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Resumo

O Cerrado, embora represente uma das maiores zonas vegetacionais deste
continente, é uma das regides ecolégicas menos conhecidas da América do Sul. Existem
quatro tipos estruturais neste bioma variando quanto ao estrato arbéreo, tamanho, densidade
e tipo de arvores. Um destes, a mata de galeria, representa aproximadamente 5% dentre as
fisionomias do Cerrado e possui grande importancia ecoldgica por aumentar sobremaneira a

diversidade regional e por representar, segundo alguns autores, uma conexao atual entre a
mata Amazdénica e a mata Atléntica.

A ocupacdo do Cerrado iniciou-se no século XVill, intensificando-se na década de
30 em funcdo da ligagdo ferroviaria entre S3o Paulo e Andpolis e em fungéo da construgédo de
Brasilia, no final da década de 50. A partir destes processos de ocupagéo, estima-se que entre
37 a 509 do cerrado tenha sido modificado, levando a redugdo da proporgao de ambientes
naturais bem como da fragmentagéo dos remanescentes.

O objetivo deste trabalho foi investigar o impacto da fragmentagédo de ambientes
sobre a estrutura genética de populacdes de aves, utilizando métodos moleculares para
caracterizar a diversidade genética, bem como sugerir possiveis estratégias de conservagao de
espécies. O estudo focalizou o tangaréd-chifrudo Antilophia galeata (Aves; Pipridae). Esta
espécie foi selecionada por ser tipica das matas de galeria e por ser abundante o suficiente

para permitir capturas de pelo menos 20 individuos em cada uma das sete populagdes
amostradas.

Para este estudo foram feitas, primeiramente, andlises espaciais como tamanho
dos fragmentos onde as populagdes foram amostradas, analise do tipo de ambiente no
entorno destes locais, visando estimar o isolamento dos fragmentos, a disténcia entre os
varios fragmentos analisados, a distdncia potencialmente percorrida por possiveis migrantes
de A. galeata e célculos sobre a fragmentagdo do cerrado. Através da analise destes dados,
foi possivel perceber que a alterag&c ambiental provoca um aumento na distédncia potencial
percorrida por individuos migrantes e que a proporgao dos ambientes naturais do entorno das

matas de galeria amostradas esta relacionada a riqueza de espécies nestes locais.
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Utilizando a técnica de minisatélites, foi calculada a diversidade genética de trés
populagbes desta espécie e estes dados foram correlacionados as varidveis ambientais
calculadas anteriormente. Comparando-se as trés populagdes, pode ser constatado que a
diversidade genética apresenta valores proximos para todas elas. Comparando se o APD
(Average Percent Difference) interno e entre populagéo, foi possivel observar que a populagdo
de Riacho Fundo possui menor valor para esta variavel. Foram também encontradas diferencgas
entre as distancias genéticas entre os pares de populagdes.

Utilizando microsatélites foi calculada a heterozigosidade das varias populagdes
amostradas e estes dados foram também correlacionados a varidveis ambientais. Foram
encontradas diferengas entre as heterozigosidade esperada e observada para as populagdes
amostradas mas os valores da heterogozidade observada foi similar em todas as populagdes.
Embora as andlises multivariadas tenham indicado similaridade entre as populacdes, as
correlagdes envoivendo distancia euclidiana entre amplificagbes dos varios loci e distancia
fisica entre os fragmentos apresentaram valores positivos e significativos estatisticamente.
Estes resultados podem ser um indicativo de que a distancia fisica, associada as alteragdes
ambientais, potencialmente podem afetar as popula¢des de Antilophia galeata no DF, embora

estes efeitos ndo se fagam sentir, até o momento, na anélise populacional.
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Abstract

The Cerrado savanna biome of Central Brazil is one of the largest vegetation
- types of South America, and yet remains poorly known in biological terms. It is classified into
| four structural types according to the arboreal stratum, size, density and type of trees. One of
_ these types, the gallery forest, covering approximately 5% of the physiognomies of the cerrado,
' increases species diversity of the Cerrado and establishes a forest connection between
Amazonia and the Atlantic Forest biomes.

Occupation of the Cerrado began in the 18% century , intensifying since the
19305 after the railway connection between S3o Paulo and Anapolis and with the construction
of Brasilia in the 1950s. Current estimates place modification of the cerrado at 67%, resulting

. in reduction of the proportion of natural environments and fragmentation of the remainders.

To study the influence of fragmentation on natural populations and to suggest
possible strategies of species conservation, | studied the influence of the fragmentation on the
genetic diversity of Antilophia galeata (Aves; Pipridae). This species was selected because it is
typical of the gallery forests and is abundant enough to allow capture of at least 20 individuals

in each one of the seven populations surveyed.

| did spatial analyses of the size of the fragments where the populations were
surveyed, analysis of the environment of surrounding fragments, degree of isclation of
fragments, distance among fragments, distance potentially traveled by A. galeata dispersers,
and estimated landscape fragmentation index. Environmental disturbance caused increases in
the potential distance traveled by migrating individuals, and species richness was related to

the degree of disturbance around fragments.




Using the minisatélites, the genetic diversity of three populations of this species
was calculated and these data were correlated to the environmental variabies calculated
previously. Being compared the three populations, it can be verified that the genetic diversity
presents close values for all of them. Being compared APD (Average Percent Ditference) inter
and enter population, was possible to observe that Riacho Fund popuiation possesses smaller

value for this variable. They were also found differences among the genetic distances for each
pair of populations.

Using microsatellites the heterozigosity of the several populations was calculated
and these data were aiso correlated to environmental variable . Was found differences among
the ‘expected heterozigosity and observed for the populations analyzed. Although the
multivariated analyses have indicated similarity among the populations, the correlations
involving euclidiane distance between amplifications of the several loci and physical distance
among the fragments presented positive vaiues and statistical significance. These results can
be an indicative that the physical distance, associated to the environmental alterations, can
affect the populations of Antilophia galeata in DF, although these effects don't make to
observe, until the moment, in the population analysis.




Introdugdo geral

O Cerrado é uma das regides ecoldgicas mais pobremente conhecidas da
América do Sul (Silva 1995a). Representa uma das maiores zonas vegetacionais deste
continente, estendendo-se do sul do Brasil até a bacia do rio Amazonas (Ferri 1977). E um
tipo de vegetacdo com caracteristicas xeromérficas (Oliveira-Filho et al. 1989), centrada no
grande platd do Brasil Central (embora haja manchas isoladas ao norte da bacia do rio
Amazonas) (Ribeiro e Walter 1998), estendendo-se de 5° a 20° de latitude sul e de 45° a 60°
de longitude oeste. Abrange os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Ronddnia, Goias,
; Tocantins, Maranhdo, Piaui, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e o Distrito Federal (Alho &
' Maftins 1995; Silva 1995b; Ribeiro e Walter op. cit.). Toda essa extensac cobre
aproximadamente 20% de todo o pais (Alvim 1954; Eiten 1972; Oliveira-Filho et al. 1986;
Felfili e Silva-Jr. 1993), o que representa aproximadamente 1,5 millhdo de km? (Alvim e Araujo
1952; Ferri, op. cit.; Goodland 1971) a 2 milhGes de km? (Ab’Saber 1971, 1983; Oliveira-Filho
e Ratter 1995), perdendo em extensao apenas para a floresta amazdnica com 3,5 milndes de

km? (Ab'Saber 1977; Furley e Ratter 1988; Ratter e Dargie 1992; Felfili e Silva Jr 1993; Ribeiro
e Water 1998).

O Cerrado ndc é uma formagdo uniforme (Coutinho 1990), apresentando

@ fisionomias que englobam formagdes fiorestais, savanicas e campestres (Ribeiro e Walter

1998), variando quanto ao estrato arbdreo (tamanho, densidade e tipo de arvores), arbustivo e
graminoso. Segundo estes autores, formagdes campestres designa areas com predominio de
espécies herbaceas e algumas arbustivas, faltando arvores na paisagem; cerrado senso
restrito — savana: refere-se a dreas com arvores e arbustos espalhados sobre um estrato
graminoso, sem a formagdo de dossel continuo; formagdes florestais: representa areas com
predominéncia de espécies arbbreas, onde ha formagao de dossel, continuo ou descontinuo.
Dentre as formagdes florestais, temos as matas de galeria, que ocorre ao longo das linhas de
drenagem, localizando-se geralmente nos fundos dos vales ou nas cabeceiras de drenagem
(Ripeiro e Walter, op. cit.) e formando uma rede densa dentro da regido do cerrado (Silva
1996). Uma vez que as nascentes que compdem alguns dos maiores rios da America do Sul
estao localizadas nos platds da regido do cerrado, as matas de galeria fazem, através de

sistenas hidrograficos, conexdes com quase todos as regides ecolégicas vizinhas (Silva  op.




§it.). Aparentemente ndo apresenta caducifolia durante a estagao seca. A altura media do
strato arbéreo estd entre 20 e 30 metros, apresentando uma superposigdo das copas de |
odo a fornecer cobertura arbérea de 80 a 1009 (Ribeiro et al. 1983, Ribeiro e Walter 1998). !
stima-se que, primitivamente, as matas de galeria representavam cerca de 5% do ambiente
Jo Cerrado (Dias 1989). Véarios autores tém sugerido que matas de galeria do Brasil Central

] presentam intrusées de matas Amazonica e/ou Atlantica ac longo de cursos d'dgua (Vitt e

Eadwell 1991) dentro do dominio do Cerrado, representando uma conexdo atual entre estes |

dois biomas (Oliveira-Filho e Ratter 1995).

A ocupacac do Cerrado iniciou-se no século XVIII com a abertura e
issentamento de povoados para a exploragdo de ouro e pedras preciosas e criadores de gado
i bm escala extensiva usando pastagens naturais (Cavalcanti 1999). Com a exaust&o das minas, i
_: regido passou a ser explorada para a criagao extensiva de gado. A ocupagdo mais intensiva |
K deu apenas nos anos 30, através da ligagdo ferrovidria entre Sao Pauio e Anépoclis, :
'assando pelo Tridngulo Mineiro (Alho e Martins 1995). 1

Dois fatores promoveram a expansdo agricola mais recente no Cerrado: a

onstrucdo de Brasilia, no final da década de 50 e a adogdo de estratégias e politicas de
desenvolvimento e investimentos em infra-estrutura entre 1968 e 1980. A construgdo de
Brasilia e de um sistema rodoviario ligando-a ao nicleo dindmico do pals, permitiram a
@abertura e ocupacdo do cerrado, resultando, a partir da década de 70, na expansac da
agricultura comercial (Alho e Martins op. ¢it.). Como resultado, 359% do cerrado tem sido
convertido para agricultura, silvicultura ou pastagens (Cavalcanti 1999). Segundo Klink et al.
(1994), baseado em estimativas feitas em 1991, 600000km? do cerrado tem sido convertido a
uma taxa de 20000 km?/ano. Segundo Ratter e Dargie (1992} e Silva (1995¢), estima-se que
37 e 50% do cerrado tenha sido modificado. Porém, este nimero é, provaveimente, superior a
50% e somente 0,7% da érea total da regido é protegida por parques nacionals ou estagdes
ecolégicas (Silva op cit.). Segundo os dados de Klink et al. (op.cit.), a taxa de conversao do i
cerrado excede, inclusive, a da Amazodnia, que tem sofrido desmatamento a uma taxa entre |
230000-415000km?. p

o]




A variagdo genética entre e dentro de populagdes de animais e plantas silvestres,
h sido um assunto que tem despertado mais interesse na esfera evolutiva, ecoldgica e
hservacionista e ha varias razodes para isto. A primeira é que populagdes pequenas e/ou
jladas provavelmente sofrem perda de alelos, deriva génica, exibindo depressado peio
docruzamento e, consequentemente, aumentando a probabilidade de extingao devido a

focasticidade genética. Segundo, a quantificagdo da diferenciagao genética permite estimar

luxo génico entre subpopulagdes e, consequentemente, podem ser identificadas barreiras &
lgracdo, as quais ndo sdo detectadas através de outros métodos. Terceiro, medidas da
Inética populacional podem identificar “clades” que sao suficientemente distintas garantindo
conservagdo quando as diferengas morfoldgicas ou comportamentais sdo pequenas ou

fridveis (Rowe et al. 1998).

Na Biologia da Conservagao, tem -se discutido como melhor preservar a

Jriabilidade genética das espécies, assumindo que um aumento dessa variabilidade, aumenta
probabilidade de uma populagéo sobreviver no decorrer do tempo ecoldgico e evolucionario.
tudos de simulagdo genética tém sugerido que, para reduzir apreciavelmente ©
docruzamento e evitar que ocorra a erosdo da diversidade genetica em um curto intervalo

tempo, € necessdria uma populagao minima de 50 individuos. Pequenas populagdes
rdem a diversidade genética através da deriva genética e endocruzamento. Ambos os
ocessos levam ao aumento da homozigosidade, que, por sua vez, leva ao aumento da
ortalidade entre jovens e reduz a fertilidade dos adultos (Ralls et al. 1983). Segundo dados
cundarios, para evitar a erosdo da diversidade genética por longos pericdos € manter uma
lta heritabilidade, é necessaria uma populagdo minima de 500 individuos (Simberloff 1988;
arris et al. 1987 in: Avise e Nelson 1989). Associada a caréncia de dados sobre o
fomportamento social de populagdes selvagens remanescentes, a auséncia de dados sobre 0
ltatus genético dessas populagdes tem dificuitado e comprometido a viabilidade de

rogramas de conservagdo, manejo e estudo de estrutura social.

O objetivo deste trabalho é contribuir para as bases cientificas da conservagao
da avifauna do cerrado, examinando correlagbes entre a estrutura da paisagem e de

populagdes, variagao genética e riqueza da avifauna.




No nivel populacional, investiguei se ha variacdo genética significativa em

pulacdes de Antilophia galeata, que ocupam ambientes vulneraveis a fragmentagéo, bem

mo testei a ocorréncia de possiveis efeitos geneticos resultantes de interferéncia antrépica

cente.

Para comunidades, investiguei a relagdo entre a rigueza de espécies e as

'aracteristicas da paisagem.

Os estudos de campo foram realizados com avifauna de mata de galeria para

Restar as seguintes hipbteses:

#A) a riqueza de espécies de matas de galeria é principalmente determinada pela area total e

pelo grau de conservagao do entorno da mata;

B) a distdncia genética entre populagoes de Antilophia galeata é uma tungao da distancia

espacial.

Abordagem metodolégica

Para testar a hipétese 1, fiz uma analise espacial da paisagem baseada' em
geoprocessamento, que forneceu dados sobre os principais tipos de ambientes, ambientes
existentes no entorno das matas de galeria amostradas, area destas matas e distancias entre
elas. Foi realizado também o inventario de campo da riqueza de espécies em sete matas, e
analisadas as correlacbes entre as variaveis area das matas, percentual de ambiente natural

no entorno e riqueza de espécies.

Para a hipotese 2, utilizei os dados de analise espacial anteriormente citados e
dados da caracterizagdo do perfil genético de individuos de populagdes de Antilophia galeata
obtidos a partir de técnicas de DNA fingerprinting com microsatélites e minisatélites. Os dados
| de variag&o dentro e entre populagdes foram correlacionados com as distancias geograficas e

geometria da paisagem. Nos Capitulos 2 e 3 apresento estes testes da hipdtese 2, usando

métodos independentes de analise genética.




Capitulo 1 - Anélises Espaciais e a fragmentagdo das matas de galeria

ntrodugao

Modelos classicos do efeito fundador sobre a variabilidade genética tém
ocalizado a redugao da variancia que segue a um acontecimento desta natureza (Goodnight
11988). Eventos de colonizagdo geralmente acarretam severa redugao no tamanho populacional
le em muitos casos um isolamento permanente da populagao parental. Dentre as
_conseq‘uéncias genéticas do efeito fundador, pode-se incluir uma réapida alteragdo e perda da

variagdo genética (Merila et al. 1996).

A diminuigdo no valor adaptativo médic de um caréter de populagdes em
endocruzamento é conhecida como depress@o por endocruzamento. Efeitos prejudiciais do
'endocruzarnento s3o conhecidos ha muitos séculos. Darwin foi o primeiro a sajientar que
ladaptagbes de muitas plantas para garantir a fecundagdo cruzada pode ser entendida em
| termos da vantagem seletiva de se evitar a depressao por endocruzamento (Charlesworth e
Charlesworth 1987; Brewer et al. 1990). Em muitas espécies  em outbreeding, ©
 endocruzamento, como por acasalamento entre irmios-irmas, resulta em rapida extingao de
 alta percentagem de linhagens. Fragmentagao, que divide habitats anteriormente extensos,
 com populagdes contiguas resultando em isoladas, pode interromper o fluxo génico e resuitar

em perda da diversidade genética (Biackwell et al. 1995). Presumivelmente, o endocruzamento
aumenta o risco de extingdo porque provoca a diminuigao de componentes do fitness
 reprodutivo  em espécies animais e vegetais naturalmente em cutbreeding (Burgman et al.
| 1988: Frankham 1995).

A preservacdo da diversidade genética estd no topo das prioridades em
‘ conservagdo biotdgica (Merola 1994). Entre fatores que levam uma populagdo a extingao,
podemos citar variagdo ambiental, efeitos estocasticos na demografia e problemas genéticos
: como endocruzamento, perda de variagdo adaptativa e ocorréncia de mutacbes deletérias
i {Lynch e Gabrie! 1990). Entender os riscos de extincdo afetando populagdes é importante
| tanto em ecologia tedrica quanto aplicada (Lande 1993). Extingéo local estocéstica e
. recolonizagdo de espécies em ilhas ou em manchas de bidtopos sda componentes tanto da

_‘ teoria da biogeografia de ilhas quanto da teoria metapopulacional (Hanski e Giipin 1991;




y etal. 1996). A influéncia da area da ilha e isolamento no processo de ocupagao forma,
Im, a base da teoria do equilibrio das espécies. A migragéo reduz o risco de extingio e
se que tem um papel significativo na redugdo das extingoes locais nas populagdes

eiras. Assim, espera-se que fragmentos isolados tenham taxas de extingdo mais aitas
b recebam poucos colonizadores (Bellamy et al. 1596).

Existe interesse substancial na dindmica das metapopulagdes: populagdes locais
Juidas entre manchas de habitat favordvel (Spendelow et al. 1995). Levins (1969)
Volveu o primeiro modelo.formal e cunhou o termo metapcpulagdo. Esta expresséo
U A literatura ecolégica em 1970, referindo-se a uma populagao de populagdes (Hanski e
1991) e podendo ser definida como um conjunto de populagdes no qual demes
Huais, conectadas pela dispersao (Smith et al. 1996), estac sujeitas a perdas frequentes

bcasionam extingdo e freqiiente reposigdo, que levam a recolonizagdo (Levins 1970,

ki e Gilpin 1991; Smith et al. 1996). Um pressuposto importante € que todas as
facdes locais tém um risco significativo de extingdo que faz com que a metapopulagéo
kta em um equilibrio estocastico entre a extingdo e recolonizagao local (Moilanen e
i 1998). Quando as taxas de colonizagdo sdo suficientes para compensar as extingdes,
a-se que a metapopulagéo persista por um periodo de tempo maior que qualguer uma
Hemes locais que a constitui (McCauley et al. 1995). As migragoes sao dependentes da
fncia e, assim, a configuragdo da matriz afeta a dindmica metapopulacional (Hanski
§). Desta forma, a probabilidade de exting&o local depende do tamanho da populagao via
Bnho da mancha, migracdo e, consequentemente, a colonizagdo de manchas vazias €
ndente da distdncia e a estrutura da matriz é explicitamente considerada (Moilanen e
ki ot. cit.). Migracao exerce um papel chave na coesao de sisternas metapopulacionais,
b sob a perspectiva demogréfica quanto genética (Otivieri et al. 1995). O termo migragao
Ko vezes & usado como sindnimo de fluxo génico (Slatkin 1985), que é uma poderosa
& homogeneizadora que age prevenindo divergéncia genética entre populagdes que pode

rer tanto em conseqiiéncia da deriva genética quanto por selegao (Pogson et al. 1995).

A ciéncia de tamanho minimo de populagdes prosperou devido & necessidade de
precer-se por que exatamente as populacdes pequenas estdo ameagadas (Simberloff

B). A compreensido dos fatores que influenciam a persisténcia de pequenas populagdes é




dos principais desafios da conservagao bioldgica (Stacey e Taper 1992). Shaffer (1981)

bduziu o conceito de populagdo minima vidvel, um conceito estreitamente relacionado a

flise de viabilidade populacional, um processo que avalia a probabilidade de extingédo de

populagdo em escalas temporais (Boyce 1992 Gilpin 1996) e o definiu arbitrariamente,
0 a menor popula¢do isolada que tenha 95% de chance de sobrevivéncia por 100 anos ou
I de chance de sobreviver por mais de 1000 anos, a despeito da demografia,

bcasticidade demografica e catastrofes ambientais (Burgman et al. 1988; Boyce op. Cit.).

fecialmente inquietante é a deteriorizagao na variabilidade genética de muitas espécies gue

almente t8m baixa densidade e requerimentos espaciais altos (Harris & Aliendorf 1989).

Jiscussdes sobre tamanho minimo de populagdo animal viavel para persistir espacial e

Blogicamente tém baseado-se sobre modelos genéticos, demograficos e ecoldgicos (Walter

00). Franklin (1980) e Soulé (1980) propuseram que N.=500 (N, = tamanho efetivo da
bulagao) é suficiente para a manutengao da variabilidade genética a longo prazo e este

ero foi prontamente adotado como base de manejo de populagfes selvagens € em

fveiro (Lande 1995).

Fragmentagdo de habitat é um termo que tem sido usado com vérios sentidos

brentes. Por definicdo, fragmentagéo de habitat & um evento que cria um maior nimero de

B chas de habitat menores que o tamanho original. O termo é, ainda, comumenie usado

a descrever praticas humanas gque destroem habitats (Small e Hunter 1988; Bender et al.

J98). Quando uma érea sofre distarbios em conseqiéncia das atividades humanas, novos

hitats sdo criados. Concomitantemente com a criagdo de novos habitats, alguns dos
bhientes naturais sao perdidos e os remanescentes tornam-se fragmentados (Schieck et al.

05), processo que vem ocorrendo  em todo o mundo (Wahlberg et al. 1999). Perda de

Whitat e fragmentagdo estdo entre as maiores ameagas para & conservagdo da diversidade

Wbiogica. Fragmentagao de habitat leva ao isolamento de populagdes pequenas que possuem

as taxas de extingdo, reduzindo a diversidade biolégica (Lacy 1987; Stacey e Taper 1592,
hnski, et al. 1996; Hinsley et al. 1996; Rosenberg et al. 1997, Namba et al. 1999). As
wdades humanas tém sido a maior causa de extingao de espécies em ilhas nos ditimos
D000 anos (Frankham 1997 apud Olson 1989) através de super-exploragao, perda de habitat

ntroducdo de novas espécies (Frankham 1997).




As atividades humanas, como derrubada de florestas e expansaoc das fronteiras

olas, estdo destruindo 0s hébitats naturais das comunidades terrestres a uma taxa

ante (Green e Griffiths 1984, Wiens 1994; Moilanen e Hanski 1998). Como resultado

a destruigdo, habitats nativos estdo ficando mais fragmentados. Locais onde existiam
ientes naturais continuos estio agora subdivididos em ilhas circundadas de ambientes
equados que tém sido modificados por humanos (Gaines et af. 1997, Bender et al. 1998),
ndo todas as espécies em graus variados. Estes fatores vém sendo preocupagio

ente em biologia da conservagao (Haila et al. 1993; Burkey 1995). H4 dois efeitos
‘ ipais da fragmentacédo do.habitat: destrui¢do de ambientes adequados em larga escala e

lamento dos fragmentos restantes (Bowers et al. 1996). Tem havido consideravel

Placionais. Recentemente tem havido um maior interesse em aplicar estes modelos em

entagdo de habitat em populagdes residentes (Bender et al. 1998). Uma populagao local
ena e isolada é uma forte candidata 3 extingdo mas a populacdo tem chances de
Evivéncia em uma rede de habitats conectados por dispersdo (Caughley 1994; Moilanen e

ki 1998), persistindo como uma metapopulagéo (Wade e McCauley 1988: Wahlberg et al.
).

Neste capitulo, testo a hipétese de que a riqueza de espécies de matas de galeria

erminada, principalmente, pela 4rea total e pelo grau de conservagio do entorno da mata
or¢ac de ambientes naturais x antrépicos).

pitindo uma maior compreensao sobre como o padrio espacial influencia os processos




ptodologia

Descricdo das areas amostradas

Todas as &dreas selecionadas Para a amostragem sdo matas de galeria, sendo
Js delas contidas dentro dos limites do DF e uma delas no estado de Goiss.

Frego do Capetinga: esta situada nas coordenadas 15°57°32""S e 47°56'33"W. E uma érea
1aproximadamente 150 ha, pertencente a UnB, localizada na Fazenda Agua Limpa (FAL). A
| possui uma &rea de aproximadamente 2660 ha de reserva de cerrado (Cavalcanti e
hentel 1988) e tem como areas vizinhas a Estagao Ecoldgica do IBGE e o Jardim Botéanico
Brasilia. Todas estas areas em conjunto formam um continuo de Cerrado com mais de
POO hectares. Por estarem localizadas dentro de uma APA (Area de Protecdo Ambiental), é
la mata razoavelmente bem preservada, embora existam invasdes de capim em algumas

feiras, trilhas e, eventualmente, sofra a agdo de queimadas (cbhservacio pessoal).

ﬁa de galeria do Jardim Botanico: situa-se nas coordenadas 15°53'06"'S e 47°48'43"W e
sui 225 ha. Esta dentro do complexo FAL/IBGE/JB tendo, também, seu entorno bastante
1 preservado como demais matas de galeria situadas dentro de unidades de conservagdo.

Fego Mato Seco: estd situada nas coordenadas 15°55'06"'S e 47°56'35"W. Possui
pximadamente 91 ha e esta, por um lado, delimitada pelo Setor de Mansdes Park Way e,
b outro, por uma area residencial/chacaras conhecida como Vargem Bonita. Muitas destas

Laras sao destinadas a plantagbes de hortalicas. Este local, que j& vinha sofrendo

adagbes devido 3 urbanizagao crescente, tem sido mais intensamente urbanizado nos

{108 anos com algumas invasdes do seu interior em que alguns moradores tém usado
tém a mata como 4rea de lazer (observagao pessoat).

pirdo Sobradinho: estd localizada na cidade satélite que leva o mesmo nome, nas
denadas 15°39'06" S & 47°48'17" W. Embora seja a maior 4rea amostrada (1333 ha), é
ém a mais degradada. O cérrego apresenta forte odor caracteristico de locais onde
em esgotos, além do odor da Estagdo de Tratamento da CAESB nas proximidades. Existe

fterior da mata residuocs de lixo e trilhas. Devido a proximidade com setores residenciais




e Sobradinho, estéd fortemente impactada e com &areas urbanizadas no seu entorno, dentre
tras pressdes ja citadas.

brrego  Bananal: estd localizada nas coordenadas 15°57'50"S e 47°57'08"W. Possui
proximadamente 742 ha. £ uma mata bem preservada, com poucas trilhas de humanos e

uitas trithas de animais. Possui ainda mamiferos de meédio porte como o porco do mato.
Winbora seja uma mata bem preservada foi observada a presenga de invasdes de capim no seu

terior. Por estar inserida no Parque Nacional de Brasilia, possui todo o seu entorno
g2Imente bem preservado,

ho d'Agua: estd localizada nas coordenadas 15°55'57"S e 47°58'76"W. £ uma pequena mata

galeria com aproximadamente 100 ha de extensio onde existem pequenos cérregos e
gscentes. Pertence & Fundagdo ZooBotanica. Seu entorno ainda é razoavelmente preservado
;

restar em uma drea um pouco mais distante do Plano Piloto e ainda n&o esté intensamente
panizada.

) Vermelho: esta mata pertence a EFLEX (Estagdo Florestal e Experimental) de Silvania,
Inicipio localizado a aproximadamente 60 km de Goidnia. A EFLEX, por sua vez, pertence ao
A. A mata esta situada a 15°38'55"S e 48°31'58"W e possui drea de 293 ha. Apesar de

@r a apenas 7 km, aproximadamente, de Silvania, por estar dentro de uma 4rea de reserva,

fegida pelo IBAMA, estd razoavelmente bem preservada. Neste local sdo desenvolvidas

Jidades de educacdo ambiental. No seu entorno existem fazendas, favorecendo, até certo
to, seu estado de preservacgéo.

Ehe Fundo: Estd localizado nas coordenadas 15°54'26"S e 47°59'56"W, é uma 4rea que
ence 8 EMBRAPA e possui 494 ha de mata. E um local que até o perfodo das coletas

va razoavelmente bem preservado, embora existam algumas trilhas e sinais de visitacao.

te forte urbanizagio nas proximidades, fato este que pode comprometer a qualidade da

8, COmo ocorrido no Cérrego Mato Seco que tem sido acompanhado deste 1994, quando
coletas para dissertagdo de mestrado.




" Riqueza de espécies

Em cada uma das matas de galeria citadas no item “Descricdo das &reas
mostradas”, foi aberta uma trilha com aproximadamente 150m, no interior da mata. Foi
stalada uma bateria de 10 redes de captura ornitoldgica (12 m) com malha 36mm. A cada
ia de coleta as redes foram abertas as 6:00 e assim mantidas por seis horas consecutivas.

pds o terceiro_dia de coleta, uma nova trilha foi aberta a uma distdncia minima de 200 m do

pcal inicial visando otimizar as coletas uma vez que ocorre uma queda significativa na taxa de

apturas até o terceiro dia. Cada individuo capturado foi identificado até espécie e anilhado

Jeste procedimento visando estudos futuros). Em fichas apropriadas foram anotados os dados

e cada exemplar, como local e horédrio de captura, presen¢a/auséncia de ectoparasitas,

ondigdes da plumagem, sexo quando existia dimorfismo, cor da iris, presenga/auséncia de

Placa incubatéria, captura/recaptura e outras informagdes de interesse ornitoldgico que
Possam vir a ser utilizadas no futuro.

Andlise de paisagem - Fonte de dados

Foram usadas as imagens de satélite Landsat TM referentes ao DF (ano 1995) e
base 221 ponto 072 de 1997 (cedida pelo Prof. lvanilton José de Oliveira, do Departamento
e Geografia da UFG), esta Ultima por conter a drea amostrada préxima ao municipio de

ivénia. Os arquivos com formato original do INPE foram convertidos para o formato TIFF

@través do software L2TIFF.EXE e, deste formato, importados para o software ldrisi para

¥indows, cedido pelo Dr. Ricardo Bonfim Machado, que estd sendo usado para as anélises

spaciais. Foi montada uma composicao de falsa cores RGB, pois esta composi¢io de cores

pcilita a visualizagdo dos varios ambientes em relagdo & imagem em tons de cinza. Uma vez

Bue para o Rio Vermelho sé estavam disponiveis as bandas 3, 4 e 5, estas mesmas bandas

Wram usadas também para a imagem do DF e sdo, geralmente, as bandas mais usadas nos

processos de analises espaciais de vegetacdo, por conterem maior quantidade de informacgao
m relagdo as demais. Esta escolha geralmente é confirmada pela Analise de Componentes

Principais usada para selegdo das melhores bandas e que havia sido feita com a imagem do

Pr. Os resultados desta composicéo estdo apresentados nas Figuras 1 e 2, respectivamente

ara 0 DF e para a regido de Silvania. Estas duas imagens representam janelas selecionadas

il




nas imagens originais, gue abrangiam as areas de amostragem, com a finalidade de diminuwr |
o tamanho dos arquivos e otimizar ¢ tempo de andlise dos dados. A partir da imagem
apresentada na Figura 1, foram previamente selecionados seis fragmentos de mata de galeria !
jdentro da area do Distrito Federal (DF), em fungdo do tamanho e grau de isolamento. Foi
selecionade também um fragmento externo ao DF (Municipio de Silvania — GO), usando 0s !
mesmos critérios de selecdo prévia através de imagens de satélite, para comparagdo do

padrao encontrado nas demais areas (Figura 2).

Figura 01 - Composicdo de falsas cores feita a partir das bandas 3, 4 e 5 das imagens ﬁ

Landsat TM abrangendo a area foco das coletas no Distrito Federal |




&
Foaoe

e T
Is

 Figura 02 - Composigdo de falsas cores feita a partir das bandas 3, 4 e 5 das imagens Ladsat

TM abrangendo a area foco das coletas no estado de Goias.

Identificacdo dos fragmentos amostrados

Para os célculos envolvendo os poligonos relativos as areas amostradas, foi feita
a digitalizacdo interativa dos fragmentos, criando arquivos em formato vetorial. Para a
‘converséo do formato vetorial para o formato matricial utilizado pelos sistemas de informacgao
geografica (SIGs)

Uma vez criados os arquivos matriciais dos fragmentos amostrados, foi feita a

fcontagem do numero de células em cada um dos poligonos que representam as matas de

I caleria. A conversao para érea foi feita sabendo-se que cada pixel tem 30m em cada lado e
 que um hectare tem 10000m.
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Classificagao dos habitats de cerrado

Para a classificagdo das imagens, foram primeiramente criados sitios de

treinamento, através da digitalizacao on screen. Estes sitios sdo poligonos delimitando areas
. equivalentes a valores dos pixels sobre os quais o software efetua a classificagdo dos vario
?_ ambientes. Em uma segunda etapa estes poligonos sao associados aos tipos de ambientes em
L questao (agua, campo, mata de galeria, cerrado, areas queimadas, areas urbanizadas, areas

. degradadas). Apds esta associagao, através da comparagdo dos valores maximo, minimo e

médio, foi verificado se ndo estava ocorrendo sobreposi¢ao de mais de um tipo de ambiente.

Caso ocorresse esta sobreposi¢do de valores, estes ambientes foram considerados como um

_ dnico tipo de ambiente. Na classificagdo foi usado 0 método Minimum Distance to Mean.

Apos a obtencao da imagem classificada, foi feita a anaiise do entorno, com a

 finalidade de determinar os tipos de ambientes que predominam nas adjacéncias dos
| fragmentos e, portanto, inferir o isolamento dos mesmos. Esta analise foi feita da seguinte

maneira: primeiramente, a partir da imagem digitalizada dos poligonos que representaram os

fragmentos, foi criada uma imagem que representava as varias classes de distancia em
| relagdo aos fragmentos amostrados. Fo feita, sobre esta imagem, uma reclassificacdo para
p gerar uma imagem onde todos os pixels a uma distancia menor que 540m ficassem com o
valor O. Esta distdncia de 540m foi arbitrada por ser, aproximadamente, a metade da
, distdncia entre as duas matas mais préximas (Olho d'Agua e Riacho Fundo). Esta imagem foi
 usada como uma mascara para gerar imagens delimitando o entorno dos fragmentos. A
| mascara foi sobreposta & imagem classificada com os vérios tipos de ambiente, gerando a

Himagem final para anélise do entorno. Foram elaboradas as tabelas onde constam o nimero
| de pixels em cada ambiente do entorno de cada fragmento.

Foi calculado o coeficiente de correlagao entre riqueza de espécies e o percentual

de ambiente natural no entorno dos fragmentos amostrados, entre espécies de mata e entre
| érea do fragmento. O resultado do calculo do coeficiente de correlagéo foi testado quando a

| sua significancia, segundo (Costa-Neto 1977), considerando-se um valor de a = 0,1 e 5 graus
‘ de liberdade.

Foi feita uma estimativa das classes de tamanho dos fragmentos de matas de
galena na area central do Distrito Federal, abrangendo 53% das colunas e 62% das linhas da
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lagem original abrangendo todos os locais de coletas. A analise ndo foi estendida a todo o
| pois o nimero de fragmentos existentes uitrapassa a capacidade do software utiiizado, de
000 fragmentos ou grupos de pixels. Em uma segunda etapa, foi isolada somente a classe

e diz respeito as matas de galeria, em que a classe relativa a elas receberam todas um

BSMO valor e as demais classes receberam valor = Q. Posteriormente, foi atribuido um valor

entificador a cada fragmento e em uma Gltima etapa foi contado o nimero de céiulas em
da um deles com posterior conversdo para hectares.

A estes valores de fragmentagéo, foram associados ainda dados de abundancia
Antilophia galeata obtidos na dissertagdo de mestrado “Dindmina de Comunidades de
es em Fragmentos de Matas de Galeria” (Ferreira 1895).

Medidas de distancia e resisténcia ao deslocamento

Para efetuar a anélise do deslocamento provavel de Antilophia galeata, foi usada

: etodologia que se segue. Com base na imagem ja classificada com os principais tipos de
nbientes encontrados no DF, foi criada uma tabela (Tabela 1) de friccdo em que foram
ribuidos valores de niveis de dificuldade de deslocamento nos varios ambientes que
| mpéem a paisagem analisada. Este valores foram atribuidos com base no fato de ser, A.
leata, uma espécie tipica de mata de galeria que pode ser eventualmente encontrada no
Brrado e pode deslocar-se, em curtas distancias, através de areas abertas (3 a 4 km) (Paulo

Tarso Z. Antas comunicagao pessoal). Desta forma, foi criada a tabela de friccdo que pode
r observada abaixo:

beia O1 - Valores de dificuldade de desiocamento (friccdo) atribuidos aos varios ambientes
| encontrados no DF.

Ambiente Dificuldade de
deslocamento (friccdo)

Agua 1000
Ambiente urbano 1 1000
Ambiente urbano 2 1000
Area queimada 200
Ambiente degradado 200
Campo 100
Cerrado 10

Mata de gaieria 1
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O valor 1 é o valor padrdo e significa que na mata de galeria ndo existe
t:u!dade para deslocamento desta espécie. Os valores foram escalonados segundo a

uldade suposta, baseado no habitat preferencial, para que A. galeta atravesse ou percorra
{vérios ambientes. O valor 1000 para ‘dgua’ foi estipulado pensando-se no Lago Parano4,
ydo considerado uma barreira intransponivel, assim como demais ambientes que receberam
e mesmo valor. 'Area queimada’ recebeu o valor 200, pois este ambiente é perceptivel na
pgem de satélite em suas fases iniciais em que o solo estd exposto. Nas fases posteriores,
le ser confundida com &reas degradadas, campo, e assim sucessivamente, até a sua

uperagdo. O ambiente urbano foi subdividido em duas classes por serem ambas

erniveis, na imagem de satélite, em funcdo da densidade da urbanizagdo. O ambiente
pradado diz respeito a dreas alteradas, geralmente por plantacées de baixo porte. Apds esta
fela ter sido criada, estes valores foram associados & imagem de satélite classificada e foi
do um mapa de custo (ou dificuldade) de deslocamento. Finaimente, foram criadas
pgens que tragam a rota de menor custo de deslocamento que seria o trajeto, em potencial,
individuos da espécie em questdo, Antilophia galeata, teria utilizado para se deslocar
re os pares de areas. Apds ter sido determinado este trajeto, foi contado o nimero de

uilas que estdo envolvidas neste percurso, sendo este valor, multiplicado por 30 metros que
jdimensao de cada pixel da imagem Landsat TM.

Foi feito o célculo da distancia entre todas as 4reas amostradas. Para tanto, foi
Fa a medigdo da disténcia entre cada par de areas, em centimetros, no mapa “Distrito
feral do Brasil - Mapa Imagem Multitemporal” (dos Anjos 1996). Conhecendo-se a escala
}50000 foi possivel calcular as distancias (X centimetros x 1,5 km). Para calculo da
‘téncia entre a mata da Rio Vermelho e demais matas, foi usado 0 mesmo processo porém
pndo o0 mapa “Mapa Informativo do Estado de Goids”, na escala 1:1000000.
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psultados

Riqueza de espécies

Foi feito um esforgo minimo de 360 horas/rede. Com esta metodologia, foram
ptidos 1181 registros nas oito areas amostradas. O namero de capturas por area esta na

pbela 2 e, como podemos observar, as areas Rio Vermelho (38), Corrego do Capetinga (36),
rrego Riacho Fundo (36) e Olho d'Agua (34) apresentaram uma maior riqueza total de
Jpécies em relagdo ao Cérrego Mato Seco (25), Jardim Boténico (27), Ribeirdo Sobradinho

7) e Cérrego Bananal (29). Esta tabela apresenta também a riqueza de espécies nos seis

[imeiros dias de coleta por ser este o menor esforco amostral e permitir, portanto,
Imparagdes entre dreas.

Com este esforgo amostral, foram capturadas 68 espécies diferentes nas 8 areas
fostradas. A lista de espécies apresentando o nimero total de espécies capturadas e o
pmeroc de espécies por area estd no anexo do capitulo, na Tabela 3.

Como pode ser observado nos resultados do célculo do tamanho dos fragmentos,
aior area € a da mata de galeria do Ribeirdo Sobradinho, que é praticamente o dobro da
gunda drea na escala de tamanho, e a menor a do Cérrego Mato Seco.

Bbela 02 ~ Nimero de capturas, area dos fragmentos, esforgo amostral, riqueza total de

espécies, de espécies dependentes de matas de galeria do DF e nos & primeiros
dias de amostragem.

Fragmento Nimero Area Esforco  Riqueza Riqueza Riqueza
de amostral  total de de nos 6
capturas espécies espécies primeiros

de mata dias
Ribeirdo Sobradinho 105  1332,90 540 27 8 24
Coérrego Bananal 103 742 56 540 29 10 29
Riacho Fundo 150 494,37 360 36 15 36
Rio Vermelho 155 253,00 540 38 19 25
Jardim Botanico 112 225,36 360 27 10 27
B Cdrrego do Capetinga 169 149,13 540 36 16 27
i Olho d'Agua 185 100,71 540 34 14 25
B Corrego Mato Seco 98 91,26 540 25 7 21

Total 975 - - - -




Identificagdo dos habitats do cerrado !

A imagem gerada pela classificagdo (Figura 3) mostrou um padrao bastante
fmelhante ao da imagem original, na anélise visual. Porém alguns grupos de pixels podem

[ sido classificados como tipos de ambientes que nao correspondem aos ambientes |
ginais, devido a possiveis sobreposi¢bes do valor atribuido a cada um deles. Assim, no ;
frque Nacional, por exemplo, existen locais onde o ambiente classificado é considerado
0 ambiente urbano. Certamente nestes locais existe, por exemplo, solo exposto cujos

¥els que os representam possuem valores similares aos dos ambientes urbanos. A proporgéo
vérios ambientes do Distrito Federal estao listados na Tabela 4.

iaela 04 - Proporgéo dos varios ambientes existentes no DF levantados através de dados de ‘1

sensoriamento remoto da imagem do satélite LANDSAT TM classificada (imagem

de 95). ||
Ambiente Valor 9 no DF

Urbano 0,278%
Degradado 0,2128
Cerrado 0,1910 b
Campo 0,1831 1
Mata de galeria 0,0585
Areas queimadas 0,0576 ‘
Agua 0,0181
Total 1,0000 |

1
De acordo com os resultados da Tabela 4 e nio levando em consideragédo a \
sse ‘agua’, uma vez que estamos analisando ambientes terrestres, a classe mais abundante

§a de ambientes urbanos e as menos freqilentes foram as matas de galeria e dreas
gimadas.

i
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gura 03 - Imagem gerada através da classificacdo supervisionada da tmagem Landsat TM de A
1995 que abrange o Distrito Federal usando-se o método Minimum Distance to }?
Mean sendo, vermelho = areas gueimadas; verde = matas de galeria, marrom = ;
campo; cinza = areas urbanizadas; pardo = areas degradadas; azul = agua; verde- ‘
acinzentado = cerrado. |
]
|
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A imagem gerada para a analise do entorno esta na Figura 4. Os resultados dos i!

calcuios de numero de células e valores absolutos estdo no anexo. A Tabela 5 apresenta os ‘
|

valores percentuais dos varios tipos de ambiente no entorno dos fragmentos. |

Cérrego Bananal

Ribeirdo Sobradinho i

Jardim Botanico !

Riacho Fundo

Otho d’Agua Cérrego Capetinga k

Figura 04 - Delimitacdo do entorno das matas de galeria amostradas no DF considerando-se !
uma distancia de 540 m.
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bla 05 - Valores percentuais dos varios tipos de ambientes no entorno dos fragrmentos ;

amostrados. ‘

i

te Sobradinho Bananal Capetinga Riacho Rio Olho Jardim  Mato Seco ;
Fundo Vermelho d’Agua  Botanico |

fdo 4434 3,42 12,53 33,30 17,14 49,20 3,21 16,76 !;
B 18,24 7,37 1184 19,85 34,60 11,68 8,08 29,33 ',
B 804 058 065 5,10 0 1,92 0,81 2,71 |
13,54 53,37 38,12 16,57 28,12 16,85 35,61 23,00 i

12,82 33,66 36,59 16,72 20,14 7,53 50,51 26,27 ‘I

ka 2,90 143 0,27 7,84 0 12,80 1,64 1,89 1
0,12 0,17 0 0,62 0 0,02 0,14 0,04 4

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 160,00 4

Esta tabela nos permite observar que no entorno da mata de galeria do Ribeirdo \
fadinho, o0 ambiente que apresenta maior proporgio é o degradado com um percentual de
3%. Se somarmos os quatro tipos de ambientes alterados (queimada, urbano 1, urbano 2
geradado), teremos um percentual de 73,52% de ambiente alterado no entorno desta

. Os ambientes naturais juntos (cerrado e campo) somam 26,36%. 1

Observando os dados relativos ao Cérrego Bananal, é possivel notar que o
iente predominante é o campo. Os ambientes naturais em conjunto (cerrado e campa) |

m 87,03%. Por outro lado, os ambientes alterados somados representam um total de ‘“

%- Para a mata de galeria do Cérrego Mato Seco, os ambientes alterados representam
§9% e os ambientes naturais somam 49,27%. Embora este valor indique proporgdes ;
lares entre as duas situagbes, por¢des da prépria mata de galeria estao sendo |
ideradas como cerrado devido & degradagdo da mata nestes locais. Este fato também *:
fre em locais onde, no passado existiram conexdes entre sistemas de matas de galeria. '|

Imente estes sistemas se encontram com graus varidveis de continuidade. /

I

i

Os dados que se referem a mata de galeria do Cérrego do Capetinga, indicam 4
§ 0s ambientes naturais representam um total de 74,719% e os ambientes alterados |
sentam 25,29%. Na mata de galeria do Riacho Fundo, constata-se que os ambientes

grais representam 33,29% e que a somatdria dos vérios tipos de ambientes alterados
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presentam 66,099%,. Esta mata ainda POssui uma composicdo de espécies bastante rica (36

). considerando-se o esforco amostral e comparacdes com outros areas ja urbanizadas,
mo corrego Mato Seco e ribeirdo Sobradinho.

O entorno da mata de galeria do Olho d'Agua, possui ambientes naturais
jalizando 24,38% da 4rea e os ambientes degradados somam 75,6%. Combinando estes
Hos com o conhecimento de campo do local, ao classificar a imagem as pastagens também
am consideradas como &dreas degradadas, fato este responsavel pelo valor de 49,209
Fontrado para este tipo de ambiente. A mata de galeria do Jardim Botanico tem como
Pbiente mais frequente no seu entorno o cerrado (50,51%) que, juntamente com o campo
b,61) representam 86,12% de ambientes naturais.

Finalmente, os resultados da analise do entorno da mata de galeria da Rio
fmelho, mostrarm que existe um equilibrio entre ambientes alterados e naturais, sendo que

fes primeiros, englobando ambiente urbano e degradado, somaram 51,749

e aqueles
urais, 48,26%.

A Tabela & nos fornece um resumo do percentual de ambientes naturais e
prados nos vérios fragmentos amostrados.

Pela 06 ~ Apresentagdo resumida dos valores percentuais dos ambientes naturais e
alterados no entorno dos varios fragmentos amostrados.

Area Ambientes naturais Ambientes alterados
Cérrego Bananai 87,03 12,97
Jardim Botanico 86,12 13,88
Cérrego do Capetinga 74,71 25,29
Corrego Mato Seco 49 27 50,73
Olho d'Agua 48 4 51,6
Rio Vermelho 48,26 51,74
Riacho Fundo 33,29 66,71
Ribeirdo Sobradinho 26,36 73,64
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Calculando-se o coeficiente de correlag@o entre riqueza de espécies nos varios

entos e o percentual de ambiente natural nos entornos destas areas, foi encontrado um

iCiente de correlagdo de 0,75 (@ = 0,1 taicuzde = 2,36; toiie = 2,02). Esta correlacao &,

Bnto, positiva e significativa estatisticamente, ou seja, fragmentos com o entorno mais
ervado apresentam uma maior riqueza de espécies. A mata de galeria do Riacho Fundo

compds o conjunto analisado POr ser uma area em que as alteragées do entorno se

sificaram somente nos dltimos 3 ou 4 anos, segundo moradores do local, e certamente

B N30 afetou a comunidade de aves da area (observacao pessoal} uma vez que ai tivemos
| alta riqueza de espécies. Além do mais, no periodo das coletas, houve uma grande

Vit;éo de formigas, atraindo uma grande quantidade de aves, tornando os dados, quanto a

L aspecto, tendenciosos, POiIs nos outros locais tal fato nao ocorreu. O célculo do

ciente de correlagdo entre entorno e riqueza de espécies de mata apresentou um valor

}20,06 (a = 0. Litcaicutado = 0,13; teriuco = 2,02), portanto nio significativo.

Nao foi encontrada correlagao significativa (0,11) entre a drea do fragmento e a

23 de espécies de espécies (a = 0, Litcaiculade = 0,25; teriico = 2,02). Nao foi encontrada

lagéo significativa (-0,35) entre a 4rea do fragmento e a percentagem de ambiente natural
torno (a = O.I;tcaiculado = 0,67; teritico = 2,02).

o da fragmentagao das matas de galeria sobre Antilophia galeata

Analisando os dados da dissertagdo de mestrado
em Matas de Galeria do DF”
fa,

“Dindmica de Comunidades de

» NO que diz respeito & abundéncia relativa de Antilophia
nos varios fragmentos amostrados em 94/95, através de censo com pontos com raio

BMOs que sua abunddncia relativa declina com a reducao da area, conforme pode ser
na Tabela 7.

Na &rea controle (Corrego Capetinga — 6 maior fragmento) para as analises da
Ftacéo de mestrado, foi encontrada a maior abundancia relativa desta espécie. A medida
‘ orre um decréscimo de tamanho nestes fragmentos, ocorre também uma redugdo da
ncia relativa até que, no menor dos fragmentos (2,9 ha), ndo é mais detectada esta

je. Ao fazer uma andlise de correlagao, foi encontrado um r=0,94 (tca=4,97; toi=3,18:
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abela 07 -~ Dados sobre &rea e abundancia relativa de Antilophia galeata em viarios
fragmentos de matas de galeria do Distrito Federal. Dados da dissertacdo de

mestrado “Dindmica de Comunidades de Aves em Matas de Galeria do DE",
coletados em 94/95

. Fragmento
Cérrego do Cdrrego Mato Ribeirdo Gama Cérrego Mata Corrego
Capetinga Seco Gado Canjerona

Area  ARel Area ARel Area Rel Area  Rel Area  Rel
149,1 339 91,3 23,6 62,9 25,8 59 4,1 2,3 0

Com os dados deste levantamento, foi possivel calcular o nimero de fragmentos
istentes com tamanhos semelhantes aos das matas Inventariadas em 94/95 e sobre as
ais existern dados de abundancia relativa para Antilophia galeata. Esta informagao esta na

ela 8. Podemos observar que 92,88% dos fragmentos de matas de galeria existentes na
¢d0 analisadas do DF, tém 4rea inferior ou igual a 2,34 ha e que somente 0,08 das matas

galeria destes locais POssuem area maior que 150 ha, sendo, em valor absoluto igual a 10
idades.




ﬁela 08 - Numero de fragmentos existentes nas classes de tamanho correspondentes as ]
matas de galeria inventariadas em 94/95.

Classe de tamanho do Freqgiiéncia em uma 1

fragmento (ha) porcdo do DF ]
Absoluta _ Relativa
< 2,34 11789 92,88 i
24259 495 3,93 |
6a629 372 2,93
63 a 91,26 10 0,08
91,35a 149 12 0,10 !
> 150 10 0,08

Total 12692 100,00 '

Medidas de distancia e resisténcia ao deslocamento

O resultado do céalculo de distancia entre as areas se encontra na Tabela 9, P

0. Podemos notar que as maiores distancias estdo entre Sobradinho e Capetinga, Mato '

p, Olho d'Agua e Riacho Fundo. Considerando-se o conjunto de dreas amostradas no DF, 1|
adinho estd mais isolada, também por distancia, em relagio as demais. '

Podemos perceber, ainda, que as dreas mais préximas sdo o Riacho Fundo e
_ d'Agua, Olho d'Agua e Mato Seco e Capetinga e Mato Seco.

la 09 - Distancia (km) entre as 4reas amostradas, tomadas duas a duas. :

Sobradinho Capetinga Mato Olho Jardim  Riacho Rio ‘
Seco d'Agua Botinico Fundo Vermelho i

Bananal 8,75 21 18,05 20,1 16,05 18,75 118
obradinho 29,25 27,3 31,05 18,0 31,05 140 '}
apetinga 165 5,55 10,5 7,35 102 .

ato Seco 24 9 4,2 103 i
lho d'Agua 13,95 1,05 90 1
ardim 15,45 108
Boténico
Riacho 90
undo '

, i
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A Figura 5 permite visualizar as rotas de desiocamento potencial entre os vérios
imentos estudados geradas pela analise de custo para o deslocamento que tem como ‘
ptivo determinar a rota mais facil e curta entre dojs pontos. A Tabela 10 permite observar '
alores encontrados para as distancias potencialmente percorridas por A. galeata entre os
ps pares de areas amostradas em possiveis processos de disperséo. Quanto a este !'
ocamento, as rotas mais longas seriam entre Riacho Fundo e Sobradinho, Otho d'Agua e i
fradmho Mato Seco e Sobradinho, Capetinga e Sobradinho e Bananal e Capetinga.

|
Bla 10 - Distancias (km) percorridas no deslocamento potencial de Antilophia galeata entre
fragmentos de matas de galeria do DF.

|
Sobradinho Capetinga Mato Seco Olho d'Agua  Jardim Riacho Fundo I

Botinico ;;

pnal 25,02 41,40 38,10 35,70 47,64 35,37
fadinho 41,55 40,23 46,38 36,21 50,10 1
Etinga 3,18 17,04 13,08 17,10
bSeco 5,00 13,68 10,59 ;;
} d'Agua 21,18 1,17 I
im Botanico 25,74 i

A matriz ambiental alterada, e os tipos de ambientes entre os vérios fragmentos 3
Etrados com niveis de dificuldade diferentes para os deslocamentos tornam as rotas 4

Ciais de migragéo, ou deslocamento, bem maiores que as distancias lineares. Em valores

Ylutos, os maiores acréscimos foram entre as matas de galeria do Cérrego do Capetinga e

|
{réo Bananal, Cérrego Mato Seco e Cérrego Bananal e Riacho Fundo e Ribeirdo l

adinho. Somente para as matas de galeria do Cérrego Mato Seco e Cérrego do Capetinga, !
valor foi praticamente insignificante. Para as demais Aareas, variou de 42 ,059%,

entre o |

£go do Capetinga e do Ribeirdo Sobradinho, a 207,029 entre o Olho d' Agua e o Corrego
petinga.

:
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Ribeirdo Sobradinho

Cérrego Bananal

l
]
i

Riacho Fundo ¢ __,._),«_ sy
5 Moy CO t; gﬂatb Seco E/ .

./

& —\\ o
Jardim BoTanico

Olho d'Agua Corrego Capetinga i

‘Figura 05 - Deslocamento potencial de Antilophia galeata entre os fragmentos amostrados. |

27




Discussio

Como foi observado, as dreas do Cérrego Bananal (29), Cérrego do Capetinga
‘ (27) e Jardim Botanico (27} apresentaram uma maior riqueza de espécies em relagdo ao
Ribeirdo Sobradinho (24) e Cérrego Mato Seco (21), respectivamente, considerando-se a
] riqueza total de espécies nos seis primeiros dias de coletas com redes de captura ornitoldgica.
Quando da coleta para a dissertacdo de mestrado, onde foram abordadas questdes sobre
comunidades de aves em fragmentos de matas de galeria do DF, a variavel mais importante
_'que aparentemente . teve papel mais relevante, influenciando positivamente a riqueza de
f espécies, foi o tamanho do fragmento, com uma forte correlagdo (indice de correlacdo de
f Pearson (r), tanto para espécies exclusivamente de matas (r = 0,91; t = 3,80; p < 0,09),
quanto para nimero total de especies r = 0,94; t = 4,77; p < 0,05). Nas coletas atuais, em

uma analise visual, podemos perceber a discrepancia nos resultados, principalmente no que

1diz respeito as matas de galeria do Ribeirdo Sobradinho, que € a maior drea amostrada e
EPossul uma das menores riquezas de espécies. As areas Cérrego do Capetinga, Olho d'Agua,
Bananal e Jardim Botanico estio dentro de Unidades de Conservagéo do DF. Também a mata
de galeria situada na Rio Vermelho, em Silvania, se encontra dentro de uma area protegida.
Este fator faz com que o entorno destas matas, na sua maioria, esteja também preservado. As
freas onde se encontram as matas de galeria do Corrego Mato Seco e Ribeirdo Sobradinho
:stéo proximas a locais extremamente urbanizados e apresentaram baixos valores para
iqueza de espécies. Segundo a correlagéo positiva e significativa, encontrada entre o entorno
ariqueza de espécies, supostamente, esta variavel é o fator que favorece uma maior riqueza
m matas associadas a unidades de conservagao, refletindo o grau de preservagao local e
uncionando, muito possivelmente, como um fator tamponador, minimizando os efeitos das
pfiuéncias externas sobre a mata. Machado (2000) usando métodos de avaliagao da estrutura
ia paisagem a partir de classes de uso da terra também encontrou, usando método
dependente de anélise, correlagéo positiva e significativa entre a riqueza de espécies e a
riat;éo na quantidade de cerrado entre as areas continuas e isoladas de matas de galeria. As
élises aqui apresentadas corroboram as analises feitas por Machado (2000). O fato de nao
r sido encontrada correlagdo positiva significativa entre a proporgao de ambientes naturais e
:ea dos fragmentos, pode ser um indicador da alteragdo ambiental que esta ocorrendo, no

150 analisado, no entorno destes locajs. Segundo Wiens et al. (1985), a influéncia do entorno
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- sobre o fragmento pode ser mais importante que os processos que ocorrem dentro do

]

- fragmento. Através destas informagdes é possivel perceber a importancia das reservas ou
. unidades de conservagao na manutencao da integridade fisica destes ambientes, auxiliando na }
manutengdo de uma zona tampéo para as matas de galeria, indicagdo feita também por ‘
| Machado (2000). Também o fato da riqueza de espécies de mata ndo ter apresentado \‘
‘ cdrrelagéo significativa com o entorno certamente se da em fungédo destas espécies estarem
| menos susceptiveis & influéncia do entorno do que as demais que muitas vezes exploram a |

interface entre dois ambientes, no caso mata e cerrado ou mata e campo, que participam na i
- . i
tomposigao da riqueza total.

Considerando-se a biologia de Antilophia galeata e seu habitat preferencial, que 4

€ a mata de galeria, ao Compararmos as tabelas gue dizem respeito ao deslocamento

kpotencial e as distancias calculadas entre os varios fragmentos, podemos perceber que a
dificuldade de deslocamento em fungdo da alteragdo da matriz ambiental,

faz com estas
distancias de deslocamento selam muito maiores que as distancias lineares. Por ser uma

iespécie que ndo ocorre em areas abertas nem em ambientes antrépicos, o Planc Piloto e

jgeémais ambientes urbanos exercem um papel de barreira total ao seu deslocamento, fazendo
com que a ligagdo potencial entre areas como 0 cdrrego do Capetinga e do cérrego Bananal,
or exemplo, fique com um trajeto bastante aumentado ou mesmo impossibilitando a .
'- igragdo. Assim como A. galeata, vérias outras espécies tipicas de matas sao susceptiveis a

Bste mesmo processo que influencia tanto aspectos populacionais como da compaosicdo da
Pornunidade de aves destes locais. Machado (2000) usando modelo de disperséo de aves entre |
ragmentos de ambientes naturajs em que também atribuiu niveis de dificuldade de dispersao

pelos vérios ambientes do cerrado cita que a estrutura da paisagem apresenta uma grande !

nfluéncia na dindmica local das espécies mesmo para grupos como as Aves que apresentam
a alta capacidade de deslocamento.

A partir das andlises dos dados do entorno dos fragmentos amostrados,
‘:demos perceber que as matas de galeria do Ribeirdo Sobradinho e do Riacho Fundo Sac as

hais isoladas se considerarmos que uma matriz ambiental alterada pode transformar os

. , . . . . . b
mbientes naturais imersos nesta matriz em verdadeiras ilhas sob o ponto de vista

jogeografico e conservacionista. £ essencial distinguir o isolamento entre a escala individual e
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populacional. Considerando-se a escala individual, o isolamento estj reiacionado ao padrio de

feslocamento e limites da 4rea de vida dos individuos, pares ou grupos. Na escala

populacional, o isolamento depende da troca de individuos entre geracoes e entre populacdes
aila etal. 1993). Aparentemente a mata de galeria do Ribeirdo Sobradinho est3 EM Processo
isolamento ha um periodo de tempo maior, pois estd sob influéncia direta da cidade
‘télite de mesmo nome e que ja a englobou totalmente. A mata de galeria do Riacho Fundo,
jertamente esta no inicio da intensificacdo do processo de isolamento e degradacao, pois 50
pcentemente este local tem sido mais intensamente explorada do ponto de vista imobilidrio.
egundo Vogelrhann (1995), existe uma correlagao fortemente positiva entre a densidade
peional da populagio hi.nmana € niveis de fragmentacéao, segundo resultados encontrados em
_tudos usando sensoriamento remoto na anilise destas varidveis. Devido a elevada riqueza
 espécies de aves ai existente (Riacho Fundo) e & proximidade do novo foco de pressao,

amente a estrutura das comunidades locais sofrerd mudangas radicais, bem como a
prutura  populacional de Antilophia galeata ai

existente, pois com a proximidade da
fbanizacdo, geraimente ocorre retirada de madeira,

abertura de novas trilhas, caga e captura,
esenca de animais domésticos, pisoteio e queimadas.

Na imagem de satélite do DF, de 1995, temos 92,88% dos fragmentos de matas

' galeria, ou ambientes similares., com &area igual ou inferior a 2,3 ha, ou agrupamentos de
| pixels. Caso estes fragmentos estejam isolados, ou parte deles, como a mata de galeria do
ego Canjerona, que esta totalmente ilhada dentro do ambiente antropico da asa sul,
ftamente Antilophia galeata deixaria de existir nestes locais. Aqueles fragmentos isolados
" am também de funcionar como 4rea de possivel rota de deslocamento. Muitos destes
gmentos estdo circundados por outros tipos de ambientes cujo papel como barreira seria
los efetivo do que os ambientes antrépicos, mas, por outro lado, com o crescimento das
.: urbanizadas, muitos deles ficardo mais isolados ou deixardo

, Inclusive, de existir. A

entacao altera, ainda, a configuracdo espacial, provocando subdivistes na populagao e

do uma estrutura metapopulacional, caso esta estrutura ainda nido exista, que pode

ar a persisténcia e a estabilidade Populacional (McGarigal e McComb 1995) nao s6 de A.
pata, como de outras espécies dependentes de matas.




Considerando-se os conceitos de tamanho minimo de populagdo viavel e que
pundo muitos estudos empiricos, o tempo de vida de uma populagao aumenta com seu
fnanho efetivo (Ne) (Willianson 1978: Diamond 1984; Schoener e Spiller 1987 apud Hanski

al. 1996) e ainda que dreas maiores apresentam maiores tamanhos populacionais, temos

DF um grande chance de que Antilophia galeata venha a desaparecer, ou jd ndo ocorra, em

itos daqueles pequenos fragmentos, cujas areas nao comportam populagdes residentes.

I outro lado, considerando-se o conceito de MVM (tamanho minimo de metapopulagio

vel) (Hanski et af. 1996), que pode ser definido COMo © nimero minimo de interacdes das

pulagdes locais para a persisténcia de uma metapopulagdo, é necessario considerar
hbém o valor minimo de habitats adequados necessario a persisténcia deste tipo de
futura populacional, pois nem todas as manchas

de habitat adequadas sao
ﬁultaneamente ocupadas. A persisténcia da espécie se da, p

ortanto, devido a um equilibrio

e extingdo e recolonizagdo. Neste contexto, segundo estes autores, devemos nos

pstionar sobre extingdes devido a perda permanente de habitats.

Considerando o modelo classico de metapopulagdes formulado por Levins

9), que assume uma vasta rede de Pequenas manchas de habitat ocupadas por um

junto local de populagdes com risco de extingdes locais, a metapopulagdo sobrevive sob
balango entre estas extingdes locais e recolonizagées de manchas de habitats agdequados.

a perda de habitat, assume-se que uma fragdo de manchas permanentemente destruidas

, @ condigdo necessaria
a sobrevivéncia da metapopulagdo é que o ndmero de manchas de habitat

anescentes apés a alteracdo da matriz, exceda o ndmero de habitats adequados mas

, & possivel que Antilophia galeata possa subsistir por um longo tempo
dgico considerando-se sua distribuigdo por toda a regido do bioma do cerrado e o elevado

pero de fragmentos, porém, se a intensidade de destruicdo ambiental aumentar, esses

€3s0s relacionados as extingdes locais podem ser superiores numericamente as

lonizagdes, e assim comprometer a manutengio destas e outras espécies que possam ter
Jadrao metapopulacional de persisténcia regional.
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Segundo Frankham (1995), em animais de laboratério e domésticos, a extingao
umulativa estj COrrelacionada com endocruzamento. De acordo co

m este mesmo autor,
docruzamento ocorre Na natureza

COmo uma consequéncia do efeito do tamanho de
opulagdes. Para Populagdes originalmente em outbreeding,

€ esperada uma reducao da
eterogozidade na proporgac do coeficiente de endocruzament

0. Também uma distor¢do na
foporgdo entre machos e fémeas é freqlientemente encontrada em populagdes que sofrem

frdocruzamento (Frankham 1995 apud Soulé 1980), diminuindo o tamanho efetivo da

grulagdo. Populacdes em_ilhas podem ser susceptiveis a extingao através da perda da

grersidade genética quando do estabelecimento, geralmente por

um par de fundadores em
as pequenas, com consequente tamanho Populacional reduzido e com alta susceptibilidade

flutuacdes populacionais com poucos predadores e doengas para prevenir ciclos de explosio

yredugdo populacional (Frankham 1995). Sob a ética do tamanho minimo de populacgdo

Evel, o endocruzamento, e consequente depressdo por endocruzamento € a deriva génica,

M um papel importante na extingcdo de Populagdes com tamanho reduzido (Boyce 1992).
tudos em populagGes selvagens concluem que muitas vezes o endocruzamento é associado

gdiminuicdo da taxa reprodutiva, resisténcia as doengas e taxa de crescimento (Blackwell et

1995). Como areas Como a mata do Ribeirdo Sobradinho e Riacho Fundo estdo mais

Pladas de outras matas, ou possiveis fontes colonizadoras ou de renovagao do poof génico,

iste a possibilidade de que as populagbes destes locais venham a sofrer depressido por

gdocruzamento no decorrer do processo de alteragdo ambiental.

Em muitas espécies, a perda de habitat surgindo da fragmentagao também

pulta na reducdo do tamanho da populagdo regional. Hinsley et al 1996 encontroy

@uitados que corroboram com esta hipdtese estudando varias espécies em fragmentos que
iam de tamanho. Vérios autores tém usado dados baseados em presenga/auséncia para

@nchas de varios tamanhos para inferir a area minima requerida para determinadas
Wécies (Opdam et a/ 1985; Robbins et a/ 1989; Viekery et af 1994). Embora as mudancas

bientais sejam inevitaveis, contudo, segundo Dolman (1994), é dificil predizer como uma
erminada espécie respondera a estas mudancas.
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Perda ou degradacdo de habitat é o fator mais importante na extingdo de

ipécies também no futuro. Para 82% das aves atualmente ameacadas de extingéo, esta é a

incipal causa (Temple 1986). A alteracdo ambiental pode criar barreiras ao movimento

grque habitats desfavoraveis podem ndo oferecer abrigos contra predadores ou ainda as

téncias sdo grandes o suficiente para ndo permitir a travessia em um Unico movimento
nold et al. 1993). Populagées em ambientes isolados e fragmentados s3o mais vulneraveis
extingdo através da estocasticidade demografica e ambiental e catastrofes, perda da
ferogozidade genética e alelos raros, efeito de borda e distlrbios provocados por hurmanos

rkey 1995). Também a configuracdo do habitat de determinada espécie afeta a populagéo
influenciar o padrio de movimentos

de individuos (McGarigal e McComb 1995). E
gssivel que ocorra este fato com Antilophia galeata devido ao aumento significativo no

[locamento entre os varios fragmentos de matas de galeria inventariados dev

ido a alteragao
Pbiental.

Devido ao aumento das atividades humanas, com expansao da populagio,
pitats de muitas espécies tém sido destruidos ou fragmentados em manchas cada vez mais
adas. A fragmentacdo é a maior ameaca & persisténcia das populagdes e um problema de
Portancia priméria na biologia da conservagao. Uma vez que o cerrado vem sendo destruido

tmo mais acelerado que a Amazénia (Alho e Martins 1995) e que no Brasii somente cerca

B.7% do territério esteja legalmente (aproximadamente 5%

se considerarmos Unidades de
Rservacao Federais -

Or. Ricardo Bonfim Machado comunicagdo pessoal), que é um valor
Pixo da média de outros paises em desenvolvimento, como Indonésia (16%), Venezuela
§%) e Costa Rica (89%) (Alho e Martins op. cit.), mesmo espécies Que Inicialmente sio

Pndantes e de ampla distribuigdo merecem aten¢do e acompanhamento a iongo prazo.

Observando a Tabela 4, que se refere aos resultados do levantamento das vérias
$ses de ambientes existentes no DF, podemos perceber que, comparando-se ambientes

grais (cerrado + mata de galeria + campo), temos um percentual de aproximadamente

p, CoNntra aproximadamente 55% de éreas alteradas (éreas queimadas + ambiente urbano

eas degradadas). Embora as areas queimadas representemn um percentual em torno de
este valor pode oscilar em uma escala significativa no decorrer de um mesmo ano e entre

grios anos em fungéo da recuperagao natural destes tocais. Um outro aspecto que merece




staque € o fato de as matas de galeria representarem em torno de 5% dos ambientes

furais existentes no Cerrado, o que corresponde, a principio, com dados bibliograficos de
s (1989). Ainda que este percentual aparentemente permanega inalterado, em muitas
tas a qualidade intrinseca a elas é alterada comprometendo as chances de permanéncia de
itas espécies (observagédo pessoal). Outro fator a ser levado em consideracéo é o percentual
fragmentos de pequenas dimensdes (menos de 3 ha) que chega a 929,

dos fragmentos de
gias de galeria. Um aspecto muito importante,

levando-se em consideracdo os dados de

e (1972), que diz que o cerrado era o ambiente mais abundante no Cerrado (75%) na

id0 do DF, e com base nas andlises da imagem de satélite de 1995, este percentual esta
torno de 209,
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Llusdes

No conjunto de &reas amostradas, a riqueza de espécies esta correlacionada a

ldade do entorno, que foi representada pelo percentual de ambientes naturais. Esta

Jusdo pode ser feita uma vez que nao houve correlagdo significativa entre a riqueza de
Lies como um todo ou riqueza de espécies de mata e a 4rea dos fragmentos amostrados.

Analisando a matriz ambiental, podemos perceber que a sua alteragao pode

fover o isolamento de ambientes naturais ai existentes. Um indicativo desta situagéo é o
fla mata do Ribeirdo Sobrédinho, que possui maior drea e um das menores riquezas de

Fies, possui o seu entorno com um maior percentual de alteragdo ambiental. Certamente

s fatores decorrentes da proximidade de locais urbanizados, como invasoes, presenca de
pis domésticos, retirada de madeira, destrui¢io do subosque, caga, dentre outros, estao
jo, direta ou indiretamente nesta redugao da riqueza de espécies.

A porgdo do Cerrado analisado est intensamente fragmentada em manchas de

gnas dimensdes e com véarios nivets de isolamento, que pode futuramente pode

jrometer mecanismos de migragao de varias espécies o que pode, potencialmente,
}ao populacional,

levar &
ao endocruzamento e consequente extingbes locais e, possivelmente a
{prazo, regionais,

Devido as alteracdes ambientais, o nive!l de dificuldade de espécies dependentes
cas de matas para a migragédo entre fragmentos é substancialmente aumentado, mais

ez propiciando processos perniciosos & manutengio de populagdes em se considerando
los de tempo ecolégicos e evolutivos.

Vem ocorrendo, no Cerrado, uma acentuada alteragdo da matriz ambiental,

que
ser observada através da comparagao de dados gerados a partir de

informacées

fiais com avaliag@es anteriores de alguns autores. Em conseqléncia desta alteragao da

F ambiental, o ambiente Que vem sofrendo maior pressdo é o cerrado, que representa,

pente, cerca de 209 dos ambientes da por¢ao analisada do DF.
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Lista de Espécies

bela 03 - Lista das espécies e nimero de individuos capturados nas varias matas de galeria
amostradas no Distrito Federal. CC = Cérrego Capetinga; CRF = Cérrego Riacho
Fundo; MG = Cérrego Mato Seco; OD = Olho d’Agua; CB = Cérrego Bananal; RS =
Ribeirdo Sobradinho: JB = Jardim Boténico; RV = Rio Vermelho. Nomes populares
e ordem filogenética segundo Sick 1985.

Local de Coleta
bécie . CC CRF MG OD BN RS JR RV

dem Columbiformes
flia Columbidae - 3 spp
Columbina talpacoti - rolinha-caudo.

fe-feijdo 0 0 0 0 0 0 0 1
eptotila rufaxilla — juriti (M) 0 0 1 0 0 0 0 0]
Leptotila verreauxi - gemedeira 1 0 0 0 0 0 0 1

lern Caprimulgiformes
ilia Caprimulgidae - 1 spp

ctidromus albicollis - curiango 0 0 0 0 0 0] Q 1
jemn Apodiformes

nilia Trochilidae — 6 spp
Phaetharnis pretrei - rabo-branco-de- 0
obre-amarelo Q 0]

upelomena macroura - tesourio 0 1 0 0 0 0 O 0
olibri  serrirostris-  beija-flor-de- 3
brelha-violeta

hlorostilbon aureoventris - 0

pesourinho-de-bico-vermelho 1 0 0 0 0 0 0
halurania furcata - beija-flor-tesoura-
erde 2 2 1 2 0 4 4 2

halurania glaucopis — tesoura-de-

onte-violeta 1 0 0 1 0 0 4 0
em Coraciiformes

ilia Momotidae - 1 sp
Jaryphthengus ruficapillus - juruva




rdem Piciformes

Bmilia Gatlbulidae - 1 sp

Galbula ruficauda - bico-de-aguiha-de-
rabo-vermelho (M)

pmilia Ramphatidae - 1 sp

Pteroglossus castanotis - aracari-
castanho

gmilia Picidae — 2 spp

Picumnus minutissimum — pica-pau-
ando-escamado M

Veniliornis passerinus- pica-pauzinho-
anao

rdem Passeriformes

gmilia Dendrocolaptidae — 3 spp

Sittasomus griseicapillus — arapacu-
verde

Lepidocolaptes fuscus - arapagu
rajado

Ol

.Dendrocolaptes
arapagu-grande (M)

platyrostris

amilia Furnariidae — 6 spp

W Poecilurus scutatus - estrelinha-preta

Phacellodomus ruber — graveteiro

Ol

Phyllidor dimidiatus - \impa-folha-do-
brejo — (M)

-

Automolus  leucophthalmus- fura-
barreira (*)

Automolus rectirostris - fura-barreira
(M

OO

Lochmias nematura - joao-porca — (M)

Bmilia Formicariidae — 4 spp

Thamnophilus caerulescens - choca-
da-mata

Dysithamnus mentalis - choquinha-
lisa (M)

Herpsilochmus pileatus -
chororozinho-de-chapéu-preto

Conopophaga lineata - chupa-dente

M)




hilia Pipridae — 4 spp
Wipra fasciicauda - uirapuru-laranja

M 0 0 0 0 0 0 0 13

dntilophia galeata - soldadinho (M) 21 31 20 23 21 21 9 21
eope/ma pallescens — fruxu (*) (M) 0 5 0 0 0 0 0 1

pehiffornis virescens - flautim (M) 3 6 0 9 5 0 2 3

nilia Tyrannidae — 12 spp

Myiodinastes maculatus - bem-te-vi-
ajado 0
Pitangus  sulphuratus — bem-te-vi-de- 0O 0
oroa

—
(-

0 0
Myiarchus ferox — maria-cavaleira 0 0 1 0 1 3 0 0
mpidonax euleri - enferrujado 6 9 2 3 5 2 5 9]
Platyrhincus mystaceus - patinho (M) 1 0] 0 0 3 0 3 4
omolmyias sulfuresces — bico-chato-
e-orelha-preta (M) 0 3 0 1 0 0 2 0
laenia flavogaster — guaracava.de-
parriga-amarela 0 0 0 1 0 0 0
Wuiriri affinis - suiriri-cinzento 0 0 0 0 0 0 0 1
amptostoma obsoletum - risadinha 1 0 0 0 0 O 0 0
eptopogon amaurocephalus
abecudo (M) 2 3 3 4 2 4 1 6
fionectes (Pipromorpha) rufiventris —
bre-asas (*) (M) 1 1 0 0 o) 0 3
horythops delaland; - estalador (M) 2 2 0 1 0 & 0 1
ilia Troglodytidae — 1sp
hryothorus leucotis - garrinchio-da-
arriga-vermelha 6 0 1 2 2 5 0 0
ilia Turdidae - 5 spp
urdus nigriceps — sabia-ferreiro 1 2 0 0 0 0 1 0
rdus rufiventris ~ sabia-laranjeira 4 1 10 1 5 0 1 6
urdus leucomelas — sabié-barranco 6 2 12 1 3 18 5 5
urdus amaurochalinus - sabiapoca 1 0 9 Q 0 3 0 0
urdus albicollis - sabia-coleira 12 1 1 2 3 1 2 7
ilia Vireonidae — 1 sp
clarhis gujanensis - pitiguari 0 1 1 2 0 2 0 0

ilia Parulidae — 3 spp

pasileuterus flaveolus - canario-do-

ato [ 2 0 9 0 0 o) 3
asileuterus hypoleucus — pichito (M) 5 2 12 6 2 9
Jasileuterus leucophrys -~ pula-pula-

e-sobrancelha (%) 0 0 4 1 3 3 2 0
ilia Coerebidae - 2 spp
vereba flaveola - cambacica 0 0 0 1 3 1 0 3

pacnis cayana — sai-azul 0 1 0 0 0 0 0] 0




ilia Thraupidae - 7 spp

 Euphonia  violacea -  gaturamo-

verdadeiro (M) 0 0 0 1 0 0O 0 ©
 Tangara cayana — saira-amarelo 1 1 1 3 1 1 0 0
 Thraupis sayaca - sanhaco-cinzento 0 0 0 0 0 0 Q 1
Tachyphonus rufus — pipira-preta 2 1 1 3 1 1 0 1
 Trichotraupis melanops - tié-de-topete

M) 12 6 4 7 6 3 o) 2
 Eucometis penicilata - pipira-da-tacca 1 1
M 2 1 8 2 4 5
}Pyrhocoma  ruficeps - cabecinha- 1 0 0 0 o
tcastanha 1 1 1
milia Fringillidae - 5 spp-

Saltator maximus - tempera-viola 1 3 0 5 0 0 0 7
Saltator  similis -  trinca-ferro- 0 4
erdadeiro 8 2 7 2 1 0
Volatinia jacarina - tiziu 0 0 0 0 2 1 0 O
Arremon taciturnus - tico-tico-do-mato-
ide-bico-preto 0 0 0 0 0 0 0 5
YArremon  flavirostris - tico-tico-do-
imato-de-bico-amarelo 5 0 2 3 3 4 1 0
Total/Area
' 36 36 25 34 28 27 25 38
Total Geral - 68 spp

47




Planalto Central

gapitulo 2 - Diversidade genética de Antilophia galeata em matas de galeria do |
goducao 1

Nos Gitimos 20 anos, vérias técnicas de biogquimica e genética molecular, como .
oforese de enzimas, tém sido amplamente aplicadas ao estudo da diferenciagdo de
lagdes e evolugdo. Entretanto, elas tém sido pouco usadas em problemas demograficos |

o atribuicao de parentesco a individuos de uma populagao. Muitos sistemas de enzimas so

g®Em ser examinados post mortem e sao de pouco uso caso o objetivo seja estudar animais

Istres na natureza. Além do mais, sistemas de enzimas apresentam um baixo grau de !
orfismo (Mumme et al. 1985; Romagnano et al. 1989; Eliegren 1991; Estoup et al. 1995: 1|

B 1998), principalmente em aves (Haig 1998 apud Barrowclough 1983). A busca por novas |

ficas mais sensiveis para deteccdo da variabilidade genética tem continuado e,

ntemente, a maior descoberta tem sido a biologia molecular (Wetton et al. 1887). Embora

ges 20 anos, varios pesquisadores pudessem perceber o potencial de aplicabilidade dos
Wcadores moleculares em estudos sobre estrutura popuiacionai (diversidade genética,
genho efetivo de populagdo, endocruzamento) sé nos Gltimos 5 a 7 anos pesquisadores
atuam em biologia da conservagdo reconheceram a utilidade das técnicas envolvendo ‘il
adores moleculares na quantificagdo e avaliagdo de fatores interrelacionados a este tema i
e podem afetar a viabilidade de uma populagio (Haig 1998).

|
O DNA esta sendo mais e mais frequentemente usado em biologia evolutiva e |
ada. Taxonomistas, geneticistas e ecologistas evolutivos tém usado informacdes de }
gncias de mitocOndrias, cloroplastos e DNA nuclear (Avise et al. 1987: Seutin et al. 1991) ‘
b recentemente o campo da genética comportamental foi revolucionado pela verificagdo |
Emarcadores moleculares que podem descobrir relacionamentos e parentescos dentro de
pos sociais de animais (Jeffreys et al. 1985a; Quinn et al. 1987: Burke 1989: Miilar et al. |
@2)- Nos ultimos vinte anos vérias técnicas da genética-bioquimica e biologia molecular tém 1‘
| amplamente empregadas no estudo de diferenciagdo de populagdes e evolugdo (Plotsky
W 1995). Porém tais técnicas tém sido pouco empregadas em problemas demograficos. A

a por técnicas mais sensiveis na detecgdo da variagdo genética também tem continuado e
pior descoberta estd no &mbito da biologia molecular.
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A descoberta de um novo componente no genoma dos vertebrados, as

jliencias de minisatélites, tem emergido do trabalho de vérios autores (Georges et al. 1988).
1980, Wyman e White descreveram o primeiro marcador multialelico, altamente
imorfico no DNA humano (Nakamura et a. 1988). Em sequéncia a este fato, o gene da
ulina, o gene do H.ras e da zetaglobina mostraram-se polimérficos devido a direrenga no
ero de pequenas seqiéncias de DNA repetititivas (Nakamura et al. 1988). A descoberta
jtas regides hipervaridveis no DNA humano (Hitlel et al. 1989), também chamado de
nisatelite de DNA (Jeffreys et al. 1985a; Wetton et a/. 1987, Burke e Bruford 1987) ou VNTR
riable number of tandem repeats, Nakamura et al. 1987), levou ao estabelecimento da
‘ ica do DNA ﬁngerprintiné multilocus (Jeffreys et al. 1985b). Atualmente, somente para o

oma humano, embora néo se conhega o numero exato, pode exceder a 1500 (Pena et al.

D1).

O descobrimento dessas regifes altamente polimérficas no genoma e o
envolvimento de técnicas de biologia molecular, que permitem caracterizar individuos,
las, populagdes, géneros, etc (Smouse e Chevillon 1998: Hillel et al. 19889, Ellegren et al.
2), baseados nestas regides de polimorfismos, abre um vasto campo de exploragéo para a
logia (Avise e Nelson 1989; Hadrys et al. 1992: Marinelli et al. 19923, bioclogia de
pulagdes (Dawson et al. 1997) ou diversidade genética (Haberfeld et al. 1992; Plotsky et.
5). Esse poder de individualizagdo do DNA fingerprinting permitiu o desenvoivimento da
ética molecular de populagdes (Dunnington et al. 1991 Devlin et al. 1991, Ellegren et al.
82, Schwaiger et al. 1992; Zhu et al. 1996a), uma ferramenta Gtil para estudos sobre
flogia comportamental e biologia de populag¢des (Hadrys, op cit.).

O DNA fingerprinting € um procedimento Gtil para assessar as diferencas
fticas em grande numero de sitios de DNA através do genoma de uma populagdo animal
: eys 1987; Zhu et al. 1996a). A relagdo entre conjuntos de gens e endocruzamento, dentro
fonjuntos, é refletida no padrio de bandas encontrado no DNA fingerprinting (Grunder et al.
4). Parentesco refere-se ao grau pelo qual dois conjuntos genéticos compartitham alelos
fcada locus. A frequéncia alélica é refletica na frequéncia de bandas do DNA fingerprinting e
pandas seguem um padrdo de heranga mendeliana (Kuhnlein et af. 1989 Hanotte et al.
2). Endocruzamento refere-se ao grau de homozigosidade dos loci dentro de um coenjunto
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‘it_:o (Grunder et al. 1994). Segundo Falconer (1982), endocruzamento pode ser definido
mo o acasalamento entre individuos que s3o relacionados entre si através de um ancestral
mum. Quanto maior frequéncia de uma banda na populagdo, assumindo-se que cada banda
sresenta um alelo de uma regido de minisatélite hipervariével, maior o endocruzamento
lihniein et al. 1990). O coeficiente de endocruzamento pode ser estimado baseado no
digree atual ou tamanho das populagbes e variacdes no tamanho das familias. Contudo, o
_lculo pode ndo refletir o endocruzamento verdadeiro da populagdo, porque muitos outros
fores também alteram este parametro. Além do mais, ¢ calculo de endocruzamento requer
oistros completos da populagdo que podem néo estar disponiveis. A similaridade de DNA
hgerprints entre individuos, provavelmente & um bom indicador de endocruzamento. Um
tudo realizado por Kuhnlein et al. (1990) mostrou que as frequéncias de bandas e
‘quenc:as alélicas estimadas de DNA fingerprints foi altamente relacionada &o coeficiente de
docruzamento de uma maneira linear e o coeficiente de compartithamento de bandas (BS)

bmbém foi correlacionado ac endocruzamento (Zhu 1996b).

_ O fingerprinting multilocus foi anteriormente usado em galinhas para caracterizar

priabilidade genética dentro de linhagens e para estimar distancia genética entre linhagens
perlmentals (Kuhnlein et al. 1989, Bruford e Burke 1994) Tem sido também apiicado para a
Bentificagdo de padrdes linhagem- .especifica. Em aves o primeiro Sucesso no uso de
hinisatélites de DNA foi relatado por Burke et al. (1989) para descrever o comportamento cu
trategla reprodutiva em populagbes de Prunella modularis. Foi acompanhado um periodo
produtwo de 80 individuos subdivididos pelo comportamento sexual em 3 grupos
monogamia, poliandria e poliginandria). Através do escores dos padrées de bandas obtidos e
Bas observagdes visuais registradas, a paternidade entre os machos dos diferentes grupos foi
dentificada e quantificada, determinando-se com precisio o sucesso reprodutivo dos machos
Ifa e beta dentro de cada grupo. A participagdo do macho na alimentagdo da prole €
rogeme .especifica e a aceitagdo de machos beta pelas fémeas estd diretamente relacionada
incapacidade do macho alfa do harém em participar da alimentagéo de toda a prole
ormaimente produzida. A participagdo dos machos beta (30 - 40% da paternidade
'bservada) permite reduzir o custo energético no cuidado da prole e aumentar a expectativa

' sobrevivéncia individual (Burke et al. op. cit).
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Vérios outros autores tém também empregado esta técnica com sucesso em
jes. Autores como Burke e Bruford (1987), Jeffreys et al. 1987a e 1987b e Wetton et a/. 1987
pmonstraram que sondas derivadas de humanos podem ser usadas neste grupo. Wetton et al.
987) aplicou-a em Passer domesticus, sugerindo seu poder no estudo de populagdes.
mbém Hillel et al. (1989) usou o DNA fingerprinting em aves domésticas constatando seu
ptencial. Ainda com relagéo a este grupo, Kuhnlein et al. (1989) usou DNA fingerprinting como
rramenta para determinar distancia genética. Gibbs et a/. (1991) usou esta mesma técnica
ara detectar locus de DNA hipervaridve! em aves através da hibridizagdo com sonda MHC de
to. Grunder et a/. (1954) aeterminou endocruzamento em gansos.

Avise e Nelson (1989), utilizando sondas de DNA mitocondrial, puderam
pmonstrar a diversidade génica de grupos de ‘Dusky Seaside Sparrow" de todo o litoral

hantico dos Estados Unidos. Os padrdes de bandas obtidos permitiram caracterizar uma

bespécie tida como ameacada de extingdo, mantida sob protegdo desde 1966, como uma

ppulagdo hibrida, resultado do cruzamento de duas outras subespécies vizinhas, colonizando

a drea de transigao.

Gibbs et al. (1990), também utilizando seqgliéncias de minissatélites como

pnda, demonstraram a dispersado génica de “Red-winged blackbirds”, bem como o fitness
pprodutivo  individual, demonstrando com eficiéncia que a poligamia € a estratégia
produtiva encontrada pela espécie para a dispersdo de genes silenciosos e/ou recessivos,

om manutengdo do equilibric génico na populagéo.

Pela possibilidade de estimar o conjunto génico de uma espécie (loci genes) e

slinear cruzamentos do tipo back-cross, o DNA fingerprinting pode ser utilizado para apurar o

jerfil genético de espécies mesticadas, visando separar e recuperar estes perfis (pedigree)

om alto padrdo de resolugdo. Essa estratégia foi utilizada para caracterizar geneticamente
Ispécies de Canis rufus (red wolf), Canis lupus (grey wolf) e Canis latrans (coyote). Os scores
‘s padroes de bandas obtidos permitiram certificar o j4 descrito cruzamente entre Canis
‘pus e C. latrans, separar os individuos miscigenados e delinear cruzamentos seletivos para

Rstaurar o perfil genético de C. fupus, cujo declinio populacional e miscigenagdo reduziu os
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0s caracteristicos da espécie a nimeros alarmantes (Gittleman e Pimm 1991: Wayne e

$1991).

As aplicagbes do DNA fingerprinting ndo estao restritas & genética humana.
tos outros campos da ciéncia podem potencialmente se beneficiar desta técnica (Doif et al.
2). Embora Gilbert et al. (1991) cita como aplicagdes potenciais de VNTRs, a

rminagdo de paternidade para estudos sobre sistemas de acasalamento, diversidade

gtca com a finalidade de analisar endocruzamento histérico e particionamento

ografico e medidas de parentesco entre individuos em populagdes naturais.

A alta frequéncia dos VNTRs e seu modelo de dispersdo pelo genoma os torna

h ferramenta adicional para a identificagdo e isolamento de genes, além do mapeamento
ossdmico. Um excelente painel da exploragdo desses marcadores de DNA, encontra-se
esentado no genoma de camundongos. Estima-se que existemn cerca de 100.000 copias de
Rs com tamanho médio de 100 bases, contendo pelo menos uma cdpia do tetranucleotideo
TA)n espalhados no genoma desses animais (Hearne et al. 1991; Love 1990). Sondas
endo esse tetranucleotideo junto a outros minissatélites de locus polimérficos, ja
itiram a identificagdo de centenas de genes em camundongos, possibilitando
feccionar o mapa genémico mais completo entre os mamiferos. A semelhanga de fisiologia
0 organismo humano e a possibilidade de realizar cruzamentos seletivos, permitiu que a
utura e funcionamento de varios genes de interesse clinico pudessem ser estudados nos
undongos, como a familia das imunoglobulinas, receptores de superficie, diferenciagdo
ual, etc (Kaestner et al. 1990). Esse grande potencial culminou na elaboragdo de mapas
Jnossémicos cada vez mais complexos, e na determinagdo do segienciamento de todo o

oma de camundongos, que também esta sendo estendido, por outros grupos, para outros
ais e no homem através do projeto GENOMA.

Outra aplicagdo prética do DNA fingerprinting é a medida da diversidade genética
populagbes. A determinagdo da diversidade genética, é um importante fator que permite
nir a melhor técnica de manejo a ser aplicada em popula¢des naturais e cativas. Estudos
varios taxa demonstraram uma relagao positiva entre heterogozidade e outros parametros,

0 aumento de longevidade, taxa de crescimento, fecundidade, eficiéncia metabdlica e
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b‘ilidade global (Mitton 1978; Garton 1984: Mitton e Grant 1884). Em populagdes
ilhoradas, alguns fatores genético-econdmicos necessitam ser selecionados para
mozigosidade, como os alelos recessivos relacionados a um ganho econdmico. Nestas
pulagées, foi observado o aumento da taxa de efeitos deletérios provocados pelo
docruzamento, como aumento da mortalidade infantil, redugéo da altura, infertilidade e
Iscetibilidade a doengas (Wright 1977, Falconer 1982; Ralls e Ballou et al. 1984). De acordo
m Merola (1994) a anélise da diversidade genética tem sido vista como uma contribuigdo a

ftiddo dos individuos considerando a espécie, bem como também para o potenciat evolutivo
uma espécie como um todo.

Em aves ha um crescente nimero de sequéncias de STRs clonadas e utilizadas

; ra monitorar a dindmica de populagdes selvagens. Dado a diversidade de espeécies, a

Estancia evolutiva entre elas e a rapida evolugdo das sequéncias ndo codantes, o uso

pnsgénico destas seqiéncias tem sido restrito, com maiores chances de sucesso para uso

n espécies correlatas. No Brasil o isolamento de STRs de aves selvagens ainda € muito
duzido, 0 que incentiva a clonagem destas seqgliéncias.

Diferentes métodos de isolamento de sequéncias polimérficas tém sido
'Iizados, alguns laboriosos de dificil selegao, dificultando ¢ acesso a diversas areas, como a
ologia e Zoologia, como a tradicional clonagem em fagos com fragmentos de elevada massa
olecular (Wong et al. 1986). Métodos mais modernos como clonagens de fragmentos com
tremidades abruptas produzidos com digestéo pelas enzimas Hae lll, Hinfl , Pvull, Rsal

0 laboriosos e de baixa eficiéncia, principalmente quando requer selegdo de tamanho de
pgmentos (Ellegren et al. 1992b). Clonagem de fragmentos digeridos parcial ou totalmente
bm Sau 3A1, em vetores plasmidiais, também requerem selegdo de tamanho de fragmentos
oppieters et al. 1990). Selegdo de fragmentos em agarose leva geralmente numa adigdo de

purezas no DNA, dificuitando sua ligagdo ao vetor, com drastica redugéo na eficiéncia de
onagem.

Rubertis et al. (1993) elaborou uma técnica de clonagem com enriquecimento de
‘ pquéncias contendo os nucleotideos G+C, tipicos dos minissatélites, através da selegdo de
|

asgmentos de 0.4 a 4 kb duplamente digeridos com as enzimas Hind |l e Sac li. Embora




ba técnica tenha sido eficiente, ela é laboriosa, além de destruir parte das sequéncias dos
Whissatélites GC-ricos.

Baseado na elevada incidéncia de sitios de restrigdo no genoma dos mamiferos

enzimas que reconhecem 4 a 5 nucleotideos simples (Lindsay e Bird 1987), e na
alizagdo intronica das seqiéncias repetitivas, fol delineada uma nova estratégia de
bnagem através da redugdo do tamanho dos exons e enriquecimento de fragmentos
ghtendo introns. A alta incidéncia de clivagem em sequéncias simples, tipicamente exdnicas,
Huz o tamanho dos exons e restringe os fragmentos ao tamanho das sequéncias repetitivas.
B fragmentos duplamente ‘digeridos gerados, permitern uma maior eficiéncia na clonagem
la utilizagdo de vetores simples e por apresentarem extremidades coesivas. A técnica
Bsenvolvida pode ser ainda mais simplificada, podendo ser usada sem selec@o de tamanho

fragmentos, e ndo requerendo grande treinamento em biologia molecular.

O objetivo deste capitulo é determinar e comparar a diversidade genética das
Prulagdes amostradas de Antilophia galeata. Este capitulo, juntamente com o Capitulo 3,
Pmpde parte das analises que visam testar a hipdtese de que a distancia genética entre

ppulagdes é uma fungdo da distancia espacial e do tamanho da populagac.

etodologia

Selecdo da espécie a ser estudada

A espécie Antilophia galeata foi selecionada por ser tipica de matas de galeria
Bick 1995) e por ndo ter uma ampla capacidade de disperséo, ndo ultrapassando, segundo
Waulo de Tarso Z. Antas (comunicagdo pessoal) uma distancia de 3 a 4 quildmetros em éreas
bertas. Silva (1995) cita A. galeata como espécie dependente de habitats florestais, ou seja,
prraddo, mata de galeria e matas secas, considerando-a, também, endémica. Outro critério
ara a escolha desta espécie, foi o nimero de capturas em um éno de coleta (3 dias,
imensalmente em cada &rea, utilizando 10 redes ornitolégicas de captura), no decorrer do
rojeto de mestrado concluido em 95. Esta tabela mostra que A. galeata € a espécie mais

bundante em matas de galeria, dentre as capturadas em redes. Além do mais, os dados por
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ervacdo por pontos com raio fixo, mostraram que A. galeafa ndo ocorre em fragmentos

ito pequenos, por exemplo, 3 ha (Ferreira e Cavalcanti, em prepara¢ao).

A familia Pipridae, aparentada aos Cotingidae e Tyrannidae, evoluiu junto com

brentes tipos de matas neotropicais, assim como vérios outros suboscines. As espécies que

@ompdem sdo geralmente pequenas e apresentam forte dimorfismo sexual. Os machos séo

@ito policromos e as fémeas e os machos jovens sdo verdes (Sick 1985). Alimentam-se de

téria vegetal e de pequenos insetos e aranhas, sendo que as proporgdes de um ou de outro

alimentar pode variar entre os membros da familia. Antilophia galeata é uma espécie

Emente frugivora, embora uma proporgdo menor de artrdpodes possa ser encontrada na

ta (aproximadamente 209% do volume estomacal total (Marini 1992a)). Apresentam uma
tribuicdo Gnica no Brasi! sul-central (Marini 1992b), em capdes, mata em terreno
ntanoso, buritizais e matas de galeria (Figura 6). Nestas Gltimas, A. galeata é muito

undante tanto em matas secas quanto Gmidas, principalmente onde o sub-bosque é mais

@nso (observagdo pessoal). Embora a maioria das espécies da familia Pipridae explore o

rato médio de matas, A. galeata utiliza niveis mais altos, subindo as copas das arvores das

atas de galeria.
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Figura 06 - Distribuicdo de Antilophia galeata (linha vermeiha, segundo Ridgely e Tudor 1989)
em relagcdo a distribuicdo do cerrado brasileiro (hachurado em preto, segundo
Ribeiro e Walter 1998).

Capturas

As capturas foram feitas nas &reas ja descritas no capitulo 1. Para este
rocedimento fot pedida a autoriza¢do junto ao IBAMA, para coleta e transporte de material
iologico e para o anilhamento foi renovada a licenca expedida pelo CEMAVE para esta
inalidade (Licenga n® 404). Em cada um destes fragmentos foi previamente aberta uma trilha

m aproximadamente 140 metros com as condigdes de sombreamento necessarias para a
@nstalacdo de uma bateria de 10 redes ornitolégicas de captura. Em cada pontc amostrado, as
letas se deram por trés dias consecutivos. Apés o terceiro dia, foi aberta uma nova tritha em
.m novo ponto, distante pelo menos 200 metros do ponto anterior e a bateria de redes foi

stalada neste novo local, uma vez que apds trés dias de coletas, a taxa de captura cai




gticamente pois os individuos capturados passam a evitar o local de captura. Em cada um
btes locais as redes foram abertas por volta das 06:00 horas da manha, ficando abertas por
" pericdo de & horas consecutivas. Todos os individuos capturados foram identificados e E
fhados com anilhas metalicas com identificagé@o Unica cedidas pelo CEMAVE e conforme as iti
Acificagées do Manual de Anilhamento de Aves Silvestres (IBAMA 1994). Os dados de !
tura foram devidamente anotados em formulério préoprio. Este procedimento permitiu a I
Intificag@o do individuo capturado e recapturado e posteriormente ird, ainda, permitir uma |
fsivel recuperagdo de dados que podem vir a auxiliar em estudos sobre a biologia das 1

pécies anilhadas. . i

- Coleta de sangue i

Foi feita a coleta de sangue de todos os individuos capturados, com excegao das !
pécies pertencentes a familia Trochilidae, por serem, de modo geral, muito peguenos. *!
bém ndo foi feita a coleta daqueles individuos de outras espécies que apresentassem |
hais de stress intenso, como ofegacdo e batimento cardiaco muito acelerado. Nos demais i
dividuos, foi feita a coleta de aproximadamente 70 ul de sangue, por venicupuntura na veia
aquial, utilizando seringas descartéveis de 1 mi, utilizadas para aplicagdo de insulina. Este i
Hume foi transferido para tubos eppendorf com 50 ul de EDTA. Cada eppendorf recebeu
pmeragdo dnica correspondendo a mesma numeragdo das fichas de campo utilizadas para o
gistros dos dados. ApGs cada dia de coleta este material foi estocado em freezer a -20°C
a analises posteriores. Nenhuma seringa foi reaproveitada, pois o reaproveitamento
hplicaria em risco de contaminagdo do material genético entre indwiduos, o que

bmprometeria as analises.

Padronizagao da técnica do DNA Fingerprinting

Primeiramente foram usadas amostras de sangue de outras aves para
pdronizagdo da técnica de extragdo, uma vez que as amostras de sangue de Antilophia
pleata geralmente ndo ultrapassavam o valor de 80 pl. Foram usadas amostras de Phyllidor

jmidiatus, Phacellodomus ruber, Thamnophilus caerulescens, Turdus leucomelas, Turdus

bicollis, Turdus rufiventris, Turdus nigriceps, Schiffornis virescens, Saltator similis,
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Wiator maximus e Arremon flavirostris, selecionados em fungdc da maior quantidade de
gue disponivel nas amostras.

Na fase inicial, em que as proteinas sdo desnaturadas, foram usados HUGCN ou

Azol (GIBCO), combinados a SDS (sodium dudecil sulfate), TWEN ou sarcosil. Foi também
ada a proteinase K em variagdes de temperatura (45°C a 65°C) e periodo de incubagdes
Brentes (1h, 2h e overnight). Foram testadas, ainda, redugbes dos volumes das amostras,
Ptando-se inicialmente microextragdes em eppendorifs de 1,6 mi. Finalmente chegou-se ao
Ptocolo descrito em anexo, em tubos de vacutainer de 6 mi, por comportar os volumes de
gucdes considerados adequados no decorrer das varias tentativas de otimizar as extragfes.
ffinal da extragédo, se ndo havia a formagéo do pellet de DNA e o volume a ser descartado se
Pstrava muito viscoso, foram feitas novas reestragbes com a finalidade de se complementar

Jnaterial necessario para o uso com o DNA fingerprinting, seguindo o mesmo protocolo para
gextragdes.

Amostras de sangue de Antilophia galeata foram preservadas em tampéao ACG
gembrook et al. 1986) a -20°C. O DNA foi extraido com fenol/cloroférmio e precipitadc com
Bnol (Sambrook et al. 1986). O detalhamento dos protocolos utilizados encontram-se no
Wexo do capitulo. Cada amostra do DNA extraido foi quantificado visualmente apds ter sido
lta a eletroforese e os resultados foram notados para calculo do volume de amostra

essdrio para ser feito o DNA fingerprinting. Foram inicialmente consideradas as amostras
10 ng de DNA porém algumas amostras com menor quantidade de DNA foram também

adas para se completar os 10 individuos necessérios em cada érea para esta técnica.

Para determinar qual a melhor enzima de restricdo para gerar bandas
fscerniveis pelo padrdo do DNA fingerprinting, o DNA de 2 individuos de Antilophia galeata
Wram digeriras com as enzimas de restricdo Alu, Hae Ill, Hinfl, Hind \ll e RSA e hibridizada

pm sonda M13

Hibridagdes e lavagens foram feitas em forno de hibridagao (BioRad). A
Bembrana de nylon foi lavada com 2X SSC e pré-hibridizada em solugio contendo caseia 1%,
% de Tris-HCI 0,1M pH7,5/NaCl 0,5 M/3% de gelatina de pele de porco/0,05% de tween
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‘w/v) a ©65°C por 2 horas. A hibridizagéo foi executada overnight a 42°C em solugéo de
e's (Georges et al. 1988) contendo 200 ng de [a-32 PJATP ou [y-32PJATP (10° cpm/ ug DNA).
s a hibridagao a membrana foi lavada 2X 5 min com 2X SSC/SDS 0,1% e 1X SSC/SDS
% (42 a 65°C), secas e expostas contra filma XAR-5 (Kodak) com intensificador de tela por
| minimo de 12 horas até 4 dias. Para re-hibridagdo, as membranas foram primeiro lavadas
a remover a sonda com 0,1X SSC/SDS. As membranas foram checadas quanto a existéncia
Lradioatividade residual com um contador Geiger. Caso este resultado fosse positivo

Hicatividade maior que a do ambiente - > 30 cps), o procedimento de lavagem era repetido.

A caracterizagdo dos clones selecionados foi efetuada através de hibridizagao em
Vthern-blot com DNAs de animais nfo relacionados, preparado de acordo com Sambrook et
(1986). O DNA foi fixado na membrana por cross-link, e o nylon lavado com 2X SSC e pré:

pridizado por 2 a 3 horas em solugdo de blogueio a 65°C sem pirofosfato de sédio A
Pridizagao foi feita overnight a 42°C em solugao de Dykes (Georges et al. 1988) contendo
Ong da sonda marcada com [a-32P1ATP (109 cpm/mg DNA). Apés a hibridizagéo a
Embrana foi lavada duas vezes (5min) com 2X SSC/SDS 0.19% e uma vez com 1X SSC/SDS
19, (42 to 55°C), seca e exposta contra filme XAR-5 (Kodak) com intensificador por 12horas

4 dias. Para re-hibridizagdo, a membrana foi lavada com solugéo de 0.1X SSC/5DS 0.1% a

)0C para remocao do probe, até que a contagemn fosse inferior a 30 cps.

Andlise dos dados

Variabilidade genética

Para a analise dos dados foi montada uma matriz de presenga/auséncia de
Bndas computadas a partir da autoradiografia relativa as varias populagdes amostradas nos
$ezmentos de matas de galeria ja citadas no Capitulo 1. Foram consideradas bandas entre 23
Pe2kb.

Para discriminagdo da variabilidade entre as populagdes das trés &reas foram
Bados o indice de bandas compartilhadas (band-sharing) entre individuos, segundo
funnington et al. (1991) e Haberfeld et al. (1991), segundo a férmula que se seque:
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B=2n,/(nx +ny) |
do: ‘:‘
y = nimero de bandas entre cada par de individuos

+ny = ndmero total de bandas em ambos 0s individuos 4

Foi calculada a freqliéncia média de bandas (vi) e o indice de variabilidade (V), i
gundo Kuhnlein et af. (1989).

Além dos parametros anteriores, foram calculados o poder de individualizagao
)" sendo m=ndmero médio de bandas por individuos, a probabilidade de dois individuos 1

o relacionados tenham mesmo perfil de bandas. 1

| O valor APD (average percent of difference), foi calculade segundo Ellegren et al.
r 992) e Gilbert et al. 1991, computando-se o nimero de fragmentos diferentes entre dois
dividuos e dividindo-se este valor pelo nimero de fragmentos presentes nos dois individuos.

diferencas no nimero médic de bandas foram testadas pelo teste t considerando-se um
ve! de significdncia de 0,5%.

Foi calculada também a distancia genética entre os pares de populagdes, i‘
gundo Kunhlein et al. 1983, conforme férmulas abaixo:

= (i) J}

N 2Vfl)'Vf“ 'i.
-é[v.f”]i[vf”]l L

pendo:

Z |-

= nimero de bandas nas duas populagdes
= frequéncia da banda i na populagéo 1 '[

@ = frequiéncia da banda i na populagio 2




Analise de Componentes Principais

Foi feita uma andlise de componentes principais (PCA) nao centrada, também
com a finalidade de confirmacdo da diferenciagdo entre areas. Foi considerada a matriz de
presenga/auséncia de bandas nas varias classes de pesc molecular, a saber: 23 a9 kb, 9 a6
kb,6 a4 kb e 4 a kb. A PCA foi feita no sofware MVSP Plus, versdo 2.0a.

Resultados

Padronizagdo da técnica do DNA Fingerprinting

] Para determinar qual a meihor enzima de restricdo para gerar
bandas discerniveis pelo padrdo do DNA fingerprinting, o DNA de 2 individuos de Antilophia
galeata foram digeriras com as enzimas de restricdo Alu, Hae W, Hinf |, Hind 11l e RSA e

I ibridizada com sonda M13 (Figura 7).

igura 07 —~ Teste de enzimas de restricdo usando Afu |, Hae W, Hinf\, Hind 11t ¢ RSA.
Individuo 1: Slot 1 — Padrao de massa molecular (PMM); 2 - Aful; 3 — Haelll; 4 -
Hinfl; 5 - Hind \\i; 6 - RSA; Individuo 2: Slot 6 - Alul; 7 — Haelli; 8 — Hinfl; 9 -
Hind 1l; 10 — RSA; demais slots — Turdus sp.




Foi observado padrac de bandas polimorficas do tipo DNA fingerprinting
ltilocus quando o DNA foi digerido com as enzimas Hae /// e Hinf / A hibridizagao com
I:As digeridos com Alu / Hind /// e Rsa resultou num rastro em toda a faixa de peso
hlecular (Figura 8). Apesar da selegdo de clones ter sido efetuada com oligonucleotideos
rtéticos contendo sequéncias tipicas de microssatélites, sequéncias de minissatélites

deram ser selecionadas, como demonstrado pela Figura 8.

Para a extracao da quantidade de DNA suficiente para as analises de DNA

peerprinting, foram processadas 261 amostras de sangue de Antilophia galeata uma vez que

Yram feitas repeticdes para.alguns individuos.

ApGs a extragdo, todas as amostras que apresentaram pellet de DNA foram
Luantificadas e o resultado desta quantificagdo se encontra na Tabela 11, no anexo do
Rapitulo. Em fungao da quantidade de DNA extraido em cada amostra néo foi possivel obter

Badroes de bandas para todas as populagdes nas quais foram coletadas amostras de sangue.

A partir da digestao e hibridagdo, foi possivel obter padrées de bandas pela
cnica do DNA fingerprinting para trés das sete populagdes analisadas. O padrao obtido para
s sete individuos da populagdo da mata de galeria do Riacho Fundo se encontra na Figura 9 e

gquele obtido para as populagdes das matas de galeria de Rio Vermelho e Sobradinho, na

igura 10.
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PPM123456789 10PM11121314151617 18PPM

Figura 08 - DNA fingerprinting de A. galeata (AG), T. rufus (TC) e T. rufiventris (TR) 4
hibridizados com a sonda AGS. 1 a5 e 6 a 10 AG digerido com enzimas Afu i,
Haelll, Hinf /, Hindll e Rsa; 11 a 12 e 13 a 14 TC digerido com Hae /// e Hinf #
15a 16 e 17 a 18 TR digerido com Hae /// e Hinf /

i
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't
Figura 09 — Padrdo de bandas obtido pela técnica do DNA fingerprinting para a
populagdo da mata de galeria do Riacho Fundo. :3.
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?gura 10 - Padrao de bandas obtido pela técnica do DNA fingerprinting para a populagio das
matas de galeria de Silvania e Riacho Fundo.

65 1




Variabilidade genética 1

Foi possive! obter informagdes sobre presenga/auséncia de bandas em 3 das 7 |
pbpulacdes analisadas inicialmente (Tabela 12, no anexo do capitulo), sendo 7 individuos ]
ferentes 3 populagdo de Riacho Fundo, & de Rio Vermelho e 7 de Sobradinho. Observando
s resultados das andlises apresentadas na Tabela 13, podemos perceber que as trés areas I\
|presentaram aproximadamente a mesma variabilidade genética, embora Rio Vermelho tenha 1 '

presentado um valor ligeiramente mais elevado (0,87). Ao analisarmos o desvic-padrao do

dmero médio de bandas, podemos notar que as trés populagoes apresentaram similaridade
uanto a este critério (aproximadamente 50% do numero médio de bandas). Examinando o
loeficiente de bandas compartilhadas, nota-se que a populagéo do Riacho Fundo apresenta

im maior valor para esta variavel.

fabela 13 — Resultado das analises a partir da matriz de presenca/auséncia gerada pelo DNA
fingerprinting para as matas de galeria de Rio Vermelho, Sobradinho e Riacho
Fundo. Pi = Poder de individualizagdo; Pa = probabilidade de 2 individuos
tomados ao acaso possuam mesmo perfil de bandas; Pr = Probabilidade de 2
individuos relacionados exibam o mesmo perfil de bandas; BS = coeficiente de

compartilhamento de bandas.

ﬁrea Média de Média de Var. Pa Pr PTHW# o "BS” -
. bandas/lane bandas/ind., genética o L
{Rio Vermelho 0,94 11,14 0873x101F 4x10°  4x10° 0,177
DP=100 DP=661 DP = 0,081
Sobradinho 1,31 14,88 0,838x1072 3x10° 2x10'% 0,141
DP=0,88 7,85 DP =0,127
{Riacho 2 45 20,5 0.845,1x10% 5,1x10% 9,9x10° 0,348
JFundo DP=155 DP=1052 OP =010

Comparando-se a média de namero de bandas em cada populagdo, foram

’ obtidos os seguintes resultados, considerando-se um nive! de significancia igual a 5%:
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io Vermelho x Sobradinho: as diferencas no nimeroc médio de banda ndo foram significativas
kcaiculaco = 1,14; GL = 18, toritico = 2,10)

bobradinho  x Riacho Fundo: as diferengas no nimero médio de bandas ndoc foram
ignificativas (teaicuiado = 1,27; GL = 15; teritico = 2,13)

Rio Vermelho x Riacho Fundo: as diferengas no nimero médio de bandas foram significativas
teaicuiaco = 2,28; GL = 15; Leriteo = 2,13)

Analisando os dados para estas trés dreas, podemos notar que a populagao de F
Riacho Fundo é a que possui menor APD. Observando as comparagdes das trés dreas tomadas
Huas a duas, percebe-se que a populagdo da mata de galeria de Rio Vermeiho possui uma
fnaior diferenciacio em relagao a de Sobradinho e Riacho Fundo (maior APD) do que entre i

Riacho Fundo e Sobradinho, que podem ser consideradas populagdes mais préximas entre si. -

Tabela 14 — Resultado com o APD calculado para as populagdes de Rio Vermelho, Sobradinho l

e Riacho Fundo tomadas isoladamente e duas a duas.

Area APD l
Rio Vermelho 81,13 _ A
Sobradinho 80,4 _ |
Riacho Fundo 60,3 g
Rio Vermeiho x Sobradinho 83,53 b
Rio Vermelho x Riacho 85,11
Fundo

Riacho Fundo x Sobradinho 78,36

Como resultado dos calculos de distancia genética, temos que entre a populacao

B de Riacho Fundo e Sobradinho, foi encontrada uma distancia genética = 1,66. Entre Rio

Vermelho e Riacho Fundo, este valor foi igual a 1,47 e entre Rio Vermelho e Sobradinho foi de
0,97.
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PCA

A Tabela 15 apresenta o percentual de varidncia e o percentual de variancia
bcumulada para cada eixo gerado pela auto-andlise da PCA, a partir da matriz da

bresen¢ga/auséncia de bandas para as matas de galeria das areas Rio Vermelho, Sobradinho e
Riacho Fundo. A somatédria da variancia dos 3 prin'ieiros eixos representou apenas 48,07 % da
aridncia do sistema. Na Figura 11 podemos perceber que houve uma separagdo mais
pvidente da mata do Riacho Fundo em relagédo as demais (Rio Vermelho e Sobradinho) com
kma varidncia acumulada de 40,82% nos dois primeiros eixos. Este resultado pode ser

bbservado plotando-se os componentes 1 e 2.

abela 15 — Dados de variancia % e % cumulativa nos 4 primeiros eixos gerados pela PCA
feita a partir dos dados de presenga/auséncia de bandas geradas pelo DNA
fingerprinting em 3 areas de amostragem.

Varidncia
Eixo % % acumulada
1 32,27 32,27
2 8,60 40,82
3 7,25 48,07
4 6,67 54,74

Discussdo

Estudos envolvendo aloenzimas tém revelado diferenciagdo genética mesmo em
curtas distancias dentro de vérios grupos de Passeriformes da Amazdnia e México. Escalante-
Pliego (1991) tem documentado substancial diferengas em trabalhos envolvendo isoenzimas
entre populagdes disjuntas de Geothlypis na América do Sul e Central e Hackett e Rosenberg
(1990) demonstraram pronunciada subdivisdo geograficas e diferenciagdo em Formicaridae
(Seutin 1993).
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PCA com matriz de presenga/auséncia de bandas
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Figura 11 - Representagao grafica dos resultados da PCA feita usando a matriz de
presenga/auséncia de bandas geradas pelo DNA fingerprinting para as matas de
galeria das areas Rio Vermelho (@), Sobradinho ($) e Riacho Fundo (&). Pontos
A, B, C, L, N sobrepdem-se no ponto 0,0.Eixos 1 e 2.

Varios autores t&ém usado com sucesso anilises de pedigree demonstrando que e
DNA fingerprinting fornece um conjunto estavel de marcadores genéticos, como par exemplo
Degnan (1993), que usou esta técnica para estudar populagbes de Zosterops lateralis (Aves:
Zosteropidae); Pereira et al. (1996) também usou esta técnica para estudar populagdes de “
Pipile jacutinga (Cracidae, Aves); Grunder et al. 1994 estimou endogamia e parentesco em

gansos, entre outros.

Comparando os dados da variabilidade genética, podemos considerar gque as
trés populagdes analisadas apresentam valores bastante similares entre si. Considerando-se ‘
que as alteragbes da matriz ambienta! no Planalto Central tenham se intensificado na

década de 50, com a construgdo de Brasilia, podemos supor que estas nao atingiram ainda
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m patamar suficiente para interferir na variabilidade genética destas populagbes. Podemos

por, ainda, que o periodo de tempo transcorrido entre as modificagdes ambientais e estas

Inilises ndo tenha sido o suficiente para que os resultados se expressem neste componente
o perfil genético.

O coeficiente de bandas compartilhadas e as anélises de freqliéncia de bandas

.o estimativas de diversidade, pois bandas com deslocamentos similares em individuos
Niferentes podem ser consideradas alelos idénticos se a diferenga no deslocamento entre elas
§stéd dentro de um limite de +/- 1 mm (Hermans et al. 1993). Pena e Chakraborty (1994)
dicam que para estudos genéticos envolvendo DNA fingerprinting, assume-se que bandas
Bbservadas em gel sdo alelos de diferentes loci e comportam-se independentemente. Segundo
Rhu et al. (1996), a similaridade do DNA fingerprinting entre individuos é um bom indicador de
Bndogamia. Em estudos, foi observado que o DNA fingerprints de uma populagédo humana em
Brdocruzamento foi mais similiar do que em relagdo a populagbes em outbreeding. Segundo
uhnlein et al. (1990), a frequéncia de bandas e a frequéncia alélica estimadas a partir de
PNA fingerprints foi altamente correlacionada com o coeficiente de endocruzamento em
finhagens de galinhas de uma maneira linear. O coeficiente de compartilhamento de bandas
. ol também correlacionada ac endocruzamento, embora em um padrdo ndo linear. Este autor,
Enalisando a correlagdo entre o indice de compartilhamento de bandas do DNA fingerprinting e
& endocruzamento, encontrou um valor para o coeficiente de correlagdo igual a 0,983. A
bnalise de regressdo usando um meodelo linear a partir de dados do indice de

ompartilnamento e endocruzamento levou a um modelo linear altamente significativo.

Desta forma, este coeficiente foi usado como uma estimativa da endogamia entre
flas vérias areas. Se compararmos os valores encontrados para O coeficiente de bandas \
compartilhadas, podemos perceber que a populagdo do Riacho Fundo apresenta um valor
gbastante mais elevado (quase o dobro das outras duas &reas). Considerando-se o elevado

coeficiente de correlacdo entre este coeficiente e a endogamia obtido por outros autores, i
podemos supor que esta area apresenta um teor mais elevado para esta variavel.
Correlacionando os dados citados por Gilbert et al. (1994) com as populagdes analisadas de
Antilophia galeata, aquela que pertence & mata de Rio Vermelho e Sobradinho apresentaram

coeficiente de compartilnamento de bandas em torno do patamar (Rio Vermelho = 0,177)
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grara populagdes com individuos com grau de parentesco proximo a tios e tias (Sobradinho =
0,141), porém a populagéo do Riacho Fundo apresentou um coeficiente de compartithamento
bastante superior (0,348) que estaria entre populagdes com individuos com grau de
parentesco entre avés e meio irmaos e filhos e pai ou filhos e mae.

Gilbert et al. (1994) cita os dados que se seguermn:

- individuos ndo relacionados
=0,5 - filhos e pai ou filhos e mae
=0,25 - avos e meio Irmaos

=0,125 - tios e tias
=0,00625 —» primos de 1° grau

Uma vez que a populagao de Riacho Fundo apresentou valores intermédiarios a
B estas classes determinadas por Gilbert et al. (1994), podemos supor que 0S individuos que
& compdem esta populagdo apresentam um maior percentual de individuos relacionados entre

si do que as outras duas popuiagdes.

Pereira (1996) encontrou que o coeficiente de bandas compartilhadas para
espécies ndo ameacadas estd em torno de 0,17 (Pereira apud Birkhead et al. 1990; Burke e
‘Bruford 1987; Miyaki et al. 1993) embora para algumas especies esteja em torno de 0,26
(Pereira apud Quinn et al 1994; Warketin et al. 1994). Riacho Fundo apresentou um coeficiente
de compartilhamento bastante superior (0,348) ultrapassando em muito o valor considerado

para populagdes ndo ameagadas.

Muitas tentativas t&ém sido feitas para incorporar perspectivas geograficas aos

métodos de estudos de variacdo de DNA (Bertorelle e Barbujani 1935). Estudos de variagao

| genética em fragmentos pequencs e isolados pode gerar oportunidades para assessar o efeito
de processos pertinentes a diferenciagao populacional (Slatkin 1989) até mesmo para a
conservagao genética (Degnan 1993). Estas diferencgas encontradas entre subpopulagdes
podem levar a planejamentos de estratégias conservagao diferentes caso a tomada de decisao

seja feita localmente ao invés de regionalmente, como por exemplo a implantagdo ou
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manutencdo de corredores entre reservas ou a translocagéo de individuos potencializando um
menor nivel de endogamia.

Considerando-se que uma das razdes para a endogamia seja o isolamento da
populacdc, e que no entorno desta area exista aproximadamente 63% de ambientes alterados,

os dados sugerem que esta populagdo pode ja estar sofrendo as conseqiéncias do

§isolamento. Este isolamento pode ocorrer em decorréncia da necessidade de um maior

deslocamento para que a migracdo entre dreas ocorra com sucesso. Os dados obtidos
sugerem que a populagdo de Riacho Fundo, certamente estd em processo de endogamia
embora ndo se possa afirmar que este processo seja em fungéo da matriz existente ou por
processos anteriores as alteragdes atuais.

Gilbert et al. (1991) usa o APD para quantificar a diversidade genética de
populagdes porque este valor varia de forma diretamente proporcional a heterogozidade
média da populacdo, que é a forma tradicional de medir este tipo de variacdo. Porém, para
estimativa de parentesco, este mesmo autor usa o percentual medio de simitaridade = 100 -
APD. Analisando Columbiformes, Miyamoto et al. (1994) cita que, comparando-se pares de
individuos, o valor esperado é igual ou superior a 70% para individuos nao relacionados e
igual a 50% para parentes de primeiro grau. Como regra geral, aves comumente exibem
menos divergéncia genética que outras classes de vertebrados (Avise e Zink 1988). Ainda
assim, foi possivel diferenciar as trés populagdes analisadas. Considerando-se 0s resultados
encontrados, a populagdo de Riacho Fundo apresenta um menor percentual de diferenga
intrapopulacional, se comparada com Rio Vermelho e Sobradinho. Ao compararmaos as areas
tomadas duas a duas, a populagdo de Rio Vermelho x Sobradinho apresenta um percentual de

diferenca maior que as combinagbes entre Sobradinho e Riacho Fundo. Se tomarmos este

' indice como passivel de mensurar a diversidade genética, podemos considerar que Riacho

Fundo, que embora ndo seja o fragmento de menor area, possui a mata mais isolada, o que
pode ser notado pela observagéo das imagens de satélite apresentadas nas Figuras 02 e 03.
Como a delimitagdo das matas teve que ser arbitrada, podemos observar que tanto Rio
vermelho quanto Sobradinho estde mais interligadas com outras matas nas proximidades que
podem funcionar como possiveis fontes colonizadoras e como um acréscimo real no sistema

de matas de galeria, por estarem interligadas. Observando também 0s acréscimos nas
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jtancias potencialmente percorridas por individuos de Antilophia galeata, a mata do Riacho
Indo € a que apresentou maior acréscimo quanto a este aspecto. A populagdo de Riacho
ndo apresentou, ainda, uma maior distdncia genética em relagdo as demais, que pode

kar, também, correlacionada a estes fatores ja citados para diversidade genética.

Um ndmero crescente de estudos tem tido como alvo populagdes finitas.

gmentacado de habitat subdivide populagdes em unidades menores sujeitas a riscos
smograficos e genéticos (Sjcgren e Wyoni 1994). Fragmentos de habitats terrestres s&o,
witas vezes tratados como ilhas de ambientes naturais imersas em uma matriz de ambiente
tgradado. Assim, as conseqUéncias de habitar locais fragmentados é de importancia
fdamental para ecologistas e conservacionistas, principalmente no que diz respeito as
dnseqiléncias genéticas destas ocorréncias para os varias populagbes residentes nestes
ais. Anteriormente as alteracdes ambientais geradas e intensificadas pela construgao de
fasilia no centro-oeste, e a expansdo da fronteira agricola através do cerrado, certamente as
frias populacdes ai existentes estivessem sofrendo apenas o isolamento por distancia, uma
$z que as matas de galeria formam uma rede de comunicagdo néo s local como regional
bnectando o cerrado a outros biomas brasileiros, como floresta Amazdnica e Atlantica. Este
adro certamente estd sofrendo alteragdes, pois a razdo entre ambiente alteradc e natural
fostrou-se diferente ao compararmos dados de autores como Eiten (1972), que cita que ©
grrado é o ambiente mais abundante do Cerrado (75%) e, atualmente, segundo as analises

seadas em imagem de satélite Landsat TM de 95, acusa um valor de apenas 20%.

Quando a espécie decai para o patamar de status vulneravel/rara (IUCN) uma
as causas é ‘que a populagdo era originalmente grande e continua e foi reduzida para
31'agmentos pequenos e isolados. Em tais situagbes a populagdo pode ser alvo de
hudangas, mesmo se as causas de declinio originais forem interrompidas, como caga
xcessiva e destruicdo ambiental. As vérias causas principais que fazem com que uma
populagcdo pequena esteja sujeita a variagbes estocasticas, como variagao ambiental,
fventos catastréficos, deriva genética e endogamia podem ter um efeito de retroalimentagao

§hegativa levando a populagao rapidamente a extingdo (Pereira 1996).




Segundo Hadrys e Schierwater (1992), tem sido questionado se o DNA fingerprinting €
Eo importante para estudos comportamentais e populacionais e Qque, mesma assim,
nfelizmente, suas aplicacdes estejam limitadas a poucos taboratérios especializados ao inves
e ser utilizada por uma extensa comunidade trabalhando nesta area. Espera-se que 0s
haiores progressos desta metodologia ocorra em duas diregdes: (1) aumento no poder de
indlise por unidade de esforco, e (2) simplificagdo da tecnologia que ira refletir na redugéo
Jos custos.

tonclusdes

A partir da andlise dos resultados, foi possivel concluir que considerando a
ariablidade genética, ndo existem diferengas significativas entre as trés populagdes
pnalisadas.

Considerando-se aspectos como o coeficiente de bandas compartilhadas e 0
\PD, foi possivel perceber que a populagao de Riacho Fundo encontra-se bastante diferenciada
Pm relagdo as aquelas de Rio Vermelho e Ribeirdo Sobradinho. Embora o numero de
bopulagdes sobre as quais foi possivel obter dados de estrutura genética das populagdes seja
{nsuficiente para testar possiveis influéncias de drea e grau de isolamento, certamente o fator
Hiferenciador é a interligacdo entre matas que possivelmente esteja compensando deficiéncias

Em tamanho e pressdo antrépica,

Outras analises indicam que a populagdo do Riacho Fundo apresenta
{caracteristicas diferentes das demais, como a PCA, que discriminou bem esta populagac em
Jrelacao as demais. Também a distancia genética apresentou valores mais elevados quando a
anélise considerava a populagdo de Riacho Fundo como componente do par analisado, bem
como © namero médio de bandas na populagdo que, para esta populagdo, apresentou

diferenca estatisticamente significativa.

Também as andlises espaciais indicaram a mata de galeria do Riacho Fundo

{como das mais isoladas a partir da andlise do entorno e do acréscimo percentual nas
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lancias  potencialmente  percorridas  por possiveis  individuos ~ migrantes e,

sequentemente, agentes de fiuxo génico.

Correlacionando as analises espaciais, existe a possibilidade de que 0s Processos
fragmentagdo possam estar causando efeitos nocivos a subpopulagbes de Antilophia
Jeata no que diz respeito ao carater endogamia, que pode estar aumentado em alguns

pmentos mais isolados em relagao aos demais.

Através das analises moleculares foi possivel caracterizar algumas populagdes da
pécie considerada e correiacionar suas caracteristicas genéticas com varidveis espaciais

fadas a partir de dados secundarios.
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Protocolos:

Extracdo do DNA

Processo de extragio;

- Coletar em tubos vacutainer de 5 mi, amostras de 50 ul de Sangue total de A. ga/eta:

- Adicionar 400uL de Mistura de Lise de Madsen, 6 ul de Proteinase K (10mg/ml) e incubar

a 37°C em banho-maria overnight;
- Adicionar 400uL de clorofane e agitar por 5 min:

- Centrifugar a 5 min., 5Q00rpm, TA. e remover a fase
numerado:

()]

aquosa para outre tubo igualmente

- Repetir os passos 3 e 4;
- Adicionar 100pL de TE e 400uL de clorofil e musturar por 5 min;

- Centrifugar a 5 min., 7000 rpm, e transferir 3 fase aqucsa para novo tubo numerado;
- Adicionar 35, de NaC| 4M e 800uL de Etano| 95% -20°C:
10 - Misturar suavemente e centrifugar o tubo alo.o

I = v« A At o Y

Q0rpm, 2 min;
ml de etano} 70% gelado;
e tampéo TE;

1 - Decantar o etano| e lavar o pellet de DNA com 1

2-Secar o DNA e ressupender o peliet em 1009 ¢
3 - Quantificar o0 DNA.

Quantificagdo do DNA

PguNndo o protocolo abaixo:

- Preparar gel de agarose 0,8% = TAE 1X;

- Dispor 0 material nos orificios do gel de agarose;
- Correr o material com voltagem

= 90 pelo tempo necessario para se efetuar
{ Quantificagcio;

4




- Visualizar em ultra-vicleta e fazer a Quantificagao visual;
- Fotografar.

Apds ter sido feita a eletroforese, cada amostra foj Quantificada visualmente e os
gsultados foram notados para célculo do volume de amostra necessario para ser feito o DNA
8erprinting. Foram inicialmente consideradas as amostras com 10 ng de DNA porém

gumas amostras com menor Quantidade de DNA foram também usadas para se completar
b 10 individuos necessarios em cada area para esta técnica.

{igestéo das amostras

- Selecionar a amostra;

- Retirar o volume necessario para que se tenha 10 n
> Adicionar 20 ul de tamp&o React 2;

r Completar o volume para 200 pul com 4gua mili-Q:
 Adicionar a enzima (6 ul de HinfI: 10 U/ul) e incubar O.N.;

H Correr 109% da mistura em gel de agarose corado com brometo de etidio para verificacao
do sucesso da digestio

g de DNA e deposita-lo em eppendorf;

Estocar em freezer a -20°C




encia de bandas obtidas por DNA fingerprinting a partir de
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Tabela 12 - Resultado da Quantificagdo do DNA existente nas amostras nas quais foram feitas

as extragdes de DNA. Sao apresentados também o volume final, a concentragdo

do DNA, volume requerido para uso na técnica do DNA fingerprinting.

ra

Amost antidade mg Volume final | Concentragdo Volume -!Tm()ﬁgn?f&a?é j
| mlL mg/mL '

0u

i requerido - mlLi [

1l - _M‘J\,_@_-_.,,, ]
CORREGO BA

NANAL e
100 06 o J

75 0.05 24
35 0.01
100 0.16

__0.07

0.05
.08
0.06
0.06
0.01
RIACHO FUNDO

5 75 0.01
.02
.06

0.0

I
e — e ]

7 07
50 08
175 0.08

75 0.05

75 0.08




- Amostra

‘}Ouantidadeﬁgf Yolume final | Concentragdo Volume Ouanndade
_\ ' mL mg/mlL  |reguerido - mL | ‘
759 (%) 03 175 0.06 200 105 5
761 (" 0.3 175 w4&06 200 105 L :
762 (%) 0.35 150 0.07 150 105
795 (*) 0.4 150 0.08 150 12 R
809 05 150 0.01 1200 s —
CORREGO DO CAPETINGA B ]
S . 150 006 - Ths0 T T e
. 150 0.07 150 10,5
175 0.01 1200 175
125 0.1 120 25 0
_ 175 _p.01 1200 _ 1,75
50 0.04 300 2
175 0.05 240 875
v .01 1200 " o,75 |
. 75 0.05 240 375 T
fi 0.4 50 0.08 _ 150 A |
fyao o) 0.4 150 0.08 150 e
¢54L*) ‘ 0.07 1 V8 S L) =
454" , 0.07 171 " h2p2s
75 0.09 133 675 |
150 0.08 150 e
2 e
175 0.07 171 12,25 |
75 0.02 600 15
175  0.07 171 1225 ,
175 0.04 300 A
75 0.08 150 6 i
OLHO D'AGUA e
150 0.06 150 9
175 0.06 200 o5
75 0.08 150 &
50 0.04 300 2
175 0.04 300 7
125 0.04 300 5
75 0.04 300 3
200 ~ 0.06 200 -
100 0.08 150 3 )
30 0.08 150 24
175 0.04 300 7
175 0.08 150 14
__ 175 0.08 150 ) O
175 0.08 150 .
100 0.01 1200 1
100 0,004 3000 04
__hso 0.08 150 2

89 S




Amostra louantidade mg Volume final | Concentracio!  Volume | Quantidade i ]
' /| verido - ml| | ‘
l-% mL mg/mL I‘neu;r e o-my ] .
E\FIS 175 0.03 M4OO o :5,25___ e ;
12139 0o 5 oo 01 100~ "ho T 5
228 (%) 0.2 100 D 4 300 Lfl 77777 e J
228 (M) 0.2 150 0.04 300 6
L__Qﬁ 150 0.08 150 ’1_2%,___&,‘___,,,,____[ j
30' (M 0.4 175 0.08 150 14 ] 5
252 02 T .04 | ; |
P52 0.35 .07 '
252" (%) “’6."2 0.08 |
1 252" O 02
Ros2 ™

262 (%) 6*1“““““
555 (=

g328'
28“

o RIBEIRAO SOBRADINHO e
175 0.06

175 0.06

0.07

#8333 ()

0.06 1

R36 0.04 .
B41 0.05
Bil' (5 — 0.12
| 41NE N« 100 0.4
B4 o 25 75 0.05
N | ! Ip 08
04
m

0.02
0.05 24 !
; 009 '
1 0.05
| 0.06
B 0.09 i
¥ 75 0.1 !
| 75 0.02
| 75 0.04
§o3 (» 75 p.o7
Bo3" (* Q.s 75 0.1 ;
B3 0.1 100 0.02 600 T
Ko e 75 0.08
e 175 0.08 1!
‘ 07 0.5 100 0.1
;o8 (* 0.2 150 0.04
08' (* 0.3 125 b.os
’ 17 (%) 02 125 004 5 "
) 17 o2 10 TTooa Boo A T
. . CORREGO MATA ¢ GADO e
I 175 0.05 B33 w5
|
i T 0
|
B
|
\
i




Amostra Quantidade mg Volume final Concentragio : Volume Ouanﬁdade i
| 5 mi mg/mL  |requerido - mL ‘
S 0.05 1333 _§J_5 o J
0.05 333 875
0.04 300 4 1
0.06 200 12 .
0.05 383 375 T
0.09 133 45 T ]
__ 0.09 133 T h57s
0.04 300 6 o
0.03 400 T TEps T
0.2 300 e |
0.05 333 75 T
0.04 300 7 |
0.08 10 .2 T
0.08 150 8 |
006 _ 200 105 i
0.08 1507 ]12 |
0.01 120 75
002 = 600 2
__0.06 % 98 |
__0.06 150 = 9 §
0.07 150 105 |
0.07 150 105
RIBEIRO VERVELHO -
175 0.1 120 75 T
~ oo 0.1 120 10 H
__150 0.03 400 45
75 007 1 7T
128 0.02 600 s T
_ 100 0.02 600 2
| 240 0.05 240 5
D13 4*)_ L ];15 0.1 120 75
D17 (* 0.1_ 100 0.02 400 T3 . _
D17' (%) . 75 0.1 120 10
D18 (* . 150 0.1 120 5
75 0.08 150 6 _
150 0.1 120 s
60 0.07 171 4,2
100 0.02 600 2 ]
75 0.1 120 10 ]
200 0.06 200 6
175 0.03 200 165
150 0.04 300 5
50 0.08 150 AT
“} 06 ___}.6_ —_—
1100 0.02 _®00_ >
9] -




|
Amostra  |Quantidade mg Volume final | Concentragio|  Volume j Quantidade | |
‘ ml L mg/mL  requerido - m!.l ]
— | ] ‘
li102 0.15 75 0.03 500 25
2l 03 7 Thed T hos 200 e
1121' (* 0.1 75 0.02 600 2
121" ()*)“ﬂo.l 100 0.02 — 600 e
1123 0.1 125 0.02 600 _ k5
1130C* 240 T s T
300 4
800 " Th
260 75 T
2o I
150 12
100 12

Pao foram obtidos pellets das seguintes amostras: 889, 756, 863, 545, 565", 566, 228, 1134,
P28, 893, 759, 717", 761, 416NE, 1132',73, 793, 545, 1040, 81M, 64M, 141M, 50M, 130M,
M. 302M, 12M, 311Mm, 695, 760, 792, 742, 704, 512, 837, 650, 634, 604, 293, 766, 742,
§66, 860, 578, 454, 756, 537, 545, 73, 538, 826, 326, 313, 310, 424, 406, 503, 650,542,

¥7, 1010, 1017, 465, 540, 186, 822, 310, 889, 75, 669, 634, 685, 695, 512, 42, 1036, 1123,
$50, 313, 314, 544, 251.




Listagem dos Reagentes Utilizados

TRIS 1M pH 8,0 |
Volume: 1 litro

Tris base: 121,11 gr

Ajustar o pH 8,0 ¢/ HC] (=42ml)

Q. 8. p. 1000 ml com ddH,0

TRIS 1M pH 7,5

Volume: 100 m|

Tris base: 12,11 gr

Ajustar o pH 7,5 ¢/ HCJ (=5,0mb
Q. 5. p. 100 ml com ddH,0

Rpods dissolugdo, terminar de ajustar com NaQOH concentrado até pH 8,0
-5, p. 50 ml com ddH,0

Rutoclavar e aliquotar

[DTAO5 M PH 8,0 (RIEDEL - Obs: para tampéo de corrida)
olume = 200 mj

DTA 2H,0: 37,22 gr
justar o pH = 8,0 com NaOH peilet ou concentrado até dissolver.

pbs a dissolugao, ajustar pH 8,0 com NaOH concentrado.
§s.p. 200 ml com ddH0
utoclavar

aCl: 29,22 gr

1+ S.p. 100 micom ddH,0
utoclavar

Ps 109

plume final: 200 m|

pPS:20¢

fssoiver ern 150 ml de ddH20 estérit e aquecer a 68°C
5. p. 200 ml com ddH20 estéril




Acetato de ambnio-4 M
Volume: 100 ml
JACOONH4: 308 g

Q. s. p. 100 ml com ddH20 estérii
Esterilizar por filtragao

Mistura de Lise de Madisen

(TRISHel 0.1 MpH 8,0/ EDTAO5S MpH 8.0/ SDS 0,2% / NaCl 1 M)
10 mt Tris Hel 1 MM pH 8,0 “Nuclease Free”

{8 mi EDTAO,5 M pH 8,0

2mi SDS 10%

20 m!i NaCl 5 M

q. 5. p. com ddH20 eStéril.........oooooiiiiiiiiiii e 100 ml
Toda vidraria deve ser esterilizada no forno a 180°C por 2 horas

Clorofil - Cloroformio/Alcoot Iscamilico (24:1)
tVolume: 100 mi

196 mi Cloroférmio destilado

14 ml Alcool iscamilico destilado

|Etanol 759%,, 80% ou 709%,
175, 80 ou 70 mi de Etanol destilado
25, 20 ou 30 m! de ddH2»0O estérl

Aliquotar e estocar a \20°C

isopropanol Absoluto
[sopropanol destilado
Estocar a 4°C

High TE pH 8,0 (TRIS Hcl pH 8,0 100 mM/EDTA ph 8,0 40 mM)
Volume: 50 ml

50miTris Hel 1 M pH 8,0
140 mi EDTAO,5 M pH 8,0
g.s.p.comddH20........ 50 ml

TE (LOW) pH 8,0 (TRIS Hcl pH 8,0 L0mM/EDTA pH 8,0 1 mM)
Volume: 50 m!

0,5ml Tris Hel 1 M pH 8,0
0,1 m EDTAOQ5MpH 8,0
Q. 5. p. com ddH0

{ Gel de Agarose 0,89,
100 m! de agarose 0,8%
2mlde TAE 1X

] 5 pi de Brometo de Etidio
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TAE 50X

Volume: 1 litro

242 gr de TRIS BASE

57,1 ml de &cido acético glacial
100 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0

q.s.p.comdaHz0.................. 1000mi
- Filtrar

Brometo de Etidio (Mutagénico) 10 mg/m!

USAR MASCARAS E LUVAS, PESAR EM CAPELA DE EXAUSTAO
Volume: 10 mi

Brometo de Etidio: 100 mg

Q.s. p. 10 m! com dd H,0 estéril
Agitar até a dissolucdo

Estocar a 4°C, no escuro

| Clorofane (Fenol saturade com TRIS Hcl)

Destilar o fenol e estocar em aliquotas a - 20°C ou sob
B 8.0 (igual volume) até gque o sobrenadante ad
| L Hel 6,1 M pH 8,0/Mercapto etanol 0,29,
| fase aquosa,

3 Estocar em aliquotas a \20°C.

gas N2. Saturar com Tris Hel 0,1 M pH
quira ph 7,5. A Gltima tavagem é feita com Tris
€ medir 0 pH com pape! até pPH 8,0, entdo remover a

Tampao de Digestio React 2 10X concentrado
Volume: 10 m|

|
| Tris Hcl estéril, 500 mM pPH 8,0 5,0 mi

MgClz estéril, 100 mM 1,0ml
NaCl estéril, 500 mM 1,0 mi
§. 5. p. com ddH,0 estéril 10,0ml

Aliquotar em microtubos e estocar a-20°C

!

| TBE 5X (tamp3do de corrida)
B oiume: 2 litros

} Tris base: 100 gr

W icido borico: 55 gr
BR:0TA: 05 M pH 8.0: 40 m|




| Capitulo 3 ~ Anélise Populacional de Antilophia galeata

Introdugao

O fenédmeno da mobilidade de fragmentos de DNA foi primeiro observado a
quase 20 anos atras quando prepara¢des de DNA com peso molecular similar exibiam padrdes
diferentes de migragdo em gel de acrilamida e este fenémeno ganhou aten¢do considerdvel.

Muitos exemplos da mobilidade alterada para fragmentos de DNA foram relatados desde
entdo (Kirkpatrick et al. 1993)

O advento das técnicas para detectar variagao molecular iniciou com a
| eletroforese de proteinas e culminou com o sequenciamento de DNA. A enorme variagdo
genética relevada por essas técnicas em quase todas as espécies tem permitido a construgao
} de mapas genéticos incluindo centenas de marcadores uniformemente espacades através de
todo o genoma. Marcador é um identificador de um sitio gendmico e marcadores de alelos
representam polimorfismo em um determinado sitio (Crooijmans et al. 1996a). A
disponibilidade de um nlmero crescente de marcadores (Estoup et al. 1995) em muitas
espécies possibilita a obtengéo de informagoes genéticas (Ruiz e Barbadilla 1995), variagao

dentro de/entre ragas como distancia genética, heterogozidade e endocruzamento
(Crooijmans op cit).

A tecnologia baseada em DNA revolucionou as analises de estrutura de
populagdes. Além do mais, a andlise de regides polimérficas de DNA tornou possivel chegar a
conclusGes detalhadas sobre relagdes familiares de individuos. O ndmero de marcadores
polimarticos em potencial é tdo grande, que a determinagao da identidade individual veio a ser
possivel como objetivo imediato. Esta técnica ficou, portanto, conhecida como DNA
§ fingerprinting. Existem varios métodos diferentes disponiveis para se obter o DNA fingerprinting.
Podem ser baseadas em técnicas de Southern blotting ou em reagao em cadeia de polimerase
(PCR). Cada técnica explora uma certa classe de seqiiéncias hipervaridveis no genoma. A
técnica do PCR, que explora regides hipervaridveis dentro de sequéncias curtas que nio

podem ser analisadas em gel de agarose, pois sua resolugdo nao permite discriminar as
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diferengas de comprimentos nos fragmentos de DNA, é uma das ferramentas mais poderosas
na biologia molecular (Megiécz e Solignac 1998) e estd sendo usada em uma vasta gama de
estudos genéticos (Rabenold et af, 1990a; Joshi et alf. 1991; Primmer e Ellegren 1998),
recebendo consideravel atencdo em analises do genoma (Ellegren 1992a; Primmer et a/.
1995). Para uso da técnica do PCR sao usados primers de oligonuclectideos que flanqueiam
uma certa sequéncia simples, a sequéncia contendo esta extensio do DNA gendmico é
amplificada e o resultado é individualizado em gel de poliacrilamida (Rassmann et af, 1991,
Hoelzel e Dover 1991: Pena e Chakraborty 1994). Esta técnica tem uma série de vantagens,
{ Pois ndo requer DNA com alto peso molecular para amplificar as sequéncias alvo. Somente as
sequéncias a serem ampii-ficadas devem estar intactas. Desta forma, o PCR podem amplificar
DNA parcialmente degradado ou desnaturado (Waish et al. 1991; Gill e Evett 1995; Neumann e
tWetton 1996; Fridoifsson et al. 1997). Além do mais, o poder de individualizagdo do gel é tal
que diferengas de um UGnico nucleotideo podem ser registradas usando os marcadores
adequados. Isto pode ser particularmente Gtil para populagdes grandes, porque a compaosi¢éao
{alélica do individuo pode ser digitalizada sem a preocupacdo com diferengas nas condigdes
em que o gel foi processado. £ possivel, ainda, individualizar ambos os aielos do locus, o que
simplifica a interpretagdo dos padrdes encontrados (Rassmann et a/. 1991).

Microsatélites sdo familias de sequéncias consistindo de motivos de 1.15 pares
de base (PB) interespagado aleatoriamente (Jarmieson 1994; Estoup et al. 1995; Crooijmans et
8/, 1996) através do genoma de certamente todos os eucariotos examinados até entao
L_ Holmes et al. 1993: Dawson et al. 1997; Kelly e Willis 1998). A base da variagéo alélica nos
goci dos microsatélites é a variagao no tamanho devida a diferengas no namero de repeticdes

simples (Oudet et af. 1991; Holmes et af. 1993) que podem se repetir mais de 100 vezes
KGoldstein et al. 1995). Geralmente, quanto maior o numero de repetigdes, maior o ndmero de
lelos (Crooijmans et al. 1993). Normalmente este processo é realizado usando primers que
| lanqueiam a repeticdo e o produto da reacao € visualizado através de eletroforese em gel
fCheng e Crittenden 1994; Kelly e Willis 1998). Os microsatélites de DNA tém sido observados
M todos 0s eucariotos observados até entdo (Cheng e Crittenden 1994 apud Hamada et a/,
982; Stallings et af. 1991) e sao relativamente abundantes no genoma de muitos vertebrados
Cheng e Crittenden 0p. cit.) com alta probabilidade de serem polimérficos (Ruyter-Spira ef al.
996). Loci tém sido isolados de uma variedade de vertebrados, dentre eles, varias espécies
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de aves (Dawson op cit.). Uma vez que o polimorfismo é encontrado entre individuos, o teor de

] informagdo dos microsatélites como marcadores genéticos fica bastante aumentado (Cheng e

Crittenden op.cit.; Cheng et al. 1995: Goldstein et al. 1995; Ruyter-Spira et al. 1996). Dado o
encrme potencial de polimorfismo dos microsatélites estes marcadores podem beneficiar de
forma substancial estudos detalhados sobre estrutura de populagdes (Estoup et a/. 1995: Kelly
e Willis 1998). Além do mais, pelo fato do DNA ser amplificado inimeras vezes de forma

§ exponencial, pequena quantidade de DNA é requerida (Cheng et al. 1995: Ruyter-Spira 1996)

As seqléncias polimérficas de DNA também conhecidas como (STRs), sao

fdescritas como ilhas ricas nos nucleotideos citosina e guanina, representados como niicleos
Jorganizados de sequéncia CpG. Essas ilhas sdo trechos do DNA néo metilados, com 0,5 a 2Kb
g de comprimento, localizadas a 5' de todos os genes housekeping sequenciados de varios genes
ftecido-especificos de genomas de mamiferos (Aissani e Bernardi 1991: Bird 1987). Estima-se

Que existam cerca de 30.000 ilhas CpG no genoma dos mamiferes, possibilitando que uma

g8rande fragédo de todos os genes (50 - 100.000) possam ser identificados a partir das ilhas

CpG préximos a suas regides S'terminal (Rubertis et a/. 1993). O baixo nivel de metilagdo e a

gexisténcia de enzimas de restricdo que reconhecem como sitio de clivagem um ou dois CpGs

oferece um grande artefato para identificagdo de genes polimérficos clonados. Recentemente,

este artefato foi utilizado para clonagem direta de ilhas CpG do brago distal do cromossoma-X

ghumano (Maestrini et af. 1990), de 126 genes de bovinos (Rubertis et al. 1993) e de cavalos
(Ellegren et af. 1952,

Os VNTRs mais conhecidos, sao sem ddvida, as seqgliéncias gendmicas formadas

gror repeticGes de mono-, di-, tri- ou tetra-nucleotideos organizados em muitiplas copias

nfileiradas, ou repeticées curtas em tandem (STR), também conhecidas como microssatélites

e DNA. Microssatélites contendo vérias combinagdes de nucleotideos ja foram identificados

a0 (GATA)n, (GACA)N, (CAC)n e (GT)n (Epplen 1988, Rogers 1983: Weber e May 1989). No
enoma eucaridtico a classe de microssatélites mais freqientes sio repeticdes do tipo (CA)n e
GT)n, designadas como repeti¢cbes CA (Hamada e Kakunaga 1982; Miesfeld et al. 1981; Tautz
Renz 1984). No genoma humano existem 50 - 100.000 blocos (CA)n intercalados, com
manhos de 15-30Kb, com um espagamento uniforme de 30.60Kb (Hamada e Kakunaga
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1982). No genoma dos vertebrados estima-se que existe entre 10% a 10° microsatélites (Tautz

fe Renz 1984: Litt e Luty 1989; Love et al. 1990:; Crooijmans et al. 1993). Os primeiros

microsatélites identificados para aves foram de Hirundo rustica ¢ de Ficedula hypoleuca
(Fridolfsson et al. 1997).

Marcadores molecuiares que mostram um alto nive! de diferenciacio intra-
especifica & uma ferramenta uti) para responder uma série de questdes em biologia de

populagles, podendo ser usados para questdes relacionadas a parentesco, diferenciacdo de

g Populagdes, fluxo génico e tamanho efetivo da populacao (Dawson et al. 1997).

Os objetivos deste capitulo sdo determinar a heterozigosidade observada, a

Jheterozigosidade esperada das populagdes amostradas e determinar qual ou quais variaveis
Jambientais estio relacionadas 3 variagdo da heterozigosidade.

fMetodologia

Construgado da biblioteca gendémica

Amostras de sangue coletadas Por venicupuntura da veia braquial de Antilophiia
aleata (AG), Tachiphonus rufus (TC) e Turdus rufiventris (TR), em matas de galeria do
errado do Distrito Federal foram preservadas em tampdo ACG (Sambrook et al, 1986) a -
0°C. O DNA extraido com fenol/cloroférmio e precipitado com etanol (Sambrook et af. 1986)

egundo o protocolo em anexo:

Inicialmente foram construidas trés bibliotecas genémicas diferentes, para as
spécies Turdus rufiventris, Tachyphonus rufus e Antilophia galeata, a partir de 15pg de DNA
tal. Foi utilizada uma nova estratégia de clonagem, mais simples e eficiente para qualquer
ipo de genoma. Estd técnica se caracteriza pela exclusdo de exons e enriquecimento de
agmentos contendo VNTRs, através da digestdo do DNA com enzimas gque clivam
oderadamente o genoma de vertebrados (sitios nao CG-ricos). Para isso, o DNA foi




feita a diluicdo dos primer com agua Mili-Q,

a 5 pmol. A descricio da diluigdo ests




Padronizagdo das reagdes de PCR

ApoOs as extragdes do DNA das amostras de sangue, foram feitas tentativas de
padronizagdo das reagdes de PCR, testando-se condigdes de quantidade de DNA, temperatura,
quantidade de Mg'™ a ser adicionada para todos os primers sintetizados, bem ndmero de

gciclos. Para a quantidade de DNA foram testados 1,5, 2 e 3 pL. Para a quantidade de Mg"™* a
g ser adicionada foram testadas 0,75 e 1,5 pL. A temperatura foi testada em intervalos de 2°C,
giniciando-se a -4°C da temperatura recomendada pelo laboratério responsavel pela sintese dos
f@primers até se alcancar a’temperatura ideal. Estas condig¢des foram testadas simultaneamente
Beas condigbes ideais para cada primer foram utilizadas nas amplificacdes. A reacdo geral esta

g descrita abaixo e as condigdes ideais encontradas esta descrita nos resultados.

B DNA 1,5 uL

H20 Milli-Q Ajustada para um volume final = 25 pL
Tampéao (*) 109% do volume final

dNTPs 2,5 mM 2 pL

§ Primer 2 ul

Tag DNA polimerase ) 2yl
Volume final = 25 pL
(*) Phoneutria.

™ Produzida pelo Prof. Dr. Carlos Eduardo Anunciagdo no Laboratério de Enzimologia da UFG.

Todas as amostras de DNA foram submetidas & amplificacdo (Perkin Elmer

2400) conforme as condigdes ideais para cada primer, como descrito a seguir:

94°C ~ 3 min
556°C - 1 min — 26 ciclos
72°C -1 min
J 94°C-40s
§ 55°C-40s 36 ciclos
B 72°c- 1 min
4°C . x
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Posteriormente & amplificagdo todo o produto do PCR foi checado em gel de
agarose 8% corado com brometo de etidio para verificagdo da ocorréncia da amplifica¢do.

Visualizagdo das amplificagdes em gel de poliacrilamida

As amostras nas quais ocorreram amplificagdes foram estocadas para serem
processadas com gel de poliacrilamida. Foram testadas amplificagdes nas concentragdes de
8%, 9%, 10% e 129, Foi testado também o gel desnaturante na tentativa de se buscar os

melhores resultados. Para a eletroforese foi utilizada voltagem = 100 e miliamperagem = 14
Analise do polimorfismo

Para analisar o polimorfismo detectado a partir dos primers utilizados, foram
computadas as frequéncias de alelos para cada locus detectado. A partir das contagem das

freqliencias, foi calculada a heterogosidade observada (H) segundo Nei (1978), conforme a
formula que se seque:

n
H=1. & pi?
i=1
onde n = ndmero de alelos;

pi = freqliéncia alélica do iésimo alelo

A heterozigosidade esperada foi calculada segundo Johnson e Brown (Mumme et
al. 1985), conforme a férmula descrita abaixo:

He =2 pi(1-p)[1 + 1/(2n - 1)]
pi = frequiéncia alélica

n = ndmero de individuos
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Foi calculado também o nimero médio de alelos de cada populagéo,

Foram feitas analises de componentes principais com a matriz de
presenca/auséncia de amplificagdo dos vérios loci analisados e também a partir da matriz de
ndmero de individuos que amplificou o locus x. As analises de componentes principais foram
feitas usando-se o software MVSP versao 2,0a (ndo estandartizado, nao centrado). Foi feita,
também utilizando a matriz de presenca/auséncia de amplificacdo dos varios loci analisados,
» que tem é um teste de hipdtese
gnao-paramétrico, que testa a existéncia de diferencas entre dois ou Mais grupos de varidveis.

§0 procedimento & testar a distdncia média (delta) caiculada dentro do grupo com a distancia

gesperada. Para comparagdes, é calculado o fator R (R =1 - (delta observado/deits esperado))

Jaue traduz a homogeneidade interna do grupo. Assim, o maior valor que pode ser atribuido ao
j R é igual a 1. Caso a heterogeneidade encontrada dentro do grupo, seja igual a
eterogeneidade atribuida ao acaso, entao R = 0. Se o ajuste entre os grupos for maior que o

tribuide ao acaso, entio R < 0. Este teste foi feito utilizando-se o software PC-ORD para
indows versao 3.0.

Foi calculada a covaridncia e a correlagdo entre a matriz de distancias

uclidianas e a distancia linear entre as areas e as distancias potencialmente percorridas.

esultados

Construgdo da biblioteca Gendmica

Foram obtidos cerca de 400ng/uL de DNA de alta qualidade e integridade
igura 12), verificado pela digestdo com as enzimas Hae I, Hinfl e Sau 3Al e cletroforese
gel de agarose 0,89 (Figura 13 ¢ 14),
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intestinal phosphatase) C!P. No teste de ligacdo de uma aliquota dos DNAs de aves digeridos
e do vetor verificou-se uma boa religacdo dos fragmentos, indicando a boa qualidade do
material obtido. Para estimativa do sistema de ligacdo, foi considerado um tamanho médio

dos fragmentos na faixa de 3.000kb, sendo obtidas as seguintes concentracbes apds a

purificacao:
Vetor p-Bluscript SKII 600ng/ul.
DNA A. galeata Hind 11/Eco RI 1.5pug
DNA T. rufus Hind Hl/Eco Ri 2.4ng
DNA T. rufiventris Hind lil/Eco Rl 3pg
123 4586 7891011121314151617 PMDNA I § 1

Figura 12 — DNA total extraidos de Figura 13 — Perfil de digestao do DNA
| AG (1 a8);, TC(8al2)eTR(12a17) total de AG (1). e digerido com
| {-Hae \l; tI- Hinfl; 1l Sal 3Al
B AG = Antilophia galeata

TC = Tacgyphanus rufus
TR = Turdus rufiventris
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Figura 14 — DNAs digeridos (Antilophia galeata (AG), Turdus rufiventris (TR) e Tachyphonus

rufus (TC)) com enzimas de restricdo para a construgdo da biblioteca genfmica.

1-AG- Hind }i/ EcoR1 5-TC Hind |

2-AG Hind 1|/ EcoR1 - 1.57g 6 -TC Hind 11/ EcoR| -1.5
3 -~ AG Hind 1| 7 - TR Hind 1|

4 — AG Hind 111/ Eco Rl - 100ng 8- TR Hind 11/ EcoR| - 2

Ligacdo, Plaqueamento e Screening da Livraria Genémica

Em todas as livrarias foi obtido uma boa eficiéncia de hgagédo (Figura 15). Na
livraria de A. galeata foi observado a formagdo de tandem de 2,9kb (resultados néoc
mostrados). A eficiéncia da eletroporagdo foi baixa (10%). Como observado por Raleigh et al.

(1988), a baixa eficiéncia de transformagdo, provavelmente, deve-se ao fendtipo da hospedeira
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(mecr+ mrr+;) que seleciona contra as sequléncias metiladas como as contidas nos fragmentos
de VNTRs.

Quando fracbes das bibliotecas gendmicas foi estocada em glicerol 509 a -20°C
e plagueada num intervalo de 17 dias, ndo foi observado decréscimo significativo da taxa de
transformagdo. O aumento da taxa molar na ligagdo (inserto:vetor) produziu um efeito

negativo na transformacgao de 1.6 x 10% para 0.8 x 10 clones\ ug inserto (Tabela 16).

1-AG sem DNA ligase
2-AG com DNA ligase
3-TC sem DNA ligase
4-TC com DNA ligase
5-TD sem DNA ligase
6-TD com DNA ligase

PM 1

S
W
~
W

O

22kb >

0.5kb —»

Figura 15 — Ligagao dos fragmentos de DNA em vetor p-Bluscript para construcdo da

biblioteca gendmica de A. gafeata com Hind \l\/ EcoRI.

O sinal variou de forte a fraco na autorradiografia, somente os clones positivos
com sinais forte e médio foram selecionados e crescidos em meio LB liquido e estocados em
glicerol 50% a —20°C. Nao foi possivel selecionar clones com a sonda genelll-M13 devido a

reagao cruzada com o vetor. Os clones recombinantes da livraria de passaros foram

106




selecionados utilizando uma mistura das sondas (TG)n/(CAC)n e (GGAT)N/(GATA)n, e dos
clones repicados para o nylon, foram obtidos 8 AG-positivos (267 clones) e 8 TC positivos
(133 clones ~ (Tabela 16). Dos clones transferidos pela técnica do replic-plate foram
selecionados 27 clones dos 1136 AG, 12 dos 760 TC e 16 dos 992 TD clones festados
(Tabela 23). Isto resultou numa média de eficiéncia de clonagem das livrarias de 2.99% e
3.2% para as livrarias Eco/ Hind de AG e TC. A caracterizagdo dos insertos presentes nos

plasmideos dos clones positivos foi feita através da dupla digestdo com as enzimas £co
R1/Hind|ll. O peso molecular variou de 0,2 a 4kb (Figura 16).

Tabela 16 - Sumério das estratégias de clonagem de VNTRs em diferentes genomas,
utilizando o blot ou repique de clones para o nylon. YV transformacéo/pg

vetor/ sistema de ligagdo - média; @ média comparada aos clones

analisados.
AG TC D
Clones Clones Clones Clones Clones
repicados blotados repicados blotados  blotados
Taxa de transformacgao’™ 15x10% 16x10* 64x10° 1.2x10% 0.8x107
Taxa Molar do DNA na ligacdo 3:1 3:1 4:1 4:1 5:1
Volume (ul) de células 20 20 20
competentes na transformacio
Colénias brancas analisadas 267 1136 133 760 992
{total)
Numero de placas 04 03 03
Clones positivos 8 27 8 12 16
Efi&i;’ancia de clonagem (média - 2.99 2.43 32 2.0 3.08
%)

Nao foram observadas diferengas na clonagem quando o DNA gendémice foi
digeride simultaneamente com as enzimas Hind W11/ Eco RI, seguido da defosforilagéo no

mesmo tubo. Este procedimentc simplificou sensivelmente as etapas da construgao,

permitindo-se completar a construgdo da biblioteca gendmica em 2 dias. Apenas uma

pequena redugac do numero de coldnias transformantes foi observado. Quando os
fragmentos na faixa de 0.5 a 4kb foram selecionados em agarose (Figura 17), eluidos e

purificados, foi obtido um acréscimo na taxa de transformagdo. Este aumento esta
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relacionado a maior populagdo de fragmentos de baixo peso molecular ligados no vetor, o
que facilita sua entrada dentro da célula hospedeira e evita sua exclusdo do sistema de
replicagdo bacteriano. Na clonagem sem selecdo de tamanho de fragmentos, a selec¢éo fica a
cargo do sistema replicativo da prépria célula hospedeira. Isto provoca uma reducéo da taxa
efetiva de transformagéo, mas como o importante é obtengéo de clones contendo seqiiéncias
de VNTRs, este problema pode ser contornado com aumento do ndmerc de células

competentes na transformagéo, ou unido de sistemas de transformagéo.

A . 1 2PPM 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14
kb

222

0,52 T i o i e v o gy

——o e wlamer Wallss ) " “

Figura 16 — Caracterizagdo parcial do pesoe molecular de clones obtidos: A - Perfil de restricdo
dos clones selecionados da livraria genémica de A. galeata (1 a 7); T. rufus (8 a

10) e T. rufuventris (11 a 14). 1=pg de DNA foi digerido dupiamente com 8U das
enzimas Eco RI/ Hind Il para liberagdo do inserto.
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PM 1 2 3

4kb —
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Figura 17 - Fragmentos de DNA selecionados e eletroeluidos para a construcédo da biblioteca

gendmica: 1 AG (Antilophia galeata), 2 TC ( Tachyphonus rufus) e 3 TR ( Turdus
rufiventris).

Os clones positivos obtidos foram submetidos a uma selegdo secundéria. Destes,

foram selecionados sete com sinal forte na autorradiografia e enviados para sequenciamento
pelo metodo automéatico (Davis Sequencing Service — USA; Bioagro-UFV). O critério para

| selecao foram além do sinal forte, a hibridizagdo com os motivos (CA)n, clones AG 23, AG 25 e
| (CA / (GATA)x nos clones AG B4, AGC 127, AG49, AG50 e AG A2. A andlise de similaridade
da sequéncia de DNA obtida foi feita no Genlibrary Databases. O alinhamento das sequéncias,
a analise de motivos repetitivos e pesquisa de primers para amplificcdo foram feitas
utilizando-se os softawers DNA-Strider, Dot Plotter (Don Gilbert, indiana University) e
GeneRun. Devido a auséncia da sequéncia dos primers dos loci HrU2 e 6 e FhU2 nos artigos
obtidos e, na impossibilidade de obter esses dados do autor, a definicdo destes primers,
quando possivel, foi feita por comparagdo e alinhamento das seguéncias obtidas nos bancos

de dados Americano, Europeu e Japonés. A sintese quimica dos primers foi feita por KeyDNA
Services (USA).
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Apos a busca dos primers passiveis de serem usados em A. galeta, através da
iteratura e dos bancos de dados GeneBank e MedLine (USA), foram selecionados 8 primers. A

pintese dos mesmos foi feita pelo BioSource International. A identificagdo e as caracteristicas
fle cada um deles estdo descritas no anexo do capitulo.

Segiienciamento e sintese dos primers

O sequenciamento dos primers foi parcial em seis dos sete clones sequenciados.
tpenas no clone AG 50 naa foi possivel verificar a presenca de seqiéncias tipo-repetitivas no
Ptal de bases seqienciado. Os registros de microssatélites e outras sequéencias de
fasseriformes nos Bancos de Dados ainda s& modestos e ndo foi obtido nenhuma
imilaridade significativa com nenhuma seqliéncia de microssatélite registrado. Este fato
Essalta a importéancia desta metodologia para clonar seqiiéncias de VNTRs e dos clones Ags
ara estudos genéticos em Pipridae. Alguns registros foram observados quanto ao motivo
ppetitivo (CA)n, comum a virios microssatélites descritos em humanos e outros animais.
oram observadas outras similaridades genéticas ndo polimérficas, como um tre

‘se aproximadamente 100pb do clone AGA2, sendo encontrada uma similar
Px10%  Gaps 49,

cho composto

idade genética 859
) com um trecho de 484pb na regido 5'do Transposon Minus (linha
fensgénica VD12) de Anopheles stephensi.

emb|AJ277721 1|AST277721 Anopheles stephensi transposon Minos, transgenic line VD12,
B4 BP

Length = 484

fore = 65.9 bits (33), Expect = 2x10°8

entities = 84/98 (85%), Gaps = 4/98 (49%)
frand = Plus / Plus

pery: 581 aagcttatcgatcc-gcgac-tcganggggggcc-ggncccaattngccctatantgagt 637
ELVLELLE00 00 0 r 0 300 b i AINIRRTARIRATY:
pict: 294 aagcttatcgatcccgcgacctcgagggggggcccggtcceaattcgccctatagtgagt 353
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Duery: 638 cgtantacaattacttggncgegntttacaacgtegtg 675
PUEL REETLEE 8 T S

bbjct: 354 -gtattacaattcactggcecgegttitacaacgtegtg 390

No clone AG B4 também foi observado uma elevada similaridae genética com
pequéncias exonicas:

bb|US2642.1 |RATPAMOG -Rattus norvegicus peptidylglycine alph... 64 5x 102

lef|[NM_0002919.1| Homo sapiens peptidylglycine alpha-amidati... 60 8x 10’

tbtAFOlO472.1IAFOlO472 Homo sapiens alpha-amidating monooxy... 60 8x10°’

b|S75038.1|S75038 pancreatic peptidylglycine alpha-amidati... 60 8x10%

Eb|S75037.11S75037 pancreatic peptidyiglycine alpha-amidati... 60 8x10-07
kbiM37721.1|HUMPAM12 Human peptidylglycine alpha-amidating ... 60 8x10°%’

Foram observados os seguintes motivos repetitivos na sequéncia do DNA obtidas:

AG C127 - (TG

1AG 23 - (GTh2

AG B4 - ( CA)g ccecacceeccaac{CA)4 e (AGGGAR)4 iImperfeito
{AG 49 -CCCCCCCCCCCCCCCCCCAGRTTG imperfeito

Devido a auséncia de reagdo com o primer reverse do M13 utilizado pelo método
{automatico, O DNA dos clones AG23, AG25 foram novamente submetidos ao sequenciamento,
{mas este também foi parcial, ndo havendo alteragdo no quadro de sequéncias repetitivas

|obtidas. Destes clones analisados, foram avaliados primers para os seguintes clones:

{AG B4 98 ( CA)g cccaccccccaac({CA)g 401
{303 pb | |
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AG C127 42I (GT)e 373
331pb

423 (GT)i1, 581
AG 23

(179 pb)

Além das sequéncias de Antilophia galeata, foram sintetizados os primers Dpu

05 e Dpu 16 de Dendroica petechia (Dawson et al. 1997), HrU 6 de Hirundo ridstica (Primmer

et al. 1995), STG 4 de Hirundo rustica (Ellegren 1992a) ¢ Cum 4 e Cum 28 de
\ustulatus (Gibbs et af. 1999), todos de passerifor

[Brasil. Nao foi obtido nenhum microssatélite de p
Antilophia galeata.

Catharus
mes, com representantes do género no

asseriformes de géneros pPréximos ao de

Condigées das reacodes de PCR

Todos 0s primers sintetizados foram testados para se determinar as condigdes
{deais para amplificagio.

Foram padronizadas as reagdes de amplificagao para os primers HrlU6, AGA2,
GC127 e DPU16. Os demais primers nao apresentaram resultados satisfatérios € para serem
titizados futuramente, deverao ser avaliados mais detalhadamente.

A reacao final para o PCR variou em fungdo do primer e da quantidade de DNA
istente nas amostras. Para os primers AGA2, ACG127, Hrus e DPU16 foi usada a reacéo

aixo e varias amostras apresentaram um bom resultados de amplificagdo. O Tm utilizado
ligual a 53 °C.




DNA 1,5 puL

H20 Milli-Q 14,25 uL
Tampéao 25 uL
ANTPs 2 L
Primer 2 uL

Mg++ 0,75 L
DNA tag 2 uL
polimerase ‘

Volume final = 25 L

Para as amostras gue nao apresentaram um bom resultado inicial com a reagao
anterior, foi feita uma segunda tentativa descrita na reagao que se segue, com aumento da

NA 3,0 L
20 Milli-Q 12,75 L
ampéao 25 uL
NTPs 2 uL
rimer 2 ul
g++ 0,75 ulL
NA taq 2 L
olierase

olume final = 25 plL

Extra¢oes de DNA e amplificacdes

Foram feitas 2268 tentativas de amplificagdo nas vérias amostras de DNA
traidas a partir de 140 amostras de sangue de Antilophia galeata, o que significa que foram

itas em média 16,2 tentativas para cada individuo dos quais foram feitas coletas de sangue.
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Foram feitas extragbes de DNA de 145 individuos, que estdo na Tabela 17, no
anexo do capitulo.

Devido as réplicas de tentativas de extracio de DNA, em 277 delas foram
observados pellet a andlise visual. Estes resultados estio apresentadas também na Tabela 17,
onde consta, para cada amostra, os primers amplificados. A Tabela 18, abaixo, apresenta o
numero de amostras onde foram conseguidas amplificagdes dos varios primers, amplificagées
estas comprovadas em gel de agarose. O primer que apresentou melhor resultado quanto ao
numero de amplificacdes foi 0 AGA2. Os demais apresentaram valores similares.

A Tabela 19 apresenta ¢ numero de individuos em cada populagdo cujo DNA
apresentou amplificagbes com pelo menos um dos primers. Como pode ser notado, a

populagao da Rio Vermelho apresentou um maior nimero de amplificagbes quando feitas
confirmagdes em gel de agarose.

Tabela 18 — Numero de amostras nas quais os primers amplificaram com sucesso constatado
em gel de agarose.

Area Primer
HrU6 AGA2 AGCl27 PDU16 Total
Rio Vermelho i7 19 16 15 67
Riacho Fundo 1 13 15 11 40
Capetinga 2 11 11 13 37
Bananal 5 6 12 - 14 37
Mato Seco 5 10 11 11 37
Olho d'Agua 6 5 5 13 29
Sobradinho 6 9 7 8 30
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Tabela 19 ~ Numero de individuos em cada populagéo com pelo menos um locus amplificado

Populagdo N°ind. DNA Total de
amplificado individuos

__Olho d'Agua 16 20
Bananal 18 20
Capetinga 17 20
Mato Seco 16 20
Riacho Fundo 17 25
Sobradinho 12 20

* Rio Vermelho 19 20

Anilise de polimorfismo

A Figura 18 mostra exemplos do aspecto do resultado das amplifica¢des no gel

de poliacrilamida 8% corado com brometo de etidio.

A Tabela 20 mostra o nimero de individuos cujo produto da amplificagdo foi
visivel no gel de poliacrilamida. As populagdes do Capetinga e de rio Vermelho apresentaram

mesmo namero de individuos que amplificaram pelo menos um locus. As demais populagdes
apresentaram valores inferiores a estes.

Tabela 20 - Namero de individuos que apresentaram amplificacdo em pelo menos um locus

demonstravel em ge! de poliacrilamida 8% corado com brometo de etidio.

Populagcdo N°ind. DNA amplificado

Olho d'Agua 11
Bananal 13
Capetinga 17
Mato Seco 10
Riacho Fundo 14
Sobradinho 12
Rio Vermelho 17
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Amplificagdes com o primer DPU16

Amplificagbes com HrU6 e AGC127

Figura 18 — Exemplos das amplificacdes de alguns loci visualizadas em gel de poliacrilamida.
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A Tabela 21 permite observar a heterozigosidade em cada populagdo amostrada,
a heterozigosidade esperada e também o namero médio de alelos. As populagdes de rio
Vermelho e Bananal apresentaram, em média, um maior nimero de locus amplificados. A
heterozigosidade observada variou em uma amplitude de 0,87 a 0,93. A populagdo que
apresentou maior heterozigozidade observada foi a do Rio Vermeiho e aquelas do Corrego
Matoc Seco, Olho d'dgua apresentaram oS menores valores para esta varidvel, A
heterozigosidade esperada varicu pouco em amplitude (0,94 a 0,97). Podemos também
observar que as populagdes do Cérrego Bananal e Rio Vermelho, apresentaram, em média,

maior nimero de alelos/individuo.

Tabela 21 - Heterozigosidade observada (H) e heterozigosidade esperada (He) em cada

populagéao e o numero médio de alelos por individuo em cada populagéo.

Populagdo H He Media n° alelos/ind.
Olho d'Agua 0,87 0,94 1,58
Bananal 0,20 0,96 2,23
Capetinga 0,92 0,96 1,65
Mato Seco 0,87 0,96 1,8 e
Riacho Fundo 0,91 0,96 171 o
Sobradinho 0,91 0,97 1,25
Rio Vermelho 0,93 0,97 2,44

A Tabela 22 apresenta a frequéncia alélica amplificadas nas varias populagbes
de Antilophia galeata. O locus HRUE apresentou 4 alelos, AGA2, 2 alelos e AGCl27,
apresentou 3. O locus DPU16 apresentou 5 alelos e também uma maior fregiéncia de
amptificagdo dos varios alelos.

A Tabela 23 apresenta a matriz de dados usada para a andlise de componentes
principais e a Tabela 24 apresenta a matriz das distancias euclidianas usada nas analises de

correlagdo e covariancia entre as distancias euclidianas e distancia percorrida entre distancias

lineares e distdncias potencialmente percorridas por possiveis migrantes.
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A analise de compontentes principais apresentou varidncia acumulada nos
juatro primeiros eixos igual a 65,309 (Tabela 25) e, como podemos observar na Figura 19,
do houve separagé@o nitida entre as populagdes, havendo uma grande sobreposigdo nos
pontos que representam as varias populagdes. Varios pontos coincidem em localizagdo

déntica e devido ao seu elevado ndmero, estio discriminados na Tabela 26.

[abela 22 - FreqUéncia alélica total dos locus HrUe, AGA2, AGC127 e Dpulé em individuos de

Antilophia galeata.
HRU 6
Alelo Freq. Frequéncia
153 & 13,33
173 23 51,11
177 4 8,89
185 12 26,66
Tota! 45 100,00
AGA 2
Alelo Freq. Frequéncia
465 14 87,50
480 2 12,50
Total 16 100,00
Dpu 16
Alelo Freq. Freqiiéncia
130 1 1,16
142 9 10,46
150 24 27,91
154 31 36,05
159 21 24,42
Total 86 100,00
AGC127
Alelo Frea. Fregléncia
360 5 23,81
373 5 23,81
369 11 52,38
Total 21 100,00
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0 alelo X.
_ Alelo L
_ Hrué AGA AGC127 DPUls
Area 153 173 177 185 465 480 373 360 369 130 142 150 154 15
| Silv. 2 7 2 8 ] 0 0 0 0 1 3 4 6 5
Capet. 0 2 0 0 5 0 1 2 2 0 0 8 9 1
oD 1 2 0 1 0 0 3 1 2 0 2 3.1 2
Ban 3.2 1 2 2 0 0 2 3 0 1 2 2 8
MG 6 2 1 3 0 1 0 0 0_ 1 3 4 3
RF 0O 4 0 1 2 0 0 0 4 o1 2 8 2
Sob. 0__4 0 0 1 2 0 0 0 O __ 1 2 1 a

Tabela 24 - Matriz de distancias euclidiana usadas para as

analises de correlagao

Tabela 23 - Matriz apresentando, em cada populagdo namero de individuos que amplificaram

e

de componentes pri

ncipais.

Eixo Variancia absoluta Variancia acumulada
1 27,15 27,15
2 14,59 41,74
3 12,58 54,31
4 10,99 65,30

covariancia.
st cc oD BAN MG RF __ s0B
SIL 0,00 3,82 3,33 2,99 3,10 313 344
CcC 0,00 2,60 3,07 2,01 202 299
0D . 0,00 2,35 1,72 2,17 227
BAN . 0,00 2,31 2,45 264
MG - 0,00 168 181
RF 000_ 231
SOB _..000

Tabela 25 - Variancia absoluta e acumulada nos quatro primeiros eixos gerados pela andlise
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suas coordenadas Cartesianas.

Populacdo - n® de pontos  Eixo X FEixo Y
1 rio Vermelho 0,07 0,07
1 Olho d’Agua

1 Capetinga 0,015 0,006
1 Otho d'Agua

2 Riacho Fundo

1 rio Vermelho 0,17 0,12
1 Olho d'Agua

1 Sobradinho

1 rio Vermelho 0,034 004
1 Bananai

2 Olho d’Agua 0,47 0,103
1 Mato Seco

2 Sobradinho

2 Olho d'Agua 0,061 -0,145
2 Bananal

3 Mato Seco

4 Sobradinho

4 Capetinga 0,087 0,074
1 Olho d'Agua

4 Riacho Fundo

1 rio Vermetho 0,112 0,086
1 Capetinga

2 Capetinga 0,124 0,086
1 Mato Seco

1 Capetinga 0,126 .0,162
1 Riacho Fundo

1 rio Vermelho 0,15 0,188
1 Riacho Fundo
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Figura 19 — Resuitado da andlise de componentes principais considerando-se a matriz de
presenca/auséncia de loci amplificado (¢ = rio Vermelho; = cérrego Capetinga;
e = Olho d'Agua; = cérrego Bananal; — = corrego Mato Seco; = ribeirdo
Sobradinho; 4 = Riacho Fundo).

Os dados sobre a varidncia relacionada aos quatro primeiros eixos da PCA estdo
apresentados na Tabela 27. A anélise de componentes principais, feita a partir da matriz de
nimero de individuos que amplificou o loci x em cada area (Figura 19), permite observar que
0s pontos estdo bastante préximos, podendo destacar apenas localizagdes extremas como rio
Vermelho e Capetinga. Ao longo do eixo 1, gue nesta andlise sempre explica a maior
proporgao da variancia do sistema e também € o eixo que normalmente esta associado a uma
maior proporgao de informagdo do sistema ndo separa de forma acentuada as varias
populagdes, destacando os pontos extremos, rio Vermelho e que areas como Sobradinho e
Olho d’Agua estéao bastante proximas. Ao longo do eixo 2, também temos pequenas disténcias
entre areas, com destaque para a populagio do cérrego Capetinga que segundo este eixo,

também ocupa posicio extrema.
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Tabela 27 - Variancia absoluta e acumulada nos quatro primeiros eixos gerados pela analise
de componentes principais.
Eixo Vaniancia absoluta Varidncia acumulada
70,05 70,05
2 15,42 85,47
3 6,87 92,34
4 3,03 95,37
i N° individuos que amplificaram loci x
‘ 06 e
| 04 | o e
TN o
- 1
SRS S - S R L R N
, 04 - ——---- . e - —-- & 1
| 08 ]
Eixo 1

Figura 20 - Resultado da andlise de componentes principais considerando-se a matriz de
numero de individuos que amplificou o loci x (¢ = rio Vermelho, = cérrego
Capetinga; » = Otho d’Agua; = cOrrego Bananal; — = cérrego Mato Seco; =

ribetrdo Sobradinho; A = Riacho Fundo).
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ermelho = 0,01644797

beo Capetinga = 0,01425530

I C'/igua = 0,00059115°

3 g0 Bananal = 0,00891280

g0 Mato Seco = -0,00064985
C Fundo = 0,00829549

fo Sobradinho = 0,00536017

Foram encontrados valores positivos para a covaridncia e para os coeficientes de
Bca0 entre as distancias euciidianas relativas & matriz de numero d

e individuos que
Caram o alelo X e as distancias

lineares entre fragmentos e as distancias

ialmente percorridas por individuos de Antifophia galeata a0 deslocarem entre

pntos. Para as covariéncias, foram eéncontrados os valores 19,75 (n=19) e 3,16 (n=13),
tivamente entre distancias euclidianas X distancias lineares e distancias euclidianas X
fias potencialmente percorridas. Os coeficientes de corr
80,72 (N = 19; teacuam = 4,53; teritico = 2,11; @ =
1,75, a = 109

elagdo apresentaram valores
5%) e 0,46 (n =15 teatculage = 1,87;
). respectivamente, As duas analises indicaram que a distancia linear
it mais correlacionada a distancias euclidianas encontradas e que as distancias
almente percorridas estio correlacionadas mais fracamente.




Discussio

Os padroes de ampilificagdo foram sensiveis a Pequena variagdo na concentragao
do DNA, mesmo quando este estava ressuspenso em agua. Dos primers delineados com as
sequéncias de AG (21 a 24 mer), apenas o locus AG A2 apresentou um padrao de amplificagao
considerado estavel nas condigdes experimentais, sendo observados dois alelos na populagao
avaliada, cujas frequéncias relativas foram respectivamente 0,87 e 0,13 (Tabela 22). A
auséncia de um padrio de amplificacdo estavel pode estar correlacionada as regides
adjacentes da seqiiéncia repetitiva, uma vez que a pesquisa de primers foi dificultada pela
repetitividade de nucleatideos dentro da regido passivel, sendo necessario aumentar ou
reduzir o nimero de bases para minimizar a formacédo de dimeros (Primer/dimer) quando

presente. A formacdo de dimeros foi observada na eletroforese em gel de agarose em quase

todos os primers, incluindo 0s primers de outros passeriformes. Entretanto, a formagdo de

dimeros ndo impossibilitou a presenga de bandas discretas na amplificagdo. Cutros fatores
podem ter contribuido para a baixa amplificagdo ou obteng¢do de um padrio de bandas estave|
€ entre eles destaca-se problemas na sintese dos primers e a presenca de inibidores da

atividade polimerédsica nas amostras de DNA. Com os primeres Hrd 6, DpU 16 e

AGCl127foram observados, respectivamente, 4, 5 e 3 alelos nas
22).

Populagdes analisadas (Tabela
Isso pode ser uma caracteristica da prépria populagio de Antilophia galeata, efeito da
} Populagdo amostral ou ainda um reflexo do grau evolutive destas sequéncias. Considerando
que estas regides polimérficas apresentam uma répida evolugdo, com movimentos de
expansao/retragdo de bases e mutagdes, e ainda que A. galeata esta filogeneticamente inferior
as espécies origens dos primeres avaliados, estes |loci podem estar sofrendo um mecanismo
evolutivo de aumento do ndmero de alelos na escala evolutiva.

Embora uma limitagdo dos microsatélites seja o fato do primer ser especifico ou
amplificar locus somente em espécies préximas, esse estado evolutivo desconhecido permite
que se observem amplificagbes heterélogas em especies separadas por 20 milhdes de anos, O
primer STG4, por exemplo, usado para amplificar loci em Hirundo rustica amplificou locus
em espécies relacionadas (Ellegren 1992). Isto justifica a pesquisa de loci ja caracterizados

em individuos de mesmo genere e até mesmo filo. Entretanto dado a estes loci apresentarem




1

de 18 (Dpu 16) a 28 alelos (HrU &), era €sperado um maior nivel de polimorfismo, uma vez
que foram obtidos amplificagdo de bandas estaveis e discretas.

Yntilophia galeata varioy entre populagées numa amplitude de 0,87 (Mato Seco e Olho

.'Agua), Que apresentaram, também, maiores desvios em relacdo 3 heterozigosidade

Sperada, a 0,93 (Rio Vermelho) e Que, por sua vez, apresentoy menor desvio em relacdo a




estdo restritas ag menores dos fragmentos analisados e que tém, além deste fator, seus
entornos muito alterados, indicando um maior isolamento.

S€ em uma série de obstaculos, como por exemplo o nimero limitado de marcadores
disponiveis como leque de escolha, Embora Fridolfsson et al. (1897) usando microsatélites de
Phylloscopus trochilys em £ icedula hypoleuca, Ficedula albicollis, Hirundo rustica e Luscinia

svecica encontroy produto de amplificagdo semelhantes ao de P, trochilus. Também Cawson

entdo devern ser complementado com novos estudos envolvendo microsatélites que
amplifiquem outros locj €OM maior variabilidade. Winker et g/, (1999) cita que 5 de 15
microsatélites usados em Limnophlypis Swainsonii nao apresentaram variagdes, dois outros
'mostraram polimorfismo mas as bandas ndo eram discerniveis. Primmer etal. (1996) cita que
a0 se usar marcadores isolados de outras espécies, geralmente estes sdo menos polimdrficos

|Em porcaos, microsatélites apresentando alelos nuios estdo na ordem 5 3 10% e em humanos
estes valores podem chegar a 309, Primer et al encontrou alelos nulos em Hirundo rustica
|citando que estes foram muito frequentes, diminuindo o potencial da técnica.
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Embora n3c tenhamos encontrado diferencas significativas entre populagdes, ha
uma correlagdo positiva entre distdncia entre dreas e distancia

genética entre populagdes
indicando uma possivel

tendéncia a separagdo em Populagdes discretas. A similaridade
genética entre populagdes pode estar ocorrendo devido a fluxo génico ainda existente, ou
talvez ainda ndo tenhamos um namero de geragdes suficiente para que a diferenciagéo
genetica tenha ocorrido em tungdo da alteragio da matriz ambiental que leva a redugdo das
areas de ambientes naturais remanescentes e seu isolamento em fungéo da alteragdo do
entorno destas manchas de ambientes naturais. Além destes aspectos, deve ser considerado

pela variabilidade encontrada, a necessidade de uma amostra

gem maior, tanto espacial como
temporal.
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Conclusdes

fopulagdes de Antilophia galeats analisadas, ou em algumas delas, embora estas

fodificagdes nao se facam expressar, ainda, no perfil genético das mesmas

128




Conclusdes gerais

Antilophia galeata, e muito certamente outras espécies que tém suas areas de
distribuicdo dentro dos limites Cerrado, podem estar sendo afetadas pelas alteragdes
ambientais. Estas alteragbes tém sido refletidas tanto na estrutura das comunidades de

das populagdes nestas manchas de habitat, bem COMO na composicdo genética da espécie
analisada. Estes fatos Podemn ser demonstrados através dos dados de sistemas  de
informacées geogréficas_associados a dados sobre a biologia da espécie analisada bem como
através de informagdes sobre indjce de endogamia das populagdes. Para evitar que
futuramente Antilophia galeata e outras espécies associadas a ambientes naturais, e que

como o fluxe génico impedindo o isolamento das varias Populagbes existentes na matriz
ambiental atual. Esta possibiidade de deslocamento permitird também que ocorram
recoionizagdes em manchas onde eventualmente tenham ocorrido extingdes, permitindo a
persisténcia de véarias espécies que, em decorréncia das alteracdes ambientajs possam estar

persistindo, locai ou regionalmente, em um modelo metapopulacional. Desta forma, nio sé é

ambientes naturais.
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Construgao da biblioteca gendmica

I - Coletar em vacutainer 4 a 5 amostras (5 plL cada) de sangue total (aproximadamente 10 a
20ul) de aves de diferentes procedéncias;

P - Adicionar 400uL de Mistura de Ljse de Madsen, 20 ulL de Proteinase K (10mg/ml) e

incubar a 55°C em banho-maria POr quatro horas ou O.N. a 37°C;
- Adicionar 1,5 m| de tampéo TE e 1,5 mi de clorofane e agitar por 5 min;
b - Centrifugar a 5 min., 3000rpm, T.A. e remover a fase aquosa;
b - Repetir os passos 3 e 4
b - Adicionar 500uL de TEe 1,5 ml de clorofil e misturar por 5 min.;

- Centrifugar a 5 min., 3000 rpm e transferir a fase aquosa:
- Adicionar 0,89,

(V/V) de NaCl 4M e 2 volumes de Etanol 959% .20°C;
) .

Misturar suavemente e centrifugar o tubo a 3000rpm, 5 min;
0 - Decantar o etanol e lavar o pellet de DNA com 1mi de etanol 709,
1. SecaroDNA e ressupender o pellet em 3507] de tampao TE;

2 - Quantificar o DNA e verificar integridade em ge! de agarose 0,89,

gelado;

feste da técnica de clonagem

Para testar a simplificacdo da técnica de clonagem, foram construidas novas

bliotecas gendmicas, com alteragdes de algumas etapas desta nova metodologia de
bnagem como descrito a seguir:

fgestao com Hind |1

- Coletar em tubo eppendorf 10 a 25ug do pool de DNA de cada ave isoladamente:
- Adicionar 20ul de tampdo React-2, completar para 200uL com &
enzima Hind ///(20u/pL);

Incubar a 37°C, overnight (0. N.);

gua e adicionar 5ul de

Remover 10ul da mistura e verificar a digestdo em gel de agarose 0,89%;

Adicionar 200ul de TE e extrair o DNA com 1 volume de fenol, clorofane e clorofil, uma vez
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1

{6 -

cada. Centrifugar a 5min, 10.000rpm a 4°C;

6 - Precipitar c DNA com 10% volume de 4M NaCl e 1,5 volume de etanol (-20°Cy;

7 - Lavar o DNA com Etanol 70% gelado, secar, ressuspender em 20pL de TE e quantificar em

gel de agarose 0,89,

Defosforilacdo

- Misturar em um novo tubo eppendorf: 16ul da digestdo com Hind 71 (+/- 25ng); 5 ul
tampao CIP 10X; 4uL da enzima CIP a 0,4U/L; 26pL de 4gua;

-incubar a 37°C por 30 a 60 min.;

- Resfriar no gelo e adicionar 0,5uL 0,5M EDTA; 2,5ul 10% SDS. Incubar a 75°C por 10
min.;

- Adicionar 50uL de agua e extrair o DNA 1 vez com 100uL de clorofane e clorofil;
5 - Precipitar o DNA com 10% volume de 4M NaCi e 1,5 volume de etanol (-20°C);
- Lavar o DNA com Etanol 70% gelado, secar, ressuspender em 30uL de TE e quantificar em

gel de agarose 0,8%,

Digestdo do DNA Aves/ Hind il Phos - com £co RI

1 - Separar em um tubo 3ul do DNA ressuspenso:;

- Preparar a seguinte mistura de digestdo: 30pL DNA digerido; 150ul &gua; 20uL Tampao

10X para Eco Rt 4ul de enzima Eco RI(20U/uL);

3 - Incubar O.N. a 37°C;
4 . Verificar a digestdo por eletroforese de 10uL da mistura de digestio;

5 - Purificar o DNA com 100uL de clorofane e clorofif e precipitar o DNA com 10% volume de

4M NaCl e etanol como acima;

Adicionar 800uL de etanol 70% gelado, centrifugar 10 min a 10.000rpm a 4°C. Secar o
pellet e ressuspender em 20uL de agua:

- Quantificar.
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Digestao do vetor P-Bluscript com Hind/Eco Rl

1 . Preparar a seguinte mistura de digestdo: 5 ul (5 ng) do vetor; 175 uL de agua; 20 pl
tamp&o NEB2 e 5 uL de Hind 1/

2 - Incubar a 27°C, O.N. - vertficar a digestdo completa em gei de agarose 19%:

3 - Precipitar 0 DNA com 500 L de etanol 1009, (-20°C) e 20 ul de 4M NaCl;

4 - Centrifugar 15 min, 4°C, 10.000 rpm;

5 - Decantar o etanol e adicionar 800 uL e etanol 70% gelado e Centrifugar por 5 min;

6 - Secar o DNA e ressuspender de 90 uL de TE;

7

- Proceder a segunda digestdo com adicdo de 10 uL de tampdo 10X para Eco RE 5 ul. de
enzima Eco R/(20U/ul). Incubar a 37°C O.N:;

8 - Adicionar 2 uL de CIP (0,4U/uL) e incubar a 37°C por 45 min:

9 - Parar a reacdo com 1 KL O5MEDTA, 5L 10% SDS - incubar a 75°C por 10 min:
10 - Extrair uma vez com 1 volume de clorofane e clorofii;

11 - Precipitar o DNA com 500 nl de etanol 1009 (-20°C) e 20 ul de 4M NaCi:

12 - Ressuspender o DNA com 20 pl de &gua. Quantificar em agarose 19,

Ligacdo, Plaqueamento e Screening da Livraria Gendmica

As ligagGes foram feitas de acordo com Sambrook et af. (1986). Para a livraria
de péssaros foi utilizado 0,6ug de vetor e um excesso molar do DNA gendmico de: 3:1 a 5:1
para as bibliotecas de EcoR2/Hind /1] 48ng do DNA da livraria de passaros foi utilizado para

eletroporar £. coli XL1 blue (Cell-Porator - Gibco BRL), de acordo com instrugbes do
fabricante.
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Ligacao

—

- Misturar num tubo eppendorf de 500 ul: 3 ul do DNA gendmico (x 1,5 pg): 3 ul do
vetor (£ 0,8ug), 2,5 ul do tampao de ligagdo 10X:

- Remover 10 uL da amostra e conservar a -20°C:

- Incubar a mistura de ligagdo a 16°C, Q.N;

- Remover 3 il da ligagdo e analisar em gel de agarose 19:
- Conservar o sisterna a —=20°C.

bW

Transformacao

Ju—

Preparar as células de £ coli XL1-blue para transformacao pelo método de

eletroporacio, segundo especificagdes do fabricante (Gibco-BRLY);
- Adicionar em um tubo eppendorf de 500 ul, 20 pl de células competentes e 2 ul do
sisterna de ligagao. Incubar no gelo por 30 min.

AV

Amostra PNA ng  Netorng |
A. galeata 120 48 ]
T. rufus 192 48

T. rufiventris 240 48
L _

w

- Transferir as células para uma cubeta de eletroporagio e dar um pulso de 2,44KV;

H

- Remover as céiulas transformadas e inocular em 1 m! de meio SOC (Sambrook et af 1986).
Incubar as células a 37°C por 1 hora com agitagao:

(83}

- Transferir a cultura para o gelo e plaquear em meio seletivo LB-ampicilina/X-gal de 50 a

100 ulL da cuitura. Incubar em estufa a 37°C até crescimento. Quantificar os clones

crescidos;

6 - Adicionar ao restante das células 500uL de glicerol estéril e conservar a -20°C oy -80°C.




Repique dos clones transformantes e lise das colénias

1 - Cortar discos de membrana de nylon (N+ Hybond) do tamanho da placa de cultura,
quadricular, registrar e numerar devidamente. Depositar cuidadosamente sob o agar
em metade das placas:

2

- Transferir os clones brancos obtidos com auxilio de palito estéril (técnica de repicagem)
Ou pela técnica do replic plate para uma placa contendo meio LB-ampicilina (placa
master) e para outra contendo a membrana de nylon, na mesma posigéo;

3 - Incubar em estufa a 37°C, O.N. e conservar a 4°C;
4 - Remover as membranas de nylon cuidadosamente com pinga e proceder a tise das
coldnias de acordo com Sambrook et af (1986).
Screening das livrarias genbmicas
1 - Acomodar as membranas em redes de nylon, e inserir em garrafas do forno (Biorad) para
hibridizagso;
2 - Imergir as membranas em solugédo 2xSSC por 5 minutos;
3

- Decantar a solugéo e bloguear as membranas com 50 ml de solugao DNA Block para
oligos e incubar até 3h a 65°C sob agitacéo suave;

- Marcar 200ng de sonda segundo tabela abaixo:

Eas

Reagente Volume - ul
Oligonucleotideo sintético . 2
(100ng/ut)

Agua 125
Tampao 10X 2
[¥*2P]dATP 2

Enzima PNK (20U/uL) 1,5

Vol. Final 20ul

Incubar por 1h a 37°C.
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- Ferver o sistema de marcag¢ao por 5 minutos em banho-maria. Conservar no gelo;
- Decantar a solugéo de bloqueio;

. Adicionar a sonda desnaturada na solug3o de hibridizagéo, verter na garrafa e wncubar a
37°C, O.N.

- Remover a solugdo de hibridizagéo e proceder as seguintes lavagens:
2x (5 min) 6XSSC, 0.19% SDS, 0.05% pipi, T.A., agitagao;
2x (10min) 3XSSC, 0.1% SDS, 0.05% pipi, 40°C, agitagéo;
2x (5 min) 6XSSC, 0.1% SDS, T.A., agitagao,
b . Remover as membranas da garrafa e deixar secar 5mina T.A,;
0 - Acomodar em cassete e expor por 12 a 24 horas;
|1 - Selecionar os clones positivos correspondentes da placa master e extrair o plasmideo pela
técnica do mini-prep alcalina (Sambrook et al 1986) ou em colunas Quiagen.

Extracao do DNA

Extracao com guanidina

b UL de sangue « 1 pL de SDS 10%
2

fSO Ul de TE « 3 pL de proteinase K 10mg/mi
\

{fincubar a 65°C por 2 horas
1
{Volume final =¢2OO ul TE

300 yL de guanidina
.

Vortex
d
banho-maria ;ior 15 mina60°C
Vértex
4
18 uL ACNH4¢7,5 M

300 pk. de clj?rofil
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Mix por 5 minutos
Gelo
v
Centrifugar a 10000 rpm por 10 min
s
Retirar fase aquosa
4
Y% a 1 volume de isopropanol
Mix
A
Centrifugar a 10000 rpm por 5 min
i i
Verter o liquido preservando o peliet
500uL de etancl 70% gelado
1
Centrifugar a 10000 rpm por 5 min
\!
Verter o liquido preservando o pellet
\!

Secar a temperatura ambiente
)

Ressuspender com 50 pl. agua Milli-Q

Extragdo com clorofane
5 L de sangue « 1 pl de Sps 10%
50 uL de TE t— 3 pL de proteinase K 10mg/mi
incubar a 65°(¢3 por 2 horas
300 ub de TE
200 uL de clirofane
Mix poiS min
Centrifugar a wliOOOO rpm por 10 min
Retirar¢fase aquosa

1
200 pL de clorofil

141




L
Mix por 5 min
y
Centrifugar a 10000 rpm por 10 min
\
Retirar fase aquosa
50 yl ACNH,4
A
Mix
2
> a 1 vol de isopropanol
Mix
¥
Centrifugar a 10000 rpm por 5 min
1
Werter o liquido preservando o peliet
500 L. de etanaol 70% gelado
1
{Verter o liquido preservando o pellet

{Secar a temperatura ambiente

Ressuspender com 50 pl de dgua Milii-Q

Extracdo com Quelex

1Adicionar 2 a 10 pL de sangue em tubo eppendorf de 1,5ml
NS

{Adicionar 200 pL chelex 100 (10%) e mix
4

Ferver em banho-maria por 5-10min
{

Resfriar a temperatura ambiente
¥

Centrifugar por 10000 rpm por 10 minutos
¥

Recolocar o sobrenadante para outro tubo eppendorf
{
Utilizar 1 a 10 pL da solugdo para PCR
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JAGC 127 F

Peso molecular: 6790,9
Picomoles total: 15145350
Tm (°C): 50

Numero de bases: 21
Dpu0S F

Peso molecular: 5825,19'
Picomoles totai: 102560,40
Tm (°C): 50

Niamero de bases: 18
Dpul6 ¥

Peso molecular: 6473,71
Picomoles total: 97740,72
Tm (°C): 46

Ndmero de bases: 20
AG23F

Peso molecular: 6599,81
Picomoles total: 137197,48
Tm (°C): 80

Nimero de bases: 21

STG4 F

Peso molecular; 7923,7
Picomoles total: 121440,00
Trn (°C): 57

Namero de bases: 24
HrUG6F

Peso molecular: 6750,88
Picomoles total: 118281,92

Lista dos primers sintetizados

AGC 127 R

Peso molecular: 6446,68
Picomoles total: 112041,38
Tm (°C): 46

Namero de bases: 20
Dpu05 R

Peso molecular: 6406,66
Picomoles total: 99256,56
Tm (°C): 46

Namero de bases: 20
Dpulé R

Peso molecular: 6099,41
Picomoles total: 93126,54
Tm (°C): 49

Ndmero de bases: 19
AG23 R

Peso molecular: 6748,92
Picomoles total: 91892,82
Tm (°C): 49

NGmero de bases: 21
STGAR

Peso molecular: 7642,565
Picomoles total: 124498,08
Tm (°C). 49

Ndmero de bases: 24

HrUé R

Peso molecular: 6454,66
Picomoles total: 140924,20
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Tm (°C): 50

Nimero de bases: 21

AGA2 F

Peso molecuiar: 6412,68
Picomoles total: 123737,74
Tm (°C): 50

Numero de bases: 20

Cuu 28R

Peso molecular: 7179,18
Picomoles total: 135858,08
Tm (°C): b1

Namero de bases: 22
CuudF

Peso molecular: 6736,9
Picomoles total: 130122,42
Tm (°C). 47

NiGmero de bases: 21

Tm (°C): 52

Ndmero de bases: 20
AGAZ R

Peso molecular: 6455,65
Picomoles total: 179110,98
Tm (°C): 56

Namero de bases: 20
Cuu28F

Peso molecular: 6520,72
Picomoles total: 104652,18
Tm (°C): 48

Numero de bases: 20
CuudR

Peso molecular: 7147,18
Picomoles total: 92512,68
Tm (°C): 47

Ndmero de bases: 22
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Diluigdao dos primers

AGC 127 F
Primer: 3,5 pL
Agua ™: 46,5uL
(*) Mili-Q

DpuO5 F
Primer: 5 uL
Agua: 45 uL

Dpulé F
Primer: 6 plL
Agua: 44 pL

AG23F
Primer: 4,5 plL
Agua: 44,5

HrU6 F
Primer: 5 uL
Agua: 45 ul

AGAZ F
Primer: 5,5 pL
Agua: 44,5 uL

Cuugtf
Primer: 4,5 uL
Agua: 45,5 uL

AGC 127 R
Primer: 5 uL
Agua: 45 pL

Cuu28F
Primer: 5,5 pL
Agua: 44,5 pL

Dpu05 R
Primer: 6 ub
Agua: 44 L

Cuu28R
Primer: 4,5 4L
Agua: 44,5 pl

Dpul6 R
Primer: 6 uL
Agua: 44 pL

AG 23R
Primer: 6,5 uL
Agua: 43,5 pL

HrUG6R
Primer: 4 ub
Agua: 46 pL

AGA2 R
Primer: 3,5 uL
Agua: 46,5 pL

CuudF
Primer: 6 uL
Agua: 44 pL
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Primers amplificados

Tabela 17 - Primers amplificados nas amostras de DNA nas vérias populagoes de Antilophia

galeata.

, Primer o
Amostra _ Area HrUs AGA2 AGC127 DPU16 AG23
4c 0D AGC127 DPU16
4G
5C oD HrUé AGC127 DPUL6 o o
e
14C oD Hru6 DPU16 -
14G
16G oD AGAZR — ~AG23
24" oD HrU6 AGA2 DPU16 AG23
e C—
246G
36 oD Hrué AGA2 AGC127 DPU16
36G
36C
42G oD AG23
73 —_W_OD HrU6 DPU16
73G
73¢
ﬂ..
75C oD o
75G
76R oD DPUIE
76G
76C
76"
'7_‘6.-.
77¢C oD AG23
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Primer

7C 0D

DPU16

DPU16

28 oD AGA2 AGC127  DPUI6 ~ “AG23

BOC oD Hrué e

DPU16

52 oD AGA2R AGC127 DPU16 AG23

2"

7

k2G

£2G oD T

DPU16
floc Bananal DPUIGR
0G|

13 Bananal SPUTE S

——

e

| SNE

M Bananal Hrué AGC127 DPU16 AG23

4G
4C
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Primer

316G Bananal

324 Bananal

AGAZ

AGC127

DPUl6  AG23

326 Bananal

HrlUo

AGC127

336C Bananal

346 Bananal

Hruo AGA2

AGC127

DPU16 AG23

352C FAL

AGC127

392C FAL

AGAZ

AGAZ2

AGC127

DPU16

AGAZ

AGC127

DPUl6
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Primer

454 FAL

AGA2

AGC127

DPUI6

461C FAL

461G

AGC127

DPUlG

465C FAL

DPULE .

469C FAL

469G

AGA2R

AGC127

DPU16

478 FAL
478G

HrUeR

AGAZR

AGC127

DPUI6  AG23

484C FAL
484G

AGC127

492 FAL
492G

492C

AGAZ

AGC127

498 FAL
498G

DPUI6  AG23

500 FAL

500

Hrué

AGAZ

AGC127

TAG23

503G FAL

512G FAL

AGA2Z2R

AGC127

AG23

Hrue

AGAZ

AGC127

DPUlE AG23

AGC127

AGAZR

DPUl6
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Primer

537C VB
537G

AGAZR

DPUl6

538 vB
538"
538G

540G VB
540C

541 ve
541

Hru6 AGA2 AGC127

DPU16

AG23

542C VB
542G

AGC127

DPUlBR

544C vB
544G

545' VB

~AG23

559 VB

564C vB
564G

AGAZR

DPU16

565 VB
B
565C
565G

Hrue AGA2 AGC127

DPULG6

TAG23

566 VB
566V

AGC127

DPU1l6

578 VB
578
578C
5786

HrUeR AGC127

DPU16

579 vB
579C
579G

DPUl6

604C VB
604G

HrUeR AGAZR

DPUIlGR
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Primer -
621C Bananal AGC127
621G
634C Bananal AGC127R DPUlG
634G
635' Bananal DPU16 AG23
635C
635G
639 Bananal HMrUBR AGAZR AGC127 DPU16 AG23
639
643 Bananal _.“"_—A‘G.é?)” )
643V
644NE _ Bananal AGC127 DPUI6  AG23
048 Bananal o
650 Bananal HrUGR AGA2R AGC127R DPUl6
652 Bananal AGA2R AGC127R DPU16 -
655 Bananal AGC127R DPU16
660 Bananal AGAZR AGCl127 DPUl6 -
664NE RF HrU6R AGA2R AGC127 DPU16G
669 RF
684 RF B L
685 RF L
691 RF AGC127 j B
695 RF AGA2R AGC127R o
702 RF )
704 RF AGA2 AGC127 DPU16 AG23
705 RF AGC127R o
712 RF ) ]
715 RF AGAZR AGC127R _ )
716 RF AGA2 AGC127 DPU16 AG23
717 RF AGA2 AGC127 DPU16  AG23
718Y RF AGAZ2R AGC127 DPU16 AG23
718G )
730 RF -
742 RF AGA2 AGC127 DPU16 CAG23
756" RF AGA2R AGC127R DPU16
756G
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Primer

759C RF AGA2R AGC127 AG23 B
759G )
760 RF -
761 RF DPU16
761"
762 RF AGAZR AGC127 DPUL6 )
765 RF ) ]
767 RF _ -
768 RF AGA?2 AGC127 DPU16 )
793 RF .
795 RF DPU16
795G
809R RF AGAZR AGC127 CAG23
809G

| 822 Sobradinho e o
826 Sobradinho AGAZ -
828R Sobradinho AGA2 AGC127 DPU16 AG23

| 828
828"
828"
833 Sobradinho -
836 Sobradinho  HrU6 AGA2 AGC127 DPU16 AG23
836G
841G Sobradinho HrU6 AGAZ AGC127 DPU16  AG23
843C Sobradinho  HrU6 AGA2 DPU16
843G -
859 Sobradinho )
860 Sobradinho  HrU6 AGA2 AGC127 DPU16 AG23
860"
860"
860"
860"




Primer

863 Sobradinho  Hrué AGA2 AGC127R  DPUl6 )
863"

e

878 Sobradinho AGC127R -
888 Sobradinho AGA2 AGC127 DPU16 ]
893 Sobradinho  HrU6 AGA2R AG23

T

907C Sobradinho o

907G

908C Sobradinho S
e

916 Sobradinho -
917C Sobradinho

917G

1000’ Silvania Hrué AGA2 AGC127 PDU16  AG23
1002 Silvania Hru6 AGA2 AGC127  DPUl6 AG23
1002M

1010' Silvania HrU6 AGA2 AGC127 DPU16  AG23
1010M

10tV

1013 Silvania HrU6 AGA2 -
1017V Silvania Hru6 AGA2 AGC127 DPU16 AG23
1018 Silvania HrU6 AGA2 ]

1026 Silvania HrU6 AGA2 AGC127  DPU16 AG23
1026M

1033 Silvania HrU6 AGA2 AGC127 DPU16 AG23
1033

1034 Silvama HrU6 AGA2 AGC127  DPU16 AG23
1034M

1034

1040 Silvania HrU6 AGA2 AGC127 DPU16 AG23

1040M




Primer

1085 Silvania Hrué AGC127 DPU16  AG23
1085M

1085V

1086M Silvania HrU6 AGC127 DPU16 AG23
1086V

1102V Silvania Hru6 AGA2 AGC127 DPU16 S
1102G

1121" Silvania Hrué AGA2 AGC127 DPUI6  AG23
1121V '

1121M

1122 Silvania AGC127 -
1123V Silvania Hrué AGA2 AGC127  DPUi6
1130' Silvania HrU6 AGA2 AGC127 DPU16 AG23

1130V

1130M

1132V Silvania HrU6 AGA2 DPU16
11326

1134 Silvania AGA2 i )
1134G

1cM™ FAL o
50CM VB AGC127 L

81CM VB AGA2R o

129CM FAL AGA2R

325CM  FAL AGAZR L
805CM VB AGA2R AGC127R

1010CM VB AGC127R .

1105CM VB AGAZR AGC127R

C = Extragdo com clorofane

G = Extragdo com guanidina

‘= 22 tentativa de extrag@o para minisatélite

* = 3* Tentativa de extrag@o para minisatélite

R = ressuspenso em agua Mili-Q
NE = nova extragao
OD = Olho d'Agua
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RF = Riacho Fundo

V = reextra¢io cujo nimero do tubo foi escrito em verde

M = reextrag¢do cujo nimero do tubo foi escrito em verde

Primer seguido da letra R = primer a ser reamplificado por ter apresentado banda fraca no gel
de agarose |

M = reextragdo cujo nimero foi escrito em marron

Numero da amostra seguido da letra R = amostra precipitada e ressuspensa em dgua Mili-Q
CM = material coletado durante coletas para a dissertagao de mestrado em 1594
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