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RESUMO

A hibridacdo entre espécies animais vem sendo observada cada vez mais frequentemente na
natureza, devido provavelmente ao avanco das técnicas moleculares, que tém nos permitido
acessar inumeras informagdes previamente desconhecidas com relagao a biologia dos seres vivos.
Os felideos Neotropicais Leopardus geoffroyi e L. tigrinus possuem sua distribuicao essencialmente
alopatrica, com uma estreita zona de contato que inclui o Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Apds suspeita levantada em estudos de campo, a hibridacdo entre estas espécies foi confirmada
com anadlises do DNA mitocondrial e microssatélites nucleares (Trigo 2008). O principal objetivo do
presente trabalho é aprofundar a investigacdo dos processos de hibridagao e introgressao entre
estas duas espécies, incluindo aspectos como sua simetria e direcionalidade, bem como testar a
viabilidade de utilizacdo de multiplos locos localizados no cromossomo X para diferenciar o
compartilhamento de hapldétipos por ancestralidade daquele resultante do processo de
hibridacdo. Foram selecionados 43 individuos da espécie L. geoffroyi e 38 da espécie L. tigrinus, de
regides préximas (incluindo provaveis puros e hibridos) e também de regides afastadas da zona de
contato, além de seis L. colocolo utilizados como grupo externo para fins de comparagao. Através
da construcdo e analise de redes de haplétipos, foi possivel identificar 38 hibridos, enquanto
através da avaliacdo de blocos haplotipicos compartilhados, inferiu-se que este nimero pode
chegar a mais de 53 individuos. Foi observada introgressdo bidirecional e bastante assimétrica
entre as espécies, corroborando a hipdtese de que se trata de um processo atual e complexo em
sua dinamica. Além disso, um resultado importante deste estudo foi a demonstracdo de que o
segmento analisado do cromossomo X apresenta poder informativo suficiente para identificar
blocos haplotipicos ancestrais de cada uma das espécies envolvidas, o que abre caminho para
analises genémicas mais aprofundadas deste processo de hibridacao.



ABSTRACT

Hybridization in animal species has been observed with increasing frequency in nature, probably
due to advances in molecular techniques, which have allowed accessing a wealth of information
on the biology of living beings. The Neotropical felids Leopardus geoffroyi e L. tigrinus have
essentially allopatric distributions, with a narrow contact zone that includes Rio Grande do Sul
state, Brazil. Following initial suspicions raised by field studies, hybridization between these
species was confirmed by the analysis of mitochondrial DNA and nuclear microsatellites (Trigo
2008). The main objective of this study was to clarify aspects related to hybridization and
introgression between these species, including its symmetry and directionality, and also to test the
application of multiple loci linked to the X chromosome to differentiate ancestral haplotype
sharing from that resulting from the hybridization process. We selected 43 L. geoffroyi individuals
and 38 L. tigrinus from regions that are near as well as outside the contact zone, in addition to six
L. colocolo used as outgroups for comparison. Through the use of haplotype networks, it was
possible to identify 38 hybrids, and based on shared haplotype blocks, we inferred that this
number could reach more than 53 individuals. We observed bidirectional and quite asymmetric
introgression between these species, corroborating the hypothesis that this is a current and
complex hybridization process. In addition, an important result was the demonstration that the X
chromosome segment analyzed here harbors sufficient information content to identify ancestral
haplotypic blocks from each of the implicated species, opening up new avenues for in-depth
genomic analyses targeting this hybridization process.



APRESENTACAO

A hibridagao pode ser definida como o cruzamento entre individuos pertencentes a
espécies ou populagdes que sejam distinguiveis entre si por pelo menos um cardter hereditario. A
hibridacdo pode levar a extincdo de uma ou ambas as espécies parentais, e é possivel que este
problema esteja sendo subestimado (Rhymer & Simberloff 1996), e venha ocorrendo de forma
crescente. Por outro lado, faz parte do processo evolutivo natural das espécies, podendo ocorrer
devido ao isolamento reprodutivo incompleto, ou pelo contato secundario entre populagdes ou

espécies que tenham divergido em alopatria (Allendorf & Luikart 2007).

Sendo assim, pode ser definida como intra- ou interespecifica. A hibridagao intraespecifica
tem um papel fundamental no processo evolutivo das espécies, sendo responsdvel por manté-las
unidas como unidades evolutivas (Mayr 1963). Com apenas um individuo migrante de um grupo
para outro a cada geragdo, todos os alelos passam a ser encontrados em ambos, gerando
diversidade genética e mantendo ao menos estavel o tamanho efetivo de cada populacdo
(Allendorf & Luikart 2007). J& a hibridacdo e introgressao interespecificas podem ser mais comuns
do que se imagina. Muitas linhagens independentes sdo capazes de hibridizar por longos periodos
de tempo sem comprometer sua individualidade fenotipica (Allendorf & Luikart 2007). Isto torna
mais dificil sua deteccdo na natureza, e esta pode ser a causa da baixa prevaléncia percebida

historicamente em animais.

Historicamente, acreditava-se que a taxa de hibridacdo em espécies animais era
relativamente baixa quando comparada a espécies vegetais. Em plantas, € mais comum que a
hibridacdo gere novas espécies por isolamento reprodutivo (Mayr 1942, Dobzhansky 1951). J4 em
animais é comum que a prole tenha menor valor adaptativo em relacdo as espécies parentais, o
gue atuaria como uma restricdo seletiva intensa contra sua manutengao. Nas ultimas décadas,
com o avanco de técnicas moleculares, tem sido possivel a verificacdo de uma maior ocorréncia
destes eventos em animais, que também podem gerar hibridos férteis capazes de cruzar entre si

Oou com uma ou ambas as espécies parentais.

Neste contexto, podemos citar alguns casos de hibridacdo entre espécies animais. Lecis et
al. (2006) utilizaram locos de microssatélites ligados entre si para descrever a hibridacdo entre
gatos selvagens europeus (Felis silvestris silvestris) e gatos domésticos (Felis silvestris catus) na

Italia e Hungria, onde, respectivamente, 8% e 25-31% dos individuos analisados apresentaram
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evidéncia de hibridacdo. Neaves et al. (2010) descreveram a hibridacdo e introgressdo entre duas
espécies de cangurus do leste (Macropus giganteus) e oeste (Macropus fuliginosus) da Australia,
através de marcadores de microssatélite e do DNA mitocondrial. Naquele estudo, 7,6% dos
animais examinados apresentaram evidéncia de hibridacdao bidirecional, e foi constatada a
ocorréncia de hibridos férteis. VonHoldt et al. (2011) utilizaram dados genGmicos para descrever a
hibridacao entre diversas espécies de canideos parentes do lobo-cinza (Canis lupus) em todo o
mundo. Foram descritos diferentes niveis de hibridacdo interespecificos entre lobos-cinza, lobos-
vermelhos, coiotes e lobos dos Grandes Lagos, o que dificulta decisGes acerca de sua taxonomia,
bem como a restauracdo e protecdo de algumas espécies e populacdes ameacadas contidas neste
grupo. Trigo (2008) e Trigo et al. (em prep.) descreveram a hibridacdo entre diferentes espécies
de felideos neotropicais, especificamente Leopardus tigrinus e L. colocolo no centro-oeste do
Brasil, e entre L. tigrinus e L. geoffroyi no estado do Rio Grande do Sul. Este segundo caso
representa um dos mais altos niveis de hibridacao relatados até o momento para carnivoros (cerca
de 34% dos individuos amostrados), evidenciando um alto nivel de introgressado bidirecional entre

as espécies.

Os felideos Leopardus tigrinus e L. geoffroyi pertencem ao género Leopardus (Johnson et
al. 2006), contido na familia Felidae e na ordem Carnivora. O primeiro deles, conhecido como
gato-do-mato pequeno, é menor (comprimento total entre 60 e 92 cm; peso entre 1,75 e 3,5 kg),
tendo porte semelhante ao do gato doméstico, possui pelagem de fundo amarelado com manchas
escuras e rosetas abertas, e tem sua distribuicdo geografica desde o sul da América Central (Costa
Rica) até o norte da Argentina e em grande parte do Brasil, até o centro do Estado do Rio Grande
do Sul, onde ocorre em simpatria com a outra espécie da mesma linhagem, Leopardus geoffroyi,
conhecido como gato-do-mato-grande. Esta, por sua vez, estende-se da Bolivia, Paraguai e norte
da Argentina até o extremo sul do continente Americano, ocorrendo no Brasil somente na metade
sul do Rio Grande do Sul. Maior e mais robusta do que L. tigrinus (comprimento total entre 70 e
110 cm; peso entre 2 e 6 kg), possui pelagem de tom acinzentado com manchas pretas sélidas

(Oliveira & Cassaro 2005).

Segundo Trigo (2008), a hibridacdo entre L. tigrinus e L. geoffroyi pode ter se originado de
causas naturais, pela ocorréncia de contato geografico e auséncia de isolamento reprodutivo total
entre as espécies. Porém, o Estado do Rio Grande do Sul apresenta sua paisagem floristica
extremamente fragmentada e modificada por atividades humanas, como a agricultura e a

pecuaria (IBGE 1986, Rambo 1994), o que pode ter propiciado maior contato recente entre estas



espécies. Trigo (2008), Schneider (2009) e Trigo et al. (em prep.) investigaram este tema
empregando marcadores de microssatélites nucleares, DNA mitocondrial, segmentos dos
cromossomos X e Y, além de segmentos autossOmicos, através dos quais foi possivel detectar
diversas combinag¢des genéticas em diferentes marcadores, sugerindo um processo de hibridagao
recente, ou mais provavelmente atual. Contudo, um obstdculo que ndo pode ser superado nestes
estudos anteriores foi diferenciar o compartilhamento ancestral de haplétipos daquele resultante
do processo de hibridacdo. Este problema dificulta a quantificacdo dos processos de hibridacdo e
introgressdao com base em sequencias nucleares, bem como a estimativa da idade deste
fendmeno. O presente trabalho visa a tentar resolver esta questdo através de uma amostragem
mais extensa e regular do cromossomo X, buscando avaliar se esta abordagem permite identificar
blocos haplotipicos ancestrais de cada espécie, de forma a viabilizar uma inferéncia mais

conclusiva dos compartilhamentos induzidos por hibridacdo e introgressao.

A dissertacdo sera apresentada na forma de um artigo cientifico, o qual, apds revisdo e

traducdo para o inglés, serd submetido ao periddico Heredity.
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RESUMO

A hibridacdo pode ser considerada um processo evolutivo capaz de levar a extingdo uma ou
ambas as espécies parentais envolvidas (Rhymer & Simberloff 1996), mas também pode ter um
importante papel na geracdo de diversidade genética. Diferentes espécies ou popula¢des sdo
capazes de hibridizar por longos periodos de tempo sem perder suas caracteristicas fenotipicas
(Allendorf & Luikart 2007), o que torna dificil a deteccao deste processo na natureza
exclusivamente com base em caracteres morfolégicos. Por isso, a utilizacgdo de marcadores
moleculares tem sido uma importante ferramenta no estudo de tal fendmeno. Porém, quando o
mesmo envolve espécies muito proximamente relacionadas, torna-se mais complexo
desenvolvimento de marcadores moleculares diagndsticos, que possam viabilizar a identificagdo
de caracteres ancestrais de cada taxon original. Aqui utilizamos diversos marcadores nucleares
ligados ao cromossomo X, contidos em uma regido de baixa recombinac¢do, para investigar
questoes referentes a hibridacido e introgressdo génica entre as espécies de felideos
Neotropicais Leopardus geoffroyi e L. tigrinus, com foco no Estado do Rio Grande do Sul.
Sequéncias de DNA representando oito segmentos foram investigadas nestas espécies a fim de
quantificar a hibrida¢do, determinar sua simetria e avaliar a viabilidade de inferir-se a presenga
de blocos haplotipicos ancestrais de cada espécie, em uma escala de varios megabases. Foram
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identificados ao menos 38 individuos de diferentes categorias hibridas, com evidéncias claras de
introgressdao génica bidirecional, mas bastante assimétrica (mais introgressao evidente de L.
tigrinus para L. geoffroyi). A inferéncia de tamanho dos blocos haplotipicos ancestrais
remanescentes nos individuos hibridos sugere que se trata de um processo recente, e
provavelmente atual, de miscigenacao inter-especifica. Além disso, tal analise demonstrou a
viabilidade de se utilizar este segmento gendmico para anadlises de ancestralidade neste sistema

bioldgico, a fim de dissecar de forma mais aprofundada o processo de hibridag¢ao.

INTRODUCAO

Durante estudos de campo realizados no Estado do Rio Grande do Sul, entre 1993 e 2004
(Eizirik et al. 2006) constatou-se a ocorréncia de individuos portadores de fenétipos intermediarios
entre as espécies Leopardus tigrinus e Leopardus geoffroyi, tanto em relacdo ao porte corporal
como aos padrdes de pelagem. Nesta ocasido, levantou-se a hipotese de ocorréncia de hibridagao
entre elas, que mais tarde foi confirmada através da analise de marcadores de microssatélites,
DNA mitocondrial, segmentos autossomicos e marcadores dos cromossomos X e Y (Trigo et al.

2008; Trigo et al. em prep.; Schneider 2009).

A vantagem da utilizacdo de locos de microssatélite neste tipo de estudo consiste no fato
de serem de heranca biparental, altamente polimérficos, sendo suficientemente varidveis para
permitir a identificacao precisa de todos os individuos amostrados. Além disso, torna-se possivel a
realizacdo de diversas analises estatisticas capazes de definir os individuos como pertencentes a
uma ou mais populacdes de origem, no caso de serem hibridos (Hansen et al. 2000). Por sua vez,
marcadores de sequéncia nucleares apresentam taxa de substituicdo relativamente mais lenta
guando comparados aos microssatélites. Isto permite uma melhor identificacdo de possivel

monofilia das espécies, além de alelos diagndsticos de cada uma delas (Hare 2001).

Uma limitacdo compartilhada tanto por variantes de sequéncia nuclear quanto por
microssatélites é a dificuldade de distinguir entre alelos compartilhados por introgressao e aqueles
decorrentes de polimorfismo ancestral, que precede o evento de especiacdo entre os taxons
envolvidos no processo de hibridacdo. Esta questao é fundamental para que se possa avaliar de
forma detalhada os eventos subjacentes a hibridacdo, incluindo uma avaliagdo da magnitude e
antiguidade do processo. Se por um lado locos de sequéncia nucleares reduzem o problema da
homoplasia como uma fonte de ambiguidade, eles podem estar ainda mais propensos do que os
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microssatélites a sofrerem com o problema da persisténcia de polimorfismos ancestrais, devido
justamente as suas taxas mais lentas de substituicdo. Uma forma de potencialmente resolver este
problema é a utilizacdo de multiplos segmentos nucleares ligados, incorporando varios sitios
polimérficos em haplétipos integrados, que podem conter uma quantidade e qualidade de
informacdo suficientes para distinguir compartilhamentos ancestrais de outros que sejam
secunddrios. Estudos recentes sugerem que marcadores ligados entre si, em conjunto com
analises estatisticas sofisticadas que modelam a dinamica genémica da miscigenagao, podem
significativamente aumentar a deteccdao de individuos hibridos, quantificar o processo de
hibridagdo, e caracterizar sua simetria e direcionalidade (Lecis et al. 2006; Verardi et al. 2006;

Brown et al. 2010).

A identificacdo de hibridos pode ser dificultada quando as espécies parentais apresentam
uma relacdo evolutiva préoxima e ndo possuem marcadores genéticos claramente diagndsticos.
Porém, a combinacdo de diferentes marcadores moleculares (ligados e ndo ligados) com
diferentes propriedades mutacionais e demograficas (p.ex. microssatélites, sequéncias de
autossomos e de cromossomos sexuais) possibilita dissecar as diferentes varidveis que afetam os
padroes genéticos resultantes deste fendmeno. Neste sentido, a andlise combinada de
marcadores moleculares com diferentes formas de heranca é importante para que se possa
realizar analises de processos complexos atuantes sobre o genoma, como os decorrentes dos

eventos de hibridacdo e introgressao (Eizirik et al. 2006).

Trigo et al. (2008) utilizaram segmentos do DNA mitocondrial (mtDNA) e nove
microssatélites nucleares para demonstrar as primeiras evidéncias moleculares de hibridacdo
entre as espécies Leopardus tigrinus e L. geoffroyi, na regido central do Rio Grande do Sul. Naquele
estudo foram identificados individuos com evidéncia de eventos recentes de hibridagdo, sendo
possivel a confirmacdo de alguns casos de introgressdao genémica. Trigo et al. (2008) sugerem que,
apesar das observacOes a partir dos dados dos microssatélites e mtDNA ndo mostrarem isto
diretamente, é possivel que a introgressdao entre as espécies seja simétrica e bidirecional, e
evidenciam a necessidade de se saber tratar-se de uma hibridacdo recente, que poderia ser
consequéncia de a¢des humanas, ou uma hibridacdao bastante antiga, ocasionada por um contato

secundario e facilitada pela auséncia de isolamento reprodutivo entre as espécies.

Schneider (2009) caracterizou cinco locos localizados no cromossomo X, dois autossdmicos
e onze locos de microssatélites, a fim de quantificar o processo de hibridacdo e sua

direcionalidade. Dos 68 individuos analisados, 48 foram identificados como hibridos. Inferiu-se
11



naquele estudo que o processo de hibridacdo é atual, com fluxo génico assimétrico e bidirecional,
com taxas de introgressdo maiores de L. tigrinus para L. geoffroyi. A maior limitacdo encontrada
por Schneider (2009) foi diferenciar o compartilhamento de hapldtipos por ancestralidade e por

hibridagao.

Trigo et al. (em prep.) utilizaram segmentos dos cromossomos X e Y, mtDNA e dez locos de
microssatélites para investigar este tema, sendo possivel observar um alto indice de miscigenagao
entre as espécies L. tigrinus e L. geoffroyi no Rio Grande do Sul. Foi possivel verificar a ocorréncia
de diversas combinagdes genéticas nos diferentes marcadores moleculares, o que sugere a
existéncia de um processo de miscigenacdo atual ou recente, com intensa introgressdo
bidirecional, sugerindo também a producdo de uma prole vidvel e no minimo parcialmente fértil,

capaz de cruzar entre si e/ou com uma ou ambas as espécies parentais.

O presente estudo visa a aprimorar o conhecimento referente aos eventos de hibridacdo e
introgressao entre L. tigrinus e L. geoffroyi no Rio Grande do Sul, e para isso foi realizada uma
selecdo criteriosa de individuos puros e hibridos a partir dos resultados dos estudos anteriores
(considerando mtDNA, microssatélites e segmentos do cromossomo Y). Esta selecdo teve por
objetivo a melhor amostragem possivel de todas as categorias hibridas existentes, a fim de se
tracar um gradiente de miscigenacdao, com foco no cromossomo X. Além dos cinco segmentos
localizados no braco longo do cromossomo X previamente analisados por Schneider (2009) e Trigo
et al. (em prep.), expandimos a amostragem neste cromossomo, buscando identificar segmentos
varidveis a cada 5 Mb, em regides intercaladas com os marcadores previamente utilizados. A
escolha desta regido do cromossomo X, especificamente, foi devida as baixas taxas de
recombinacdo observadas no gato doméstico (Schmidt-Kiintzel et al. 2009), e da provavel ligacdo
entre os segmentos, que também foi testada neste estudo. Usualmente, segmentos nucleares
curtos apresentam poucos sitios varidveis, sendo estes sob a forma de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), e baixas taxas de substituicao, dificultando assim a distingao entre casos de alelos
compartilhados por introgressdao daqueles decorrentes de polimorfismo ancestral. Por este
motivo, buscamos a utilizacdo de diversos segmentos nucleares ligados, incorporando varios SNPs
em um mesmo haplétipo, para que uma maior quantidade e qualidade de informacdo sejam
suficientes para distinguir entre introgressao e compartilhamentos que antecedem a especiacado

dos taxons envolvidos no processo de hibridacao.

MATERIAIS E METODOS
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Amostragem

As amostras de Leopardus tigrinus e L. geoffroyi utilizadas neste estudo foram
primeiramente analisadas por Trigo (2008), Schneider (2009) e/ou Trigo et al. (em preparacao).
Estes estudos identificaram os individuos como sendo de origem pura ou hibrida através da
avaliacdo de diversos marcadores moleculares (microssatélites, mtDNA e segmentos dos
cromossomos X e Y) conjuntamente com caracteristicas morfolégicas. No presente estudo,
utilizamos os resultados obtidos por Trigo et al. (em preparac¢do) para selecionar individuos que
abrangessem da melhor forma possivel um gradiente de miscigenagao, desde aqueles com maior
ancestralidade proveniente de L. tigrinus até outros com maior prevaléncia de segmentos
genOmicos oriundos de L. geoffroyi. Tal selecdo teve como base os dados de microssatélites
autossdmicos (valores de ‘q’ obtidos na analise Bayesiana conduzida no programa Structure), bem
como presenga de haplétipos do cromossomo Y e DNA mitocondrial preliminarmente inferidos

como sendo diagndsticos de cada espécie.

A partir destes resultados, foram selecionados 38 individuos morfologicamente
identificados como L. tigrinus, sendo 28 considerados como provavelmente puros (ou seja, sem
evidéncia molecular prévia de miscigenacao), e 10 com evidéncias de uma origem hibrida. Para a
populacdo morfologicamente identificada como L. geoffroyi, foram selecionados 43 individuos,
sendo 24 de origem provavelmente pura e 19 de provavel origem hibrida. Todos os individuos
hibridos selecionados sdo originarios da zona de contato geografico entre as espécies, localizada
no Estado do Rio Grande do Sul (RS), enquanto que os individuos puros sdo provenientes de
regioes proximas da zona de contado (ou seja, dentro do RS), ou de regiGes mais distantes (fora do
RS) (Fig. 1). Além das amostras de L. geoffroyi e L. tigrinus (Tabela 1, A e B, respectivamente),
também foram selecionados seis individuos da espécie L. colocolo como grupo externo para fins
de comparagdo. As amostras utilizadas foram obtidas de animais mantidos em cativeiro com
origem geografica conhecida, animais atropelados encontrados mortos em estradas e animais
capturados em campo por diversos colaboradores. As amostras sdao provenientes de tecido
sanguineo (mantido em uma solugao saturada de sal [Tris 100mM, EDTA 100mM, SDS 2%]) ou
muscular (preservado em etanol 95%). A extracdo de DNA total das amostras foi realizada
seguindo o protocolo padrio de fenol/cloroférmio de Sambrook et al. (1989), ou empregando o kit

QIAmp DNeasy Blood/Tissue (Qiagen).

Marcadores Moleculares
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Os marcadores utilizados neste estudo foram inicialmente selecionados com base nos
resultados obtidos em estudos anteriores, especialmente Trigo et al. (em prep.) e Schneider
(2009). No estudo de Schneider (2009) foram selecionados marcadores fisicamente préximos
entre si, contidos em uma regidao do cromossomo X que apresenta baixas taxas de recombinagao
no gato doméstico (Schmidt-Kiintzel et al. 2009). Cinco segmentos presumivelmente ligados entre
si e previamente analisados Schneider (2009) e Trigo et al. (em prep.) foram incluidos neste
estudo, sendo eles: exon 3 do gene ATPase, Cu++ transporting alpha polypeptide (ATP7A), intron
16 do gene Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase (BTK), introns 2 e 5 do gene Proteolipid
Protein 1 (PLP1) e intron 3 do gene Biglycan (BGN), localizado em uma regidao mais distante do
cromossomo X. Cabe mencionar que o estudo de Trigo et al. (em prep.) analisou apenas os
segmentos PLP1 (intron 2) e BTK, enquanto que o de Schneider (2009) incluiu os cinco
marcadores, porém em um numero menor de individuos (sem aplicar um critério tdo detalhado de
selecdo quanto o do presente estudo, no sentido de cobrir de forma mais completa o gradiente de

hibridacao).

Além dos marcadores previamente utilizados, focamos nossos esforcos em realizar uma
melhor amostragem da mesma regido do cromossomo X, buscando identificar segmentos
potencialmente informativos, distando 5 Mb entre si, com base na anota¢dos do genoma do gato
doméstico disponiveis na plataforma Felis catus Genome Annotation Resource Field v12.2:

GARField (Pontius & O’Brien 2007, http://lgd.abcc.ncifcrf.gov/cgi-bin/gbrowse/cat/). Foram

selecionados 15 segmentos (Tabela 2), e para cada um deles foi desenhado um par de primers
(forward e reverse), com auxilio do programa Primer3 (Rosen et al. 2000;

http://frodo.wi.mit.edu/), anelando preferencialmente em regides de blocos de sequéncia

conservados (de acordo com GARField). A amplificacdo destes segmentos foi testada em 2 a 4
individuos representantes de cada uma das espécies, L. tigrinus e L. geoffroyi, e posteriormente
sequenciados para verificacdo da existéncia de SNPs (Tabela 3). Visto que as duas espécies tém
uma relacdo evolutiva proxima, era esperado encontrar pouca ou nenhuma variagao. Assim,
focamos nosso estudo naqueles segmentos claramente varidveis nesta amostragem inicial, dando
ainda prioridade aqueles apresentando sitios provavelmente diagndésticos das duas espécies.
Através desse processo foram selecionados trés novos segmentos (LOC728849, CYLC1 e FAM70A)
gue, somados aos marcadores utilizados em estudos anteriores (Schneider 2009 e Trigo et al. em
prep.), forneceram os 8 segmentos — localizados em uma regido de aproximadamente 70Mb no
cromossomo X — analisados no presente estudo. Além dos marcadores de sequéncia, informacées
provenientes do DNA mitocondrial, segmentos do cromossomo Y e 11 locos de microssatélites
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caracterizados previamente por nosso grupo de pesquisa (Trigo et al. 2008, Trigo et al. em
preparacao) foram incluidos de forma comparativa neste estudo para permitir uma inferéncia

mais completa sobre os eventos de hibridagao.

Todos os segmentos nucleares foram amplificados por PCR (Polymerase Chain Reaction,
Palumbi 1996) utilizando primers ja descritos ou desenhados ao longo deste estudo. As reacGes de
PCR foram realizadas em um volume final de 20uL, contendo tampao de PCR 1X, 2.0 — 2.5 mM de
MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 — 0.3U de Taq Platinum (Invitrogen), 0.2 uM de cada primer e 10 — 50
ng de DNA. As condi¢Ges para amplificacdo dos segmentos ATP7A, BTK, PLP1-12, LOC728849,
CYLC1 e FAMZ70A foram as mesmas, e as dos segmentos PLP1-I5 e BGN diferiram daquelas pelas
temperaturas de anelamento e pelo nimero de ciclos de touchdown (Tabela 4). A adicdo de
Betaina (1M) foi utilizada para eliminar bandas espurias, otimizando eficiéncia e especificidade nos

segmentos ATP7A, PLP1-15, BGN, LOC728849, CYLC1 e FAM70A.

Os produtos de PCR obtidos foram verificados através de eletroforese em gel de agarose
1% corado com GelRed 10.000X e BFB, e quantificados de acordo com o marcador de peso
molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), sendo visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta. Os produtos foram entao purificados utilizando-se as enzinas exonuclease | (EXO |) e
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), e sequenciados com sequenciadores automaticos ABI 3730xl e
ABI 3700. As sequéncias geradas foram visualizadas com os programas Geneious R6 (Biomatters

http://www.geneious.com) e Mega v5 (Tamura et al. 2011), alinhadas com o algoritmo CLUSTALW

(Thompson et al. 1994) executado no programa Geneious R6, e editadas manualmente quando

necessario.

Andlise das Sequéncias de DNA

Os sitios heterozigdticos foram identificados quando dois nucleotideos estavam presentes
na mesma posicao do alinhamento em ambas as fitas (forward e reverse), com o pico mais fraco
alcancando no minimo 50% da altura do pico mais forte. A fase gamética foi determinada para as
fémeas, devido a estado diploide somente nestas, utilizando o algoritmo PHASE implementado no
programa DnaSP 5.10 (Librado & Rozas 2009), a partir do modelo de recombinacdo, para dados
bialélicos. A inferéncia de fase gamética foi realizada para cada um dos oito segmentos

individualmente, e para todos os segmentos concatenados.

Os haplétipos de cada segmento foram inferidos com o programa DnaSP 5.10. Utilizando o

programa Network 4.611 (http://www.fluxus-engineering.com/), foram construidas redes de
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hapldtipos através do método median-joining (Bandelt et al. 1999) para cada segmento
separadamente, e a seguir para os segmentos concatenados. Uma andlise adicional dos segmentos
concatenados foi realizada excluindo-se o segmento mais distante BGN (ver Resultados). Os
hapldtipos foram coloridos de acordo com o fendtipo de cada individuo e informagdes prévias de
outros segmentos (microssatélites, mtDNA, cromossomo Y e autossomos) que classificam os

individuos como sendo puros ou hibridos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amplificados 4860pb de oito segmentos distintos do cromossomo X (Tabela 5). Ao
todo, foram identificados 48 sitios varidveis, sendo o segmento BTK o menos variavel, com apenas
3 SNPs, e FAM70A o mais variavel, com 18 SNPs. A seguir serdo descritos os resultados obtidos

para cada um dos segmentos analisados.

LOC728849

Foram sequenciados 683pb do segmento LOC728849 para 38 individuos morfologicamente
pertencentes a espécie L. geoffroyi, sendo 27 machos (M) e 11 fémeas (F), 30 individuos da
espécie L. tigrinus (20M e 10F) e quatro L. colocolo (3M e 1F). Este segmento apresentou cinco
sitios varidveis, sendo um deles uma dele¢do de 32 nucleotideos. Para a geracao de redes de
haplétipos, estes 32 nucleotideos foram substituidos pelo nucleotideo “A” quando presentes, e
pelo nucleotideo “C” quando ausentes (tendo em vista que o algoritmo ndo permite a modelagem
de polimorfismos de inser¢do/dele¢do). Os sitios varidveis deram origem a cinco hapldtipos (Fig.
4A), sendo dois deles exclusivos de L. colocolo (H4 e H5). O hapldtipo H2 apresentou-se mais
frequente em L. tigrinus (40 cromossomos), estando presente em 12 L. geoffroyi, sendo 10 destes
previamente identificados como hibridos através de outros marcadores (microssatélites, mtDNA,
cromossomo Y e/ou segmentos autossdmicos). O individuo de L. geoffroyi previamente
considerado puro encontrado neste haplétipo foi bLgel0. O haplétipo H1 é exclusivo de L.
geoffroyi, e ja o H3 apresentou-se em maior frequéncia na espécie L. geoffroyi, e em apenas um
individuo da espécie L. tigrinus (bLti05, proveniente do RS), sendo que este havia sido previamente
identificado como hibrido. Curiosamente, o que separa este individuo dos demais da sua espécie,
é a delecdo dos 32 pares de base. Este pequeno fragmento consiste de uma duplicacdo de parte

do cromossomo com a substituicdo de uma base (C-A) em uma das copias, ocorrida anteriormente
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a divergéncia desta linhagem em relagdao ao gato doméstico. Esta duplicagdo foi posteriormente

perdida na espécie L. geoffroyi.

ATP7A

Foram analisados 385pb do terceiro exon do gene ATP7A de 41 L. geoffroyi (29M e 12F), 36
L. tigrinus (24M e 12F) e 6 L. colocolo (5M e 1F). Foram identificados quatro sitios polimorficos,
gue constituiram sete hapldtipos. Na construcdo da rede de haplétipos, alguns deles foram unidos
(H1+H5 e H4+H6) por ndo apresentarem qualquer diferenca ao desconsiderarmos os dados
faltantes (Ns), resultando em cinco haplétipos distintos (Fig. 4B). Um deles (H7) é exclusivo de um
individuo da espécie L. colocolo. O haplétipo H3 é compartilhado pelas trés espécies, sugerindo
gue este seja o hapldtipo ancestral das mesmas, embora bem mais frequente em L. geoffroyi. O
haplétipo H1, mais frequente em L. tigrinus, estd presente em 11 individuos da espécie L.
geoffroyi, sendo a maioria deles previamente identificados como hibridos, com excecdo de
bLge10. Este mesmo individuo também apresentou um haplétipo ndo esperado para o seu grupo
fenotipico no segmento acima (LOC728849), sugerindo que seja um hibrido ndo identificado como
tal até o momento pelos outros marcadores (microssatélites, mtDNA e cromossomo Y). O
haplétipo H4 é compartilhado por trés L. tigrinus puros e um individuo de L. geoffroyi (bLgel0,
evidenciando mais uma vez tratar-se de um individuo hibrido). Ja o hapldétipo H2 é exclusivo de um
individuo L. geoffroyi (bLge08, proveniente do RS), sendo este identificado como hibrido através

de outros marcadores moleculares.

CcyLc1

O segmento do gene CYLCI1 (Cylicin-1) obtido foi de 677 pares de base, a partir de 42
individuos da espécie L. geoffroyi (31M e 11F), 38 L. tigrinus (25M e 13F) e seis L. colocolo (5M e
1F). Foram identificados 11 sitios variaveis, sendo um deles uma insercdo/delecdo de trés pares de
base. Para a gerac¢ao de rede de hapldtipos, a presenga dos trés pares de base foi substituida pelo
nucleotideo “C”, e a auséncia (gaps) foi representada por um “A”. Primeiramente, o individuo
blLge41 distou ao menos seis passos mutacionais de outros hapldtipos, indicando que possa ter
havido alguma contaminacdo na amostra utilizada. Este foi entdo excluido desta anadlise. Assim,
foram definidos sete haplétipos, sendo alguns deles unidos (H6+H3) por ndo apresentarem
nenhuma diferenca desconsiderando-se dados faltantes (Ns), originando entdo seis hapldtipos
distintos (Fig. 4C). Dois destes (H1 e H2) sdo exclusivos de L. colocolo. O hapldtipo H4, mais comum

em L. tigrinus, foi apresentado em 14 L. geoffroyi, sendo dois deles considerados puros até o
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momento (bLgel0 e blge70). Um deles (bLgel0) ja apresentou indicios de hibridacdo nos
marcadores acima, sendo sugerido mais uma vez pelo segmento CYLC1 que apresenta partes do
seu genoma provenientes de L. tigrinus. O haplétipo H7 aparece como uma reticulacdo entre os
hapldtipos H3 e H4, sendo representado por apenas um cromossomo de um Unico individuo
(bLti143), uma fémea considerada pura até entdo, Unica heterozigota para a inser¢do/delecdo.
Esta reticulagdo sugere um evento de recombinagdo, pois a fémea apresenta no mesmo
cromossomo um dos alelos deste segmento associado a L. tigrinus e outro associado a L. geoffroyi.
O haplétipo H3 foi representado em maior frequéncia em L. geoffroyi, mas também incluiu sete
individuos de L. tigrinus, sendo bLti68, bLti75 e bLti133 considerados puros até o momento. O
haplétipo H5 ocorreu exclusivamente em um individuo de L. geoffroyi considerado previamente

como hibrido (bLge46).

BTK

Os 550 pares de base de 43 individuos de L. geoffroyi, 38 L. tigrinus e 5 L. colocolo foram
obtidos de um estudo prévio (Trigo et al. em prep.), reanalisados aqui em conjunto com os outros
segmentos. Para estes individuos, foram encontrados trés sitios varidveis que deram origem a
qguatro hapldtipos (Fig. 4D). Um deles (H4) é exclusivo da espécie L. colocolo. Outro (H3) é
exclusivo de dois individuos puros da espécie L. tigrinus (bLti61 e bLti97), provenientes de Sado
Paulo e Espirito Santo, respectivamente. Os outros dois haplétipos sdo compartilhados entre as
espécies L. geoffroyi e L. tigrinus. Pela grande maioria dos individuos portando o haplétipo H2,
assumimos que este seja o haplétipo original de L. tigrinus, sendo amostrado também em 12 L.
geoffroyi, a maioria destes previamente identificados como hibridos, com excecdo de bLgel10 que,
assim como em todos os marcadores acima, apresenta evidéncias de hibridacao. Quatro L. tigrinus
apresentaram o hapldtipo mais frequente de L. geoffroyi (H1), sendo dois deles anteriormente
identificados como hibridos, e os outros dois puros (bLti68 e bLti143). O individuo bLti68 também
apresentou um hapldtipo ndo esperado para o seu grupo fenotipico no segmento CYLC1, e neste
mesmo segmento o individuo bLti1l43 apresentou um haplétipo recombinante entre outros dois,
aumentando assim as evidéncias de que tratem-se de hibridos ndo identificados anteriormente

com outros marcadores.
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PLP1 intron 2

As sequéncias de 880 pares de base deste segmento, representando 43 individuos da
espécie L. geoffroyi (31M e 12F), 38 L. tigrinus (25M e 13F) e 5 L. colocolo (4M e 1F) foram
oriundas de um estudo prévio (Trigo et al. em prep.). Oito sitios polimdrficos deram origem a oito
haplétipos (Fig. 4E), sendo dois deles (H5 e H6) encontrados apenas em L. colocolo. O haplétipo H4
é exclusivo de trés individuos da espécie L. geoffroyi (bLge28, bLged6 e blLge62). Os outros trés
hapldtipos (H1, H2 e H3) sdo compartilhados entre L. geoffroyi e L. tigrinus. Quatro L. tigrinus
portaram o hapldtipo mais frequente de L. geoffroyi (H1), sendo bLti68 e bLtil43 previamente
presumidos como sendo puros. Assim como nos segmentos CYLCI e BTK, temos aqui mais uma
evidéncia de hibridacdo destes individuos. Trés L. geoffroyi foram representados em um haplétipo
mais frequente em L. tigrinus (H3), sendo bLge10 considerado puro previamente. Como vimos nos
marcadores descritos acima, este individuo consistentemente apresenta um haplétipo inesperado
para o seu fendtipo. Dez L. geoffroyi (todos hibridos) apresentaram o haplétipo H2, também mais

frequente em L. tigrinus.

PLP1 intron 5

Quinhentos e noventa (590) pares de base do quinto intron do gene PLP1 foram
sequenciados a partir de 43 L. geoffroyi (31M e 12F), 38 L. tigrinus (25M e 13F) e 6 L. colocolo (5M
e 1F). Seis hapldtipos foram determinados por sete sitios polimérficos (Fig. 4F), sendo dois deles
(H5 e H6) exclusivos de L. colocolo. Os haplétipos H1+H3 e H2+H4 foram agrupados ao
desconsiderarmos os dados faltantes (Ns). Os dois haplétipos distintos resultantes destes sdo
compartilhados pelas espécies L. geoffroyi e L. tigrinus. Treze L. geoffroyi apresentaram o
hapldétipo mais frequente de L. tigrinus (H2), sendo a maioria deles previamente identificada como
sendo hibridos (todos provenientes do RS) e apenas blLgelO previamente tido como puro. Este
mesmo individuo também apresenta hapldtipos inesperados para o seu fendtipo nos segmentos
acima descritos, evidenciando mais uma vez tratar-se de um individuo hibrido. O haplétipo mais
frequente em L. geoffroyi (H1) também foi registrado em trés individuos da espécie L. tigrinus
[sendo um considerado anteriormente como sendo hibrido (bLtiO5) e dois puros (bLti68 e
bLti143)]. Estes considerados puros pelos dados de microssatélites, mtDNA e cromossomo Y
também foram representados em hapldtipos inferidos como tendo origem em L. geoffroyi nos
segmentos LOC728849, ATP7A, CYLC1, BTK e intron 2 do PLP1, apresentando portanto forte

evidéncia de hibridacao.
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FAM70A

Foram sequenciados 569 pares de base do segmento FAM70A, a partir de 39 individuos
pertencentes a espécie L. geoffroyi (28M e 11F), 32 L. tigrinus (21M e 11F) e cinco L. colocolo (4M
e 1F). Este segmento mostrou-se altamente varidvel, sendo identificados 18 sitios polimdrficos.
Assim como no segmento CYLC1, o individuo bLge41 mostrou-se distante por pelo menos 8 passos
mutacionais de outros haplétipos, sendo assim excluido desta analise (por tratar-se
presumivelmente de contaminacdao com DNA de outra espécie, ou amplificacdo de um segmento
pardlogo). Foram identificados doze hapldtipos distintos (Fig. 4G), sendo trés destes (H10, H11 e
H12) exclusivos dos individuos da espécie L. colocolo. Os haplétipos H3 e H7 sdo exclusivos dos
individuos bLge09 e blLge78, respectivamente, provenientes da Argentina e Rio Grande do Sul. O
hapldétipo H1, mais frequente em L. geoffroyi, foi observado em nove L. tigrinus, sendo bLti94 e
bLti143 previamente puros. O individuo bLtil43 parece mesmo tratar-se de um hibrido como
ilustrado nos segmentos acima; ja o individuo bLti94 é inconclusivo no momento, considerando
apenas um segmento. O haplétipo H2 aparece com maior frequéncia em L. tigrinus, sendo
apresentado também por oito L. geoffroyi, sendo a maioria destes hibridos, com excec¢do de
blLgel0 (que apresenta evidéncias nos marcadores acima) e blLge47. Os hapldtipos H5 (bLge32 e
bLge52) e H6 (bLge33) aparecem como reticulagdes entre os haplétipos H1 e H2, podendo
representar eventos de recombinacdo nestes individuos. Os haplétipos H8 e H9 sdo exclusivos de
L. tigrinus puros. Ja o haplétipo H4 é compartilhado por um L. geoffroyi previamente sem indicio
de hibridacao (bLgel0, que neste marcador tem seu outro cromossomo associado ao haplétipo de
L. tigrinus), dois L. tigrinus previamente tidos como hibridos (bLti0O1 e bLti09) e um L. tigrinus

previamente considerado puro (bLti80).

BGN

Foram sequenciados 595 pares de base do segmento BGN a partir de 30 L. geoffroyi (23M e
7F), 30 L. tigrinus (19M e 11F) e seis L. colocolo (5M e 1F), sendo a maioria destas sequéncias
oriundas de um estudo anterior (Schneider 2009), complementadas e reanalisadas aqui. O
segmento BGN mostrou-se altamente varidvel, com 12 sitios polimérficos. Porém, diversas
sequéncias apresentaram dados faltantes (Ns), e por este motivo alguns sitios precisaram ser
excluidos das andlises. Ainda assim, foram determinados oito hapldtipos distintos considerando-se
os sete sitios polimorficos restantes (Fig. 4H), sendo dois deles (H1 e H2) exclusivos de L. colocolo.
Os haplétipos H3 e H8 sdo exclusivos de um L. geoffroyi (bLge01, hibrido) e um L. tigrinus (bLti97,

puro), respectivamente. O haplétipo H5, mais frequente em L. geoffroyi, foi também amostrado
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em trés L. tigrinus, sendo um deles (bLti46) previamente considerado puro. O haplétipo H6
aparece como uma reticulacdo entre H4 e H5, representando dois L. tigrinus hibridos (bLti09 e
bLti49), dois L. geoffroyi puros (bLge33 e bLge71) e um L. geoffroyi hibrido (bLge74), aparentando
ser um haplétipo recombinante. O haplétipo H7 também apresenta uma reticulagdo entre H4 e
H5, representado apenas por individuos considerados hibridos (bLge74, bLti09 e bLti49), o que
também sugere recombinac¢do. J4 o haplétipo H4 é compartilhado por L. tigrinus e L. geoffroyi,
sendo mais frequente na primeira espécie. Neste estdo presentes 22 L. geoffroyi, sendo a maioria
deles considerados previamente como puros (bLge09, bLgel0, bLge20, bLge29, bLge31, blLge36,
blLgedl, blLge52, bLge62, bLge64 e blLge87).

Alguns individuos considerados puros com base nos estudos anteriores foram
recorrentemente associados a hapldtipos distintos daqueles esperados para o seu grupo
fenotipico, estando dentre estes os seguintes individuos: bLge10, bLge47, bLti46, bLti68 e bLti143.
Outros individuos foram associados a um haplétipo distinto do esperado para o seu fenétipo em
apenas um segmento: blLge70, bLti 75, bLti94 e bLti133. Estes dados podem sugerir que os
marcadores utilizados até o momento ndo estivessem detectando todos os eventos de hibridacao,
e ndo sendo totalmente eficazes em distinguir individuos puros de individuos hibridos
retrocruzados. Para refinar o poder informativo destes segmentos, os mesmo foram
concatenados, assumindo-se ligacdo génica entre eles. Analises posteriores (ver abaixo; Fig. 5)
visaram a testar se trata-se realmente de um uUnico bloco hapldtipico ou se o0 mesmo deve ser

subdividido em blocos menores onde nao haja evidéncia de recombinacao.

Segmentos Concatenados

Os oito segmentos concatenados resultaram em um alinhamento de 4860 pares de base,
composto por 80 cromossomos provenientes de 32 L. geoffroyi (23M e 9F), 26 L. tigrinus (17M e
9F) e trés L. colocolo (2M e 1F), onde foram observados 48 sitios variaveis. Excluindo-se dois sitios
gue continham dados faltantes (Ns), foram determinados 40 hapldtipos distintos (Fig. 4l). A partir
da rede de haplétipos gerada, pode-se observar L. colocolo como o grupo mais divergente, com
pelo menos 22 passos mutacionais separando-o das outras espécies, coincidindo com a filogenia
atual do grupo (Johnson et al. 2006). Nao observou-se inicialmente uma separacdo clara entre os
grupos L. tigrinus e L. geoffroyi, e o ramo de L. colocolo nao conectou-se ao ponto onde estas duas
linhagens se encontram, como seria esperado. Porém, pudemos observar dois agrupamentos
distantes um do outro por sete passos mutacionais, estando um cromossomo de um individuo L.

tigrinus presente no meio deste ramo (bLti143). Nenhum individuo de L. tigrinus foi amostrado no
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grupamento de L. geoffroyi. Por outro lado, alguns individuos de L. geoffroyi estao presentes no
grupo L. tigrinus. S3o eles (categorizacdo prévia indicada entre parénteses): H10 — blgel2
(hibrido); H2 — bLge02 e blLgel3 (hibridos); H7 — bLge10 (puro); H8 — bLge10 (puro); H4 — bLge05
(hibrido); H18 — bLge42 (hibrido); H3 — bLge04 (hibrido) e H14 — blLge32 (hibrido). E importante
ressaltar que muitos individuos foram retirados desta andlise por apresentarem segmentos

faltantes (especialmente no segmento BGN).

Por este motivo, e pelas evidéncias das altas taxas de recombinacdo entre o segmento BGN
e os demais, foi realizada uma segunda analise baseada em rede de haplétipos excluindo-se o
segmento BGN. Além de reduzir o impacto dos episddios de recombinacdo, esta remocdo do
segmento BGN permitiu também a inclusdo de um maior nimero de individuos na analise. Neste
caso, foi utilizado um alinhamento de 4264 pares de base, para 32 L. geoffroyi (23M e 9F), 28 L.
tigrinus (19M e 9F) e trés L. colocolo (2M e 1F). Foram determinados 27 haplétipos a partir de 36
sitios polimérficos (Fig. 4J), sendo quatro destes exclusivos de L. colocolo, com pelo menos 18
passos mutacionais separando-os dos demais. Neste caso observou-se uma separacdo muito clara
(com cinco passos mutacionais) entre os clados de L. geoffroyi e L. tigrinus, e o enraizamento
destes pela espécie L. colocolo ocorreu no ramo central, como esperado. No clado de L. geoffroyi
foram amostrados dois individuos de L. tigrinus: bLti05 (previamente hibrido) no haplétipo H9 e
bLti143 (previamente puro) no haplétipo H20. Ja no clado de L. tigrinus foram amostrados
diversos L. geoffroyi: H8 — blgel2 (hibrido); H2 — blLge02, blLge07, blLgel3 e blLge42 (todos
considerados previamente hibridos); H11 — bLge32 (hibrido); H17 — bLge79; H3 — bLge04 e bLge05
(ambos hibridos); H5 — blLgel0 (puro) e H6 — blLgel0 (puro). Todos estes individuos que aqui
aparecem inseridos no clado inverso ao da sua espécie fenotipica apresentaram evidéncia de

introgressdo nos marcadores quando analisados separadamente.

Curiosamente, o fluxo génico parece ser mais intenso em uma direcdo, com mais
segmentos de L. tigrinus introgredidos em L. geoffroyi do que vice-versa. Esta observacdo poderia
ser explicada pela maior abundancia de uma das espécies na regido de contato entre elas, mas
observacdes de campo realizadas até o momento ndo sugerem tal tipo de desigualdade no local
(dados ndo publicados). Outro fator que poderia gerar fluxo génico aparentemente desigual seria
um viés na categorizacdao fenotipica dos individuos hibridos durante sua identificacdo, caso a
maior parte dos hibridos fosse categorizada como L. geoffroyi. Uma terceira possivel causa para
esta observacdo seria que os individuos hibridos realmente se assemelhassem mais a espécie L.

geoffroyi do que a L. tigrinus. Porém, estes desvios também ndo parecem ser reais, tendo em vista

22



a andlise de diversos caracteres morfologicos e de pelagem realizada por Trigo (2008) de
individuos puros e hibridos, que demonstra estar usualmente correta a categorizacdo fenotipica

dos individuos no momento da sua identificagao.

Inferéncia de Blocos Haplotipicos

Individuos hibridos apresentam partes do seu genoma oriundas de ambas as espécies
parentais, contendo uma mistura de alelos de cada uma delas. Tratando-se do cromossomo X, as
fémeas hibridas de F1 apresentam uma cdpia do cromossomo de cada uma das espécies
parentais, enquanto que os machos apresentam somente uma cépia integra da espécie materna.
Na geracdo F2, ocorrendo um minimo de um episédio de recombinacdo, as fémeas poderdao
apresentar dois ou mais “blocos” em cada cromossomo X, enquanto que nos machos este padrdo
também podera ocorrer na Unica cépia do cromossomo X que cada um deles possui. A cada nova
geracdo de cruzamentos entre hibridos e/ou retro-cruzamentos, mais episddios de recombinacédo
serdo esperados. O que isto significa é que um fluxo génico recente tende a ocasionar a presenca
de blocos relativamente maiores, ao passo que quanto mais antigo o processo de hibridacao,
menores serao estes blocos. Para tentarmos avaliar o tamanho dos blocos haplotipicos presentes
nos individuos amostrados, foi realizada uma composicdao visual manualmente, de todos os 44
sitios varidveis presentes em todos os segmentos concatenados utilizados neste estudo.
Primeiramente, foram analisados todos os SNPs (Fig. 5A e B), coloridos de acordo com a
frequéncia geral em ambas as espécies (preto para o alelo mais frequente e cinza para o menos
frequente). Esta figura, em um primeiro momento, pode ndo parecer muito elucidativa, pois nela
estdo representadas as mutacoes recorrentes, além das mutacdes fixadas que sdo capazes de
identificar as espécies. A partir dai, pudemos separar os SNPs com alelos considerados fixados em
cada uma das espécies, pois sdo estes os realmente informativos capazes de nos mostrar mais
claramente os blocos haplotipicos. Foram entdo selecionados 16 SNPs, e estes foram coloridos de
acordo com o diagndstico das espécies [vermelho para os alelos considerados “fixados” em L.
tigrinus e azul para os “fixados” em L. geoffroyi (Fig. 5C e D)]. Um destes sitios parece ndo estar
fixado na espécie L. tigrinus e por este motivo foi desconsiderado na inferéncia de origem pura ou
hibrida dos individuos. A partir desta figura, pudemos finalmente visualizar os blocos haplotipicos
remanescentes, resultado de diversos eventos de hibridacdo e recombinacdo. Pudemos observar
blocos de menos de um Megabase (Mb) até aproximadamente 10 Mb. Também pudemos verificar
a existéncia de pelo menos 16 blocos haplotipicos distintos, nimero que provavelmente

aumentaria se tivéssemos mais segmentos amostrados ao longo do cromossomo. Uma observagao
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interessante é que, a partir desta analise, conseguimos identificar muito mais individuos hibridos
do que com as analises computacionais realizadas previamente. Dos 43 L. geoffroyi, teriamos
apenas 6 puros em nossa amostra (86% seriam hibridos), e dos 38 L. tigrinus, 17 puros (55%
seriam hibridos). Os individuos considerados puros até o momento, que nesta analise aparecem
como hibridos sdo: bLge09, blLgel0, bLge20, blLge29, blLge31, blLge33, blLge36, blgedl, blged7,
blLge52, blLge62, bLge64, bLge70, blge71, bLge77, bLge85, bLge87, blLti46, blLti48, bLti56, bLti6S,
bLti75, bLti94, blti99, bLti113, bLti117, bLti133 e bLti143. A identificacdo de um maior numero de
individuos com inferéncia de hibridagdo em uma analise manual pode se dever a dificuldade de
programas computacionais em diferenciar mutacdes recorrentes daquelas fixadas nas distintas
espécies, o que pode ser realizado pela analise visual da frequéncia dos alelos, e do conhecimento

prévio de individuos provavelmente puros ou hibridos.

Pudemos observar também que a regido contida entre os segmentos FAM70A e BGN (de
aproximadamente 32Mb) parece ser uma regido de alta recombinag¢do, uma vez que grande parte
dos individuos apresenta uma “quebra” de bloco haplotipico neste ponto. O mesmo acontece
dentro do segmento BGN, onde também grande parte dos individuos parece ter sofrido um ou
mais eventos de recombinacdo. E importante ressaltar que o tamanho dos blocos ancestrais aqui
considerados esta provavelmente sendo superestimado, pois episddios de recombinagdo
envolvendo segmentos intercalados entre os nossos marcadores nao poderiam ser detectados.
Assumindo que ocorra ao menos um episédio de recombina¢do no segmento gendmico analisado
a cada geracdo, a deteccdao de 16 blocos distintos sugere que a hibridacao entre as espécies L.
geoffroyi e L. tigrinus no Estado do Rio Grande do Sul venha ocorrendo ha cerca de 17 geracdes.
Este nUmero pode ser muito maior, caso o segmento apresente taxas de recombinagdo mais
baixas do que um evento por geracdo. Isto é uma hipdtese plausivel, visto que esta regido
apresenta baixas taxas de recombina¢do no gato doméstico (Schmidt-Kiintzel et al. 2009), o que
pode ser ainda exacerbado no contexto da meiose de individuos hibridos. Estudos futuros, que
incorporem informag¢des sobre a taxa de recombinacdo deste segmento nas populagdes
envolvidas, poderdo estender as inferéncias aqui apresentadas, estimando de forma mais precisa

a idade deste processo de introgressao reciproca.

CONCLUSOES

A anadlise de multiplos locos nucleares vem se mostrando uma importante ferramenta no

estudo de relagBes evolutivas entre espécies. No presente estudo, demonstrou ser uma
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abordagem bastante eficiente para investigar informacdes referentes ao processo de hibridacao
entre duas espécies de felideos neotropicais. Com a utilizacdo de diversos segmentos
proximamente localizados, foi possivel realizar pela primeira vez uma estimativa do nimero e
tamanho dos blocos haplotipicos gerados por este processo em uma regidao genémica, assim como

observar a ocorréncia de fluxo génico (introgressdo) bastante assimétrico entre as espécies.

Uma das maiores dificuldade encontradas até agora, de identificar se o compartilhamento
de hapldtipos é ancestral ou devido ao processo de hibridacdo, pode ser parcialmente resolvida
aqui, devido a um maior numero de SNPs analisados em uma mesma regidao gendmica. A presenca
de compartilhamento essencialmente em individuos oriundos de regides préximas a zona de
contato sugere que este seja ocasionado por um contato secundario entre as espécies, enquanto
gue um compartilhamento ancestral seria esperado em todos os individuos, incluindo-se aqueles
de regiGes mais afastadas da zona de contato. Além disso, a estrutura da rede de hapldtipos
gerada neste estudo com base nos dados concatenados (Figura 4J) corrobora esta inferéncia, ja
gue hd uma clara formacdo de clados distintos, cada um deles predominando em uma das
espécies, mas incluindo também individuos do outro tdxon (frequentemente em posicdes
internas, implicando tratar-se de haplétipos recentes, surgidos apds a divergéncia inicial dos
clados). Por fim, tal interpretacao é também reforcada pela evidéncia independente de hibridagao
(com base em segmentos genémicos distintos, como mtDNA, microssatélites e cromossomo Y)
envolvendo muitos dos individuos aqui observados como contendo blocos haplotipicos com

origem na outra espécie envolvida no processo.

Outro ponto relevante foi a constatacdo de introgressdao de segmentos gendmicos em
ambas as espécies, ou seja, bidirecionalmente, porém com uma grande assimetria, havendo um
maior numero de individuos fenotipicamente associados a espécie L. geoffroyi que apresentaram

introgressao de segmentos inferidos como provindo de L. tigrinus, do que o contrario.

Uma grande dificuldade parcialmente superada no presente estudo foi a inferéncia do
ndmero e tamanho dos blocos haplotipicos ancestrais remanescentes em individuos hibridos, e
assim, uma estimativa inicial do niumero de gera¢cGes em que vem ocorrendo o processo de
hibridacdo. Os resultados aqui encontrados sugerem uma hibridacdo relativamente recente e

provavelmente atual.

Devido aos resultados promissores, e aos extensos niveis de hibridacdo e introgressao

detectados, vemos a importancia da continuidade deste estudo. Para isso, sugere-se a utilizagdo
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de um maior numero de marcadores moleculares e novas tecnologias de sequenciamento de DNA,
além de um maior numero de individuos amostrados em regides proximas a zona de hibridacdo, e
também de regides mais afastadas, a fim de aprimorar a determinacao dos hapldétipos originais de
cada espécie. Também sdo necessarios estudos detalhados da ecologia e comportamento destas
espécies para que se possa aprofundar o conhecimento acerca das possiveis causas deste
fendmeno, incluindo os processos demograficos histéricos e atuais que induzem a assimetria

constatada neste estudo.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1 — Mapa da América do Sul e em destaque (quadro laranja) do Estado do Rio Grande do
Sul, com pontos de coleta das amostras dos individuos L. geoffroyi em azul, e L. tigrinus em

vermelho. Os numeros correspondem aos individuos listados na Tabela 1.

Figura 2 — Fluxograma de trabalho para desenvolvimento de novos marcadores localizados no

cromossomo X.

Figura 3 — Representagao do cromossomo X, com a localizagao de cada segmento utilizado neste
estudo. Em azul, os segmentos ja caracterizados em estudos anteriores, e em vermelho os novos
segmentos aqui descritos. Nos parénteses estd a posicdo aproximada (em Mb) de cada marcador,

tendo como referéncia a anotacdo genémica do gato doméstico.

Figura 4 — Redes de haplétipos dos oito segmentos analisados, bem como dos mesmos
concatenados. Os circulos representam cada hapldétipo; os nimeros em cada ramo representam a
posicdo do SNP dentro do segmento. As cores representam as espécies e diferentes composicdes
genOmicas: L. colocolo em verde, L. geoffroyi ‘puros’ em azul-claro e hibridos em azul-escuro; e L.
tigrinus ‘puros’ em vermelho-claro e hibridos em vermelho-escuro. Em todos os casos, a
designacdo de individuos ‘puros’ e ‘hibridos’ for realizada com base em marcadores
independentes daqueles analisados neste estudo, ou seja, empregando dados de mtDNA,
microssatélites e segmentos do cromossomo Y. Cada painel inclui um conjunto de dados diferente:
A) LOC728849. B) ATP7A. C) CYLC1. D) BTK. E) PLP1 intron 2. F) PLP1 intron 5. G) FAM70A. H) BGN.

I) Oito segmentos concatenados. J) Sete segmentos concatenados (BGN excluido).

Figura 5 — Representacdo esquemadtica dos alelos de cada SNP. Os numeros abaixo de cada figura
representa a posicdo do SNP no alinhamento dos oito segmentos. A e B) Todos os SNPs
encontrados ao longo dos oito segmentos. O alelo mais comum em ambas as espécies esta
representado pela cor preta, e o menos comum pela cor cinza. Os espagos em branco
representam os dados faltantes. Abaixo da posicdo de cada SNP estd o segmento ao qual ele
pertence e a posicdo aproximada deste segmento em Mb no cromossomo X. C e D) SNPs com
alelos inferidos como tendo estado fixados em cada uma das espécies, antes do processo de
hibridacdo ocorrer. Os alelos fixados em L. geoffroyi estdo representados em azul, e aqueles
fixados em L. tigrinus em vermelho. Os individuos marcados com um asterisco sdao aqueles

considerados previamente como hibridos, de acordo com outros marcadores.
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TABELAS

Tabela 1A: Individuos fenotipicamente associados a espécie L. geoffroyi utilizados neste estudo. O

municipio, estado e pais referem-se ao local de coleta. Identificacdo de espécie por marcadores do

DNA mitocondrial (mtDNA), cromossomo Y e valor de g na associacdo a espécie fenotipica.

Individuo | Municipio Estado Pais Coletor/Instituicéo MtDNA Y ;/alor

1| bLge62 Bolivia Santa Cruz Zoo L. geoffroyi | F 0.9861

2| bLgedl | Itaqui RS Brasil Everton R. Behr e Luis Olimpio M. Giasson | |__ geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9855

3| bLge37 | S&o Lourenco do Sul RS Brasil Zoo Sapucaia do Sul, RS L. geoffroyi | F 0.9849

4 | bLge35 Taim RS Brasil Tati, Cariane, Miguel e Adriano L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9844

5 | bLge64 Santa Cruz | Bolivia | Santa Cruz Zoo L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9820

6 | bLge78 | Rio Grande RS Brasil Fébio Mazim L. geoffroyi | F 0.9806

7 | bLge09 Cordoba Argentina | Zoo Cordoba L. geoffroyi | F 0.9799

8| bLge33 | Entre Rosério e Alegrete | RS Brasil Glaucia, Marcio Martins L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9776

9| bLge28 | Tapes/Arambaré RS Brasil Lauren Veronese L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9774
10 | bLge20 Uruguai | Guillermo D'Elia L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9747
11 | bLge75 | Arroio Grande RS Brasil Fabio mazim e José Bonifacio G. Soares L. geoffroyi | F 0.9703
12 | bLge77 | Dom Pedrito RS Brasil Fabio Mazim L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9684
13 | bLge86 Bolivia L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9670
14 | bLge31 | Quarai RS Brasil Dénis, Fernanda, Cibele, Tati L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9650
15 | bLge70 | Arroio Grande RS Brasil Zo0 Sapucaia L. geoffroyi | F 0.9637
16 | bLgel0 | Cachoeira do Sul RS Brasil L. geoffroyi | F 0.9558
17 | bLge87 Bolivia L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9486
18 | bLge85 Bolivia L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9347
19 | bLge71 | Pelotas RS Brasil Thales R. O. de Freitas e José Stoltz L. geoffroyi | F 0.9220
20 | bLge89 élljtlegrete - Rosério do RS Brasil Thales Freitas e Jorge Marinho L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9150
21| blLge29 | Quarai RS Brasil Dénis, Fernanda, Cibele, Tati L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9041
22 | bLge52 Catamarca | Argentina | Parque Zooldgico de Cérdoba L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.8523
23 | bLge47 RS Brasil Zoo Sapucaia do Sul, RS L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.7739
24 | bLge36 | Taim RS Brasil Tati, Cariane, Miguel e Adriano L. geoffroyi | F 0.6367
25 | bLge02* | Cachoeira do Sul RS Brasil Zoo Cachoeira L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9197
26 | bLge79* | Balneério dos Prazeres | RS Brasil CETAS UFPel L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9012
27 | bLgel2* | Cachoeira do Sul RS Brasil L. geoffroyi | L. tigrinus | 0.9878
28 | bLge49* RS Brasil Zoo Sapucaia do Sul, RS L. geoffroyi | L. tigrinus | 0.9778
29 | bLge04* | Cachoeira do Sul RS Brasil Zoo Cachoeira L. geoffroyi | L. tigrinus | 0.9286
30 | bLge32* | Pantano Grande RS Brasil Tati, André L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.9136
31| bLge01* | Santa Cruz do Sul RS Brasil Zoo Sapucaia L. tigrinus | L. geoffroyi | 0.9827
32| bLge38* | Santa Maria - Sdo Sepeé | RS Brasil Lazaro Cabral L. geoffroyi | F 0.8651
33 | bLge42* | Barra do Ribeiro RS Brasil L. geoffroyi | L. tigrinus | 0.8042
34 | bLge08* | Cachoeira do Sul RS Brasil Denis A. Sana L. tigrinus | L. geoffroyi | 0.8035
35| bLgell* | Cachoeira do Sul RS Brasil L. tigrinus | L. geoffroyi | 0.7724
36 | bLge05* | Cachoeira do Sul RS Brasil Zoo Cachoeira L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.6933
37 | bLge94* RS Brasil FZB-RS L. geoffroyi F 0.4893
38 | bLged6* | Canela RS Brasil Zoo Sapucaia do Sul L. tigrinus | L. tigrinus | 0.4766
39 | bLge90* | S&o Gabriel RS Brasil Projeto Carnivoros do RS L. geoffroyi | L. tigrinus | 0.4526
40 | bLge76* | Arroio Grande RS Brasil Fabio Mazim e José Boniféacio G. Soares L. geoffroyi | L. geoffroyi | 0.3129
41 | bLge13* | Eldorado do Sul RS Brasil Paulo Ott L. tigrinus | L. tigrinus | 0.0373
42 | bLge07* | Cachoeira do Sul RS Brasil Z00 Cachoeira L. tigrinus | L. geoffroyi | 0.0329
43 | bLge74* | Pinheiro Machado RS Brasil Féabio Mazim L. tigrinus | F 0.0303

* Individuos com evidéncia prévia de hibridagdo com L. tigrinus.
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Tabela 1B : Individuos fenotipicamente associados a espécie L. tigrinus.

Individuo | Municipio Estado | Pais | Instituicdo mtDNA Y ;/alor
44 | bL1i48 Estrela RS Brasil | Zoo Sapucaia L tigrinus | F 0.9930
45 | bLtI59 Mogi Guagu SP Brasil | Plano de Manejo Peq. Pelinos Brasileiros L. tigrinus | F 0.9930
46 | DLLI56 Piracicaba SP Brasil | Plano de Manejo Peg. Pelinos Brasileiros L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9920
47 | bLLI75 SP Brasil | Plano de Manejo Peq. Pelinos Brasileiros L. tigrinus | F 0.9910
48 | bLti133 | Lagoa Vermelha RS Brasil | Rodney Schmidt L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9908
49 | bL1i62 Campinas SP Brasil | Plano de Manejo Peq. Pelinos Brasileiros L tigrinus | L. tigrinus | 0.9904
5o | bLtI87 Mogi Mirim SP Brasil | Plano de Manejo Peq. Felinos Brasileiros L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9900
51 | bLti124 | Arroio do Meio RS Brasil | Ezequiel Pedd L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9893
5o | bLti71 Sorocaba SP Brasil | Plano de Manejo Peq. Pelinos Brasileiros L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9891
53 | bLLtI76 Pedreira SP Brasil | Plano de Manejo Peq. Pelinos Brasileiros L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9886
54 | BLtI117 | Arroio do Meio RS Brasil | Carlos Benhur Kasper L. tigrinus | F 0.9885
55 | bLI61 Séo Carlos SP Brasil | Plano de Manejo Peq. Pelinos Brasileiros L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9860
56 | Lti99 Nova Esperanga do Sul | RS Brasil | Paulo Roberto Vielmo L tigrinus | L. tigrinus | 0.9843
57 | bLti106 | Santa Cruz RS Brasil | Eduardo Eizirik e Cibele Indrusiak L tigrinus | L. tigrinus | 0.9829
55 bLti94 Ibarama RS Brasil é?gsizocnechin, Kuriakin H. Toscan e Lucia Olimpio M. L tigrings | L. tigrinus | 0.9817
59 | bLti96 Agua Boa GO Brasil | Flavio Rodrigues L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9813
60 | bLti132 | Taquara- Rolante RS Brasil | Jorge Marinho L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9807
61 | bLti46 Garibaldi RS Brasil | ZooParticular MaisonForestier, Seagram L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9804
62| PLUST | D. Martins ES | Brasil | Dénis Sana L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9758
63 | bLti102 | Erechim RS Brasil | Zoo Sapucaia do Sul, RS L. tigrinus | F 0.9753
64 | bLti143 | Novo Hamburgo RS Brasil | SMAM Novo Hamburgo L. tigrinus | F 0.9752
65 | bLtI8Y Pato Branco PR Brasil | Plano de Manejo Peg. Felinos Brasileiros L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9743
66 | DLti68 Montenegro RS Brasil | L.F. Brutto; pele ¢/ Gerson Buss e Fatima L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9661
67 | bLti113 | Getulio Vargas RS Brasil | Ibama L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9640
68 | bLti120 | Cachoeira do Sul RS Brasil | Tati, Duda, Manoel, Ronaldo, Raquel, Lisia L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9476
69 bLti80 Sg?rtl?léntﬁnio * RS Brasil | Jan e Cibele L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9399
70 | bLti137 | Dois Irmé&os RS Brasil | lvana Rollet (prefeitura de Dois Irmé&os) L. tigrinus | L. tigrinus | 0.9528
71 | bLti136 | Carazinho RS Brasil | Tati, Igor P. Coelho, Flavia Tirelli, Daniel Green L. tigrinus | L. tigrinus | 0.8011
72 | PLIOST RS Brasil | Zoo Sapucaia L. tigrinus | L. geoffroyi | 0.9720
73 | bLti108* | Santa Maria RS Brasil | Gleide L. tigrinus | M/NA 0.8161
74 | bLtIO1* | Triunfo RS Brasil L. geoffroyi | F 0.7378
75 | bLti138* | Machadinho RS Brasil | Joel Antunes da Rosa L. tigrinus | F 0.2726
76 | bLti09* | Cachoeira do Sul RS Brasil | Zoo Cachoeira L. geoffroyi | F 0.1460
77 | bLti135* | Estancia Velha RS Brasil | Zoolégico de Sapucaia do Sul L. tigrinus | F 0.0927
78 | bLti79* | Guaiba RS Brasil | Thales R.O. Freitas, Juliana da Silva, Fernanda Bitencourt | | geoffroyi | F 0.0288
79 | bLti121* | llha do Gamaledo RS Brasil | Tati, Thales, Manoel, Ronaldo, Lisia e Raquel L. geoffroyi | L. tigrinus | 0.0247
go | bLti98* | Restinga Seca RS Brasil | Jan Méhler Jr. L tigrinus | F 0.0165
g1 | bLti49* | Guaiba RS Brasil | Paulo Ott L. geoffroyi | F 0.0130

* Individuos com evidéncia prévia de hibridagdo com L. geoffroyi.
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Tabela 2: Lista dos segmentos nucleares caracterizados neste estudo, espacados a cada 5Mb. A posicdo destes no cromossomo X é relativa a anotacdo
gendmica do gato doméstico. Para cada segmento, tabela apresenta a sequéncia dos primers Forward (F) e Reverse (R), o tamanho do produto amplificado

em pares de base (pb), também com base no genoma do gato doméstico, e o resultado dos experimentos de amplificagdo por PCR e sequenciamento.

Nome do Posi¢do no cromossomo Sequéncia primer F /R (5'-3') Tamanho do Resultado da Resultado do sequenciamento
loco X do gato doméstico 9 P segmento (pb) amplificagao 9
70.005962 — CAATTATCAAAGAAACATCCCTACAA / OK em ambas as
LOC728843 70.359.959 CCCAACTATTATGATACTTCATTTTGC 786 espécies OK
cvLCl 75.126.658 — GTCCACCAAGAAGGATGCAG / 762 OK em ambas as oK
75.287.005 TCTTATGTGTTAGTCCCTAACTTGTCA espécies
79.972.126 - GCCCAGATACCCTCCTCTTT / OK em ambas as A . . .
NAP1L3 80.006.629 TACCCAATGATGCCATTTGA 635 espécies Sequéncias de baixa qualidade
PCDH19 85.100.581 - GCCCCTAACTCTCAGGTCAGT / 700 OK em ambas as Sequéncias de L. geoffroyi com
85.284.891 ACCTTATGACATGTTTATGTTTGC espécies baixa qualidade
ILLRAPL2 89.273.898 — TGTGTCTCTTCACAGAACCAAA / 280 OK em ambas as oK
90.650.788 CAGTTCCTTCACACAATACCTTC espécies
95.171.851 - CATCAAAATTTTTAGCAACAAAACA / OK em ambas as
AMMECR1 95.295.045 CTAGAAACAGGCAGCCCTGA 672 espécies oK
IL13RA2 99.991.601 — CCTACCTGGCCGATCTGTAA / 662 OK em a\'m.bas as oK
100.047.148 GATTCGGGGGAGAGAACTTT espécies
105.116.612 — GATGGTAGTGGCCAGGAAGA / OK em ambas as
FAM70A 105.182.531 AGCATAACACCCTCCAGGTC 641 espécies OK
WDRAOC 110.732.851 — AGAAGCGTCTTGGAGGGATT / 604 Sitio de anelamento i
110.734.463 GCTAAGGATGGCCAATGTGT inespecifico
SLC25A14 114.989.096 — TCTCCAGAACTTCAAGCCTTC/ 632 OK em ambas as oK
115.025.713 GGCACTTGCCCTTTCATTAC espécies
ZNF75 119.873.031 - ATGGGTATGCTGGGACTGAC / 695 Sitio de anelamento )
119.949.848 CCACTCCAGGGACTATCCAA inespecifico
SOX3 125.089.478 — AGCGCGACCAAAATATTCAC/ 631 Sitio de anelamento )
125.093.356 GGTTTTCCTGGTGGGTTCTT inespecifico
130.213.381 — TCCCCTTAGCAGCTTGAGAA / OK em ambas as
L0C492191 130.366.345 AAATTGGTGCCCGATCTCTT 695 espécies OK
135.104.373 - GCTTTTGAGGATGGCTTTTG / OK em ambas as
L0C203547 135.149.477 ACACTTGTGGCCAAGTCTGG 682 espécies OK
SYBL1 139.881.988 — GGCAGCTCAACTGCTTTATCTT / 691 OK em ambas as oK
139.951.563 CAGGTGTCAGCCTATGTATTAGGA espécies
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Tabela 3: Lista de segmentos amplificados para as espécies Leopardus geoffroyi e L. tigrinus. A
posicdo dos SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) é referente ao alinhamento das sequéncias.

Nome do
loco

NuUmero de

individuos testados

Numero de sequéncias

obtidas

SNPs identificados

LOC728849*

cyLci*

NAP1L3

PCDH19

ILIRAPL2

AMMECR1

IL13RA2

FAM70A*

SLC25A14

LOC492191

LOC203547

SYBL1

2 L. geoffroyi
2 L. tigrinus

2 L. geoffroyi
2 L. tigrinus

2 L. geoffroyi
2 L. tigrinus

2 L. geoffroyi
2 L. tigrinus

2 L. geoffroyi
2 L. tigrinus

2 L. geoffroyi
2 L. tigrinus

4 L. geoffroyi
4 L. tigrinus

4 L. geoffroyi
4 L. tigrinus

4 L. geoffroyi
4 L. tigrinus

4 L. geoffroyi
4 L. tigrinus

2 L. geoffroyi
2 L. tigrinus

2 L. geoffroyi
2 L. tigrinus

4 (forward)
4 (forward)
4 (forward)
4 (forward)
4 (forward)

4 (forward)

8 (forward)
7 (reverse)

6 (forward)
8 (reverse)

8 (forward)

8 (forward)
8 (reverse)

3 (forward)

4 (forward)

629: Delecdo de 32pb em L. geoffroyi.
685: L. geoffroyi fixado ‘T’, L. tigrinus fixado ‘G’.
Sequencias de baixa qualidade
Sequéncias de L. geoffroyi com baixa qualidade

649: L. geoffroyi fixado ‘T’, L. tigrinus fixado ‘C’.
410: polimorfismo ‘C/T’ em L. tigrinus.
564: L. geoffroyi fixado ‘G’, L. tigrinus fixado ‘A’.

289: polimorfismo ‘C/T’.
467: polimorfismo ‘C/G’.

117: polimorfismo ‘C/T’. 195: polimorfismo ‘A/T’.
534: L. geoffroyi fixado ‘A’, L. tigrinus fixado ‘G’.

347: polimorfismo ‘C/T’ em L. tigrinus.

335: polimorfismo ‘A/C’ em I. geoffroyi
138: L. geoffroyi ‘T’, L. tigrinus ‘C’.

240: microssatélite dinucleotidico (TC)

Sequéncias de média qualidade.
Sem variac¢do identificada.

*Segmentos selecionados e genotipados para todos os individuos incluidos neste estudo.

Tabela 4: Condi¢des de amplificagcdo por PCR de cada um dos segmentos utilizados neste estudo.

Desnat. N Ne Extensdo
Segmento L. Desnat. Anelamento Extensao . .
Inicial ciclos final

LOC728849, ATP7A, BTK, ~ 94°C por 3’ 94°C por45”  60-50°C por 45”  72°Cpor 1'30” 10

CYLC1, PLP1I2, FAM70A 94°C por 45” 50°C por 45” 72°C por 1'30” 30 72°C por 3’
PLP1IS 94°Cpor3’  94°Cpor45”’  60-55°C por 45” 72°C por 2’ 5

94°C por 45" 50°C por 45” 72°C por 2’ 35 72°C por 3’
BGN 94°Cpor3’  94°Cpor45”  60-55°C por45”  72°Cpor 1'30” 10

94°C por 45" 55°C por 45” 72°C por 1'30” 30 72°C por 3’
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Tabela 5: Caracterizacdo dos oito segmentos do cromossomo X incluidos nas analises finais deste

estudo, bem como na constru¢do de um conjunto de dados concatenado do cromossomo X.

Numero de Numero de .
s Tamanho do - . Numero de
Segmento individuos de cada segmento (pb) sitios variaveis Haplétinos
fenétipo g P (SNPs) plotie
LOC728849 38 L. geoffroyi 683 5 5
30 L. tigrinus
ATP7A 41 L. geoffroyi 385 4 7
36 L. tigrinus
cvicl 42 L. geoffroyi 677 11 9
38 L. tigrinus
43 L. geoffroyi
BTK 38 L. tigrinus 250 3 4
PLP1 intron 2 43 L. geoffroyi 880 8 8
38 L. tigrinus
PLP1 intron 5 43 L. geoffroyi 590 7 6
38 L. tigrinus
FAM70A 39 L. geoffroyi 569 18 13
32 L. tigrinus
30 L. geoffroyi
BGN 30 L. tigrinus 295 12 8
Concatenagao 32L. ggoffroyl 4826 48 40
26 L. tigrinus
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