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Dedico este trabalho ao meu Brasil. Caminhando
pelo meu pais pude ver que a natureza resiste e
insiste em ser respeitada, assim como nOSSO
povo. Cada cantinho um jeitinho de ser, uma
maneira de se expressar. As desigualdades sdo
grandes. Muitos tem pouco, enguanto poucos tem
muito. Jamais desistirei de ver um Brasil melhor.
Um pais com tangaras, tatus, araucarias, sauvas,
angicos, castanheiras e tantos outros elementos
de nossa biodiversidade vivendo em harmonia

COm NOSso povo!
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Resumo

A fragmentacao de habitats € uma das principais ameacas a biodiversidade e um dos
principais desafios enfrentados pela biologia da conservagéo. Este estudo avaliou os
efeitos da fragmentacdo de habitat sobre a variabilidade genética de Chiroxiphia
caudata, uma espécie endémica da Mata Atlantica. Foram utilizados 9 loci de
microssatélites para a analise de 78 individuos inseridos em cinco areas de Mata
Atlantica. Encontramos desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg para déficit de
heterozigotos e valores positivos de FIS em todas as popula¢gdes. Foram encontrados
alelos privados em todas as areas. Quanto a estruturacao populacional, as analises de
Fst, Dest, andlise Bayesiana e analise de correspondéncia fatorial indicam que as
populacdes sdo estruturadas geneticamente e que somente a distancia ndo pode
explicar a diferenciagdo entre as areas. Aparentemente esta espécie ndo teve sua
variabilidade reduzida a partir do processo de fragmentacdo. A fragmentacdo e suas
consequéncias quanto a diminuicdo do fluxo génico pode estar atuando de maneira a
aumentar a diferenciagdo entre &reas, inclusive areas proximas que ja apresentam
indicios de inicio de diferenciacéo. A utilizagcao de C. caudata como modelo de estudo
da Mata Atlantica mostra que areas mais fragmentadas possuem um papel muito
importante para espécie, abrigando grande diversidade genética. Mesmo ndo sendo
considerada uma espécie muito especializada quanto aos seus habitos, o modelo de
estudo baseado em C. caudata mostrou que mesmo espécies mais generalistas podem
ser afetadas pela fragmentacdo. Quando tratamos de espécies mais especializadas,

este panorama pode se tornar ainda pior.

Palavras-chave: Chiroxiphia caudata, fragmentagéo florestal, estrutura genética, Mata
Atlantica.



Abstract:

Habitat fragmentation is one of the main threats to biodiversity and one of the main
challenges faced by conservation biology. This study assessed the habitat fragmentation
effects on the genetic variability of Chiroxiphia caudata, which is an Atlantic Forest
endemic bird species. Nine microsatellite loci were used for the analysis of individuals
from five Atlantic Forest areas. We found departure from HWE is due to heterozygotes
deficit and positive values for the inbreeding coefficient (Fis) for all populations. Private
alleles were found in all areas. Fs;, Dest, Bayesian and factorial correspondence analyses
indicated that populations are genetically structured, but the distance could not explain
the differentiation between areas. Apparently, this species did not suffered from a
reduction in its variability because of the habitat fragmentation process. The
fragmentation and its consequences as the reduction of gene flow may be acting in order
to increase the differentiation between areas, including nearby areas that already show
evidence of early differentiation.The choice of C. caudata for this study concerning the
Atlantic Forest revealed the most fragmented areas played an important role for the
specie by sheltering great genetic diversity within itself. Although not considered a very
specialized specie as to their habits, the study model based on C. caudata showed that
even more generalist species may be affected by fragmentation. When dealing with more

specialized species, this scenario can become even worse

Keywords: Chiroxiphia caudata, forest fragmentation, genetic structure, Atlantic Forest.



Foto: Paulo Victor Queijo Zima. Individuo macho de C. caudata capturado no Parque Estadual de Carlos Botelho (S&o

Miguel Arcanjo - SP)

12



l.Introducéo Geral
1.1 Mata Atlantica: contexto ambiental

A Ameérica Latina é o local onde se localiza a Mata Atlantica, um dos 25 hotspots da
biodiversidade mundial. O conceito de hotspot foi introduzido no ano de 1988. E
caracterizado pela presenca de muitos endemismos e por uma acentuada perda de
vegetacdo natural. Estas areas ja ocuparam quase 12% da superficie terrestre porém,
perderam 70% de sua cobertura original. Hoje ocupam apenas 2% da superficie do
planeta. Mesmo assim, abrigam mais de 60% das espécies terrestres. A conservagao
destas areas se torna prioritaria, fazendo com que tenhamos menos riscos de extincéo
de espécies (GALINDO-LEAL E CAMARA, 2003, MYERS, 1988; MYERS, et al., 2000).
Estes ambientes sé@o altamente antropizados. Possuem densidades populacionais
maiores do que em outras regides do planeta e contam com taxas de crescimento da
populacdo que ultrapassa as taxas mundiais. Sabe-se que 0s impactos humanos estao
intrinsecamente ligados as extingdes e a perda da biodiversidade (CINCOTTA et al.,
2000).

Os riscos que afetam o equilibrio biolégico da Mata Atlantica sdo grandes,
principalmente pelo alto grau de devastacao ao qual este bioma esta inserido. A rapidez
nas alteracbes deste hotspot nos leva a pensar de maneira urgente em planos de
conservacio (GALINDO-LEAL e CAMARA, 2003). As taxas de desmatamento s&o
crescentes em diversas regibes. Em termos totais, este bioma apresenta taxa de
reducéo da vegetacdo natural de 0,5% por ano. A taxa extrema de devastacéo é atingida
na regido metropolitana de S&o Paulo. Nesta regido a taxa pode chegar a 2,9% por ano
de reducado de &reas naturais (TEIXEIRA et al., 2009). Da cobertura original de 139
milhGes de hectares, restam apenas 15,7 milhdes de hectares. Ou seja, nos restam
apenas 11,73% de Mata Atlantica nativa, distribuidas nas sub-regifes biogeograficas da
Serra do Mar (representando 36,5% dos remanescentes nativos), Araucdria, Bahia,
Brejos Nordestinos, Diamantina, Interior, Pernambuco e Sdo Francisco, que representa

apenas 4,7% da vegetagdo remanescente (RIBEIRO et al. 2009).

Sua especial importancia biolégica mostra-se em sua grande variedade de composi¢des
e fisionomias (METZGER, 2009). Seu territério se estende por uma diversa gama de
latitudes, cobre diversas zonas climéaticas e esta presente em elevagfes desde o nivel
do mar até 2.900m de altitude (MANTOVANI, 2003). Tais condi¢Bes favorecem a alta
diversidade e a presenca de endemismos. Somente a Mata Atlantica é responsavel por

abrigar de 1-8% das espécies do planeta, totalizando de 20000 espécies de plantas,
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1400 espécies de vertebrados terrestres e milhares de espécies de invertebrados.
Existem mais de 8000 espécies endémicas de plantas, 148 espécies de aves, 71 de
mamiferos, 94 de répteis e 286 de anfibios. Possui também formacdes raras como
mangues, restingas e florestas secas que abrigam uma fauna bastante especializada
(LAURANCE, 2009; MITTERMEIER et al., 2005; MYERS et al.,, 2000; SILVA e
CASTELETI, 2003).

Este contexto onde a Mata Atlantica esta inserida é bastante preocupante. Esta floresta
tropical & provavelmente uma das mais ameagadas, mesmo contando com uma rica
biodiversidade (METZGER, 2009). Torna-se necessario que sejam compreendidos dois
tipos de questdes para que a conservagdo dos remanescentes seja feita de maneira
eficaz. A primeira referente aos aspectos histéricos e sociais do uso e ocupacao deste

territ6rio e a segunda aos processos ecoldgicos e evolutivos.

A ocupacdao histérica deste bioma nos mostra uma grande desigualdade social quanto
a posse das terras. Além deste aspecto de concentracdo das terras, mais de 120
milhdes de pessoas vivem neste local, apresentando uma alta atividade econbmica. A
consequéncia desta realidade séo as grandes alteracdes nos usos e ocupacgdes das
terras. Embora existam areas fortemente urbanizadas, como as cidades de Sao Paulo
e Rio de Janeiro, muitas areas rurais historicamente tem passado por diversos usos
intensivos da terra como, a cana-de-agucar, o pau-brasil, café, pecuéria, etc. Mais
recentemente podemos citar os monocultivos da soja, pinus e eucalipto (GALINDO-
LEAL e CAMARA, 2003; METZGER, 2009), outros tipos de pressdes antrépicas como
a caca, producdo de biocombustiveis e a expansdo urbana também agravam esta
realidade (LAURANCE, 2009). Neste contexto de intensas atividades de mudancas
ambientais, as areas mais preservadas nos dias atuais sao aquelas de mais dificil
acesso. Areas ingremes tornam a ocupac&o humana mais dificil e por isso se mantém
mais conservadas (SILVA et al., 2007).

Além de questdes mais diretas quanto a biodiversidade, existe uma grande perda da
diversidade biocultural e muitos dos conhecimentos tradicionais de manejo deste
sistema ecoldgico ja se perderam. Comunidades indigenas vem perdendo sua cultura e
seu territorio devido a colonizacdo desenfreada e hoje existem apenas 134mil indigenas
vivendo no dominio da Mata Atlantica (GALINDO-LEAL e CAMARA, 2003).

Como consequéncia do processo histérico, a fragmentacdo deste ecossistema foi
inevitavel. Atualmente a Mata Atlantica conta com mais de 245 mil fragmentos, sendo

83% destes fragmentos menores do que 50 hectares. Mais de 50% destes fragmentos
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tem suas regifes centrais a menos de 100m da borda (RIBEIRO et al. 2009). Esta
situacao de fragmentacao gera problematicas ecoldgicas e evolutivas para as espécies
da Mata Atlantica. No caso das aves, cerca de 660 espécies habitam este bioma, sendo
aproximadamente 200 endémicas da Mata Atlantica. A maioria das espécies (63%)
preferem habitats ndo perturbados. Quanto as espécies endémicas, apenas 8,5%
ocupam hdébitats perturbados que em sua grande maioria sofrem com efeitos da
fragmentagdo (GOERCK, 1997). Entender as ameagas da fragmentagdo florestal e
buscar solugbes para este processo séo cruciais para a manutencdo da biodiversidade
da Mata Atlantica, assim como propor acfes de restauragdo florestal e criagcdo de
corredores ecoldgicos (LAURANCE, 2009). O efeito da fragmentagéo pode ser notado
principalmente pelas alteracBes na composicdo de espécies nos remanescentes
(LOPES et al., 2009) e muitos estudos vem dando a orientagdo para se compreender

como a fragmentacg&o pode influenciar nos processos ecolégicos (METZGER, 2009).

Ao final da década de 30 existiam apenas 6 areas de protecdo da Mata Atlantica, na
década de 70 ja existiam 90. Os ultimos anos indicam um aumento significativo no
namero de areas protegidas, ultrapassando a quantidade de 650 areas. No entanto,
muitas dessas areas foram escolhidas de maneira oportunista e ndo baseadas em
conceitos da biologia da conservacdo (GALINDO-LEAL e CAMARA, 2003).

Se tomarmos em consideracao o cenario ambiental brasileiro, fora as areas protegidas,
outras areas da Mata Atlantica estdo sendo comprometidas pelos efeitos antropicos e
consequentemente favorecendo o processo de fragmentacdo mesmo com leis

ambientais e medidas para se frear o desmatamento (TEIXEIRA et. al, 2009).

Mesmo com toda esta probleméatica quanto a fragmentacéo e devastacdo do bioma, o
que se tem nos dias atuais de areas protegidas da Mata Atlantica é apenas 1% de sua
cobertura original. Dos remanescentes florestais, apenas 14,4% estdo sobre protecao.
Este nimero pode se reduzir a 9,3% caso ndo sejam considerados outros tipos de
vegetagdo dentro das areas de protegdo. Para agravar ainda mais a situagdo, 61% dos
fragmentos remanescentes estdo a mais do que 25km de distancia das areas de
protecdo. Algumas prioridades devem ser compreendidas como estratégia de
conservacao: (a) as maiores areas devem ser priorizadas para protecdo; (b) fragmentos
menores devem ser entendidos como ligagbes para a biodiversidade imersa em
matrizes nao florestais; (c) as matrizes também devem ser repensadas para que se
possa diminuir o efeito de borda nos fragmentos, ja que o efeito negativo das matrizes

sobre os pequenos fragmentos é grande (RIBEIRO et al. 2009).

15



O que ndo podemos nos esquecer é que as extingbes de espécies sdo definitivas.
Atualmente na Mata Atlantica existem mais de 110 espécies ameacgadas, sendo 29
classificadas como criticamente em perigo. Algumas espécies, principalmente aves, ja
foram extintas (GALINDO-LEAL e CAMARA, 2003). Entender como a fragmentac&o de
habitat pode afetar os diferentes tipos de processos ecoldgicos € fundamental para a

formulacao de conhecimento que seja compativel com a conservacédo deste bioma.
1.2. A familia Pipridae e a espécie Chiroxiphia caudata

Conhecido popularmente como tangara-dancarino, tangard-dancador ou rendeira, esta
espécie estd inserida na ordem dos passeriformes e pertence a familia Pipridae. Os
piprideos sdo conhecidos pelo seu atraente colorido e cerimbnias pré-nupciais
frequentemente coletivas. Representam uma das familias mais abundantes nos sub-
bosques tropicais, ocupando areas das Américas Central e do Sul (SNOW 2004;
TRAYLOR e FITZPATRICK, 1982). Existem algumas discordancias quanto ao total de
espécies e géneros, porém os nimeros giram em torno de 50 espécies e 15 géneros
(GILL e DONSKER, 2013; REMSEN et al., 2013)

A partir da andlise filogenética de 14 espécies de tangaras, resultou uma hip6tese que
comprova a relagdo entre tiranideos e os tangaras "core" (Antilophia, Chiroxiphia,
Corapipo, Dixiphia, Heterocercus, llicura, Lepidothrix, Manacus, Masius,
Machaeropterus, Pipra e Xenopipo). Os resultados apoiam fortemente que estes
géneros, pertencentes ao grupo “core” sdo um grupo monofilético (MCKAY et al. 2010).
Chiroxiphia caudata, inserida dentro da familia dos piprideos, possui maior relacao
filogenética com as espécies incluidas na sub-familia Piprinae e na sub-divisao lllicurini,
juntamente com . militaris, M. chrysopterus, C. gutturalis, C. altera, C. leucorrhoa A.
galeata, A. bokermanni: C. pareola, C. linearis, C. lanceolata e C. boliviana (OHLSON;
FJELDSA; ERICSON, 2013)

Os piprideos apresentam caracteristicas comuns quanto a morfologia. As fémeas sao
em sua maioria maiores que os machos e de coloracdo esverdeada, diferentemente dos
machos que ap0s o periodo de maturacdo apresentam uma grande variedade de
coloracdes. Caracteristicas de vocalizagdo sdo especificas entre as espécies. Tais
vocalizagdes sdo geralmente realizadas por machos para definicdo de territrios e
chamados para dancas pré-nupciais. Fémeas em geral sdo mais silenciosas (SICK,
1997).

Quanto as cerimonias pré-nupciais e seu comportamento de selecdo sexual pode-se

destacar alguns pontos. Sdo em sua maioria poligamicos, comportamento facilitado pela
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abundancia de alimentos e a capacidade da fémea em criar os filhotes sozinha. Esta
familia apresenta um tipico sistema de acasalamento, onde existe a formacao de leks
(agrupamento de machos que realizam dancgas pré-nupciais para atrair fémeas na
estacdo reprodutiva). Os machos mantém seu territério e realizam dangas e
vocalizagdes pré-nupciais para atrair as fémeas (PRUM, 1998; SICK, 1997; SNOW,
2004). As dancas pré-nupciais sdo marcadas por uma vocalizacdo de um macho alfa
para o agrupamento de outros machos. Tais dancas podem ocorrer na presenca ou nao
das fémeas. Apés a saida da fémea do cortejo os machos cessam a danga por um
periodo, retomando-a logo em seguida para atracdo de mais fémeas. As dancas sao
geralmente realizadas em poleiros que tendem a ser utilizados pelos mesmos machos
por varios anos (SICK, 1997).

Um estudo comportamental realizado por McDonald (2003) mostrou que machos de
Chiroxiphia linearis apresentam a maior variagdo no sucesso reprodutivo masculino
gravado em vertebrados por causa da elevada desproporcionalidade no sucesso
reprodutivo obtido pelo macho alfa dominante em relagdo aos machos subordinados.
Este fator pode explicar o tamanho reduzido de populacdes de Chiroxiphia caudata
(assumindo um comportamento semelhante dos machos reprodutivos) e estar
associado a estruturacao populacional genética encontrada nas populagdes de estudo
de Francisco et al. (2007).

Os piprideos sdo aves que mesmo estreitamente aparentadas habitam regibes nao
sobrepostas, embora com areas limitrofes. Quando encontrados em mais de uma

espécie por regido, estas pertencem a géneros distintos (SICK, 1997).

A espécie Chiroxiphia caudata apresenta pequeno porte, pesando de 6g a 7g e medindo
de 10cm a 13cm. Tem como habitat a Mata Atlantica, ocupando areas no Paraguai,
Argentina e Brasil, ocorrendo desde o sul Bahia até sul e sudeste do pais. Em sua
distribuicdo geogréafica pode sobrepor-se com a distribuicdo de outros piprideos
(NAROSKY e YZURIETA, 2006; SICK, 1997). Existe uma diferenca marcante entre
machos e fémeas. Os machos séo coloridos, com tons de azul, preto e um topete
vermelho. As fémeas apresentam coloragcdo verde oliva (SICK, 1997). O dimorfismo
sexual apresentado pode ser explicado pela forte presséo de selecdo sexual durante a
escolha, por parte da fémea para o acasalamento, fazendo com que os machos se
tornassem mais vistosos (SNOW, 2004; PRUM, 1997). A selecdo sexual além de
interferir nos processos comportamentais e morfolégicos, também age sobre a formacgéao
de linhagens evolutivas distintas (ANCIAES et al., 2009).
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Figura 1. Individuo juvenil macho de C. caudata capturado no Parque Estadual de Carlos Botelho (Sdo Miguel Arcanjo - SP). Nota-se que

a coloracéo atraente dos machos s6 é evidente ap6s o periodo de desenvolvimento para a idade adulta. Foto: Paulo Victor Queijo Zima

A partir do vocalizar do macho dominante ou alfa, outros machos séo atraidos a fim de
colaborar com a danga e assim atrair as fémeas que visitam diversos poleiros (SICK,
1997). Durante a realizacdo da danca os machos se enfileiram em uma mesma direcéo
sobre um galho (palco). O individuo verde (fémea ou macho imaturo) em uma das
pontas € a referéncia para o movimento dos machos, que se deslocam nesta direcao.
Ao chegar préximo deste individuo o macho dancarino voa e se recoloca no final da fila,
retornando novamente a movimentagdo. Todo este ritual é acompanhado por
vocalizag¢des especificas deste comportamento. Uma nova vocalizagdo encerra a danga

e é realizada pelo macho alfa (SICK, 1997).

Este comportamento é bastante intrigante. Os machos se relinem em areas especificas
com territério entre 30 — 35 hectares(ha). Nestas areas utilizam poleiros e formam
arenas ou leks que possuem um macho dominante (alfa). Este macho na grande maioria
das vezes é o responsavel pela cépula, fazendo com que os outros machos gastem
energia e cooperem para atrair a fémea, porém nao realizem cOpula, mesmo os que ja
atingiram maturidade sexual. A idade média de inicio da copula para os machos é de 8
anos e a expectativa de vida de 10 anos. Alguns dos machos subordinados podem
nunca se reproduzir (FOSTER, 1981; HOGLUND e ALATALO, 1995; MCDONALD,
1993). Um fato especial dos tangaras-dancarinos € que o cortejo nupcial pode ser feito
para um macho imaturo, com plumagem ainda verde que deve assumir o papel de

fémea. A dancga realizada por machos jovens é geralmente mais desorganizada do que
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a realizada por machos mais experimentados (SICK, 1997). Estudos comportamentais
de C. caudata mostram que existe uma hierarquia dentro dos leks e que a sua
composi¢cao quanto aos machos presentes se altera de ano para ano. Um lek em alguns
anos pode ter sua composi¢cdo completamente alterada (FOSTER, 1981). Além disso,
parece haver um sistema de leks, onde os machos podem se utilizar de mais de um lek

e assumir diferentes posicdes hierarquicas dependo do lek utilizado (BRODT et al. 2013)

O cuidado parental corresponde as fémeas. Seus territérios se localizam préximos aos
ninhos e longe dos poleiros de cortejo. Constroem uma cestinha fragil, afixada em uma
forquilha. Como material para o ninho utilizam teias de aranhas, alguns fungos negros
também podem fazer parte da estrutura, ajudando inclusive a camufla-lo na mata (SICK,
1997).

Em relacdo ao comportamento alimentar, os tangaras apresentam uma dieta onivora,
alimentando-se de frutos (GALETTI e PIZO, 1996) e esporadicamente de insetos
(LOPES, 2005)

O tangara (Chiroxiphia caudata) desde o primeiro século apos a colonizacao brasileira,
ja era citado por seu comportamento distinto, sendo apreciado pelos colonizadores.
(SICK, 1997).

Mesmo em um contexto ambiental de alta fragmentag&o de habitat, Chiroxiphia caudata
tem seu status de conservagéo definido como pouco preocupante. Esta classificagéo &
baseada em sua grande distribuicdo geografica (maior do que 20.000km?) e pelo fato
de que, mesmo nao havendo uma quantificacéo precisa da populacéo, acredita-se que
a populacéo tenha mais de 10.000 individuos e com declinio populacional menor que
10% em 10 anos ou 3 geracdes (IUCN, 2013)

O que se sabe sobre sua locomog¢ao em ambientes fragmentados € que os individuos
de Chiroxiphia caudata evitam areas de borda e preferem areas de interior. Este fato
ndo exclui sua movimentacdo entre fragmentos. Sua area de vida se torna maior em
ambientes mais fragmentados, em relagdo a ambientes continuos (HANSBAUER et al.,
2008b). O aumento da area de vida para C. caudata em areas fragmentadas esta
relacionado com uma maior busca por alimento, abrigo e locais para nidificagdo. Machos
apresentam menores e mais estaveis areas de vida, j& as fémeas em época pré-
reprodutiva aumentam sua area de vida e podem chegar a uma é&rea total de 460ha e
moverem-se por manchas de habitat com distancia de 3,5km (HANSBAUER et al.,
2008a). C. caudata é capaz de fazer uso de tipos de habitats antropizados de varios

graus, e pode perceber a paisagem em tons de cinza em vez de preto e branco, ou seja,
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ndo € tdo especifico quanto a utilizacdo de habitat (HANSBAUER et al., 2010). Um
estudo realizado por Uezu et al. (2005) mostrou que dentro de um cenario de
fragmentacg&o de habitat, C. caudata pode utilizar corredores ecoldgicos como hébitat e
que a distancia entre as manchas parece nao impactar a abundancia da espécie, assim
como ndo representa elevados custos para a dispersdo. Desta forma, todos os
fragmentos estudados se mostraram funcionalmente ligados e a distribuicdo e
abundancia da espécie estdo mais relacionadas com fatores locais, como

disponibilidade de recursos.

Estudos genéticos com Chiroxiphia caudata nos mostram importantes informacdes. Um
primeiro exemplo de estudo é o trabalho realizado por Francisco et al. (2004)
descrevendo primers especificos para utilizagdo de marcadores microssatélites em
analises de variabilidade genética. Outro estudo mostrou que analises de parentesco
realizadas como amostras de diversos leks indicaram que os machos ndo sao
necessariamente aparentados. Este fato traz novas perspectivas sobre qual o
mecanismo de selecéo que influencia a formacéo de leks e 0 acasalamento apenas do
macho alfa (FRANCISCO et al., 2009). Andlises de variabilidade foram feitas entre
populacdes situadas dentro do continuo de Mata Atlantica (Serra de Paranapiacaba e
Serra do Mar). Como resultado, as populagbes se mostraram diferenciadas
geneticamente, ou seja, mesmo em um ambiente sem barreiras naturais ou antropicas
as popula¢des se mostraram estruturadas geneticamente. Tal fato pode estar associado

com as caracteristicas comportamentais dos tangaras (FRANCISCO, 2007).
1.3 Genética da conservacéo

Genética da conservacdo € uma ciéncia aplicada que envolve os conhecimentos
relacionados a genética evolutiva e molecular para a conservacao da biodiversidade.
(FRANKHAM, 2010). Os genes sdo um dos niveis de conservacdo indicados pela
International Union for Conservation of Nature (IUCN). Esta orientacdo diz respeito a
urgéncia nos processos de conservacao da biodiversidade contida em genes, espécies
e ecossistemas. Todos estes niveis devem ser levados em conta para uma real
manutencédo da biodiversidade (MCNEELY et al., 1990). O desafio mais importante para
os estudos genéticos que visam a biologia da conservacdo é abordar as questdes
genéticas de forma prética na gestdo das populagbes fragmentadas selvagens de
espécies ameacadas (FRANKHAM, 2010a).

A reducao da diversidade genética, a base de todos os processos ecoldgicos, pode ter
efeitos negativos de extrema preocupacdo, uma vez que sdo 0S genes e as forgas

evolutivas que os regulam, os responsaveis pela adaptacdo das espécies as novas
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condicbes ambientais e a especiacdo. O que se tem com 0 passar do tempo sao
mudancas nas frequéncias alélicas e a constante evolugdo das espécies que se
integrardo a comunidades e ecossistemas (TEMPLETON et al., 2001). As mudancas
nas frequéncias alélicas serao fruto da deriva genética (que diminui a variacao genética
dentro, mas aumenta a diferenciacao genética entre as populac¢des locais) e fluxo génico
(o que aumenta a variacdo dentro, mas diminui a diferenciacdo entre as populacdes
locais), assim como caracteristicas comportamentais da espécie (TEMPLETON et al.,
2001; TEMPLETON, 2006)

Atividades humanas na maioria das vezes favorece os efeitos da deriva e diminui o fluxo
génico de muitas espécies, reduzindo a variagdo genética nas populacdes locais e
evitando a propagacédo de complexos adaptativos fora de sua populagdo de origem.
Prejudicando, assim, os processos de adaptacéo local e global de determinada espécie.
Alguns trabalhos argumentam que, embora a fragmentacao induzida pelo homem possa
perturbar a adaptacao, este processo pode produzir novas espécies através de efeito
fundador. No entanto, a teoria genética populacional e experiéncias praticas dizem
justamente o contrario e preveem que a maioria dos eventos de fragmentacdo causadas
pelas atividades humanas facilitard ndo especiacdo, mas a extingdo local. Efeitos
fundadores desempenham um papel importante na macroevolugéo de certos grupos,
mas apenas quando as oportunidades ecoldgicas estdo em expansdo, em vez de
estarem em contracao (como é o caso do processo fragmentativo). O impacto geral das
atividades humanas sobre a diversidade genética perturba ou diminui a capacidade de
adaptacao, especiacdo e mudanca macroevolutiva. Este impacto acabara por diminuir
a biodiversidade em todos os niveis (TEMPLETON et al., 2001).

Das varias formas de utilizar a genética em estudos conservacionistas podemos citar
dois itens: aplicacdo da genética molecular para obter informac6es importantes para a
conservacao das espécies (sexo, tamanho da populacao, histéria demografica, sistema
de acasalamento, estrutura populacional, fluxo génico, parentesco, dieta, doencas) e
manejo genético para minimizar a endogamia e perda de diversidade genética nas

populacdes e espécies em ambientes naturais (FRANKHAM, 2010a)

Temos avancos positivos nas técnicas genéticas aplicadas para a conservacdo de
espécies ameacadas mantidas em cativeiro. Hoje ja se consegue minimizar os efeitos
deletérios das populagbes em cativeiro, o que facilita inclusive a reintrodugdo dos
animais. Por outro lado o conhecimento da genética da conservacédo de grupos animais
de vida livre ainda é insipiente para planos de manejo. Este fato ndo é favorecido pela

falta de rigor cientifico, mas sim pela falta de consideracdo das questdes genéticas no
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manejo das areas naturais. Uma das questdes mais necessarias na biologia da
conservacdo diz respeito as abordagens da genética frente a problemética das
populagbes selvagens vivendo em ambientes altamente fragmentados (FRANKHAM,
2010).

Compreendendo-se de diversidade genética a partir de técnicas moleculares, muito se
sabe sobre esta variacdo em espécies, ameacadas ou ndo. Porém sabe-se que a
evolucdo das espécies esta mais relacionada as questbes da genética quantitativa do
gue simplesmente a diversidade genética elucidada pelas andalises moleculares. No
geral estas variaveis sdo pouco correlacionadas. Existe uma necessidade de
compreensdo de como fatores genéticos quantitativos (ex. fecundidade, peso corporal)
vem variando. Outra necessidade de conhecimento diz respeito aos sistemas de
acasalamento. Entender as caracteristicas intrinsecas das espécies se faz necessario
para um bom manejo genético (FRANKHAM, 2010; FRANKHAM, 2010a).

As populacdes naturais podem ser afetadas negativamente por diversos fatores. Um
deles € o fator genético. Outros fatores como as variaveis ambientais, catastrofes e
impactos humanos também afetam as popula¢gbes naturais. Embora ndo se tenha a
nogao precisa, sabemos que os fatores genéticos tem uma substancial importancia no

processo extingcao de espécies (FRANKHAM, 2010a).

Hoje ndo existe um consenso na ciéncia sobre a real interferéncia da genética nos
processos de extingdo. Algumas pesquisas trazem a perspectiva de que os efeitos da
perda de diversidade genética podem ndo trazer consequéncias diretas para a extingao
das espécies, enquanto outras pesquisas dizem justamente o contrario (FRANKHAM,
2005).

As evidéncias mais diretas relacionadas a endogamia sédo evidenciadas em aspectos
reprodutivos e de sobrevivéncia como acasalamento, fecundidade, cuidado parental,
sobrevivéncia de juvenis, idade de maturacdo sexual, etc. (FRANKHAM, 2002). Em um
estudo realizado com 12 espécies de mamiferos, o resultado nos mostra os efeitos da
endogamia, onde 11 espécies indicaram uma maior mortalidade de juvenis em
populagcdes com maiores graus de endogamia (RALLS e BALLOU, 1982). Outros
experimentos mostraram resultados semelhantes evidenciando uma queda na
sobrevivéncia de juvenis com maiores graus de endogamia em 41 das 44 populacdes
estudadas (RALLS e BALLOU, 1983) e uma taxa de 33% de mortalidade a mais para
individuos juvenis também com maiores graus de endogamia (RALLS et al., 1988).

Deste modo, a endogamia reduzindo reproducdo e sobrevivéncia, a expectativa é
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aumentar os riscos de extincdo em situacdes em que outros fatores sédo controlados ou
inexistentes (FRANKHAM, 2002).

O numero, a origem e a diversidade genética das popula¢cdes formam um eixo central
para acessar os impactos na diversidade genética e a persisténcia das populagfes
(MAUDE et al., 2002)

Na dltima década, as abordagens genéticas para responder questdes ecoldgicas
tornaram-se mais eficientes, poderosas e flexiveis. Marcadores genéticos como
aloenzimas, microssatélites, mitocondriais e sequéncias de DNA nuclear podem ser
utilizados para estimar muitos parametros de interesse para os eco6logos, como taxas
de migracéo, o tamanho da populagéo, gargalos, parentesco, etc. (SELKOE e TOONEN,
2006)

Informacgdes sobre a genética das espécies, como seus niveis de diversidade, estrutura
populacional, a presenca de gargalos populacionais e as taxas de endogamia, entre
outros, sdo de valor fundamental para a preservacao da biodiversidade. A partir deste
entendimento se tem reconhecido o papel da variabilidade genética dentro e entre
populacdes na construcdo dos planos de conservagdo e protecdo (ALLENDORF e
LUIKART 2007; FRANKHAM et al. 2005).

Além disso, ja se sabe os efeitos da perda da variabilidade genética nas populacdes.
Se pensarmos em aspectos populacionais a longo prazo, esta reducao da diversidade
genética faz com que a sobrevivéncia da espécie seja reduzida através da diminui¢éo
do potencial adaptativo aos novos ambientes. Deste modo a manutencdo das
populacdes locais e suas caracteristicas genéticas é fundamental na biologia da
conservacdo (FRANKHAM et al. 2005; GIBBS 2001).

1.4 A técnica dos microssatélites

Os microssatélites sao repeticdes em tandem de sequéncias de DNA distribuidas
largamente no genoma dos eucariotos, apresentando no maximo 6 pares de bases e
com comportamento mutacional caracteristico (BACHTROG et al., 2000; GOLDSTEIN
e SCHLOTTERER, 1999; KELKAR et al., 2010; KRUGLYAK et al., 2000). Além desta
denominagdo, os microssatélites podem assumir as seguintes denominagdes: simple
sequence repeats (SSR), variable number tandem repeats (VNTR) e short tandem
repeats (STR) (SELKOE e TOONEN, 2006).

A maioria destas sequéncias ocorre em regides ndo codificadoras. Desta maneira n&o
possuem muita significAncia em consequéncias da selecdo. Seu elevado grau de

variabilidade est4 associado as elevadas taxas de mutacdo, que alteram seu
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comprimento (HARR et al., 1998; KRUGLYAK et al., 2000). Essas taxas de mutacdo
diferem entre os loci (HARR et al., 1998). Estes marcadores apresentam uma alta taxa
de mutacdo (102 — 10°), comparados com taxas de mutacdes em areas codificadoras
(YOU-CHUN, 2002).

A principal caracteristica dos microssatélites, que os tornam importantes ferramentas
genéticas, € o alto grau de polimorfismo. Esta caracteristica se reflete na variacao alélica
(TAUTZ, 1989). Diferentes individuos podem apresentar uma variacdo no numero de

repeticbes em determinado locus (GUICHOUX et al., 2011).

A regido com DNA inserido na parte circundante de um locus de microssatélite é
denominada regido flanqueadora. Estas regides sdo muita conservadas dentro de uma
mesma espécie e possuem certa semelhanca mesmo entre espécies distintas.
Pequenas por¢gbes de DNA denominadas primers podem ser desenhados para se
ligarem a estas regides flanqueadoras. Os primers sao importantes pois podem através
das reacdes em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction) direcionar a
amplificacdo de determinado locus de microssatélite. A diferenciacdo dos diferentes
alelos de um locus se d& através das diferencas de tamanho geradas por processos
mutacionais (SELKOE e TOONEN, 2006).

A importancia e a taxa de utilizagdo dos microssatélites vem aumentando cada vez mais
com o passar dos anos. Sua excepcional variabilidade de sequéncias possibilita
diversas utilizacdes. Temos como exemplo 0 mapeamento genético, andlises forenses,
biologia da conservac&o e ecologia evolutiva (GOLDSTEIN e SCHLOTTERER, 1999).

Na ultima década, as abordagens genéticas para responder questdes ecoldgicas
tornaram-se mais eficientes, poderosas e flexiveis. Marcadores genéticos como
aloenzimas, microssatélites, mitocondriais e sequéncias de DNA nuclear podem ser
utilizados para estimar muitos parametros de interesse para 0s ecologistas, como taxas
de migragdo, o tamanho da populagéo, gargalos genéticos populacionais, graus de
parentesco, etc. A utilizacdo de microssatélites para estudos ecologicos se tornou
popular, uma vez que esta técnica nos permite realizar estimativas contemporaneas
desde taxas de migracdo até dados quanto ao grau de relacdo entre os individuos.
Muitas questdes ecolégicas podem ser respondidas através da utilizacdo deste
marcador molecular. Questdes relacionadas a genética de populagdes também podem
ser resolvidas (GUICHOUX et al., 2011; SELKOE e TOONEN, 2006).

Outra importante caracteristica relacionada aos microssatélites se refere ao seu

tamanho. Pelo fato dos loci de microssatélites terem um tamanho relativamente
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pequeno dentro de todo o genoma, 0s microssatélites podem ser utilizados mesmo em

um DNA degradado ou sem parte de sua sequéncia original (TABERLET et al. 1999)

Marcadores microssatélites acompanhados de métodos estatisticos sdo uma importante
ferramenta para conservacao e manejo de populacdes selvagens. Eles podem indicar a
diversidade genética presente nas populacdes em estudo, identificar a presenca de
gargalos populacionais, assim como a populacdo de origem de determinado individuo
(MAUDE et al., 2002).

Um problema associado aos microssatélites € a presenca de alelos nulos. Alelos nulos
podem surgir a partir de variagdes (polimorfismos) nas sequéncias nucleotidicas da
regido flanqueadora, impedindo o anelamento do primer na amostra de DNA (CALLEN
et al., 1993). Outras possiveis causas da presenca de alelos nulos estédo relacionadas
com a amplificacdo preferencial de alelos curtos, seja pela ma qualidade e quantidade
de DNA (GAGNEUX et al., 1997), assim como “derrapagem” ou slippage durante a
amplificacdo (SHINDE et al., 2003). A presenca de alelos nulos com a metodologia de
microssatélites tem sido constante em estudos de genética de populacdes, cerca de
90% dos artigos que utilizam a metodologia de microssatélites mostram a presenca de
alelos nulos (DAKIN e AVISE 2004). Alelos nulos podem afetar a estimativa de
diferenciagcéo populacional através da redugéo da diversidade genética em populacdes
(PAETKAU e STROBECK 1995). A deficiéncia de heterozigotos pode ser explicada
também por subestruturacdo populacional e amostragem néo aleatéria (DRINAN et al.,
2011).

1.5 Consequéncias genéticas da fragmentacado de habitats

O processo de fragmentagdo € um dos principais riscos para a biodiversidade e se
configura também como um dos principais desafios para a biologia da conservacao
(FAHRIG, 2003; HENLE et al., 2004).

A fragmentacao de habitats pode ser definida como um processo. Uma grande extensao
de habitat natural é transformada em varios pequenos fragmentos de area total menor
e isolados uns dos outros por uma matriz de habitats ndo naturais (WILCOVE et al.,
1986). Esta definicdo de fragmentagao de habitat acima implica em quatro efeitos deste
processo: (a) reducao na quantidade de habitat, (b) aumento do nimero de manchas de
habitat, (c) diminuicdo tamanhos de manchas de habitat, e (d) 0 aumento do isolamento
de manchas (FAHRIG, 2003).
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A totalidade deste processo faz com que a fragmentacdo tenha efeitos negativos
relacionados principalmente a perda de habitat, alteracdo espacial e qualidade dos
fragmentos (EZARD e TRAVIS, 2006; FAHRIG, 2003).

Infelizmente a realidade de protecao de areas naturais abrange apenas uma pequena
parte de toda biodiversidade. Mesmo areas florestais fora das unidades de conservacgao
se tornam de grande importancia uma vez que representam centros de biodiversidade.
Estas areas naturais estdo inseridas dentro de uma paisagem tomada pela agricultura,
principalmente nos trépicos. Tais areas devem estar entre as prioridades de
conservacao (ANAND et al., 2010; PERFECTO e VANDERMEER 2008)

Os efeitos da fragmentacdo séo varios. Podemos citar a quebra de rotas de migracao
entre populacdes, reducao do nimero de predadores (principalmente os predadores de
topo) e aumento do nimero de presas, mudancas no micro-habitat, favorecimento da
colonizacao por espécies invasoras, redugdo de recursos, etc. Muitos destes efeitos ndo
estdo diretamente relacionados a genética. Porém, além destes ja citados, existem
consequéncias diretas relacionadas a genética. Podemos citar (a) depressdo
endogamica, que € maior em pequenas e isoladas popula¢gdes do que em grandes e
continuas populagdes; (b) perda de mutagbes benéficas raras nas populacdes locais;
(c) enfraquecimento da selecdo natural e reducdo da capacidade evolutiva caso nao
exista mais migrag&o entre os fragmentos, reduzindo a capacidade adaptativa frente as
mudancgas ambientais; (d) pequenas populac¢des fragmentadas estdo mais susceptiveis
a deriva genética e consequentemente tem maior risco de extingdo (BURKEY e REED,
2006; LOWE et al., 2005; REED and FRANKHAM, 2003).

A diminuicdo do tamanho efetivo populacional e da conectividade entre as populacdes
gerados pelo processo de fragmentagéo, também atuam negativamente de maneira a
reduzir a diversidade genética neutra e adaptativa das populacées (JOHANSSON et al.,
2007). Outra problematica a ser citada é a diferenciacdo induzida entre individuos de
fragmentos distintos e ndo conectados. Neste sentido, € importante restaurar o fluxo
génico entre as areas analisadas a fim de evitar as consequéncias demogréficas e
genéticas negativas de pequeno tamanho da populacdo, bem como assegurar a

viabilidade a longo prazo destes grupos (HAAG et al., 2010).

Como consequéncia da perda e degradacdo de habitats esta associada uma grave
perda de variacdo genética. A gravidade do gargalo genético é determinada pela
gravidade da perda de habitat, isto é, a gravidade e duracao da reducéo do tamanho da
populagdo (BARRETT e KOHN, 1991)
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Diversos estudos vem mostrando as consequéncias negativas da fragmentacédo de
habitats sobre as caracteristicas genéticas das popula¢des. Um estudo realizado com
populagbes de Pantera onca, mostrou que a fragmentacéo traz reducdes significativas
na diversidade genética nas populacdes e favorece a diferenciacdo genética entre os
individuos de diferentes fragmentos devido a redugdo do fluxo génico (HAAG et al.,
2010). Outro estudo realizado com Rana ornata também identificou respostas genética
negativas a fragmentacdo, relacionadas principalmente a perda de diversidade
genética, deriva e ao fluxo génico (DIXO et al.,, 2009). A espécie vegetal Mauritia
flexuosa estudada por Federman et al. (2014) indicou que existe diferenciacéo genética
entre diferentes populac¢des fragmentadas e altos niveis de acasalamento entre plantas
de um mesmo fragmento. Esta barreira ao fluxo génico foi atribuida a fragmentacdo. Um
ultimo exemplo dos efeitos genéticos negativos relacionados a fragmentacéo florestal
pode ser explanado pelo estudo com a espécie Falgus sylvatica, onde fragmentacao
trouxe aumento da diferenciagdo genética entre as populagdes, principalmente as mais
distantes (LEONARDI et al., 2012).

Ao estudar os impactos da fragmentacdo e da urbanizacdo sobre uma populacdo de
Perdix perdix, Bech et al. (2014) perceberam que estes processos antrépicos podem
estar acelerando o processo de diferenciacao da espécie e que 0 avanco do processo
fragmentativo pode levar a uma diferenciacdo completa das populacdes pela

persisténcia das barreiras que néo permitem o fluxo génico.

As hipéteses sobre o impacto negativo da fragmentacédo sobre a diversidade genética
séo a base para o paradigma genético conservagdo (OUBORG et al. 2006). Para um
real estudo sobre como a fragmentacgéo esta influenciando as caracteristicas genéticas,
as técnicas genéticas devem ser adequadas. Marcadores microssatélites sdo um bom
parametro para indicar tais influéncias. Estes marcadores por terem uma alta taxa de
mutacdo e consequentemente de variagdo sdo bons indicativos para visualizar

mudancgas na estrutura genética intra e interpopulacional (AGUILAR et al., 2008)

Espécies raras naturalmente, ou seja, com pequenas populacdes locais e pequena
distribuicdo geografica tendem a ter uma diversidade genética menor do que espécies
comuns (KARRON, 1987). Neste sentido, a fragmentacdo pode atuar mais
negativamente em espécies comuns (que possuem maior diversidade genética) do que
em espécies raras, que ja possuem a caracteristica intrinseca de baixa variabilidade
(AGUILAR et al., 2008).

O estudo realizado com Acer saccharum mostrou que populacbes fragmentadas

mantinham a mesma variacdo genética apresentada em populacbes naturais e
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continuas. Este fato pode ser explicado pelo tempo de fragmentacéo. Se o processo de
fragmentagcdo é recente, os efeitos da deriva genética e da endogamia ainda néo
alteraram a variabilidade genética e nem diferenciaram as populacdes através de

mutacdes isoladas (YOUNG et al., 1993).

O tamanho populacional e intensidade de fragmentacdo séo outros fatores que também
afetam a estrutura genética de uma espécie. Mesmo em ambientes fragmentados, se 0
tamanho populacional é grande, ele pode manter o fluxo génico e amenizar os efeitos
da deriva genética. Porém se o grau de fragmentacdo € alto, a manutencao do fluxo

génico se torna mais dificil, mesmo em grandes populacdes (LEONARDI et al., 2012).

Além dos fatos apresentados acima que caracterizam os efeitos negativos da
fragmentacdo em contraposicdo a possibilidade de manutencdo da variabilidade
genética frente a fragmentacéo, um estudo realizado por Francisco et al. (2007) mostra
um outro elemento: mesmo dentro de um continuo florestal, as popula¢cdes podem
apresentar estruturacao genética. O distanciamento genético das populagées pode ser
melhor explicado por caracteristicas comportamentais e distancia do que por efeitos
diretos da fragmentacao. Esta caracteristica comportamental também foi representada
no estudo de Spear et. al (2005) onde uma forte estruturacdo populacional pode ser
percebida em menos de 1km de distancia dos sitios de amostragens. Este processo
pode ser explicado pela baixa locomocgéo e pela utilizacdo de sitios especificos para

acasalamento em anfibios.

E importante ressaltar que caracteristicas do habitat e fatores demograficos exercem
influéncias significativas sobre a diversidade genética nas populacbes naturais e em
periodos evolutivos curtos. Estas caracteristicas estdo muitas vezes sobre controle de
gestores ambientais publicos e bidlogos da conservacao. Assim, do ponto de vista da
manutencdo da diversidade genética das populagcbes locais, um enfoque pratico na
manutencdo de padrbes de abundancia e distribuicdo dos individuos na paisagem e
reducdo da frequéncia de perturbacdo humana para as populacdes locais podem ser
tdo importantes quanto simplesmente manter grandes quantidades de habitat
distribuidos dentro de paisagens. Se torna claro que tanto a preservacdo do habitat
quanto a gestdo de populagbes locais sdo necessarias para conservar a variagao

genética em populacdes selvagens (GIBBS, 2001).
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2. Objetivo geral

A revisdo apresentada acima coloca a realidade ambiental da Mata Atlantica, uma
realidade de extrema fragmentagcédo, que gera preocupacdes quanto aos efeitos da
reducdo e isolamento de habitats naturais frente aos processos ecoldgicos e evolutivos
das espécies que estdo inseridas neste bioma. Uma das formas de se conhecer os
efeitos da fragmentacao € oriundo de técnicas de genética de populacbes que podem

dar bons pardmetros de como esta a qualidade genética de diversas espécies.

Sendo assim buscamos verificar se a fragmentacdo florestal afeta negativamente a

variabilidade genética e a estruturacao populacional de Chiroxiphia caudata
2.1 Objetivos especificos

Estimar a variabilidade genética de Chiroxiphia caudata em 5 areas de Mata Atlantica

através da utilizacdo de marcadores moleculares microssatélites;
Medir a variagdo genética intra e interpopulacional dos grupos amostrados;

Indicar a distribuicdo espacial da variabilidade alélica;

Verificar se somente a distancia é o fator principal na estruturacdo genética de C.

caudata.
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3. Material e métodos
3.1 Areas de estudo

Para a realizacdo deste estudo foram escolhidas 5 4reas de amostragem. Todas
incluidas dentro dos dominios da Mata Atlantica. A escolha das areas foi feita de forma
a representar ambientes mais fragmentados (3 localidades), localizados proximos a
grandes centros urbanos e duas localidades menos alteradas inseridas no continuo
florestal da Mata Atlantica na Serra do Mar e Serra de Paranapiacaba. As areas

escolhidas foram:

-Parque Estadual de Carlos Botelho (PECB) — S&o Miguel Arcanjo — SP (24°04'S,
47°57'W)

-Reserva do Morro Grande (RMG) — Cotia — SP (23°43'S, 46°57'W)
-Fragmentos de Caucaia do Alto (FCA) — Cotia — SP (23°43'S, 47°01'W)
-Estacao Ecoldgica da Boracéia (EEB) — Salesépolis — SP (23°37'S, 45°52'W)

-Parque Estadual da Serra da Cantareira (PESC) — Sao Paulo/Mairipord — SP (23°24'S,
46°35'W)

As areas do PECB e EEB situam-se dentro do continuo florestal de Mata Atlantica da
Serra do Mar e Serra de Paranapiacaba. As areas da RMG, PESC e FCA situam-se em

regides mais fragmentadas e préximas a grandes centros urbanos.

Desta forma conseguimos estabelecer um padrdo genético de areas fragmentadas e
areas controle inseridas no continuo florestal. A localizacéo destas areas estéa indicada

na figura 2.
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PECB

Figura 2. A imagem acima indica as 5 areas amostradas. Parque Estadual de Carlos Botelho (PECB); Fragmentos de Caucaia do Alto (FCA); Reserva de Morro Grande (RMG); Parque Estadual da Serra Cantareira (PESC);

Estacédo Biol6gica Boracéia (EEB).
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3.2 Obtencédo das amostras

Amostras dos individuos do Parque Estadual da Serra da Cantareira e da Estacdo
Ecoldgica da Boracéia foram gentiimente cedidas pelo Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo (MZUSP), através da intermediacao do Prof. Dr. Luis F4bio
da Silveira (curador das colecfes ornitoldgicas). Tais amostras foram cedidas na forma

de tecido muscular.

Amostras dos individuos da Reserva do Morro Grande e fragmentos de Caucaia do Alto
foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Genética e Evolugdo Molecular de Aves
(LGEMA), atraveés da intermediacdo da Profa. Dra. Cristina Yumi Miyaki (coordenadora

do laboratério). Tais amostras foram cedidas na forma de sangue e DNA ja extraido.

Individuos do Parque Estadual de Carlos Botelho foram coletados durante a execugéo
do projeto de doutorado do Prof. Dr. Mercival Roberto Francisco. As amostras estavam
estocadas no Laboratério de Biodiversidade Molecular e Conservacdo (LBMC), sob
coordenagdo do Prof. Dr. Pedro Manoel Galetti Junior e da Profa. Dra. Patricia

Domingues de Freitas. Tais amostras foram cedidas na forma de sangue.
3.3 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA das amostras de sangue e tecido muscular foram realizadas a partir
da execucdo do protocolo padrdo de extracdo, Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilco
adaptado de Sambrook et al. (1989). A descricdo do processo de extracdo esta

detalhada no Apéndice 1.

3.4 Amplificagdo dos loci de microssatélites

As reacdes bioldgicas para amplificagéo dos loci de microssatélites sdo uma adaptagéo

da reacao de amplificacéo padrdo descrita por Francisco et al. (2004) e Schuelke (2000).

Os nove primers utilizados séo especificos para Chiroxiphia caudata e estdo descritos
no artigo de Francisco et al. (2004). Séo eles: CHIR 1-6, CHIR 1-18, CHIR 3-22, CHIR
3-27, CHIR 4-21, CHIR 4-33, CHIRS 4-34, CHIR 3-15 E CHIR 2-9.

O artigo de Schuelke (2000) propde que seja adicionada um fragmento a uma das
sequéncias dos primers especificos. Este fragmento é chamado de “cauda” M13 e sera
importante pois permite que na reacdo de amplificac&do o primer universal M13 marcado
com fluoréforo seja complementar a cauda anexada aos diferentes primers especificos
para a espécie em estudo. A “cauda” M13 tem a seguinte sequéncia: TGT AAA ACG
ACG GCC AGT.
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A sequéncia deste fragmento deve ser alocada na porcdo 5°do primer. Nos primers
CHIR1-16, CHIR3-15, CHIR4-33 e CHIR4-34 ela foi colocada nas sequéncias Forward,
e nos primers CHIR1-18, CHIR2-9, CHIR3-22, CHIR3-27 e CHIR4-21 na sequéncia
Reverse. A escolha dos melhores locais para o acoplamento da “cauda” M13 foi feita a
partir da visualizacdo da formacdo de hairpin e as mudangas nas temperaturas de
anelamento com a unido dos primers originais e a “cauda” M13.

A figura 3 abaixo representa o processo de reacdo em cadeia dos primers originais
somados com a “cauda” M13

Primer com “cauda” M13 na posicao &'

Primer foward ou reverse complementar

Primer universal M13 marcado com fluordforo. Ex: FAM

V7
5 OV [ CACA.....(CA),.....CACA Y 3

N

CACA.....(CA),.....CACA RS-
—X

CACARRR-7

Figura 3. As letras A,B e C representam os primers utilizados na reagédo de amplificagdo. (A) Primer especifico com a “cauda” M13
acoplada. (B) Primer especifico forward ou reverse complementar. (C) Primer universal M13 marcado com fluor6foro. Nesta imagem
utilizamos o fluoréforo FAM como exemplo. As letras D, E e F indicam a reagdo de amplificacdo do fragmento desejado. Este fragmento
ao final do processo de amplificagdo estara marcado com o fluoréforo utilizado e podera ser visualizado em um sistema de detecgéo a

laser.
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Na tabela 1 abaixo estdo as principais informacdes a respeito dos primers.

Tabelal: Sequéncias dos loci especificos para C. caudata. Na primeira coluna temos os 9 loci utilizados. Na segunda coluna temos as

sequéncias Forward e Reverse, ja adicionadas com a cauda M13. A Gltima coluna representa as temperaturas de anelamento especificas

para cada locus em graus Celsius.

Locus Sequéncia 5' - 3' Ta
CHIR1-16 TGTAAAACGACGGCCAGTAGAGCCACCTAGTTAAACTGC 50
TTAGATCACCTGGTGTATGTTC
CHIR1-18 TTACCTAGAAGCAGAGGTAG 45
TGTAAAACGACGGCCAGTACTCTGATGAAATGGTATGC
CHIR2-9 CACTCTTACTACTCAACATATTC 51
TGTAAAACGACGGCCAGTACTGCTAAGAGAGAATACCAG
CHIR3-15 | TGTAAAACGACGGCCAGTAGTAAGATAGTAGTGGGAATCG | 49,3
TACTGCTACATGCTACAGACC
CHIR3-22 TGAAGTCCAGAGACAACAG 52,4
TGTAAAACGACGGCCAGTGAACTAATGCAACTTCTGAG
CHIR3-27 TGCATGAATGGTGAAAGATGTC 51
TGTAAAACGACGGCCAGTGCAGAATCACCCATAAGAGACTG
CHIR4-21 TCATCTGAACAGTAGAGCTTTCTC 49,3
TGTAAAACGACGGCCAGTCTTATCAACATTCTTCTCCCATAG
CHIR4-33 | TGTAAAACGACGGCCAGTAAAGCTGTGAACACGTAACTGC | 49,3
AATCTCCACTTTGTGGGACAG
CHIR4-34 | TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCATCACACACTCCCTTGAG | 49,3
TGTTCTTTCTTCCAGCTTCTGAC

As concentragdes, os reagentes e o ciclo de reacdo estéo indicados detalhadamente no

apéndice 2.

Apo6s as reacdes de PCR, os produtos finais foram observados em gel de agarose 1%

para a confirmacdo da amplificacdo da banda de interesse.
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A visualizacdo dos fragmentos amplificados foi feita ha empresa MACROGEN pelo
servico de genotipagem, através dos sequenciador 3730XL (AB,USA). Para a

determinacgdo dos tamanhos dos alelos utilizamos o programa Geneious versao 3.4.6
3.5 Diversidade genética

Para todos os loci foi verificada a presenca de alelos nulos, erros tipogréaficos e a taxa
de erros de genotipagem pelo programa MICROCHECKER (VAN OOSTERHOUT et al.
2004).

O contetdo de informagé@o polimérfica (Polymorphism Information Contente - PIC),
indica que valores maiores que 0,5 fazem com que os loci sejam considerados
altamente informativos; entre 0,25 e 0,5 sejam considerados razoavelmente
informativos; abaixo de 0,25 sejam considerados pouco informativos. O calculo do PIC
foi feito através do programa CERVUS 3.0.6 descrito pela primeira vez por Marshal et
al. (1998).

Analises de gargalo populacional recente foram realizadas no programa BOTTLENECK
(PIRY et al. 1999).

A verificacdo do desequilibrio de ligagéo foi feita pelo programa GENEPOP 4.2.2
(RAYMOND e ROUSSET, 1995). Com este célculo é possivel estimar se 0s genétipos
de um locus sédo independentes dos gendtipos de outro locus em termos de frequéncia

de ocorréncia.

Para o calculo dos valores do nimero de alelos (Na), Numero efetivo de alelos (Ne),
heterozigosidade esperada (He) e heterozigosidade observada (Ho) utilizamos o
programa GeneAlex (PEAKALL e SMOUSE, 2006).

A variacdo no tamanho dos fragmentos amplificados foi verificada a partir da
determinag&o dos tamanhos minimos e maximos de cada alelo para cada locus, com o

objetivo de reduzir custos de genotipagem.

O teste de verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado para cada locus por
populacdo e global, com hipétese alternativa de déficit de heterozigotos. O programa
utilizado para tais calculos descrito por Raymond e Rousset (1995) é denominado
GENEPOP. Para os testes foram utilizados 10.000 desmemoriza¢6es, 10.000 lotes e

100.000 interacdes por lote.

Valores de riqueza alélica (Ra), coeficiente de endogamia (Fis) e suas respectivas

significancias quanto ao déficit (pL) e excesso (pS) de heterozigotos foram calculados
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pelo programa FSTAT (GOUDET, 1995). As significancias tem seus valores corrigidos

a partir de parametros do préprio programa.

Usamos a correcdo sequencial de Bonferroni para corrigir compara¢des mdltiplas ao

avaliar a significancia estatistica (RICE 1989).
3.6 Estruturacado populacional

O célculo dos valores de Fst e as respectivas significancias foi realizado no programa
FSTAT (GOUDET, 1995) ndo assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg.

A Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) foi estimada no programa ARLEQUIN
(EXCOFFIER et al., 2005).

Para a andlise de correspondéncia fatorial (ACF) de diferenciagcéo entre as populacdes
amostradas utilizamos o programa GENETIX (BELKHIR et al. 2001).

Testamos a existéncia de isolamento por distancia, correlacionando valores de FST e
distancia geografica, através do teste de Mantel implementado no programa FSTAT
(GOUDET, 1995).

Utilizamos o programa STRUCTURE (PRITCHARD et al. 2000) para o agrupamento
dos individuos em provaveis populagfes, com a determinacdo do nimero mais provavel
de populacgbes (k). Para esta analise, foram adotados os modelos admixture e de alelos
correlacionados. Foram realizadas 6 corridas independentes de 500.000 geracdes de
MCMC e 100.000 geracdes de burn-in. Os valores de k variaram de 1 a 5. O valor mais
apropriado para K foi estimado de acordo com o método descrito por Evano et al. (2005)
e implementado no programa STRUCTURE HARVESTER (EARL e VONHOLDT, 2012)

Para o célculo da diferenciacdo genética de Jost (Dest) (JOST, 2008), utilizamos o
programa SMOGD (CRAWFORD, 2010). Este parametro de diferenciacdo varia de 0 a
1. Quanto mais proximo a zero menos diferenciadas sdo as populagfes, quanto mais

proxima a 1 mais diferenciadas séo as populacdes.
4. Resultados
4.1 Diversidade genética

Todos os loci envolvidos nas analises, ao calcular o contetdo de informagé&o polimorfica,
apresentaram valores superiores a 0,5. Ou seja, todos sdo altamente informativos.
Encontramos um total de 163 alelos dentro dos 9 loci analisados. Houve uma variagédo
de 12 a 30 alelos por locus, com uma média de 18,1 alelos por locus. O comprimento

dos alelos também foi analisado. A partir do conhecimento da variacdo no tamanho dos
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alelos, pode-se reduzir custos de genotipagem agrupando em um mesmo tubo de
amostragem uma mesma fluorescéncia em locus com tamanhos distintos. A tabela 2

abaixo ilustra a variacdo de todos estes elementos.

Tabela 2. Para cada locus utilizado nas analises (primeira coluna) estdo indicados na segunda coluna os valores do conteddo de

informacéo polimérfica (PIC), na terceira coluna a quantidade de alelos e na quarta coluna a variagdo no comprimento.

Variacdo no tamanho dos alelos
Locus PIC Numero de Alelos (pares de base)
CHIR4-21 | 0,791 12 190-218
CHIR3-15 | 0,911 19 150-194
CHIR2-9 0,902 23 126-186
CHIR3-27 | 0,795 15 232-268
CHIR4-33 0,9 16 134-174
CHIR4-34 | 0,858 13 218-244
CHIR1-18 | 0,924 22 156-204
CHIR1-16 | 0,946 30 142-222
CHIR3-22 | 0,766 13 176-206

Ao verificarmos o desequilibrio de ligacdo, pudemos observar que ndo existem valores

significativos. Indicando que n&o ha desequilibrio de ligacdo entre os loci analisados.
Né&o foi observado gargalo populacional recente para nenhuma das populagdes.

Todas as populacdes analisadas apresentaram em termos globais para todos os loci
valores de Fis positivos significativos e desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg quanto
ao déficit de heterozigotos, significativamente diferentes de zero (ap0s corregcéo
sequencial de Bonferroni), indicando a presenca de muitos homozigotos na populagéo.
A andlise de alelos nulos indicou que apenas o locus 3-27 contém alelos nulos em todas
as populacdes, indicando que o déficit de heterozigotos poderia ser resultado da
presenca destes alelos. Este locus foi retirado para reandlise dos parametros de
diversidade genética. E os resultados quanto ao déficit de heterozigotos nas populacdes

se mantiveram iguais. Mantivemos assim, os valores originais com o locus 3-27.

As tabelas de 3 a 7 mostram as variaveis de diversidade genética para cada populagéo.
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Tabela 3. Localidade: PECB. Informacdes sobre diversidade genética. N: tamanho amostral; Na: nimero de alelos; Ra: riqueza alélica;

Ne: numero efetivo de alelos; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; Pd: desvios no equilibrio de Hardy-

Weinberg ap6s corregao de Bonferroni; Fis: coeficiente de endocruzamento; Pf: valores de p para o coeficiente de endogamia. (*) valores

significativos.

PECB N Na Ne Ho He Pd Fis Pf Ra
CHIR4-21 | 19 6 2,473 | 0,421 0,596 0,074 | 0,318 | 0,031 | 4,537
CHIR3-15 | 19 13 |9,627| 0,842 0,896 0,159 | 0,087 | 0,207 7,348

CHIR2-9 | 20 13 |7,143| 0,75 0,86 0,061 | 0,153 | 0,066 | 9,988
CHIR3-27 | 20 10 |6,061| 0,65 0,835 |0,0016 * | 0,246 | 0,015 6,979
CHIR4-33 | 20 12 |8,602| 0,75 0,884 0,01 0,176 | 0,026 | 9,741
CHIR4-34 | 18 9 |5635| 0,667 | 0,823 0,051 | 0,217 | 0,046 | 8,087
CHIR1-18 | 20 16 |11,94| 0,95 0,916 0,716 | -0,011 | 0,643 | 10,616
CHIR1-16 | 20 18 |11,77| 0,85 0,915 0,195 | 0,097 0,11 11,346
CHIR3-22 | 20 13 |6,957| 0,8 0,856 0,314 | 0,091 | 0,208 | 8,192

Média 12,222 7,8 | 0,742 0,842 | 0,001* | 0,145 | 0,001* | 8,537

Tabela 4. Localidade: PESC. Informagdes sobre diversidade genética. N: tamanho amostral; Na: nimero de alelos; Ra: riqueza alélica;

Ne: numero efetivo de alelos; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; Pd: desvios no equilibrio de Hardy-

Weinberg apds corregéo de Bonferroni; Fis: coeficiente de endocruzamento; Pf: valores de p para o coeficiente de endogamia. (*) valores

significativos.

PESC N Na Ne Ho He Pd Fis Pf Ra
CHIR4-21| 10 7 |5,405 1 0,815 1 -0,176 0,2 7
CHIR3-15| 10 7 |3,774] 0,6 0,735 0,122 0,234 0,117 7

CHIR2-9 10 8 6,25 0,6 0,84 0,052 0,333 0,03 8
CHIR3-27| 10 8 16,452 0,1 0,845 0* 0,893 | 0,001 * 8
CHIR4-33| 10 6 4 0,8 0,75 0,529 | -0,014 | 0,666 6
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CHIR4-34| 10 6 |[4,651 0,1 0,785 0* 0,885 | 0,001 * 6
CHIR1-18| 10 12 |8,333 0,9 0,88 0,185 0,03 0,596 12
CHIR1-16| 10 12 9,091 0,8 0,89 0,04 * 0,153 0,116 12
CHIR3-22| 10 6 3,846 0,7 0,74 0,292 0,106 0,395 6

Média 8 |5,756| 0,622 0,809 0* 0,28 0,001 * 8

Tabela 5. Localidade: EEB. Informag6es sobre diversidade genética. N: tamanho amostral; Na: nimero de alelos; Ra: riqueza alélica; Ne:
numero efetivo de alelos; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; Pd: desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg
ap6s correcdo de Bonferroni; Fis: coeficiente de endocruzamento; Pf: valores de p para o coeficiente de endogamia. (*) valores

significativos.

EEB N Na Ne Ho He Pd Fis Pf Ra

CHIR4-21 | 18 6 4,469 | 0,611 | 0,776 | 0,013 0,24 0,051 | 5,588

CHIR3-15 | 18 10 6,48 0,889 | 0,846 | 0,505 | -0,023 | 0,72 8,848

CHIR2-9 18 15 8,757 | 0,778 | 0,886 | 0,226 0,15 0,064 | 11,241

CHIR3-27 | 18 12 6,894 | 0,667 | 0,855 | 0,069 | 0,247 | 0,012 | 9,125

CHIR4-33 | 18 11 8,416 | 0,944 | 0,881 | 0,626 | -0,043 | 0,824 | 9,238

CHIR4-34 | 18 7 4,127 | 0,556 | 0,758 | 0,019 | 0,293 | 0,017 | 5,651

CHIR1-18 | 18 15 7,535 | 0,722 | 0,867 | 0,198 | 0,195 | 0,022 | 10,854

CHIR1-16 | 18 15 11,172 | 0,722 0,91 0* 0,234 | 0,005 | 11,585

CHIR3-22 | 17 6 3,247 | 0,529 | 0,692 | 0,073 | 0,263 | 0,081 | 5,007

Média 10,778 | 6,789 | 0,713 0,83 |0,001*| 0,169 | 0,001* | 8,57

Tabela 6. Localidade: RMG. Informagdes sobre diversidade genética. N: tamanho amostral; Na: nimero de alelos; Ra: riqueza alélica; Ne:
numero efetivo de alelos; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; Pd: desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg
ap6s corregdo de Bonferroni; Fis: coeficiente de endocruzamento; Pf: valores de p para o coeficiente de endogamia. (*) valores

significativos.

RMG N Na Ne Ho He Pd Fis Pf Ra

CHIR4-21| 15 10 5,114 | 0,733 | 0,804 | 0,302 | 0,123 0,22 8,399
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CHIR3-15| 15 14 10,465 | 0,867 | 0,904 | 0,129 | 0,076 | 0,274 | 11,592
CHIR2-9 | 15 12 6,429 | 0,733 | 0,844 | 0,116 | 0,165 | 0,096 | 9,458
CHIR3-27 | 15 6 3,913 0,2 0,744 0* 0,747 |0,001*| 5,459
CHIR4-33 | 15 9 5,921 0,8 0,831 | 0,403 | 0,072 | 0,367 | 7,986
CHIR4-34 | 15 9 7,143 | 0,267 0,86 0* 0,708 | 0,001 *| 8,311
CHIR1-18 | 15 10 7,258 | 0,867 | 0,862 | 0,053 | 0,029 | 0,494 | 8,798
CHIR1-16 | 15 16 12,162 | 0,733 | 0,918 0,004 * | 0,234 | 0,003 | 12,985
CHIR3-22 | 14 7 4,84 0,714 | 0,793 | 0,118 | 0,136 | 0,221 | 6,353

Média 10,333 | 7,027 | 0,657 0,84 0* 0,251 | 0,001* | 8,816

Tabela 7. Localidade: FCA. Informag6es sobre diversidade genética. N: tamanho amostral; Na: nimero de alelos; Ra: riqueza alélica; Ne:

numero efetivo de alelos; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; Pd: desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg

ap6s correcdo de Bonferroni; Fis: coeficiente de endocruzamento; Pf: valores de p para o coeficiente de endogamia. (*) valores

significativos.
FCA N Na Ne Ho He Pd Fis Pf Ra
CHIR4-21 | 15 6 4,327 | 0,733 | 0,769 | 0,329 | 0,081 0,36 | 5,627
CHIR3-15 | 15 11 8,333 0,8 0,88 0,076 | 0,125 | 0,142 | 9,777
CHIR2-9 | 14 11 7,84 0,786 | 0,872 0,05 0,136 | 0,121 | 9,616
CHIR3-27 | 15 5 2,459 | 0,267 | 0,593 0* 0,574 | 0,001 * | 4,762
CHIR4-33 | 15 14 10,714 | 0,933 | 0,907 | 0,468 | 0,005 0,64 |11,644
CHIR4-34 | 14 8 5,091 | 0,429 | 0,804 |0,005*| 0,495 | 0,003 | 7,051
CHIR1-18 | 15 16 11,538 | 0,867 | 0,913 | 0,275 | 0,085 | 0,1989 | 12,777
CHIR1-16 | 15 16 12,162 | 0,733 | 0,918 | 0,002 * | 0,234 | 0,004 |12,985
CHIR3-22 | 14 6 2,841 | 0,571 | 0,648 0,32 0,154 | 0,266 | 5,337
Média 10,333 | 7,256 0,68 0,812 0* 0,196 | 0,001* | 8,84

Em todas as populagdes foram encontrados alelos privados. S&o 15 alelos privados

para a populacédo do PECB, 4 para a populagédo do PESC, 12 para a populacdo da EEB,
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7 para a RMG e 6 para FCA. Estes dados revelam que todas as areas possuem

caracteristicas genéticas especificas e Unicas para cada populagao.

A tabela 8 abaixo indica as variaveis de diversidade genética para todos os loci em cada

populacdo: nimero de alelos, numero efetivo de alelos e riqueza alélica

Tabela 8. Os valores para cada populagdo estdo indicados abaixo. (Na) representa o nimero de alelos, (Ne) nimero efetivo de alelos

médio e (Ra) riqueza alélica média.

Populagdes Na Ne Ra
PECB 110 7,8 8,537
PESC 72 5,756 8
EEB 97 6,789 8,57
RMG 93 7,027 8,816
FCA 93 7,256 8,84

4.2 Estruturacéo populacional

Os valores de Fst par a par foram significativos para a maioria dos pares de populagoes.
N&o foram encontrados valores significativos de diferenciacdo apenas entre as areas de
RMG e FCA. Na tabela 9 estdo indicados os valores de FST e suas respectivas
significAncias. Ao realizarmos os calculos de diferenciagdo sem a presenca do locus 3-
27 (presenca de alelos nulos), os resultados se mantiveram semelhantes, tanto em

guestao numérica quanto aos pares que possuem diferenciacao significativa.

Tabela 9. A comparacéo par-a-par entre as populagdes e seus valores de FST estdo indicados nesta tabela. (*) representa valores

significativos de diferenciacéo.

PECB PESC EEB RMG FCA
PECB 0 0,02 * 0,02* | 0,045* | 0,041 *
PESC 0 0,028* | 0,029* | 0,04 *
EEB 0 0,029 * | 0,037 *
RMG 0 0,017
FCA 0
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O teste de isolamento por distancia, quando comparados FST e distancia geografica,
indicou que ndo h& uma correlagdo positiva entre as variaveis e que a variagao
proporcionada pela distdncia na diferenciacdo das populacdes (FST) é de somente
1,34% (r> 0,0134). Ou seja ndo notamos um isolamento por distancia nestas

populagdes.

A andlise de variancia molecular indicou que 96,2% da variacdo esta contida dentro das

populagdes e somente 3,8% entre as populagdes.

A analise de correspondéncia fatorial (ACF) indicou o agrupamento em distintos grupos
populacionais. Porém graficamente estes grupos mostraram diversos individuos
pertencentes a determinada populac¢des que foram plotados proximos a agrupamentos
de outras populagdes, indicando a presencga de pontos de convergéncia. Principalmente
entre as populagbées do PECB (azul), EEB (amarelo) e PESC (vermelho) e entre as

populacdes da RMG (verde) e FCA (cinza), como indicado na figura 4.
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Figura 4. Gréfico gerado a partir da analise de correspondéncia fatorial.

A tabela 10 abaixo mostra os resultados de Dest nas comparacoes feitas par a par. Os
valores variam de aproximadamente 0,067 a 0,212. Novamente podemos notar que as
comparacgdes entre PECB, EEB e PESC (0,067-0,092) mostram valores menores de
diferenciacédo entre si do que quando comparamos estas areas com RMG e FCA (0,145-

0,212). Comparando apenas as areas RMG e FCA o valor de diferenciagéo € de 0,107.
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Tabela 10. Estimativa de diferenciagéo genética de Jost (Dest) para todos os pares de populacdes amostradas

PopulagBes | PECB PESC EEB RMG FCA
PECB 0 0,092 0,076 0,194 0,114
PESC 0 0,067 0,182 0,212

EEB 0 0,145 0,157
RMG 0 0,107
FCA 0

A estimativa do numero de populacdes, pelo método de Evano et al. (2005) indica a
presenca de quatro conjuntos génicos, k=4 (as cores no grafico representam o0s
conjuntos génicos em que um individuo pode ser agrupado; cada barra representa qual
a probabilidade de um individuo pertencer a um determinado conjunto génico).
Novamente as areas de RMG e FCA apresentam caracteristicas Unicas. As outras areas
ndo mostraram caracteristicas especificas. 1sso mostra uma separacdo entre RMG e
FCA com popula¢des do PECB, PESC e EEB, mas nenhuma estruturagcdo real de

populacdo dentro de qualquer populagéo. A figura 5 abaixo ilustra esta situagao.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

Figura 5. Gréfico gerado a partir da andlise bayesiana de agrupamento populacional. O nimero 1 indica PECB; 2 PESC; 3 EEB; 4 RMG

e 5 FCA.
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5. Discusséao

Nossos resultados indicam uma média de alelos por locus de 18,1, um valor superior ao
encontrado por Francisco et al. (2007) trabalhando com populactes de C. caudata em
areas inseridas somente dentro um continuo florestal. Este fato pode indicar que um
processo de fragmentacao recente ao subdividir as populac¢des faz com que ocorra um
aumento no nimero de alelos da espécie. A longo prazo estas populagdes isoladas e
fragmentadas podem se extinguir e reduzir a variabilidade genética da espécie
(FRANKHAM et al. 2002). E possivel visualizar que o Estado de S&o Paulo a partir de
1962 teve sua cobertura florestal original diminuida 29,26% para 13,43% ha década dos
anos 90 (NALON et al. 2008), ou seja as populacbes vem sendo cada vez mais

subdivididas aumentando seu risco de extingao.

O fato de ndo confirmarmos a presenca de um gargalo populacional recente faz com
que a compreensao dos aspectos genéticos abaixo discutidos, ndo tenha como central
a baixa diversidade ou taxas de endogamia relacionados a processos historicos de

reducdo populacional.

Nossas andlises indicaram que ha desvios no EHW, ou seja existem valores
significativos para déficit de heterozigotos, fato também verificado para a maioria das
populacdes no trabalho de Francisco et al. (2007). Pelo fato de areas continuas e
fragmentadas apresentarem coeficientes de endogamia positivos, esta caracteristica
pode ser atribuida a baixa dispersao da espécie, que apresenta pequena area de vida
e baixa disperséo, principalmente para machos (Hansbauer et al. 2008a), fazendo com
gue a fragmentagcdo ndo seja responsabilizada pelas taxas de endogamia da espécie.
A auséncia de heterozigotos foi observada no PECB e EEB, areas controle dentro do

maior continuo de Mata Atlantica, assim como nas outras areas mais fragmentadas.

Este exemplo nos mostra que nem sempre podemos relacionar a fragmentacdo com
efeitos genéticos negativos nas populacdes. Se tivessemos como base apenas este
estudo em areas fragmentadas poderiamos inferir erroneamente que a endogamia
apresentada nas populacdes esta associada com os efeitos da fragmentacéo e redugéo
do fluxo génico. Por isso é necessaria uma real compreensao das caracteristicas das
espécies associadas com as condicbes ambientais para determinagéo dos fatores que
geram determinada caracteristica genética. Outra espécie estudada por Hoglund e
Shorey (2003), Manacus manacus, também apresentou esta caracteristica. Mesmo em
ambiente com auséncia de fragmentagéo, as populacdes apresentam certo grau de

endogamia devido a sua disperséo limitada.
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A presenca de muitos alelos privados nas populacdes fragmentadas € um fato que
demonstra a importancia destas &reas na conservagdo da espécie, uma vez que
sustentam grande parte desta diversidade alélica. A perda destes alelos seria prejudicial
para C. caudata, aumentando seu risco de extingdo e diminuindo seu potencial

evolutivo.

Quando comparamos o humero de alelos, o nimero efetivo de alelos e a riqueza alélica
podemos notar uma ligeira reducdo quantitativa destas varidveis em areas
fragmentadas. Porém ao analisarmos em um contexto geral notamos que estas areas
ainda sustentam valores qualitativamente altos destes indices de diversidade alélica,
indicando novamente que a fragmentacdo da Mata Atlantica ndo é responsavel pela
reducdo da variabilidade genética. Estudo realizado por Barnet et al. (2008) com a
espécie Corapipo altera, também demonstrou que areas mais fragmentadas (menor
tamanho e mais distantes de grandes continuos florestais) podem suportar altos valores
de riqueza alélica e alelos privados. Neste mesmo estudo em uma pequena escala,
além da manutencdo da diversidade genética também foi constatado que estas
populacdes de diferentes fragmentos se comportam como uma Unica populacdo, ou
seja, a fragmentacdo ndo impede a conectividade e a disperséo dos individuos entre os

fragmentos.

Por ser uma espécie menos especialista, se utilizar de diversos tipos de habitat e se
locomover entre as manchas florestais (HANSBAUER et al. 2008a; UEZU et al. 2005),
a fragmentagcdo para C. caudata ndo exerceu pressfes evolutivas de reducdo da
variabilidade genética, o que pode ser mais acentuado em espécies mais especialistas
gue ndo se utiizam de habitats mais degradados e nem se locomovem entre

fragmentos.

Os dados de diversidade genética nos mostram trés questdes importantes. A primeira é
gue a fragmentacdo pode estar atuando de maneira a subdividir grandes populacdes e
aumentar a diversidade alélica a curto prazo (mostrando que apesar do aumento da
diversidade, este crescimento no numero de alelos pode estar intrinsecamente
associado a fragmentagcdo). Uma segunda questdo diz respeito aos indices de
endogamia. Foram encontrados valores significativos de endogamia em todas as
populacdes. Este fato geralmente € associado a fragmentagdo, porém nossa area
controle (Carlos Botelho) e os resultados obtidos ao estudar somente populagbes
inseridas em ambientes continuos n&o direcionam para a fragmentacdo a
responsabilidade pelas taxas de endogamia. Esta realidade é direcionada ao

comportamento dos tangaras. A terceira questao é que areas inseridas em um continuo
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possuem basicamente as mesmas caracteristicas de diversidade genética das outras
areas, ou seja ndo ha uma reducao na diversidade genética em areas fragmentadas.
Este fato d& indicios de que a fragmentacdo pode n&o reduzir o fluxo génico entre
fragmentos proximos ou manter o nimero populacional alto de maneira a minimizar
efeitos da deriva. A ressalva desta Gltima questdo diz respeito a escala temporal.
Aumentando-se o periodo de acompanhamento das populacdes poderemos ter
conclusbes precisas sobre a influéncia da fragmentagédo na reducdo da variabilidade

genética de C. caudata.

Ao tratarmos da estruturacdo populacional, mesmo &reas continuas apresentam
estruturacdo populacional para C. caudata, quando se utiliza FST como medida de
diferenciagdo, sendo esta diferenciacdo diretamente proporcional a distancia
geografica. Populagbes distantes até 110km n&o apresentam diferenciacdo, e
popula¢des mais distantes (415km) sdo as mais diferenciadas (Francisco et al., 2007).
Ja esperdvamos portanto encontrar a estruturacdo populacional em é&reas
fragmentadas. O que teremos para discutir serdo aspectos relacionados a areas
proximas inseridas em um contexto de fragmentacdo e a presenca de outros fatores

além da distancia que expliquem a diferenciacdo populacional.

Analisando apenas as populagbes das areas de RMG e FCA que estdo situadas
proximas, em uma pequena escala, ndo ha diferenciagdo populacional significativa
indicada pelos valores de FST. Porém o valor de FST para estas duas areas € muito
proximo ao valor significativo encontrado em outras comparagfes entre populagdes.
Além disso, tanto a analise de correspondéncia fatorial, quanto o Dest, indicaram que
estas populacdes ja possuem evidéncias de inicio de diferenciagéo populacional, que
pode estar associada principalmente com um menor tamanho populacional na area mais
fragmentada (FCA) aumentando os efeitos da deriva nesta populagdo. A partir da
premissa que a estruturacdo populacional é determinada principalmente pelo balanco
de deriva genética e fluxo génico (TEMPLETON, 2006) podemos inferir que a deriva
neste caso é a forca evolutiva que vem aumentando a diferenciacdo entre as areas
devido a uma reduc¢éo no tamanho populacional, visto que os individuos situados nestas
areas se locomovem entre os fragmentos, ndo sendo observadas barreiras ao fluxo de

individuos, como j& citado acima, possibilitando o fluxo génico.

Ao tratarmos da totalidade de areas amostradas pudemos notar novamente que existe
diferenciacdo populacional entre a maioria das é&reas, evidenciado pelos valores
significativos de FST. O indice de diferenciagdo de Jost também mostrou que

possivelmente ha uma diferenciacdo entre as areas. Mais evidenciada entre as areas
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de RMG e FCA com as demais areas PECB, PESC e EEB. Este indice ndo se mostrou
tdo conclusivo sobre a diferenciacdo das areas PECB, PESC e EEB. Indicou que tais
areas se diferem das &reas da regido metropolitana (RMG e FCA), mas apresentam 0s
mais baixos valores de diferenciacdo entre si. Assim como evidenciado pelo gréafico de
andlise bayesiana, estas areas (RMG e FCA) na regido metropolitana de S&o Paulo
parecem ter caracteristicas genéticas particulares, necessitando de uma maior atencao
ao se pensar no manejo da espécie. A andlise de correspondéncia fatorial que indicou
diferenciacdo das populacbes com sobreposicdo de alguns agrupamentos,
principalmente para RMG e FCA.

Com estes dados podemos entender que a paisagem onde estas populaces estao
envolvidas exerce uma pressdo evolutiva direta. O fato das populagdes estarem
estruturadas ndo € a novidade. O que se percebe é que a paisagem ao entorno das
areas pode atuar de maneira a aumentar essa diferenciacio. E o caso das areas RMG
e FCA que mesmo estando mais préoximas ja possuem certa diferenciacdo entre si e
apresentam as maiores diferenciacdes genéticas com as demais. Este fato é intrigante
e 0 que podemos associar a este fato é que a paisagem fragmentada ao entorno destas
areas favorece a diferenciacdo genética de maneira mais contundente do que em um

continuo florestal.

A porcentagem de variagdo molecular (AMOVA) mostrou uma taxa altissima dentro das

populacdes o que pode ser explicado pelo alto numero de alelos.

A nao confirmacdo de isolamento por distdncia em habitas fragmentados nos coloca
outros fatores responsaveis pela estruturacdo encontrada. O que poderia explicar uma
maior diferenciacao entre as areas do PECB e RMG (112km) quando comparamos com
uma menor diferenciacdo entre PECB e EEB (222km)? Possivelmente além dos fatores
comportamentais ja listados acima, a fragmentacédo pode estar atuando de maneira a
reduzir o fluxo génico e aumentar a diferenciacdo genética de populacbes mais
fragmentadas. Quando comparamos esta distancia e a diferenciacéo entre PECBXRMG
(112km; FST: 0,045) com a distancia sem diferenciacé@o significativa em um continuo
(110km), podemos notar que existe um novo fator influenciando a diferenciagdo. Assim
como &reas muito mais proximas (PESCxFCA — 57km; FST: 0,04/ PESCXEEB — 77km;
FST: 0,028) apresentam valores de FST muito mais elevados do que o esperado em

um continuo florestal. Podemos inferir que este novo fator é a fragmentacao.

Os dados referentes a estruturacdo populacional nos mostram duas importantes
guestdes. A primeira diz respeito as areas de RMG e FCA. Estas areas se mostram

diferenciadas das demais (fato evidenciado por todas as anadlises), sendo entédo
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portadoras de caracteristicas genéticas Unicas, porém com indicios de que a
fragmentag&o possa estar iniciando um processo de diferenciagdo entre estas duas
areas. A segunda questdo é que somente a distancia ndo pode explicar a diferenciacdo
de C. caudata em areas fragmentadas. Se por um lado esta espécie que se movimenta
entre os fragmentos proximos (Hansbauer et al., 2008b) e é capaz de manter a
diversidade genética, por outro lado apresenta graus de diferenciagdo genética ndo
correlacionados com a distancia geogréfica em ambientes fragmentados, mesmo em

uma menor escala, sendo afetada negativamente pelo processo de fragmentacgéao.

Todos os resultados obtidos devem levar em consideracéo alguns pontos. Um deles é
o tempo de fragmentacdo relacionado ao tempo de resposta genética frente a este
cenario. Mesmo ndo havendo indicios de redugéo de variabilidade genética em areas
fragmentadas, o tempo de resposta dos efeitos genéticos pode néo ter sido perceptivel
nesta escala temporal, ou seja, a fragmentacédo pode em uma escala de tempo maior,
exercer pressdes negativas sobre a diversidade genética. A escala de estudo é outra
guestdo a ser melhor compreendida ao se avaliar os efeitos da fragmentacdo sobre as
populacdes naturais. Pequenas escalas de estudo indicam que populagfes de tangaras
podem nédo ser afetadas pela fragmentacdo como indicado por alguns trabalhos (Barnet
et al. 2008; Uezu et al. 2005), porém quando aumentamos a escala os efeitos da
fragmentacéao, principalmente os relacionados a estruturacdo populacional, se tornam

mais evidentes.
Implicagdes para a conservagéao

A conservacao da biodiversidade ndo é uma tarefa facil. Estudos cientificos sdo muito
importantes pois trazem para a realidade ecolégica como 0s ecossistemas vem sendo
ameacados e propde o que devemos priorizar. Atualmente o modelo de tomada de
decisdo politica ndo se baseia em andlises cientificas da conservacdo. Uma
possibilidade € compreender como toda a complexidade bioldgica se enquadra dentro
de processos politicos, sociais e econdmicos, visando a integracdo de todas estas
vertentes (EIZIRIK, 1996).

Levando em consideracgdo que as areas da regido metropolitana de S&o Paulo — SP sédo
os locais onde as taxas de desmatamento sdo as mais altas para a Mata Atlantica
(Teixeira et al., 2009) temos que assumir um cuidado especial com as popula¢gbes da
RMG e FCA. Estas populacbes apesar do contexto de fragmentacdo, se mostraram
mais proximas geneticamente e diferenciadas das demais. Tais areas com
caracteristicas genéticas Unicas e inseridas dentro do maior centro de devastagéo

devem ser preservadas. A perda de individuos destas populagdes, vitimas da reducéo
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e degradacao de habitat, pode levar a perda de caracteristicas genéticas que ndo serao
mais encontradas em outras populagbes e levardo a uma reducdo da variabilidade

genética da espécie em geral.

Apesar deste cuidado especial com estas areas pela sua realidade ambiental e suas
caracteristicas genéticas, em todas as localidades foram encontrados alelos privados,
e qualquer reducédo de habitat e aumento na fragmentacéo podem levar a reducdo da
variabilidade genética e diminuicdo da adaptacdo dos individuos frente as pressdes

ambientais. O risco de extingdo aumenta desta forma.

Ao levarmos em consideracao espécies que possuem caracteristicas e comportamentos
semelhantes a C. caudata, devemos entender que as caracteristicas genéticas séo
muito importantes nos planos de conservacao e que por isso se deve analisar a escala
geografica adequada ao propor planos de conservacao que integrem toda a diversidade
genética presente nas espécies. Especificamente para este estudo todas as areas sado

importantes.

Apesar de estudos de paisagem listados acima afirmarem que C. caudata € uma
espécie que ndo é tdo afetada pela fragmentacdo e que ndo possui preferéncias de
habitat tdo especializadas, notamos neste estudo justamente o contrario. Mesmo nao
havendo uma reducao na variabilidade genética das popula¢des, notamos um aumento
na diferenciacdo genética e influéncias desta diferenciacdo relacionadas com a
fragmentagdo. Mesmo com caracteristicas ecoldgicas menos especialistas, ao nivel de

genes a espécie ndo se mostra tao insensivel as mudangas ambientais.

Ao pensar planos de conservagdo ndo podemos deixar de lado o comportamento
ecoldgico das espécies. No caso de C. caudata, seu comportamento ecolégico reflete
uma estruturagdo populacional intrinseca a espécie. Ndo € papel dos planos de
conservacao, por principio, minimizar as diferengas entre as populac¢des. Nosso estudo
ndo visa diminuir a diferenca genética entre as populacdes, mas sim entender que a
fragmentagdo altera o processo de diferenciagdo e por isso deve ser melhor
compreendida, assim como manter toda a distinta variabilidade contida na espécie nas

diferentes areas de estudo.

Andlises genéticas populacionais foram realizadas apenas em areas no estado de S&o
Paulo, ou seja, uma pequena abrangéncia da distribuicao geogréfica de C. caudata. Os
dados nos mostram que esta espécie possui diferentes populacées mesmo em uma
pequena escala geografica e com graus de diferenciacao diferentes de acordo com o
grau de fragmentacéo. Desta forma, o conhecimento genético populacional de toda a

abrangéncia da espécie deve ser levantado para verificagdo das principais unidades de
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manejo, com caracteristicas genéticas particulares e importantes para o potencial

evolutivo.

O que ndo podemos deixar de pensar € que as extingdes sdo para sempre. A busca
pelo conhecimento biolégico das espécies deve ser incessante. Se ndo conhecermos
como determinada espécie se reproduz, se alimenta, o que utiliza de recursos, como
reage a fragmentacdo, suas caracteristicas genéticas, etc. ndo saberemos propor

planos para sua conservagao que sejam de fato conservacionistas.

Devemos entender as espécies de estudo como modelos para uma melhor
compreensdo de como se colocar em pratica a conservagdo. A Mata Atlantica ndo sera
conservada apenas com a conservacdo de C. caudata. Porém estudos
conservacionistas nos dao informacfes importantes sobre como se comportam os
modelos de estudo frente a situacdo ambiental. Sendo assim um plano de conservagao
eficaz também deve levar em conta 0 ambiente onde a espécie esta inserida. Devemos
compreender sua realidade ambiental, sua dindmica e suas principais ameacas,
avancando na sua conservacao e consequentemente na conservacao das espécies que

ali vivem.
6. Conclusoes

Ao tratarmos de influéncias da fragmentacdo na diversidade e estruturacdo genética
podemos afirmar que estas duas variaveis estdo relacionadas com o processo de

fragmentagéo.

Em um ambito geral a fragmentacéo pode estar aumentando a quantidade de alelos ao
subdividir as populacdes (fato associado a curto espagos evolutivos e viabilidade
genética das populagfes subdivididas). Porém, ao analisar fatores como endogamia,
riqueza alélica e numero efetivo de alelos, podemos notar que a fragmentagdo néo
exerce influéncias negativas sobre estas variaveis. Areas fragmentadas possuem
valores de diversidade alélica proximos da area controle. Em uma escala de tempo
maior estes efeitos podem vir a ser mais visiveis, evidenciando a pressdo negativa da

fragmentagé&o sobre a diversidade genética.

A distribuicdo geogréfica da diversidade mostra que todas as &reas sdo importantes
para a manutencdo do potencial adaptativo da espécie, uma vez que abrigam

caracteristicas genéticas unicas.

Mesmo areas muito proximas como RMG e FCA podem estar sofrendo com os efeitos

da fragmentacéo e ja possuem indicios de diferenciacao.
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Somente a distancia ndo explica a diferenciacdo populacional. Areas mais proximas
podem apresentar valores de diferenciacdo genética maiores do que &reas mais
distantes. O que provavelmente esta associado a este fato é a fragmentacdo pela

diminuicéo do fluxo génico ou reducédo do numero populacional.

Este estudo retrata a realidade de uma espécie, com caracteristicas ecolégicas e
evolutivas Unicas. O modelo C. caudata nos da importantes informacdes sobre uma ave
menos especialista. Podemos concluir que espécies mais especializadas quanto a
utiizacdo de habitat podem sofrer maiores consequéncias do processo de
fragmentacdo. O conhecimento das caracteristicas genéticas é fundamental no
planejamento da conservacao das espécies e da Mata Atlantica.
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Apéndices

Apéndice 1. Protocolos de extracdo de DNA gendmico total. Fenol:Cloroférmio:Alcool
Isoamilico (Sambrook et al., 1989 — adaptado)

1. Colocar em microtubos (1,5ml) as amostras (0,05g) e adicionar 550 uL de tampéo de
lise (50mM de Tris HCI, 50mM de EDTA, 100mM de NacCl).

2. Adicionar 40 pL de SDS 20% (dodecil sulfato de sodio) e 15 pyL de proteinase K
(20mg/mL).

3. Agitar em Vortex as amostras e em seguida incubar em termo bloco a 55°C overnight

(ou por 2hs na mesma temperatura).

4. Retirar o tubo do Termo bloco e adicionar 550 yL de fenol/cloroférmio/alcool

isoamilico (ou somente 275 pL de fenol e 275 L de cloroférmio).
5. Fechar muito bem os tubos e misturar as fases por inversédo de tubos por 10 minutos.
6. Centrifugar por 30 minutos a 14000 rpm (enquanto isso nomear novos tubos de 2 mL)

7. Transferir 0 sobrenadante para outro tubo (muito cuidado para ndo encostar a

ponteira na fase abaixo ao sobrenadante).

8. Repetir os passos 4 a 7.

9. O mesmo volume dado de sobrenadante adicionar de Cloroférmio.

10 Misturar novamente por inverséo de tubos por 10 minutos.

11. Centrifugar por 10 minutos a 14000rpm (enquanto isso homear novos tubos).
12. Transferir o sobrenadante para um novo tubo.

13. Adicionar 10% de Acetato de Sodio 3M (pH 7,0) e 2,5x do volume do sobrenadante
de etanol absoluto gelado.

14. Misturar as fases por inversdo de tubos cuidadosamente por 10 minutos.
15. Incubar as amostras em freezer a -20°C por 2 horas ou overnight.

16. Centrifugar as amostras por 15 minutos a 14000 rpm.
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17. Reverter cuidadosamente para retirar o etanol.

18. Adicionar 600 uL de etanol 70%, agitar cuidadosamente o tubo e centrifugar por

mais 10 minutos a 14000 rpm, depois reverter o tubo para descartar o etanol.

19. Adicionar 600 pyL de etanol 70% (ou 100%), agitar cuidadosamente o tubo e
centrifugar por mais 10 minutos a 14000 rpm, depois reverter o tubo para descartar o

etanol.
20. Secar o DNA em temperatura ambiente ou em estufa a 37°C.

21. Com o DNA sem residuo algum de etanol adicionar TE (10mM de Tris pH 8,0 e 1mM
de EDTA) ou 4gua MilliQ de acordo com o tamanho do pellet.

22. Adicionar 30 pL de agua MilliQ

23. Deixar o DNA em termo bloco a 37°C por 40 minutos e depois conservar a -20°C

até a utilizacéo.
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Apéndice 2.Reacao de Amplificacédo (PCR). Adaptado Francisco et al. (2004) e Schuelke
(2000)

Para um volume final de reacdo de 10 puL adicionamos 0s seguintes reagentes:
1. 5pL de GoTaqg (Promega)

2. 0,3uL de BSA (0,48 mg/ul)

3. 2,2uL de Agua MilliQ

4. 0,5uL primer Forward/Reverse com cauda M13 (0,2 pM)

5. 0,5 pL primer Reverse/Forward sem cauda M13 (0,8 uM)

6. 0,5 pL primer universal M13 (0,8 pM)

7. 1,0 pL de DNA (50ng/ pL)

O ciclo da reagéo foi descrito da seguinte maneira:

Ciclo inicial de 5 minutos a 94° C. Seguido por uma fase de 35 ciclos de 30s a 94° C,
30s a uma temperatura especifica para cada primer e 30s a 72° C. A terceira fase é
caracterizada pela amplificacdo dos fragmentos com a cauda M13. S&o 8 ciclos de 30s
a 94° C, 45s a 53° C e 45s a 72° C. A Ultima fase (extensdo final) se d4 através de um
ciclo de 10mina 72° C.
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