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“Nao nos surpreendemos com a raridade de uma espécie, mas ficamos chocados
com o seu desaparecimento; € como admitir que a doenca é o preludio da morte e
nao se sentir surpreso diante da doenca, mas apenas com a morte da pessoa
doente, ndo atribuindo o falecimento de que ela sofria, mas a algum ato

desconhecido de violéncia.”

Charles Darwin



RESUMO

A diminuicdo da conectividade para as espécies e consequentemente limitacado da
dispersdo pode estar ligada a varios fatores ambientais como clima, barreiras de
disperséo, ou dispersdo limitada. No caso de organismos semi-aquéticos, como a
capivara, sua dispersao € influenciada pela presenca de corpos d’agua. Neste
trabalho avaliamos a distribuicdo da diversidade genética de Hydrochoerus
hydrochaeris em diferentes bacias hidrograficas da América do Sul. Avaliamos,
também, a presenca de estruturacdo entre diferentes bacias hidrograficas e entre
microbacias hidrograficas das bacias do Paraguai e do Alto Parana em territorio
brasileiro. Para isso, amplificamos um fragmento da regido D-loop do DNA
mitocondrial, construimos redes de haplétipos e realizamos analises filogenética e de
variancia molecular. Também reconstruimos uma histéria demografica com a analise
Bayesian Skyline Plot. Nossos resultados evidenciaram que as populacdes de H.
hydrochaeris encontram-se estruturadas entre as bacias do Orinoco, Paraguai e Alto
Parand, mas ainda mantém polimorfismos ancestrais e possivelmente um fluxo de
individuos entre as bacias do Paraguai e Alto Paranid. Enquanto a diversidade
genética, tanto haplotipica quanto nucleotidica, nas bacias do Paraguai e Alto Parana
€ elevada e as popula¢cdes apresentam um crescimento demografico relativamente
recente, as populacdes da bacia do Orinoco apresentam baixa diversidade e um
declinio populacional. Os padrdes de estrutura e diversidade genética provavelmente
sdo resultado da histéria evolutiva distinta das bacias hidrograficas e recentes

oscilac6es demograficas sofridas pelas populagdes, respectivamente.

Palavras-chave: Rodentia. Fluxo génico. Barreiras geograficas. Hapl6tipos D-loop.



ABSTRACT

Decreased connectivity for species and consequently limited dispersal can be linked
to various environmental factors such as climate, dispersal barriers, or limited
dispersal. In the case of semi-aquatic organisms such as capybara, their dispersion
can be influenced by the presence of water bodies. Our work aims to evaluate the
distribution of genetic diversity of Hydrochoerus hydrochaeris in river basins of South
America. We also evaluated the presence of structuring between different
hydrographic basins and between hydrographic microbasins of the Paraguay and Alto
Parand basins in Brazilian territory. For this, we amplified a fragment of the D-loop
region of mitochondrial DNA, constructed haplotype networks and performed
phylogenetic and molecular analysis of variance. We also reconstructed a
demographic history with the Bayesian Skyline Plot analysis. Our results showed that
H. hydrochaeris populations are structured between the Orinoco, Paraguay and Alto
Parana basins, but still maintain ancestral polymorphisms and possibly a flow of
individuals between the Paraguay and Alto Paran& basins. On the other hand, the
genetic diversity, both haplotypic and nucleotide, in the Paraguay and Alto Parana
basins is high and the populations show a relatively recent demographic growth, the
populations of the Orinoco basin show low diversity and a population decline. The
patterns of structure and genetic diversity are probably a result of the distinct
evolutionary history of watersheds and recent demographic fluctuations suffered by

populations, respectively.

Keywords: Rodentia. Gene flow. Geographical barriers. D-loop haplotypes
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS CAPIVARAS

As capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris, Linnaeus, 1766) sdo mamiferos
semiaquéticos, amplamente distribuidos pelo continente sul-americano (HERRERA &
MACDONALD, 1989; QUINTANA, 1999). O ambiente aquético € o local onde a
espécie encontra suas principais fontes de alimento e também €é essencial para a
copula, fuga de predadores, regulagéo térmica e abrigo (BARRETO & QUINTANA,
2012; HERRERA & MACDONALD, 1989; QUINTANA 1999). Além disso, a agua
também é usada como meio de dispersado para os individuos da espécie (HERRERA
& MACDONALD, 1989; QUINTANA, 1999). As capivaras normalmente possuem
hébitos crepusculares, descansando no periodo da manha e forrageando a tarde até
0 amanhecer; vivem em grupos sociais poliginicos, geralmente constituido de seis a
12 adultos, conferindo maior protecédo contra predadores, onde apenas um macho é
dominante e os demais sdo subordinados (MACDONALD, 1981). O tamanho dos
grupos pode variar de acordo com as caracteristicas do habitat, podendo chegar em
torno de 100 individuos nas épocas de seca (MACDONALD, 1981; OJASTI, 1973). O
tamanho dos grupos também pode aumentar quando em altas densidades
populacionais (CONGDON, 2007; HERRERA & MACDONALD, 1987; SALAS, 1999)
ou diminuir devido a caca (FESTA-BIANCHET, 2003; FITZGIBBON,1998;
TUYTTENS & MACDONALD, 2000). O macho dominante possui habitos
territorialistas, ndo permitindo que os machos subordinados se aproximem de seu
harém de fémeas reprodutoras (MACDONALD, 1981). O macho alfa também tem o
comportamento infanticida podendo induzir prematuramente as fémeas a entrarem
no estro (SWENSON,2003). Similarmente aos machos, as fémeas também s&o
divididas em fémeas dominantes (reprodutoras) e fémeas subordinadas. Fémeas
subordinadas séo impedidas de copular com o macho dominante tanto por contencao
fisica, quanto por mecanismos hormonais das fémeas reprodutoras (MALDONADO-
CHAPARRO & BLUMSTEIN, 2008). O grupo também é formado por juvenis e filhotes,
dependendo da época do ano. Dificilmente podemos distinguir o macho e a fémea
principalmente quando jovens, quando as diferencas morfolégicas sé&o imperceptiveis
para nos, e 0s 0rgaos sexuais ficam no interior da cavidade abdominal (HERRERA,
2012), sendo muitas vezes necessario alguns meétodos de sexagem como a

contengdo e a projecdo do orgdo sexual (PAULA & WALKER, 2012). Somente o
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macho dominante pode ser reconhecido pela presenca da glandula nasal mais
desenvolvida, usada para demarcacdo de territério, apesar disso, em cativeiro
algumas fémeas dominantes também possuem esta glandula mais desenvolvida
(HERRERA, 2012) e as fémeas sao reconhecidas pelo macho dominante através do
cheiro das secreg¢des glandulares (CLARK & OLFERT, 1986).

Apesar de ser uma espécie com ampla distribuicao geogréafica, algumas de suas
populacdes encontram-se reduzidas ou ameacadas. Isso se deve, principalmente, a
fatores como a destruicdo do seu habitat natural e a caca devido ao interesse na sua
carne e couro, ameacando algumas de suas populacfes, como ja ocorre na regiao
dos chacos argentinos (CORRIALE & HERRERA, 2014). No entanto, situacdo
diferente ocorre em algumas regides do Brasil, onde suas populacdes podem crescer
de forma descontrolada, principalmente devido a reducdo ou extincdo dos seus
predadores naturais nestas areas (FERRAZ et al., 2007; NOGUEIRA-FILHO &
NOGUEIRA 2004). Seus principais predadores terrestres sdo a onca pintada
(Panthera onca) e a onca-parda (Puma concolor) (FOSTER et al., 2013).

Enquanto ocorre destruicdo do seu habitat natural por acbes antrépicas, a
capivara pode ocupar areas modificadas pelo uso de terra onde € fornecido agua e
alimentos e ela tem se tornado cada vez mais tolerante a presenca humana
(ROSENFIEL & P1ZZUTO, 2019). Além disso, ela possui um sistema digestivo que
Ihe permite enfrentar as mudancas ambientais, uma vez que no periodo de
abundéancia de recursos ela pode optar pela qualidade dos alimentos, enquanto no
periodo de escassez de recursos o ceco do tubo digestério aumenta de tamanho,
permitindo a ingestdo de maior quantidade de alimentos menos nutritivos (BORGES
et al.,1996; OJASTI,1983). Algumas regides, como 0s Lhanos venezuelanos e o
Pantanal brasileiro, possuem condicdes favoraveis para a propagacao da espécie;
devido aos frequentes ciclos de chuvas extremas e seguidas de um periodo seco. No
final da estacdo chuvosa o solo se torna mais fértii aumentando a qualidade e a
guantidade de recursos disponiveis para 0s animais, como as capivaras (FERRAZ et
al., 2003). O aumento populacional das capivaras pode causar sérios problemas, por
exemplo, anomalias em plantas causadas pela herbivoria (RAMOS et al., 2018),
danos as éreas de cultivo, transmissdo de doencas e, até mesmo, 0 aumento de
acidentes nas rodovias (RINALDI, 2014).



12

1.2A DIVERSIFICAQAO DO GRUPO DAS CAPIVARAS

Os cavimorfos sao roedores que surgiram ha mais de 30 milhées de anos atras
dando origem a varios outros roedores como pacas (Cuniculus spp.), preas (Cavia
spp.) e capivaras (Hydrochoerus spp.). Eles se originaram na Africa dos ancestrais
histricognatos durante o eoceno que migraram para a América do Sul, e se
diversificaram durante o Eoceno no Médio Otimo Climatico antes do resfriamento
inicial do Oligoceno (ANTOINE et al., 2012; KERBER, 2017). A diversificacdo dos
caviomorfos se iniciou com duas radiacdes entre o final do Oligoceno e o inicio do
Mioceno, seguida de uma terceira fase que corresponde a radiacdo dos caviomorfos
que ocorreu no Mioceno médio (PEREZ & POL, 2012). O fossil mais antigo de
capivara surgiu no mioceno tardio, onde era altamente diversificada (MOREIRA et al.,
2012). Para testar a hipdtese sobre a alta biodiversidade da capivara na bacia
amazonica, Ruiz-Garcia et al. (2016) sequenciaram o citocromo b e a regiao controle
do DNA mitocondrial de capivaras na Colombia, Equador, Brasil e Peru. Os resultados
indicaram que a sua diversificacdo haplotipica ocorreu do final do Mioceno até o
Plioceno, além de outros processos de diversificacdo haplotipica se estendendo até
o0 Pleistoceno e alguns eventos de expansao populacional durante o Pleistoceno
(RUIZ-GARCIA et al., 2016). Byrne et al. (2021) analisaram padrées filogeograficos
através das sequéncias obtidas pela amplificacdo da regido D-loop do DNA
mitocondrial, junto com sequéncias de outros estudos sobre diversidade genética da
capivara em diferentes regiées da América do Sul. Os resultados sugeriram que a
capivara surgiu na Amazonia ocidental e que os eventos climéticos do Pleistoceno
provocaram um declinio populacional seguido por expansfes populacionais
associadas as condi¢des climéaticas do Holoceno.

Atualmente, sdo reconhecidas duas espécies para o género Hydrochoerus,
sendo Hydrochoerus isthmius e Hydrochoerus hydrochaeris (GOMES et al., 2019),
diferenciadas por caracteristicas morfolégicas (MONES, 1984; MONES & OJASTI,
1986) e genéticas (MOREIRA et al., 2012). Hydrochoerus isthmius € menor, mais
leve, com tempo de gestacdo mais curto, enquanto H. hydrochaeris apresenta o 0sso
frontal mais grosso e largo (MONES & OJASTI, 1986). Entretanto, esse status
taxondmico ainda é considerada controversa e alguns estudos sugerem a existéncia
apenas de subespécies (BYRNE et al., 2021; RUIZ-GARCIA et al., 2016). A espécie

H. isthmius esta restrita principalmente a regidao do Panama, noroeste da Colémbia,



13

e nordeste da Venezuela. JA H. hydrochaeris esta distribuida pelo restante da
América do Sul com excec¢do do Chile (REID, 2016). Na Coldmbia e na Venezuela
ambas as espécies estdo presentes, porem separadas pela Cordilheira dos Andes.
Na Colémbia, Hydrochoerus hydrochaeris apresenta maiores densidades nas
savanas dos Llanos Orientales (ALDANA-DOMINGUEZ et al., 2002; CARO et al.,
2005; RODRIGUEZ et al., 2003). Na Venezuela, Hydrochoerus isthmius é encontrada
apenas ao redor do lago de Maracaibo (OJASTI, 1973). No Brasil, Hydrochoerus
hydrochaeris € encontrada em todos os estados e Distrito Federal apresentando
maior densidade populacional em savanas inundadas como o Pantanal Mato-
grossense (FONSECA et al., 1996; MOREIRA, 2004; OLIVEIRA & Bonvicino, 2006;
SCHALLER & CRAWSHAW, 1981), e principalmente nas areas agricolas onde
prevalecem plantas C4 do estado de S&do Paulo (FERRAZ et al., 2007). J4 no nordeste
do Brasil, provavelmente pela pressao da caca e alteracdo de habitat, a espécie esta
ameacada de extingdo no bioma caatinga (MOREIRA, 2004).

1.3 ESTUDOS GENETICOS EM POPULACOES DE CAPIVARAS

Do melhor do nosso conhecimento, ha na literatura poucos estudos de genética
populacional de capivaras. Em um deles, os autores compararam populacdes da
Venezuela e do Paraguai da espécie H. hydrochaeris, usando um fragmento da regido
controle do DNA mitocondrial para testar a influéncia da drenagem dos rios na
estruturacdo genética da capivara (BYRNE et al., 2015). Neste estudo, os autores
descrevem uma alta diversidade genética e uma estruturagdo populacional
significativa entre as populacfes da Venezuela, Paraguai e Argentina. Ja para as sub-
bacias, foi encontrada estruturacdo apenas dentro do Paraguai, devido a falta de
corredores através de rios permanentes. Situacao essa diferente a da encontrada
para a Argentina, onde a presenca de inundagdes sazonais pode favorecer a
movimentacao da espécie.

Campos-Krauer e Wisely (2011) analisaram a influéncia da pecuéaria no aumento
populacional da capivara através da modelagem de nicho e amplificacéo da regido D-
loop do DNA mitocondrial. De acordo com os autores, os dados de modelagem de
nicho juntamente com os dados genéticos indicam uma grande influéncia do uso de
terra na expansado da capivara para as areas convertidas em pastagens além de

alterar a conectividade entre as populagdes. Maldonado-Chaparro et al. (2011),
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estudando a diversidade genética de capivaras dos Llanos Colombianos, utilizando
marcadores microssatélites, encontraram um valor médio-baixo de diversidade
genética (He=0,61), além de um gargalo recente, provavelmente causado pela caca
ilegal.

Com a finalidade de avaliar os efeitos genéticos de um programa de
conservacao da capivara implementado pelo governo da Venezuela em 1968,
Borges-Landaez et al. (2012) avaliaram a variabilidade genética através da regiao
HVI da regido D-loop do DNA mitocondrial de cinco populacdes manejadas. De
acordo com os autores, os resultados indicam limitacdes no fluxo génico entre estas
populacdes estudadas, o que pode causar problemas para a conservacao dessas
populacdes manejadas. A diversidade genética e a presenca de estruturacdo na
regido dos Chacos paraguaios e argentinos foram analisadas por Byrne et al. (2019).
Segundo os autores, a presenca de um haplogrupo muito frequente nos locais de
amostragem, pode indicar a existéncia de um fluxo génico historico nestas regides.

Em populacdes brasileiras de H. hydrochaeris, ndo ha nenhum estudo
empregando analises moleculares para avaliar a presenca de grupos genéticos
diferenciados ao longo de sua distribuicdo em nosso territério. Entretanto, devido a
alta dependéncia da agua da espécie para sua disperséo, bem como devido a histéria
geoldgica de cada bacia hidrografica, pode-se esperar que forcas evolutivas atuando
diferentemente entre as populacfes ao longo da distribuicdo da espécie, podem levar
a populagcdes geneticamente diferenciadas, com fluxo génico limitado entre bacias
hidrograficas. Alternativamente, o fluxo génico entre as populagbes seria suficiente
para prevenir a estruturacéo populacional dentro das microbacias.

Em ambos os casos, fatores ambientais, como mudancas no habitat e a caca
podem mudar os padrdes de distribuicdo da diversidade genética e promover ou
acentuar a estruturacdo genética populacional, devido a alteracéo do fluxo génico.
Quanto maior a estruturacdo genética entre as populagbes, maior a potencial
vulnerabilidade dessas a extincdo local devido a reducdo do fluxo génico e
diversidade genética (FRANKHAM et al.,, 2002). Portanto, entender sobre a
distribuicdo e os valores de diversidade genética da espécie € fundamental para
entender o seu status populacional e também identificar potenciais unidades
evolutivas diferenciadas. Além disso, a precisa informacdo genética é fundamental

para o manejo de qualquer espécie e, considerando a necessidade de controle de
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algumas de suas populac¢ées, conhecer como esté distribuida a diversidade genética
da capivara € um elemento crucial. Nesse contexto, o uso de marcadores moleculares
mitocondriais pode ser muito atil para entender o padrdo de distribuicdo da
diversidade genética e detectar estruturacdo populacional, principalmente para se
detectar potenciais barreiras historicas, como pode ser o caso das bacias
hidrograficas.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a distribuicdo da diversidade genética da espécie H. hydrochaeris em

diferentes bacias hidrograficas da América do Sul.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a ocorréncia de estruturacao genética populacional em H. hydrochaeris
em diferentes bacias hidrograficas da América do Sul.

Avaliar a ocorréncia de estruturacao genética populacional em H. hydrochaeris
em diferentes microbacias hidrogréaficas das bacias do Paraguai e do Alto Parana em

territorio brasileiro.

2.3 HIPOTESE

Considerando que os rios pertencentes a uma determinada bacia hidrogréafica
podem atuar como corredores para a dispersdo da espécie (BYRNE et al., 2015;
2019), esperamos encontrar auséncia de estruturacdo entre microbacias dentro das
bacias hidrogréficas e presenca de estruturacdo entre populacées de capivaras de
diferentes bacias (BYRNE et al., 2015; 2019).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAGEM

Utilizamos 31 amostras de tecido (sangue e musculo) de H. hydrochaeris de vida
livre provenientes das bacias do Paraguai (N=13) e do Alto Parana (N=18) (Tabela 1,
Fig. 1). As amostras de musculo (N=30) foram obtidas a partir de material de caca
fornecido pela Policia Militar Ambiental do Estado de Sao Paulo. Apenas uma amostra
de sangue (S9628, Tabela 1) foi provida por colaboradores. O acesso ao patriménio
genético das amostras foi autorizado pelo cadastro A9F8717 no Sistema Nacional de
Gestéo do patrimonio genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN).
Todas as amostragens e procedimentos foram realizados sob e recomendacdes
legais propostas pelo Conselho Federal de Bi6logos, Resolucéo 301 (8 de dezembro
de 2012). Também seguimos as diretrizes do comité de ética para animais de
pesquisa (Comité de Etica no Uso de Animais, CEUA — UFSCar Portaria 721/04),

evitando o uso inapropriado ou abusivo de animais.

Tabela 1 - Informacdes sobre as amostras de tecido utilizadas neste estudo.

. Agrupamento Coordenadas
ID Bacia .
geografico* Oeste Sul

3164 Alto Parana Acima Tieté -49.7736 -20.4767
4769i Alto Parana Acima Tieté -50.1918 -20.0928

5697 Alto Parana Acima Tieté -50.1113  -20.2457

5982 Alto Parana Acima Tieté -50.2486 -20.2750
111337 Alto Parana Acima Tieté -49.2712 -20.8282
130586 Alto Parana Acima Tieté -49.1144 -20.0332
140455 Alto Parana Acima Tieté -48.3411 -20.7324
141787 Alto Parana Acima Tieté -47.7890 -21.0306
161112 Alto Parana Acima Tieté -49.9768 -20.7178
161960 Alto Parana Acima Tieté -49.4829 -19.9952
15042 Alto Parana Microbacia Tieté -49.5594  -21.3727
131698 Alto Parana Microbacia Tieté -47.9219 -21.9940
140583 Alto Parana Microbacia Tieté -48.8146  -21.7455
140590 Alto Parana Microbacia Tieté -49.2025 -21.4734
140633 Alto Parana Microbacia Tieté -50.1064 -21.2186
141197 Alto Parana Microbacia Tieté -49.1729 -21.6583
150136 Alto Parana Microbacia Tieté -48.8373 -21.6716
S9628 Alto Parana Microbacia Tieté -47.5162 -23.3873
FMPN1 Paraguai Pantanal Norte -56.6456  -16.2652
FMPN2 Paraguai Pantanal Norte -56.6456  -16.2652
FMPN5 Paraguai Pantanal Norte -56.6456  -16.2652
FMPN7 Paraguai Pantanal Norte -56.6456 -16.2652



FMPN11 Paraguai Pantanal Norte -56.6456  -16.2652
FMPN12 Paraguai Pantanal Norte -56.6456  -16.2652
FMPS1 Paraguai Pantanal Sul -57.0274  -19.2916
FMPS3 Paraguai Pantanal Sul -57.0274  -19.2916
FMPS4 Paraguai Pantanal Sul -57.0274 -19.2916
FMPS5 Paraguai Pantanal Sul -57.0274  -19.2916
FMPS6 Paraguai Pantanal Sul -57.0274  -19.2916
FMPS8 Paraguai Pantanal Sul -57.0274  -19.2916
FMPS10 Paraguai Pantanal Sul -57.0274  -19.2916

*Agrupamento criado com base na localidade das amostras para as analises de
estruturacdo populacional dentro das bacias hidrograficas.

Figura 1 - Mapa da localizagéo das amostras analisadas.
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3.2 EXTRA(;AO DE DNA E AMPLIFICA(;AO DO MARCADOR MITOCONDRIAL

Para a amostra de sangue, extraimos o DNA total seguindo o protocolo de fenol-
cloroformio (GREEN & SAMBROOK, 2012), e para as amostras de musculo seguimos
o protocolo de extracéo por precipitacdo salina (ALJANABI & MARTINEZ, 1997). Ap6s
a extracao, o DNA foi quantificado em biofotdmetro (BioPhotometer, Eppendorf ®).

Para a andlise de diversidade genética e estruturacdo genética populacional,
utilizamos a regido D-loop do DNA mitocondrial, a qual apresenta uma regiao
hipervariavel. Esta regido apresenta maior nivel de polimorfismo, sendo, assim,
indicada para estudos populacionais (e.g., BORGES-LANDAEZ et al., 2012;
CAMPOS-KRAUER & WISELY, 2011). Utilizamos os primers HV1-F1 (5-
CCCACCATCAGTACCCAAAA-3") e HV1-R2 (5°-
CGAGATGTCTTATTTAAGGGGAAC-3") descritos por Borges-Landaez et al. (2012).
O protocolo de PCR foi configurado para um volume final de 12 pyL contendo 50 ng
de DNA template, 1U de Taq DNA Polimerase Platinum (/nvitrogen™), 1x Taq Buffer
(200 mM Tris HCI (pH 8,4), 500 mM KClI, Invitrogen™), 0,62 mM de cada primer, 3mM
de MgClz, 0,2 mM de dNTPs (/nvitrogen™), e agua ultrapura. O ciclo de amplificagao
consistiu em uma etapa de desnaturacao inicial a 95°C por 5 min, seguida de 35 ciclos
de desnaturagéo a 95°C por 30 s, anelamento a 56°C por 45s, extensao a 72°C por
45s e uma extenséo final a 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,5% e visualizadas sob luz UV. Os produtos de
PCR foram purificados com polietilenoglicol 20% (PEG) (LIS & SCHLEIF, 1975) e
sequenciados em sequenciador automatico modelo ABI 3730XL (Applied Biosystems,
Foster City, California, EUA). Posteriormente, as sequéncias serdo submetidas ao
GenBank.

3.3 ANALISE DE DADOS

Para avaliar a diversidade genética e estruturacdo populacional entre as bacias
hidrograficas ao longo da distribuicdo geografica de H. hydrochaeris, além das
sequéncias obtidas nesse estudo para as bacias do Paraguai e Alto Parani,
utilizamos sequéncias disponiveis no banco de dados do GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) para as bacias do Orinoco, na Venezuela (N
= 152), e do Paraguai, no Paraguai (N = 110) (Tabela 2). Esse conjunto de dados

constituiu o dataset 1, cujas sequéncias apresentavam 386 pb, para correto
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alinhamento entre todos os dados disponiveis. Para avaliar as diferencas entre
microbacias, utilizamos apenas as sequéncias obtidas com as amostras de tecido e
sangue de dentro do territorio brasileiro (N = 31; dataset 2), com 486 pb. Para a bacia
do Paraguai, as sequéncias foram agrupadas entre Pantanal Norte (N = 6) e Pantanal
Sul (N = 7), enquanto para a bacia do Alto Parand, dentro da microbacia do Tieté (N
= 8) e amostras acima da microbacia do Tieté (N = 10) (Tabela 1). As localiza¢Ges de

todas as amostras e sequéncias analisadas estdo na Figura 1.

Tabela 2 - Informacdes sobre as sequéncias obtidas no GenBank e utilizadas neste estudo.

Codigo Acesso Localidade Bacia Coordenadas Fonte
GenBank
Oeste Sul
GU456363.1 Toledo Paraguai  -60.3313 -22.3544 (2)
GU456363.1 Lapacho Paraguai  -60.1911 -22.2247 D)
GU456363.1 Loma Plata Paraguai  -59.8353 -22.3880 (2)
GU456363.1 Laguna Rey Paraguai  -58.7117 -22.9019 D)
GU456363.1 Arizona Paraguai  -58.4025 -23.8901 (2)
GU456363.1 Loreto Paraguai  -59.4592 -23.8693 D)
GU456363.1 Sauces Paraguai  -61.4252 -23.3005 (2)
GU456363.1 Olimpo Paraguai  -57.9359 -21.1615 (1)
GU456372.1 Bahia Negra Paraguai  -58.1368 -20.1655 (2)
GU456373.1 Bahia Negra Paraguai  -58.1368 -20.1655 D)
GU456374.1 Bahia Negra Paraguai  -58.1368 -20.1655 (2)
GU456375.1 Toledo Paraguai  -60.3313 -22.3544 (1)
GU456375.1 Toledo Paraguai  -60.3313 -22.3544 Q)
GU456376.1 Laguna Rey Paraguai  -58.7117 -22.9019 D
GU456364.1 Toledo Paraguai  -60.3313 -22.3544 (2)
GU456364.1 Loma Plata Paraguai  -59.8353 -22.3880 D
GU456364.1 Jerovia Paraguai  -59.2021 -23.3932 Q)
GU456364.1 Arizona Paraguai  -58.4025 -23.8901 D
GU456364.1 Maroma Paraguai  -57.9067 -23.5462 (2)
GU456364.1 Efe Paraguai  -58.5786 -24.2978 (1)
GU456364.1 Loreto Paraguai  -59.4592 -23.8693 (2)
GU456364.1 Sauces Paraguai  -61.4252 -23.3005 D
GU456364.1 Olimpo Paraguai  -57.9359 -21.1615 (2)
GU456364.1 Bahia Negra Paraguai  -58.1368 -20.1655 Q)
GU456365.1 Toledo Paraguai  -60.3313 -22.3544 (2)
GU456365.1 Mariscal Paraguai  -60.6227 -22.0236 Q)
GU456365.1 Loma Plata Paraguai  -59.8353 -22.3880 (2)
GU456365.1 Jerovia Paraguai  -59.2021 -23.3932 (1)
GU456365.1 Arizona Paraguai  -58.4025 -23.8901 (2)
GU456365.1 Efe Paraguai  -58.5786 -24.2978 (1)
GU456365.1 Loreto Paraguai  -59.4592 -23.8693 (2)



GU456366.1
GU456367.1
GU456368.1
GU456368.1
GU456369.1
GU456370.1
GU456371.1
EU149768.1
EU149768.1
EU149768.1
EU149768.1
EU149769.1
EU149769.1
EU149769.1
EU149769.1
EU149772.1
EU149772.1
EU149772.1
EU149772.1
EU149774.1
EU149774.1
EU149771.1
EU149771.1
EU149775.1
EU149776.1
EU149773.1
EU149767.1
EU149770.1

Olimpo
Toledo
Olimpo
Bahia Negra
Bahia Negra
Toledo
Arizona
El Cedral
El Frio
Santa Luisa
Santa Maria
El Cedral
El Frio
Mata de Guamo
Santa Luisa
El Cedral
El Frio
Mata de Guamo
Santa Maria
El Cedral
El Frio
El Frio
Mata de Guamo
El Frio
El Frio
Mata de Guamo
Santa Luisa
Santa Luisa

Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Paraguai
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco
Orinoco

-57.9359
-60.3313
-57.9359
-58.1368
-58.1368
-60.3313
-58.4025
-69.3333
-68.8833
-67.5167
-70.2667
-69.3333
-68.8833
-69.2167
-67.5167
-69.3333
-68.8833
-69.2167
-70.2667
-69.3333
-68.8833
-68.8833
-69.2167
-68.8833
-68.8833
-69.2167
-67.5167
-67.5167

-21.1615
-22.3544
-21.1615
-20.1655
-20.1655
-22.3544
-23.8901
7.416667
7.783333
7.683333
8.316667
7.416667
7.783333
7.966667
7.683333
7.416667
7.783333
7.966667
8.316667
7.416667
7.783333
7.783333
7.966667
7.783333
7.783333
7.966667
7.683333
7.683333

(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
()
(2)
()
(2)
()
(@)
)
(@)
)
(@)
)
(@)
)
(@)
)
(@)
)
()
)
()
)

(1) CAMPOS-KRAUER & WISELY, 2011; (2) BORGES-LANDAEZ et al., 2012.

3.3.1 Diversidade genética

20

As sequéncias do D-loop foram visualizadas e manualmente editadas no

software Geneious v.7.1.7 (KEARSE et al., 2012). Em seguida, foram alinhadas
através do algoritmo de CLUSTAL W (LARKIN et al., 2007) implementado no mesmo

software (KEARSE et al., 2012). Considerando todos os individuos amostrados e as

sequéncias disponiveis no GenBank, calculamos os indices de diversidade entre as

bacias e as microbacias hidrograficas analisadas no software DNAsp v. 5.1 (LIBRADO

& ROZAS et al., 2009). Nos calculamos o numero de sitios polimorficos (S), niumero

de hapldétipos (h), diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica ().
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3.3.2 Distribui¢cdo dos haplétipos e estruturacao

A partir das sequéncias obtidas para todos os individuos em cada dataset,
foram construidas redes haplotipicas com o software PopART (Population Analysis
with Reticulate Trees) (LEIGH & BRYANT, 2015), utilizando o algoritmo Median
Joining. Em seguida, verificamos se os individuos nas bacias (dataset 1) e
microbacias (dataset 2) representam populacdes geneticamente diferenciadas. Para
isso, calculamos os valores do indice de fixagdo (PST) par-a-par entre as bacias
estudadas e realizamos a analise de variancia molecular (AMOVA), testada através
de 10000 permutacdes. Ambas as analises foram realizadas no programa Arlequin v.
3.5.2.2 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010).

Avaliamos a estruturacdo populacional entre as bacias e microbacias
considerando a espacialidade das amostras, buscando por agrupamentos dos
haplétipos encontrados nas areas amostradas utilizando o software Geneland
(GUILLOT et al., 2005) implementado no R versdo 4.0.3 (R CORE TEAM, 2021).
Nesse caso, utilizamos apenas cada hapl6tipo encontrado por localidade amostrada
e sua coordenada geogréfica. A andlise foi feita com o numero de populacdes
variando de 1 a 10 (K de 1 a 10) com 10 rodadas independentes, sendo o K
selecionado aquele que apresentar o maior valor de probabilidade posterior. Nés
usamos 0s modelos Uncorrelated e espacial com 1.000.000 iteracdes para MCMC e
1.000 thinning. Por fim, também avaliamos a correlacéo entre as distancias genéticas
baseadas em K2P (Kimura 2-Parameters) calculadas no MEGA v.7 (KUMAR et al.,
2016) e distancias geogréficas pareadas (calculadas com a fungao “dist” do pacote
vegan v.2.5-6; OKSANEN et al, 2019) por um teste de Mantel (MANTEL, 1967),
usando a funcdo de teste de Mantel do pacote vegan (OKANSEN et al., 2019), com
significancia estatistica testada por 10.000 permutacdes aleatorias, no software R
versao 4.0.3 (R CORE TEAM, 2021).

3.3.3 Andlise filogenética e demografia historica

Para identificar agrupamentos entre os haplétipos detectados tanto para as
bacias quanto para as microbacias, realizamos analises filogenéticas utilizando o
método de inferéncia bayesiana. A andlise foi realizada no BEAST v.2.2.1
(BOUCKAERT et al., 2014), com modelo de substituicdo nucleotidica baseado no

critério de informacgéo Bayesiano (BIC), determinado pelo programa jModelTest v.
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2.1.4 (datasets 1 e 2: HKY+l) (POSADA, 2008). Foram empregadas como
especificacdes, o relégio molecular stricto, modelo de Yule para o prior da arvore, trés
corridas independentes das cadeias de Markov com 10 milhdes de geracbes com as
arvores e parametros salvos a cada 10000 gera¢fes. A combinacéo dos arquivos foi
realizada com o software LogCombiner v.1.8 (DRUMMOND et al., 2012). A
convergéncia das cadeias e os valores de ESS (tamanho de amostragem efetivo)
para os parametros estimados foram checados no Tracer v1.7 (RAMBAUT et al.
2014), considerando valores maiores que 200 para todos os parametros. A arvore foi
sumarizada com o programa TreeAnnotator v.1.8 (RAMBAUT & DRUMMOND, 2012)
e posteriormente visualizada no software FigTree v.1.4. (http://tree.bio.ed.ac.uk/).
Buscando compreender a demografia historica da espécie dentro de cada bacia
hidrogréfica (Orinoco, Paraguai e Alto Parana), a fim de detectar possiveis oscilacbes
populacionais histéricas que tenham influenciado os atuais padrbes de diversidade
genética, nos realizamos a analise de Bayesian Skyline Plot (BSP; DRUMMOND et
al., 2005) no software BEAST v.2.2.1 (BOUCKAERT et al., 2014). Para a reconstrucao
da demografia histérica foi estimado o modelo mutacional para o conjunto de dados
de cada bacia hidrografica utilizando o BIC (HKY para Alto Parana e Orinoco; HKY +I
para Paraguai). Para a analise foi utilizada a taxa mutacional estimada do D-loop para
H. hydrochaeris (2,575 x 10”7 mutacdes por sitio por geracédo; RUIZ-GARCIA et al.,
2016), relogio molecular stricto e para o modelo da arvore a priori foi 0 Coalescent
Bayesian Skyline. Trés cadeias de Markov foram corridas independentemente com
50 milhdes de geracdes cada e com amostragens a cada 50 mil geracdes. Os
arquivos “.log” e “.tre” de cada corrida foram combinados, utilizando o software
LogCombiner no BEAST v.2.2.1 e 25% das corridas foram descartadas. Tracer v1.5
(RAMBAUT et al., 2014) foi utilizado para a checagem de convergéncia das cadeias
de Markov de acordo com o tamanho de amostragem efetivo (>200). No mesmo
software, a dindmica populacional histérica foi reconstruida utilizando a opcao

Bayesian Skyline reconstruction.
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4 RESULTADOS
4.1 DIVERSIDADE GENETICA

Considerando todas as sequéncias obtidas para as bacias Orinoco, Paraguai e
Alto Parana (dataset 1), encontramos 31 haplotipos, representados por 34 sitios
polimérficos, dos quais 32 eram parcimoniosamente informativos. No geral,
observamos alta diversidade haplotipica e alta diversidade nucleotidica, exceto para
a bacia do Orinoco, onde comparando os valores entre as bacias notamos menor
diversidade haplotipica e nucleotidica na bacia do Rio Orinoco em relacéo as demais
(Tabela 3). Na comparacao entre microbacias (dataset 2), encontramos 16 haplotipos
e 0 mesmo padrdo de alta diversidade haplotipica e alta diversidade nucleotidica,
tanto para o total das sequéncias, quanto para cada microbacia (Tabela 3). Nota-se,
ainda, um baixo numero de sitios parcimoniosamente informativos para as

microbacias do Paraguai.

Tabela 3 - indices de diversidade genética de Hydrochoerus hydrochaeris para o marcador
mitocondrial D-loop entre diferentes bacias hidrograficas da América do Sul (dataset 1) e entre
microbacias hidrograficas das bacias do Paraguai e do Alto Parana em territério brasileiro

(dataset 2).
Numero Diversidade Diversidade Nump_ro de Sitios
Agrupamentos N h d,e. haplotipica  Nucleotidica .S't,'os parcimoniosamente
aplétipos (Hd) () polimérficos informativos
(h) (S)
Entre Bacias (386 pb)
Bacia Alto Parana 18 6 0,824 0,015 15 12
Bacia Paraguai 123 17 0,815 0,011 22 19
Bacia Orinoco 152 10 0,751 0,006 17 15
Total 293 31 0,9 0,015 34 32
Entre microbacias (486 pb)
Bacia do Alto
Parana 18 8 0,889 0,013 17 14
Microbacia Tieté 8 6 0,929 0,015 17 12
Acima do Tieté 10 6 0,889 0,013 15 13
Bacia do Paraguai 13 9 0,910 0,015 18 13
Pantanal Norte 6 5 0,933 0,010 14 0
Pantanal Sul 7 5 0,857 0,012 20 1

Total 31 16 0,938 0,01677 25 22
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4.2 DISTRIBUICAO DOS HAPLOTIPOS E ESTRUTURACAO

Quando analisamos a rede de haplétipos para a comparacdo entre bacias
(dataset 1), observamos os haplotipos pertencentes a bacia do Orinoco separada das
demais localidades, enquanto as bacias do Alto Parana e Paraguai compartilham
haplotipos (Fig. 2a). A rede haplotipica que representa a comparagdo entre
microbacias (dataset 2) evidencia haplétipos exclusivos nas bacias do Alto Parand e
do Paraguai e haplétipos compartilhados entre as bacias representados no centro da
rede, porém destacamos que ndo ha uma separacao nitida entre as microbacias (Fig.
2b). A diferenciacdo entre as bacias foi corroborada pela andlise de Fst que foi
significativa para todos os pares de combinagbes (Tabela 4). Enquanto para
microbacias, a analise de Fst ndo apontou diferenciagéo entre os grupos analisados
(Tabela 5). Esse resultado é reforcado pela AMOVA, gue mostrou maior porcentagem
de variacdo entre as bacias hidrogréficas do que entre microbacias, ainda que a
variagao dentro de bacias e microbacias se mantenha maior (Tabela 6).
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Figura 2 - Rede de haplétipos para sequéncias de Hydrochoerus hydrochaeris nas bacias do
Orinoco, Paraguai e Alto Parané (a) e para as microbacias brasileiras nas Bacias do Paraguai
e Alto Parand (b). Os tracos representam a quantidade de passos mutacionais, as cores
representam as microbacias, cada circulo representa um haplotipo.

(010 Amostras
== Orinoco

== Paraguai
Parana

010 Amostras

mm Baixo Paraguai
== Alto Paraguaia
Tieté

== Acima Tieté

Fonte: elaborada pelo autor
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Tabela 4 - Fs par-a-par entre os agrupamentos de Hydrochoerus hydrochaeris entre as
bacias hidrogréaficas da América do Sul. *Valores significativos (p<0,05).

Orinoco P:rl;c;]é Paraguai
Orinoco 0
Alto Parana 0,221* 0
Paraguai 0,218* 0,172* 0

Tabela 5 - Fs par-a-par entre os agrupamentos de Hydrochoerus hydrochaeris entre as
microbacias hidrograficas das bacias do Paraguai e do Alto Parana em territério brasileiro.
*Valores significativos (p<0,05).

Acima DA Alto
do Tieté Tiete P%ngigal Paraguai
Acima do Tieté 0
Tieté 0,045 0
Pantanal Norte 0,060 0 0
Pantanal Sul 0,058 0 0 0

Tabela 6 - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) dos agrupamentos de
Hydrochoerus hydrochaeris entre as bacias hidrograficas da América do Sul e entre
microbacias hidrogréaficas das bacias do Paraguai e do Alto Parana em territorio brasileiro.
Porcentagem da variagéo

(9.1)

Fonte da variacdo

Dataset 1

Entre bacias 21,33 (2)
Dentro de bacias 78,67 (290)
Dataset 2

Entre microbacias 3,17 (3)
Dentro de microbacias 96,83 (27)

Ao avaliar essa estruturacao de forma espacializada, os resultados do Geneland
indicam a existéncia de quatro grupos para o dataset 1, mostrando uma separacao
entre as bacias do Orinoco, Alto Parana e dois grupos dentro da bacia do Paraguai
(indicados na figura como Paraguai I, que inclui as amostras do Pantanal Norte e
Pantanal Sul, e Paraguai Il) (Fig. 3). Para as amostras somente do Brasil (dataset 2),
os resultados do Geneland indicam a formacdo de trés grupos genéticos,
representados pelas amostras da Bacia do Alto Parana, Pantanal Norte e Pantanal
Sul (Fig. 4). Na avaliacdo da correlacdo entre a distancia genética e a distancia

geografica, observamos uma correlagdo positiva (r= 0,
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consideramos os haplotipos nas bacias hidrograficas da América do Sul (dataset 1),
porém auséncia de correlacao (r= 0,047, p=0,191) quando analisamos apenas as

amostras das bacias hidrograficas brasileiras (dataset 2).

Figura 3 - Grupos genéticos identificados na analise de estruturacdo espacial conduzida no
Geneland para Hydrochoerus hydrochaeris para as bacias da América do Sul. Em (a), nimero
de clusters estimados, sendo K=4 com maior densidade ao longo das MCMC. Os mapas de
calor (b), (c), (d) e (e) representam a probabilidade posterior das amostras pertencerem aos
clusters 1 (Orinoco), 2 (Alto Parand), 3 (Paraguai ) e 4 (Paraguai Il), respectivamente. Os
pontos pretos representam as amostras, as linhas de contorno representam a mudanca
espacial na probabilidade de atribuicAo e as cores mais claras representam maior
probabilidade de as amostras pertencerem ao cluster.

(a) (b) Map of posterior probability to belong to cluster 1 (C) Map of posterior probability to belong to cluster 2
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 4 - Grupos genéticos identificados na analise de estruturacdo espacial conduzida no
Geneland para Hydrochoerus hydrochaeris para as bacias do Brasil. Em (a), nimero de
clusters estimados, sendo K=3 com maior densidade ao longo das MCMC. Os mapas de calor
(b), (c) e (d) representam a probabilidade posterior das amostras pertencerem aos clusters 1
(Pantanal Sul), 2 (Pantanal Norte) e 3 (Alto Parana), respectivamente. Os pontos pretos
representam as amostras, as linhas de contorno representam mudanca espacial na
probabilidade de atribuicdo e as cores mais claras representam maior probabilidade de as
amostras pertencerem ao cluster.
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.3 ANALISE FILOGENETICA E DEMOGRAFIA HISTORICA

Na andlise filogenética conseguimos visualizar a separacao entre os haplétipos
pertencentes apenas a bacia do Orinoco e os demais haplétipos (Fig. 5a), porém os
valores de probabilidade posterior ndo corroboram a formacédo de nenhum clado.
Quando observamos os resultados para as comparacdes entre microbacias das
amostras brasileiras, trés clados séo evidenciados (Fig. 5b). Um dos haplogrupos
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englobam apenas haplo6tipos presentes na bacia do Alto Parana, outro apenas na
bacia do Paraguai, e o terceiro apresenta haplétipos compartilhados entre os quatro
grupos analisados. Nao ha distin¢cao entre as microbacias por esses haplogrupos (Fig.
5b).

Figura 5 - Arvore filogenética construida a partir da inferéncia Bayesiana com probabilidades
posteriores para comparacdes de populagdes de Hydrochoerus hydrochaeris entre as bacias
hidrogréaficas da América do Sul (a) e entre microbacias hidrogréaficas das bacias do Paraguai
e do Alto Parana em territério brasileiro, onde as chaves representam os grupos formados
com suporte maiores que 0,9 (b).
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Ao avaliar a historia demogréfica das populac¢des nas diferentes bacias hidrogréficas,
a qual foi utilizado apenas o dataset 1, ndés observamos um padrédo de estabilidade
ao longo do tempo até aproximadamente 1000 anos, quando ambas as populacdes
experimentam um declinio populacional (Fig. 6). Para a populacdo do Orinoco esse
declinio é mais acentuado corroborando a diversidade genética menor desse grupo
em relacdo as demais bacias hidrogréficas. Para as popula¢cfes das bacias do Alto
Parana e do Paraguai, apos esse leve declinio observamos uma tendéncia a um

aumento populacional.

Figura 6 - Reconstrucdo da dindmica populacional historica (Bayesian skyline plot) de H.
hydrochaeris nas trés bacias hidrograficas analisadas baseada no marcador mitocondrial D-
Loop. O eixo Y representa o tamanho populacional efetivo, enquanto o eixo X representa o
tempo em anos.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou pela primeira vez os padrbes genéticos de
populacdes brasileiras de H. hydrochaeris utilizando o marcador mitocondrial D-loop.
Nossos resultados corroboraram, em ampla escala, a estruturacao populacional entre
as populacdes de bacias hidrogréficas distintas. Por outro lado, dentro das bacias
hidrogréficas, ndo houve diferenciacao significativa entre as populacfes, uma vez que
0s rios nao representam uma barreira ao fluxo génico, mas sim corredores de
dispersao para a espécie. A diversidade genética também foi avaliada e considerada
alta em ampla e fina escala. O padrdo de estrutura e diversidade genética
provavelmente sdo resultado da histéria evolutiva distinta das bacias hidrograficas e
recentes oscilacées demogréficas sofridas pelas populagdes, respectivamente.

As populagdes de H. hydrochaeris apresentaram, de maneira geral, altos valores
de diversidade haplotipica e nucleotidica, o que pode ser reflexo de seu grande
tamanho populacional, especialmente na parte mais ao sul de sua distribuicdo
(FERRAZ et al., 2007), capacidade de dispersao possivelmente nao restrita as
conexdes fluviais (BYRNE et al., 2015), e tolerAncia & mudancas na paisagem
(CAMPOS-KRAUER & WISELY, 2011), caracteristicas que minimizam os efeitos da
deriva genética como uma forca evolutiva que diminui a diversidade genética
intraespecifica (ALLENDORF & LUIKART, 2007). Porém, somente as populacfes da
bacia do Orinoco ndo apresentaram esse padrdo. Além disso, se mostraram mais
distantes geneticamente das bacias do Alto Parana e Paraguai. A distribuicdo dos
haplétipos evidencia essa distancia entre as populacfes da bacia do Orinoco, que
apresenta haplotipos exclusivos, enquanto Paraguai e Alto Parana compartilham
haplétipos (Fig. 2a). Dada a distancia geografica (isolamento por distancia) e a historia
evolutiva das bacias, seria esperada essa estruturacao entre as bacias do Orinoco e
as demais. Nossa hipotese de estruturacdo entre as trés bacias avaliadas foi
corroborada pelos testes de Fst e AMOVA (Tabelas 4 e 6), que evidenciaram essas
diferencas entre esses grandes agrupamentos. Essa evidéncia foi reforcada pela
analise de estruturacdo que considera a localizacdo dos haplotipos na distribuicao
dessa diversidade. Esse padrdo de estruturacdo em uma macroescala ja foi
observado por outros autores (BYRNE et al., 2021; RUIZ-GARCIA et al., 2016) e

representa um importante resultado, pois revela que cada bacia hidrografica possui
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um pool génico unico, o que na biologia da conservagéo é considerado uma unidade
evolutiva significativa.

Além de conseguir identificar os grupos das bacias hidrograficas, a analise de
estruturacdo encontrou uma subdivisdo entre os haplétipos do Paraguai, separando
as sequéncias do Pantanal brasileiro (tanto dos subgrupos Pantanal Norte e Pantanal
Sul) e as do Chaco mais ao Norte (Paraguai I) das demais sequéncias do Chaco
(Paraguai Il). Essa subdivisdo pode sugerir um menor fluxo génico entre as
populacdes das microbacias do Alto Paraguai e Baixo Paraguai, ainda que essa
divisdo néo seja tao forte, dado o baixo valor de atribuicdo dos individuos nesses
subgrupos (Fig. 3a). Embora os resultados ndo suportem de forma significativa essa
estruturacdo do Paraguai, Campus-Krauer e Wisely (2011) observaram a presenca
dessa estrutura em fina escala, denominando-os de “filogrupos”, cuja origem
provavelmente tenha se dado a partir do isolamento desses grupos em refagios
decorrentes das oscilagfes climaticas no final do Pleistoceno.

A estruturacdo entre as microbacias nédo foi corroborada quando analisamos as
populacdes brasileiras (Tabelas 5 e 6). Ainda que a andlise de estruturacdo com
componente espacial tenha separado as amostras da bacia do Paraguai no territério
brasileiro em dois subgrupos (Pantanal Norte e Pantanal Sul), novamente o valor de
atribuicdo dos individuos nesses grupos é baixo. As analises também indicaram
compartilhamento de haplétipos entre os agrupamentos geograficos analisados e
baixa diferenciacdo entre as microbacias. Esse resultado pode ser explicado pela
capacidade de dispersao da espécie e seu comportamento generalista que a permite
ocupar diferentes habitats semi-aquaticos (CAMPOS-KRAUER & WISELY, 2011),
além da conexao fluvial dentro das bacias. Portanto, a estruturacdo entre bacias, mas
nao entre as microbacias de cada bacia é explicada pelo Modelo de Hierarquia Fluvial
(The Stream Hierarchy Model) proposto por Meffe e Vrijenhoek (1988), que prevé
maior fluxo de individuos dentro do que entre bacias hidrograficas.

Nas analises filogenéticas, ainda que notemos a separacao dos haplotipos da
bacia do Orinoco em relacao as demais, as baixas probabilidades posteriores dos nés
nao suportam a divisdo das trés bacias. Um ponto que vale ser destacado € que o
compartilhamento de haplétipos observado na rede haplotipica entre as bacias do
Paraguai e Alto Parana também ocorre na arvore filogenética (Fig. 5a). Esse padréo

sugere a presenca de polimorfismos ancestrais compartilhados entre essas bacias
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hidrograficas. Além disso, héa evidéncias de um intenso fluxo fluvial entre essas bacias
gue permitem a conectividade e assim, o fluxo génico das capivaras (BYRNE et al.,
2019). Nota-se, também, que quando avaliamos os clados das populacdes brasileiras,
na finalidade de observar a estruturacdo entre microbacias, ndo encontramos divisao
entre microbacias, mas notamos novamente a divisdo entre Alto Parana e Paraguai
com dois clados bem suportados e um clado intermediario com haploétipos
compartilhados entre as bacias (Fig. 5b), sugerindo a existéncia de um polimorfismo
ancestral.

A analise de demografia histérica, considerando as trés bacias estudadas,
revelou que as populacdes de H. hydrochaeris apresentaram um padrédo de
estabilidade no tamanho populacional, seguido por um declinio populacional suave
préximo ao presente (< 2500 anos atras). Adicionalmente, as bacias do Paraguai e
Alto Parané apresentaram um indicio de uma recuperacdo populacional apds esse
declinio, indicando expanséao populacional relativamente recente. Enquanto na bacia
do Orinoco, as populacdes apresentaram apenas um sinal de declinio. A reducéo
populacional sofrida pelas populacdes das trés bacias hidrogréaficas parece decorrer
de eventos climaticos ciclicos durante o Holoceno. Utilizando andlises de polén e
sedimentos, Stevaux (2000) estimou um episédio de clima seco entre 3500-1500
antes do presente provavelmente ocorrendo na bacia do Alto Parana, e na porcao
central do Brasil e Nordeste da Argentina. Em episoddios assim espera-se uma
reducdo da descarga fluvial e consequente reducdo do habitat adequado para a
espécie seguido de reducdo populacional. Observando os efeitos globais das
mudancas climaticas na América do Sul, Coltrinari (1993) inclusive reconhece um
generalizado evento seco na porcdo norte do continente decorrente da concentracéo
de fogo induzido pelo homem e na recesséo de umidade na floresta Amazonica, o
gue ajudaria a construir a narrativa da redugéo populacional no Orinoco, embora a
estimativa do tempo seja maior que a observada na analise de BSP (5000-4000 antes
do presente).

O padrao de diversidade genética observado corrobora a histérica demografica
observada nas populagdes de cada bacia hidrografica. De acordo com Grant e Bowen
(1998), populacdes com altos valores de diversidade haplotipica e nucleotidica, como
€ o caso das populacfes do Paraguai e Alto Parand, indicam uma grande populacdo

estavel que apresenta longa histéria evolutiva ou também pode ser atribuida a
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ocorréncia de um contato secundario entre linhagens diferenciadas por alopatria.
Esse Ultima parece explicar inclusive a deteccao do leve aumento populacional efetivo
para as bacias do Alto Parana e Paraguai. Campus-Krauer e Wisely (2011) também
evidenciaram o contato secundario, provavelmente fruto dos periodos de umidade
gue permite o reestabelecimento das conexdes fluviais.

Além dos eventos histéricos que modelaram o padrdo genético das populagoes,
também acreditamos que eventos mais atuais influenciaram as populacbes. A
expansdo populacional nas regibes da bacia do Paraguai e Alto Parana também
podem estar relacionadas & mudanca da paisagem, que tem criado novas areas
adequadas para sua sobrevivéncia, com a conversao de florestas secas para areas
agricolas irrigadas, com presenca de lagos e represas criados para manter essas
plantacbes (CAMPOS-KRAUER & WISELY, 2011). No Brasil, H. hydrochaeris &
considerada muitas vezes como tendo um crescimento populacional sem controle,
causando danos agricolas (FERRAZ et al., 2003). Esse cenério é diferente ao
encontrado nas populacdes amostradas na bacia do Orinoco, que consistem em
populacdes ativamente manejadas em que a caca para consumo é permitida, e que
certo isolamento ja foi detectado (BORGES-LANDAEZ et al., 2012). Vale ressaltar
gue essa diminuicdo nas populacdes da bacia do Orinoco também explica a menor
diversidade genética que encontramos, 0 que sugere que possivelmente essas
populacdes realmente estejam com fluxo génico limitado em comparacdo com as
demais bacias hidrograficas e que tenham sofrido perda de diversidade genética
devido a um bottleneck.

6 CONCLUSOES

Em sintese, as populag¢des de H. hydrochaeris encontram-se estruturadas entre
bacias, mas ainda mantém polimorfismos ancestrais e possivelmente um fluxo de
individuos entre as bacias do Paraguai e Alto Parana. Enquanto a diversidade
genética, tanto haplotipica quanto nucleotidica, das bacias do Paraguai e Alto Parana
sdo elevadas e as populagbes apresentam um crescimento demografico
relativamente recente, as populacbes da bacia do Orinoco apresentam baixas
diversidades e um declinio populacional. Porém, esses dados podem ser resultado
de uma amostragem enviesada para popula¢gfes manejadas e cacadas, com possivel
isolamento entre elas (BORGES-LANDAEZ et al., 2012). As diferencas podem ser
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relacionadas a diferentes histérias evolutivas de cada bacia hidrogréfica, e também a
presenca de barreiras que podem estar mantendo populagdes isoladas na bacia do
Orinoco (BORGES-LANDAEZ et al., 2012). Dentro de cada bacia, o fluxo génico
mantém as populacdes ndo estruturadas, devido a conexdes fluviais que permitem o

fluxo génico nas bacias do Paraguai e Alto Parana.

7 CONSIDERACOES FINAIS

1. O compartilhamento de hapl6tipos observado entre as bacias do Paraguai e Alto
Parana e a alta diferenciacdo significativa entre elas evidenciam um contato
secundario pés-isolamento populacional ou a existéncia de polimorfismo ancestral.
Outros marcadores mais sensiveis podem ser empregados para que seja feita a
datacdo desse evento e testar a hipdtese se as oscilagbes climaticas do
Pleistoceno/Holoceno foram o evento promotor do contato entre essas populagdes.
2. Embora corroboremos a hipotese de auséncia de estrutura dentro das bacias
hidrogréaficas (entre microbacias), sugerimos um aumento na area de amostragem
para testar a possibilidade de haver isolamento por distancia dentro das bacias.

3. Mesmo a espécie sendo catalogada pela IUCN como “Pouco preocupante” e os
dados de diversidade genética obtidos aqui sugerirem gque as populacdes apresentem
uma boa saude genética, os diferentes pools génicos aqui observados e que estao
associadas as bacias hidrogréficas revelam o potencial de cada populagdo em
contribuir com a diversidade genética da espécie como todo. Sabendo que cada uma
dessas bacias passa por pressdes antropicas distintas, € interessante continuar a
monitorar os padrbes genéticos e assim manter o potencial evolutivo dessas

populacdes com caracteristicas genéticas Unicas.
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