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Estrutura genética de populacGes de Scinax granulatus (Peters) (Amphibia,
Anura) de Bromeliaceae do Reflgio da Vida Silvestre dos Campos de Palmas
(PR)

RESUMO

Os estudos com anuros despertam interesse de diversos pesquisadores devido a presenga
destes animais em quase todo o planeta, facilidade de manuseio e, principalmente, por eles
serem bons indicadores de equilibrio ecolégico. O conhecimento da variabilidade genética e
sua distribuicdo espaco-temporal sdo fundamentais para uma andlise correta da situacdo e
deteccdo de possiveis ameacas para uma espécie. Nos Ultimos anos, a integracdo entre as
informac@es fornecidas por marcadores nucleares e mitocondriais tem se tornado recorrente,
ja que possuem diferentes taxas de evolucdo. Scinax granulatus, assim como outros anfibios
anuros, tem ampla distribuicdo e pode ser considerada bioindicadora da qualidade ambiental.
Através do uso dos marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e da
amplificacdo do D-loop do DNA mitocondrial, este trabalho teve como objetivo determinar a
diversidade e estrutura genética de subpopulac@es de S. granulatus de uma lagoa no Reflgio
da Vida Silvestre dos Campos de Palmas — PR. Dos 28 individuos coletados, os do lado A da
lagoa estavam em uma uUnica bromélia (Lado A) (n=8) e os individuos do lado B foram
divididos em 3 grupos, pois foram coletados em bromélias de diferentes arvores: Lado B —
Bromélia 1 (n=10), Lado B — Bromélia 2 (n=5) e Lado B — Bromélia 3 (n=5). A partir da
extracdo do genoma total, o DNA foi analisado pelo marcador nuclear ISSR e o D-loop do
DNA mitocondrial foi amplificado. O marcador nuclear mostrou-se altamente polimorfico
para todas as subpopulacdes, sendo que 95.02 % da variacdo genética foi intrapopulacional e
4,98% interpopulacional. Verificou-se a ocorréncia de elevado fluxo génico entre ambos 0s
lados da lagoa, j& que ndo houve diferenciacdo significativa entre estas subpopulagdes. O
indice de diferenciacdo genética interpopulacional exibiu valores moderados para a
subpopulacdo Lado B — Bromélia 3 em relacdo as demais, onde o Fg variou de 0.064 a 0.1009,
0 que pode estar relacionado ao comportamento reprodutivo e desenvolvimento destes
anfibios nas bromélias, que constituem excelentes micro-habitats. A amplificacdo do DNA
mitocondrial revelou a existéncia de trés fragmentos com diferentes comprimentos para o D-
loop, sendo este o primeiro indicio da ocorréncia de heteroplasmia em anuros neotropicais.
Embora ainda sejam necessérios estudos mais detalhados, os resultados deste trabalho
possibilitardo a elaboracdo de um plano de manejo adequado para garantir a manutencdo dos
niveis de diversidade genética de S. granulatus.

Palavras-chave: D-loop. ISSR. Marcador molecular. Heteroplasmia. Reproducdo. Bromélia.



Genetic structure of populations of Scinax granulatus (Peters) (Amphibia,
Anura) on Bromeliaceae from the Refugio de Vida Silvestre dos Campos de
Palmas (PR)

ABSTRACT

The studies about anuran amphibians have generate interest of several researchers due the
presence of these animals in almost the entire planet, its easy handling, and mainly because
they are good indicators of ecological balance. The knowledge of the genetic variability status
and its spatial and temporal distribution are essential for accurate analysis and detection of
potential threats to a species. In the latest years, the integration of information provided by
nuclear and mitochondrial markers have become recurrent, since they have different rates of
evolution. The Scinax granulatus, like other amphibians, is widely distributed and can be
considered as bio-indicator of environmental quality. Through the use of molecular markers
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) and amplification of mitochondrial DNA D-loop, this
study aimed to determine the genetic diversity and population structure of S. granulatus on a
lagoon at the Refugio de Vida Silvestre dos Campos de Palmas - PR. From the 28 sampled
individuals, those one’s from A-side of the lagoon formed a single group (Side A) (n=8), and
side B individuals were divided into 3 groups, as they were collected in bromeliads on
different tree: Side B - Bromeliad 1 (n= 0), Side B - Bromeliad 2 (n=5) and Side B -
Bromeliad 3 (n=5). The total DNA was purified and analyzed by nuclear ISSR marker and the
mitochondrial DNA D-loop was amplified. The nuclear marker was highly polymorphic in all
subpopulations, whereas 95.02% of the genetic variation was intrapopulation and 4.98%
interpopulation. There was a high occurrence of gene flow between both sides of the lagoon,
since there was no significant differentiation between these subpopulations. The index of
interpopulation genetic differentiation exhibited moderate values for the population Side B -
Bromeliad 3 in relation to the others, where Fst ranged 0.064-0.109, which may be related to
reproductive behavior and development of these amphibians in bromeliads, which are
excellent micro-habitats. The amplification of mitochondrial DNA D-loop showed three
fragments of different lengths, which is the first indication of the occurrence of heteroplasmy
in neotropical frogs. Although it still need more detailed studies, the results of this research
will enable the development of an appropriate management plan in order to ensure the
maintenance of the levels of genetic diversity of S. granulatus.

Keywords: D-loop. ISSR. Molecular marker. Heteroplasmy. Reproduction. Bromeliad.
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CAPITULO 1

Analises do mtDNA em anuros neotropicais (Amphibia: Anura): estudos
evolutivos e populacionais
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ANALISES DO mtDNA EM ANUROS NEOTROPICAIS (AMPHIBIA:
ANURA): ESTUDOS EVOLUTIVOS E POPULACIONAIS

Resumo

Os anfibios anuros sdo considerados importantes modelos para entender os efeitos das
atividades antropicas sobre os ecossistemas naturais. A partir da constatacdo de um declinio
global de suas populagdes, a comunidade cientifica entrou em estado de alerta, e os estudos
com estes organismos se intensificaram. Na regido Neotropical, onde exibem sua maior
diversidade, ainda persistem muitas lacunas de conhecimento acerca de aspectos
filogenéticos, filogeograficos, sistematica e diversidade genética. Gragas aos avangos no
entendimento do DNA mitocondrial (mtDNA), muitos pesquisadores tem se voltado a
conhecer melhor esta biodiversidade através do emprego desta molécula. O mtDNA é uma
molécula relativamente simples, mas que possui diversas caracteristicas que o tornam um
marcador molecular excelente. Uma delas € a existéncia, no mesmo genoma, de regides com
diferentes taxas evolutivas. A escolha do marcador mitocondrial a ser empregado depende do
tipo de estudo a ser realizado. De uma forma simplista, as regides codificantes (COl, 12S e
16S rRNA e Cytb) sdo mais conservadas e fornecem importantes informacdes para analises
filogenéticas e filogeogréaficas (inclusive entre taxa superiores), enquanto regides mais
variaveis, como o D-loop, uma das Unicas regides ndo codificantes do genoma mitocondrial,
cuja taxa de substituicao de nucleotideos € a maior em comparagdo com 0s outros marcadores,
é capaz de revelar a existéncia de diversidade intra e interpopulacional. Apds ser escolhida a
regido adequada e tomados os devidos cuidados na interpretacdo dos dados fornecidos pelo
sequenciamento do mtDNA, esta ferramenta pode fornecer dados importantes para o
conhecimento do real status de variabilidade genética e biodiversidade dos anuros, o que é
fundamental para garantir a tomada das medidas adequadas para a sua conservacao.

Palavras-chave: Heteroplasmia. NUMTSs. COI. Cytb. 12S. 16S. D-loop. Anura. Hylidae.
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Introducéao
A regido Neotropical compreende o territorio que se inicia no México e se estende até

o sul da América do Sul. Sua formacéo geoldgica ocorreu de forma lenta, com periodos de
aquecimento e resfriamento gradativos do planeta no decorrer de milhares de anos, permitindo
que os mecanismos do processo evolutivo atuassem. Este processo de formacdo estd
intimamente relacionado aos elevados indices de diversidade de espécies encontrados em
paises como Brasil, Coldmbia Peru e Equador, considerados megadiversos (JOLY, 2007).

Embora a regido Neotropical destaque-se por concentrar a maior biodiversidade do
planeta (JOLY, 2007), as acdes antropicas tém sido extremamente degradantes e implacéaveis
na reducdo da biodiversidade, o que representa um prejuizo incalculavel a fauna e a flora
mundial. Para mitigar os efeitos das acGes humanas e garantir a manutencdo da
biodiversidade, os estudos voltados a elaboracdo de planos de manejo e conservacdo de
espécies tém sido cada vez mais frequentes.

Dentre os animais, um grupo que tém ganhado destaque neste tipo de estudo sdo 0s
anfibios, uma vez que apresentam caracteristicas anatdmicas, fisioldgicas e comportamentais
que os tornam excelentes bioindicadores da qualidade ambiental (MAZZOTTI et al., 2007;
WAKE; VREDENBURG, 2008). Dentre estas caracteristicas pode-se evidenciar o ciclo de
vida bifasico, com parte de seu desenvolvimento em ambiente aquéatico e parte em ambiente
terrestre, a dependéncia da dgua para a reproducdo, ovos altamente suscetiveis a dessecacéo,
necessidade de micro-habitat para a reproducdo e pele semipermedvel, atributos estes que os
tornam extremamente sensiveis a alteracbes ambientais (BLAUSTEIN et al., 1994;
BLAUSTEIN; WAKE, 1995; ARZABE, 1999).

Em razdo desta sensibilidade, os anfibios tém sido utilizados como um termémetro
para avaliar os resultados das a¢Ges humanas sobre os ecossistemas. A ordem Anura, que
compreende espécies de anfibios cosmopolitas que revelam sua maior diversidade na regido
Neotropical (BRUSCHI, 2010), tem sido alvo de diversos estudos com diferentes abordagens:
estudos de levantamentos faunisticos (COLOMBO et al., 2008; RIBEIRO-JUNIOR;
BERTOLUCI, 2009; MAFFEI; UBAID; JIM, 2011), estudos comportamentais (BEVIER et
al., 2008; MAFFEI et al., 2011; DABES et al., 2012; MORESCO, 2013), analises histoldgicas
(SANTOS; OLIVEIRA, 2007; MORESCO, 2013) e, com destaque nos ultimos anos, a analise
molecular (CHEK et al., 2001; FAIVOVICH et al., 2010; WIENS et al., 2010; GVOZDIK et
al., 2010; COX et al., 2012).

Muitos destes estudos moleculares s6 foram possiveis apos o desenvolvimento da

técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (MULLIS et al., 1986), que levou a
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avancos cientificos significativos, pois permite a replicacdo in vitro do DNA a partir de
quantidades minimas de material genético e, de forma extremamente répida.

As atuais metodologias para a analise do DNA fazem com que ele seja uma ferramenta
poderosa no estudo da biodiversidade, pois permite inferir sobre as relacbes filogenéticas
existentes entre os individuos, caracterizacdo de espécies, classificagdo sistematica, além de
fornecer dados importantes a cerca da diversidade genética intra e interpopulacional.

A partir de 1963, quando Nass e Nass (1963) encontraram algumas fibras na matriz
mitocondrial e as caracterizaram como acidos nucleicos, muitos foram os avangos em relacéo
ao conhecimento do DNA mitocondrial (mtDNA), sendo amplo o conhecimento sobre sua
estrutura, funcdo, forma de herdabilidade e evolugéo.

O mtDNA animal tem tamanho reduzido, entre 15 e 20Kb e organiza-se de maneira
relativamente simples. Como cada mitocondria possui uma molécula de DNA, e cada célula
possui uma quantidade grande desta organela, uma Unica célula possui diversas copias do
mtDNA (WALLACE, 2000), o que facilita seu isolamento. A heranca do mtDNA é
predominantemente materna, portanto, trata-se de um DNA hapldide e em razdo disso ndo
ocorre recombinacdo (CAVALLI-SFORZA, 1998; BOORE, 1999; RANTANEN; LARSON,
2000); no entanto, sua taxa de evolugdo é superior a do DNA nuclear, 0 que pode ser
explicado pela ocorréncia de erros durante a replicacdo, a exposicdo continua aos efeitos
mutagénicos de radicais de oxigénio, que tem a capacidade de comprometer o0 DNA, aliados a
falta de histonas de protecdo e um sistema de reparo ineficiente (MIYAZONO et al., 2002;
NELSON; COX, 2011).

Vaérias regibes do DNA mitocondrial sdo utilizadas para estudos genéticos de
populacbes naturais, sendo informativas em comparagGes intra e interespecificas
(BIGNOTTO, 2010). Entretanto, é preciso considerar as diferencas existentes entre 0s
marcadores mitocondriais para garantir a escolha da regido adequada ao tipo de anélise que se
pretende realizar.

Através de levantamento bibliografico, o objetivo deste trabalho foi de caracterizar
estruturalmente o DNA mitocondrial, bem como relacionar a particularidade de seus genes
com os diferentes enfoques das analises genéticas: sistematica e taxonomia, filogenia,
filogeografia e diversidade genética e suas aplicacbes no estudo de anfibios anuros

neotropicais.
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Discussao

Estrutura da mitocondria
A mitocondria é uma organela importante para 0 metabolismo celular. Com forma

arredondada ou alongada, esta presente no citoplasma das células eucariontes, e participa da
respiracdo aerdbia e de diversas outras fungbes (LOGAN, 2006; NELSON; COX, 2011). Séo
mais numerosas nas células com metabolismo energeético alto, como as células musculares
estriadas. Em muitas células as mitocondrias se distribuem por todo o citoplasma, mudando
constantemente de posicdo pela atividade de proteinas motoras do citoesqueleto
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

As mitocdndrias apresentam duas membranas que envolvem um espaco interno, onde
se localiza a matriz mitocondrial (ALBERTS et al., 2007). As membranas mitocondriais sdo
bicamadas de fosfolipidios, sendo que a membrana externa é lisa e muito permeével a
pequenas moléculas e ions, enquanto a membrana interna é praticamente impermeéavel. Esta
ultima apresenta invaginacdes que formam cristas, que aumentam sua superficie, e contém a
cadeia transportadora de elétrons, ou cadeia respiratoria, ADP-ATP-translocase e ATP
sintase, responsaveis pela respiracdo celular, além de outros transportadores de membrana
(NELSON; COX, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A cadeia transportadora de elétrons é constituida por: Complexo | ou NADH-
desidrogenase; Complexo Il ou succinato-desidrogenase; Complexo Il ou Ubiquinona:
citocromo c-oxirredutase e Complexo IV ou citocromo-oxidase. Além destas moléculas, faz
parte da cadeia respiratoria o citocromo ¢, que se move entre os Complexos Il e IV como
uma proteina livremente sollvel. A transferéncia de elétrons por esta cadeia libera a forca
préton-motriz que impulsiona a sintese de ATP, a medida que os prétons fluem passivamente
de volta a matriz, através de um poro para protons associado com a ATP-sintase (Complexo
V) (ZEVIANI; DONATO, 2004; NELSON; COX, 2011).

A génese da cadeia respiratoria, assim como a producdo de outras proteinas
relacionadas ao metabolismo mitocondrial, esta sob o controle de dois sistemas genéticos
separados: 0 genoma nuclear e o genoma mitocondrial (ALBERTS et al., 2007; ZEVIANI,;
DONATO, 2004).

A partir de sua descoberta (NASS; NASS, 1963), diversas pesquisas levaram a um
avanco no entendimento da estrutura, funcionamento e evolugdo do genoma mitocondrial
(BERMINGHAM et al, 1986; CANN et al., 1987; CAVALLI-SFORZA, 1998). Os sistemas
genéticos mitocondriais consistem em DNA e a maquinaria molecular. A maquinaria inclui as

macromoléculas necesséarias para transcri¢do e traducdo (ALBERTS, 2007; NELSON; COX,
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2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Muitas das macromoléculas sdo codificadas por
genes mitocondriais, mas algumas sdo codificadas por genes nucleares e, portanto, necessitam
ser importadas do citosol (SNUSTAD; SIMONS, 2010). Na Figura 01 pode-se observar um
esquema da cadeia transportadora de elétrons e quais das suas moléculas constituintes sdo
sintetizadas a partir das informag6es contidas no genoma mitocondrial. Em particular, quatro
dos cinco complexos da cadeia respiratoria (I, 111, IV e V) contém ambos os polipeptidios:
nucleares e mitocondriais (ZEVIANI; DONATO, 2004).

Complex | Complex Il Complex Il Complex IV Complex V
.
H
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Succinate Fumarate
NADH NAD"
ADP + Pi ATP
H*
128
RNA
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w

COllK g N
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Figura 1. Cadeia respiratoria (esquema superior) e DNA mitocondrial humano (esquema inferior). No esquema
superior, as moléculas representadas na cor cinza correspondem a subunidades codificadas pelo genoma nuclear,
enquanto as que estdo indicadas em cores diferentes mostram a correlagdo com o genoma mitocondrial:
subunidades do complexo | = azul; subunidade do complexo Il = verde; subunidades do complexo IV =
vermelho; subunidades do complexo V = amarelo. Pi = fosfato inorganico; Cyt ¢ = citocromo ¢; CoQ =
coenzima Q. No esquema inferior, 0 genoma mitocondrial representando seus genes em cores diferentes: genes
para o Complexo | = azul; Cyth, Complexo Il = verde; Complexo IV = vermelho; Complexo V = amarelo;
tRNA = cinza; rRNA = roxo. Cit b = citocromo b; COI = Complexo I; COIl = Complexo II; COlll = Complexo
111 (ZEVIANI; DONATO, 2004).
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Genoma mitocondrial

O mtDNA tem estrutura relativamente simples, sendo constituido por uma Unica
molécula de DNA circular de fita dupla, formada por duas cadeias: a cadeia interna ou cadeia
leve (L) e a externa ou cadeia pesada (H), verifica-se uma diferenca de densidade entre
ambas, ocasionada pela distribuicdo assimétrica de guaninas e citosinas, desta forma, a
primeira é constituida maioritariamente por pirimidinas, e a segunda, € rica em purinas
(CAVALLI-SFORZA, 1998; SNUSTAD; SIMONS, 2010; NELSON; COX, 2011, MORAIS,
2013).

O mtDNA ndo possui introns, todas as sequéncias codificantes sdo contiguas, no
entanto, existem duas zonas ndo codificantes, uma regido com aproximadamente 1Kb que
contém a origem de replicacdo da cadeia pesada: D-loop, ou Regido Controle, e uma regido
com 30 nucleotideos que serve como origem de replicacdo da cadeia leve, sendo o restante
composto por regides codificantes, que na grande maioria dos animais, correspondem a 37
genes, sendo 2 para rRNAS, 13 que codificam subunidades de proteinas da cadeia respiratoria
e 22 para tRNAs (CAVALLI-SFORZA, 1998; BOORE, 1999, NELSON; COX, 2011; Figura
02). Os tRNAs e os rRNAs codificados pelo mtDNA sdo utilizados exclusivamente na sintese

de proteinas mitocondriais.
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Figura 2 Esquema do DNA mitocondrial de um anfibio anuro (ZHANG et al., 2009)
O mtDNA possui algumas particularidades que o tornam excelente em estudos de

populacbes. Entre elas esta a heranca predominantemente materna, a auséncia de
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recombinacdo (por se tratar de um DNA haploide), elevada taxa de evolugdo, tamanho
reduzido e organizacdo relativamente simples (uma Unica molécula de DNA circular de fita
dupla), além de ser facilmente isolado e apresentar varias copias nas células (CLAYTON et
al., 1974; CAVALLI-SFORZA, 1998; BOORE, 1999; WALLACE, 2000; ALBERTS, 2007).

Verifica-se uma elevada taxa mutacional no mtDNA, que estima-se ser 10 vezes maior
que a observada no DNA nuclear (GALTIER et al., 2006; HOWELL et al., 2007; VAN
OVEN; KAYSER, 2009). Algumas das caracteristicas do genoma mitocondrial que parecem
ser responsaveis por esta alta variacdo sdo: sua proximidade a cadeia respiratoria, que
corresponde a principal fonte celular de radicais livres de oxigénio, que sdo gerados pela
fosforilacdo oxidativa, além disso, muitas enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos e
xenobidticos também estdo associadas a membrana interna e podem contribuir para o
aumento da taxa de mutac6es no mtDNA. A auséncia de histonas, que tem um efeito protetor
no DNA nuclear, e mecanismos de reparo pouco eficientes sdo outros fatores determinantes
para a ocorréncia de um elevado polimorfismo no DNA mitocondrial (MIYAZONO et al.,
2002; AVISE, 2004; DI MAURO, 2004; NELSON; COX, 2011).

A molécula do mtDNA provou ser um eficiente marcador para estudos de evolucao
animal, assim como de filogeografia, filogenia e genética populacional (BIGNOTTO, 2010).
A comparacdo de suas sequéncias tém se tornado um importante instrumento para analises
intra e interespecificas, com aplicacdes em diversos tipos de estudos relacionados a historia
biogeografica (GONCALVES et al.,, 2007, TEDESCHI, 2013), relacbes filogenéticas e
taxondmicas (MIRANDA, 2012; BRUSCHI et al., 2013; DINELLI, 2013; TEDESCHI,
2013), estimativas do nivel de variabilidade genética, caracterizacdo da estrutura populacional
e estudos de genética de conservacdo (DUMONT et al., 2009; LUI et al., 2012).

Uma caracteristica interessante desta molécula é a combinacdo de regides mais
conservadas com regifes que apresentam altas taxas de substituicdo (FRANCISCO et al.,
2001). A andlise dos polimorfismos do mtDNA corresponde a principal fonte de informacao
em estudos filogeograficos e filogenéticos durante as ultimas décadas. Entretanto, a escolha
da sequéncia do genoma mitocondrial a ser considerada depende da problematica a ser
resolvida (ANANIAS, 2002), pois cada gene do mtDNA exibe caracteristicas singulares, ja
que a pressao evolutiva atua de forma diferenciada dentro do proprio genoma mitocondrial,
onde as sequéncias ndo-codificadoras normalmente apresentam maior variabilidade do que o
DNA codificador. Sob este prisma, as regifes mais variaveis sdo favoraveis para determinar
as relacOes existentes entre espécies proximas e para identificar o status da variabilidade
geneética intra e interpopulacional, enquanto as regiées mais conservadas, que correspondem

as regides transcritas, sao recomendadas para examinar as relagcdes filogenéticas entre os taxa
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superiores, como géneros e familias (AUSTIN, 2002; FROST, 2006; MOTA, 2010;
MIRANDA, 2012; BRUSCHI et al., 2013).

Entre os marcadores moleculares mitocondriais mais utilizados estdo o Citocromo b
(Cytb), Citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI), 12S e 16S (rRNA) e o D-loop ou Regiao
Controle, cujas caracteristicas estdo apresentadas na tabela 01.

O citocromo oxidase b é um dos genes codificadores de proteinas com maior
importancia no mtDNA, ele contém alguns cdédons com evolucdo rapida e outros com
evolucdo lenta, ou seja, tanto regiGes mais conservadas como mais variaveis, em razéo disso,
tem sido empregado na construcdo de relacbes filogenéticas tanto em niveis intra ou
interespecificos (DREW et al., 2010; THANGARAJ; LIPTON, 2011) como em niveis
filogenéticos mais elevados (HARDMAN; LUNDBERG, 2007). Gracas a este amplo espectro
de aplicacdo, corresponde a um dos genes mais sequenciados em vertebrados, além de ser um
gene bem conhecido com relacéo a sua dinamica evolutiva e atividade do seu produto génico
(ESPOSTI et al., 1993).

De acordo com Calcagnotto (In: MATIOLI; FERNANDES, 2012), a compara¢do
entre a quantidade de substituicbes de nucleotideos em algumas proteinas com o tempo de
divergéncia de algumas espécies, revela que, no exame de taxa cada vez mais distantes, o
namero de substituicdes aumenta de forma quase constante. Algumas proteinas passaram a ser
utilizadas como uma espécie de cronémetro para a estimativa do tempo de divergéncia entre
0s taxa, como um “reldgio molecular” e dentro do genoma mitocondrial, a regido génica
empregada nesta finalidade é o Cytb (IRWIN et al., 1991).

Na tentativa de facilitar a identificacdo e diferenciacdo de espécies, criou-se o conceito
de DNA Barcode (“codigo de barras”), um sistema de identificagdo de espécies através do
sequenciamento de uma pequena regido do genoma. A regido proposta para esta finalidade em
todos os grupos de animais é o citocromo c¢ oxidase subunidade I (COIl), que esta se
mostrando altamente eficaz na identificacdo de diversas espécies. Com cerca de 650pb,
corresponde a uma regido curta o suficiente para ser sequenciada rapidamente, e por um custo
baixo, e longa o suficiente para revelar alteracGes entre as espécies (BORISENKO et al.,
2009; STRUTZENBERGER et al., 2010).

Costa et al. (2007) observaram que 0s niveis de divergéncia da sequéncia de

nucleotideos em crustaceos foram de 19 a 48 vezes maior entre as especies que entre 0S



Tabela 1. Caracteristicas e aplicagdes dos principais marcadores mitocondriais
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N ) Tamanho Taxa de NUmero de L
Regido/Gene Sigla . ) Aplicagao
(pb)* mutacao hits**
) ) o Construcéo de relacdes filogenéticas tanto em niveis intra ou
Citocromo b oxidase | Cytb 1000 média 357 ) » o _ ) )
interespecificos, como em niveis mais elevados filogeneticamente.
Citocromo c oxidase ) - ) . _ o
) Coil 730 baixa 4007 DNA barcode; Analises filogenéticas e filogeograficas.
subunidade 1
Util tanto na resolucdo de divergéncias genéticas profundas quanto
12S rRNA 12S 950 baixa 13758 no esclarecimento das relagbes filogenéticas de taxa mais
relacionados.
DNA barcode para os anfibios, além de analises filogenéticas e
16S rRNA 16S 500 baixa 29085 filogeogréficas tanto entre taxa relacionados como em maiores
divergéncias.
. Estudos de diversidade genética intra e interpopulacional, assim
Regido Controle ou o _ o o o
D-loop | 1000 alta 2982 como entre espécies relacionadas; analise da variabilidade genética e

D-loop

estrutura de populacoes.

* Tamanho aproximado de acordo com as sequéncias depositadas no GenBank para anuros. **NUmero de sequéncias (completas e parciais)

depositadas no GenBank para anfibios anuros até o dia 22 de Janeiro de 2014.
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individuos de uma mesma espécie e concluiu que a variacdo de sequéncia COI foi eficaz para
discriminar as espécies deste grupo. Hebert et al. (2004) constataram grandes diferencas entre
a sequéncia COI de diferentes espécies de passaros, em comparacdo com pequenas diferencas
intraespecificas, confirmando a eficacia do codigo de barras COI também na identificacdo de
espécies de aves.

Para Jimbo et al. (2011), o DNA Barcode pode ser utilizado como um protocolo
oficial para a identificacdo de insetos e outros grupos, ndo como um competidor da taxonomia
tradicional, mas como uma ferramenta de auxilio para a descoberta e descricdo de novos taxa.

Os RNAs ribossdmicos (rRNA) tém um importante papel na sintese proteica, como as
mitocdndrias sdo organelas com intensa atividade metabolica, apresentam seus proprios genes
para esta molécula: um para a subunidade maior e outro para a subunidade menor. O gene 16S
codifica a subunidade maior dos ribossomos mitocondriais, e corresponde a uma das
sequéncias mais estudadas dentre os marcadores mitocondriais, sendo extensamente utilizada
em estudos filogenéticos. Vences et al. (2005), trabalhando com anfibios, verificaram que este
gene é suficientemente varidvel para identificar inequivocamente espécies, assim como COl,
além disso, os autores consideraram que os primers usados por eles podem ser considerados
universais e recomendaram o uso do 16S como um marcador de “cddigo de barras” adicional
para os vertebrados. Souza (2010) sugeriu este gene como marcador para abelhas, uma vez
que ele mostrou grande capacidade na diferenciacéo de espécies de Melipona, Scaptotrigona e
Trigona, pois se trata de um marcador mitocondrial altamente conservado, mas as mutacdes
sdo comuns em algumas regides variaveis, que correspondem a lacos na estrutura do RNA
ribossomal, o0 que garante uma quantidade suficiente de mutacfes entre as espécies.

O gene 12S codifica a subunidade menor dos ribossomos mitocondriais €, assim como
0 16S, corresponde a uma regido bastante conservada, com ampla utilizacdo no entendimento
das relacdes filogenéticas e filogeograficas. Muitos estudos utilizam as informacGes destes
dois genes de forma integrada (AUSTIN, 2002; RON et al., 2006; FAIVOVICH et al., 2010;
VIEIRA, 2010), de acordo com Vences et al. (2005), os genes 12S e 16S rRNA podem ser
considerados marcadores padrdo para a reconstru¢do da filogenia em anfibios. Além dos
anfibios, o gene 12S rRNA tem sido aplicado em andlises filogenéticas de diferentes grupos
animais, como peixes (WANG et al., 2001), répteis (VAN DER KUYL et al., 2002), aves
(DIMCHEFF et al., 2002) e moluscos (BARUCCA et al., 2004).

Outra regido do genoma mitocondrial muito estudada atualmente é o D-loop. Com
aproximadamente 1Kb, é uma das Unicas regides ndo transcritas do mtDNA, no entanto, nao
pode ser considerada uma regido ndo-funcional, pois nela localizam-se o ponto de origem de

replicacéo e os principais promotores de transcricdo do mtDNA, desta forma, a replicacdo se
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inicia nesta regido e resulta na formacdo de uma al¢a de deslocamento com a cadeia pesada
recém sintetizada (TAKAMATSU, 2002), o que explica o seu nome “alga em D”
(Displacement Loop).

Além das sequéncias do promotor, comp&e 0 D-loop trés pequenas regides conhecidas
como regides hipervariaveis I, Il e 111 (HVI, HVII e HVIII) (SNUSTAD; SIMONS, 2010). As
taxas de mutacdo em HVI e HVII séo especialmente elevadas, conferindo ao D-loop uma taxa
mutacional de 2 a 5 vezes maior do que para todos os genes mitocondriais codificantes de
proteinas; logo, corresponde a regido mais variavel deste genoma. Em razdo disso, é frequente
utilizada em estudos de diversidade genética intrapopulacional, pois é mais sensivel do que
loci protéicos como um marcador de estruturacdo filogeogréafica de muitos organismos sob
escalas micro evolucionarias de tempo, ja que mostra uma rapida substituicdo de nucleotideos
e alto nivel de polimorfismos intraespecificos (MCMILLAN; PALUMBI, 1995; AVISE,
2000; ROLDAN et al., 2009).

Desafios na utilizacdo do mtDNA

Embora a utilizacgdo do mtDNA seja crucial para elucidar alguns aspectos
concernentes as relacGes evolutivas, sistematicas e ecoldgicas dos seres vivos, alguns
cuidados devem ser tomados para evitar falsas interpretacdes. Entre as possibilidades que
devem ser consideradas durante a sua utilizagdo estdo: heranca biparental (em alguns casos),
heteroplasmia, rel6gio molecular variavel, regides génicas sob pressdo de selecdo purificadora
e presenca de coOpias de partes de seus genes localizadas no genoma nuclear como
pseudogenes (NUMTSs) (De-XING; HEWITT, 1996). Dentre estes, merecem destaque a
heteroplasmia e os NUMTSs, pois podem levar a maiores falhas de interpretagdo caso néo
sejam detectados.

Heteroplasmia

A maioria dos seres vivos possui genoma mitocondrial homoplasmico, ou seja,
apresentam um Gnico genoétipo mitocondrial (AVISE; LANSMAN, 1983). Na condicéo
oposta, a heteroplasmia, se observa a existéncia de mais do que um genotipo de mtDNA em
um mesmo individuo, no entanto, esta condi¢do é considerada rara, ja que existem poucos
relatos bem documentados sobre esta condigdo em animais superiores (BERMINGHAM et
al., 1986; NELSON; COX, 2011).

As consequéncias das mutacdes no mtDNA heteroplasmico séo dependentes do tipo e
da localizagdo das mutacOes, taxa de replicacdo da célula e segregacdo de MtDNA

(MUNWES et al., 2011). Além disso, pode se apresentar de duas maneiras: heteroplasmia de
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sequéncia e heteroplasmia de comprimento, onde na primeira as sequéncias apresentam
diferentes nucleotideos em uma posi¢do determinada e na segunda as sequéncias apresentam
diferentes tamanhos devido a insercoes e/ou delegdes.

Acredita-se que, durante a replicacdo do mtDNA, erros da polimerase do mtDNA,
promovem a sintese de uma cadeia complementar com variacdo no tamanho em relacdo a
sequéncia original, num processo denominado “deslize de replicagdo” (replication slippage),
gerando copias heteroplasmicas do mtDNA (FUMAGALLLI et al., 1995). Grandes diferencas
no comprimento do D-loop ou proximo a ele, tém sido atribuidas a variagdes no nimero de
copias das repeticdes em tandem nesta regido. Para Munwes et al. (2011), o menor
comprimento das repeticdes em tandem e a ocorréncia de um numero menor de cdpias
heteroplasmicas do DNA mitocondrial estdo relacionados a funcGes mitocondriais mais
eficientes, o que pode estar associado a uma melhor sobrevida sob condi¢des extremas.

Os fatores relacionados com esta condi¢do ainda sdo controversos. Para Calloway et
al. (2000), a frequéncia de heteroplasmia aumenta com a idade, e pode ser uma condi¢do
hereditaria ou um fendmeno de natureza somatica. Entretanto, Lagerstrom-Fermér et al.
(2001) monitoraram 4 mulheres com heteroplasmia durante uma década e demonstraram que
a heteroplasmia no D-loop é herdada e mantém-se em niveis estaveis ao longo do tempo,
inexistindo relagdo com o aumento da idade. Corroborando esta Gltima hip6tese, os dados de
Camargo et al. (2011) apontam para a auséncia de correlacdo entre a idade, sexo e etnia com a
ocorréncia de heteroplasmia em seres humanos.

Além dos relatos bem documentados referindo-se a ocorréncia de heteroplasmia em
seres humanos (LAGERSTRC")M-FERMER et al., 2001; DOOSTI; CAMARGO et al., 2011;
DEHKORDI, 2011; MORAIS, 2013), esta condicdo ja foi observada também em Drosophila
mauritiana (SOLIGNAC et al., 1983), morcegos (WILKINSON; CHAPMAN, 1991), peixes
(BERMINGHAM et al., 1986) e em algumas espécies de anfibios (BERMINGHAM et al.,
1986; MATSON et al., 2006; MUNWES et al., 2011).

Ainda sdo necessarios maiores estudos para entender sua etiologia e implicagoes.
Além disso, nenhum trabalho relatando a ocorréncia de heteroplasmia em anuros neotropicais

foi publicado até o0 momento.

Pseudogenes mitocondriais (NUMTS)
Os pseudogenes, também conhecidos como cdpias mitocondriais no DNA nuclear
(NUMTS), sdo cépias ndo funcionais de sequéncias do mtDNA incorporadas ao genoma

nuclear (LEITE, 2012). A transferéncia de genes mitocondriais para 0 genoma nuclear pode
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acontecer por transferéncia direta, ou pode ser mediada por RNAs, em casos em que se
acredita na participacdo de elementos virais (SONG et al., 2008).

Durante a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), em alguns casos, 0s primers
utilizados se anelam a sequéncia do NUMT tdo bem como, e as vezes até melhor que nas
sequéncias mitocondriais de interesse. Se esta sequéncia for confundida com a sequéncia
mitocondrial do gene alvo, pode ser um problema na obtencdo de hipdteses filogenéticas e
analises populacionais, ja que possuem taxas de substituicdo de bases desiguais e,
consequentemente, historias evolutivas distintas (WILLIAMS; KNOWLTON, 2001;
MIRANDA, 2012). De acordo com Strugnell e Lindgren (2007), quando transferidos para o
nacleo, os genes mitocondriais perdem sua funcdo original, e ficam livres para acumular
mutacdes, embora a taxa de mutacdo do DNA nuclear seja menor do que a do mtDNA.

De acordo com Williams e Knowlton (2001), existem quatro possibilidades para a
observacdo de mudltiplas cdpias de um gene mitocondrial: a contaminacdo por outros
organismos ou DNA exdgeno no laboratério, heteroplasmia, vazamento parental e duplicacao
de genes mitocondriais. Eliminando a possibilidade de ocorréncia das trés primeiras opcoes,
tém-se a confirmacdo da existéncia dos NUMTSs. Entretanto, sua identificacdo é simplificada
quando se segue o Checklist sugerido por Cristiano et al. (2012), onde a presenca de regides
sobrepostas, presenca de codons putativos de terminacdo, insercoes e delecfes de 1 ou 2 pb e
indicios de auséncia de selecdo (substituicdes aleatdrias), sdo considerados fortes indicativos
da existéncia de fragmentos do genoma mitocondrial integrados ao genoma nuclear.

Muitas destas regides ja foram identificadas em diversos grupos de organismos,
incluindo artrépodes, fungos, plantas, protozoarios e vertebrados (BENSASSON et al., 2001;
RICHLY; LEISTER, 2004; HAZKANI-COVO et al., 2010). Quando identificadas e avaliadas
da maneira adequada, fornecem informaces valiosas sobre o passado evolutivo dos seres

ViVos.

Anuros neotropicais

A Classe Amphibia compreende trés ordens: Ordem Anura, que inclui 0s sapos, rés e
pererecas, Ordem Caudata, que compreende as salamandras e Ordem Gymnophiona, que
inclui as cecilias (FROST, 2014). Os estudos com anuros despertam o interesse devido a
presenca destes animais em quase todo o planeta, a facilidade de manuseio e, principalmente,
por serem bons indicadores do equilibrio ecologico (DIXON et al., 2011).

A Ordem Anura abrange espécies de anfibios cosmopolitas e na regido Neotropical
ocorre sua maior diversidade (BRUSCHI, 2010). Dentro de Anura, Hylidae é atualmente a

mais numerosa, sendo constituida por 936 espécies (FROST, 2014) que se destacam pela
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ampla distribuicdo, o que as tornam convenientes para estudos comparativos (MORESCO,
2013), representando bons modelos para estudos sobre comportamento reprodutivo,
migratorio e aspectos evolutivos (HADDAD, 1987); em razdo disso, a maioria dos trabalhos
envolvendo anfibios referem-se a esta familia.

Ciclo de vida bifasico, com dependéncia da &gua no periodo inicial de
desenvolvimento, necessidade de micro-habitat para reproducéo, pele semipermeavel a alguns
gases e liquidos e a migracdo restrita a pequenas distancias estdo entre as caracteristicas
anatdmicas, fisiologicas e comportamentais dos anuros que fizeram com que fossem
considerados possiveis bioindicadores da qualidade ambiental (BLAUSTEIN; WAKE, 1995;
ARZABE, 1999; MAZZOTTI et al., 2007; WAKE; VREDENBURG, 2008).

Além do mais, sdo comprovadamente mais sensiveis a exposi¢cdo a radiacdo UV-B
(BLAUSTEIN et al.,, 1994), fragmentacdo de habitats (ARMSTRONG; CONTE, 2010),
mudancas climéaticas (POUNDS, 1994), contaminacdo por produtos quimicos (BRIDGES;
SEMLITSH, 2000) e aumento de doengas infecciosas (BRIGGS et al., 2005), sendo inclusive
relatado nos Gltimos anos um declinio global de suas populacdes (YOUNG et al., 2001,
CAREY et al., 2001; KIESECKER et al., 2001; BIEK et al., 2002; WAKE; VREDENBURG,
2008; DIXON et al., 2011).

Embora a fungdo como bioindicador nédo esteja completamente esclarecida, Sousa et
al. (2008) sugerem que, possivelmente, os anuros podem funcionar como bioindicadores da
diversidade de outros grupos da biota, inclusive de invertebrados, ou entdo grupos diferentes

da fauna podem responder de forma semelhante aos efeitos da perturbacao e sucessao.

Anuros neotropicais e 0s marcadores mitocondriais

Os anfibios neotropicais sdo conhecidos por exibir notavel estrutura filogeografica e
divergéncias genéticas profundas, sendo necessaria grande quantidade de tempo para que
diferencas fenotipicas possam evoluir (LOUGHEED et al., 2006).

O emprego dos marcadores mitocondriais em seu estudo exibe especial importancia
por fornecer dados relevantes para o esclarecimento das questfes taxonémicas e filogenéticas
deste grupo morfologicamente muito conservado (DAWOOQOD et al., 2002; FOUQUET et al.,
2007), correspondendo a grande parte das inferéncias realizadas até entdo para representantes
da familia Hylidae (CHEK et al., 2001; DARST; CANNATELLA, 2004; MORIARTY;
CANNATELLA, 2004; FAIVOVICH et al., 2005; WIENS, 2005; GOMEZ-MESTRE et al.,
2008; FAIVOVICH et al., 2010; WIENS et al., 2010, GVOZDIK et al., 2010).

Segundo Salducci et al. (2005), o nivel de homoplasia em dados morfoldgicos,

ecologicos e fisiologicos para o clado Neobatrachia ainda é subestimado, ja que a sistematica
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de anfibios ainda se baseia, em grande parte, na morfologia. Refor¢ando a importancia da
utilizagdo integrada dos marcadores mitocondriais e nucleares.

Os anfibios representam um desafio quanto a obtencdo de sequéncias barcode, pois
em muitos individuos o gene COI varia de maneira muito significativa de um individuo para
outro e ndo pode ser utilizado de forma confidvel para diferenciar especies (MARSHALL,
2005). Frente a isso, Vences et al. (2005) apresentaram evidéncias de que o gene mitocondrial
16S rRNA pode ser considerado o DNA barcoding universal para os anfibios, sendo inclusive
mais eficiente que o COI na identificacdo deste grupo de animais.

Lougheed (2006) observou a diferenciacdo intraespecifica de Dendropsophus
leucophylatus (=Hila leucophilata) através da andlise conjunta de dados morfolégicos,
ecologicos e genéticos (regido 16S do mtDNA), relatando divisao filogenética dentro desta
espécie, porém com uma pequena estruturacdo geografica. Outro estudo que integra os dados
biogeograficos com dados moleculares da regido 16S é o de Funk (2007), que constatou que o
rio Madre de Dios (Peru) pode estar atuando como uma barreira geogréfica para o fluxo
génico entre populacdes de Engystomops petersi.

Faivovich et al. (2010) realizaram uma reclassificacdo sistematica envolvendo
sequéncias mitocondriais e nucleares, suas analises resultaram em uma hipétese genética bem
suportada para Phyllomedusinae, onde encontraram padrdes interessantes de diversidade de
sequéncias dentro de Phyllomedusa, com casos de divergéncia de sequéncias muito baixa
entre espécies reconhecidas (P. centralis e P. oreades), bem como alta divergéncia entre
populacdes atualmente considerados da mesma espécie (por exemplo: P. nordestina e P.
tomopterna). Ainda, propuseram uma hipétese filogenética que fornece um quadro histérico
para uma discussao da evolucdo dos caracteres associados a biologia reprodutiva, a fisiologia
do controle da perda de agua e a producdo de peptideos bioativos. Mota (2010) empregou o0
uso do mtDNA através do sequenciamento do D-loop e 16S para o estudo de diferentes
populagdes de Philomedusa bicolor da Amazonia, onde verificou um padréo de diferenciacéo
mediado pelo isolamento por distancia, tendo em vista as grandes distancias geograficas
encontradas entre as localidades de coleta.

Ron et al. (2006) propuseram a filogenia dos anuros tropicais do género Engystomops
que pertencem ao grupo de espécies Physaleumus pustulosus, utilizando 12S e 16S rRNA. A
analise filogenética, que incluiu todos os taxa conhecidos e duas espécies ainda ndo descritas,
revelou a ocorréncia de monofiletismo para o género, sendo Engystomops filogeneticamente
muito relacionado com Physalaemus, o que esclarece o porqué de ambos terem sido
agrupados em um unico género (Physalaemus) até recentemente. A filogenia proposta pelos

autores foi equivalente a revisdes sistematicas realizadas anteriormente que se basearam em
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outros caracteres moleculares e também com caracteristicas morfolégicas. Austin (2002)
inferiu sobre as relacGes evolutivas de Allophryne ruthveni, também pelas informacdes
obtidas com o sequenciamento dos genes mitocondriais 12S e 16S, indicando que a espécie
tem maior afinidade filogenética com espécies da familia Centrolenidae.

Ananias (2002) testou o relacionamento filogenético entre populacGes de Hypsiboas
semiguttatus e especies relacionadas através do sequenciamento do D-loop e citocromo b e
verificou que as populacGes estudadas possuem estoques génicos diferentes e que eventos
cladogénicos, provavelmente relacionados a especiacdo de hilideos neotropicais, estdo em
andamento.

Através da integracdo entre marcadores mitocondriais, 12S e 16S rRNA, e nucleares,
tirosinase e rodopsina, Vieira (2010) verificou a ocorréncia de monofiletismo para os genes
mitocondriais e diferencas significativas para 0s genes nucleares e, a partir destes dados,
demonstrou a existéncia de 13 linhagens dentro do complexo de espécies Rhinella
margaritifera (considerado um dos mais complexos dentre 0s anuros neotropicais) e ainda
relacionou os dados moleculares a aspectos ecologicos e evolucionarios: muitas das linhagens
identificadas ocorrem em simpatria, tém pequena distribuicdo e, muitas vezes, sdo contiguas.

Outro trabalho interessante foi o de Salducci et al. (2002), que analisaram
filogeneticamente algumas espécies de Hylidae da Guiana Francesa, sugerindo que o género
Scinax possui um alto nivel de diferenciacdo dentro da familia Hylidae. De acordo com Grant
e Bowen (1998), niveis elevados de diversidade genética sdo, geralmente, indicativos de uma
historia evolutiva longa e estavel, ou pode ser resultado de contato secundario de populagdes
diferentes. Entretanto, baixos niveis de diversidade genética podem ser indicativos da
ocorréncia do efeito gargalo ou de recentes eventos de encontro.

O sequenciamento do genoma mitocondrial tem fornecido valiosas informac6es para o
entendimento das relacdes de parentesco e da genética de populacdes existentes na ordem
Anura (ANANIAS, 2002; AUSTIN, 2002; DARST; CANATELLA, 2004; FAIVOVICH et
al., 2005; WIENS et al., 2005; GOMEZ-MESTRE et al., 2008; FAIVOVICH et al., 2010;
FOUQUET et al., 2007, 2010; 2013). Atraves destes dados tem sido elucidada de forma
consistente, a histéria evolutiva dos anfibios. O DNA mitocondrial corresponde a uma
importante ferramenta para a avaliagdo do status de conservacdo de diferentes espécies,
possibilitando a elaboracéo de medidas de conservacéo e manejo de populagdes em risco, haja
vista a influéncia negativa das agdes antropicas sobre populacbes naturais. A andlise de
filogenias moleculares dos anfibios neotropicais pode levar ao reconhecimento de um grande

numero de espécies, pois estes ainda sdo subentendidos (RON et al., 2006).
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Consideracgoes Finais
Considerando que marcadores moleculares diferentes podem ter taxas de

substituicdo/evolucdo distintas, 0 genoma mitocondrial apresenta um grande potencial para
estudos genético-populacionais, pois permite a identificacdo da variabilidade em dois niveis
basicos, sendo o primeiro as diferencas intraespecifica, interpopulacional, ou entre espécies
muito relacionadas e o segundo, a variabilidade entre espécies, géneros e familias. Enquanto a
regido hipervariavel do D-loop é mais usual em analises do primeiro nivel, as regides mais
conservadas, que sdo as regides codificantes COIl, Cytb, 12S e 16S rRNA, tem maior
empregabilidade no que concerne ao segundo nivel de variabilidade.

O DNA mitocondrial tornou-se uma ferramenta bem estabelecida e valiosa para o
estudo da estrutura genética de populacdes, analises filogenéticas e suas relacGes evolutivas
(BIGNOTTO, 2010). Ou seja, através da utilizacdo do marcador mitocondrial adequado, e da
adocdo dos devidos cuidados para verificar a existéncia de NUMTs e a ocorréncia de
heteroplasmia, é possivel, por meio do mtDNA, chegar a respostas confiaveis em relacdo a
parentesco, distancia genética, variabilidade genética, caracterizacdo da estrutura e tamanho
efetivo das populacdes.

Quanto aos anuros neotropicais, muitas lacunas no conhecimento sistematico,
filogenético e da variabilidade genética deste grupo ja foram preenchidas gracas a este
marcador. A maioria dos estudos publicados até agora na literatura especializada referem-se a
aspectos sistematicos e filogenéticos, embasados nos marcadores mitocondriais COIl, Cytb,
12S e 16S rRNA e D-loop (RUVINSKY; MAXSON, 1996; SALDUCCI et al., 2002;
FAIVOVICH et al., 2010).

No entanto, frente aos debates a cerca da ocorréncia de um declinio global das
populacbes de anfibios nos dltimos anos (YOUNG et al.,, 2000; CAREY et al., 2001;
KIESECKER et al., 2001; BIEK et al., 2002; WAKE; VREDENBURG, 2008; DIXON et al.,
2011), a andlise da variabilidade genética das populagdes de anuros neotropicais tem ganhado
destaque nos estudos recentes, ja que a manutengdo de uma elevada diversidade genética em
uma populagdo € um fator chave para a sua manutencdo no ambiente, e muitos deles passaram
a incorporar os dados de variabilidade genética aos estudos filogenéticos (SALDUCCI et al.,
2005; FUNK, 2007; MOTA, 2010).

Como consequéncia da elevada biodiversidade de anuros neotropicais, restam ainda
muitas perguntas a serem respondidas. Segundo Salducci et al. (2005), sera muito dificil
protegé-los de forma eficiente, enquanto a maior parte das analises filogenéticas e

taxonbmicas se basearem apenas em dados morfologicos e apenas alguns clados forem
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validados utilizando marcadores moleculares, o que reforca a importancia da analise do
mtDNA como peca fundamental para a elaboragéo de planos de manejo e conservagéo dos

anuros neotropicais.
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ASPECTOS GENETICOS E ECOLOGI,COS DE Scinax granulatus
(ANURA: HYLIDAE) BASEADOS NA ANALISE DO DNA NUCLEAR E
MITOCONDRIAL

Resumo

Os anfibios constituem um grupo de animais extremamente sensiveis a alteragdes ambientais.
Uma das consequéncias desta sensibilidade é a ocorréncia de um declinio global de suas
populacdes, provavelmente causado pelas acbes antrdpicas. Em razdo disso, 0s estudos
voltados ao conhecimento dos niveis de variabilidade genética de populagdes naturais tém
especial importancia, ja que a diversidade genética é um fator primordial para a adaptacdo dos
individuos frente as condi¢Ges adversas e, em longo prazo, para a manutencao da espécie. O
objetivo deste trabalho foi determinar a diversidade e estrutura genética de uma populacdo de
Scinax granulatus do Refugio da Vida Silvestre dos Campos de Palmas — PR. Para tanto,
foram coletados 28 individuos, separados de acordo com a distribuicdo espacial. Os
individuos do lado A da lagoa foram coletados em uma uUnica bromélia, constituindo um
unico grupo (Lado A) (n=8) e os individuos do lado B foram divididos em 3 grupos, coletados
em bromélias de diferentes arvores: Lado B — Bromélia 1 (n=10), Lado B — Bromélia 2 (n=5)
e Lado B — Bromelia 3 (n=5). A partir da extracdo do genoma total, o DNA foi analisado pelo
marcador nuclear ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e pela amplificacdo do D-loop do
DNA mitocondrial. Dos 105 loci encontrados, 83 foram polimoérficos para a populacdo de
individuos coletados no lado A da lagoa, 86 para os do Labo B - Bromélia 1, 67 para lado B -
Bromélia 2 e 66 para Lado B - Bromélia 3, com 95.02 % de variacdo intrapopulacional e
4,98% de variacdo interpopulacional. O indice de diferenciacdo genética interpopulacional
exibiu valores moderados para a subpopulacdo Lado B — Bromélia 3 em relacdo as demais,
com valores de Fg variando entre 0.064 e 0.109, o que pode estar relacionado ao
comportamento reprodutivo e desenvolvimento destes anfibios nas bromélias que constituem
excelentes micro-habitats, ja que ndo existem barreiras fisicas entre este grupo e os demais. A
dissimilaridade genética ndo indicou isolamento por distancia. A amplificagdo do DNA
mitocondrial revelou a existéncia de trés fragmentos com diferentes comprimentos para o D-
loop, que pode ser considerado o primeiro indicio da ocorréncia de heteroplasmia em anuros

neotropicais.

Palavras-chave: mtDNA. D-loop. ISSR. Marcador molecular. Mata Atléantica.
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Introducéao

A Classe Amphibia compreende trés ordens: Anura inclui 0s sapos, ras e pererecas,
Caudata, corresponde as salamandras e Gymnophiona, compreende as cecilias (Frost 2014).
Os anuros estdo presentes em quase todo o planeta, tém facil manuseio e, por apresentar
elevada sensibilidade a alteracbes em seu habitat, sdo considerados indicadores de equilibrio
ecoldgico (Dixon et al. 2011), sendo alvo de diversos estudos nos Gltimos anos.

Dentro de Anura, Hylidae € a familia mais numerosa, com 936 especies (Frost 2014).
Nesta familia encontram-se 0s anuros arboricolas conhecidos como pererecas, que
comumente tém cabeca e olhos grandes, cintura delgada, patas longas e discos digitais
aumentados (Pough et al. 1998).

Scinax granulatus (Peters 1871), pertencente a Hylidae, subfamilia Hylinae que, de
acordo com Frost (2014), ja foi registrada no nordeste da Argentina, ao sul da Provincia de
Buenos Aires, sul do Paraguai, no Uruguai, € no do sul Brasil, onde distribui-se pelo Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parand. Com cerca de 35 a 45 mm; sua pele, com estrutura
granular, tem coloragdo que varia do verde amarelado até o marrom, algumas manchas claras
e linhas longitudinais escuras (Moresco et al. 2009). Scinax granulatus tem habitats variados,
que incluem areas abertas, arbustivas e florestais (Moresco et al. 2009; Wachlevski e Rocha
2010, Conte et al. 2010). Durante o periodo reprodutivo, sdo encontradas com frequéncia em
habitats Iénticos, onde depositam seus ovos sobre plantas aquéaticas, e em outras épocas do
ano concentram-se sobre as arvores (Moresco et al. 2009), na maioria das vezes, em
bromélias, e em razdo disso é conhecida popularmente como perereca-do-gravata.

Os estudos realizados com esta espécie até entdo se restringem a relatos de descrigédo
morfologica, vocalizagdo e distribuicdo (Alcalde e Rosset 2003; Solé et al. 2005; Canavero et
al. 2008; Colombo et al. 2008; Moresco et al. 2009; Conte et al. 2010; Fonte 2010;
Wachlevski e Rocha 2010; Trindade et al. 2010; Cardozo et al. 2011.). Frente a constatacédo
de um declinio global das populagdes de anfibios (Young et al. 2001; Carey et al. 2001;
Kiesecker et al. 2001; Biek et al. 2002; Wake e Vredenburg 2008; Dixon et al. 2011), os
estudos que objetivam acessar as informacGes contidas no DNA tém ganhado destaque nos
ultimos anos, ja que a reducdo continua no tamanho das populagdes esta associada com a
perda de variabilidade genética por deriva genética e por endogamia, 0 que tem por
consequéncia a reducéo de futuras opg¢des evolutivas, sendo que tais reducdes podem resultar
num declinio da aptiddo e eventual extin¢do (Carvalho e Hauser 1998; Chen et al. 2012).

Atualmente, a integracdo entre as informacdes fornecidas por marcadores nucleares e

mitocondriais ganharam destagque, uma vez que permitem uma analise mais precisa acerca da
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historia evolutiva das espécies, ja que possuem diferentes taxas de mutagdes: lenta para o
DNA nuclear (nDNA) e rapida para o DNA mitocondrial (mtDNA) (Faivovich et al. 2010;
Vieira 2010; Casu et al. 2011).

O marcador Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) (Zietkiewicz et al. 1994) é
amplificado a partir de uma sequéncia de DNA delimitada por duas regides microssatélites
invertidas, ou seja, ele amplifica a regido existente entre dois locos de microssatélites, para
isto utiliza-se um unico primer (Wolfe 2005). Algumas das vantagens em sua utilizacdo sdo: o
fato de que ndo é necessario o conhecimento prévio de sequéncias de DNA da espécie-alvo
(Wolfe 2005), o que facilita a sua aplicagdo em espécies ainda ndo estudadas; os fragmentos
produzidos tém grande reprodutibilidade, elevado polimorfismo, requer pouca infraestrutura
em termos de equipamento de laboratério para execucao dos experimentos (Zietkiewicz et al.
1994; Bornet e Branchard 2001; Casu et al. 2011) e oferece uma abordagem dinamica para
estudar variagcBes gendmicas, com potencial para uso em genética molecular de populacdes,
taxonomia, mapeamento do genoma, bem como para o rastreamento de mutagdes somaticas
(Zietkiewicz et al. 1994).

Em contraste com o nDNA, o mtDNA tem uma estrutura simples. Trata-se de uma
unica molécula de DNA circular de fita dupla, com tamanho reduzido (cerca de 15 a 20Kb
nos animais), composta por duas cadeias: a cadeia interna ou cadeia leve (L) e a externa ou
cadeia pesada (H); tem heranca predominantemente materna (trata-se de um DNA hapldide),
logo, ndo ha recombinacdo, e além disso, apresenta varias copias nas células, o que facilita
seu isolamento (Cavalli-Sforza 1998; Nelson e Cox 2011).

D-loop € uma das Unicas regides nao codificantes do genoma mitocondrial, e possui
taxas de mutagédo especialmente elevadas, de 2 a 5 vezes maiores do que para todos 0s genes
mitocondriais. Esta caracteristica peculiar faz com que seja o marcador mitocondrial mais
indicado para os estudos de diversidade genética intrapopulacional, pois é mais sensivel do
que loci protéicos como um marcador de estruturacdo filogeografica sob escalas micro
evolucionérias de tempo, ja& que mostra uma rapida substituicdo de nucleotideos e alto nivel de
polimorfismos intraespecificos (McMillan e Palumbi 1995; Avise 2000; Roldan et al. 2009).

Sabendo-se que para garantir a manutencao da biodiversidade é necessaria a existéncia
de niveis elevados de diversidade genética e este tipo de analise nunca foi realizada para S.
granulatus, o objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente uma populacdo desta
espécie em diferentes bromélias de ambos os lados de uma lagoa natural do Reflgio da Vida
Silvestre dos Campos de Palmas - PR, por meio da integracdo entre os dados fornecidos pela
analise do genoma nuclear (ISSR) e mitocondrial (D-loop), sendo que os resultados obtidos

poderdo ser utilizados para nortear futuras propostas de manejo e conservacao.
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Materiais e Métodos

Foram realizadas visitas noturnas nas margens de uma lagoa localizada no Reflgio da
Vida Silvestre dos Campos de Palmas — PR e através de visualiza¢do e reconhecimento da
vocalizagdo da especie foram coletados manualmente 28 individuos, que correspondem a 8
individuos coletados em uma bromélia do lado A da lagoa e o restante no lado B, estes
ultimos foram ainda separados por bromélias: Bromelia 1 a 3, com 10 individuos para a
bromélia 1 e 5 individuos nas bromélias 2 e 3. A coleta dos exemplares desta espécie é
amparada pela licenca temporéria SISBIO 31060-1 e o sacrificio foi realizado por submersao
corporal completa em etanol 20% (Comité de Etica na Experimentacdo Animal a Aulas
Praticas - CEEAAP/Unioeste - Protocolo n® 66/10). As coletas foram realizadas nos meses de
janeiro a abril em 2012 e 2013, pois durante os demais meses a temperatura € muito baixa na
regido, o que inviabiliza a coleta, j& que a espécie possui baixa atividade neste periodo.

Para a extracdo de DNA utilizou-se o tecido hepéatico para ambas as analises (ISSR e
D-loop). Todos os animais fixados foram depositados na Colecdo Cientifica de Anfibios do
Departamento de Zoologia e Botanica da IBILCE/UNESP, Sao José do Rio Preto, SP, como
material testemunho.

A extracdo do DNA total do tecido hepatico preservado em etanol 100% foi realizada
com 0 Kit GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A quantificacdo do DNA gendmico foi realizada em gel de
agarose 0,8%, utilizando a comparacdo com o peso molecular do marcador Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen Life Technologies Corporation, Grand Island, NewYork, USA). Apoés a
quantificacdo, o DNA foi diluido a uma concentracéo final de 10 ng/pl.

Fragmentos de DNA ISSR foram amplificados a partir de amostras de DNA genémico
dos individuos. Para isso, foram utilizados 4 primers (Tabela 1), e as condi¢des de
amplificagdo do DNA, utilizando PCR, foram as recomendadas por Fernandes-Matioli et al.
(2000), com modificacdes. Os produtos das reacdes de PCR foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,4%, corados em brometo de etideo, visualizados e fotografados em um
transiluminador de luz UV, com sistema de imagem Quantum ST4 v16.04 e camera digital
1.4 megapixels através do software Quantum-capt.

Os fragmentos foram lidos para a presenca (1) e auséncia (0) para a obtengdo de uma
matriz binaria. A matriz de distancia genética entre pares foi obtida pelo indice de
similariedade de Jaccard, para construir o dendograma Neighbor-Joining, utilizou-se o
programa FreeTree e Mega 3.1. As principais coordenadas de dispersao (scatter plot) foram

obtidas utilizando os programas DistPCoA e Statistica 7.1. A diferenciacdo genética foi
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examinada através da aplicacdo do teste de Mantel, com 10.000 permutagdes para a matriz de
similaridade Jaccard utilizando o programa Mantel-Struct 1.0. A anélise da variancia
molecular (AMOVA), heterozigosidade esperada (He) e o indice de diferenciacdo genética
(Fst) foram obtidos pelo programa Arlequim 3.5.1.2. Por meio de AMOVA, a variagdo
genética foi separada em dois niveis: por bromélia (intrapopulacional) e entre bromélias
(interpopulacional).

Para a amplificacdo do D-loop do mtDNA, foram utilizados os primers Control IP-H e
Control Wrev-L (Tabela 01), ambos descritos por Goebel et al. (1999). A solucdo de reacao
continha 6 pl de tamp&o 10X da reacdo de PCR (Invitrogen), 3mM de MgCl,, 4,6 mM de
dNTPs, 0,6mM de cada primer, 2U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), e 10 ng/pl de DNA
molde, para um volume final de 30 pl. A PCR foi realizada em termociclador programado
com as seguintes condicdes: 94°C (1 min), 36 ciclos de 94°C (1 min), 48°C (40 s), 72°C (1
min e 30 s), seguidos por 72°C (7 min). O produto final da PCR foi aplicado em um gel de
agarose 2,5% corado com brometo de etideo, submetido a eletroforese por 4 h, a 85V, e
posteriormente visualizados em um transiluminador de luz UV e fotografados com uma

camera digital.
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Resultados
Resultados ISSR
Dos 105 loci encontrados, 83 foram polimorficos para a subpopulacdo de individuos

coletados no lado A da lagoa, 86 para os do Labo B - Bromélia 1, 67 para lado B - Bromélia 2
e 66 para Lado B - Bromélia 3, com 95.02% de variacdo intrapopulacional e 4.98% de
variagdo interpopulacional. Os fragmentos amplificados estavam entre 150 e 2000pb (Figura
1).

A anélise do dendograma revela que existe fluxo génico entre o Lado A e o Lado B da
lagoa, pois ndo constatou-se uma diferenciacdo entre os individuos de ambos os lados
entretanto, indica uma suave separacdo dos individuos do Lado B — Bromélia 3 em relacdo
aos demais (Figura 2).

O grafico de dispersdo construido com os trés principais vetores (0.095, 0.090 e 0.082
de variagdo, respectivamente), também obtido pelo indice de Similaridade de Jaccard (Figura
3), corrobora o dendrograma, pois mostra que a subpopulacdo da Bromélia 3 do Lado B da
lagoa esta sutilmente separada das demais populacdes.

Através do teste de Mantel foram obtidos os valores da dissimilaridade genética, que é
a variabilidade genética dentro e entre as subpopulacfes, mostrando que estas subpopulactes
possuem elevada diversidade genética (Tabela 2). A dissimilaridade genética
intrapopulacional foi 0.679 no Lado A, 0.638 no Lado B — Bromélia 1, 0.647 no Lado B —
Bromélia 2 e 0.626 no Lado B — Bromélia 3. A heterozigosidade esperada (He) foi quase a
mesma para todas as subpopulacfes 0.348 + 0.208 no Lado A, 0.328 + 0.199 no Lado B —
Bromélia 1, 0.316 + 0.252 no Lado B — Bromélia 2 e 0.312 + 0.254 no Lado B — Bromélia 3.
O indice de fixacdo molecular foi baixo entre as subpopulacdes do Lado A, Lado B —
Bromélia 1 e Lado B — Bromélia 2 (Fs < 0.05) e moderado entre a subpopulacdo do Lado B —
Bromélia 3 com relacdo a Lado A e Lado B — Bromélia 2 e Lado B — Bromélia 1 (0.25 > Fy >
0.05). Estes resultados corroboram a diferenciacdo genética existente entre a subpopulacio

Lado B — Bromélia 3 e as demais subpopulagdes analisadas.

Resultados da amplificacéo do D-loop do mtDNA

Verificou-se a amplificacdo de trés fragmentos para a regido do D-loop em Scinax
granulatus, com aproximadamente 600pb (banda 1), 650 pb (banda 2) e 700pb (banda 3),

indicando a ocorréncia de heteroplasmia (Figura 4).



48

Discusséo
As duas analises (Figura 2 e 3) foram congruentes quanto aos resultados, evidenciando

uma diferenciacdo parcial da subpopulacdo Lado B — Bromélia 3 em relacdo as demais. Como
ndo existe barreira geogréafica entre esta subpopulagéo e as demais, sua composicao parece ser
a responsavel por esta sutil diferenciacdo, ja que é composta por 4 individuos juvenis e 1
fémea adulta que se encontravam em uma mesma bromélia, indicando a provavel ocorréncia
de reproducdo e manutencdo da prole enquanto juvenil em seu interior, que parece funcionar
como um micro-habitat até a fase adulta de S. granulatus. Em Scinax esta associacédo ja foi
estudada por Sabagh et al. (2012) que analisaram a dieta de girinos de S. littoreus e S.
perpusillus que se desenvolvem no fitotelma da Alcantarea glaziouana (Bromeliaceae), e
verificaram que a dieta destas espécies, durante esta fase do ciclo de vida, inclui basicamente
algas, fungos e protozoarios, enquanto copépodes e acaros sdo raros na dieta de ambos os
girinos. Para Schineider e Teixeira (2001), é provavel que as bromélias possam oferecer um
abrigo melhor no que se refere as defesas naturais contra os predadores diurnos.

A associacao de anfibios com bromélias é frequentemente observada em toda a regido
Neotropical (Schineider e Teixeira 2001; Andrade et al. 2009). Algumas espécies de anuros se
adaptaram de tal maneira as bromélias-tanque que passaram a utilizar as axilas das plantas
durante todo o ciclo de vida, desenvolvendo estratégias avancadas relacionadas com o modo
reprodutivo (Duellman, 1985). Esta associacdo pode ficar tdo estrita, que muitas vezes as
bromélias correspondem ao unico local de reproducdo (Lannoo et al. 1987; Peixoto 1995). Os
marcadores moleculares comprovaram ser ferramentas eficazes para o entendimento de
caracteristicas comportamentais de anfibios. Seppa e Laurilla (1999) caracterizaram Rana
temporaria e Bufo bufo como espécies com baixa mobilidade e fidelidade ao local de
reproducdo, pois populacdes distantes destas espécies apresentaram altas taxas de
diferenciacdo genética entre si.

A existéncia de variabilidade genética € um fator-chave para a manutencdo das
espeécies quando as populactes sdo submetidas a condi¢des adversas. Pode-se dizer entdo que
as populacOes de S. granulatus analisadas neste estudo ndo estéo sob risco eminente, uma vez
que revelaram possuir niveis elevados de diversidade genética. Esta é uma constatagdo
relevante quando é considerada a existéncia de um declinio global das populac6es de anfibios
nos ultimos anos, fendmeno este observado no mundo todo (Young et al. 2001; Carey et al.
2001; Kiesecker et al. 2001; Biek et al. 2002; Wake e Vredenburg 2008; Dixon et al. 2011). A
anurofauna é um indicador significativo da salde dos ecossistemas em razdo de sua

vulnerabilidade a estresses ambientais; logo, mediante alteragdes ambientais desfavoraveis,
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estes organismos exibem os efeitos de estresses mais cedo do que os outros (Mazzotti et al.
2007; Wake e Vredenburg 2008). Um fator que pode ter contribuido para a manutencéo da
diversidade genética nesta populacdo foi a criacdo do Refugio da Vida dos Campos de
Palmas, em 2006, que engloba todas as areas de coleta deste estudo, o que reforca a
importancia da criacdo de Unidades de Conservacéo.

A diversidade genética pode ser produzida por mutacdo, deriva genética e selecdo, mas
a diferenciacédo entre populagdes tende a aumentar com a auséncia de fluxo génico (Varvio et
al. 1986). A analise de variancia molecular mostrou que 95,02% da variancia molecular total
pode ser atribuida a diferencas intrapopulacionais e que os 4,98% restantes podem ser
atribuidos a diferencas interpopulacionais, dados estes que comprovam a existéncia de intenso
fluxo génico. A distancia geografica existente entre um lado e outro da lagoa néo é suficiente
para promover o isolamento das populacdes de ambos os lados, e neste caso os individuos
migram sem restri¢cdes, e o fluxo génico nédo sofre barreiras. Resultados semelhantes foram
encontrados por Newman e Squire (2001) que avaliaram populacfes de Lithobates sylvaticus
(citado como Rana sylvatica) localizadas entre distancias menores que 2 km e néo verificaram
subdivisdo populacional indicando um alto fluxo génico.

Em relacdo a heterozigosidade esperada (He), os valores encontrados variaram entre
0.348 a 0.312, resultado semelhante ao obtido por Conte et al. (2011), que identificaram
valores elevados de heterozigosidade observada (Ho) (entre 0,31-0,59) e He de 0,30-0,58,
através da utilizacdo de marcadores microssatélites em populacdes de Physalaemus cuvieri.
Moresco et al (2013) estudando esta mesma espécie, utilizaram o marcador ISSR e obtiveram
valores um pouco mais elevados de He (de 0.46 a 0.51) e provaram que este marcador é Util e
eficaz para o diagnostico preliminar da diversidade genética em populacdes de anfibios, além
de apresentar vantagens adicionais, como 0 baixo custo, alta repetibilidade e rapidez na
producdo dos resultados, jA& que ndo requer conhecimento prévio da sequéncia a ser
amplificada.

Casu et al. (2011) utilizaram ISSR e trés marcadores de DNA mitocondrial para
investigar a estrutura genética populacional em Patella ferruginea. As sequéncias de mtDNA
mostraram niveis muito baixos de diferenciacdo genética e o marcador ISSR mostrou a
presenca de duas populacdes geneticamente estruturadas, sendo que para estas populacdes, o
fluxo genético é restrito em funcdo da existéncia de barreiras.

Os trés fragmentos amplificados para o D-loop mitocondrial indicam a ocorréncia de
heteroplasmia em Scinax granulatus. Na heteroplasmia verifica-se a presenca de mais do que
um gendtipo de mtDNA em um mesmo individuo, e existem poucos relatos bem

documentados sobre esta condigdo em animais superiores (Bermingham et al. 1986; Nelson e
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Cox 2011). VariagOes substanciais no comprimento na Regido Controle do mtDNA, ou
proximo a ela, tém sido atribuidas a variagdes no nimero de cdpias das repeticGes em tandem
nesta regiao.

Bermingham et al. (1986) demonstraram a existéncia de heteroplasmia de tamanho no
mtDNA de Hyla cinerea e H. gratiosa. Para Munwes et al. (2011), o0 menor comprimento de
repeticGes em tandem e a existéncia de menos copias heteropldsmicas de DNA mitocondrial
estdo associados com fungdes mitocondriais mais eficientes, o que pode estar relacionado a
uma melhor sobrevida ambiental sob condicdes extremas.

Scinax granulatus é uma espécie de pequeno porte, e sua associacdo com bromélias
para a reproducdo requer um ciclo de vida rdpido, com adaptacbes fisioldgicas que
proporcionem aos girinos um rapido processo de metamorfose (Gomes et al. 2007).
Concomitantemente, se ha restricdes temporais para o término do desenvolvimento ou do
ciclo de vida, as taxas de atividade metabolica devem aumentar (Dunbrack e Giguere 1987).
Hirayama et al. (2010 ) sugeriram que alteracdes no comprimento de regides repetidas em
tandem no D-loop do mtDNA podem influenciar a expressdo génica e, provavelmente, estdo
relacionadas com a adaptacdo a um determinado ambiente.

Os fatores relacionados a heteroplasmia ainda sdo controversos, e faz-se necessaria a
realizacdo de estudos mais detalhados para a obtencéo de maiores informaces a este respeito.
No entanto, acredita-se que a heteroplasmia esteja associada com variagdes nas repeticdes em
tandem do D-loop do mtDNA, como uma estratégia para aumentar a eficiéncia das funcdes
mitocondriais.

Enfim, a diferenciacdo da subpopulagdo coletada na Bromélia 3 do lado B da lagoa
(Lado B — Bromélia 3) em relacdo as demais, permite supor que as bromélias funcionam
como um micro-habitat para a reproducdo e conclusdo do ciclo de vida, sendo esta uma
importante constatacdo acerca do comportamento de S. granulatus. Outra informacéo
relevante € a existéncia de niveis elevados de diversidade genética e alto nivel de fluxo génico
entre as subpopulagdes analisadas, 0 que reitera os beneficios da criacdo de Unidades de
Conservacdo para garantir a preservacdo dos anfibios. A amplificacdo do DNA mitocondrial
revelou a existéncia de trés fragmentos para o D-loop, o que pode ser considerado o primeiro
indicio da ocorréncia de heteroplasmia em anuros neotropicais; entretanto, ainda séo

necessarios maiores estudos para entender sua etiologia e implicagGes para 0 organismo.
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Primer Sequéncia (P5’> 3’0OH) Aplicagao
(GGAC);C GGACGGACGGACC ISSR
(GGAC);T GGACGGACGGACT ISSR
(GGAC), GGACGGACGGACGGAC ISSR
(ACA)sG ACAACAACAACAACAG ISSR
Control IP-H GTCCAGATTCASTTCCGTCAG MtDNA
Control Wrev- L GACATAYTATGTATAAATCGAGCATT MtDNA
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Tabela 2 Comparacdo por pares de populac6es de Scinax granulatus baseada em loci ISSR

Dissimilariedade

Pairwise Comparisons Fsr p (Fst) p R Z Z10000 -
Genética
Lado A x
) 0.021 0.095 0.043* 0.126 53.447 52.912 0.668
Lado B — Bromélia 1
Lado A x
) 0.040 0.083 0.162 0.104 27.346 27.103 0.684
Lado B — Bromélia 2
Lado A x
) 0.064 0.014* 0.063 0.175 27.415 27.028 0.685
Lado B — Bromélia 3
Lado B — Bromélia 1 x Lado B —
] 0.041 0.056 0.025* 0.201 33.076 32.510 0.661
Bromélia 2
Lado B — Bromélia 1 x
) 0.069 0.002* 0.002* 0.281 33.276 32.507 0.665
Lado B — Bromélia 3
Lado B — Bromélia 2 x
0.109 0.008* 0.009* 0.511 17.227 16.648 0.689

Lado B — Bromélia 3

Distancia aproximada (m), Indice de Diferenciacdo Genética Interpopulacional (Fsr), nivel de significancia para o Fsr (p (Fsr), nivel de significancia para a dissimilariedade
genética (p), correlagdo entre duas matrizes (r), robustés relacionada aos dados originais (Z), e depois de 10.000 permutacdes (Z1 00), dissimilariedade genética utilizando o

Coeficiente Jaccard. *Diferenca estatisticamente significante (p < 0.05).



Figura 1 Gel de agarose com os resultados do marcador ISSR para 0s 4 primers. a: primer
(ACA)sG; b: primer (GGAC)4; c: primer (GGAC)3C e d: primer (GGAC)3T.
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. A | ado B - Bromélia 1
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0.05

Figure 2 Dendograma Neighbor-joining baseado no indice de similaridade de Jaccard com
10.000 permutagdes.
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Figure 3 Grafico de dispersdo com as principais coordenadas baseadas no indice de
similaridade de Jaccard.
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Figura 4 Gel de agarose com o padrdo de bandas resultado da amplificacdo do D-loop de
Scinax granulatus.
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