas
proximidades de fazendas e areas urbanas, atropelamentos, doencas, alta mortalidade
de filhotes/juvenis e o eventual abate por cagadores com o intuito de proteger suas
criagbes domésticas, ja que os individuos sdo comumente confundidos com outra
espécie simpatrica de canideo, o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), a qual sao

supostamente atribuidas perdas de animais domésticos por predacdo (MacDonald &



Sillero-Zubiri 2004; Bernardi et al. 2005; Dalponte & Courtenay 2008; Spindola et al.
2008; Lemos et al. 2013).

Tendo em vista tais fatores, a espécie foi recentemente categorizada na Lista
Vermelha Brasileira como vulneravel (VU) (Lemos et al. 2013), apresentando ainda o
status de espécie em perigo (EN) para o estado de Minas Gerais (Chiarello et al. 2008)
e deficiente de dados (DD) no Parana (Mikich & Bérnils 2004). Apesar disso, a raposa-
do-campo esta atualmente classificada como pouco preocupante (LC) na lista
elaborada pela IUCN (The World Conservation Union) (Dalponte & Courtenay 2008),
onde até o ano de 2004 constava como deficiente em dados (DD). Esta avaliagdo tem
como base o fato de a espécie aparentar ser relativamente comum e localmente
abundante na area central de sua distribuicdo, além de, segundo alguns autores, exibir
certa adaptabilidade a disturbios antropogénicos (Juarez & Marinho-Filho 2002;
Jacomo et al. 2004; Courtenay et al. 2005; Dalponte & Courtenay 2004, 2008;
Bocchiglieri et al. 2010).

Outra espécie do género Lycalopex com ocorréncia no Brasil € L. gymnocercus,
comumente conhecida como graxaim-do-campo ou raposa-do-campo. Sua distribuicdo
em territdrio brasileiro abrange os estados do Rio Grande do Sul (Lucherini & Vidal
2008), Santa Catarina (Cherem et al. 2004) e Parana (Mikich & Bérnils 2004), havendo
registros recentes de sua ocorréncia no sudeste do estado de Sao Paulo, evidenciando
uma expansdo de seu territério e uma possivel simpatria com L. vetulus na regido

(Queirolo, Kasper & Lemos, com. pess.).

Lycalopex gymnocercus parece adaptar-se bem a alteracdes induzidas pelo
homem, porém a transformacéo do habitat em &reas agricolas € a principal ameaca a
sua conservacdo (Jimenez et al. 2008; Lucherini & Vidal, 2008). Apesar disso, a
espécie ndo consta na lista nacional de espécies ameacadas e atualmente tem seu

status classificado pela IUCN como pouco preocupante (LC) (Jimenez et al. 2008).

A expansao do conhecimento e o aprimoramento das tecnologias e aplicacdes
das técnicas genéticas representam uma poderosa ferramenta para a conservacao dos
canideos (Martinez et al. 2013). Dentre os seus diversos usos, a genética da
conservacdo pode determinar as relagdes entre tdxons (Geffen et al. 1992, Geffen &
Mc Donald 1992; Mercure et al. 1993; Slater et al. 2009), distinguir limites de
distribuicdo (Yahnke et al. 1996; Goldstein et al. 2000; Gaubert et al. 2012; Martinez et

X



al. 2013), contribuir para a diferenciacéo taxondmica (Maldonado et al. 1997; Lindblad-
Toh et al. 2005), realizar estudos em nivel populacional, abordando aspectos como
fluxo génico, dispersédo e relacbes de parentesco entre individuos (Mills et al. 2000;
Taylor et al. 2000; vonHoldt et al. 2011; Fontoura-Rodrigues & Eizirik 2014), identificar
por¢cdes significativas da diversidade genética contida em cada espécie, as chamadas
Unidades Evolutivamente Significativas (UES) (Dalén et al. 2005; Tchaicka et al. 2007;
Carmichael et al. 2008; Pilot et al. 2010), além de investigar a ocorréncia de hibridacéo
(Lehman et al. 1991; Wayne et al. 1992; Vila & Wayne 1999; Moura et al. 2014; Randi
et al. 2014).

Para auxiliar no embasamento de estratégias de conservacdo e acdes de
manejo apropriadas, faz-se necessario o uso de métodos filogeogréficos de pesquisa.
A filogeografia € um campo de estudo que investiga 0s processos que afetam a
distribuicdo geogréafica de linhagens genealdgicas, especialmente no ambito intra-
especifico (Avise 2000). Devido a sua capacidade de servir como elo entre varias
outras areas de conhecimento, tais como a sistematica filogenética, a genética
populacional e a ecologia, esta abordagem se tornou uma importante ferramenta na
busca por hip6teses para explicar a complexa relacdo entre a historia da Terra e os
padrées contemporaneos de biodiversidade (Schneider et al. 1998; Arbogast & Kenagy
2001). De uma forma mais especifica, a filogeografia facilita a investigacao do impacto
causado por eventos histéricos na composicdo genética e na estruturacdo de
populacdes atuais (Avise et al. 1987), permitindo, dentre outras andlises, uma
reconstrucao da trajetoria evolutiva de uma determinada espécie atraves do tempo e do
espaco (Nelson & Ladiges 1996; Bermingham & Moritz 1998; Avise 2000).

Muitos estudos filogeograficos vém tendo como foco principal a analise de
processos demograficos historicos, incluido estimativas de fluxo génico e variagdo no
tamanho populacional efetivo (Avise et al. 1984, 1988; Wilson et al. 1985; Vila et al.
1999), porém grande parte dos estudos ainda se concentra na caracterizacdo da
estrutura populacional, incluindo a identificagdo de populacdes geograficas
evolutivamente distintas (Taberlet & Bouvet 1994; Bernatches & Wilson 1998; Riddle et
al. 2000; Rodrigues 2009; Perini et al. 2010; Machado 2011; Magnus 2011; Hahn 2011;
Pires 2012).
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Para que sejam realizadas analises desta natureza, é necessaria a utilizagdo de
um ou mais marcadores moleculares. Por terem caracteristicas complementares, até o
momento 0s mais utilizados tém sido as sequéncias de segmentos do DNA
mitocondrial (MtDNA) em conjunto com locos de microssatélites (short tandem repeats

- STR) nucleares.

O genoma mitocondrial é herdado de forma uniparental (linhagem materna),
apresentando um tamanho efetivo populacional quatro vezes menor do que segmentos
nucleares autossdmicos e uma taxa de evolucdo molecular relativamente mais rapida,
evidenciando processos de diferenciacdo populacional de maneira mais eficiente
(Brown et al. 1982; Avise et al.1987; Eizirik et al. 2006). Essas caracteristicas sao
observadas em especial na regido controladora do mtDNA (D-loop), que dentre todas
as outras regides, apresenta a maior taxa de polimorfismo intraespecifico, mostrando-
se usualmente adequada para analises filogeograficas microevolutivas (Avise et al.
1987; McMillan & Palumbi 1997; Lunt et al. 1998).

Por outro lado, a heranca exclusivamente uniparental do mtDNA faz com que
apenas uma parte da historia seja revelada por este marcador, fazendo com que, em
alguns casos, a estrutura genética real do organismo ndo seja representada de
maneira adequada (MacHugh et al. 1997; Avise 2000; Eizirik et al. 2006). De forma a
suprir tais limitacbes, se faz necessario o uso em combinacdo de marcadores
nucleares; destes, de acordo com suas caracteristicas complementares, 0os mais
utilizados tém sido os microssatélites. Estes marcadores vém sendo amplamente
utilizados para abordar questdes referentes a diversidade genética e a histéria evolutiva
de varios organismos. Além de apresentarem uma alta taxa mutacional, e, por
conseguinte, niveis acentuados de variabilidade, estes apresentam herancga biparental,
portanto permitindo a analise também da linhagem paterna, o que complementa os
estudos do mtDNA (Jorde et al. 2000).

Estudos recentes investigaram as relagdes filogenéticas entre as espécies do
género Lycalopex em conjunto a alguns aspectos da filogeografia deste grupo
(Tchaicka 2006; Favarini 2011). Estes estudos iniciais confirmaram a monofilia deste
género, apoiaram a posicdo basal de Lycalopex vetulus neste clado, e revelaram
alguns casos interessantes de estruturacao filogeografica intraespecifica para algumas

espécies deste grupo.
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Em um destes estudos, Favarini (2011) relatou a presenca de dois individuos
amostrados no Estado de Sao Paulo que haviam sido fenotipicamente identificados
como Lycalopex vetulus, porém apresentavam haplétipos de mtDNA provenientes de L.
gymnocercus. Tal descoberta levanta duas hipéteses distintas: (i) tais individuos eram
de fato exemplares de L. gymnocercus identificados erroneamente como L. vetulus,
algo inesperado tendo em vista que nao havia ocorréncia prevista de L. gymnocercus
em S&o Paulo; e (i) a observacdo se deve a introgressdo de haplétipos de L.
gymnocercus em L. vetulus, sugerindo que esteja ocorrendo hibridacdo entre as duas
espécies nesta regido. Em ambos os casos, pode-se hipotetizar que a expansao
geografica de L. gymnocercus e/ou sua hibridagcdo com L. vetulus sejam induzidas por
efeitos antropogénicos, especificamente o desflorestamento da Mata Atlantica que
outrora atuava como barreira geografica entre estas espécies (ambas ocorrendo em
ambientes abertos). Neste sentido, o teste destas hipéteses se apresenta como uma
necessidade urgente de pesquisa no contexto da biologia evolutiva e biologia da
conservacdo destas duas espécies, ressaltando ainda mais a necessidade da

realizacdo de maiores estudos com foco neste tema.
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Andlises filogeograficas de Lycalopex vetulus (Carnivora, Canidae) revelam um
processo recente de hibridagdo com um canideo relacionado, L. gymnocercus

Abstract

The hoary fox (Lycalopex vetulus) is the smallest Brazilian canid and an endemic
species of the Cerrado biome, including adjacent transitional areas harboring open
habitats. Recent studies reported some evidence suggesting a potential hybridization
process between L. vetulus and L. gymnocercus in a contact zone that has likely been
formed recently. Using microsatellite and mtDNA markers, we investigated the influence
of historical processes on the population structure of L. vetulus, as well as the
occurrence of hybridization between this species and L. gymnocercus. For these
purposes, tissue and blood samples from animals representing most of the hoary fox
distribution were obtained (n = 61), as well as from L. gymnocercus (n = 30) sampled in
their contact zone and adjacent areas. Our results showed high levels of genetic
diversity for L. vetulus (haplotype diversity: Hd = 0.98 and expected heterozygosity: He
= 0.81) and different population scenarios with each of the molecular marker types,
suggesting male-mediated gene flow. We also observed a south-north partition, with no
haplotype sharing between these regions. This pattern is similar to the one observed in
a sympatric canid (Cerdocyon thous) and in various other Atlantic Forest vertebrates,
raising the hypothesis that species occurring in open habitats may undergo equivalent
vicariant processes. Six individuals caught in the contact zone showed signs of mixing
with L. gymnocercus in the composition of their microsatellite genotypes, five of which
presenting introgressed mtDNA haplotypes from the same species. These results
support the inference of hybridization between these canids, likely induced by
anthropogenic effects (i.e. deforestation in the Atlantic Forest). Our study illustrates how
the fragmentation and alteration of natural habitats can play an important role in the
genetic composition of wild populations, and should provide useful data for the design of
conservation strategies on behalf of both species.



Introducéo

Os canideos estdo presentes em todos os continentes da Terra (a exce¢éo da
Antértica), dentre os quais a América do Sul é detentora da maior diversidade para o
grupo, abrigando 6 géneros e 11 espécies (Redford & Eisenberg 1992). Seis dessas
pertencem ao género endémico Lycalopex, (L. gymnocercus, L. vetulus, L. griseus, L.
sechurae, L. fulvipes e L. culpaeus) (Wozencraft 2005) que deriva de uma rapida e
recente radiacéo, tendo sua origem datada em cerca de 1.3 milhdes de anos atras (Ma)
(Perini et al. 2010). Essa radiacao rapida € um dos motivos pelos quais a taxonomia do
género se mostrou um desafio durante muito tempo (Langguth 1975; Medel et al. 1990;
Zunino et al. 1995; Yahnke et al. 1996; Tchaicka 2006; Perini et al. 2010) e nao foi

ainda completamente elucidada.

Lycalopex vetulus (Lund 1842), também conhecida como raposinha-do-campo, é
o menor dos canideos brasileiros e a Unica espécie do género endémica do Brasil,
onde habita areas de formacdes vegetais abertas do Planalto Central. Sua distribuicdo
estd intimamente associada ao bioma Cerrado, porém pode ser também encontrada
em areas de transicdo e areas abertas formadas por outros habitats, como por
exemplo, o Pantanal e a Caatinga (Costa & Courteney 2003; Dalponte 2009;

Bocchiglieri 2010; Olifiers 2013) (Fig. 1a).

A espécie vem sofrendo uma importante modificacdo e reducdo de seu habitat
(estima-se uma perda de 10% nos proximos 15 anos) causada principalmente por uma
alta presséo antropica exercida no bioma Cerrado, o qual possui apenas 20% de sua
area original ainda em estado primitivo (Lemos et al. 2013), sendo portanto
considerado um dos 34 ecossistemas mais ameacados do planeta (Mittermeier et al.

2005). Outras ameacas a conservacdo da espécie consistem em mortes por



atropelamentos, doencas, ataques de cdes domésticos, alta mortalidade de
filhotes/juvenis e o eventual abate por cacadores (Dalponte & Courtenay 2008;
Spindola et al. 2008; Lemos et al. 2013). Tais fatores levaram a uma recente
classificacdo como espécie vulneravel segundo a Lista Vermelha Brasileira de Fauna
Ameacada (ICMBio 2014), sendo sua situacdo considerada mais preocupante em

algumas regides de ocorréncia (Chiarello et al. 2008).

Apesar do recente aumento de estudos englobando aspectos ecoldgicos e
bioldgicos de L. vetulus (Jacomo et al. 2004; Courtenay et al. 2005; Rocha et al. 2008;
Lemos & Facure 2011; Lemos et al. 2013), a espécie ainda € considerada um dos
canideos brasileiros menos estudados, necessitando de mais investigacdes que
abordem questdes relacionadas a sua distribuicdo geogréfica, variabilidade genética,
requisitos de ambiente e mesmo aspectos basicos de sua historia natural (Dalponte

1997; Oliveira 2006; Tchaicka 2006; Favarini 2011; Olifiers 2013).

No Brasil, ainda h4 a ocorréncia de outra espécie do género Lycalopex, L.
gymnocercus, também conhecido como graxaim-do-campo ou raposa-do-campo. A
espécie parece adaptar-se bem a alteracdes induzidas pelo homem (Lucherini & Vidal
2008) e sua distribuicdo em territério brasileiro abrange as areas de campos abertos do
sul, ocupando todo o bioma dos Pampas até o sul do cerrado (Fig. 1b) (Mikich & Bérnils
2004; Lucherini & Vidal 2008). Os limites de sua distribuicdo ao sul do pais ainda séo
incertos, devido principalmente a constantes modificagbes no ambiente com
consequente surgimento de areas abertas, havendo indicios de uma recente expansao
de seu territério e uma possivel simpatria com L. vetulus na regiao (F. Lemos & P.

Vilella, com. pessoal).



Devido a historia evolutiva relativamente recente dos canideos, aliado a habitos
generalistas e alta capacidade de dispersdo, 0 que permite que ocorram em uma
grande variedade de habitats, inclusive em ambientes antropizados (Sillero-Zubiri
2014), vérios casos de hibridacao ja foram reportados para o grupo: Canis lupus e C.
latrans (Lehman et al. 1991; Kays et al. 2010); C. simensis e C. familiaris (Sillero-Zubiri
et al. 1996); C. latrans e C. familiaris (Adams 2003); C. lupus baileyi, C. latrans e C.
rufus (Hailer & Leonard 2008), levando algumas espécies até mesmo ao risco de

extingao (Gottelli et al. 1994; Roy et al. 1994).

Embora ndo exista uma evidéncia concreta da ocorréncia de hibridacéo entre
espécies do género Lycalopex, alguns estudos levantaram hipoteses de um possivel
cruzamento entre L. gymnocercus e L. griseus (Tchaicka 2006) e mais recentemente

entre L. gymnocercus e L. vetulus (Favarini 2011).

Este ultimo estudo relatou como possiveis hibridos dois dos individuos
amostrados na regido de possivel contato recente entre a distribuicdo das duas
espécies, em Sdo Paulo. Os animais foram fenotipicamente identificados como L.
vetulus, porém apresentando haplotipos de mtDNA provenientes de L. gymnocercus.
Neste sentido, nds objetivamos, com base na andlise de locos de microssatélites (STR)
e segmentos de DNA mitocondrial (mtDNA), (i) investigar a influéncia de processos
histéricos nos padrbes de estruturacdo populacional da raposa-do-campo (L. vetulus),
em toda a sua distribuicéo, e (ii) testar a ocorréncia de hibridacdo entre L. vetulus e L.

gymnocercus na possivel zona de contato entre estas espécies.



Métodos

Amostragem e procedimentos laboratorias

Para o estudo nos utilizamos amostras biologicas de sangue, obtidas de animais
capturados por pesquisadores colaboradores, preservadas em solugdo tampao
(100mM Tris, 100mM EDTA, 2% SDS) e de tecido a partir de animais atropelados
provenientes de individuos distribuidos ao longo de todas as regides descritas para a
ocorréncia da espécie (n = 61) (Fig. l1a). Adicionalmente, 28 amostras de L.
gymnocercus, oriundas da possivel zona de contato entre as espécies e regides
adjacentes (Fig. 1b), foram inclusas no estudo com o objetivo de avaliar a existéncia de

hibridos (Tabela 1).

Procedimentos laboratoriais

A extracdo de DNA foi realizada através do protocolo de fenol/cloroférmio
seguido da precipitacdo por acetato de sodio/isopropanol, modificado a partir de
Sambrook et al. (1989), sendo posteriormente verificado o grau de integridade e a
concentracéo por eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, corado com GelRed

(Biotium).

Foram amplificadas duas regides do mtDNA: um segmento de 1165 pb do gene
ND5, e um fragmento de 609 pb da regido controladora. Devido a diferengcas amostrais
nos dados gerados para cada regidao do mtDNA para L. vetulus, as analises foram
realizadas utilizando os dados de forma concatenada (n = 47) e posteriormente tiveram

seus resultados comparados com a analise apenas da regidao controladora (n = 55)



(Tabela 1). Para a amplificacdo dos fragmentos e o sequenciamento foram utilizados os

primers e protocolos descritos por Favarini (2011).

Adicionalmente a este conjunto de dados, nds analisamos 11 locos de
microssatélites: 2001, 2004, 2010, 2054, 2088, 2132, 2137, 2140, 2018, 2096 e 2159,
todos tetranucleotidicos, inicialmente desenvolvidos para cdes domeésticos (Francisco
et al. 1996) e que tiveram sua eficiéncia posteriormente testada para espécies do
género Lycalopex (Fontoura-Rodrigues et al. 2008). Os locos de microssatélites foram
amplificados em condicdes de PCR estabelecidas por Fontoura-Rodrigues et al. (2008)
e genotipados em reacdes multiplex por sequenciador automéatico MegaBACE 1000
(GE Healthcare), utilizando como padrdo de tamanho Genetab 500 (GenelD). O
comprimento final do fragmento foi determinado através do programa Genetic Profiler
2.2 (GE Healthcare). Para fins de confirmagédo e de uma melhor confiabilidade dos
dados obtidos, individuos homozigotos e/ou com incertezas em seus genotipos, bem
como 0s que ndo funcionaram em uma primeira tentativa, tiveram suas genotipagens
repetidas (aproximadamente 30% do total). ApGs estes passos de validagdo, amostras
que tiveram = 3 locos com dados faltantes foram excluidas das analises (Tabela 1). A
presenca de alelos nulos foi investigada através do programa Micro Checker
(VanOosterhout et al. 2004), tanto considerando o conjunto total de dados como uma
Unica populacdo, quanto alocando os individuos a trés populacbes geograficas

distintas: norte, centro e sul, para comparacéo (Fig. 1a).

Anélises estatisticas

Os eletroferogramas das sequéncias mitocondriais foram analisados visualmente

e editados utilizando o programa Geneious (Kearse et al. 2012). As sequéncias finais



foram alinhadas com o algoritmo ClustalW implementado no pacote MEGA 6 (Tamura
et al. 2013). O modelo mais adequado de evolucdo da sequéncia de nucleotideos para
0 conjunto de dados foi determinado com o programa JModeltest (Darriba et al. 2012),

e incorporado nas andlises posteriores.

A partir dos dados de mtDNA, nés calculamos a diversidade haplotipica (Hd),
diversidade nucleotidica (11), D de Tajima (Tajima 1989) e Fs de Fu e Li (Fu 1997).
Para investigar uma possivel estruturacdo geografica a partir de uma diferenciacéo
genética entre os individuos localizados no norte, centro e sul da distribuicdo da
espécie, nés calculamos o indice ®st par-a-par, medida analoga ao Fst, mas que lida
melhor com analises de conjuntos de dados em que os tamanhos populacionais sao
muito diferentes (Weir & Cockerham 1984), sendo mais adequada ao presente estudo.
Todas as analises acima foram realizadas com o programa Arlequin (Excoffier &

Lischer 2010).

Para verificar as frequéncias e as relacGes filogenéticas entre os haplotipos
mitocondriais, bem como avaliar a existéncia de introgressao entre L. vetulus e L.
gymnocercus, foi construida uma rede de haplétipos baseada no célculo dos vetores

medianos implementado no programa Network (Bandelt et al. 1999).

De forma complementar, as relacdes filogenéticas entre as sequéncias foram
estimadas com base em dois algoritmos, maxima verossimilhanca (maximum likelihood
- ML) e por inferéncia Bayesiana (Bayesian Inference - Bl). Para a analise por ML nés
utilizamos o programa PhyML (Guindon et al. 2010). Os valores de suporte dos ramos
da topologia resultante foram estimados pelo teste da frequéncia de bootstrap apds a
geracado de 1.000 réplicas. A analise filogenética baseada em Bl foi conduzida por meio

da obtencdo da distribuicdo posterior, via algoritmo MCMC, através do programa



MrBayes (Ronquist & Huelsenbeck 2003), sendo quatro corridas realizadas
simultaneamente com quatro cadeias cada, onde 25% das amostras iniciais foram
excluidas (burn—in) gerando um total de 30.000 arvores. O programa Tracer (Rambaut
et al. 2014) possibilitou o0 acompanhamento e a analise da convergéncia das cadeias,
estas sendo amostradas a cada 100 ciclos. O suporte estatistico dos clados foi inferido
através do calculo da sua probabilidade posterior ap0s convergéncia. As arvores
geradas com ambos os métodos empregados foram visualizadas e editadas no

programa Figtree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Para o0os dados de microssatélite, nos estimamos o coeficiente de
endocruzamento (Fis), as heterozigosidades observada e esperada e o indice de
Shannon (I) empregando o programa GenAlEx (Peakall & Smouse 2006), o calculo da
riqueza alélica foi realizado com o programa Fstat (Goudet 2001). Testes de equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) foram realizados por meio do programa GenePop (Rousset
2008), utilizando o método de MCMC. Para as analises de diferenciacédo e estruturacéo
populacional, seguindo os mesmos grupos determinados anteriormente, foi realizado o
calculo do indice Fst por meio do programa GenAlEx e comparativamente do indice Rst

através do programa Arlequin.

Além destas abordagens, investigamos a estrutura populacional e a
possibilidade de hibridagéo utilizando a analise Bayesiana implementada no programa
Structure (Pritchard et al. 2000). Inicialmente, utilizamos os dados de microssatélite
somente dos individuos considerados puros de L. vetulus (n = 29) e L. gymnocercus (n
= 14), ou seja, aqueles que obtiveram valores de g > 0,9. Esta analise tinha o objetivo
de avaliar se os marcadores utilizados no estudo eram capazes de diferenciar os
individuos de ambas as espécies, portanto nao foi incorporada a analise qualquer

informacédo fenotipica. Através de um modelo que permite a mistura genética entre
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individuos e assumindo frequéncias alélicas correlacionadas entre os grupos, foram
geradas 1.000.000 de repeticbes MCMC ap6s um burn-in de 500.000 geracdes. Dez
corridas independentes foram realizadas, com o numero de grupos (k) variando de 1 a
4. O programa StructureHarvester (Earl & vonHoldt 2012) foi utilizado para ter acesso
aos resultados e o numero ideal de agrupamentos foi baseado no calculo de AK
(Evanno et al. 2005). ApoOs a definicdo dos individuos puros de cada uma das duas
espécies, foi realizada uma nova corrida, utilizando os mesmos parametros anteriores,
porém, com a adicdo dos individuos originarios da zona de contato (n = 11) objetivando
determinar a ancestralidade dos mesmos e avaliar a existéncia de possiveis hibridos.
Novamente, nenhuma informacao fenotipica foi adicionada a analise. A ancestralidade
foi entdo estimada para cada grupo de acordo com o valor de g. Para cada uma das
analises, as diferentes corridas foram sumarizadas utilizando o programa Clumpp
(Jakobsson & Rosenberg 2007), sendo o grafico gerado através do programa Distruct

(Rosenberg 2004).

Resultados

Com relagdo a variabilidade genética encontrada em L. vetulus, os niveis de
diversidade haplotipica e nucleotidica foram altos: Hd = 0,9803 (SE = 0,0121); m =
0,0135 (SE = 0,0068). Dentre os testes de neutralidade realizados, ambos resultaram
em valores negativos, 0 que pode indicar uma histéria de expansédo populacional,
porém apenas o teste Fs de Fu e Li apresentou um resultado estatisticamente
significativo (-10,74; p < 0,01). Apesar de apresentarem valores de diversidade bem
préoximos, os individuos originarios da area central da distribuicdo da espécie foram os

gue apresentaram a maior diversidade nucleotidica (m = 0,0133; SE = 0,0069), e em
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contrapartida a menor diversidade haplotipica dentre as regibes (Hd = 0,9508; SE =
0,028). As analises realizadas com base apenas nas sequéncias obtidas para a regiao
controladora, porém utilizando um namero maior de individuos, apresentaram valores

proximos aos valores do conjunto de dados concatenados (Tabela 2).

A diversidade genética encontrada nos locos de microssatélites também
apresentou valores relativamente altos: | = 1,90; Riqueza Alélica = 6,80. A
heterozigosidade observada (0,767; SE = 0,023) foi menor do que a heterozigosidade
esperada (0,806; SE = 0,015), porém com valores bem préximos, resultando em um
baixo coeficiente de endocruzamento Fis (0,047; SE = 0,023). Apesar desses
resultados, alguns locos apresentaram desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg

(Tabela 3).

Quando analisado todo o conjunto de dados como uma Unica populacao, através
do programa MicroChecker, foram identificados alelos nulos presentes em 4 locos:
2004, 2010, 2054 e 2159. Porém, o numero de locos que apresentaram alelos nulos foi
reduzido quando os individuos foram separados em grupos de acordo com a sua
origem, sendo identificado apenas 1 loco tanto para os individuos do Centro (loco
2054) quanto para os do Sul da distribui¢cdo (loco 2010) e nenhum para os individuos
do Norte. Além disso, os locos identificados nessa segunda analise ndo foram
semelhantes entre os grupos, nos levando a acreditar em falsos positivos induzidos por
desvios no equilibrio de HWE (possivelmente derivados de estrutura populacional ndo

identificada) em tais regioes.

As investigacbes acerca da composicdo genética das populacbes e da
diferenciacdo entre as mesmas resultaram em diferentes padrées de acordo com o

marcador utilizado. Com base nos marcadores mitocondriais, a analise do ®st par-a-
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par revelou uma alta diferenciacdo genética entre os grupos, indicando um baixo nivel
de fluxo génico entre os mesmos (Tabela 4). Os individuos amostrados no norte foram
0S que apresentaram a maior diferenciacdo em relacdo aos demais, resultando em
valores de ®st = 0,2971 e 0,3152, quando comparados com os individuos do centro e

do sul, respectivamente (Tabela 4).

Em contrapartida, quando analisados os dados de microssatélites, de forma
geral os valores revelam uma baixa diferenciacdo genética entre os grupos, indicando a
existéncia de fluxo génico entre as populacbes (Tabela 4). Assim como nos
marcadores mitocondriais, a maior diferenca observada entre as populagcbes foram

entre os individuos do norte e os do sul (Fst = 0,041; Rst = 0,102).

A partir da rede de hapl6tipos, observou-se uma separacao clara entre os dois
taxons (L. vetulus e L. gymnocercus) com a formacdo de dois grupos bem definidos
(Fig. 2). Entre os individuos de L. vetulus analisados (n = 42), foram obtidos 33
diferentes haplotipos. Foi observado um compartiihamento de haplétipos entre as
regides centro e sul, porém ndo houve indicios de compartihamento entre as
populacdes da regido norte e as demais regides. Apesar disso, a estruturacao
geografica sugerida, com base nos valores do indice ®st (Tabela 4), nao ficou muito
clara na rede de haplétipos obtida, inexistindo a formacéo de clados intraespecificos

bem definidos em L. vetulus (Fig. 2).

As arvores filogenéticas geradas no estudo utilizando os métodos de ML e Bl se
mostraram bastante congruentes, gerando topologias similares com ramos principais
bem apoiados tanto por probabilidade posterior quanto pela frequéncia de bootstrap,
estimando com uma boa resolucéo as relagdes filogenéticas existentes entre os taxons

analisados (Fig. 3). Os individuos de L. vetulus e L. gymnocercus formaram dois clados
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bem separados e apoiados, tendo L. vetulus assumindo uma posi¢cdo mais basal em

relagdo as outras espeécies incluidas.

Foram detectados haplétipos do mtDNA provenientes de L. gymnocercus em
cinco individuos de L. vetulus capturados em Sao Paulo. Todos haviam sido
identificados fenotipicamente como L. vetulus; porém, as analises filogenéticas
revelaram um forte agrupamento de suas sequéncias com aquelas de L. gymnocercus,
formando um clado bem apoiado (Fig. 3). A rede de haplétipos veio a complementar tal
resultado, uma vez que nos permitiu detectar a presenca de haplétipos compartilhados
entre tais individuos de L. vetulus e L. gymnocercus amostrados na possivel zona de
contato formada entre as duas espécies (fig. 2), o que confere ainda mais suporte ao
fato de realmente se tratarem de individuos contendo haplétipos introgredidos
recentemente. Adicionalmente, para comprovar que tais individuos ndo foram
simplesmente identificados erroneamente, a classificagdo taxon6mica dos mesmos foi

novamente avaliada com base nos dados de microssatélites.

Utilizando os dados de microssatélites gerados para as duas espécies,
identificamos inicialmente os representantes considerados “puros” de cada espécie
com o programa Structure, sendo este conjunto classificado como grupo controle
parental nas analises subsequentes (Fig. 4A). Os dados obtidos revelaram uma
diferenciagcdo genética significativa entre L. vetulus e L. gymnocercus, formando duas
populac6es bem definidas de acordo com o valor de AK (Fig. 5A). No total, o grupo
controle parental foi composto por 14 L. gymnocercus e 29 L. vetulus, todos com um
percentual minimo de 90% da composicdo de seu genétipo associada a respectiva

espécie de origem.
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Apo6s adicionar os animais originarios da zona de contato juntamente ao grupo
controle parental as analises, foi confirmado que os cinco L. vetulus que anteriormente
haviam apresentado hapl6tipos mitocondriais introgredidos, realmente se tratam de
individuos hibridos entre as duas espécies. Sendo que, trés destes demostraram sinais
de mistura entre L. vetulus e L. gymnocercus na composicdo de seu genoétipo
(bPve323, bPve324, bPve325), e outros dois (bPve328 e bPve353) provenientes de um
provavel retrocruzamento (q > 0,94) (Fig. 4b). Além destes, outro individuo amostrado
na zona de contato demonstrou a presenca de miscigenacdo em seu genotipo
(bPve351) (Fig. 4b), porém neste caso ndo se observou introgressdo de mtDNA

proveniente de L. gymnocercus.

Com isso, foram obtidas evidéncias concretas da ocorréncia de hibridagao entre
L. vetulus e L. gymnocercus no sudeste do Brasil, mais especificamente no estado de

Sao Paulo.

Discussao

Diversidade genética

A variabilidade genética existente em L. vetulus para a regido contoladora (D-
loop) do mtDNA néo diferiu muito entre as populacdes, sendo bastante alta quando a
espécie foi avaliada como um todo (Hd = 0,97; m = 0,021). A diversidade observada foi
superior a encontrada para 0 mesmo segmento mitocondrial em outras espécies de
canideos, como a raposa-do-artico (Alopex lagopus, 1 = 0,009; Dalen et al. 2005) e o
lobo-etiope (C. simensis, T = 0,009; Gottelli et al. 2004), porém com valores proximos
ao do cao-selvagem-africano (Lycaon pictus, ™ = 0,014; Girman et al. 2001) e aos

encontrados para uma espécie simpatrica de canideo, o graxaim-do-mato (Cerdocyon
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thous, Hd = 0,83 / m = 0,019; Tchaicka et al. 2007). Mesmo assim, a variabilidade
genética da espécie ainda € menor do que a encontrada em canideos que apresentam
grandes areas de distribuicdo, como o lobo-cinzento (C. lupus, ™ = 0,026; Vila et al.

1999) e o coiote (C. latrans, 1 = 0,046; Vila et al. 1999).

Para os microssatélites, a heterozigosidade esperada encontrada em L. vetulus
(He = 0,81) foi maior do que a obtida para os mesmos locos em C. thous (He = 0,74;
Fontoura-Rodrigues et al. 2008), porém com um valor proximo ao encontrado em outra
espécie simpatrica de canideo, o lobo-guard (Chrysocyon brachyurus, He = 0,79;
Fontoura-Rodrigues et al. 2008) e também em L. gymnocercus (He = 0,80; Fontoura-

Rodrigues et al. 2008).

Historia e estrutura populacional

O valor negativo e estatisticamente significativo do indice Fs de Fu (Fs = -
10,7404; p < 0,01), aliado a alta diversidade genética encontrada na espécie para
ambos o0s marcadores, sugere que a mesma possa ter sofrido uma expansao
populacional natural relativamente recente em sua historia evolutiva, episédio que pode
estar relacionado a periodos de expansdo das areas abertas, ocorridas durante o
Pleistoceno na regido habitada pela espécie (Markgraf 1993; Avise et al. 1998; De Vivo

& Camignotto 2004).

Tanto a rede de haplétipos quanto a filogenia construidas com base no mtDNA
indicaram a auséncia de “clusters” populacionais bem definidos (Figs. 2 e 3), nado
evidenciando, desse modo, uma estruturacado populacional significativa em L. vetulus.
Em contrapartida, os valores de ®st obtidos foram altos (Tabela 4), sendo os individuos

da populag&o norte os que apresentaram uma maior diferenciacdo genética em relacéo
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as demais populagdes (Centro, ®st = 0,297; Sul, dst = 0,315). Este padrdo pode ser
observado também na rede de haplotipos, onde ndo ha a existéncia de haplotipos

compartilhados entre a populacao norte e as demais populacoes.

Podemos observar na rede de haplétipos uma distribuicdo usualmente basal dos
haplétipos amostrados na area central de ocorréncia da espécie, sendo os haplétipos
das demais regides originados a partir destes (Fig. 2). Isso nos possibilita inferir que
essa regido possa ter funcionado como a mais antiga area de distribuicdo para a
espécie e, juntamente com a posicao basal de L. vetulus no género (Fig. 3), confirmada
também através de outros estudos (Tchaicka 2006; Favarini 2011) nos traz indicios de
gue o primeiro ponto de radiacdo do género Lycalopex possa ter ocorrido na regido
central da América do Sul (Langguth, 1975), uma vez que a espécie € endémica do
Brasil e tem sua distribuicdo intimamente associada a areas abertas formadas pelo

cerrado (Dalponte & Courtenay 2008).

Diferente do padrdo populacional encontrado nos marcadores mitocondriais, as
analises com base nos dados de microssatélites ndo evidenciaram uma estruturacao
populacional em L. vetulus, com baixos valores tanto de Fst quanto de Rst (Tabela 4),
0 que sugere a existéncia de fluxo génico entre as populacdes. A heterozigosidade
esperada obtida para L. vetulus (He = 0.81) foi a mesma encontrada em um estudo
anterior envolvendo a espécie (Fontoura-Rodrigues et al. 2008). O fato de este ultimo
estudo, realizado com base em uma quantidade menor de locos e uma pequena
parcela de individuos (nove locos e vinte individuos contra onze locos e quarenta e trés
individuos do estudo atual), ter alcangado o mesmo valor de diversidade genética
obtido quando analisado a espécie em toda a sua distribuicdo apoia a inferéncia de que

nao haja uma estruturacéo populacional significativa nesta espécie.
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De uma forma geral, os resultados obtidos acerca da estrutura populacional
levaram a dois diferentes cenarios de acordo com o marcador molecular utilizado.
Enquanto as analises baseadas no mtDNA apontaram para um padrdo de estruturacéo
norte-sul, os dados de microssatélites sugeriram se tratar de uma populacdo panmitica,

sem a existéncia de estrutura populacional evidente.

Este cenario de estruturacdo populacional norte-sul encontrado em L. vetulus
coincide com o padrdo encontrado em uma espécie simpatrica de canideo, Cerdocyon
thous (Tchaicka et al. 2007; Machado & Hingst-Zaher 2009), bem como em outras
espécies de vertebrados tipicas de areas florestais da regido (Bates et al. 1998; Costa
et al. 2000; Costa 2003), o que da indicios de que essa descontinuidade genética
possa estar relacionada com processos vicariantes impulsionados por mudancas
ocorridas durante o Pleistoceno, onde ocorreram Varios eventos de retracdo e
expansdao glacial nos Andes e ao sul da Ameérica do Sul, alternando entre periodos de
formacdo de grandes areas abertas e a expansado de florestas devido a mudancas
climéticas (Markgraf 1993; Avise et al. 1998; De Vivo & Camignotto 2004). O
surgimento de novas areas abertas possibilitou uma maior dispersédo, resultando na
colonizacdo das areas mais ao norte (mais recente), com subsequente limitagdo no
fluxo génico das fémeas (filopatria). Tal limitacdo pode ter sido exacerbada, ao longo
dos ciclos glaciais, por momentos de expansdo das florestas, isolando
temporariamente areas abertas e suas populacdes, e induzindo a diferenciacéo

genética entre grupos regionais.

A existéncia de diferentes estratégias de dispersao entre 0s sexos, com 0S
machos dispersando mais frequentemente e/ou por maiores distancias, sendo portanto,
predominantemente responsaveis pelo fluxo génico entre as populacdes, e as fémeas

adotando um comportamento mais filopatrico, se reflete na divergéncia obtida entre os
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marcadores no padrdo de estruturacdo da espécie (Tabela 4). Convém ressaltar que
este cenario de fluxo génico mediado pelos machos e filopatria das fémeas nao é
novidade dentre os canideos, sendo relatado anteriormente em outras espécies, como
Lycaon pictus (Girman et al. 2001), Vulpes velox (Kamier et al. 2004) e C. thous
(Tchaicka et al. 2007). Apesar destas evidéncias moleculares, sabe-se ainda pouco
sobre os padrdes de dispersdo na maioria dos canideos, mesmo se tratando de um
aspecto crucial para o entendimento dos processos populacionais atuais e historicos,
0S quais sdo hecessarios para que se planeje estratégias adequadas para a

conservacao destas espécies (MacDonald & Sillero-Zubiri 2004).

Hibridac&o Lycalopex vetulus x L. gymnocercus

A presenca de haplétipos mitocondriais de L. gymnocercus em cinco individuos
de L. vetulus (Fig. 3), os quais, a partir da anélise de microssatélites, apresentaram
evidéncias de mistura de material genético (Fig. 4b), sugere que fémeas da primeira
espécie cruzaram com machos da segunda. Por outro lado, a existéncia de um
individuo de L. vetulus (bPve351) com evidéncia de miscigenacdo nos marcadores
nucleares (Fig. 4b), porém sem um haplétipo mitocondrial proveniente de L.
gymnocercus, indica a participacdo de fémeas de L. vetulus no processo, podendo ter
ocorrido a hibridacdo na direcdo oposta ou o cruzamento destas com machos hibridos
F1 ou F2. O fato de haver um compartilhamento de haplétipo entre as duas espécies
(Fig. 2), sugere que se trata de um processo muito recente, uma vez que nao houve
tempo suficiente para o acumulo de novas mutacbes e 0 surgimento de novos

haplotipos exclusivos dos individuos hibridos (p. ex. Trigo et al. 2013).
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Aparentemente, nenhum dos individuos hibridos encontrados no estudo
pertence a geracdo F1 (Fig. 4b), o que permite afirmar que os hibridos inicialmente
gerados sdo ao menos parcialmente férteis. A origem de individuos hibridos estéreis
poderia resultar em uma perda do potencial reprodutivo na regido com consequente
reducdo do crescimento populacional, podendo levar até mesmo a uma extin¢ao local.
Por outro lado, a presenca de hibridos férteis abre a possibilidade de que o processo
se expanda, gerando uma zona hibrida de grandes propor¢cdes ou mesmo a
miscigenacdo completa entre as duas espécies, levando a uma descaracterizacdo da

constituicdo genética original destes organismos.

Tendo em vista a inferéncia de que se trata de um processo muito recente
(talvez incipiente ainda), pode-se hipotetizar que a hibridacdo entre as duas espécies
tenha sido induzida por efeitos antropogénicos, especificamente o desmatamento da
Mata Atlantica que outrora atuava como barreira geogréfica entre ambas (Fig. 6). O
surgimento de areas abertas devido a tais alteracfes ambientais permitiu a expansao
dos limites de distribuicdo geogréfica das duas espécies, levando a formacéao de uma
zona de contato entre elas. Tal processo pode ter sido facilitado pelo fato de que
ambas sdo tipicas de areas abertas e possuem hdabitos generalistas e oportunistas,
com uma alta taxa de dispersao (Jiménez et al. 2008; Lucherini & Vidal 2008; Dalponte
2009). A mobilidade pode influenciar a intensidade com que a hibridagédo afeta a
composicdo genética das espécies hibridizantes, pois influencia a difuséo de alelos em
uma ou ambas as direcOes. Se a selecao natural contra os hibridos é fraca, as zonas
hibridas podem se estender até consideraveis distancias, afetando fortemente a

constiuticdo genética das duas espécies envolvidas (Wilson et al. 2000).
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Apesar de a hibridagdo poder ocorrer como um processo natural e exercer em
alguns casos um importante papel no processo evolutivo, atuando como fonte de
variabilidade genética tanto em animais quanto em plantas (Downling & Secor 1997,
Seehausen 2004), este fenbmeno pode vir a se tornar um problema grave quando
induzido por mudancas no ambiente natural ou na composi¢do das espécies causadas

por atividades antropogénicas (Lehman et al. 1991, Allendorf et al. 2001; Wood 2003).

A modificacdo antrépica do ambiente tem alterado amplamente a distribuicdo de
varias espécies de canideos, com pelo menos sete delas aumentando e nove
diminuindo sua distribuicdo no ultimo século (MacDonald & Sillero-Zubiri 2004; Queirolo
et al. 2011). Com o desflorestamento da Mata Atlantica, L. vetulus e o L. gymnocercus,
outrora espécies tidas como alopatricas, expandiram sua area de distribuicao,
tornando-se simpatricas, o que possibilitou a ocorréncia de hibridacdo. Tal fato pode
ser agravado pelo fato de L. vetulus possuir certa “adaptabilidade” a ambientes
antropizados (Dalponte & Courtenay 2004; Rocha et al. 2008) e que a conversao de
areas naturais florestadas em pastos ou em areas abertas resultaria em um aumento
na disponibilidade do recurso alimentar, visto que esses animais tem sua dieta
baseada em térmitas (Juarez & Marinho-Filho 2002) e na reducdo de potenciais
predadores (Jacomo et al. 2004) criando um ambiente favoravel ao aumento da
densidade populacional da espécie (porém ver Lemos et al. 2013). Uma provavel razéo
para o cruzamento interespecifico € a diferenca na densidade de individuos existentes
entre as duas espécies na recéem-formada zona de contato, algo semelhante ao
processo de hibridagdo ocorrido entre lobos-cinza (Canis lupus) e coiotes (C. latrans)

(Lehman et al. 1991; Hailer & Leonard 2008).
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A partir destes resultados, recomendamos que novos estudos envolvendo tais
espécies e que dependam de sua correta identificacdo taxonbmica, utilizem
ferramentas moleculares para avaliar a presenca de hibridos, especialmente no caso

de individuos amostrados na zona de contato aqui identificada.

De uma forma geral, este estudo registrou, pela primeira vez, a ocorréncia de
hibridacdo entre L. vetulus e L. gymnocercus, provavelmente causada por efeitos
antropogénicos na estrutura do ambiente natural, evidenciando como a fragmentacéo e
a alteracdo de habitats naturais, algo cada vez mais comum nos tempos modernos,
podem exercer um papel fundamental na conservacdo de espécies. Estudos
detalhados devem ser realizados nesta regido, integrando abordagens moleculares e
ecologicas, com a finalidade de se investigar de forma mais aprofundada as
caracteristicas desta zona de contato e a significancia evolutiva da hibridacéo para as
duas espécies, avaliando se este contato ir4 resultar na origem: i) de populacdes de
individuos hibridos férteis, levando a uma completa fusdo das duas espécies (hybrid
swarm); ou ii) levar a formacdo de uma zona hibrida estavel constituida por individuos
hibridos parcialmente férteis. Tais investigacfes serdo de suma importancia no
embasamento de estratégias que visem a conservacdo de ambas as espécies nesta

regido, bem como a manutencado de sua integridade genética em longo prazo.
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Tabelas

Tabela 1. Lista do numero de amostras utilizadas no estudo, bem como o nimero de
individuos dos quais foram obtidos dados para os diferentes marcadores moleculares

analisados.
mtDNA
Conjunto de dados Total Microssatélites
D-loop ND5
Lycalopex vetulus 61 55 a7 54
Lycalopex gymnocercus 28 18 18 14
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Tabela 2. Estimativas de diversidade genética para cada uma das populacbes
amostradas de acordo com o conjunto de dados utilizado: N — Numero de individuos, k
— Numero de haplétipos, Hd — Diversidade haplotipica, 1 — Diversidade nucleotidica,
Fs — Teste de neutralidade de Fu, D — Teste de neutralidade de Tajima, todos
calculados com o programa Arlequin (Excoffier & Lischer 2010). Os numeros entre
parénteses correspondem aos desvios-padrao (SE) referentes a cada resultado. Todos
os valores do teste de neutralidade (Fs) mostrados foram estatisticamente significativos

(p <0,01).

Conjunto de dados

(MtDNA) Populagéo N k Hd m Fs D

Norte 9 8 0,9722 (0,064) 0,0126 (0,007) - -

Centro 28 16 0,9180 (0,036) 0,0183 (0,009) - -

D-loop (609 pb) Sul 13 11 0,9615 (0,049) 0,0171 (0,009) - -
Total 50 34 0,9706 (0,013) 0,0205 (0,010)  -11,7119 -0,9417*

Norte 8 8 1,0000 (0,062) 0,0089 (0,005) - -

Centro 26 18 0,9508 (0,028) 0,0133 (0,006) - -

ND5 e D-loop

Total 42 33 0,9803 (0,012) 0,0135 (0,007)  -10,7404 -0,7908*

* Valor n&o significativo estatisticamente (p > 0,05)
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Tabela 3. Valores de p correspondentes ao teste de equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE), com seus respectivos desvios padréo (SE) realizado no programa GenePop
(Rousset 2008). indices de diversidade calculados para cada um dos locos: Ho —
Heterozigosidade observada, He — Heterozigosidade esperada, Fis — Coeficiente de
endocruzamento, | — indice de Shannon, todos calculados no GenAlEx (Peakall &
Smouse 2006). Rig. Alélica - Rigueza Alélica calculada no programa Fstat (Goudet
2001).

Loco p S.E. Ho He Fis I Rig. Alélica
2001 0.175 0.006 0,625 0,770 0,188 1,532 4.828
2004 0.018 0.005 0,738 0,756 0,023 1,702 6.035
2010 0.345 0.012 0,661 0,777 0,150 1,693 5.618
2054 0.004 0.003 0,854 0,842 -0,014 2,127 8.437
2088 0.648 0.008 0,774 0,757 -0,022 1,568 5.350
2132 0 0.000 0,682 0,685 0,004 1,308 4.292
2137 0.057 0.035 0,837 0,907 0,076 2,569 9.833
2140 0.055 0.012 0,893 0,856 -0,043 2,194 7.824
2018 0 0 0,836 0,859 0,026 2,162 8.042
2096 0.012 0.002 0,738 0,745 0,009 1,482 4.566
2159 0 0 0,796 0,910 0,126 2,569 10.002
Total - - 0,767 0,806 0,047 1,900 6,802
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Tabela 4. Testes de diferenciacdo populacional. Os resultados acima da diagonal
correspondem aos valores de ®st calculados no programa Arlequin (Excoffier & Lischer
2010) para cada par de populacbes com base nos marcadores mitocondriais (ND5 e
RC). Abaixo da diagonal, encontram-se os valores de Fst / Rst, calculados através dos
programas GenAlEx (Peakall & Smouse 2006) e Arlequin, respectivamente, utilizando
os dados de microssatélites (STR).

Norte Centro Sul
Norte - 0,297 0,315
Centro 0,037 / -0,006* - 0,148
Sul 0,041/0,102 0,025/ 0,052* -

* Valor néo significativo estatisticamente (p > 0,05)
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Legendas das figuras:

Figura 1. Mapa de distribuicdo espacial dos pontos de amostragem utilizados no
projeto. Em (@), os locais de origem dos 61 individuos de Lycalopex vetulus divididos
em populagdes norte (vermelho), centro (verde) e sul (azul), de acordo com a sua
distribuicdo. A area em cinza corresponde a extensdo do bioma cerrado, enquanto que
em azul (hachurado) esta a area descrita para a ocorréncia da espécie (Lemos et al.
2013). (b) Locais de amostragem dos 61 individuos de L. vetulus (circulos) e 28 L.
gymnocercus (quadrados) utilizados no estudo, plotados sobre as suas respectivas
areas de distribuicdo (Lemos et al. 2013; Queirolo et al. 2013). Os mapas foram
gerados com o programa ESRI ArcGis 10.1.

Figura 2. Rede de haplétipos baseada em dados obtidos da regido controladora (RC) e
um segmento do gene ND5 do DNA mitocondrial (mtDNA) concatenados de 64
individuos, e gerada a partir do calculo dos vetores medianos realizado no programa
Network (Bandelt et al. 1999). Cada circulo representa um haplétipo diferente, sendo o
seu diametro proporcional a sua frequéncia na amostra. As cores indicam a frequéncia
do haplétipo em cada grupo ou populacdo de Lycalopex vetulus (vermelho para as
populacdes do norte, verde para as populacdes do centro e azul para as do sul) e L.
gymnocercus (amarelo). Os numeros indicam as diferencas ou passos mutacionais
existentes entre os haplotipos; nas linhas onde este ndo € identificado existe apenas
uma mutagao.

Figura 3. Arvore filogenética construida através do método de méaxima verossimilhanca
(ML) e por Inferéncia Bayesiana (BI) (topologia mostrada) a partir de dados da regiédo
controladora (RC) e do gene ND5 do DNA mitocondrial (mtDNA) concatenados. Os
valores de suporte localizados acima dos ramos correspondem a frequéncia de
bootstrap (dividido por 10) referente a andlise de ML, e aqueles abaixo dos ramos
indicam a probabilidade posterior do clado, proveniente da analise Bayesiana. Ambos
0s métodos resultaram em topologias idénticas para os ramos principais, aos quais 0s
valores de suporte sdo mostrados, com pequenas variacdes nos ramos terminais. O
local de origem de cada individuo esta indicado no material suplementar. Os asteriscos
indicam os individuos de Lycalopex vetulus que apresentam introgressao de haplétipos
mitocondriais oriundos de L. gymnocercus.

Figura 4. Graficos de barras gerados com o programa Structure (Pritchard et al. 2000)
onde cada uma das barras representa um individuo amostrado. A atribuicdo de cada
individuo a cada um dos grupos geneticamente disitintos (K=2) esta representada pelo
preenchimendo da respectiva barra com as seguintes cores: Lycalopex gymnocercus
(amarelo) e L. vetulus (azul). (a) Contém somente os individuos considerados “puros”
de cada uma das duas espécies; (b) foram adicionadas as amostras originarias da
zona de contato entre as duas espécies. Os asteriscos indicam os individuos de L.
vetulus, identificados na Fig. 3 como possuindo haplétipos mitocondriais provenientes
de L. gymnocercus.

Figura 5. Valores referentes ao AK testado em cada uma das analises realizadas com o
programa Structure (Pritchard et al. 2000): (a) individos considerados “puros” de cada
uma das duas espécies (Lycalopex vetulus e L. gymnocercus) e em (b) estao presentes
os individuos originarios da zona de contato entre as duas espécies. Os graficos foram
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gerados através do programa StructureHarvester (Earl & vanHoldt 2012) utilizando o
meétodo descrito por (Evanno et al. 2005).

Figura 6. Mapa de fragmentacdo da Mata Atlantica na zona de contato entre Lycalopex
vetulus e L. gymnocercus: (a) Extenséao original do bioma (Olsen et al. 2001); (b)
Fragmentos florestais remanescentes na regido (Globcover 2009).
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Figura 4.
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Figura 5.
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Material Suplementar

Apéndice S1 — Lista das amostras utilizadas no estudo.

Numero de Coordenadas
Espécie Populacdo identificacao Origem geografica geogréaficas Instituicéo / Coletor
da amostra Lat. / Long,
bPve02 Bahia (BA) - Brasil -13,252 /-45,769 UEMA / L.Tchaicka
bPvel3 Balsas, Maranhédo (MA) - Brasil -7,534 / -46,037 C.B.Kasper
bPvel4 Benedito Leite, Maranh&o (MA) - Brasil -7,217 [ -44,567 C.B.Kasper
bPvel5 Loreto, Maranh&o (MA) - Brasil -7,083 /-45,150 C.B.Kasper
Norte bPvel6 Piaui (PI) - Brasil -7,122 1 -42,346 C.B.Kasper
bPve321 Barras, Piaui (PI) - Brasil -4,249 [ -42,299 C.B.Kasper
LcaMAO1 Maranhao (MA) - Brasil -7,340/-47,439 UEMA / L.Tchaicka
1941 Alianca do Tocantins, Tocantins (TO) - Brasil -11,325/-48,946 M.Repenning
1943 Ponte Alta do Tocantins, Tocantins (TO) - Brasil -10,693/-47,817 M.Repenning
bPve04 Goias (GO) - Brasil -16,662 / -49,305 R.Portela
Lycalopex bPve05 Goiéas (GO) - Brasil -16,651/-49,344 R.Portela
vetulus bPve06 Goias (GO) - Brasil -16,714 / -49,222 R.Portela
bPve07 Goiéas (GO) - Brasil -16,653/-49,172 R.Portela
bPvel0 Goias (GO) - Brasil -15,850/-48,949 F.Grazzione e A.Garda
bPvel8 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,703 /-52,331 CENAP
bPve301 Planaltina, Distrito Federal (DF) - Brasil -15,624 /-47,671 CENAP / F.H.G.Rodrigues
bPve302 Planaltina, Distrito Federal (DF) - Brasil -15,625/-47,670 CENAP / F.H.G.Rodrigues
Centro bPve305 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,701/-52,338 CENAP / J.Dalponte
bPve306 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,695/-52,326 CENAP / J.Dalponte
bPve307 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,685/-52,334 CENAP / J.Dalponte
bPve308 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,697 / -52,336 CENAP / J.Dalponte
bPve309 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,698 / -52,335 CENAP / J.Dalponte
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bPve310

Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil

-14,698 / -52,334

CENAP / J.Dalponte

bPve311 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,697 / -52,348 CENAP / J.Dalponte
bPve312 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,682 / -52,352 CENAP / J.Dalponte
bPve313 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,705/-52,344 CENAP / J.Dalponte
bPve314 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,702 / -52,341 CENAP / J.Dalponte
bPve315 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,692 / -52,341 CENAP / J.Dalponte
bPve316 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,689 / -52,345 CENAP / J.Dalponte
bPve317 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,694 / -52,339 CENAP / J.Dalponte
bPve318 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,681/-52,339 CENAP / J.Dalponte
bPve319 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,680/-52,348 CENAP / J.Dalponte
bPve320 Nova Xavantina, Mato Grosso (MT) - Brasil -14,686 / -52,330 CENAP / J.Dalponte
contra bPve365 Cumari, Goias (GO) - Brasil 18,268 /-48,150 ~ CENAP/ E:ég\?:k’:;g"‘emos €
bPve366 Cumari, Goiés (GO) - Brasil 118,266 / -48,149 ~ CENAP/ Ejégj‘;’é;t?“mos e
bPve369 Araguari, Minas Gerais (MG) - Brasil -18,655/-48,150 CENAP/ E:érar\?gé;ﬁ.Lemos €
bPve370 Cumari, Goias (GO) - Brasil -18,268 / -48,147 CENAP/ E:érar\?gé;?.Lemos €
bPve373 Cumari, Goias (GO) - Brasil 18,266 / -48,147 ~ CENAP/ E:ég\‘j‘:k’:;ﬁmmos €
1933 Chapada dos Guimaraes, Mato Grosso (MT) - Brasil  -15,432 / -55,786 M.Repenning
1947 Arinos, Minas Gerais (MG) - Brasil -15,958 /-46,367 M.Repenning
1948 Coromandel, Minas Gerais (MG) - Brasil -18,320/-47,136 M.Repenning
bPve03 Minas Gerais (MG) - Brasil -19,633/-43,883 UFRGS / L.Tchaicka
bPve08 Sao Paulo (SP) - Brasil -21,4731-47,471 C.Prada e D.Sana
bPve09 S&o Paulo (SP) - Brasil -22,564 / -53,035 C.Prada e D.Sana
bPvel? Sao Roque de Minas, Minas Gerais (MG) - Brasil -20,245 / -46,365 F.L.Rocha e R.Arrais
Sul bPve322 Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS) - Brasil -20,448 / -54,616 CENAP / R.M.Passos
bPve323 Sorocaba, S&o Paulo (SP) - Brasil -23,483 /1 -47,449 CENAP / Joares e R.Teixeira
bPve324 Sorocaba, S&o Paulo (SP) - Brasil -23,494 | -47,424 CENAP / Joares e R.Teixeira
bPve325 Sorocaba, Sdo Paulo (SP) - Brasil -23,509 / -47,453 CENAP / Joares e R.Teixeira
bPve326 Presidende Epitacio, S&o Paulo (SP) - Brasil -21,765/-52,100 CENAP / Joares e R.Teixeira
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bPve327

Ribeirdo Preto, S&o Paulo (SP) - Brasil

-21,184 / -47,817

CENAP / Joares e R.Teixeira

bPve328 Sao José do Rio Preto, Sé&o Paulo (SP) - Brasil -20,800/-49,383 CENAP / Joares e R.Teixeira
bPve329 Sao José do Rio Preto, Séo Paulo (SP) - Brasil -20,835/-49,360 CENAP / Joares e R.Teixeira
Sul bPve330 S&o Jose do Rio Preto, Sé&o Paulo (SP) - Brasil -20,793/-49,350 CENAP / Joares e R.Teixeira
bPve351 Séo Carlos, Sé&o Paulo (SP) - Brasil -22,019/-47,894 CENAP / Joares e R.Teixeira
bPve353 Piracicaba, S&o Paulo (SP) - Brasil -22,716 /1 -47,633 CENAP / Joares e R.Teixeira
bPve367 Araguari, Minas Gerais (MG) - Brasil 18,657/ -48,156  CENAP/ Ejégjéslé;ﬁwmos e
172 Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS) - Brasil -20,483 /-54,154 A.L.J. Desbiez
173 Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS) - Brasil -20,588 / -52,445 A.L.J. Desbiez
178 Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS) - Brasil -20,470/ -54,086 A.L.J. Desbiez
219 Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS) - Brasil -20,445 / -52,854 A.L.J. Desbiez
bPgy07 Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -31,7771-52,461 UFRGS/T.C.Trigo e A.P.Brandt
bPgyl7 Tapes, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -30,674 /-51,445 M.F.Correa
bPgy18 Aparados, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -29,065 / -49,999 M.F.Correa
bPgy30 Taim, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -32,569 /-52,558 UFLA / A.Bager
bPgy33 Taim, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -32,583/-52,563 UFLA / A.Bager
bPgy40 Taim, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -32,487 /1 -52,579 UFLA / A.Bager
bPgy41 Taim, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -32,489 / -52,567 UFLA / A.Bager
bPgy42 Taim, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -32,480/-52,571 UFLA / A.Bager
bPgy50 Porto Alegre, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -29,963 /-57,192 J.Koeneman
gyLn);(r:s)lgepr?:)Ls bPgy52 Camaqué, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -30,753/-51,637 C.B.Kasper e M.F.Rodrigues
bPgy53 Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -31,885/-52,643 C.B.Kasper e M.F.Rodrigues
bPgy55 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,321/-50,716  BAESA/ C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy56 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,315/-50,716  BAESA/ C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy57 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,305 /-50,714 BAESA / C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy58 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,318/-50,710 BAESA/ C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy59 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,325/-50,730 BAESA/ C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy60 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,321/-50,709 BAESA / C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy61 Campo Belo do Sul, Santa Catarina (SC) - Brasil -27,868 /-50,808 BAESA/ C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy62 Rio Grande, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -32,174 /1 -52,416 C.B.Kasper
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bPgy63 Arroio Grande, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -32,137 / -52,955 C.B.Kasper
bPgy64 Jaguarao-Pelotas, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -31,798 / -52,490 C.B.Kasper e M.F.Rodrigues
bPgy66 Arroio Grande, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -32,239/-53,064 C.B.Kasper
bPgy67 Arapoti, Parana (PR) -24,144 | -49,819 F.Braga
bPgy72 Anita Garibaldi, Santa Catarina (SC) -27,699/-51,111 H.Figueird
bPgy73 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,313/-50,722 BAESA / C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy77 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,312/-50,716  BAESA/ C.B.Kasper e M.Piccoli
bPgy80 Bom Jesus, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -28,321/-50,709 C.B.Kasper
bPgy83 Alegrete, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil -29,811/-55,748 C.B.Kasper e M.F.Rodrigues
Ls)(/accﬂarpaeex bPse04 Peru F.Angulo e L.Oliveira
Cerdocyon bCth82 Parque Itapua M.F.Correa
thous
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Apéndice S2 — Lista dos individuos analisados de acordo com os resultados obtidos para os diferentes marcadores utilizados no
estudo.

Microssatélites
Fenétipo ID Origem  Populagdo mtDNA Cluster 1 Cluster 2
(L. gymnocercus) (L. vetulus)

. vetulus bPve02 BA

. vetulus bPvel3 MA

. vetulus bPvel4d MA

. vetulus bPvel5 MA

. vetulus bPvel6 Pl Norte
. vetulus bPve321 P

. vetulus LcaMAO1 MA

. vetulus 1941 TO

. vetulus 1943 TO

. vetulus NA NA

. vetulus 0.0050 0.9950
. vetulus 0.0050 0.9950
. vetulus 0.0122 0.9878
. vetulus 0.0322 0.9678
. vetulus 0.0130 0.9870
. vetulus 0.0092 0.9908
. vetulus 0.0060 0.9940
. vetulus NA NA

. vetulus 0.0069 0.9931
. vetulus 0.0059 0.9941
. vetulus 0.0050 0.9950
. vetulus 0.0090 0.9910
. vetulus NA NA
. vetulus NA NA
. vetulus 0.0100 0.9900
. vetulus 0.0090 0.9910
. vetulus NA NA
. vetulus 0.0299 0.9701
. vetulus NA NA
. vetulus 0.0315 0.9685
. vetulus NA NA
. vetulus 0.0046 0.9954
. vetulus NA NA

. vetulus bPve04 GO
. vetulus bPve05 GO
. vetulus bPve06 GO
. vetulus bPve07 GO
. vetulus bPvel0O GO
. vetulus bPvel8 MT
. vetulus bPve301 DF
. vetulus bPve302 DF Centro
. vetulus bPve305 MT
. vetulus bPve306 MT
. vetulus bPve307 MT
. vetulus bPve308 MT
. vetulus bPve309 MT
. vetulus bPve310 MT
. vetulus bPve311 MT

i el el el el el el il el al ol ol el al el ol ol a il ol a i ol il a
~ ~~~~~M~~M~~M~HM~mM~M~mM~®MH~|~~M~mM~M~mM~mM~nmM~Tmr~
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L. vetulus bPve312 MT L. vetulus 0.0130 0.9870
L. vetulus bPve313 MT L. vetulus 0.0149 0.9851
L. vetulus bPve314 MT L. vetulus 0.0070 0.9930
L. vetulus bPve315 MT L. vetulus NA NA

L. vetulus bPve316 MT L. vetulus NA NA

L. vetulus bPve317 MT L. vetulus NA NA

L. vetulus bPve318 MT L. vetulus 0.0070 0.9930
L. vetulus bPve319 MT L. vetulus 0.0057 0.9943
L. vetulus bPve320 MT L. vetulus NA NA

L vetulus  bPve365 GO Centro L. vetulus 0.0090 0.9910
L. vetulus bPve366 GO L. vetulus 0.0071 0.9929
L. vetulus bPve369 MG L. vetulus 0.0050 0.9950
L. vetulus bPve370 GO L. vetulus 0.0070 0.9930
L. vetulus bPve373 GO L. vetulus 0.0060 0.9940
L. vetulus 1933 MT L. vetulus NA NA

L. vetulus 1947 MG L. vetulus 0.0059 0.9941
L. vetulus 1948 MG L. vetulus NA NA

L. vetulus bPve03 MG L. vetulus NA NA

L. vetulus bPve08 SP L. vetulus 0.0478 0.9522
L. vetulus bPve09 SP L. vetulus NA NA

L. vetulus bPvel7 MG L. vetulus NA NA

L. vetulus bPve322 MS L. vetulus 0.0174 0.9826
L. vetulus bPve323 SP L. gymnocercus 0.3587 0.6413
L. vetulus bPve324 SP L. gymnocercus 0.3267 0.6733
L. vetulus bPve325 SP Sul L. gymnocercus 0.2469 0.7531
L. vetulus bPve326 SP L. vetulus 0.0056 0.9944
L. vetulus bPve327 SP L. vetulus 0.0050 0.9950
L. vetulus bPve328 SP L. gymnocercus 0.0195 0.9805
L. vetulus bPve329 SP L. vetulus 0.0412 0.9588
L. vetulus bPve330 SP L. vetulus 0.0130 0.9870
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L. vetulus bPve351 SP L. vetulus 0.2990 0.7010
L. vetulus bPve353 SP L. gymnocercus 0.0553 0.9447
L. vetulus bPve367 MG L. vetulus 0.0050 0.9950
L. vetulus 172 MS L. vetulus NA NA
L. vetulus 173 MS sul L. vetulus NA NA
L. vetulus 178 MS L. vetulus NA NA
L. vetulus 219 MS L. vetulus NA NA
L. gymnocercus  bPgy07 RS L. gymnocercus NA NA
L. gymnocercus  bPgyl7 RS NA 0.9412 0.0588
L. gymnocercus  bPgyl8 RS NA 0.9848 0.0152
L. gymnocercus  bPgy30 RS NA 0.9910 0.0090
L. gymnocercus  bPgy33 RS NA 0.9940 0.0060
L. gymnocercus  bPgy40 RS NA 0.9900 0.0100
L. gymnocercus  bPgy4l RS NA 0.9889 0.1111
L. gymnocercus  bPgy4?2 RS NA 0.9939 0.0061
L. gymnocercus  bPgy50 RS L. gymnocercus 0.9767 0.0233
L. gymnocercus  bPgy52 RS L. gymnocercus 0.9190 0.0810
L. gymnocercus  bPgy53 RS L. gymnocercus NA NA
L. gymnocercus  bPgy55 RS L. gymnocercus 0.9924 0.0076
L. gymnocercus  bPgy56 RS NA 0.9735 0.0265
L. gymnocercus  bPgy57 RS L. gymnocercus NA NA
L. gymnocercus  bPgy58 RS L. gymnocercus 0.9573 0.0427
L. gymnocercus  bPgy59 RS NA 0.9822 0.0178
L. gymnocercus  bPgy60 RS NA 0.9776 0.0224
L. gymnocercus  bPgy61 SC L. gymnocercus NA NA
L. gymnocercus  bPgy62 RS L. gymnocercus NA NA
L. gymnocercus  bPgy63 RS L. gymnocercus NA NA
L. gymnocercus  bPgy64 RS L. gymnocercus NA NA
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. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus

. gymnocercus

bPgy66
bPgy67
bPgy72
bPgy73
bPgy77
bPgy80
bPgy83

RS
PR
SC
RS
RS
RS
RS

~ ~ M~ ~~n~~

. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus

. gymnocercus

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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