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RESUMO

Conhecido como sapinho da barriga vermelha ou sapito de Darwin,
Melanophryniscus montevidensis ocorre entre 0 municipio de Santa Vitoria do Palmar,
RS, até Montevidéu no Uruguai. Esta classificado na lista da IUCN como vulneravel e
na lista vermelha do estado do Rio Grande do Sul (2014) e lista nacional do Uruguai
como em perigo (2012), suas populacdes estdo em declinio e seu habitat é fragmentado.
O estudo da diversidade genética possibilita a caracterizacdo das populacfes e a criagcdo
de formas mais efetivas para a preservacdo das espécies, uma ferramenta utilizada para
isso sdo marcadores moleculares como os microssatélites. Dessa forma o objetivo desse
trabalho foi de avaliar a diversidade e estruturacdo genética presente nas populacoes de
M. montevidensis, ao longo de sua distribuigdo. Neste trabalho foram utilizadas 79
amostras distribuidas em nove populagdes, duas populacdes localizadas no Brasil e sete
populagdes localizadas no Uruguai. Utilizamos nove primers descritos para M. dorsalis.
Os PCRs seguiram o protocolo desenvolvido para M. dorsalis. Foi analisado a
diversidade alélica, heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada, presenca de
alelos nulos e gargalo populacional. Também o desequilibrio de ligacdo e equilibrio de
Hardy-Weinberg. Foi calculado os indices de Fst, Fis € Fst par a par e a estruturagdo
populacional. Dos nove loci utilizados no trabalho, oito puderam ser utilizados em
andlises de todas as populacBes, um locus teve de ser excluido pois apresentou dificil
identificacdo dos alelos. Seis loci apresentaram alelos nulos, e quatro loci ficaram fora
do EHW para ao menos uma populacdo. A média da diversidade alélica variou de 2,86 a
8,14 alelos por locus. A heterozigosidade observada variou de 0,52 a 0,83 enquanto que
a esperada de 0,68 a 0,88. O indice de endogamia variou de 0,03 a 0,47, com o valor
médio de 0,20. A AMOVA mostrou que a maior parte da diferenciacdo genética esta
entre individuos e ndo entre populacdes, os valores de Fsr também foram baixos
sugerindo uma baixa diferenciacdo populacional. Além disso, o melhor k inferido pela
estruturacdo populacional foi o k igual a um. Duas populagcdes mostraram indicios de
gargalo populacional. A diversidade alélica encontrada nos oito loci de microssatélites
nas populacbes de M. montevidensis foi consideravel, levando em conta a diversidade
alélica presente nas populacdes de M. dorsalis que tinham numeros populacionais
similares. Os alelos nulos sdo um problema recorrente em trabalhos com
microssatélites, eles podem estar relacionados aos indices de endogamia e ter causado 0
desequilibrio de Hardy-Weinberg de alguns dos loci. As duas populacbes que
apresentaram indicios de gargalo merecem atencdo pois eventos de gargalo por varias
geracdes pode levar a extincdo de populacBes. Bem como, os niveis elevados de
endogamia preocupam pois podem levar a diminuicdo do fitness das populacdes. Ndo
houve diferenciagdo nem estruturacdo entre as populacgdes, provavelmente por existir
fluxo génico entre elas. Portanto, esse trabalho mostrou que hd uma diversidade
genética significativa em M. montevidensis observada através dos valores moderados a
altos de diversidade alélica e que ndo hé estruturacdo entre as populagdes. No entanto o0s
indicios de gargalo e os altos indices de endogamia sdo preocupantes e carecem
monitoramento para conservar esta espécie mundialmente ameacada.



ABSTRACT

Known as the red belly toad or ‘sapito de Darwin’, Melanophryniscus montevidensis
occurs from the municipality of Santa Vitéria do Palmar, RS, to Montevideo in
Uruguay. The species is classified as vulnerable in the IJUCN Red List of Threatened
Species and as endangered in the Red List of the State of Rio Grande do Sul (2014) and
the National List of Uruguay (2012). Its populations are in decline and their habitat is
fragmented. Studying genetic diversity allows us to characterize populations and create
more effective ways of preserving species, molecular markers such as microsatellites
are useful in the study of populations. Thus, the objective of this work is to evaluate the
diversity and genetic structure present in the populations of M. montevidensis,
throughout its distribution. The present study used 79 samples, distributed over nine
populations, two of which located in Brazil and seven in Uruguay. Nine primers
described for M. dorsalis were used. The PCRs followed the protocol developed for M.
dorsalis. Allelic diversity, observed and expected heterozygosity, presence of null
alleles and population bottleneck were analyzed, as well as linkage disequilibirum and
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). The Fst, Fis and pairwise Fst indices were
calculated the population structure. Of the nine loci used in the study, eight could be
used in analyzes of all populations, one locus had to be excluded because the alleles
could not be clearly identified. Six loci had null alleles, and four loci showed deviations
from HWE for at least one population. The mean allelic diversity ranged from 2.86 to
8.14 alleles per locus. The observed heterozygosity varied from 0.52 to 0.83 while the
expected one ranged from 0.68 to 0.88. The inbreeding index ranged from 0.03 to 0.47,
with a mean value of 0.20. AMOVA showed that most of the genetic differentiation is
between individuals and not between populations, the Fst values were also low
suggesting a low population differentiation. In addition, the best k inferred by
population structure was k equal to one. Two populations showed signs of a population
bottleneck. The allelic diversity found in the eight microsatellite loci in the populations
of M. montevidensis was considerable, taking into account the allelic diversity in
populations of M. dorsalis with similar population numbers. Null alleles are a recurrent
problem in works with microsatellites, they may be related to inbreeding rates and
might have caused Hardy-Weinberg imbalance of some of the loci. The two populations
that showed signs of bottlenecks deserve attention because bottleneck events over
several generations may lead to the extinction of populations. The high levels of
inbreeding are also alarming because they can lead to a decrease of the population
fitness. There was no differentiation or structuring among populations, probably due to
high gene flow between them. Therefore, this work showed that there is a significant
genetic diversity in M. montevidensis observed through moderate to high values of
allelic diversity and that there is no structuring among populations. However,
indications of bottleneck and high inbreeding rates are worrying and require monitoring
to conserve this worldwide threatened species.



INTRODUCAO

A ordem Anura é a ordem com o maior nimero de espécies e de ecologia mais
diversificada dentro da Classe Amphibia (POUGH, 2008). Os girinos sdo indicadores da
qualidade ambiental pela filtragem de particulas organicas e algas que, em
desequilibrio, poderiam gerar processos eutroficos em ecossistemas aquaticos (SMITH,
2001). Grupos apice de cadeias alimentares, como 0s anuros, participam do controle
ativo de niveis trdficos inferiores, atuando assim na estabilidade dos sistemas
ecologicos (DEL-CLARO e TOREZAN-SILINGARDI, 2006).

A regido neotropical compreende a mais rica fauna de anfibios anuros do mundo
(DUELLMAN, 1990). A grande maioria das espécies de anfibios anuros da regido
Neotropical é reconhecida por apresentar marcada sazonalidade reprodutiva, cuja maior
frequéncia geralmente coincide com os periodos de maior pluviosidade, especialmente
nas regides tropicais da América do Sul (BERNADETE, 2007). Muitas espécies,
inclusive, apresentam reproducdo explosiva, sendo encontradas em atividade apenas
durante poucos dias (MORATO, 2014).

Os anfibios apresentam diversas caracteristicas fisioldgicas e comportamentais
que os tornam altamente vulneraveis as modificagbes do habitat (MORATO, 2001). As
populacdes de anfibios estdo em declinio no mundo todo, entre os fatores causadores
desse declinio estdo a perda e a fragmentacdo de habitat, aquecimento global e invasédo
por espécies exoticas (BECKER, et. al., 2007).

A familia de anuros mais ameacada em numero de espécies é a familia Hylidae
porém, outros grupos como a familia Bufonidae também correm riscos. Dentro da
familia Bufonidae encontra-se o género Melanophryniscus Gallardo, 1961. Este género
inclui 26 espécies de sapos que se distribuem do sudoeste do Brasil até o Uruguai,
centro e norte da Argentina, Paraguai e sul da Bolivia (FROST, 2014). Trabalhos de
filogenia indicam que Melanophryniscus é grupo irmédo de todas as outras espécies de
bufonideos (FROST et al., 2006; PYRON e WIENS, 2011). As caracteristicas mais
notaveis do género sdo as cores chamativas, comportamento de reflexo ‘unken’ (Kwet et
al., 2005) uma rapida metamorfose e a presenga de compostos alcaloides que 0s
individuos obtém através da dieta composta de artropodes (LANGONE, 1994). A
maioria das espéecies do género possui também reproducéo explosiva (Kwet et al., 2005)



na qual apds grandes periodos de chuvas os individuos migram para pogas temporarias e

se reproduzem.

Melanophryniscus montevidensis (PHILIPPI, 1902) se distingue das outras
espécies do género por apresentar manchas amarelas na lateral do corpo (LANGONE,
1994) (Figura 1). A variacdo da coloracédo € bastante grande, caracteristica ndo sé dessa
espécie como das outras do género, tanto que é possivel a identificagdo individual pelo
padréo da coloracdo (ELGUE et al., 2014).

Figura 1: Foto mostrando um espécime de M. montevidensis com coloracéo

caracteristica a espécie.

Sua distribuicdo vai da costa do Rio da Prata e Oceano Atlantico no Uruguai até
a cidade de Santa Vitoria do Palmar, RS, Brasil (KLAPPENBACH e LANGONE, 1992;
BERNARDO-SILVA et al., 2012) (Figura 2). A espécie, assim como as outras do
género, possui reproducdo explosiva. Este sapinho-da-barriga-vermelha esta
classificado na lista da IUCN (2004) como vulneravel, Lista Vermelha do Estado do
Rio Grande do Sul como em perigo (2014) e na lista nacional do Uruguai como em
perigo (CARREIRA e MANEYRO, 2012).
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Figura 2: Distribuicdo geogréafica da espécie M. montevidensis segundo a IUCN
(2016).

Os estudos de modelagem de nicho de M. montevidensis realizado por Bernardo-
Silva et al. (2012) indicam duas areas prioritarias para a conservagdo da espécie. Uma
situa-se no Departamento de Canelones e outra no Departamento de Maldonado, ambas
no Uruguai. No Departamento de Canelones, onde ha grande favorecimento ambiental
ao “sapito de Darwin”, ndo ha registro da espécie ha varios anos sendo que alguns
pesquisadores ja o consideram extinto neste local (MANEYRO e LANGONE, 2001). A
outra area prioritaria para a conservacdo localiza-se no Departamento de Maldonado,
onde ha registros regulares de ocorréncia da espécie, inclusive acBes de conservacao ja
vém sendo implantadas (BERNARDO-SILVA et al., 2012). Como as populacdes de M.
montevidesis podem ter sido extintas no Departamento de Canelones é de grande
urgéncia a criacao de medidas de protecédo na area de Maldonado.

Assim como para as outras espécies de anuros, as pressdes sobre o “sapito de
Darwin” incluem fragmentacdo e perda de habitat (TORANZA e MANEYRO, 2013). A

planicie costeira, local de ocorréncia endémica da espécie, esta em constante
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degradacdo por loteamentos imobiliarios que causam um grande impacto sobre todos o0s
ecossistemas da planicie costeira (BURGER e RAMOS, 2006). As ameacas para M.
montevidensis sdo o aquecimento global (TORANZA e MANEYRO, 2013) e a
potencial contaminacdo com o fungo causador da quitridiomicose (Batachochytrium
dendrobatidis), pois j& ha o relato de contaminagdo de anuros que ocorrem em simpatria
com M. montevidensis com o respectivo fungo (CRAWFORD et al., 2010).

Além de todas estas pressdes e ameagas que pdem em risco a sobrevivéncia das
populagdes do “sapito de Darwin”, outra barreira na conservacao de suas populacdes é a
falta de conhecimento da sua ecologia e biologia. As espécies de anuros que possuem
modo de vida como M. montevidensis sdo conspicuas, 0 que inviabiliza os estudos
ecoldgicos e os levantamentos de biodiversidade (SILVANO e PIMENTA, 2003).
Trabalhos de levantamento de dados observados em campo podem ser de dificil
realizacdo. Em contraponto ferramentas genéticas podem ser muito Uteis para o estudo

de espécies que apresentam modos de vida como M. montevidensis.

Algumas das ameacas como fragmentacdo do habitat podem causar isolamento
de populages e barreiras ao fluxo génico, fazendo com que em longo prazo haja uma
diminuicdo da variabilidade genética e por seguinte diminuicdo no "fitness"
(ALLENDORF e LUIKART, 2007). Por isso a analise da variabilidade genética é
essencial para saber o status de conservacdo das populacbes de uma espécie.
Informacdes sobre a variabilidade genética sdo Uteis na formacdo de planos de manejo,
direcionando atencdo as populagdes que estdo com variabilidade genética baixa ou altos
indices de endogamia e, portanto ocorrem mais risco de extincdo (FRANKHAM et al.,
2008).

Ja foi realizado um trabalho molecular com esta espécie, porém o trabalho
utilizou marcadores mitocondriais como o Cytb e COl (BERNARDO-SILVA, 2012). A
rede de haplotipos de M. montevidensis gerada pelo trabalho sugere que ha uma
expansdo demografica e alta variabilidade genética. Porém marcadores mitondriais
evidenciam um perfil genético mais antigo, pois se comparados por exemplo com
marcadores microssatélites possuem uma taxa de mutacdo mais lenta (FRANKHAM et
al., 2008). Dessa forma microssatélites sdo Uteis na anélise de eventos historicos mais
recentes (PENHA e VIEIRA, 2007).
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Microssatélites sdo uma das ferramentas mais utilizadas em genética de
populagdes, sdo sequéncias simples repetidas (SSRs), as quais consistem de 1 a 6
nucleotideos repetidos in tandem (LI et al., 2002). Os microssatélites possuem um alto
polimorfismo, decorrente das altas taxas de mutacdo nestes loci. Sdo flanqueados por
sequéncias Unicas e por isso podem ser amplificados através de PCR, o que fazem deles
6timos marcadores moleculares para a compreensdo sobre estruturacdo recente das
populacdes (PENHA e VIEIRA, 2007).

Os marcadores moleculares como microssatélites sdo Uteis no estudo de
parametros como a diversidade genética, o grau de cruzamento aleatério e o fluxo
génico (FRANKHAM et al., 2008). E, como possuem elevadas taxas de polimorfismo,

possibilitam o acesso a informagfes genéticas recentes.

OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade e estruturacdo genética presente nas populacdes de

Melanophryniscus montevidensis, ao longo de sua distribuicéo.

Objetivos Especificos

1. Avaliar o sucesso da amplificacdo cruzada dos primers descritos para M.

dorsalis em M. montevidensis;

2. Analisar a variabilidade genética presente nas populacdes de M.
montevidensis através de indices como diversidade alélica, heterozigosidade observada

e heterozigosidade esperada;
3. Verificar possiveis barreiras ao fluxo génico e gargalos de garrafa;

5. Através dos dados de variabilidade e estruturacdo genética gerar informacoes
para utilizacdo em planos de manejo e conservacdo da espécie globalmente ameagada

M. montevidensis.
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METODOLOGIA
1. Amostragem

As amostras utilizadas no respectivo trabalho foram obtidas para a realizacdo do
trabalho de doutorado de Bernardo-Silva (2012) junto ao programa de pds-graduacao
em Ecologia (PPGECO UFRGS) e foram usadas neste trabalho de forma independente
do trabalho anterior. As amostras estdo depositadas no Laboratério de Citogenética e
Evolucdo no Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

A localizacdo aproximada das populacGes é mostrada na Figura 3. Sdo 79

amostras distribuidas em nove popula¢des como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Localidade das populagdes, nimero amostral e ano da sua coleta.

Localidade Populacéo N Ano da coleta
Santa Vitéria do Palmar, BRA SAVI 5 Nov 2010
Chui, BRA CHUI 21 Jun 2009
La Coronilla, URY LACO 14 Mar 2004
Cerro Verde, URY CEVE 3 Out 2007
Cabo Pol6nio, URY CAPO 20 Mar 2004
Rocha, URY LAPE 2 Fev 2004
Rocha, URY LARO 2 Ago 2002
Rocha, URY BAIN 2 Jan 2004
Rocha, URY PERO 10 Jan 2004

13



55°W 53°W

80° W 55° W 30°W

Uruguay

60 30 0 60 km
B BN

Brazil

Populations’' locality

@
@

o000

SAVI

CHUI

LACO

CEVE

CAPO

LAPE; LARO; BAIN; PERO

31°S

33°8

34°S

35°8

Figura 3: Mapa das Localidades amostradas das Popula¢des de M. montevidensis no sul do Brasil (Rio Grande do Sul) e Uruguai.
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2. Extracdo de DNA

A extracdo do material genético (DNA) foi feita de acordo com a técnica de
CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987) a partir de fragmentos de pele, musculo ou figado. A
concentracdo e a qualidade do material genético extraido foi medida no aparelho
NanoDrop® 1000 (Uniscience). As amostras foram entdo diluidas a uma concentracao

de 10 ng/ul e armazenadas a -20°C.

3. Amplificacdo dos Fragmentos de Microssatélite e Genotipagem

O desenvolvimento de marcadores microssatélites tem um custo alto e a
transferibilidade de primers entre espécies relacionadas, ou seja, de mesma familia, e
mais precisamente do mesmo género neste caso, pode ser uma alternativa para reducao
destes custos (SILVA et al., 2013). Por isso, para a amplificagdo dos fragmentos de
microssatélite de M. montevidensis foram utilizados nove pares de primers descritos
para M. dorsalis (MEDEIROS, 2014). Os primers utilizados foram Medol, Medo2,
Medo3, Medo4, Medo5, Medo6, Medo7, Medo8 e Medo9.

As condi¢Oes da Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction -
PCR) foram as mesmas utilizadas para a amplificacdo dos fragmentos de M. dorsalis
com eventuais modificacdes. Na Reacdo em Cadeia da Polimerase padrdo foi usado um
terceiro primer universal M13 junto com uma das trés fluorescéncias FAM, HEX ou
NED, e uma cauda M13 no primer forward, segundo metodologia de Schuelke (2000).
No Mix da PCR foi usado 40 ng de DNA, 1x PCR tampéo, 4mM de MgCl, 8 pmol do
primer reverse e M13, 2 pmol do primer foward, 0,4 mM de dNTP, 1U de Taqg DNA
polimerase (Ludwing Biotec) e 0,5 uL de BSA (Bovine serum albumin, 10 mg/ml). A
reacao total foi de 20 pL.

O PCR foi realizado no termociclador, com os seguintes ciclos de temperatura:
94° por 5 minutos, 30 ciclos de 94° por 30 segundos, temperatura média de anelamento
do primer (53°-62°) por 45 segundos e 72° por 45 segundos, seguido por 8 ciclos para o
anelamento da cauda M13 de 94° por 30 segundos, 53° por 45 segundos e 72° por 45
segundos, e uma extensdo final de 72° por 10 minutos. A temperatura média de cada

primer foi a mesma usada no protocolo desenvolvido para M. dorsalis, sendo que para
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algumas amostras que ndo amplificaram com esta temperatura, ela foi diminuida para

um ou dois graus abaixo da temperatura inicial estabelecida.

Apos a amplificacdo dos fragmentos via PCR, os mesmos foram verificados em
gel de Poliacrilamida n&o-desnaturante 6% para saber se a amplificacdo foi realizada
com sucesso e sem contaminacdo por amostras exdgenas. A genotipagem foi realizada

pela empresa sul-coreana Macrogen no sequenciador automatico AB13100.

4. Analise de Dados

O tamanho dos alelos gerados pela amplificacdo foi visualizado no programa
Peak Scanner Software (Applied Biosystems). A presenca de alelos nulos, no programa
Micro-checker (VANOOSTERHOUT et al., 2004) com 95% de intervalo de confianca e
1000 replicacdes. O teste para verificacdo de gargalos de garrafa realizado no programa
Bottleneck (CORNUET e LUIKART, 1996) utilizando os modelos de mutacdo SMM
(Stepwise mutation model; KIMURA e OHTA, 1978) e TPM (Two-phase model; DI
RIENZO et al., 1994). Para 0 modelo TPM foi utilizadoo parametro padrdo de 70% de
SMM. Para verificar a significancia foi observado o valor de p do teste de Wilcoxon
para excesso e deficiéncia de heterozigosidade. O programa Arlequin (EXCOFFIER et
al., 2005) foi usado para a analise de diversidade genética, para o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) com 10.000 cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) e 1.000
replicacdes no teste de desequilibrio de ligacdo (DL). O valor de p foi ajustado através

da correcdo de Bonferroni (RICE, 1989) para ambos os testes.

O mesmo programa foi utilizado para calcular os demais indices de diversidade
genética como o numero de alelos, heterozigosidade observada e heterozigosidade
esperada. Além do Fsr, Fis, Fst par a par com 10100 permutacGes. A AMOVA gerada
pelo programa Arlequin foi executada a nivel individual, calculado o Fis de cada
populacdo com 10.000 permutacdes. E a estruturacdo populacional no programa
Structure (PRITCHARD et al., 2000), com 10 rodadas independentes e um k de 1 a 9.

Foram utilizadas duas abordagens Bayesianas para analisar a estrutura genética e
atribuir grupos entre as amostras. O programa Structure (PRITCHARD et al., 2000) foi
definido com dez rodadas independentes para cada k, variando de 1 a 9 com 1.000.000
de interagbes para MCMC e 500.000 interacOes de burn-in assumindo o modelo de

miscigenacdo. A primeira analise foi feita com frequéncias independentes de alelos,
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enquanto que a segunda foi realizada com frequéncias alélicas correlacionadas. Foram
definidas corridas com o modelo LOCPRIOR, que incorpora informacéo populacional a
priori. Este modelo permite uma melhor performance onde existe poucos loci como
também poucos individuos, ou valores ndo suficientes de divergéncia (HUBISZ et al.
2009). Para inferir o melhor nimero de grupos (k) das amostras, foi utilizado o maior
valor de likelihood, de acordo com Pritchard (2000). Strucutre Harvester (DENT e
VONHOLDT 2012), bem como Clumpp (JAKOBSSON e ROSENBERG 2007) e
Distruct (ROSENBERG 2004) foram utilizados para gerar os graficos de estruturacéo

genetica.

RESULTADOS

Os nove loci descritos para M. dorsalis amplificaram e se mostraram
polimorficos nas populacGes de M. montevidensis. Porém o locus Medo5 apresentou
varios picos aglomerados na maioria das populac@es, dificultando a identificacdo dos
verdadeiros alelos, por isso, teve que ser excluido das analises. Apenas na populacédo

CHUI foi possivel identificar com clareza os alelos amplificados pelo Medob5.

No teste de desequilibrio de ligacdo os pares Medo2 e Medo3 apresentaram
desequilibrio de ligacdo apenas na populacdo LACO, apds correcdo de Bonferroni
(RICE, 1989).

O locus Medol apresentou alelos nulos para as populagdes CHUI, CAPO e
LACO. O Medo3 para CHUI e CAPO. O Medo4 para LACO. O Medo7 para CHUI. O
Medo8 para CHUI, PERO, CAPO e LACO. E o Medo9 para PERO. Apenas os loci
Medo2 e Medo6 nédo apresentaram alelos nulos para nenhuma das populagdes.

A média da diversidade alélica variou de 2,86 a 8,14 alelos por locus nas
populacdes. A diversidade alélica foi diretamente proporcional ao nimero de individuos
amostrados em cada populacdo. A heterozigosidade observada variou de 0,42 a 0,83
enquanto que a heterozigosidade esperada de 0,68 a 0,88. O locus Medol ficou fora do
EHW em duas populacdes, os loci Medo3 e Medo7 em uma populacgéo e o locus Medo8
em trés populagdes. O indice de endogamia variou de 0,03 a 0,47, como mostra a
Tabela 2.
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Tabela 2: Populagdes e seus respectivos nimeros amostrais (N). Diversidade genética mostrada através da
média de alelos (A), Heterozigosidade observada (Ho) e Heterosigosidade esperada (He). Loci fora do
equilibrio de Hardy-Weinberg em cada populacdo (EHWD) e indice de endogamia de cada populacédo
(Fis).

Populagéo N A Ho He EHWD* Fis
CHUI 20 7,62 0,5318 0,6827 Medo?, 0,2188**
Medo8
SAVI 5 4,37 0,6208 0,7442 - 0,0316
PERO 10 6,25 0,5680 0,7517 Medo8 0,1912**
LARO 2 3,00 0,8333 0,8333 - 0,0000
LAPE 2 2,86 0,7857 0,8809 - 0,0000
BAIN 2 3,14 0,7142 0,8333 - 0,2000
CAPO 20 8,14 0,6367 0,8052 Medol,3,8 0,1891**
LACO 14 6,62 0,5219 0,7512 Medol,8  0,2753**
CEVE 3 3,42 0,4286 0,7333 - 0,4705

*Apos corre¢do de Bonferroni (RICE, 1989)
**Valores significativos (p<0,05)

Os resultados da AMOVA indicaram que 76% da diferenciacdo estd entre
individuos, 21% entre individuos da mesma populacdo e apenas 3% entre as
populacdes. O valor de Fir foi de 0,24 (p<0,05) e o Fisde 0,21 (p<0,05). O Fst foi de

0,030 (p<0,05) e o Fst par a par teve valores baixos como mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Valores de Fst par a par entre as populagdes.

CHUI SAVI PERO LARO LAPE BAIN CAPO LACO CEVE

CHUI

SAVI 0,0689*

PERO  0,0646* 0,08086*

LARO 0,1461* 0,1526 0,0872

LAPE 0,1295* 0,1244 0,0145 0,0667

BAIN -0,0075  0,0576 0,0337  0,2157 0,1478

CAPO 0,0333* 0,0419 0,0309* 0,0393 0,0678 -0,0161

LACO 0,0544* 0,0191 0,0143 0,0778 0,0749 -0,0076 0,0199

CEVE 0,0055 0,0326 0,0862 0,2036 0,1794 -0,0470 0,0069  0,0502

*Valores significativos (p<0,05).
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Devido as exigéncias feitas pelo programa Bottleneck, o teste de gargalo de
garrafa foi feito somente para popula¢Bes que apresentavam um nimero amostral maior
que dez. O teste indicou excesso de heterozigotos apenas no modelo T.P.M para a
populacdo LACO. Defict de heterozigotos do modelo S.M.M. na populacdo CHUI. E na
populacdo CAPO os dois modelos indicaram dados opostos, enquanto que o modelo
T.P.M indicou excesso de heterozigotos o modelo S.M.M. indicou déficit de

heterozigotos. Na populagcdo PERO ndo se encontrou nenhuma evidéncia de gargalo.

O melhor k inferido pelo programa Structure foi um, o qual foi o valor de k com
maior likelihood e menor desvio padréo (Figura 4). Isso indica que as populacfes de M.
montevidensis sdo similiares entre si como mostra a Figura 5, e ndo estdo estruturadas,
provavelmente devido ao fluxo génico. As figuras 6 e 7 mostram a analise para k2 e k9
que continuam ndo evidenciando estruturacdo nas populagdes com o aumento dos

clusters confirmando que o k1 é o que melhor responde ao conjunto de dados.
L(K} {(mean +- 50
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Figura 4: Gréafico apresentando os valores de likelihood e desvio padrdo para os
direfentes K’s analisados (k=1 & k=9).
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1.CHUI _2.SAVI_3.PERO_4.LARO_5.LAPE_6.BAIN_7.CAPO_S8.LACO_9.CEVE

Figura 5: Gréafico de estruturacdo génica gerado pelo programa Structure para o
melhor K (k=1), de acordo com o maior valor de likelihood apresentado anteriormente.

1.CHUI _2.SAVI_3.PERO_4.LARO_5.LAPE_6.BAIN_7.CAPO_8.LACO_9.CEVE

Figura 6: Demonstracdo da falta de estruturacdo gerada para a analise bayesiana

guando testado dois clusters genéticos (K=2).

[4]5][6]

0] [2][3] (8] [9]

1.CHUI _2.SAVI_3.PERO_4.LARO_5.LAPE_6.BAIN_7.CAPO_8.LACO_9.CEVE

Figura 7: Demonstracdo da falta de estruturacdo gerada para a analise bayesiana

quando foi testado nove clusters genéticos (K=9).
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DISCUSSAO
1. Aplicagédo dos marcadores de microssatélite

O isolamento e caracterizacdo de loci de microssatélites requer recursos
financeiros e tempo disponivel. Torna-se mais rapido, facil e barato a utilizacdo de
marcadores microssatélites previamente isolados e caracterizados para espécies
filogeneticamente proximas (SILVA, 2013). O sucesso na amplificacdo cruzada varia
entre os diferentes taxons. E em ‘répteis’, aves ¢ mamiferos o sucesso da amplificagdo

cruzada em espécies do mesmo género € alto (BARBARA et al., 2007).

Em geral a amplificacdo cruzada tem mais éxito em animais do que em plantas
(BARBARA et al, 2007). Neste trabalho oito dos nove loci de microssatélites
previamente descritos para M. dorsalis apresentaram uma boa amplificacdo em M.
montevidensis, servindo para a analise genética das popula¢fes. Mesmo ap0s varias
mudangas no protocolo de PCR, o Medo5 teve que ser excluido devido a dificuldade na
identificacdo de seus alelos na maioria das populacdes. Esse locus de microssatélite ndo
deve ser excluido de estudos populacionais dessa espécie ou mesmo de outras espécies,
pois teve um bom resultado para uma populacdo de M. montevidensis. Além disso, sera
feito ainda um refinamento no protocolo de PCR a fim de otimizar a amplificacdo dos

alelos nesse locus e facilitar a identificacdo dos resultados da genotipagem.

Quando um conjunto de microssatélites é isolado e caracterizado para uma
espécie e aplicado numa espécie filogeneticamente proxima esperamos encontrar uma
diversidade de alelos menor devido aos loci utilizados ndo serem especificos. Porém as
populacdes de M. montevidensis apresentaram uma diversidade de alelos similar as de
M. dorsalis. Inclusive algumas populagbes de M. montevidensis tiveram maior
diversidade alélica do que todas as popula¢fes de M. dorsalis analisadas no trabalho de
Medeiros, (2014). A populacdo com maior diversidade genética de M. dorsalis foi a
populacdo de Arambaré com 20 individuos amostrados e com uma média de 6,44 alelos
por locus. Trés das nove populacGes de M. montevidensis apresentaram diversidade

alélica superior a populacdo mais diversa de M. dorsalis.

Logo, o presente trabalho demonstra que os microssatélites descritos para M.

dorsalis apresentaram também amplificacdo nas popula¢fes de M. montevidensis. E,
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podem ser usados no estudo de genética das populaces de M. montevidensis, bem

como, serem testados para utilizacdo em outras espécies do género Melanophryniscus.

2. Diversidade Genética

As populagdes de M. montevidensis apresentaram de 2,86 a 8,14 alelos por locus
com uma média de 4,7 alelos por locus. A variagdo tdo grande no nimero de alelos se
deve ao numero amostral de cada populacdo. Populagcdes que apresentavam poucos
individuos como LARO, LAPE, BAIN (N=2) mostraram um baixo numero de alelos
(3,0; 2,86; e 3,14 respectivamente). Portanto nessas populagdes com um N muito baixo
a diversidade genética esta bastante subestimada.

A diversidade alélica encontrada nos oito loci de microssatélites nas populagdes
de M. montevidensis foi consideravel, levando em conta a diversidade alélica presente
nas populacdes de M. dorsalis que tinham nimeros populacionais similares. BESSA-
SILVA et al (2008) estudaram a diversidade genética em espécies da mesma familia que
M. montevidensis como Rhinella marina, esta espécie apresentou 8,5 alelos por locus,
sendo bem superior que em M. montevidensis. Porém, cabe ressaltar que R. marina é
uma espécie com status de conservacdo pouco preocupante, tem populagdes grandes, é
de grande porte de compararada com M. montevidensis e em alguns locais inclusive, é
exotica e invasora (MACIEL, 2008). Alem disso, M. montevidensis est4 restrito a faixa
litordnea enguanto que a espécie R. marina é florestal e tem menos limitacdes para
dispersdo. Como o teste de desequilibrio de ligacdo apresentou significancia entre os
pares Medo2 e Medo3 apenas na populagdo LACO enguanto nas outras oito populactes
estes loci ndo indicaram estar ligados é plausivel que estes loci realmente ndo estejam
ligados. Ndo foi encontrada nenhuma ligacdo entre os loci nas populacdes de M.
dorsalis (MEDEIROS, 2014), o que corrobora que realmente ndo ha ligacdo entre

nennhum dos pares de microssatélite.

Houve presenca de alelos nulos em seis dos oito loci. Estudos populacionais com
0 uso de marcadores de microssatélites enfrentam um problema de alelos nulos, isto &, a
auséncia de um produto de PCR, causado pelas mutacdes nas regides flanqueadoras de
microssatélites e levando a falsa homozigose em individuos heterozigotos
(KORDICHEVA et al, 2010). Nas populacdes de M. dorsalis apenas dois dos nove loci
apresentaram alelos nulos (Medol e Medo3), os mesmos apresentaram alelos nulos em

M. montevidensis.
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Os alelos nulos causam uma superestimacdo de homozigotos e subestimacéo de
heterozigotos. Porém outro fator genético que causa um aumento no numero de
homozigotos e diminuicdo do nimero de heterozigotos € o cruzamento entre parentes, a
endogamia. Como a endogamia leva a desequilibrios nas propor¢des genotipicas,
populacdes que apresentam niveis elevados de endogamia apresentam frequéncias
alélicas fora do EHW (FRANKHAM et al., 2008).

Com os resultados podemos observar que cinco dos seis loci que apresentaram
alelos nulos também ficaram fora do EHW para ao menos uma das populagdes. E que o0s
unicos dois loci que ndo apresentaram alelos nulos (Medo2 e Medo6) néo ficaram fora
do EHW para nenhuma das popula¢fes. Ao mesmo tempo alelos nulos também fazem
com que loci fiquem fora do EHW. Por isso, para saber se os individuos identificados
como homozigotos sdo verdadeiramente homozigotos seria necessario a aplicacdo de
outros pares de primers para estes loci (KORDICHEVA et al, 2010). Porém, no
momento, pares de primers adicionais ndo estdo disponiveis para fazer uma segunda

andlise de cada locus que apresenta alelos nulos.

Outro fator que pode levar a perda de heterozigotos € o gargalo populacional por
varias geracdes (FRANKHAM et al., 2008). Os resultados dados pelo modelo T.P.M no
programa Bottleneck indicam gargalo populacional na populacdo LACO, enquanto o
modelo S.M.M. indica gargalo na populacdo CHUI. Na populacdo CAPO néo é possivel
saber se houve um gargalo populacional, pois os dois modelos indicaram informacdes
opostas. Enquanto que o modelo T.P.M indicou excesso de heterozigotos, o modelo
S.M.M indicou déficit de heterozigotos.

Alelos sdo perdidos, especialmente os raros, e as frequéncias dos alelos séo
distorcidas nas populacdes submetidas ao gargalo (FRANKHAM et al., 2008). Nessas
populacdes que apresentam gargalo (LACO e CHUI) eventos como a perda de habitat
ou eventos catastroficos naturais podem ter causado a diminui¢do populacional e perda
de diversidade genética, por isso essas populacdes carecem de monitoramento, pois
eventos de gargalo por varias geragbes podem levar a extingdo de populacdes
(FRANKHAM et al., 2008).
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3. Indice de Endogamia

O Fis indice de endogamia, apresentou valores significativos para metade das
populacbes. A média das populagdes foi de 0,20 sendo um valor moderado e que carece
atencdo. A endogamia é de profunda importancia na biologia da conservacdo, uma vez
que ela leva a redugbes na heterozigosidade. Uma grande consequéncia pratica da
endogamia é que os homozigotos para os alelos recessivos deletérios tornam-se mais
frequentes do que em populac6es que se reproduzem ao acaso. Uma vez que populagdes
naturalmente exogamicas contém alelos deletérios (na maioria das vezes parcialmente
recessivos) em frequéncias baixas, a endogamia aumenta os riscos de expor esses alelos
nos homozigotos (FRANKHAM et al., 2008).

A depressao por endogamia pode ser comum na natureza, refletindo tanto a falha
de estratégias de evitar endogamia como a tolerancia a endogamia quando evita-la é
oneroso (HUCHARD et al., 2016). Fatores como a baixa dispersdo dos organismos
pode levar com que haja cruzamento entre individuos aparentados. Nos ratos-toupeira-
pelado por exemplo, hd uma baixa dispersdo dos filhotes fazendo com que eles fiquem
no grupo familiar e quando adultos reproduzam com parentes elevando os indices de
endogamia (ROSS-GILLESPIE et al., 2007). Por ser de pequeno porte, provavelmente
M. montevidensis tenha uma baixa dispersdo, que pode se refletir no indice de

endogamia.

Outra caracteristica da biologia desta espécie e que pode estar relacionada aos
indices moderados de endogamia é seu modo reprodutivo. A reproducdo ocorre durante
todo ano, apos grandes chuvaradas (KWET et al., 2005). A chuva funciona como um
gatilho, que quando acionado faz com que 0s sapos migrem para as lagoas com agua

(lagoas permanentes ou temporarias).

Pouco se sabe sobre aspectos reprodutivos mais especificos da reproducdo deste
sapo. Dessa forma, ndo sabemos se esta espécie possui mecanismos de identificar
individuos aparentados e evitar cruzamento com tais. O fato de ocorrer uma reproducéo
explosiva apo0s eventos de chuva pode influenciar nos indices de endogamia,
LESBARRERES (2003) estudou Rana dalmaltina, que apresentava niveis elevados de
endogamia e uma das suas hipoteses era de que a espécie poderia ter um sistema

reprodutivo complexo onde nem todos os machos adultos tinham acesso a reproducéo.
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No trabalho de LESBARRERES (2003) sdo usadas duas populacdes de Rana
dalmaltina, uma populagdo sem impacto antrépico e outra situada & beira de uma
rodovia. O indice de endogamia foi maior na populacdo situada perto da rodovia (Fis =
0,544) do que na populacdo ndo impactada (Fis = 0,315) ressaltando que impactos
antropicos podem causar distarbios populacionais que causam um aumento nos indices

de endogamia.

4. Estruturacao e Diferenciacio Populacional

Os dados gerados pelas analises da AMOVA apontam que h& uma baixa
diferenciacdo entre as populagdes, sendo que apenas 3% da diferenciagcdo ocorre entre
as populacbes. A maior diferenciacdo € intrapopulacional, ou seja, entre os individuos
de uma mesma populacdo. Os resultados do Structure corroboram com as informacdes
geradas pela AMOVA, pois o melhor k inferido foi o k igual a 1. Isso significa que néo

ha estruturacdo genética nas populacbes de M. montevidensis estudadas neste trabalho.

A mutacdo seguida de selecdo e a deriva genética sdo forcas que causam a
diferenciacéo entre as populag¢fes. Enquanto que a migracdo homogeiniza as populacdes
(FRANKHAM et al., 2008). Portanto, como ndo hé estruturacdo entre as populacdes,
provavelmente h&a um alto fluxo génico entre elas, causada pela migracdo. A migracdo é
possivel em cendrios onde as populacfes estdo proximas o bastante e ndo ha barreiras ao
fluxo génico. Para manter o fluxo génico entre populacdo ndo sdo necessarios muitos
migrantes, FRANKHAM (2008) diz que apenas um migrante por geracdo é suficiente

para manter o fluxo génico e ndo deixar que as populacdes se diferenciem.

CONCLUSAO

O primeiro passo para a conservacdo de uma espécie € ter conhecimento sobre
ela. Mas algumas espécies ndo sdo faceis de serem observadas em campo, ou de serem
utilizadas para trabalhos ecoldgicos (SILVANO e PIMENTA, 2003). Para estes casos a
ferramenta molecular é muito Gtil. Melanophryniscus montevidensis, assim como as
outras espécies do género, € dificil de ser encontrado em campo, 0s sapos deste género
geralmente sé aparecem na época reprodutiva. A coleta de alguns individuos e a analise
molecular pdde elucidar informacGes sobre a biologia desta espécie e que podem ser

usadas na conservacéo dela.

25



Neste trabalho podemos ver que os primers descritos para M. dorsalis podem ser
utilizados nas populagdes de M. montevidensis e serem usados para estudos de genética
populacional. As populacbes de M. montevidensis deste trabalho apresentaram
diversidade genética consideravel, com um bom numero de alelos se comparado a
espécie para qual os primers foram descritos, e a unica dentro do género que possui

estudos de genética populacional, M. dorsalis.

Além de apresentar uma diversidade alélica significativa, a analise de oito loci
de microssatélites indica que ndo h& estruturacdo entre as populagdes de M.
montevidensis. A partir disso, supomos que ha um alto fluxo génico entre as populacbes
que pode estar relacionado as curtas distancias entre as populacdes e a auséncia de

barreiras ao fluxo génico.

Apesar disso, alguns dados gerados pelo trabalho sdo preocupantes do ponto de
vista genético para a conservacao desta espécie. Os altos indices de endogamia podem
levar & longo prazo a expressdo de alelos deletérios e a diminui¢do do fitness dessas
populacdes. Assim como a evidéncia de gargalo em duas populacdes merece
monitoramento, pois eventos de gargalo podem levar populacfes a extincdo devido a

perda de diversidade genética.

O sapito de Darwin, listado como ameagcado em duas listas nacionais e como
vulneravel mundialmente é endémico da faixa litoranea que se estende do sul do Brasil
até o departamento de Montevideo no Uruguai (KLAPPENBACH e LANGONE, 1992).
Ele ocorre num ambiente que vem sendo cada vez mais impactado por acdes antropicas,
a perda de habitat €, sendo a principal, umas das principais pressdes sob essa espécie.
Vem causando declinios populacionais e até mesmo extin¢do local da espécie. Hoje, o
sapo que leva o nome de Montevideo ndo ocorre mais la, e ndo é s 1a. Ha muito tempo
ndo se encontra mais esta espécie no departamento de Canelones, local onde ha um
grande favorecimento ambiental como relatado pelo trabalho de BERNARDO-SILVA e
colaboradores (2012).

Nosso trabalho mostra que M. montevidensis tem uma diversidade genética
significativa, mas ao mesmo tempo o relato de extin¢des locais da espécie junto com a
evidéncia de gargalo para duas populagfes preocupa. A funcdo da genética da

conservacao € de preservar as espécies como entidades dindmicas, capazes de evoluirem
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para adaptarem-se as mudancas ambientais (FRANKHAM et al., 2008). Portanto, o

momento de a¢des para conservacao da espécie € agora.

Agora, aonde as populagdes do sapito de Darwin ainda resguardam diversidade
e sdo capazes de responderem as mudancas ambientais. Espero que as informacgoes
geradas pelo trabalho possam ser usadas a fim da conservacao da espécie, afinal, ndo

podemos esquecer: extingdo é para sempre.
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