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“A mente que se abre a uma nova idéia jamais volta ao seu tamanho original.”

Albert Einstein



RESUMO

A Mata Atlantica esta reduzida a menos de 8% de sua extensao original, ainda
assim, possui uma das maiores diversidades e taxas de endemismos
observadas em florestas neotropicais. Portanto, este bioma é considerado um
local prioritario para conservacdo internacionalmente. Diversos taxons s&o
ameacados pela intensa fragmentacdo de hébitat, particularmente, algumas
espécies de aves de sub-bosque tém uma capacidade reduzida de
permanéncia em locais degradados. Estudos com a espécie Dendrocincla
turdina demonstram que possui sensibilidade a locais com intenso efeito de
borda, podendo até mesmo desaparecer de ambientes muito impactados. Esta
baixa tolerancia pode ocorrer devido a sua alta especializacdo ecoldgica.
Podemos verificar os impactos da degradacao ambiental sobre as espécies por
meio de analises de sua diversidade genética, para isso é necessario fazer uso
de marcadores moleculares. Um marcador molecular bastante util para estudos
populacionais sdo 0s microssatélites, no entanto, algumas espécies nao
possuem nenhum loco descrito, impedindo que tal analise seja realizada.
Nosso objetivo foi identificar e caracterizar locos de microssatélites para a
espécie D. turdina e analisar a variabilidade genética de uma populacdo da
espécie em uma area de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo, de modo a
contribuir com a conservacdo dessa espécie. Foram identificados e
caracterizados dezenove locos de microssatélites, dos quais 11 apresentaram-
se polimérficos para a populacéo estudada. Até o momento ndo havia nenhum
loco descrito para a espécie. O nimero de alelos para os locos polimérficos
variou de 2 a 16. Apenas um loco (Dft12) apresentou desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg, possivelmente devido a presenca de alelos nulos. Nenhum
loco estava em desequilibrio de ligacdo. A diversidade génica variou de 0,08 a
0,91 e a heterozigosidade observada de 0,07 a 0,80. O coeficiente de
endocruzamento para a populacdo nao diferiu significativamente de zero. O
programa Bottleneck indicou uma possivel ocorréncia de gargalo populacional.
A razao sexual foi a esperada de 1:1. Os microssatélites descritos amplificaram
com sucesso em outras duas espécies da familia Dendrocolaptidae
(Xiphorhynchus fuscus e Sittasomus griseicapillus), indicando sua possivel
utilizagcédo para analises populacionais de grupos taxonémicos relacionados. O
estudo produziu ferramentas genéticas importantes para trabalhos que visem
compreender a diversidade e estrutura genética da espécie D. turdina e
possivelmente de grupos proximos. A analise da biodiversidade molecular de
espécies em habitats criticamente ameagados, como a Mata Atlantica, podem
ser Uteis para planos de conservacédo e manejo, auxiliando no reconhecimento
e caracterizacdo de areas com maiores recursos genéticos, de modo a
preservar a maior variabilidade possivel.



ABSTRACT

The Atlantic forest is reduced to less than 8% of its original extent, but still has
one of the greatest diversity and endemism rates observed in the Neotropical
forests. Therefore, this biome can be internationally considered an hotspot for
conservation priority. Several taxa are threatened by the intense habitat
fragmentation, particularly, some understory species of birds have a reduced
ability of permanence in degraded places. Studies on the species Dendrocincla
turdina demonstrate that it possesses sensitivity to local intense edge effects
and it could even disappear at depleted environments. This lowers tolerance
may be due to its high ecological specialization. We can verify the impacts of
environmental degradation on the species through analysis of genetic diversity,
which is made using molecular markers. A quite useful molecular marker for
population studies are the microsatellites, however, some species have none
described, preventing such analysis to be performed. Our aim was to identify
and to characterize microsatellite loci for D. turdina and to analyze the genetic
variability of a population of this species from an Atlantic Forest area in the Sao
Paulo State, in order to contribute to the conservation of this species. It were
identified and characterized nineteen microsatellite loci, of which 11 showed
polymorphism for the studied population. So far there was not any described
loci for the species The number of alleles for polymorphic loci ranged from 2 to
16. Only one locus (Dft12) presented deviations of Hardy-Weinberg equilibrium,
possibly due to the presence of null alleles. No pair of loci was in linkage
disequilibrium. The genetic diversity varied from 0.08 to 0.91 and the observed
heterozygosity from 0.07 to 0.80. The inbreeding coefficient for the population
did not differ significantly from zero. The software Bottleneck indicated a
possible occurrence of population bottleneck. The sex ratio was the expected
1:1. The described microsatellites amplified with success in other two species of
the family Dendrocolaptidae (Xyphorhynchus fuscus and Sittasomus
griseicapillus), indicating its potential use for population analysis of related taxa.
The study produced valuable genetic tools for studies that seek to understand
the diversity and genetic structure of the species D. turdina and possibly related
groups. The analysis of the molecular biodiversity of species in habitats critically
endangered, as the Atlantic forest, may be useful for conservation plans and
management, aiding in the recognition and characterization of areas with larger
genetic resources, in order to preserve the largest possible variability.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Mata Atlantica: biodiversidade e estado de conservagéao

A Mata Atlantica é uma floresta tropical com ocorréncia na costa do
Brasil desde o Rio Grande do Norte até o Rio Grande do Sul estendendo-se até
a Argentina e Paraguai (Figura 1) (Dinerstein et al., 1995). Estima-se que sua
cobertura original era cerca de 1.315.460 km?, equivalente a pouco menos de
15% da extensao do territério brasileiro (Fundacdo SOS Mata Atlantica e INPE,
2009). Atualmente existem menos de 8% de florestas primarias
remanescentes, compostas, em sua maior parte, por diversos fragmentos
descontinuos em diferentes estagios de degradacdo e poucas areas mais
extensas de mata localizadas no sul e sudeste do pais (Guatura, 1996; Ranta

et al., 1998; Myers et al., 2000).
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Figura 1. Distribuicdo da Mata Atlantica no Brasil; em verde claro a cobertura original e em
verde escuro a remanescente.



7

Este bioma é muito heterogéneo, estendendo-se de 4° a 32°S em
latitude e do nivel do mar até 2900m em altitude, inclui diferentes zonas
climaticas, tipos de solo, relevo, vegetacdo (formacbes abertas, mistas e
densas, semi-deciduas e deciduas), indices pluviométricos, caracteristicas que
contribuem para a grande diversidade biolégica observada (Tabarelli et al.,
2005; Pinto et al., 2006). De acordo com Myers et al. (2000), estima-se que a
Mata Atlantica possua 20000 espécies de plantas e 1361 espécies de
vertebrados, sendo 2,7 e 2,1% endémicas, respectivamente. Em relacdo a
avifauna, das 620 espécies observadas neste bioma, 181 sdo endémicas, uma
das mais altas taxas de endemismo de todo o mundo, e quase 68% dessas
espécies sao consideradas raras (Goerck, 1997; Myers et al., 2000).

A consideravel perda de habitat associada a alta diversidade e taxa de
endemismo na Mata Atlantica faz com que esta seja considerada uma éarea
prioritaria para conservacdo (Myers et al.,, 2000; Mittermeier et al., 1998).
Contudo, apenas 2% da superficie original da Mata Atlantica encontram-se
protegidos legalmente como parques nacionais e reservas bioldgicas (Zad,
1998). De acordo com Paglia et al. (2004), das 104 espécies de vertebrados
ameacadas de extingdo analisadas, 57 ndo se encontram efetivamente
protegidas em Unidades de Conservagcdao na Mata Atlantica, indicando a
existéncia de lacunas no sistema de conservacao.

No Estado de S&o Paulo encontram-se 13,63% de floresta
remanescente, a qual é representada por um conjunto de unidades de
conservagcao e areas nao-protegidas que formam a maior area continua do
bioma (Fundagdo SOS Mata Atlantica e INPE, 2009). As duas maiores regides

protegidas estédo localizadas na Serra de Paranapiacaba e na Serra do Mar



(Aleixo e Galetti, 1997). No periodo de 2005-2008, foi estimada uma taxa de
desflorestamento de 2455 ha (0,11%) para este Estado, sendo que foi uma das
menores. Nesse periodo foram desflorestados quase 103 mil hectares de Mata
Atlantica em 10 estados analisados; os mais criticos foram Minas Gerais, Santa
Catarina e Bahia, situagédo que agrava a protecao da biodiversidade (Fundagéo

SOS Mata Atlantica e INPE, 2009).

1.2. Genética da conservacgao

Muitas espécies ameacadas ndo se encontram em areas protegidas,
demonstrando que, apesar do crescente numero de iniciativas para
conservacao da biodiversidade da Mata Atlantica nos ultimos vinte anos, ainda
sd0 necessarios muitos estudos e integracdo destes em politicas
conservacionistas para superar o desafio de evitar mais desmatamentos e
perda de espécies (Paglia et al., 2004; Tabarelli et al., 2005).

Devido ao aumento da preocupacdo em preservar a biodiversidade,
surgiu uma nova area de estudo, conhecida como Biologia da Conservacao,
que visa compreender os efeitos antropicos nas espécies, comunidades e
ecossistemas, elaborar planos factiveis para impedir a extincdo de espécies e
estratégias para manejo e conservacdo da fauna e flora (Primack e Rodrigues,
2001). Inseridos neste contexto, estudos utilizando dados genéticos podem
fornecer informacdes valiosas para a manutencdo da diversidade a longo
prazo, além de informacdes acerca de aspectos ecologicos e demograficos

necessarias para a recuperacédo de uma espécie (Haig, 1998).



A diversidade genética dos organismos € reconhecida como uma das
trés prioridades globais de conservacdo pela IUCN (International Union for
Conservation of Nature) (McNeely et al., 1990, Frankham et al., 2004). E
definida como a variedade de alelos ou gendtipos que um determinado grupo
(populacdes ou espécies) pode apresentar e que possibilita que uma
populacdo se adapte as constantes mudancas ambientais (Frankham et al.,
2004; Templeton et al., 2001).

Diversos marcadores moleculares, ou seja, regides gendmicas que
apresentam alguma variabilidade para elucidar um determinado estudo
populacional, podem ser utilizados para estimar a variabilidade genética, como
DNA mitocondrial, aloenzimas, RFLP, RAPD, microssatelites, entre outros
(Avise, 2004; Matioli, 2001). Dentre estes, 0s microssatélites tém sido
amplamente utilizados em trabalhos recentes para analise de diversidade
genética nos mais diversos grupos (Francisco et al., 2007; Karasawa et al.,

2007; Karunaweeraa et al., 2008).

1.3. Uso de microssatélites para analises populacionais

Os microssatélites, também conhecidos como repeticdes de seqiéncias
simples (simple sequence repeats - SSR) ou pequenas repeticdes sequienciais
(short tandem repeats - STR), séo regides genbmicas compostas de pequenos
motivos (motifs) de um a seis nucleotideos repetidos em tandem (Oliveira et al.,
2006). Dependendo de como o0s motivos se encontram repetidos, 0s
microssatélites podem ser classificados como perfeitos, imperfeitos,

interrompidos ou compostos. Quando ndo ha nenhuma interrupcdo na



sequéncia de motivos, € dito perfeito (CTCTCTCT), quando ha um par de
bases entre as repeticdes é imperfeito (CTCTATCTCT), se hd uma pequena
sequéncia dentro do microssatélite que ndo seja o motivo é dito interrompido
(CTCTATGCCTCT) e se é formado por repeticées de dois motivos diferentes e
adjacentes classifica-se como composto (CTCTCTCTAGAGAGAG) (Oliveira et
al., 2006).

A sua utilidade como marcador molecular advém de caracteristicas
como a alta taxa de mutacdo em relacdo ao restante do genoma, 0 que 0s
torna altamente polimorficos; a co-dominancia, que permite a identificacdo de
heterozigotos; e o fato de que a maioria dos locos sdo seletivamente neutros
permitindo a aplicacao tedrica de principios da genética de populagbes (Jarne e
Lagoda, 1996; Oliveira et al., 2006). Essas peculiaridades possibilitam aos
microssatélites fornecer dados relevantes para verificar processos genéticos
que estédo atuando sobre uma populacdo, como a ocorréncia de fluxo génico e
deriva genética, a identificacdo de parentesco e o reconhecimento de possiveis
unidades de conservagao (Haig, 1998; Chan e Arcese, 2002; Heywood e
Iriondo, 2003).

A alta taxa de mutacdo dos microssatélites, geradora de polimorfismo,
tem sido explicada por diferentes mecanismos, como crossing-over desigual
que causa insercdes em um cromossomo e delecbes no homélogo,
aumentando ou diminuindo o numero de repeticbes de um microssatélite e
deslize da DNA polimerase (DNA slippage) durante o processo de replicacao e
reparo, onde a DNA polimerase se dissocia da molécula de DNA e rapidamente
se liga em uma posicao diferente, podendo alterar (aumentar ou diminuir) o

namero de repeti¢cdes (Oliveira et al., 2006).



Os principais modelos teo6ricos sobre como ocorrem as mutacdes nos
microssatélites sdo: o modelo SM (stepwise mutation), o IA (alelos infinitos) e o
TP (two phase). O modelo SM tem sido bastante utilizado em analises de
microssatélites e postula que a cada mutacdo se ganha ou perde apenas uma
repeticdo, de modo que dois alelos que difiram por apenas uma repeticao
sejam mais relacionados do que alelos que difiram por varias repeticdes.
Segundo o modelo IA um novo alelo é criado a cada mutagdo, sendo que altera
0 numero de repeticbes aleatoriamente, nesse caso 0 numero de repeticbes
proximo ndo indica proximidade filogenética. O modelo TP é uma extensdo do
SM, de modo que considera a maioria dos eventos mutacionais aumentando ou
diminuindo o loco em apenas uma repeticdo, no entanto, considera ainda que
eventualmente possa ocorrer uma alteracdo de diversas repeticbes em um
anico evento (Jarne e Lagoda, 1996; Oliveira et al., 2006). Este ultimo modelo
tem sido utilizado recentemente e é considerado por Di Rienzo et al. (1994)
como o mais apropriado para a complexa evolucao dos microssatélites.

Muitos organismos podem ser estudados por meio dos microssatélites
como modelos para avaliar os efeitos da degradacdo do habitat sobre a
diversidade genética das espécies da Mata Atlantica. Um grupo de interesse a
ser estudado sdo as aves, pois as principais ameacas sdo a perda e
fragmentacdo de habitats, captura excessiva, invasédo de espécies exdticas e
outros disturbios recentemente considerados, como o aquecimento global
(Marini e Garcia, 2005; BirdLife, 2008). Além disso, a revisdo de 2008 acerca
das espécies de aves ameacadas identifica o Brasil como o pais com maior

namero de aves ameacadas no mundo (121 espécies) e as florestas tropicais



abrigam 43% das espécies de aves ameacadas globalmente (IUCN, 2008;
BirdLife, 2008).

Algumas familias de aves tém sido documentadas como vulneraveis as
alteracbes antropicas, como ocorre com a familia Dendrocolaptidae, com
tendéncia a desaparecer em fragmentos muito impactados (Aleixo e Vielliard,
1995; Bornschein e Reinert, 2000). Poletto et al. (2004) analisaram as
preferéncias ecoldgicas de cinco espécies dessa familia (Dendrocincla turdina,
Sittasomus griseicapillus, Xiphocolaptes albicollis, Dendrocolaptes platyrostris,
Xiphorhynchus fuscus) e verificaram que D.turdina e X. albicolis possuem
requerimentos ecoldgicos bem especificos, o que possivelmente seria a causa
da sensibilidade dessas espécies a locais menos conservados.

Estudos genéticos, utilizando microssatélites, podem identificar se essas
espécies vulneraveis, como as da familia Dendrocolaptidae, a ambientes
degradados, como é o caso da Mata Atlantica, estdo sofrendo alteracbes em
sua estrutura genética, perda de variabilidade, ocorréncia de endogamia e suas
consequéncias como a propria diminuicdo de diversidade genética, reducéo do
tamanho efetivo populacional e eventos demograficos que possam afetar a

sobrevivéncia das populacgdes.

1.4. Familia Dendrocolaptidae

Os arapacus (Familia Dendrocolaptidae) pertencem a ordem
Passeriformes, subordem Suboscines, superfamilia Furnarioidea (Sick, 1997).
Os Furnarioidea possuem estrutura da siringe exclusivamente traqueal,

chamada de Tracheophonae, que os distingue dos demais Passeriformes



(Sick, 1997). Essa superfamilia € composta por mais trés familias além da
Dendrocolaptidae, sendo que esta é considerada a mais especializada do
grupo (Sick, 1997). Os Dendrocolaptidae incluem 52 espécies de arapagus
distribuidas em 13 géneros, sendo sua distribuicdo restrita a regido neotropical,
ocorrem do sul do México ao norte da Argentina, com muitos exemplares
brasileiros (42 espécies identificadas) (Raikow, 1994; Sick, 1997).

Em geral, as caracteristicas diagndsticas dos arapacus sdo os bicos
compridos, estreitos e curvos que utilizam para forrageio em troncos de
arvores, e retrizes rigidas encurvadas para dentro como garras que facilitam a
sua subida e descida das arvores (Clench, 1995). O porte varia de pequeno a
médio, com tamanho de 13,5 a 37 cm e peso de 12 a 120 g, a cor da
plumagem possui tons de marrom com manchas ou listras e esta relacionada a
umidade do ambiente; o excesso de umidade aumenta a produgcéo de melanina
produzindo tons mais escuros (Clench, 1995).

Utilizam fendas e ocos de arvores antigas ou feitos por pica-paus para
nidificar e capturar alimento (Sick, 1997). Botam de 2 a 3 ovos brancos opacos
e sem marcas que incubam em média 20 dias. A maioria dos arapacgus é
insetivora, utilizando o bico como uma pinga para capturar suas presas, pois
nao conseguem perfurar a madeira. Podem formar bandos mistos (com outras
espécies) para seguir as formigas de correicdo e capturar 0s animais
afugentados (Marantz et al., 2003). De acordo com Clench (1995), o habito
escansorial, utilizagdo do solo e de estratos mais baixos pelos arapagus, torna
a ecologia, comportamento e morfologia similares entre as diversas espécies

do grupo.



Muitas vezes os arapacgus sao confundidos com o0s pica-paus pelo
comportamento de escalar e bicar troncos, e pela convergéncia de retrizes, no
entanto s&o grupos distantes filogeneticamente, pertencendo a ordens
distintas. Os pica-paus constituem a familia Picidae da ordem Piciformes, sé&o
cosmopolitas, sua plumagem € bastante colorida e exuberante, seus bicos sao
fortes e conseguem perfurar troncos, a lingua € comprida e protratil, os pés sao
zigodactilos (dois dedos voltados para frente e dois para tras) (Sick. 1997).
Enquanto os arapagus sao neotropicais, de plumagem em tons de marrom,
bicos frageis incapazes de perfurar madeira, lingua curta e fixa, pés
anisodactilos (trés dedos para frente e um para tras) (Sick, 1997).

Segundo Irested et al. (2004), a filogenia de Dendrocolaptidae ainda nao
esta bem definida, existindo incongruéncias entres os dados morfolégicos
(bico, narina, membro posterior, pé e cauda) e moleculares (intron Il do gene
da mioglobina). Ambas as filogenias suportam a monofilia do grupo, contudo ha
divergéncias sobre quais sdo os géneros basais (Figura 2) e isto poderia ser
apenas devido ao tipo de carater utilizado, uma vez que a filogenia morfolégica
incluiu caracteres associados a locomocao e alimentacdo que podem aumentar
os “ruidos” nos dados, pela possibilidade de convergéncia (homoplasia)
(Raikow, 1994; Irested et al., 2004).

As espécies de Dendrocolaptidae demonstram uma alta vulnerabilidade
as alterac6es ambientais (Aleixo e Vielliard, 1995). De acordo com Sick (1997),
0 numero em matas secundarias mais degradadas € reduzido, estando
diretamente relacionado a menor quantidade de arvores maiores e antigas, o
que diminui a existéncia de cavidades naturais ou feitas por pica-paus para que

nidifiquem e durmam, bem como a menor disponibilidade de alimento. Marantz
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et al. (2003) consideram que alta especializacao ecolégica dos membros dessa
familia torna-os susceptiveis a declinios populacionais e até mesmo extingées

locais em areas impactadas.

Sclerurus
I_
Ovenbirds Ovenbirds
L
Glyphorynchus ‘4‘/ Drymormis —
Dendrocincla »——‘ Nasica - S ‘;“1-
AE Deconychura =% Dendrocincla -—1‘
Sittasomus s Deconychura = ‘
Campylorhamphus /af‘;_‘;' F- 4 Sittasomus :
Dryrmornis ——— ‘; Glyphorynchus __V :
—E % Campylorhamphus f ) \‘{
i i < —E Dendrexetastes =<
—E Xiphorhynchus e ‘5\5 . Le, —
- || Lepidocolaptes =
Dendrocolaptes :’,f_;:;if, | Xiphorhynchus - 5,’\”)
E Nasica - ‘:‘Q T
- Dendrexetastes -";\— o Dendrocolaptes
Hylexetastes « "’\\ _E Hylexetastes
A _E Xiphocolaptes = B Xiphocolaptes

Figura 2. Relacdes filogenéticas dos genéros dos arapacus estimadas de (A) Dados
moleculares (intron Il da mioglobina e citocromo b) e (B) Dados morfologicos (modificado de
Raikow, 1994). Retirado de Irested et al., 2004.

1.4.1. A espécie Dendrocincla turdina Lichtenstein

O género Dendrocincla, da familia Dendrocolaptidae, inclui 6 espécies
(Dendrocincla tyrannina, D. fuliginosa, D. turdina, D. anabatina, D. merula e D.
homochroa). D. turdina j& foi considerada como subespécie de D. fuliginosa,
atualmente € considerada como espécie pela CBRO (Comité Brasileiro de
Registros Ornitologicos). As duas espécies se diferenciam pela cor da
plumagem (D. fuliginosa possui asas, uropigio e cauda avermelhadas) e pela
distribuicdo geografica, de acordo com Sick (1997), D. turdina é o substituto de
D. fuliginosa no sudeste do Brasil. A area de ocorréncia descrita para D. turdina

€ do sul da Bahia por toda costa até o Rio Grande do Sul, estendendo-se para
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o interior do pais até o sul de Goias, Paraguai e Argentina (Misiones) (Sick,
1997; Marantz et al., 2003).

D. turdina é conhecida popularmente como arapacu-liso, possui cor da
plumagem castanho-olivaceo uniforme, garganta amarelo claro e retrizes
levemente avermelhadas, porte médio de 19 a 21 cm e pesa de 31 a 45 g, seu
bico é curto e reto (Marantz et al., 2003) (Figura 3). O periodo de reproducao
foi observado de novembro a janeiro, estimado pela observacdo de aves
cantando e ninhos em ocos de arvores forrados de folhas e galhos contendo
ovos (Marantz et al., 2003).

O arapacu-liso € principalmente insetivoro, capturando insetos em voo,
solo, sobre folhas, troncos ou no ar, também costuma forragear em associacao
com formigas de correicdo, capturando os insetos foragidos (Marantz et al.,
2003; Davis, 1946). Podem ainda formar bandos mistos para se alimentar,
foram observados compondo mais de 10% dos bandos mistos da Reserva de

Volta Velha (SC) (Ghizoni-Jr e Azevedo, 2005).

Figura 3. Espécime de arapacu-liso (D. turdina). Foto gentilmente cedida
por Gustavo Magnago



12

A espécie habita o sub-bosque da Mata Atlantica e estudos mostram
uma tendéncia a evitar fragmentos florestais com intenso efeito de borda, bem
como locais mais degradados (Poletto et al., 2004; Bornschein e Reinert,
2000). D. turdina ndo é considerada como ameacada pela IUCN; contudo, em
uma lista de espécies ameacadas de extingdo do Rio Grande do Sul, feita em
2002, esta espécie foi classificada como criticamente em perigo no local
(Marques et al., 2002). Ribon et al. (2003) verificaram que esta foi a Unica
espécie de ave a ser localmente extinta no sudeste de Minas Gerais (regiao de
Vicosa), area intensamente fragmentada.

A sensibilidade de D. turdina a ambientes cuja estrutura da vegetacao
tem sido modificada por a¢des antropicas faz com que o estudo dessa espécie
seja importante sob o ponto de vista conservacionista, em particular na regiao
da Mata Atlantica, sua area de ocorréncia e bioma que vém sendo degradado
rapidamente. E possivel que esta e outras espécies de habitos similares
estejam sofrendo drasticas modificacbes em sua estrutura populacional, assim
um estudo genético com marcadores moleculares adequados pode fornecer
dados para elaboracdo de estratégias conservacionistas mais robustas e

eficientes para a espécie.



13

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi realizar uma avaliagdo da variagdo genética
presente em uma populacdo do arapacu—liso (Dendrocincla turdina) do Parque
Estadual da Serra do Mar — Nucleo Caraguatatuba, regido de Mata Atlantica do

Estado de Sao Paulo.

2.2. Objetivos especificos

e Isolar e caracterizar locos de microssatélites para D. turdina, cujo género
ainda ndo possui nenhum loco descrito na literatura,

e Avaliar a diversidade genética dessa espécie em uma populacado de
Caraguatatuba (SP), area de Mata Atlantica;

e Fornecer dados genéticos que possam contribuir com planos de

conservacao e manejo da espécie.

Considerando as caracteristicas ecoldgicas desse grupo de aves e a
significativa perda de habitat ocorrida na Mata Atlantica, pretendeu-se
investigar se ha evidéncia de reducédo de variabilidade genética em D. turdina,
na area de Caraguatatuba, localizada na maior area continua dessa floresta.

Além disso, considerando o esforco despendido para prospeccédo de locos
de microssatélites, pretendeu-se investigar se os locos isolados em D.turdina
poderdo ser Uteis para estudos populacionais em espécies relacionadas e,
portanto, contribuir com ferramentas genéticas que poderao ser utilizadas com

propdésitos conservacionistas.
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3. JUSTIFICATIVA

A Mata Atlantica possui uma megadiversidade e alta taxa de endemismo
nos mais variados taxons, e a intensa perda de habitat a torna um local
prioritario para conservacao (Mittermeier et al., 1998). Marini e Garcia (2005)
estimam que 75,6% das espécies de aves ameacadas e endémicas do Brasil
se encontram nesse bioma. Uma das trés prioridades globais de conservacao
propostas pela IUCN é a diversidade genética dos organismos, que pode ser
estudada por diversos marcadores moleculares. Dentre eles, os microssatélites
possuem caracteristicas que nos permitem realizar uma boa avaliacdo
populacional (Haig, 1998; Oliveira et al., 2006).

Estudos genéticos de D. turdina, além dos estudos ecoldgicos que tém
sido feitos, sdo necessarios para avaliar a diversidade das populacdes dessa
espécie e verificar como se encontram estruturadas geneticamente. A
compreensao de como a variabilidade genética esta distribuida dentro e entre
as populacdes pode contribuir com propostas de conservacao (Haig, 1998),
uma vez que o potencial evolutivo de uma espécie depende da existéncia de
variacdo genética, possibilitando a capacidade de adaptacdo a mudancas
ambientais (Templeton et al., 2001).

A andlise da biodiversidade molecular de espécies em habitats
criticamente ameacados, como a Mata Atlantica, pode ser util para planos de
conservagdo e manejo, auxiliando no reconhecimento e caracterizacdo de
areas com maiores recursos genéticos, de modo a preservar a maior

variabilidade possivel (Francisco et al., 2007).
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4. METODOLOGIA

No presente estudo foram utilizadas amostras de sangue de 27
individuos de D. turdina pertencentes a uma populacédo do Parque Estadual da
Serra do Mar — Nucleo Caraguatatuba (SP) (23°35°S, 45°25"W). O nucleo de
Caraguatatuba localiza-se no maior continuo de Mata Atlantica, € uma éarea de
88000 ha, com aproximadamente 30 a 50 m de altitude. O sangue foi coletado

com EDTA e armazenado em etanol 100% a -20°C.

4.1. Extracao e quantificagdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada pela técnica de tampéo salino (Aljanabi
e Martinez, 1997) com modificagbes. Aproximadamente 30 ul de sangue foram
colocados em um tubo de 1,5 ml com auxilio de micropipeta, a seguir foi
adicionada a solucéo de digestdo (NaCl 0,4M; Tris-HCI 10mM pH=8,0 e EDTA
2mM pH=8,0), SDS 2% e 400 pg/ul proteinase K. As amostras foram incubadas
em banho-maria a 55°C por duas horas sendo homogeneizadas a cada 30
minutos. Apos esse periodo foram adicionados 300 pl de NaCl 6M, agitado em
vortex por 30 segundos e centrifugado por 30 minutos a 10000g. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, foram adicionados
aproximadamente 700 pl de isopropanol 100% para precipitacdo do DNA e
centrifugado por 20 minutos a 10000g. O pellet formado foi lavado com 300 pl
de etanol 70% e centrifugado por 5 minutos a 10000g. Finalmente o DNA foi
seco em estufa 37°C para eliminar o etanol e ressuspendido em 100 ul de agua

MilliQ.
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O DNA foi quantificado visualmente utilizando o marcador Low DNA
Mass Ladder (Invitrogen) em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo e visualizado em transluminador de luz UV. Apos a quantificagdo foram

feitas aliquotas a 50 ng/ul de todas as amostras.

4.2. Prospecc¢ao de microssatélites

O isolamento dos microssatélites foi feito de acordo com o protocolo de
Hamilton et al. (1999) modificado, pelo qual foi construida uma biblioteca
gendmica parcial enriquecida. Uma amostra de DNA a 200 ng/ul foi clivada
com as enzimas de restricdo Rsal e BstUI, os fragmentos com tamanho entre
200 e 1000 pb foram cortados de gel de agarose 0,8% e eluidos com o kit de
purificacdo Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Os
fragmentos digeridos foram ligados a oligonucleotideos de sequéncias
conhecidas (linkers), os linkers permitram a realizacdo de PCR e
posteriormente a ligacdo a vetores para clonagem. Os fragmentos replicados
via PCR foram hibridizados com as sondas de oligonucleotideos biotinilados:
(AAAC)s, (AAAG)s, (AATC)s, (AATG)s, (ACCT)s, (ACAG)s, (ACTC)s € (AATC)s.
Os fragmentos que hibridizam com as sondas sédo os que possivelmente
contém os microssatélites. A seguir foram feitas lavagens em uma solugcéo com
particulas paramagnéticas ligadas a uma molécula de estreptavidina, a qual se
liga a biotina. Os fragmentos hibridizados foram entdo separados com uma
coluna magnética. Foi realizada uma nova PCR utilizando os fragmentos
enriquecidos de microssatélites para aumentar a quantidade de fragmentos e

entdo foi iniciado o processo de clonagem. O DNA enriquecido foi ligado a
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vetores utlizando o kit pGem-T Easy Vector (Promega), pelo qual preparamos
uma solucéo contendo 3 pl do DNA enriquecido, 1 pl do vetor (plasmideo), 1 pl
da enzima T4 DNA ligase, 5 pl de tampéao e deixamos por 14h a 4°C. O vetor
recombinante (contendo o DNA enriquecido) foi inserido em células
competentes da linhagem DH5a de Escherichia coli por choque térmico, as
quais foram plagueadas em meio LB agar com ampicilina (0,1 mg/ml), X-Gal
2% e IPTG 2,3%. As bactérias cresceram por 15h a 37°C, os clones positivos
foram selecionados para crescimento das coldnias em meio de cultura CG com
ampicilina por 24h a 37°C. A seguir os plasmideos contendo os fragmentos

clonados foram extraidos das bactérias e enviados para seqiienciamento.

4.2.1. Identificacdo de microssatélites e construcdo dos primers

O sequenciamento foi realizado em um sequenciador automético
ABI3730XL pela empresa Macrogen Inc (Coréia do Sul) e a qualidade do
seqiienciamento foi verificada pelo programa KB™ Basecaller (Applied
Biosystems). As sequéncias obtidas foram analisadas por duas estratégias:
uma utilizando os programas Gene Runner!, Tandem Repeats Finder (TRF)?,
Primer 33 e Integrated DNA Technologies (IDT)*, e outra utilizando apenas o
programa CID? (Freitas et al., 2008) e IDT.

O programa Gene Runner permite a identificacdo das seqiencias
utilizadas para ligar o DNA ao vetor na clonagem, e possibilita a eliminacéo dos

pares de base pertencentes ao plasmideo, restando apenas a sequencia de

Disponivel em: www.generunner.com; 2 http://tandem.bu.edu/trf/trf.html;
3 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/; * www.idtdna.com; > www.shrimp.ufscar.br/cid.
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interesse. A sequéncia limpa foi analisada no programa TRF para identificacado
das que continham microssatélites, destas analisamos quais possuiam uma
regido flanqueadora ao microssatélite em que pudesse ser construido um
primer.

Os primers foram construidos pelo programa Primer3 com 0s seguintes
parametros: tamanho médio de 20 pb, Tm média de 55°C e diferenca méaxima
de 3°C entre os pares, conteudo de GC minimo de 40% e maximo de 60%,
possuir GC no ponto de ancoragem. Dos primers construidos foi analisada a
possibilidade de ocorrer hairpin, auto e hetero-dimeros pelo programa IDT.

Finalmente as sequencias com microssatélites e primers desenhados
foram analisadas par a par no Blast (Altschul et al., 1990) para certificar que
nao havia identidade entre elas.

O programa CID é um compilado de programas que realiza a maioria
das analises descritas na estratégia anterior, além de verificar a qualidade do
eletroferograma gerado no sequenciamento por meio do programa Phred.
Retira as sequencias dos vetores usados na clonagem, identifica os possiveis
microssatélites e constréi pares de primers (com 0S mesmos parametros
descritos para o Primer 3) para as sequencias com microssatélites
identificados, os quais entdo foram analisados pelo programa IDT e pelo Blast
da mesma forma descrita anteriormente.

Para a sintese dos primers foram adicionados 18 pb, chamados de
cauda M13 (3’ TGTAAAACGACGGCCAGT ¥%’), na extremidade 5’ de um dos
primers do par. Essa cauda M13 possibilita a utilizacdo da técnica proposta por
Schuelke (2000) para uma amplificacdo mais econdmica utilizando primers

marcados com fluorescéncia para genotipagem. A metodologia consiste em
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utilizar um primer com a mesma sequéncia universal M13 na cauda do primer
especifico e no primer marcado com fluorescéncia, de modo que o primer
marcado com fluorescéncia, de alto custo, pode ser utilizado para todos os
primers dos outros locos. Na Figura 4 estéa ilustrado o esquema de amplificacao

realizado.

‘{7/////// Primerforward com caudaM13 na extremidade 5°

R Primerreverse
+M,

FAM
N B By Ry PrimeruniversalM13 marcado com FAM
2
‘fy///////‘ FitaMolde

5 < ona P77 CACA......(CA),.....CACARRYY DNA Molde  “~——3'
i D N\
R
5 —RINRRIZZZ CACA......(CA),.....CACA RN — &
P XN

Figura 4. Esquema de amplificacéo, retirado de Schuelke (2000).

4.3. Amplificacao e genotipagem dos locos de microssatélites

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction)
foi realizada com volume final de 10 pl contendo solugéo tampéo 1X, 0,25 mM
de dNTPs, 0,8 pmol do primer M13 com fluorescéncia FAM ou NED, 0,8 pmol
do primer sem a cauda, 0,2 pmol do primer com a cauda M13, 1,5 mM de
MgCl,, 5 ng de DNA (50 ng/ul) e 05U de Taq Platinum (Invitrogen).

Inicialmente foi realizado um gradiente de temperatura para determinar qual era
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a temperatura ideal de anelamento para cada par de primers. Uma vez
determinadas essas temperaturas, foi realizada a PCR para todos individuos
da populagéo para cada loco com a temperatura mais adequada a cada par de
primer. Os ciclos utilizados na PCR foram: desnaturacao inicial a 94°C por 5
minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a temperatura especifica do par de primers por 45 segundos,
extensdo a 72°C por 45 segundos. A seguir iniciaram-se ciclos com a
temperatura ideal de anelamento da sequéncia da cauda M13 para aumentar a
efichcia de sua hibridagdo aos produtos da PCR, sendo 8 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 45 segundos,
extensdo a 72°C por 45 segundos, extensao final a 72°C por 10 minutos e
mantido a 4°C até armazenamento em freezer -20°C.

Os produtos obtidos pela PCR foram analisados em gel de agarose 3%
corado com brometo de etideo e visualizados em transiluminador de luz UV,
sendo utilizado um marcador de peso molecular de 1Kb para verificar o
tamanho dos fragmentos. Este gel possibilitou a verificacdo da amplificacéo
satisfatoria das amostras para genotipagem, bem como uma analise prévia da
existéncia de polimorfismo para o loco em questdo. Mesmo os locos que néo
apresentaram polimorfismo no gel foram genotipados para pelo menos 3
individuos para confirmar se de fato ndo era polimorfico.

Os fragmentos amplificados com a fluorescéncia foram genotipados em
um sequenciador automatico MegaBace pela empresa DNA Consult (Séo
Carlos, SP, Brasil) e analisados com o programa MegaBace™ Fragment
Profiler (GE Healthcare Life Science). Os genoétipos de locos polimorficos

obtidos foram utilizados para a realizacao das analises estatisticas.
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4.4. Andlises estatisticas

O programa GENEPOP 4.0 (Raymond e Rousset, 1995; Rousset, 2008)
foi utilizado para estimar as frequéncias alélicas, as heterozigosidades
esperada e observada, a ocorréncia de desequilibrio de ligacdo para cada par
de locos e a ocorréncia de desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg para cada
loco foram calculadas por teste de probabilidade e para a populagdo foi
realizado um teste para verificar deficiéncia de heterozigotos.

O coeficiente de endocruzamento (Fis) foi calculado com auxilio do
programa FSTAT (Goudet, 1995), que utiliza o método de variancia de Weir &
Cockerham (1984). Para as anélises multiplas do GENEPOP e do FSTAT, os
valores de P foram corrigidos pela correcao sequencial de Bonferroni (mantém
o valor de a=0,05). Para locos que apds a correcdo ainda apresentassem
desvios foi utilizado o programa Micro-Checker (Oosterhout et al., 2004) para
identificar a possivel causa das diferentes propor¢cfes encontradas para o teste
de equilibrio de Hardy-Weinberg.

O programa BOTTLENECK (Piry et al., 1999) foi utilizado para verificar a
existéncia de eventos demograficos recentes, como gargalo populacional. Foi
realizado o teste de Wilcoxon, que pode ser utilizado para menos de 20 locos e
possui alto poder estatistico, utilizando o modelo de mutacdo TP estabelecido

com 30% para o modelo IA e 70% para o SM.
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4.5. Sexagem molecular

Foi realizada a sexagem molecular dos individuos segundo Griffiths et al.
(1998), com modificacbes. Foram utilizados os primers P2 (5 TCT GCA TCG
CTA AAT CCT TT 3°) e P8 (5°CTC CCA AGG ATG AGR AAY TG 37) que
amplificam um intron do gene CHD (chromobox-helicase-DNA-binding)
presente nos cromossomos sexuais Z e W de aves, o intron possui tamanhos
diferentes em cada cromossomo. Como as fémeas sdo 0 sexo heterogamético,
irdo apresentar duas bandas de tamanhos diferentes e o0 macho apenas uma. A
razdo sexual foi calculada pelo teste de qui-quadrado para a proporcao

esperada de 1:1 pelo programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 1998).

4.6. Amplificagdo cruzada

Para testar a capacidade de amplificacdo dos locos descritos neste
trabalho em espécies relacionadas, utilizamos dois géneros diferentes da
familia Dendrocolaptidae: Xiphorhynchus fuscus (arapacu-rajado) e Sittasomus
griseicapillus (arapacu-verde). Foram realizadas PCRs com as mesmas
condi¢des padronizadas neste trabalho para os locos descritos, e os resultados
foram analisados em gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo e

visualizado em transiluminador de luz ultravioleta.
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5. RESULTADOS

A concentragdo de DNA obtida da extragdo das amostras foi estimada
em aproximadamente 200 ng/ul para todas as 27 amostras. A Figura 5 abaixo
ilustra 11 das extracdes em gel de quantificacdo comparadas ao marcador Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen).

e e

200Nng - | ww
120 ng - | e
80Ng - ww

40 ng -|

20 ng -|

Figura 5. Quantificacdo do DNA extraido de D. turdina.

No isolamento de microssatélites as duas enzimas de restricdo digeriram
as amostras utilizadas. O resultado mais satisfatorio foi obtido com a enzima
Rsal, com mais fragmentos no intervalo de 200 a 1000 pb, tamanho ndo muito
grande para prejudicar a clonagem e nem muito pequeno para nao haver
regido flanqueadora a sequéncia de microssatélite, como pode ser observado

na Figura 6.

BstUI Ladder Rsal

Figura 6. Digestdo do DNA extraido com as enzimas BstUI (esquerda do ladder) e Rsal (direita
do ladder), em gel de agarose 0,8%.
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Foram selecionadas 96 colbnias, obtidas pela construgédo da biblioteca
gendmica parcial de Dendrocincla turdina, para sequenciamento. Destas, 21
(21,87%) continham sequéncias de microssatélites, sendo apenas duas delas
grandes demais para a construcdo de primers em suas regides flanqueadoras.
Portanto, obtivemos 19 locos com microssatélites e primers desenhados. O
tamanho dos clones variou de 146 a 300 pb. Todos microssatélites
encontrados foram do tipo perfeitos, com motivos do tipo dinucleotideo
(5,26%), tetranucleotideo (89,48%) e pentanucleotideo (5,26%) repetidos no
minimo 4 e maximo 29 vezes (Tabela 1).

A temperatura 6tima de anelamento variou de 51°C a 63°C. Os 19 locos
foram amplificados e verificados em gel de agarose 3% para visualizacéo
prévia de polimorfismo e amplificacdo antes da genotipagem (Figura 7). Dos 19
locos, 11 apresentaram-se polimérficos na populacdo em estudo (Dft 01, Dft
02, Dft 04, Dft 05, Dft 06, Dft 07, Dft 09, Dft 10, Dft 11, Dft 12 e Dft 16). O
tamanho dos alelos dos locos polimorficos variou de 143 a 354 pb. As
sequéncias de todos primers utilizados (polimérficos e monomérficos para a

populacdo) encontram-se na Tabela 1.

Figura 7. Amplificag&o do loco Dft01 em gel de agarose 3% corado com brometo de etideo.
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Tabela 1. Nome do loco, sequéncias dos primers (5°— 37), motivo e nimero de repetigdes,
temperatura de anelamento do par de primers (Ta°C) e amplitude do tamanho dos alelos (pb).

Ta Amplitude

Loco Sequéncia do primer (5 — 3°) Motivo °C) (pb)

Dft 01 F: AGCGAGGTAGCATATATTGG (ATGA)s 56°C 185-213
R: GTGGGAAAAACTGCTTTATG

Dft02 F: TTTTGTGAAGCTGTGTATGG (TTTG)s 56°C 196-204
R: CCTCAGTTTAGAAAGGGTCTC

Dft 03 F: GTTTGAGTGCTTCTTTGGTG (TG)s 55°C 242*
R: AAGGCCTAGCTAGCAGATTC

Dft04 F:. TGGTAGTCTCTACCCCAGTC (TTGT)s 53°C 174-176
R: ATGACAGTGAAGGACAGACG

Dft 05 F: GAAAAACAGTCTGCTTCAGG (AGGA)1g 53°C 143-249
R: TCTGAGCTCTGCTACTGACC

Dft06 F: TTGTCTGTTTGCATCTTCTG (GAAT)s 53°C 231-243
R: TTAGCAAGAGAGAACCCATC

Dft 07 F: CAAGCTACCAATGTGAAGTG (TTGT)s 53°C 265-273
R: CCATGTTGAAACAACAAAGC

Dft 08 F: AGACATAGATGCACATCAGC (AAAC), 51°C 232*
R: CTATTCCTCCATGCTTGTTG

Dft09 F: TCCCAAATAAGGAAAGAAGG (CATA); 51°C 219-223
R: GAGAATTCCCTCCCTATGAC

Dft 10 F: TTATTGTCCACAGAGGGAAG (TGAT)s 53°C 182-190
R: AGTGTGTGGTTGGTGTCAG

Dft 11 F: ATTGCTCACAGAAAAGATGG (CAAA)s 60°C 254-258
R: CTTGTCACCAACCTCAGTTC

Dft12 F: GTTTTCATAGGCTGGTTGAG (AAAAG)29 60°C 289-354
R: TCTTCATTTCGCTTTACTCC

Dft 13 F: AAGATTTTGGCTTGTCTGAG (TTTG)s 60°C 175*
R: AAAACATGCTGGTTCAAGAC

Dft14 F. GACTTGCCTTACCTTCAGTG (TGTT)s 60°C 146*
R: TGTCACCCTATTCATTTGTG

Dft 15 F. ATGCAAACACCCTACAAGAC (AAAC)s 60°C 218*
R: AGATCTGAGGGTGACACTTG

Dft16 F:. TTTACCAGTTGGAGAGAAGG (TTTG), 63°C 191-195
R: TGGATGGATATTATGTGCAG

Dft 17 F:. GTTGGTTAGTTTCAGGTTGG (TTTG)s 60°C 212*
R: ATCTGGGAGGGTAGTCTGAG

Dft 18 F: CCACTTCCTAATGGAACAAG (GTTT)s 60°C 152*
R: TCTGTGTATCTCTCAGGATGG

Dft19 F: CAGCTCCAGTTACCTCTCAC (CAAA), 60°C 202*
R: ATCTCACTTTTTGGGGATG

* Tamanho estimado pelo clone seqiienciado e analise da amplificagdo em gel de agarose 3%.
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O numero de alelos encontrados apdés a genotipagem para o0s locos
polimérficos variou de 2 a 16 e a riqueza alélica estimada pelo programa
FSTAT variou de 2 a 16. A heterozigosidade observada variou de 0,07 a 0,80 e
a heterozigosidade esperada variou de 0,08 a 0,91 (Tabela 2).

O loco Dft12 apresentou desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg mesmo
apos a correcdo sequencial de Bonferroni, e, portanto, foi excluido de todas as
demais analises, incluindo os valores médios de alelos, riqueza alélica,
heterozigosidade média esperada e observada. O programa Micro-Checker
indicou a possivel presenca de alelos nulos para o loco Dft12.

Nenhum dos locos se apresentou em desequilibrio de ligacdo apés a
corregao sequencial de Bonferroni (Apéndice A).

O valor do coeficiente de endocruzamento (F;s) foi calculado para cada
loco separadamente e para a populacao (todos os locos, exceto o Dft12), os
resultados encontram-se na Tabela 2. A populacdo ndo apresentou Fis
significativamente diferente de zero (valor P= 0,4368) (Tabela 2).

O programa BOTTLENECK evidenciou um possivel gargalo
populacional, uma vez que obtivemos um valor significativo (p<0,05) no teste
de Wilcoxon.

Por meio da sexagem molecular realizada, 12 machos e 14 fémeas
foram identificados, um individuo falhou na amplificacdo e ndo pbde ser
sexado. Pelo teste de qui-quadrado nao foi observado desvio da proporgéo

esperada de 1:1 (p=0,8445).
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Tabela 2. Nome do loco, nimero de alelos (NA), riqgueza alélica (RA), heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), valor de P para o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) e valor do coeficiente de endocruzamento (F,s) com seu valor de P. Os
valores de P apresentados na tabela estdo com correcdo seqiiencial de Bonferroni.

Loco NA RA Ho He EHW Fis

Valor P Valor P
Dft01 6 5,85 0,52 0,48 0,8302 -0,067 0,8077
Dft02 3 2,99 0,55 0,49 0,5665 -0,140 0,8614
Dft04 2 2,00 0,07 0,14 0,1121 0,475 0,1198
Dft05 16 16,00 0,80 0,91 0,1298 0,125 0,0516
Dft06 3 2,92 0,37 0,38 0,2961 0,028 0,4699
Dft07 3 3,00 0,44 0,39 0,6106 -0,132 0,8542
Dft09 2 2,00 0,18 0,17 1,0000 -0,083 11,0000
Dft10 3 2,92 0,11 0,14 0,1121 0,220 0,1096
Dft11 2 2,00 0,29 0,25 1,0000 -0,156 1,0000

Dft12** 11 10,92 0,44 0,90 0,0000* 0,509 0,0099*
Dft16 2 2,00 0,07 0,08 1,0000 -0,021 1,0000

Média/Total 4,2 4,17 0,34 0,34 0,1931 0,004 0,4368

*valor significativo (p<0.05)
**loco nao utilizado em nenhuma estimativa de Média/Total da tabela.

O teste de amplificacdo cruzada em outras duas espécies da mesma
familia, X. fuscus (arapacu-rajado) e S. griseicapillus (arapagu-verde), foi
positivo para 12 locos no X. fuscus e 11 locos no S. griseicapillus (Tabela 3)

(Figura 7).

Tabela 3. Espécies testadas para amplificacdo dos locos, o sinal “+” indica que houve
amplificacéo e o sinal “-” que o loco néo foi amplificado com sucesso na espécie.

Dftol Dft02 Dfto3 Dfto4 Dft05 Dft06 Dft07 Dft08 Dft09 Dftl10

D. turdina + + + + + + + + + +
X. fuscus + - - - + + - + - -
S. griseicapillus + + - - - + + + ; }
Dftll Dftl12 Dftl3 Dftl4 Dftl5 Dftl6 Dftl7 Dftl8 Dftl19
D. turdina + + + + + + + + +
X. fuscus + + + - + + + + +

S. griseicapillus  + - + + + - - + +
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Figura 7. Teste de amplificacdo cruzada em gel de agarose de 3% corado com brometo de
etideo; a esquerda encontra-se a espécie X. fuscus e a direita S.griseicapillus. Os nimeros
representam os dezenove locos, em amarelo os de amplificacdo positiva e em branco os que
nao amplificaram.
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6. DISCUSSAO

6.1. Prospeccédo de microssatélites

Em uma revisado sobre isolamento de microssatélites, Zane et al. (2002)
observaram uma baixa porcentagem de clones positivos em aves, ou seja, que
continham microssatélites. Foi verificada uma tendéncia de 2-3% de clones
positivos para a maioria dos taxons estudados, a excecado de aves que
demonstrou uma porcentagem muito menor de microssatélites. A porcentagem
de clones positivos com microssatélites foi maior do que 21% no presente
estudo. A maior eficiéncia obtida pode ser devido ao aprimoramento dos
métodos de prospeccdo nos Ultimos anos, utilizando as bibliotecas
enriquecidas, e a padronizacao realizada em nosso laboratério. Por exemplo,
Francisco et al. (2004) obteve 22% de clones positivos e onze locos
polimorficos do passeriforme Chiroxiphia caudata.

Muitos trabalhos sugerem que o genoma de aves tem menos locos de
microssatélites em relacao a outros organismos como, por exemplo, mamiferos
(Primmer et al. 1997; Neff e Gross, 2001). Primmer et al. (1997) relacionam o
tamanho reduzido do genoma das aves com a baixa quantidade de locos
microssatélites, pois a densidade génica mais alta do genoma tem por
consequéncia um numero menor de regides nao-codificantes, reduzindo as
oportunidades de microssatélites evoluirem.

No entanto, Neff e Gross (2001) descartam essa hipotese de correlacao
positiva entre tamanho do genoma e numero de microssatélites, ja que

algumas espécies de peixes, por exemplo, ttm o genoma muito menor do que
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o das aves e consideravelmente mais microssatélites. De fato, o genoma de
aves é reduzido em relacdo a varios outros organismos, e foi proposto que
seria devido a restricbes impostas pelo v6o, como € observado em morcegos
que tém o0 seu genoma muito menor e com menos microssatélites do que
outros mamiferos (Van den Bussche et al. 1995).

Além dessa teoria, é sabido que em aves ha menos elementos do tipo
SINE e LINE em relacdo aos mamiferos e, quando presentes, ndo possuem a
comum cauda poli A, que é tida como um precursor para 0 surgimento de
microssatélites simples. Deste modo, € provavel que a menor quantidade de
microssatélites deve ser uma caracteristica classe-especifica ou ainda
relacionada a menor quantidade de elementos precursores como a cauda poli
A e nao ao tamanho do genoma (Primmer et al. 1997; Neff e Gross, 2001).

Embora os microssatélites sejam marcadores amplamente utilizados
para andlises populacionais, diversas espécies ndo possuem nenhum
marcador disponivel para estudo. A realizacdo de amplificacdo cruzada nem
sempre é possivel, jA que muitas vezes € necessario que sejam espécies
proximas para uma amplificacdo eficaz. Além disso, € dificil prever se um
determinado conjunto de primers tera sucesso na amplificacdo e sera
polimorfico (Galbusera et al. 2000; Primmer et al. 2005). Assim, apesar de a
prospeccao de microssatélites ser um procedimento demorado e caro, ainda é
um método fundamental para a obtencdo de marcadores espécie-especificos e
aumento do numero de possiveis marcadores para estudos em amplificacéo
cruzada. Nosso trabalho identificou e caracterizou onze locos polimorficos para

uma espécie de ave em que ndo ha nenhum loco descrito até o momento.
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6.2. Caracterizacdo populacional de D. turdina

A populacgéo de arapacu-liso da regido de Caraguatatuba apresentou de
dois a 16 alelos e heterozigosidade média esperada igual a observada de 0,34.
Em outros estudos de isolamento de microssatélites realizados com
passeriformes foi obtida uma amplitude similar de alelos, sendo que Mila e
Bardeleben (2005) obtiveram de 8 a 20 alelos para o Glyphorhynchus spirurus
(arapagu-bico-de-cunha) e heterozigosidade média observada e esperada de
0,52 e 0,79, respectivamente. Em outro trabalho com passeriforme de sub-
bosque, a espécie Chiroxiphia caudata, Francisco et al. (2004) encontraram de
4 a 22 alelos com heterozigosidade observada média de 0,75 e esperada
média de 0,82.

A heterozigosidade média esperada, ou diversidade génica de Nei
(1987), encontrada neste estudo foi relativamente baixa em comparagdo com
outros passeriformes (Tabela 4). Esta medida da variagdo genética €
considerada em estudos de conservacao, pois de acordo com Frankham
(2003) a perda dessa diversidade associada ao endocruzamento aumenta o
risco de extincdo em populacdes naturais. Uma das possiveis causas para a
perda da diversidade sé&o os gargalos populacionais, nos quais uma populacao
que sofre uma reducdo do seu tamanho efetivo exibe uma diminuicdo de
heterozigosidade nos locos polimérficos correlacionada com diminuicdo do
namero de alelos (Piry et al., 1999).

A analise deste evento demogréafico pelo programa BOTTLENECK
evidenciou a possivel ocorréncia de uma reducédo populacional recente para

dez locos da populagcédo de D. turdina aqui estudada, utilizando o modelo de
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mutacdo TP (two-phase). Este resultado é corroborado pelo valor de
diversidade génica obtido, que € menor em comparacdo a outros passeriformes
e a principio poderia indicar uma reducao no potencial evolutivo pela perda de
variabilidade (Spencer et al., 2000, Templeton et al.,, 2001). No entanto, este
possivel gargalo populacional ndo necessariamente afeta a viabilidade da
populacdo, uma vez que outras variaveis precisam ser consideradas, como por

exemplo, o tamanho efetivo e endocruzamento na populagéo.

Tabela 4. Nome do autor do trabalho, espécie estudada, nome popular da espécie, nUmero de
alelos encontrados (NA), heterozigosidade média observada (Ho) e média esperada (He).

Autor Espécie Nome popular NA Ho He

presente estudo Dendrocincla turdina Arapacu-liso 2al6 0,34 0,34
Mila e Bardeleben, 2005  Glyphorhynchus spirurus  Arapagu-de-bico-de-cunha 8a20 0,52 0,79

Francisco et al., 2004 Chiroxiphia caudata Tangara-dancgarino 4a22 0,75 0,82
Corréa et al., 2009 Neothraupis fasciata Tié-do-cerrado 2al18 0,45 0,54
Bardeleben, 2004 Andropadus virens Bulbul pequeno 2al5 0,53 0,66

Bardeleben et al., 2005 Sericornis magnirostris Large-bill scrubwren 4al5 0,56 0,79

Dowling et al., 2003 Petroica goodenovii Red-capped robin 2a20 0,48 0,57

Gibbs et al., 1999 Catharus ustulatus Sabia de 6culos 7a20 0,81 0,83
Stenzler e Fitzpatrick, 2002 Aphelocoma coerulescens Gaio dos arbustos 3al5 0,52 0,59
Chan et al., 2008 Pomarea dimidiata Monarca de Rarotonga 3a5 0,66 0,63

O tamanho populacional efetivo é dificil de ser estimado, pois €
influenciado por diversos fatores como razdo sexual, oscilagbes no tamanho
populacional, sistema de cruzamento dentro da populacdo, variacdes de
fertilidade dos gametas (Avise, 2004). E, apesar dos modelos teoricos sobre 0
namero efetivo minimo para manter uma populagcéo, ainda ndo se sabe quao
severo precisaria ser um gargalo populacional para, de fato, ter consequéncias

drasticas na viabilidade de uma populacao natural (Briskie e Mackintosh, 2004).
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O endocruzamento pode ser medido pelo déficit de heterozigotos em
uma populacao, e pode afetar negativamente a sobrevivéncia e reproducao, o
que é chamado de depressdo endogamica (Frankham, 2002). No presente
estudo, o coeficiente de endocruzamento (Fis) nao foi significativamente
diferente de zero, portanto, a populacao possivelmente ndo se encontra sob os
efeitos deletérios da endogamia.

Segundo Dantas et al. (2009) quando a razdo sexual é desigual pode
ocorrer perda de variabilidade genética e consequente diminuicdo da
viabilidade da populag&o a longo prazo. A razédo sexual pode ser alterada pelo
tipo de sistema de acasalamento, diminuicdo do tamanho populacional,
mecanismos de determinacdo do sexo, caca diferenciada entre machos e
fémeas (Frankham et al., 2002). Neste estudo ndo foram evidenciados desvios
da proporcéo esperada de 1:1, ou seja, ndo ha indicacdo que haja desvio na
razao sexual desta populagéo.

O loco Dftl2 apresentou desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e,
portanto, foi excluido das analises da populacdo. Os desvios do equilibrio
podem ser causados por efeito Wahlund, endocruzamento, acasalamento
preferencial, selecdo, ou ainda por erros associados as analises (erros na
PCR) como alelos nulos, alelo drop-out ou presenca de stutters (Osterhout et
al., 2004; Selkoen e Toonen, 2006). Foi observado um déficit de heterozigotos
significativo, evidenciado pelo valor do Fs ser positivo e significativo. O valor
significativo do Fs para este loco pode ser um demonstrativo de acasalamento
preferencial por iguais, uma vez que afeta apenas este loco e néo toda a
populacdo para caracterizar endogamia (Templeton, 2006). Ou ainda, a

possivel causa para os desvios observados, identificada pelo programa Micro-
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Checker, poderia ser a existéncia de alelos nulos, que sdo comuns em
microssatélites devido a sua alta taxa de mutacéo, impedindo que o primer se
ancore a regiao flanqueadora mutada e ndo amplifique o alelo (Selkoen e
Toonen, 2006). Em qualquer caso haveria diminuicdo da precisdo e acuracia
das andlises genéticas se o loco Dft12 fosse considerado nesta populagéo.

Considerando os resultados de diversidade génica, gargalo
populacional, do coeficiente de endocruzamento e razdo sexual, é possivel que
a presente populacdo de D. turdina tenha sofrido uma reducdo em seu
tamanho populacional, podendo ter acarretado uma redugdo na
heterozigosidade, se comparada a outros passeriformes j4 estudados, porém
ndo h& evidéncia de endocruzamento, que seria esperado em populacdes
pequenas.

Estudos futuros em outras areas/populagcbes com caracteristicas
similares ao Parque Estadual da Serra do Mar — nucleo Caraguatatuba,
poderdo confirmar a ocorréncia de gargalo em resposta a um possivel e

significativo efeito de borda causado pela reducéo de habitat.

6.3. Amplificagdo cruzada dos marcadores desenvolvidos

Os marcadores microssatélites, apesar de muito vantajosos para
analises populacionais, também possuem alguns inconvenientes como o fato
de os primers descritos serem muito especificos (Selkoe e Toonen, 2006). A
regido de anelamento do primer precisa ser muito conservada, com poucas, ou
nenhuma mutacdo que impecam a ancoragem e amplificacdo do loco de

microssatélite. No entanto, como foi discutido anteriormente, a prospeccao de
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novos locos espécie-especificos € um processo relativamente demorado e
custoso, de modo que se obtivermos um conjunto de primers capaz de
amplificar com sucesso em outras espécies ou grupos taxonémicos € uma
importante contribuicdo para futuras analises populacionais.

Um estudo de amplificacdo cruzada em passeriformes, utilizando 40
locos em 13 espécies, obteve 39% de locos que amplificaram e eram
polimorficos (Galbusera et al.,, 2000). O trabalho demonstrou ainda que a
proporcdo de locos amplificados e polimérficos aumentava & medida que
diminuia a distancia filogenética. Primmer et al. (2005) propuseram que fosse
feita uma estimativa da distancia genética utilizando o citocromo b entre as
espécies que se quer realizar amplificacdo cruzada, e utilizar as mais proximas
para testar os locos de microssatélites. Além disso, a diminuicdo da
temperatura de anelamento aumentou o sucesso de amplificagdes cruzadas e
houve uma correlacdo positiva entre a presenca de polimorfismo na espécie
fonte de locos e a presenca de polimorfismo para estes mesmos locos
amplificados em outra espécie (Primmer et al., 2005).

A amplificagdo cruzada em duas espécies pertencentes & mesma familia
de D. turdina (Dendrocolaptidae) evidenciou que 36,8% dos locos utilizados
amplificaram com sucesso em ambas as espécies X. fuscus e S. griseicapillus.
X. fuscus teve 63,15% de amplificacbes bem sucedidas e S. griseicapillus
57,9%, corroborando a premissa de Primmer et al. (2005) de escolher locos de
espécies filogeneticamente proximas para testar a amplificacéo cruzada.

Os marcadores produzidos neste trabalho foram Uteis para as analises
populacionais de Dendrocincla turdina e a caracterizacdo realizada até o

momento neste trabalho permitiu uma compreensdo da diversidade genética
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presente na populacdo de Caraguatatuba, area de Mata Atlantica. Os locos
descritos neste trabalho poderdo ser utilizados em outras populagdes da
espécie e podem ainda ser testados em espécies relacionadas por meio de
amplificacdo cruzada, aumentando a quantidade de marcadores disponiveis
para estudos de genética de populacdo e conservacgao.

As espécies de habitos similares ao arapacu-liso, sensiveis a
fragmentacdo, com alta especializacdo ecoldégica e habitos mais sedentérios,
podem estar sofrendo alteracdes parecidas em sua estrutura por estarem sob a
mesma pressao. No entanto, a maioria dos estudos produzidos tem enfoque
apenas ecoldgico e avaliam somente a riqueza e abundancia das espécies.
Assim como no presente estudo, trabalhos que caracterizem geneticamente as
populacbes podem fornecer dados importantes para propostas de
conservacao, ajudando a identificar as areas prioritarias. Estudos de genética
da conservacdo em espécies da Mata Atlantica podem auxiliar a manter a

diversidade que ainda existe neste bioma.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalhou identificou e caracterizou dezenove locos de
microssatélites, dos quais onze se apresentaram polimorficos para a populacao
de D. turdina de Caraguatatuba, regido de Mata Atlantica. Até 0 momento néo
havia nenhum microssatélite descrito para a espécie nem para suas
congéneres.

Os marcadores desenvolvidos permitiram a andlise populacional do
arapacu-liso, indicando que ndo houve desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg, nem desequilibrio de ligacdo. A populagdo ndo apresentou
evidéncias de endogamia, foi identificado um sinal de possivel gargalo genético
e reducdo da diversidade genética.

Os microssatélites descritos amplificaram com sucesso em duas
espécies da familia Dendrocolaptidae, indicando sua possivel utilizacdo para
analises populacionais de outros grupos taxondmicos relacionados.

Portanto, o estudo produziu ferramentas genéticas importantes para
trabalhos que visam compreender a diversidade e estrutura genética da
espécie D. turdina e possivelmente de grupos préximos, capazes de contribuir
com dados relevantes para programas de manejo e conservacdo da

biodiversidade.
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APENDICES

APENDICE A. Desequilibrio de ligag&o entre os locos, valor de P e desvio padrédo (D.P.).

Loco #1 Loco#?2 Valor P D.P.
Dft01 Dft02 0.155430 0.009854
Dft01 Dft04 0.354220 0.012262
Dft02 Dft04 0.329110 0.006498
Dft01 Dft05 0.110080 0.022950
Dft02 Dft05 0.844990 0.014084
Dft04 Dft05 0.304900 0.020121
Dft01 Dft06 0.250720 0.013347
Dft02 Dft06 0.221050 0.006607
Dft04 Dft06 0.424440 0.006359
Dft05 Dft06 0.555420 0.025033
Dft01 Dft07 0.807350 0.009292
Dft02 Dft07 0.626570 0.008133
Dft04 Dft07 1.000000 0.000000
Dft05 Dft07 0.843650 0.015220
Dft06 Dft07 0.302120 0.009423
Dft01 Dft09 0.397740 0.006903
Dft02 Dft09 0.321840 0.004486
Dft04 Dft09 1.000000 0.000000
Dft05 Dft09 0.980720 0.002510
Dft06 Dft09 1.000000 0.000000
Dft07 Dft09 0.529440 0.004965
Dft01 Dft10 1.000000 0.000000
Dft02 Dft10 0.694700 0.006623
Dft04 Dft10 1.000000 0.000000
Dft05 Dft10 0.984100 0.002974



Dft06
Dft07
Dft09
Dft01
Dft02
Dft04
Dft05
Dft06
Dft07
Dft09
Dft10
Dft01
Dft02
Dft04
Dft05
Dft06
Dft07
Dft09
Dft10
Dft1l
Dft01
Dft02
Dft04
Dft05
Dft06
Dft07
Dft09
Dft10
Dft11
Dft12

Dft10
Dft10
Dft10
Dft11
Dftl11l
Dft11
Dftl1l
Dft11
Dftl1l
Dft11
Dftl11l
Dft12
Dft12
Dft12
Dft12
Dft12
Dft12
Dft12
Dft12
Dft12
Dft16
Dft16
Dft16
Dft16
Dft16
Dft16
Dft16
Dft16
Dft16
Dft16

0.237980
0.011150*
1.000000
0.153200
0.310980
0.079680
0.612770
0.602040
0.256120
0.138760
1.000000
0.557090
0.992860
0.180760
1.000000
0.519780
0.249600
0.171740
0.978260
0.348540
1.000000
0.229260
0.233190
0.512190
1.000000
1.000000
1.000000
1.000000
0.489300
0.416290

0.007312
0.001500
0.000000
0.004079
0.005064
0.002143
0.012767
0.003641
0.004403
0.002092
0.000000
0.027992
0.002037
0.011512
0.000000
0.018548
0.016284
0.005822
0.004098
0.008320
0.000000
0.003682
0.003912
0.013961
0.000000
0.000000
0.000000
0.000000
0.002226
0.009339

*valor sem correcdo, apés correcdo seqiencial de Bonferroni valor P = 0,6132.
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