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Resumo

A dinamica de uso da terra em areas urbanas e rurais tem levado a fragmentacéo
de ecossistemas e suas consequéncias tém sido relacionadas ao aumento da
susceptibilidade de popula¢gdes naturais a extingcdo devido a reducdo do tamanho
populacional e ao aumento do isolamento por distancia entre populagoes.

Para avaliar os efeitos que a fragmentacdo recente de habitat possui sobre a
diversidade genética das populagbes naturais, n0s analisamos a diversidade e
estrutura genética do marsupial Micoureus paraguayanus em fragmentos
remanescentes de Floresta Estacional Semi-Decidual na regido do Pontal do
Paranapanema (SP) através da analise da regido controle (D-Loop) do DNA
mitocondrial.

Foram encontrados valores baixos para as diversidades haplotipica e nucleotidica
gquando comparados a outros valores citados na literatura para populacfes de
outras espeécies de marsupiais em declinio. NOs encontramos valores de
diversidades haplotipica e nucleotidica de 0.28 e 0.0022% respectivamente. Além
disso, foi encontrada uma correlacéo entre a distancia agropastoril continua e o
numero de haploétipos exclusivos nos fragmentos amostrados para este estudo.

O teste AMOVA nao detectou estruturagcédo genética entre fragmentos, todavia, 0s
valores de Fst mostram diferenciacéo significativa dos fragmentos Santa Tereza e
Ponte Branca em relacdo aos demais. Estes estdo entre 0os menores e mais
alterados fragmentos avaliados e a sua diferenciacdo indica que 0 processo
recente de fragmentacdo (cerca de 60 anos) ja pode ter sido o responsavel por

mudanc¢as na composicado genética da populacéao.

Palavras-chave: Marsupialia; regido controle (D-Loop); estrutura genética e

fragmentacéo florestal.



Abstract

The dynamics of use of land in urban and agricultural areas has led to destruction
and fragmentation of ecosystems. It has been related to the increase of
susceptibility of natural populations to extinction due to increase of isolation
between populations and reduction of population size. To evaluate the effect of the
recent habitat fragmentation on the genetic diversity of natural populations, we will
analyze the diversity and genetic structure of populations of the wooly mouse
opossum Micoureus paraguayanus (Marsupialia: Didelphimorphia) in the Parque
Estadual Morro do Diabo (SP) and in bush fragments in its surroundings. For this
purpose, we used the control region (D-Loop) to examine population structure and
dynamics in fragmented forest habitats.

We found low values of haplotypic and nucleotidic diversity when compared to
values from previous works with marsupials in fragmented areas. We found values
of diversity of 0.28 and 0.0022% respectively. Besides that, there was a correlation
between continuous cultivated lands distance and number of exclusives
haplotypes.

The AMOVA test showed no genetic structure between fragments, however, Fst
values indicated significant genetic differentiation to Santa Tereza and Ponte
Branca when compared with all the others fragments. These are between the
smallest areas evaluated in this study and the differentiation indicates that the
recent fragmentation suffered by these patches could be responsible for the

changes in the genetic composition of these populations.

Key words: Marsupialia; control region (D-Loop); genetic structure and forest

fragmentation.
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1. Introducéo

1.1 O Bioma Mata Atlantica

Nos dominios da Mata Atlantica comecou a Historia do Brasil. Nessa area,
vivem hoje cerca de 120 milhdes de habitantes em 3.408 municipios (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2007), onde se distribuem os
maiores polos industriais, portuarios, petroquimicos, turisticos e grande parte das
areas agropastoris do pais, concentrando mais de 70% do PIB Nacional.

Na época da chegada dos portugueses, em 1500, esta floresta ocupava uma
area de 1.306.421km?, aproximadamente 15% do territorio brasileiro, distribuidos
em 17 estados (PI,CE, RN, PB, PE, AL, SE, BA, ES, RJ, MG, GO, MS, SP, PR, SC
e RS) e adentrava em direcdo ao interior na Regido Sudeste, Sul e Centro-Oeste,
onde cruzava as fronteiras com o Paraguai e a Argentina (DEAN, 2002).

Na Mata Atlantica iniciou-se o primeiro ciclo econémico da colonizagao
portuguesa com a exploracdo do pau-brasil, que oferecia matéria prima para
construgdo de naus, além da esséncia tintorial cor de brasa caracteristica desta
espécie. Essa madeira preciosa serviu também na reconstrucdo de Lisboa, que
sucumbiu a um grande terremoto no século XVIII. Ainda hoje, embora esteja
seriamente ameacada de extingdo, a madeira do pau-brasil, endémica da Mata
Atlantica, € matéria prima de grande valor na fabricacdo de arcos de violino e
outros produtos nobres (DEAN, 2002).

Tendo a colonizagdo se concentrado até meados do século XX na faixa
costeira, e Mata Atlantica foi de todos os ecossistemas brasileiros o mais
destruido. Ali desenvolveram-se o0s ciclos econbmicos da cana-de-acucar, do
algodao e do café, seguidos por intensos processos de urbanizacdo e expansao
agricola nos séculos XIX e XX (DEAN, 2002).

Hoje restam menos de 4% de sua area original com matas primitivas e cerca
de outros 4% com floresta secundarias, somando aproximadamente 8,0% (99.466
km2) (BENSUSAN, 2002; SOS MATA ATLANTICA; INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS ESPACIAIS, 2008).



Reduzida a cerca de 0,3% de sua area original na regido nordeste do pais, a
Mata Atlantica continua melhor preservada nos estados do Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Parana e Santa Catarina. Isso ocorre principalmente devido ao
relevo acidentado e a pobreza dos solos das Serras do Mar e da Mantiqueira, uma
série de montanhas costeiras com até 2.500 m de altura que caracterizam o litoral
sul e sudeste do Brasil (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2007).

O dominio da Mata Atlantica inclui um diversificado mosaico de formacfes
florestais (Floresta Ombroéfila Densa, Floresta Ombrofila Mista, Florestas
Estacionais Deciduais e Semi-Deciduais, Brejos de altitude, Encraves do NE e
Matas riparias) e ecossistemas associados (campos de altitude, restingas e
manguezais) (TONHASCA, 2005).

A alta diversidade encontrada nesse bioma, considerado patriménio genético
e paisagistico, é resultado, entre outras razdes, da distribuicdo latitudinal dessa
floresta, que abrange 38°, e pela existéncia de consideraveis diferencas geoldgicas
e de altitude com matas que se estendem do nivel do mar até 1.800 metros nas
serranias costeiras. Isso gera maior variedade de microclimas, temperaturas,
exposicdes a insolacdo e, também, tipos de solos. A consequéncia dessa alta
variedade de condi¢cbes € uma maior possibilidade de divergéncia evolutiva entre
espécies.

Em 1988, o ecdlogo Norman Myers apresentou o conceito de “Pontos
guentes de Biodiversidade” (Biodiversity Hotspots) para produzir um quadro global
de areas que deveriam receber maior atencéo e esforcos para conservagao. Myers
(1988) arguiu que, como se trata de areas com grande concentracdo de espécies
endémicas e cerca de menos de 30% das areas originais remanescentes,
investimentos nessas regides poderiam minimizar extingdes.

A Mata Atlantica estd entre os cinco maiores “hotspots” no planeta,
abrigando 185 dos 265 animais listados em 2004 como ameacados pela extin¢ao,
0 que representa 69% dos listados e, além disso, com apenas cerca de 8% de sua
area original. Isto a torna uma area prioritaria para projetos de conservacao,

manejo e pesquisa (MYERS et al., 2000).



1.2 Fragmentac&o dos habitats e suas consequiéncias

A acao antropica sobre florestas tropicais tem aumentado dramaticamente
em décadas recentes e quatro processos principais podem ser considerados: (1)
Super exploracdo de espécies por caca e pesca; (2) Deterioracdo ambiental; (3)
Introducéo de espécies exoticas e (4) Fragmentacéo de habitats.

O processo de fragmentacdo e a perda de habitat representam sérias
ameacas quanto a persisténcia de biodiversidade no planeta e estdo entre as
principais causas de perda de diversidade nos tropicos (WILCOX; MURPHY, 1985;
BURKEY, 1995; TURNER, 1996; FAHRIG, 1997 e 2001; GRELLE et al., 1999).

A fragmentacdo dos ecossistemas estd diretamente ligada ao aumento da
populacdo humana e a dinamica de uso da terra em areas rurais e urbanas e é
direcionada por fatores econdmicos, sociais, culturais, institucionais e tecnologicos
(DALE; PEARSON, 1997; CINCOTTA et. al., 2000).

De uma forma geral, o processo de fragmentacdo € uma ruptura da
continuidade de padrdes e processos ecoldgicos (LORD; NORTON, 1990).
Ecossistemas adjacentes experimentam fluxos de energia, nutrientes e espécies a
por suas fronteiras mutuas. Ao ser fragmentada, a linha de contato entre o habitat
e 0 novo ambiente sofre alteracbes que podem influenciar a sua estrutura, a
composicao de espécies e 0s processos ecologicos da borda.

Juntamente com a diminuicdo da area e de sua qualidade, a reducdo da
conectividade entre habitats remanescentes é um dos fatores com grandes efeitos
sobre a persisténcia de espécies em areas fragmentadas (MILLS; SMOUSE, 1994,
(BARBOSA; MARQUET, 2002; HANSKI; GAGGIOTTI, 2004). O estabelecimento
de uma matriz diferente da original pode ter influencia impar sobre a capacidade
de dispersao de algumas espécies e, dessa forma, a fragmentacédo de habitat pode
levar ao estabelecimento de populacdes isoladas (RICKETTS, 2001). Populacdes
isoladas e com pequeno tamanho sdo mais susceptiveis a extincdo por meio de
eventos estocasticos ambientais, demograficos e/ou genéticos (MILLS; SMOUSE,
1994; GAGGIOTTI; HANSKI, 2004).



Nas florestas tropicais, a grande maioria das espécies é muito susceptivel a
processos de extingdo, uma vez que essas ocorrem em densidades populacionais
baixas e participam por vezes de interacfes ecoldogicas muito estreitas e
complexas com outras espécies. Assim, a extingcdo de uma espécie pode promover
o desaparecimento de varias outras com as quais ela interage (MYERS, 1987).
Extincdo, dispersdo e colonizacdo sé&o frequentes até que ocorra o
estabelecimento de um novo equilibrio (LOVEJOY, 1980).

A Mata Atlantica tem sido altamente explorada e fragmentada com pouca ou
nenhuma conectividade entre os fragmentos remanescentes. Estes, por sua vez,
costumam n&o ultrapassar os 1.000 ha (SOS MATA ATLANTICA, 1998). Um
estudo feito por CHIARELLO (1999 e 2000) sobre os efeitos da fragmentacao
florestal sobre comunidades de mamiferos da Mata Atlantica indicou que apenas
fragmentos grandes, maiores que 20.000 ha, podem sustentar comunidades com
populacdes viaveis por até 30 anos apds o isolamento. Visto que apenas 20% das
areas protegidas na Mata Atlantica sdo iguais ou maiores que 20.000 ha, ha a
necessidade de grande atencéo e de planos para conservacédo de espécies neste

bioma.

1.3 Genética da Conservacao

A extincdo recente de varias espécies e as ameacas continuas sobre tantas
outras tem tornado a Biologia da Conservacédo crucial no século XXI. Nesse
contexto, a genética aparece como ferramenta importante no direcionamento de
verbas e planejamento adequado de estratégias voltadas a conservagao do
patrimonio natural do planeta por possibilitar inferéncias sobre parametros como:
grau de endogamia, perda de diversidade genética, fluxo génico e isolamento entre
populacdes.

Em populacbes pequenas e isoladas pode ocorrer o acasalamento entre
individuos aparentados, 0 que aumenta a proporcdo de locos nos quais as proles
sao homozigotas para alelos iguais por descendéncia (HEDRICK; KALINOWSKI,

2000). A consequéncia mais observada da consangtinidade é a redugcdo dos



valores fenotipicos médios mostrados pelos caracteres ligados a capacidade
reprodutiva ou a eficiéncia fisiologica (valor adaptativo). Este fendmeno é
conhecido como depressdo endogamica (FALCONER, 1989; FALCONER;
MACKAY, 1996; HEDRICK; KALINOWSKI, 2000). Isto ocorre freqiuentemente, uma
vez gue as reservas naturais existentes sdo constituidas, em sua maioria, por
areas muito pequenas (CHIARELLO, 1999 e 2000).

Os efeitos da depressdo endogamica estdo bem documentados em varios
estudos com animais de laboratério e animais domésticos (WRIGHT, 1977;
FALCONER, 1989), em animais selvagens mantidos em cativeiro (RALLS et al.,
1979; RALLS; BALLOU, 1982; MUNSON, 1993) e em animais selvagens de vida
livre (WILDT et al.,, 1987; FRANKHAM, 1995; MAINGUY, J. et al.,, 2009).
Entretanto, o impacto da depressdo endogamica sobre espécies ameacadas nao
foi considerado até 1979, quando foi documentado que o acasalamento entre
individuos aparentados diminuiu a viabilidade de juvenis em 41 de 44 populacdes
de ungulados criados em cativeiro (RALLS K et al., 1979).

Outro processo genético atuante sobre pequenas populacdes € a deriva
genética. Quando a populacdo é pequena, mesmo se a selecdo natural estiver
agindo sobre um determinado gene, a deriva genética tem uma atuacdo maior
sobre a variacdo das frequiéncias alélicas, uma vez que sua forca é inversamente
proporcional ao tamanho populacional (1/2N), ou seja, quanto menor o tamanho
efetivo de uma dada populacdo, maior sera o efeito da deriva genética sobre a
mesma .

A variacao aleatdria das frequéncias alélicas causada pela deriva genética
ao longo das geracfes pode provocar a eliminacao ou a fixagcao casual de um alelo
(BEIGUELMAN, 1995; HEDRICK W. P. et al., 2000) e essa perda de variabilidade
genética pode colocar estas populacfes em risco, uma vez que tal variabilidade
fornece o potencial adaptativo para que a populacdo em questdo responda a
modificacbes ambientais como doencas, espécies invasoras e até competidoras.

Talvez, a grande contribuicdo da genética para a conservacdo tenha sido o
reconhecimento da importancia da depressédo endogamica, que ocorre devido ao

aumento da frequéncia de homozigotos deletérios na populacéo.



Populacdes selvagens desenvolveram uma grande gama de mecanismos
para evitar a endogamia. Dentre estes, podemos citar o reconhecimento de
parentesco, diferencas na dispersdo dos sexos, diferencas na idade de maturacao
sexual e fertilizacdo extra-par e extra-grupo (PUSEY; WOLF, 1996). Todos esses
mecanismos, entretanto, tem seu desempenho comprometido a medida que o
tamanho efetivo populacional decresce e/ou o isolamento aumenta.

Somado ao esperado declinio no sucesso reprodutivo do individuo, o valor
adaptativo médio de populacfes pequenas também pode diminuir ao longo do
tempo. Isto porque mutacdes deletérias que conferem pequenas desvantagens
podem ser fixadas por deriva genética com maior facilidade em populagcdes com
tamanhos efetivos menores, como se fossem neutras. Em geral, variantes
genéticos neutros podem ser assumidos quando o coeficiente de selecdo S é
menor que 1/(2Ne), onde Ne é o tamanho efetivo da populagédo. Portanto, como os
tamanhos efetivos em populagdes ameacadas sédo geralmente baixos, seus
variantes genéticos sao efetivamente neutros (HEDRICK W. P. et al., 2000).

A maioria dos variantes deletérios é recessiva e ocorre em baixas
freqiéncias em grandes populacfes devido a atuacdo da selecdo natural. Assim,
estes variantes permanecem presentes apenas em heterozigotos. A curto prazo,
se a populacdo diminui de tamanho, a variacdo deletéria € eliminada,
especialmente quando conferem grande efeito negativo ao valor adaptativo do
individuo.

Por outro lado, a longo prazo, os variantes deletérios de menor efeito no
sucesso reprodutivo podem se fixar e acumular na populacdo gracas a deriva,
aumentando os efeitos da depressao endogamica na populacéao.

E dificil prever a magnitude dos efeitos de alelos deletérios, uma vez que
estes dependem grandemente da interacao entre gendétipos e ambiente.

Afim de evitar a extingdo, algumas populacbes podem se beneficiar da
introducdo de individuos de populacfes relacionadas para restauracdo genética,
isto é, para uma diminuicdo dos efeitos deletérios causados pela depressao
endogamica e consequente recuperacao de variabilidade genética (SACCHERI et
al., 1998; COUVET, 2001).



A perda de variabilidade genética em sistemas fragmentados tem sido usada
para inferir o isolamento entre populacdes e, além disso, o contraste de padrdes
mitocondriais e autossdmicos tem revelado efeitos diferentes da fragmentagcao
sobre os sexos (TALLMON et al., 2002; JOHNSON et al., 2003).

Ha falta de informacdes sobre a escala de tempo necessaria para o registro
da resposta da estrutura genética de populacdes selvagens (FRANKHAM et al.,
2002; KEYGHOBADI et al., 2005; EWERS; DIDHAM 2005) ao processo de
fragmentacéo.

Todavia, varios trabalhos analisando os efeitos da fragmentacdo dos habitats
terrestres sobre a estrutura genética de popula¢des naturais tém sido publicados
recentemente (FUMAGALLI, 1999; BERGL A. R.; VIGILANT L., 2007; BENEDICK
et al., 2007) e mostram um correlacdo positiva entre a perda de habitat e perda de

variabilidade genética de populagdes selvagens.

1.4 Genoma mitocondrial e deteccado de variabilidade genética

Em combinacdo com outras areas do conhecimento, como a ecologia e a
biologia de populagcdes, os marcadores moleculares estdo se tornando uma
ferramenta importante na determinacdo de o que conservar (sistematica
molecular), onde focalizar os esforcos de conservacédo (filogeografia) e como
conservar a maior quantidade de diversidade genética nas populacées com o
objetivo de manter o potencial evolutivo de uma populacdo (genética de
populacdes) (PEREZ-SWEENEY et al., 2003).

O genoma mitocondrial € um dos pilares da genética evolutiva moderna e,
por duas décadas, tem sido amplamente utilizado para reconstruir genealogias e
descrever a estrutura genética de populacbes (GEMMELL et. al., 2004).

O DNA mitocondrial apresenta altas taxas de mutacao, provavelmente, como
consequéncia dos efeitos deletérios do estresse oxidativo e do mecanismo
ineficiente de reparacao de seu DNA (GEMMELL et. al., 2004).

Assim, novos alelos para mtDNA sao gerados continuamente (RAND, 2001).

Estes alelos persistem, mesmo que sejam de efeito deletério leve, porque a falta



de recombinacdo no mtDNA conduz a um inevitavel acumulo do desequilibrio de
ligacéo, reduzindo a atuacéo da selecéao natural (LYNCH; BLANCHARD, 1998).

Além disso, o tamanho efetivo populacional do genoma mitocondrial é
geralmente apenas um quarto em relacdo ao genoma nuclear devido a haploidia e
a transmissdo materna. Portanto, mutacfes para o mtDNA sdo muito sensiveis a
deriva genética e a gargalos populacionais.

O genoma mitocondrial é transmitido apenas via materna na maioria das
espécies, 0 que gera assimetria na severidade das mutacfes esperadas em
machos e fémeas. Mutagbes neutras ou quase neutras em fémeas podem atingir
altas frequéncias nas populacdes (FRANK; HURST, 1996), enquanto que as
mutacOes deletérias que afetam apenas machos ndo estardo sujeitas a pressdes
da selecao natural.

Em humanos, mutacbes no mtDNA tém implicado em varias doencas
degenerativas, envelhecimento, cancer (WALLACE, 1999), e, mais recentemente,
infertilidade (HOLYOAKE et al., 2001).

Pesquisas sobre fertilidade em humanos deram as primeiras evidéncias de
gue pequenas mutacdes no MtDNA podem reduzir a fertiidade em machos
enquanto apresentam pouco ou nenhum efeito no valor adaptativo de fémeas
(RUIZ et al., 2000).

Além das informacdes relativas a diversidade e estruturacdo genética, 0s
marcadores mitocondriais também fornecem dados sobre a dispersado diferencial
dos organismos (DOWLING et al., 1996). Assim, a baixa taxa de recombinacao,
associada a alta taxa evolutiva e a auséncia de regides codificantes de genes
como o “D-loop”, é atraente a construcdo de genealogias génicas mais recentes,
permitindo a avaliacdo da diversidade e estruturacdo genética de populacdes

submetidas ao processo de fragmentacao.



1.5 Parque Estadual Morro do Diabo (SP)

A Mata Atlantica € uma das regides mais ricas em biodiversidade do planeta
e possui cerca de 261 espécies de mamiferos, das quais 61% s&do endémicas
desta regido (MITTERMEIER et al., 1999). Apesar de sua grande importancia, este
ecossistema foi drasticamente devastado e ocupado por cidades e plantacdes,
restando cerca de 7,6% de sua cobertura original (SOS MATA ATLANTICA:
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS, 2008; BENSUSAN, 2002).

A “Grande Reserva do Pontal do Paranapanema”, localizada na confluéncia
dos rios Parana e Paranapanema no extremo oeste do Estado de Sao Paulo
(Figura 1), foi criada em 1942 para proteger 247 mil hectares de Mata Atlantica.
Porém, nos anos posteriores a sua criacdo, essa Unidade de Conservacéo foi
submetida a um intenso processo de fragmentacao florestal associado a conflitos
fundiarios e ocupacdes de terras por grandes fazendeiros. O desrespeito aos
limites da reserva reduziu drasticamente as areas florestadas, restando atualmente
cerca de 37.000ha do PEMD e 22.000 hectares divididos em centenas de

fragmentos florestais.



Remanescentes Florestais da Mata Atlantica

Figura 1. Remanescentes florestais de Mata Atlantica e localizacdo do Parque estadual Morro do Diabo.

O ecossistema representado pelo Parque Estadual Morro do Diabo é o de
floresta ombrofila semi-decidua, também conhecida como Mata Atlantica do
interior. O parque foi criado em 1986 e abriga um grande numero de espécies
ameacadas como onga-pintada, onca-parda, anta, tamandua e primatas.

Em seu entorno, encontramos diversos fragmentos com tamanhos variados
e imersos em uma matriz composta principalmente por pastagens e areas de
agricultura, que representam aproximadamente 58,0% e 18,5% da paisagem
respectivamente (MENEGUETTE, 2001). Estas podem atuar como barreiras fisicas
capazes de impedir o deslocamento de algumas espécies. A maioria desses
fragmentos encontram-se isolados ha cerca de 50 nos, quando teve inicio a
derrubada da mata nativa e o estabelecimento das atividades agropecuarias.

Como pode ser observado na Figura 2, as areas prioritarias para
conservacado de mamiferos no estado de S&do Paulo sobrepfe grande parte das

areas sob maior pressao antropica. Entre estas, encontra-se a regido do Pontal do
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Paranapanema, onde estdo localizados o PEMD e os demais remanescentes

florestais aqui estudados.

Figura 2. Mapas de intensidade de pressdo antrépica (a) e areas prioritarias para conservacao de
mamiferos (b) confeccionados pelo PROBIO através de um consorcio de entidades (Consevagdo
Internacional, SOS Mata Atlantica, IPE, SMA-SP, e IEF/[SEMADS-MG) no workshop “A Avaliagédo e Ag¢bes

Prioritarias para a Conservacéao da Biodiversidade da Mata Atlantica e Campos Sulinos” de 1999.

Neste trabalho, o Parque Estadual foi usado como controle por ser mais bem
preservado e apresentar propor¢cbes espaciais maiores do que 0s demais
fragmentos. Teoricamente, a diversidade genética deve ser maior em fragmentos
maiores e préximos um dos outros do que em fragmentos isolados e menores
(BROWNE, 1997) e espécies com maior habilidade de dispersdo devem ser menos

afetadas geneticamente pelo isolamento (LOMOLINO, 1986).
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1.6 Consideracdes gerais sobre o género Micoureus

Diversos trabalhos tém mostrado a importancia dos pequenos mamiferos
para os processos ecoldgicos e para o funcionamento dos ecossistemas como, por
exemplo, atuacdo na dispersdo de sementes e posicao tréfica (BUENO; MOTTA-
JUNIOR, 2003; BIANCHI et al., 2003; RAICES et al., 2003; SALVADOR et al.,
2003; LEINER; SILVA, 2003).

Por serem, em sua maioria, habitantes de florestas (EMMON; FEER,1997),
0S marsupiais brasileiros estdo entre 0s grupos zoolégicos mais ameacados pela
fragmentacéo florestal.

Entre 0os marsupiais neotropicais, 0s representantes do género Micoureus
sao considerados animais de pequeno porte com comprimentos que variam de 142
a 250mm e até 130g de massa corporal (BIANCONI, apud ROSSI et al., 2006).
Machos sdo maiores que fémeas. S&o caracterizados, também, pela atividade
crepuscular ou noturna e dieta insetivora/frugivora (EMMON; FEER,1997; ROSSI
et al., 2006). Séo preferencialmente arboricolas, mas eventualmente podem descer
ao chéo a procura de alimentos (EMMONS; FEER, 1997; ROSSI et al., 2006;
GOULART et al., 2006). Apresentam gestacéo e intervalo entre geracdes curtos,
aproximadamente 1 ano e meio (RODRIGUES, 2004) e as fémeas podem ter até
duas ninhadas por estacéo reprodutiva (QUENTAL et al., 2001). A capacidade de
disperséo parece ser limitada quando comparada a outras espécies, 0 que 0s torna
um modelo interessante para estudos relativos a estrutura e variabilidade
genéticas de populacfes afetadas pelo processo de fragmentacdo (FERNANDEZ
et al., 1998; PIRES; FERNANDEZ, 1999). S&o encontrados preferencialmente em
areas de crescimento secundario caracterizadas pela presenca de sub-bosques.
Além disso, as fémeas parecem ser territoriais, enquanto os machos parecem ter
maior dispersabilidade (PIRES et al., 1999).

A espécie Micoureus paraguayanus é conhecida popularmente como cuica
(Figura 3). O género Micoureus faz parte da familia Didelphidae, subfamilia
Didelphinae e, junto com os géneros Marmosa e Monodelphis, constitui o grupo
monofilético Marmosa (JANSA; VOSS, 2000 e 2003).
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Figura 3. Micoureus paraguayanus, mais conhecido popularmente

como cuica.

As espécies desse género sdo amplamente distribuidas pela América do Sul,
ocorrendo da Col6mbia ao norte da Argentina, no Paraguai e no Brasil (EMMONS;
FEER, 1997; PATTON; COSTA, 2003; GARDNER apud ROSSI et al., 2006).

A espécie M. paraguayanus, anteriormente denominada M. demerarae, foi
separada desta ultima com base na analise de DNA mitocondrial por Costa (2003)
e ocupa areas de Mata Atlantica dos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, estendendo-se a oeste até o Paraguai.

Ainda sdo poucos os trabalhos que abordaram caracteristicas genéticas
desse marsupial. Rodrigues et al. (2006) caracterizou cinco loci de microssatélite
para M. paraguayanus e mais recentemente, no trabalho de Dias et al. (2008),
foram caracterizados outros oito loci de microssatélite para a espécie a partir de
marcadores de Micoureus demerarae.

PINHEIRO (2003) estudou a divergéncia genética entre sequéncias do gene
mitocondrial citocromo b em espécimes de ecossistemas distintos com a finalidade
de testar a Hipdétese dos Gradientes Ecologicos. Rodrigues (2004) e Guedes

(2007) avaliaram a estrutura genética de M. paraguayanus nos mesmos
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fragmentos florestais estudados por nds através de microssatélites. Estes
trabalhos fizeram inferéncias sobre os efeitos da fragmentacdo sobre a estrutura
genética da espécie, identificando uma baixa diversidade genética e ocorréncia de
diferenciacdo entre grupos de individuos do Parque Estadual Morro do Diabo e

fragmentos de seu entorno.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

. Avaliar o efeito da fragmentacao recente sobre a variabilidade e estruturacao
geneticas das populacbes de Micoureus paraguayanus submetidas a esse

processo.
2.2 Objetivos especificos

. Validar o uso do novo conjunto de primers para a amplificacdo da regido
controle de Micoureus paraguayanus.

. Avaliar o nivel de diversidade e estruturacdo genética de Micoureus

paraguayanus por meio da analise do marcador mitocondrial D-Loop.
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3. Justificativa

A destruicdo e a fragmentacao dos habitats sdo consideradas as principais
ameacas a conservacao da biodiversidade atualmente. Entre os diversos
problemas causados pela fragmentacdo, as alteracbfes genéticas decorrentes
desse processo assumem um carater de extrema importancia, ja que a diversidade
genetica existente nas populagdes naturais tem papel crucial para a sua
sobrevivéncia em longo prazo.

A espécie M. paraguayanus foi escolhida como objeto de estudo deste
trabalho por estar presente no Parque Estadual Morro do Diabo (SP) e em
fragmentos de Mata Atlantica adjacentes, nossa area de estudo, e por oferecer
condicdes ideais para o entendimento do efeito da fragmentacao florestal sobre a
estrutura genética de suas populacbes, uma vez que a substituicdo de areas
florestais por campos cultivados parece constituir uma barreira fisica eficaz a sua
dispersao.

Neste trabalho, partilhamos da opinido de Entwistle e Stephenson (2001),
segundo o0s quais, apesar do reconhecimento crescente da importancia que essas
espécies possuem, a sua inclusdo em programas de conservacao € restrita. Isto
justifica a realizac&o de projetos que visam a avaliacao do status de conservacéao e
as necessidades de manejo particulares a esse grupo, o que fornecera os meios

pelos quais os programas de conservacao poderao incorpora-los as suas agendas.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Areas de estudo

O presente trabalho foi realizado com amostras coletadas no Parque
Estadual Morro do Diabo (PEMD) e, também, de fragmentos adjacentes. O parque
€ um dos ultimos remanescentes de areas de Mata Atlantica protegida do interior
do pais com cerca de 36.845,33 ha.

A regido conhecida como Pontal do Paranapanema localiza-se na
confluéncia dos rios Parana e Paranapanema, no extremo oeste do estado de Sé&o
Paulo (Figura 1). A formacdo vegetal caracteristica € a Floresta Estacional
Semidecidual, também conhecida como Mata Atlantica de Interior. O clima é
classificado pelo sistema de Koppen como Cwa, mesotérmico, de invernos secos e
temperaturas médias anuais ligeiramente inferiores a 22° C. A sazonalidade é uma
caracteristica importante do clima, sendo que no inverno frio e seco predominam
temperaturas entre 15 e 20° C e no verdo quente e Umido sdo registradas
temperaturas acima de 35° C. As precipitacdes anuais estdo em torno de 1100 e
1700 mm.

O Pontal do Paranapanema € a regido mais recentemente devastada de Sao
Paulo. O processo teve inicio por volta de 1942 (FERRARI-LEITE, 1998). Devido
ao processo de expansdo das atividades agropecuérias, atualmente as areas
florestadas restringem-se a cerca de 1,85% da area ocupada originalmente
(MARTINS et al.,, 2008). Ainda assim, esta regido abriga grande parte dos
remanescentes dessa formacao vegetal no Parque Estadual do Morro do Diabo —
PEMD, com 371,56 km2 (localizado entre as coordenadas 22°16' e 22°40'S e
52°05' e 52°30'W), e diversos fragmentos que juntos somam aproximadamente 210
km®. A matriz que separa os fragmentos florestais da regido é composta
principalmente por pastagens e agricultura, que representam aproximadamente
58,0 e 18,5 % da paisagem, respectivamente (MENEGUETTE, 2001).

Para este trabalho, contamos ainda com amostras coletadas no Parque

Estadual Vila Rica do Espirito Santo (PVRES), no municipio de Fénix, Parana. O
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parque com coordenadas geograficas 23°54" e 23°56" S e 51°56" e 51°58" W
conta com 353.86 ha.

A regido do Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo encontra-se em
area do Dominio Tropical Atlantico, simbolicamente reconhecido com dominio dos
“mares de morros” Florestados. A época do descobrimento do Brasil, encontrava-
se revestida por Florestas Estacionais Semideciduais. O Conceito ecoldgico deste
tipo de vegetacdo estd condicionado pela dupla estacionalidade climatica: uma
tropical com época de intensas chuvas de verdo seguidas por estiagem
acentuadas e outra subtropical sem periodo seco, mas com seca fisiologica
provocada pelo intenso frio de inverno, com temperaturas médias inferiores a 15°
C. A percentagem de arvores caducifolias no conjunto floresta situa-se entre 20 e
50%.

Os rios que drenam a regido do Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo
estdo compreendidos na Bacia Hidrografica do Rio da Prata, Sub-bacia do Rio
Parana.

No Parana a devastacédo foi mais intensa e acelerada nas regides norte e
oeste. Tal processo esteve diretamente relacionado a alta fertilidade dos solos
associada a recente colonizagédo dessa porcado do Estado. Dos cerca de 80% da
cobertura vegetal original, restam hoje ndo mais que 8,93% (FUNDACAO S.O.S.
MATA ATLANTICA, et al., 1998), sendo as florestas transformadas em pastagem

ou areas de cultivo de café, feijao, milho e soja.
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4.2 Obtencéo das Amostras

Para avaliarmos como a fragmentacdo pode influenciar a estrutura genética
das populacdes de M. paraguayanus, realizamos a andlise genética de 51
amostras coletadas na regido do Pontal do Paranapanema, extremo oeste do
estado de S&o Paulo, e 5 amostras coletadas no municipio de Fénix, noroeste do
Parana.

As 51 amostras, coletadas entre os anos de 2002 e 2003, foram obtidas do
Parque Estadual Morro do Diabo e mais cinco fragmentos do seu entorno (Figura
4), enquanto que as amostras do Parana foram obtidas do Parque Estadual Vila
Rica do Espirito Santo (PVRES) no ano de 2007 (Figura 5). A Tabela 1 mostra o
namero de amostras obtidas de cada area, 0 numero de amostras utilizadas para
as analises deste trabalho, os tamanhos dos fragmentos e a matriz de distancias
entre as areas estudadas. Cada amostra era constituida por um pedaco de tecido

retirado da orelha do animal e armazenada em etanol absoluto a -20°C.

Tabela 1. Caracteristicas das areas amostradas e numero de individuos de Micoureus paraguayanus

coletados.
Distancia (km)
N° N° Individuos Tamanho PEMD Ponte Tucano Sta. Sta. Sta.
Individuos  sequenciados (km?) Branca Tereza Maria Mbdnica
amostrados

8 8 37156,00 | PEMD 0,00 10,671 8,500 0,673 13,700 24,516

22 9 1195,00 P. 0,00 2,538 16,462 26,268 33,553
Branca

8 8 1990,00 | Tucano 0,00 15,980 28,220 36,608

17 9 83,00 Sta. 0,00 12,528 23,337
Tereza

12 8 441,00 Sta. 0,00 8,725

Maria

28 9 584,00 Sta. 0,00

Mbonica

* PEMD e o PVRES distam 139,900 km
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Figura 4. Parque Estadual Morro do Diabo (PEMD) e fragmentos adjacentes. Os fragmentos

marcados e nomeados sdo0 0s respectivos locais de coleta das amostras utilizadas para a extragcdo
de DNA.
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4.3 Extracao do DNA

A extracdo de DNA das amostras foi realizada pelo método de
fenol:cloroférmio de acordo com protocolo baseado em Sambrook e Russel (2001).
ApOs a extracdo, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria e
diluidas em agua numa solucdo de uso contendo aproximadamente 10 ng/ul de
DNA.

4.4 Amplificacéo da regido D-loop

Para a analise do DNA mitocondrial, utilizamos a técnica de PCR para a
amplificacdo da regidao controle utilizando, inicialmente, primers descritos por
Fumagalli et al., (1997). Estes correspondem a primeira e segunda metade do
gene D-loop.

De acordo com estes autores, os dois conjuntos de primers amplificam por
inteiro o gene D-loop de varias espécies de marsupiais. Ao utilizarmos esses
primers em M. paraguayanus, verificamos a amplificacao de 2 fragmentos. Ambos
conjuntos de primers produziram fragmentos de aproximadamente 1000 bases.
Todavia, a visualizacdo em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo
mostrou que, na verdade, os primers produziam dois fragmentos de tamanhos
proximos e de dificil separacdo em agarose.

Os primers foram testados a partir dos ciclos descritos no préprio artigo e o
uso de adjuvantes ou mudancas nas concentracfes de primers, magneésio e/ou
dNTP e temperatura ndo melhoraram o desempenho prévio para a espécie
Micoureus paraguayanus. Adjuvantes como Formamida, Acetamida, DMSO e
Betamida foram testados individualmente e associados uns aos outros em
concentracgdes finais em solucéo que variavam de 1% a 5%.

Com o intuito de contornar esse problema, desenvolvemos nosso proprio
conjunto de primers utilizando as seqtiéncias dos fragmentos de PCR obtidos com
os primers de Fumagalli et al.,, (1997) como ponto de partida. Para tanto, os

produtos de PCR foram aplicados em géis de agarose a 3%, separados e
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recortados do gel com auxilio de laminas autoclavadas e, finalmente, eluidos em
15uL de agua milli-Q autoclavada.

Apods a eluicdo, o material obtido foi quantificado através de eletroforese em
gel de agarose 1% com o marcador de peso molecular “mass ruler”
(FERMENTAS). Os produtos de PCR eluidos e com concentragdo de 20 ng/uL
foram, entdo, utiizados em uma nova PCR, a partir da qual obtivemos a

amplificacdo de fragmentos Unicos.

Figura 5. Visualizacdo de gel de agarose 3% corado com

brometo de etideo das bandas separadas através do corte e
eluicdo do produto de PCR do conjunto Il de primers descritos
por FUMAGALLI et al., 1997.

Os novos produtos de PCR obtidos (Figura 6). Produtos amplificados para a
a segunda metade do gene D-Loop foram purificados utilizando 1 U de SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase, GE Healthcare) e 10 U de Exol (Exonuclease |, GE
Healthcare) para cada 8 pL de produto de PCR. A mistura foi incubada a 370C por
1 h e a 800C por 15 min. A verificacdo do sucesso da etapa de purificacao foi
realizada em gel de agarose 1%. As amostras foram enviadas para

seglenciamento em um sequenciador Megabace.
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4.5 Desenvolvimento do novo primer

As bandas amplificadas, separadas e reamplificadas de cinco individuos
foram utilizadas para confec¢cdo do novo conjunto de primers através dos
procedimentos descritos a seguir.

Para amplificar apenas um fragmento mitocondrial, foram obtidas as
sequéncias-consenso dos eletroferogramas e alinhamentos dos fragmentos
paralogos para os cinco individuos. Estes foram, entéo, visualizadas com o auxilio
do programa Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.html) e alinhadas
com o auxilio do programa Bioedit (HALL, 1999). Além disso, o alinhamento
manual das sequéncias também foi empregado para garantir a acuracia dos dados
para as demais analises. As diferencas entre bases, insercdes/delecdes entre
fragmentos paralogos foram utilizadas para o desenho de um novo conjunto de
primers denominado “D-Loop MpaFl” e “D-loop MpaR1” por meio do programa
“Primer 3" (ROZEN; SKALETSKY, 2000). Assim, os novos primers foram
desenhados sobre regides de insergcédo/delecdo encontradas entre as sequéncias-
consenso para evitar que os 0ligos se ligassem inespecificamente novamente.

Os primers desenhados foram testados para temperatura de anelamento,
formacao de harpins e dimeros com o auxilio do programa on line Oligo Analyser
(tabela 2) (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) e o0s
fragmentos obtidos foram comparados com fragmentos mitocondriais de outros

marsupiais através da ferramenta “Blast”.

4.6 Amplificagcdo do novo primer

Para a amplificacdo dos marcadores pela da técnica de PCR (Reagcdo em
Cadeia da Polimerase), as reacbes foram feitas com volume de 25uL e
concentragdes finais de 2 mM para dNTP, 1mM para Tris-HCIl, 5mM para KCI, 2
mM para MgCl2, 1 unidade de Taqg, 1 uM para cada primer e 20 ng de DNA.

A amplificagdo dos primers foi padronizada em um termociclador PTC-100

(BioRad) com gradiente de temperatura, 0 que permitiu que varias temperaturas de
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anelamento diferentes fossem testadas de uma Unica vez até que encontramos a
reacdo mais otimizada a 51°C.

A PCR foi dividida em duas etapas diferentes. O primeiro com uma
desnaturacéo inicial a 94°C por 4 min; trés ciclos com 94°C por 45s, 54°C por 45s
e 72°C por 1 min. O segundo com outros 30 ciclos com 94°C por 45 s, 51°C por
45s e 72°C por 1 min. Para finalizar , 72°C por 10 min.

Os trés ciclos com a temperatura ligeiramente mais alta que a temperatura
de anelamento encontrada durante a padronizacdo das condi¢cdes de amplificacéo
foram usados para aumentar a especificidade do primer durante os ciclos iniciais,
ja que se trata de uma reacao exponencial de amplificacdo. Os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese e visualizados em gel de agarose 1,5%, feitos
com TBE 1X e corados com brometo de etidio.

Para a analise do DNA mitocondrial, utilizamos fragmentos com
aproximadamente 450 bases da segunda metade do gene D-loop, que foram
purificados e sequenciados pela empresa MacroGen. As amostras foram
preparadas para envio de acordo com as especificacbes da propria empresa

(www.macrogen.com).

4.7 Analise dos dados

Para a analise dos dados, foram sequenciados oito individuos para o0s
pontos PEMD, Sta Maria e Tucano, enquanto nove individuos foram sequenciados
para os pontos Sta Tereza, Pte Branca e Sta Monica e mais cinco individuos do
PVRES (Tabela 1).

O programa DNAsp (LIBRADO; ROZAS, 2009) foi utilizado para calcular os
valores das diversidades haplotipica e nucleotidica. Ja a diferenciacdo e
estruturacdo genética foram avaliadas através do grau de diferenciacdo genética
entre os pares de populacbes pela estimativa dos valores de Fst (WEIR;
COCKERHAM, 1984), assumindo o modelo de mutacdo de alelos infinitos
(KIMURA; CROW, 1964) com o auxilio dos programas Arlequin 3.11 (SCHNEIDER

et al.,, 2000). Os agrupamentos obtidos através dessa analise foram entdo
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avaliados pelo método de Analise da Variancia Molecular AMOVA (EXCOFFIER et
al., 1992) com o auxilio do programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER; SCHINEIDER,
2005).

Para avaliar a existéncia de correlacdo entre a distancia genética e a
distancia geografica entre os individuos amostrados, realizamos o teste de Mantel
conforme implementado pelo programa GeneAlEx vs. 6.1 (PEAKALL; SMOUSE,
2007).

Para a analise da estrutura populacional, o programa Structure (PRITCHARD
et al., 2000) também foi utilizado por apresentar bons resultados na identificacéo
de baixos niveis de diferenciacdo populacional (CHEN et al., 2007; GAUFFRE et
al., 2008). No estudo de estruturacéo pelo software Structure 2.2 (PRITCHARD et
al., 2000), foram realizadas 20 repeticdes para cada K inferido, com periodo de
burnin de 30000 e 60000 repeticbes MCMC. A media dessas 20 repeti¢cdes foi
calculada e o K que apresentou maior valor foi o utilizado, como recomendam os
autores do software.

Também foi estabelecido um grafico para avaliar a existéncia de correlacéo
entre fatores como distancia continua de matriz agropastoril entre fragmentos em

direcdo ao PEMD e namero de haplotipos exclusivos.
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5. Resultados

5.1 Desenvolvimento do novo primer

O novo conjunto de primers se mostrou eficiente para a amplificacdo de um
fragmento de 450 bases da regidao controle do DNAmt, produzindo uma grande
quantidade de DNA, cerca de 40ng/uL. Nao houve amplificacdo de outras bandas
sendo as esperadas (Figura 5).

Como mostrado na figura 8, as sequéncias produzidas pelo novo conjunto de
primers também apresentaram elevados valores de identidade quando
comparadas a sequéncias mitocondriais de outros marsupiais presentes no
GenBank. Os valores de identidade chegam a 76% quando as sequéncias foram
comparadas com a sequéncia completa do DNA mitocondrial de Didelphis
virginiana e 67% quando comparadas com a sequéncia de Monodelphis
domestica.

Os primers também foram avaliados quanto suas temperaturas de “melting”,
porcentagem de cg, formacdo de “harpins” e quanto aos valores de AG para
formacao de homo e heterodimeros (Tabela 2). Neste caso, valores mais negativos
de AG indicam que o sistema requer pouca energia para que o anelamento ocorra.
Os valores de AG=-5,63 kcal/mole para MpaF1 em um maximo de -37.76kcal/mole
e AG=-1,47 kcal/mole para MpaR1 em um maximo de -33,79 kcal/mole mostram
que os primers atendem aos requisitos pretendidos quanto a otimizacdo das
reacdes, evitando formacdo de homo e heterodimeros. Uma vez que as
temperaturas de 28,2°C e -34,6°C ndo séo usadas nos ciclos de amplificacdo de
DNA, os riscos de estruturas em “harpin” ou grampo também sdo pequenas para o

conjunto de primers em questao.
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Figura 6. Sintese do desenvolvimento do conjunto de primers MpaF1-MpaR1
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Tabela 2. Caracteristicas dos primers desenvolvidos.

OLIGO n° de Tm gc% 3 ->5 Harpin Homo Dimero Hetero Dimero
bases °C kcal/mole MaxAG= -37.76
kcal/mole
MpaF1 20 56.05 50.00 CCTATATCCAATGGGTAGGC 28,2 MaxAG= -37.76 AG=-5.63
ObsAG=-5.63
MpaR1 20 49.79 30.00 TGGTAGGTTTTTGTATGATT -34,6  MaxAG=-33.79 AG=-5.63
ObsAG=-1.47

*Amplificac@o de fragmentos com tamanho esperado de 450pb

>emb | 229573.1|DVMTGNME Didelphis virginiana complete mitochondrial genome
Length=17084

Score = 131 bits (144), Expect 3e-27
Identities = 146/190 (76%), Gaps = 15/1%0 (7%)
Strand=Plus/Plus

Query 11 GTTCTTGGGAGTTCACGTG-ATTAGATGAGGATATTATATGAATTATTATAAGACATA-- 67

FEerrer rerrrrr et e
Sbjct 16165 GTTCTTGC-AGTTCACACGTACTAAATGAGGATATTATATGAATGATTATAAGACATAAT 16223

Query 68 -————- TTATAGGAATTAACACACAT----GTATATGCAGTATTAAGAATTTATTATTTAA 118

O I e e B B I I R O FErre rrreer et rrrrrrrrd
Sbjct 16224 TTATATTATAAGATATAACGCATATACGTGTATACGCAGTAATTAAAAGATATTATTTAT 16283

Query 119 TTAATTTATGGTTGGTATTAAATCAATGATCTAAAGACATAT-TTTATAT-TATTCCACC 176

FEEEE 1| Lo rrrrrrrrrerrrrrerrrr e o rrerr rrrrrrrnd
Sbjct 16284 TTAATATACGAAGGACAATAAATCAATGATCTAAAGACATATATATATATATATTCCACC 16343

Query 177 TGGGTGATGA 186

FErrrr
Sbjct 16344 CGGGTGACGA 16353

>emb | AJ508398.1|MDO508398 Monodelphis domestica complete mitochondrial genome
Length=17079

Score = 59.0 bits (64), Expect 2e-05
Identities = 152/224 (67%), Gaps = 21/224 (9%)
Strand=Plus/Plus

Query 21 GTTCACGTGATTAGATGAGGA-TATTATATGAATTATTATAAGACATATTATAGGAAT-- 77

FEETTT LEEtrerr o rrrrrrrrrrrr et I
Sbjct 16132 GTTCACGCAGTTAAATGAGTAATATTATATGAATGATCTAATGACATATTATTATTATAT 16191

Query 78 ---TAACAC------ AC--ATGTATATGCAGTATTAAGAATTTATTATTTAATTAATTTA 126

RN A e R R
Sbjct 16192 TGATATCACGTGCATACGTATGAATACGCAGTATTAAGGAGATA-TATGCTATCAATTAA 16250

Query 127 T--GGTTGGTAT-TAAATCAATGATCTAAAGACATATTTTATATTATTCCACCTGGGTGA 183

I N R e e AR R RN
Sbjct 16251 TCAAGCTGACATATAAGTGAATGATCTGCAGACATGCTTTITTCTATTTCCGCCCGGGTG- 16309

Query 184 TGAGAGAGTGCACRaatttataat--aatgtataataatattta 225

[ R e R AR R R
Sbjct 16310 TCACGAAACGCGCGAATTTATAATAAAATTTATAATAATAATTA 16353

Figura 7. Resultado para o alinhamento das sequéncias obtidas com o conjunto de primers descrito

com sequéncias de marsupiais encontradas no GenBank.
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5.2 Sequenciamento e diversidade genética

O sequenciamento dos 56 individuos revelou 25 hapl6tipos diferentes
gerados pelas combinacbes de 12 mutacdes ao longo das 450 bases dos

fragmentos amplificados (Figura 8).

Posicéo dos nucleotideos

Haplotipo No [i1 274 277 278 318 319 320 326 370 372 390 391
A T |- . . A ... Cooo. . A ... . A ... . A ... A
B I P . . Cuoveens Cuoveens . Acoenon. . . Cuoveens Acoenen. A..
C D1 |- ... .. .. Cuoveens Cuoveens .. Aoeon. .. Aoenon. . Aoeon. A..
D 2 |-, . . Cuoveens Cuoveens . Acoenon. . Acoenon. . Acoenon. C..
E I P . . Cuoveens Cuoveens . Acoenen. . Acoenon. . Acoenon. G..
F a4 |-o...... .. .. Cuoveens Cuoveens .. Aooon. .. Aooeon. . Guvenens A..
G I P . . Cuoveens Cuoveens . Acoenon. Cuoveens Aoone.. Coveant Aoeeen. A..
H T P .. . Cuoveens Cuoveens Coven Aooooo.. .. Aoeon. . Aooon. A..
I T P .. .. Cuoveens Cuoveens Covean Ao, .. Aoeon. Cuoveens Aooooo.. A..
J I P . . Cuoveens Cuoveens Coveant Aoonen. Covean Aoonen. . Acoenon. A..
K T P Cuoveens Cuoveens Covean Covean .. Aooon. .. Aoeon. . Aooon. A..
L T P Cuoveens Cuoveens Covean Coven Covean Aooooo.. Coven Acoooo.. e Aooon. A..
M 1 fc....... . . Cuoveens . . Acoenon. . Acoenon. Cuoveens Acoenen. A..
N 6 |-.Co...... .. .. Cuoveens Cuoveens .. Aooon. .. Aooeon. . Aooon. A..
0 1 fc....... . . Cuoveens Cuoveens . Acoenon. . Acoenon. Cuoveens Aoone.. A..
P 1 fc....... . . Cuoveens Cuoveens . Acoenen. Cuoveens Aoeee.. Covean Aoonen. A..
Q 1 fc....... .. .. Cuoveens Cuoveens Covean .. .. Aoeon. . Aooon. A..
R 1 fc....... . . Cuoveens Cuoveens Coveant Aoonen. . Acoenon. . Acoenon. A..
S 2 |co...... . .. Cuoveens Cuoveens Covean Aoenen. Covean Aoonen. . Acoenon. A..
T 1 fc....... Cuoveens .. . Cuoveens .. Aooon. Cuoveens Aoooo.. . Aooon. A..
u 1 fc....... Coveens Coveann Coveant Covean . Acoenon. . Acoenon. . Acoenon. A..
v 1 fc....... Cuoveens Covean Covean Covean Covean Aooooo.. .. Aoeon. . Aooon. A..
w 1 fc....... Cuoveens Covean Covean Covean Covean Aooooo.. Cuovean Acooeo.. . Guvenent A..
X 1 fc....... Coveens Covennnn Covenn Covenn Coven Aoooo... .. Ao, .. Guveens A..
z 2 |.co...... Cuoveens Covean Covean Covean Covean Aooooo.. Cuovean Acooeo.. . Aooon. A..

Figura 8. Representacao grafica da quantidade e posi¢cdo das mutacdes encontradas nos 25 haplétipos amplificados

e nimeros de individuos amostrados para cada haplétipo (N°).

A Figura 9 mostra a distribuicdo desses haplotipos entre os individuos e a
distribuicdo dos haplotipos na estrutura genética de cada um dos fragmentos

florestais.
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O PEMD, Tucano e PVRES contam com trés haplotipos exclusivos cada um,
engquanto Santa Monica conta com quatro, Ponte branca com cinco e Santa Maria
com apenas um. Santa Tereza ndo conta com haplotipos exclusivos (Figura 9).

Os haplétipos mais bem representados séo C, N, F, D, S e Z, contando com
21, seis, quatro, dois, dois e dois individuos, o que representa 37,5%, 10,7%, 7,1%
e 3,5% da amostragem total respectivamente. Os demais haplétipos contam com
apenas 1,8% do total amostrado.

E possivel notar a grande contribuicdo do haplétipo C na composicdo de
grande parte dos fragmentos, bem como a existéncia de 16 haplotipos exclusivos

espalhados por seis das sete areas de estudos (Figura 9).
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Figura 9. Histograma com a porcentagem de haplotipos por fragmento florestal amostrado.
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Tabela 3. Diversidades haplotipica e nucleotidica calculada para cada fragmento florestal.

Local Diversidade| Variancia| Desvio | Diversidade| Variancia Desvio
Haplotipica (h) Padrdo | Nucleotidica (Pi) Padréo (Pi)
(h) (h) (Pi)
PEMD 0,964 0,00596 | 0,077 |0,00822 0,0000023| 0,00152
Sta Tereza| 0,500 0,01646 |0,128 |0,00128 0,0000001 | 0,00033
Pte Branca| 0,972 0,00409 | 0,064 |0,00694 0,0000013| 0,00115
Tucano 0,786 0,02274 | 0,151 |0,00437 0,0000017| 0,00129
Sta Maria | 0,857 0,01172 | 0,108 |0,00547 0,0000018| 0,00132
Sta Ménica| 0,833 0,01600 |0,127 |0,00560 0,0000043 | 0,00208
PVRES 1,000 0,01600 |0,126 |0,00765 0,0000023| 0,00151
Total 0,833 0,00598 | 0,077 |0,0057 0,0000000 | 0,00022

A tabela 3 traz os valores de diversidade haplotipica e nucleotidica para os
sete fragmentos amostrados e, também, os valores totais de diversidade para o
PEMD e fragmentos adjacentes. O indice de diversidade haplotipica (h) indica a
probabilidade de dois haplétipos escolhidos ao acaso no conjunto de amostras
serem diferentes. Ja o indice de diversidade nucleotidica (Pi) indica o0 numero
médio de diferengas nucleotidicas entre os haplotipos calculados par a par (NEI,
1987). Assim, podemos observar altos valores de h para todos os fragmentos,
exceto Santa Tereza com 0,50. De forma analoga, observamos o menor valor de
Pi para o fragmento de Santa Tereza (0,00128), enquanto que o PEMD e PVRES
apresentaram os maiores valores, 0,00822 e 0,00765 respectivamente.

A figura 10 mostra o aumento do namero de alelos exclusivos a medida que
a distancia coberta por matriz agropastoril continua entre os fragmentos adjacentes
e o fragmento controle (PEMD) aumenta. A reta de tendéncia apresenta valor de
R= 0,91 significativo. Todavia, a correlacdo entre distancia genética e distancia
geografica entre fragmentos nao revelou valores significativos (rm = 0.14, P =
0,56).
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Figura 10. Correlagdo entre distancia agropastoril continua entre

fragmentos e nimero de haplétipos exclusivos.

5.3 Estrutura populacional

O fragmento de Santa Tereza conta com apenas dois dos 25 haplotipos
encontrados na populacao total (Figura 9), apresentando diferenciacéo altamente
significativa (alpha=0,005) em relacdo aos demais fragmentos para os valores de
Fst. Os valores altamente significativos variam de 0,26090 até 0,32031 e sdao
referentes aos valores de Fst entre Santa Tereza e os fragmentos PEMD, Ponte
Branca, Santa Maria e PVRES. Os valores moderadamente significativos
(alpha=0,010) sao referentes aos valores de Fst entre Ponte Branca e o0s
fragmentos Tucano e Santa Mobnica e entre Santa MoOnica e Santa Tereza,
variando de 0,01689 ate 0,11105 (tabela 4).

A proporcéo de variancia molecular apontada pelo teste hierarquico AMOVA
mostrou que 91,25% da variacdo esta dentro das populacdes amostradas com
grande homogeneidade revelada pelo indice de estruturacdo genética (®ST), que
foi significativo com valor de 0,08745 (tabela 5). Para este teste, os fragmentos
foram agrupados de acordo com resultados preliminares obtidos a partir das
comparacdes par a par para os valores de Fst apresentados na tabela 4 da

seguinte forma: Santa Tereza e Tucano; Ponte Branca e Santa Maria; PEMD;
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Santa Ménica e, por ultimo, outro grupo para o PVRES. Outros cenarios foram
testados e também apresentaram resultados que apontam para a maior parte da
variacdo dentro das popula¢cdes, com valores que variaram de 90,63 a 92,52%.

Os valores apresentados pela estatistica bayesiana implementada pelo
programa Structure indicaram a existéncia de uma Unica populacdo com valores

mais altos e estaveis de In para k=1.

Tabela 4. Numero de individuos seqiienciados e valores de FST com probabilidades aceitas para alpha=0.00!

discriminadas por * e para alpha=0.010 por **.

N Individuos PEMD Sta Pte Tucano Sta Maria Sta PVRES
sequenciados Tereza Branca Ménica

8 PEMD 0.0 0.26090*  -0.02467 0.03654 -0.08090 0.05626 -0.07368

9 Sta 0.0 0.32031* 0.18065 0.29266*  0.01689** 0.27419*
Tereza

9 Pte 0.0 0.07817** 0.00310 0.11105** 0.04416
Branca

8 Tucano 0.0 0.00461 -0.00689 0.06250

8 Sta 0.0 0.04771 -0.03647
Maria

9 Sta 0.0 -0.02906
Mbnica

5 PVRES 0.0

Tabela 5. Teste hierarquico de variancia molecular (AMOVA) e indice de estruturacdo genética ®ST para 0s grupos
testados.

Fonte da Variagéo Componentes Percentagem Probabilidade Indice de
da Variacao da Variacao fixacéo
(PST)
Entre Grupos 0.10596 Va 8.89 0.08502 0.08890
Entre Populagbes -0.00173 Vb -0.14 0.07554 -0.00159
dentro de Grupos
Dentro de Populagdes 1.08759 Vc 91.25 0.02753* 0.08745
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6. Discussao

6.1 Desenvolvimento do novo primer

O DNA mitocondrial é predominantemente transmitido por via materna na
maioria das espécies e é uma das moléculas mais utilizadas em estudos
filogenéticos e filogeograficos. A baixa taxa de recombinacdo, associada a alta
taxa evolutiva de regibes como a “D-loop” € atraente a construcédo de genealogias
génicas mais recentes, permitindo a avaliacao da diversidade, dispersao diferencial
entre sexos e estruturacdo genética de populacbes submetidas ao processo de
fragmentacéo.

O conjunto de primers MpaFl e MpaR1 foi desenvolvido sobre a segunda
metade do gene mitocondrial D-Loop com base nos primers descritos por
Fumagalli et al. (1999).

Como descrito para o género Didelphis (LEMOS et al.,, 1999), o género
Micoureus parece apresentar fragmentos mitocondriais com copias nucleares.
Estas podem ser amplificadas erroneamente e a escolha equivocada de um
desses fragmentos para analises populacionais pode diminuir a variacdo esperada
para o fragmento mitocondrial e levar a obtencéo de resultados que nao refletem
os verdadeiros efeitos da fragmentacéo.

A despeito da possivel presenca de coépias nucleares evidenciadas pela
amplificacdo de bandas de mesma intensidade e tamanhos proximos e, além
disso, pela presenca de artigos na literatura citando a presenca dessas copias no
género Didelphis (LEMOS et al., 1999), os novos primers foram satisfatérios
quanto a amplificacdo da regido D-Loop por corresponderem quanto ao tamanho
esperado para o fragmento, por apresentarem grandes delecdes, por nao
apresentarem evidéncia de heterozigotos durante a fase de seqienciamento e
leitura dos eletroferogramas, por terem apresentado altos valores de identidade
com sequUéncias mitocondriais de grupos proximos e por apresentarem valores
pouco negativos de AG, o que garante uma reagdo bem otimizada quanto a

auséncia de homo e heterodimeros. Além disso, os primers descritos neste

34



trabalho alcancaram resultados similares e corroboraram os trabalhos prévios com

microssatélites realizados por Rodrigues (2004) e Guedes (2007).

6.2 Diversidade Genética

O conjunto de primers descrito amplificou 25 haplétipos diferentes nos 56
individuos seqguenciados e mostrou que grande parte desses haplotipos sao
exclusivos para os fragmentos florestais amostrados. O haploétipo C € o mais bem
representado com 37,5% de frequéncia e, desta forma, é o mais antigo e esta
relacionado com todos os demais haplotipos encontrados através de poucos
passos mutacionais (Figura 9).

A diversidade haplotipica total (h= 0.833) € substancial quando comparada a
valores publicados para regido D-loop de outros marsupiais com populacdes em
declinio (Petrogale xanthopus, h= 0.20, Pope et al. 1996; Isoodon obesulus, h=
0.5042, Zenger et al., 2005 e Myrmecobius fasciatus h=0.90, Fumagalli et al.,
1999). J4 a diversidade nucleotidica total (Pi= 0,57%) é muito inferior a descrita por
Pope (1996) e Zenger (2005) com valores de Pi = 1.5% e Pi= 0.76%
respectivamente. Sinclair et al. (2002) encontrou valores de Pi= 0.04% para uma
populacdo de Potorous gilbertii em declinio. Clegg et al. (1998) encontrou valores
de h=0.99 e Pi=3.6% para uma populacdo de Macropus rufus em expansao.

A diversidade nucleotidica apresentada na tabela 3 variou de 0.00128 até
0,00822, evidenciando o quao similares sé&o estes haplotipos. Em ambas analises,
diversidades haplotipica e nucleotidica, o fragmento de Santa Tereza apresentou
0S menores valores.

A existéncia de muitos haplétipos exclusivos (figura 10) é justificada pelos
altos indices de diversidade haplotipica encontrados (tabela 3), variando de 0.5 no
fragmento Santa Tereza até 0.972 no fragmento de Ponte Branca, que conta com
cinco haplotipos exclusivos. O numero de haplétipos exclusivos foi relacionado
com a distancia continua de matriz agropastoril entre os fragmentos adjacentes e o
PEMD. A reta exibida pela figura 11 evidencia o aumento do numero destes

haplotipos a medida que os fragmentos se afastam do PEMD e/ou ndo contam
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com ‘“ilhas de vegetacdo” intermediarias. Isto explica porqgue o0 numero de
haplotipos exclusivos € maior em fragmentos como Ponte Branca do que em
fragmentos como Santa Ménica, que conta com uma série de ilhas de vegetacdo
proximas e que se arranjam em direcdo ao PEMD, o local mais bem preservado da
amostragem.

Pires e Fernandez (1999) estudaram uma metapopulacdo de M.
Paraguayanus em fragmentos de Mata Atlantica e observaram que a
movimentacao entre os remanescentes era feita por machos adultos durante a
estacdo de reproducdo. Aléem disso, também constataram que a grande maioria
dos individuos (machos e fémeas) se mantinham em um Unico fragmento durante
toda a vida, o que pode explicar a presenca de alelos exclusivos nos estudos feitos
com microssatélites. Em nosso estudo, o grande nimero de haplétipos exclusivos
para o marcador mitocondrial D-loop pode ser consequiéncia da baixa capacidade
de dispersdo e, também, da incapacidade de deslocamento entre fragmentos
devido a barreira fisica imposta pela matriz agropastoril.

A dispersdo enviesada para machos nesta espécie (PIRES; FERNANDEZ,
1999; PIRES et al., 2002) é um problema adicional para a manutencdo da mesma
em ambientes fragmentados, ja que, neste caso, extingdes locais ndo podem ser
repostas naturalmente por recolonizacéo.

Rodrigues (2004) e Guedes (2007) utilizaram 10 loci de microssatélites para
avaliar a diversidade das mesmas populacdes estudadas neste trabalho e também
identificaram uma baixa diversidade quando comparada a outra populacdo dessa
espécie ou outras espécies ndo endogamicas. Foi sugerido que esta baixa
diversidade resulte, dentre outros fatores, de eventos sucessivos de extingcdo e
recolonizacéo, devido as populagcdes amostradas estarem localizadas a margem

da distribuicdo da espécie.
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6.3 Estrutura populacional

Levando em consideragcdo o valor critico de Fst= 0,15 sugerido por
Frankham et al. (2002) como indicativo de importante diferenciacao populacional,
a populacdo de Santa Tereza é a Unica que parece apresentar diferenciacao
genética significativa quando comparada com todos os demais fragmentos. O teste
par a par dos valores de Fst indicam restricdes altamente e moderadamente
significativas quanto ao fluxo génico entre fragmentos adjacentes e PEMD. A
correlacdo entre distancia genética e distancia geografica foi testada e néo
apresentou correlacédo significativa (rm = 0.14, P = 0,56).

Santa Tereza é o menor entre os fragmentos estudados e, apesar de mais
proximo do PEMD, estes resultados podem indicar que os efeitos da fragmentacao
foram mais acentuados no grupo amostral do fragmento em questdo. Guedes
(2007) detectou sinal significativo para retracao populacional abrupta (bottleneck)
para os individuos desse fragmento quando analisou loci de microssatélites.
Assim, a baixa diversidade encontrada pode ser resultado do impacto deste
fendmeno na estrutura demografica e genética da populacdo do fragmento Santa
Tereza. Além disso, esta hipbétese pode ser corroborada pelos estudos sobre a
movimentacdo de M. paraguayanus que indicam poucas movimentacdes entre
distancias de até 300 metros (GOULART et al., 2006; PIRES et al., 2002).

Segundo estudos realizados através da avaliacdo de dez loci de
microssatélites por Guedes (2007) e Rodrigues (2004), as populacfes de Santa
Teresa, Santa Maria e Ponte Branca também apresentaram diferenciacédo genética
significativa entre si, com valores de Fst para as comparaces par a par variando
de 0,103 a 0,125.

Apesar de grande parte da variancia molecular encontrada (91,25%) estar
dentro das populacdbes e ndo entre fragmentos e, também da grande
homogeneidade mostrada pelo indice de estruturacdo genética (PST= 0,08745), a
diferenciacdo genética estatisticamente significativa entre fragmentos e os indicios
dados por outros artigos sobre a auséncia de mobilidade de fémeas entre

fragmentos deve ser levado em conta no planejamento de estratégias para
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restauracdo da diversidade genética da populacdes de M. paraguayanus dos
remanescentes de Mata Atlantica. De outra forma, podem ocorrer alteracbes
irreversiveis no curso de processos evolutivos que podem levar a queda da
variabilidade genética e do valor adaptativo desta espécie, o que pode contribuir

para extincoes locais.

6.4 Implicacbes da diversidade e estrutura genética na populacao

E esperado que as alteracdes genéticas decorrentes do processo de
fragmentac&o do habitat ocorrerdo em maior ou menor intensidade em funcéao de
fatores como tamanho e qualidade do fragmento, distancia entre fragmentos,
distancia dos fragmentos em relagcdo ao parque, historia dos fragmentos e,
também, capacidade de disperséo e adaptacdo da espécie estudada as alteracoes
em seu habitat. Além disso, espera-se encontrar baixa diversidade genética em
populacdes isoladas pela distancia, seja por fatores geograficos, ecologicos e/ou
comportamentais devido ao fluxo génico restrito, ao aumento da atuacao da deriva
genética e, também, ao aumento do numero de acasalamentos consanguineos
(FRANKHAM et alL. 2002). Ha muito debate sobre a importancia de fatores
geneéticos em processos de extingdo (BROOK et al. 2002, SPEILMAN et al. 2004),
mas ja € sabida a correlagdo positiva entre reducdo de variagdo genética e
diminuicdo da persisténcia de longo prazo de populacdes selvagens (SACCHERI
et al. 1998). Somado a isto, correlacbes positivas entre diversidade de espécies e
alelos corroboram a importancia de fatores genéticos na preservacdo da
biodiversidade (CLEARY et al. 2006).

Alguns estudos tém indicado que M. paraguayanus possui baixa mobilidade
em situacdes de habitats fragmentados, realizando poucos movimentos entre
fragmentos. Pires et al. (2002) estudaram a frequéncia de movimentos de
pequenos mamiferos em 4 fragmentos de Mata Atlantica no Rio de Janeiro e
observaram que apenas 1,2% das recapturas de M. paraguayanus referiam-se a

movimentos entre fragmentos.
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Devido a baixa mobilidade entre fragmentos, espera-se limitacdo do fluxo
génico entre os remanescentes, 0 que pode acarretar em perda de variabilidade
genética para populacbes de fragmentos mais isolados. Isto ja esta sendo
observado nos trabalhos que buscaram avaliar a estrutura genética de M.
paraguayanus no Pontal do Paranapanema (RODRIGUES, 2004; GUEDES, 2007)
e, também, no presente trabalho. Populagdes isoladas em pequenos fragmentos
apresentam menor tamanho populacional e sdo mais suscetiveis a acdo da deriva
genética, a depressao por endocruzamento e a aleatoriedades demograficas como
desvios das razdes sexuais (FERNANDEZ et al. 2003).

Populacdes podem ser restauradas demograficamente a medida que a
chegada de imigrantes aumenta o tamanho da populacéo receptora e/ou podem
ser restauradas geneticamente a medida que migrantes podem reduzir
significativamente os efeitos da depressdo endogamica (SACCHERI et al., 1998;
COUVET, 2002).

Entretanto, o aumento da mortalidade de dispersores devido a baixa
qualidade ambiental das matrizes pelas quais os fragmentos encontram-se
circundados contribui para o isolamento dessas populacdes e também pode leva-
las a extingdo (VANDERMEER; CARVAJAL, 2001).

Ainda, deve-se considerar que, segundo Rodrigues (comunicagcao pessoal),
as condicbes da matriz na regido do Pontal do Paranapanema sao menos
favoraveis a movimentacdes quando comparadas a matriz na area estudada por
Pires et al. (2002). Desta forma, € possivel qgue, mesmo que a fragmentacdo na
regido seja recente com cerca de 60 anos, alguns processos evolutivos ja podem
estar sendo afetados. Neste caso, a manutencdo do fluxo génico entre os
fragmentos seria a maneira de dar continuidade aos padrdes evolutivos historicos

da populacao de Micoureus paraguayanus.
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7. Conclusoes

Através do uso do conjunto de primers D-loop MpaFl e D-loop MpaR1,
foram encontrados 25 haplotipos nos 7 fragmentos amostrados, dos quais 19 séo
exclusivos para alguns fragmentos. Isto pode estar indicando dispersao sexo-
assimétrica, na qual as fémeas parecem ser filopatricas.

Os valores encontrados para as diversidades haplotipicas e nucleotidicas
sao condizentes com os valores apresentados para outras populacbes de
marsupiais em declinio.

N&o houve correlacdo entre distancia geografica e distancia genética, mas
foi encontrada correlacdo positiva entre distancia continua agropastoril e numero
de haplotipos exclusivos. Além disso, estudos prévios feitos com microssatélites
também encontraram haplotipos exclusivos. Isto pode ser consequéncia da
presenca de uma matriz agropastoril entre os diversos fragmentos, que atuaria
como uma grande barreira ou, até mesmo, consequUéncia da baixa capacidade de
dispersédo de M. paraguayanus em areas continuas.

Os valores apresentados pelo teste AMOVA nao indicaram estruturacao
populacional, mas os valores altos e significativos de Fst apresentados mostram
que a fragmentacéo florestal ja tem efeitos sobre a diferenciagdo genética das
populacdes dos diferentes fragmentos florestais.

Além de mostrar que a fragmentacdo pode estar atuando sobre a
diversidade e estrutura genética de M. paraguayanus, estes achados mostram
como populagbes de diferentes remanescentes florestais podem atuar como

reservatoérios da diversidade genética total encontrada em uma espécie.
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