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“O ser humano é parte de um todo, conhecido como Universo. Por ser 

parte, ele é limitado no tempo e no espaço. Suas sensações e seus 

pensamentos são percebidos como separados do resto – um tipo de 

ilusão de ótica de sua consciência. Essa ilusão é como uma prisão para 

nós, nos restringindo aos nossos desejos imediatos e ao amor por 

aqueles mais próximos. Nosso objetivo deve ser nos libertarmos dessa 

prisão, aumentando os nossos círculos de compaixão até englobar 

todos os seres vivos e a Natureza em toda sua beleza”. 

Albert Einstein 
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RESUMO 
A destruição e a modificação do hábitat são aceitas, entre os biólogos 

conservacionistas, como as causas primárias da perda da biodiversidade, e a 

situação para os anfíbios não é exceção. Diversos processos antropogênicos 

contribuem para a deterioração das paisagens, podendo afetar negativamente as 

populações de anfíbios, por alterar fisicamente os ambientes aquáticos e terrestres, 

reduzindo a conectividade dos hábitats e estruturando as populações. Contudo, 

poucos dados existem sobre os efeitos do cultivo agrícola para as populações de 

anfíbios. Os programas de preservação atuam na recuperação de populações 

ameaçadas e, em geral, estão baseados na manutenção da máxima quantidade de 

diversidade genética, de tal forma que, a primeira etapa de um programa 

conservacionista, consiste na avaliação da variabilidade genética e distribuição 

desta entre as populações. A estruturação gênica populacional dos organismos, 

estimada a partir de técnicas de biologia molecular é um aspecto fundamental na 

caracterização da aptidão das espécies aos ambientes. Particularmente os 

marcadores moleculares do tipo microssatélite tem acessado com êxito a 

variabilidade gênica das populações. 

Assim, foram desenvolvidos loci microssatélites polimórficos para as espécies 

Hypsiboas raniceps, Leptodactylus chaquensis e Rhinella schneideri e avaliada a 

variabilidade genética de populações provenientes de hábitats com diferentes tipos 

de perturbação antrópica (práticas agrícolas, pastagem), com o intuito de relacionar 

o impacto de diferentes matrizes sobre a diversidade genética. A espécie generalista 

R. schneideri exibiu um estoque uniforme de variabilidade genética, baixa 

estruturação e reduzido nível de endogamia em todas as populações, sugerindo um 

elevado potencial de dispersão, responsável pela homogeneização das populações. 

Contudo, em L. chaquensis e H. raniceps, as populações localizadas em região com 

forte impacto agrícola (Tietê Batalha) exibiram empobrecimento genético e forte 

estruturação populacional. É possível concluir que as práticas agrícolas têm efeito 

direto na redução da diversidade genética em anfíbios, quando essas culturas 

fornecem barreiras geográficas para a dispersão (redução da dispersão mais 

provável em espécies com baixa vagilidade) e, dessa forma, promovendo uma 

fragmentação do hábitat a nível espécie-específico. As principais implicações 

conservacionistas incluem a redução do cultivo de práticas agrícolas densas e 
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intensivas (e.g. cana-de-açúcar) na região do Tietê Batalha, e o monitoramento 

(ecológico e genético) das populações de H. raniceps e L. chaquensis nessa região.  

Palavras-chave: microssatélites; genética da conservação; diversidade genética; 

Amphibia; estrutura populacional 
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ABSTRACT 
The destruction and modification of habitat are accepted between 

conservation biologists as the primary causes of biodiversity loss, and the situation 

for amphibians is no exception. Several anthropogenic processes contribute to the 

deterioration in the landscape, which can adversely affect amphibian populations by 

physically altering the aquatic and terrestrial environments, reducing the connectivity 

of habitats and structuring populations. However, few data exist on the effects of the 

crop for the populations of amphibians. The conservation programs act in the 

recovery of threatened populations, and generally are based on maintaining the 

maximum amount of genetic diversity, therefore, the first step in a conservationist 

program, is to assess the genetic variability and distribution of this among the 

populations. Population structure of organisms, estimated from molecular biology 

techniques is fundamental to characterize the fitness of species to environments. 

Particularly the molecular markers microsatellite has successfully accessed the 

genetic variability of populations. 

Therefore, we developed polymorphic microsatellite loci in the Hypsiboas 

raniceps, Leptodactylus chaquensis and Rhinella schneideri species and evaluated 

the genetic variability of populations from habitats with different types of 

anthropogenic disturbance (agricultural practices, pasture), in order to relate the 

impact of different matrix on genetic diversity. R. schneideri generalist species 

showed an even amount of genetic variability, low structure and low level of 

inbreeding in all populations, suggesting a high potential for dispersal, responsible for 

the homogenization of populations. However, in L. chaquensis and H. raniceps, the 

populations located in regions with strong agricultural impact (Tietê Batalha) showed 

genetically depauperate and strong population structure. It can be concluded that 

agricultural practices have a direct effect on the reduction of genetic diversity in 

amphibians, when these cultures provide geographical barriers to dispersion 

(dispersion reduction more likely in species with low vagility), and thus promoting the 

fragmentation of habitat at the species-specific level. The main conservation 

implications include reducing the cultivation of intensive and dense agricultural 

practices (e.g. sugarcane) in the Tietê Batalha region, and monitoring (ecological and 

genetic) of H. raniceps and L. chaquensis populations this region. 
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Key words: microsatellite; conservation genetics; genetic diversity; Amphibia; 
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1 INTRODUÇÃO 
 A classe Amphibia vem sofrendo um grande declínio global nas décadas 

recentes, tornando-se mais ameaçada que aves e mamíferos, devido a um conjunto 

de fatores que afetam suas comunidades naturais (STUART et al., 2004), como 

destruição e fragmentação dos hábitats; mudança climática que afeta especialmente 

os animais ectotérmicos terrestres (ALEXANDER; EISHEID, 2001); redução da 

camada de ozônio, que tem gerado um aumento da radiação ultravioleta (UV), 

afetando a formação dos girinos e ocasionando uma diminuição no valor adaptativo 

das espécies; poluição das águas, além da introdução de predadores (ALFORD; 

RICHARDS, 1999; MARSH, 2001).

O incremento das atividades humanas tem contribuído para a perda de uma 

parcela importante da biodiversidade global. O desenvolvimento e a implementação 

de estratégias que atenuem esse processo representam os maiores desafios 

científicos atuais (EWERS, 2005). De fato, em diversos biomas brasileiros, 

notadamente a Mata Atlântica e o Cerrado, o processo de ocupação humana fez 

com que fragmentos pequenos e isolados sejam os únicos representantes atuais da 

antes abundante cobertura vegetal natural. Quanto mais elevado o impacto 

antrópico nas paisagens naturais, maiores são os esforços para a conservação da 

variabilidade genética das espécies (FICETOLA; BERNARDI, 2004).

A vegetação natural da região Noroeste Paulista é caracterizada pela 

presença de florestas estacionais semidecíduas e savana, e esta formação 

restringe-se hoje a 9% de sua área original, tendo sido substituída por pastagens, 

culturas diversas ou áreas urbanas. Tal impacto coloca a região como a mais 

desmatada e fragmentada do estado de São Paulo e com a menor concentração de 

unidades de conservação, compondo um quadro que aparentemente não será 

remodelado sem ações de manejo do meio ambiente (KRONKA et al., 1993). 

Aliando teorias genéticas às técnicas moleculares, a genética da conservação 

tem o intuito de reduzir o risco de extinção das espécies, disponibilizando 

ferramentas de análise que permitam direcionar de forma mais eficiente estratégias 

de gerência e proteção das espécies (FRANKHAM et al., 2003). As principais 

aplicações dessa ciência tem sido verificar o sucesso de programas de translocação 

ou de corredores ecológicos; selecionar e priorizar espécies para programas de 

proteção, direcionando o manejo; e orientar, em casos extremos, programas 

induzidos de mistura gênica. Os dados básicos para esses estudos são os 
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chamados marcadores moleculares, que representam loci gênicos ou regiões 

genômicas que apresentam alguma variabilidade no escopo do problema a ser 

estudado (PEREZ-SWEENEY et al., 2004). 

 Os marcadores moleculares baseados em DNA permitem ampla cobertura 

genômica, e tornam-se assim, ferramentas para o acesso à variabilidade genética 

das populações. Entre as técnicas para a detecção de marcadores moleculares que 

utilizam o princípio da PCR – Reação em cadeia da polimerase – podem ser 

destacadas as técnicas de RFLP, RAPD e microssatélite. Potencialmente, todas as 

espécies podem ser estudadas com estas técnicas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 

1998).

Os microssatélites ou SSRs (simple sequence repeats) são sequências de 

DNA compostas por motivos de 1 a 6 nucleotídeos repetidos em tandem,

extensamente dispersos e abundantes no genoma de diversos organismos, 

principalmente eucariotos (GOLDSTEIN; POLLOCK, 1997; CHISTIAKOV et al., 

2006). Essas regiões apresentam loci multialélicos de natureza altamente 

polimórfica, típica neutralidade, relativamente pequenos (20 a algumas centenas de 

bases), com herança mendeliana e caráter co-dominante, o que permite a 

identificação de ambos os alelos em qualquer população segregante 

(SCHLÖTTERER, 2004) e, portanto, de grande conteúdo informativo para estudos 

em diversidade genética (WEBER, 1990). 

Atribuído dessas particularidades apreciáveis, o DNA microssatélite é 

eficiente na detecção de diferenças genéticas sutis (CHAMBERS; MACAVOY, 2000; 

ZANE et al., 2002), e foi convertido em uma classe de marcador molecular versátil e 

altamente reprodutível, que pode ser analisado a partir de pequenas quantidades de 

DNA por amplificação via PCR dos fragmentos que contém as repetições, utilizando-

se como iniciadores, oligonucleotídeos que hibridizam com as regiões que 

flanqueiam as repetições. O tamanho dos alelos pode ser estimado em 

sequênciadores semi- ou automatizados de DNA com corantes fluorescentes, 

autoradiografia, espectrometria de massa, géis de poliacrilamida impregnados por 

prata ou agarose de alta resolução corados com brometo de etídio. Os loci podem 

ser determinados individualmente ou em reações multiplex, características estas 

altamente desejáveis em um marcador molecular (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 

1998).
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Os microssatélites estão inseridos preferencialmente em regiões não 

codificantes, o que proporciona uma alta variabilidade de alelos. As diferenças dos 

alelos (polimorfismos observados) são devidas aos números distintos de repetições, 

oriundos de conversão gênica ou ao pareamento incorreto com subsequente 

deslizamento “slippage” da enzima DNA polimerase durante a replicação ou reparo 

da molécula de DNA (CHISTIAKOV et al., 2006). 

O processo inicial para o estudo dos microssatélites envolve o conhecimento 

prévio das sequências únicas que delimitam a região contendo as repetições em 

tandem, para que seja possível a confecção dos iniciadores. Os microssatélites 

devem ser isolados preferencialmente para cada espécie, uma vez que a presença 

típica dos microssatélites em regiões não codificantes, onde a taxa de substituição 

nucleotídica é maior, dificulta a estratégia de projetar iniciadores universais com 

sequências conservadas. Contudo, existe a possibilidade de amplificação 

(transferibilidade) de iniciadores heterólogos, que desenvolvidos em uma espécie 

podem ser aplicados em outros táxons do mesmo gênero (CIPRIANI et al., 1999). 

Essa possibilidade é atribuída à homologia dos sítios flanqueadores dessas regiões 

em espécies próximas filogeneticamente (HOPKINS et al., 1999). O índice de 

transferibilidade declina conforme a distância filogenética entre os táxons aumenta 

(ROA et al., 2000), e em genomas extensos como no caso de anfíbios (GARNER, 

2002; PRIMMER; MERILLÄ, 2002).  

Quando o organismo alvo não apresenta informações acerca do genoma ou 

de espécies próximas, o acesso às regiões microssatélites para o desenvolvimento 

de iniciadores específicos requer procedimentos laboriosos e custosos, como a 

construção de bibliotecas genômicas (BROWN et al., 1996). Entretanto, pode ser a 

melhor opção para o estudo de um novo locus ou táxon (MAGUIRE, 2001). Além 

disso, uma vez isolados, eles fornecem muitas potencialidades de pesquisa e 

tecnologia e podem ser utilizados com facilidade, eficiência e rapidez típica da 

técnica de PCR.

Os procedimentos que empregam algum método de enriquecimento por 

hibridização seletiva têm fornecido uma maior eficiência no isolamento das regiões 

microssatélites. O protocolo comum desse método foi originalmente proposto por 

Karagyozov et al. (1993); Armour et al. (1994) e Kijas et al. (1994) e consiste na 

fragmentação do DNA em pequenos fragmentos para serem ligados a adaptadores 

específicos. Após esta etapa, o DNA é amplificado via PCR e hibridizado com 



________           Introdução 14

sondas constituídas de repetições desejadas, podendo a sonda estar imobilizada em 

uma membrana de nylon (KARAGYOZOY et al., 1993; ARMOUR et al., 1994) ou 

biotiniladas e aderidas a contas magnéticas revestidas por estreptavidina (KIJAS et 

al., 1994). Assim, o DNA hibridizado pode ser seletivamente recuperado. Em 

seguida, o DNA enriquecido é clonado em um vetor adequado e os clones 

detectados por sequenciamento, varredura por Southern blot ou por PCR.

Pelo elevado conteúdo polimórfico informativo e distribuição quase 

randômica, os microssatélites são atrativos e empregados em um expressivo 

número de aplicações biológicas como: construção de mapas genéticos por 

desequilíbrio de ligação, em que associações entre os marcadores e QTLs (locus de 

caracteres quantitativos) de interesse econômico e medicinal são procurados em 

populações (WALTER et al., 2004; LEE et al., 2005); no diagnóstico de doenças 

(O’DONNELL; WARREN, 2002); em práticas forenses, para identificação de 

indivíduos e teste de paternidade (OLAISEN et al., 1997); em estudos de animais e 

plantas de interesse econômico, para análises de parentesco, sexagem e pedigree

(DREISIGACKER et al., 2004) e em genética populacional (KRAAIJEVELD-SMIT et 

al., 2005). 

Pesquisas em genética da conservação focalizam no uso de marcadores 

moleculares neutros. Estas aplicações são usadas principalmente para unidades de 

manejo (MUs) e a origem de indivíduos (MORITZ, 1999). Os microssatélites com 

modelo de variação tipicamente neutra têm alto conteúdo informativo na 

investigação de processos não-seletivos em paisagens (ANTOLIN et al., 2006; 

HOLDEREGGER et al., 2006), como tamanho populacional (KUHNER et al., 1998; 

SCHWARTZ et al., 1998), evento de gargalo de garrafa (LUIKART; CORNETT, 

1998), fluxo gênico (LATTA; MITTON, 1997), efeito fundador (CARVAJAL-

CARMONA et al., 2000), além de traçar relacionamentos (CORNUET et al., 1999) ou 

níveis de endocruzamento (ELLEGREN, 1999; LYNCH; RITLAND, 1999).  

Embora não possa ser associado diretamente ao potencial evolutivo, os 

dados genéticos neutros estimados por microssatélites em nível individual 

(heterozigosidade H), são vinculados com a aptidão individual (DA SILVA et al., 

2006). Isso pode ser elucidado pelo fato dos níveis de diversidade genética neutra 

relacionarem-se com o coeficiente de endocruzamento (REED; FRANKHAM, 2003), 

assim é esperado que uma redução na diversidade gênica reflita endogamia, e esta 

tende a diminuir a aptidão reprodutiva. Desse modo, os níveis de heterozigosidade 
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determinados por SSRs permitem inferir êxito reprodutivo, recrutamento (HOFFMAN 

et al., 2004; SEDDON et al., 2004) e taxa de sobrevivência (MARKERT et al., 2004; 

DA SILVA et al., 2006). Adicionalmente os níveis da heterozigosidade 

correlacionam-se positivamente com o tamanho populacional (FRANKHAM, 1996), 

portanto existe uma expectativa que essa heterozigosidade também corresponda ao 

tamanho populacional.  

Em anfíbios, a maioria dos trabalhos com marcadores microssatélite tem por 

objetivo o acesso à estrutura populacional (SHAFFER et al., 2000; TALLMON et al., 

2000; ZEISSET; BEEBEE, 2003; BURNS et al., 2004; LESBARRÈRES et al., 2005). 

De forma geral, as populações de anfíbios são distribuídas em metapopulações, 

onde o espaço é finito, sendo isto usado para distinção entre os demes (populações 

locais) de uma metapopulação. Quando as populações de uma espécie são muito 

fragmentadas, pode ser observado um cenário de extinções locais e recolonizações, 

havendo um grande fluxo de indivíduos entre os demes (HANSKI; GILPIN, 1997). 

Smith e Green (2005) sugerem cautela na aplicação de padrões de locomoção nos 

anfíbios, pois existe uma larga escala de habilidade de dispersão dentro das 

espécies do grupo, e esses cuidados devem ser tomados especialmente onde as 

decisões de conservação devem ser baseadas nas suposições de isolamento e 

dispersão das populações. 

A redução das populações de anfíbios, de uma maneira geral, tem sido 

utilizada como bioindicador de ambientes alterados, por serem animais muito 

sensíveis às mudanças no seu hábitat natural (GRAY et al., 2004). Além disso, os 

anfíbios são excelentes modelos para a investigação genética de populações 

selvagens, pois são distribuídos extensamente na maioria dos ecossistemas, 

frequentemente filopátricos aos sítios de reprodução, gerando níveis elevados de 

estruturação genética populacional e, apesar do grande interesse focado na 

conservação, esta área de pesquisa está sub-representada (SCRIBNER et al., 2001; 

BEEBEE, 2005). Desta forma, as espécies de anfíbios representam organismos-

modelo para testar os efeitos da fragmentação da paisagem e da perda de hábitats 

(PALO et al., 2004). 

A estruturação genética de populações refere-se a distribuição da 

variabilidade genética, destas populações, no espaço e no tempo. Em populações 

fragmentadas, quanto maior a estruturação, maiores as diferenças genéticas das 

populações. A variação genética pode estar associada a diversos fatores como 
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processos estocásticos de coalescência (vicariância), mutação, migração (fluxo 

gênico), deriva genética ou a pressões seletivas em função de diferentes condições 

ambientais (AVISE, 2000), que por sua vez devem operar num contexto biológico e 

histórico de cada espécie (LOVELESS; HAMRICK, 1984).  

Com base nessas premissas, podemos inferir que o exame dos processos 

evolutivos atuantes na diferenciação das populações locais estruturadas exige a 

análise simultânea de traços genéticos e fenotípicos nessas populações, além da 

caracterização ambiental associada à distância geográfica entre elas (EPPERSON 

2003; ROUSSET, 2004). Deste modo, o conhecimento da estrutura genética das 

populações naturais, especialmente quando estabelecido a partir de dados 

moleculares, é de suma importância para direcionar programas de manejo e 

proteção das populações (CROZIER, 1997).  

A destruição e fragmentação do hábitat são aceitas, entre os biólogos 

conservacionistas, como sendo as causas primárias da perda da biodiversidade, e a 

situação para os anfíbios não é exceção. Diversos processos antropogênicos 

contribuem para a deterioração das paisagens, podendo afetar negativamente as 

populações de anfíbios, por alterar fisicamente os ambientes aquáticos e terrestres, 

reduzindo a conectividade dos hábitats e estruturando as populações. Contudo, 

poucos dados existem sobre os efeitos do cultivo agrícola para as populações de 

anfíbios. Os programas de conservação de animais vivos “in situ” prognosticam a 

importância da manutenção da máxima quantidade de diversidade genética com o 

mínimo incremento possível de consanguinidade por geração, almejando minimizar 

o risco de extinção das espécies (FRANKHAM, 1995; HAIG; AVISE, 1996). Assim, 

uma das medidas primordiais para um programa conservacionista de sucesso 

consiste na avaliação da variabilidade genética e a distribuição desta entre as 

populações (GONZÁLEZ-CANDELAS; MONTOLIO, 2000). 

 A diversidade genética é cada vez mais avaliada por métodos moleculares, 

em que se examinam diferenças na constituição do DNA, RNA ou de determinadas 

proteínas entre os organismos ou populações. Este estudo é essencial para a 

conservação biológica, pois a perda de diversidade genética de uma espécie 

aumenta muito o risco de que ela venha se extinguir (YEEH et al., 1996). A 

diversidade genética das espécies é crucial para manter a capacidade natural de 

respostas às mudanças climáticas e a todos os tipos de estresses bióticos e 

abióticos.
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 Diversos estudos sobre anfíbios empregam marcadores moleculares para 

análises populacionais, com enfoques ecológicos, comportamentais e 

conservacionistas e, que por vezes verificam o impacto das atividades humanas 

sobre a diversidade genética desses organismos. Noël et al. (2007), empregando 

marcadores microssatélites em populações urbanas, e rurais, da salamandra 

Plethodon cinereus, verificou uma diversidade significativamente menor nas 

populações urbanas, com uma evidente estruturação entre essas populações, 

mesmo quando separadas por distâncias pequenas (0.9 a 3.3 km). Arruda e 

Morielle-Versute (2008), empregando marcadores RAPD, estudaram a composição 

genética de populações urbanas e rurais de quatro espécies de leptodactilídeos e 

detectaram estruturação genética expressiva em duas espécies (Leptodactylus

labyrinthicus e L. ocellatus); os resultados obtidos foram atribuídos ao elevado 

processo antropogênico que prejudica a dispersão dos anfíbios. 

Com base nesses estudos e considerações, o presente estudo objetivou o 

acesso e caracterização da variabilidade genética de populações de anfíbios anuros 

provenientes de hábitats com diferentes tipos de perturbações antropogênicas 

(culturas agrícolas, pastagem), pela análise de loci microssatélites que como 

marcadores hipervariáveis são sensíveis na detecção de eventos recentes de 

interrupção do fluxo gênico ocasionados por fragmentações antrópicas (MECH; 

HALLET, 2001; JEHLE; ARNTZEN, 2002). 

Foram selecionados para o estudo três espécies de anfíbios pertecentes a 

três famílias: o sapo Rhinella schneideri (Bufonidae), a perereca arborícola 

Hypsiboas raniceps (Hylidae) e a rã Leptodactylus chaquensis (Leptodactylidae). 

Essas espécies predominantemente de formações abertas são amplamente 

difundidas na América do Sul e associadas a diferentes biomas (DUELLMAN, 1999; 

BASTOS et al., 2003; LA MARCA et al., 2004), que vêm sendo convertidos por 

atividades humanas (HADDAD; ABE, 1999), ocasionando perdas populacionais 

(HEYER et al., 2004; LA MARCA et al., 2004). Espécies que são localmente 

abundantes, extensamente distribuídas podem servir como organismos informativos 

para avaliar processos de fragmentação da paisagem e da perda de hábitats (COLLI 

et al., 2002; WHITELEY et al., 2006). 

A hipótese do estudo foi que os incrementos nas práticas agrícolas reduzem 

os níveis de variabilidade genética neutra nas populações. Os resultados forneceram 

informações acerca do papel das práticas agrícolas sobre a diversidade genética em 
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anfíbios. Examinar a diversidade genética em espécies pertencentes a estes 

ecossistemas é o primeiro passo para adoção de medidas de conservação e uso 

sustentado do ambiente, com intuito de garantir a manutenção da diversidade 

genética das espécies inseridas no ecossistema local. 
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1.1 OBJETIVOS 
OBJETIVOS GERAIS: 

Esse estudo teve como objetivo o desenvolvimento de sequências 

microssatélites em três espécies de anfíbios (R. schneideri, L. chaquensis e H. 

raniceps), visando a estimativa da variabilidade genética em populações dessas 

espécies provenientes de hábitats em condições diferentes de preservação (tipo de 

matriz antrópica). A partir das análises dos marcadores, foi feita a comparação da 

diversidade genética entre as populações e esta correlacionada à qualidade dos 

hábitats, a fim de possibilitar o entendimento sobre o papel das culturas agrícolas no 

declínio das populações de anfíbios. Foi também objetivo desse estudo a elaboração 

de medidas direcionais para um aporte a programas de conservação, baseado nos 

dados obtidos. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1) Desenvolver marcadores microssatélites para três espécies de anfíbios; 

2) Determinar os genótipos para loci microssatélites das populações; 

3) Estimar estatísticamente a diversidade genética, organização genética e 

processos demográficos; 

4) Correlacionar os dados obtidos com o tipo de pressão antropogênica 

predominante (pastagem, práticas agrícolas); 

5) Selecionar e priorizar populações e espécies potencialmente importantes a serem 

conservadas, propondo exequíveis implicações conservacionistas. 
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2 CAPÍTULO I: ANÁLISE DA ORGANIZAÇÃO GENÉTICA EM POPULAÇÕES DE 
ANFÍBIOS

Artigo 1: ARRUDA, M. P. et al. Assessment of genetic diversity of generalist frog 

Rhinella schneideri in habitats with agricultural and livestock grazing disturbance. 

Biodiversity and Conservation, 2010 (A SER SUBMETIDO). 

Artigo 2: ARRUDA, M. P. et al. Genetic depletion of amphibians populations in 

landscape highly disturbed by agricultural crops. Molecular Ecology, 2010 (A SER 

SUBMETIDO). 
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2.1 ARTIGO 1 

Avaliação da diversidade genética do sapo generalista Rhinella 

schneideri em hábitats com perturbações agropecuárias

Maurício P. ARRUDA1, Eliana MORIELLE-VERSUTE1, Artur SILVA2, Maria Paula 

Cruz SCHNEIDER2, and Evonnildo C. GONÇALVES2

1Laboratório de Chiroptera, Departamento de Zoologia e Botânica, UNESP -

Universidade Estadual Paulista – Campus de São José do Rio Preto. 
2Laboratório de Polimorfismo de DNA, Instituto de Ciências Biológicas, UFPA - 

Universidade Federal do Pará.  

Resumo 
O incremento das atividades humanas tem contribuído para a perda de uma 

parcela importante da biodiversidade global. Em diversos biomas brasileiros, 

notadamente a Mata Atlântica e o Cerrado (savana), o processo de ocupação 

humana fez com que fragmentos pequenos e isolados sejam os únicos 

representantes atuais da antes abundante cobertura vegetal natural. Contudo, os 

dados sobre os efeitos das práticas agropecuárias para os anfíbios são praticamente 

desconhecidos. Nós avaliamos a diversidade genética por marcadores 

microssatélites em populações da espécie generalista Rhinella schneideri,

pertencentes a ecossistemas fragmentados na região noroeste do estado de São 

Paulo, Brasil, contendo paisagens antrópicas (agrícolas e áreas abertas de 

pastagem), com o intuito de relacionar o impacto de diferentes matrizes sobre a 

variabilidade genética. As populações exibiram um estoque de variabilidade genética 

uniforme e reduzido nível de endogamia e organização estrutural (Fst, Rst, Nm, 

Structure), mesmo em hábitats sob forte pressão antropogênica, sugerindo um 

elevado potencial de dispersão, responsável pela homogeneização das populações. 

Introdução
A destruição e a modificação do hábitat são aceitas, entre os biólogos 

conservacionistas, como sendo as causas primárias da perda da biodiversidade em 
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todo o mundo (Sala et al. 2000), e a situação para os anfíbios não é exceção (Alford 

e Richards 1999; Cushman 2006). O incremento das atividades humanas tem 

contribuído para a perda de uma parcela importante dessa biodiversidade, e o 

desenvolvimento e a implementação de estratégias que evitem ou atenuem esse 

processo representa um dos maiores desafios científicos atuais (Ewers 2005). De 

fato, em diversos biomas brasileiros, notadamente a Mata Atlântica e o Cerrado 

(savana), o processo de ocupação humana fez com que fragmentos pequenos e 

isolados sejam os únicos representantes atuais da antes abundante cobertura 

vegetal natural.

A vegetação natural da região Noroeste do estado de São Paulo, Brasil, é 

caracterizada pela presença de florestas estacionais semidecíduas e savana, e esta 

formação restringe-se hoje a 9% de sua área original, tendo sido substituída por 

pastagens, culturas diversas ou áreas urbanas. Tal impacto coloca a região como a 

mais desmatada e fragmentada do estado de São Paulo e com a menor 

concentração de unidades de conservação, compondo um quadro que 

aparentemente não será remodelado sem ações de manejo do meio ambiente 

(Kronka et al. 1993). Quanto mais elevado o impacto antrópico nas paisagens 

naturais, maiores são os esforços para a conservação da variabilidade genética 

natural das espécies (Ficetola e Bernardi 2004). 

Os dados sobre os efeitos do cultivo agrícola para os anfíbios são 

praticamente desconhecidos (Urbina-Cardona et al. 2006), e os resultados 

contraditórios (Gray et al. 2004). Knutson et al. (1999) examinando a abundância e a 

diversidade de espécies de sapos e rãs, indicam associações positivas e negativas 

com a presença de áreas agrícolas. Segundo os autores, alguns fragmentos 

remanescentes nas paisagens agrícolas podem servir de refúgio para determinadas 

espécies de anuros. Entretanto, apesar da abundância de algumas espécies em 

zonas perturbadas, muitas assembléias de anfíbios nesses locais têm uma maior 

probabilidade de extinção local ou metapopulacional em oposição àquelas presentes 

em paisagens prístinas (Gray et al. 2004). As espécies variam em sua tolerância à 

fragmentação ambiental e, as características que contribuem para a sensibilidade a 

este processo incluem baixa abundância, exigência de grande área, alta flutuação 

populacional, baixa fecundidade, baixa capacidade de dispersão e requisitos de 

hábitat especiais (Henle et al. 2004). 
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As informações acerca dos efeitos das práticas agropecuárias para os 

anfíbios são vitais para compreender a estrutura das comunidades e traçar 

estratégias de conservação para manutenção de populações e espécies que 

habitam as paisagens fragmentadas. De acordo com Gardner et al. (2007), a maioria 

dos estudos sobre os efeitos das mudanças estruturais no hábitat para os anfíbios 

está confinada a América do Norte, reforçando a importância de estudos em países 

tropicais e subtropicais que experimentam uma taxa maior de perda de hábitats.  

O sapo Cururu, Rhinella schneideri é a espécie de anfíbio mais comum na 

América do Sul, com ampla distribuição no Brasil, passando pelo Paraguai até a 

Bolívia central; e no sudoeste do continente, do centro ao norte da Argentina e 

Uruguai (Bastos et al. 2003). Contudo, a sua ecologia é pobremente conhecida (Guix 

1993), sendo considerada uma espécie de formações abertas e hábitat generalista 

(Silvano e Pimenta 2003). Espécies que são localmente abundantes e extensamente 

distribuídas podem servir como organismos-modelo para avaliar processos de 

fragmentação da paisagem e da perda de hábitats (Colli et al. 2002; Whiteley et al. 

2006).

Vários estudos têm comprovado a redução da diversidade genética em 

populações pequenas e isoladas (e.g. Frankham 1996; Young et al. 2000; 

Johansson et al. 2005). Essa situação induzida pelo homem poderá conduzir a uma 

redução do tamanho efetivo populacional (Young et al. 1996) e assim, a 

variabilidade genética será reduzida devido ao aumento da influência da deriva 

genética e endogamia. Em alguns estudos, os marcadores neutros têm sido 

utilizados como indicadores de aptidão individual que podem ser empregados na 

detecção de populações ameaçadas (Reed e Frankham 2003).  

O presente estudo objetivou a avaliação da diversidade genética por meio de 

marcadores microssatélites neutros em populações de R. schneideri pertencentes a 

ecossistemas fragmentados na região noroeste do estado de São Paulo, Brasil, com 

o intuito de relacionar o impacto de diferentes matrizes antropogênicas (cultivos 

agrícolas vs áreas abertas de pastagem) sobre a variabilidade genética da espécie 

R. schneideri. Identificar as variáveis que afetam a presença dos anfíbios em 

determinado hábitat é imperativo para a criação de ferramentas mais robustas para 

nortear programas de conservação. 
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Material e métodos 
Áreas e coletas 

 Foram avaliadas seis áreas pertencentes à região Noroeste do estado de São 

Paulo, Brazil (Figura 1) que estão sob influência de bacias hidrográficas, que variam 

quanto ao tipo de impacto antrópico predominante: bacia do Baixo Tietê (quatro 

populações examinadas: Votuporanga, Macaubal, S. A. Aracanguá e Planalto) 

caracterizada pela presença de pecuária extensiva (áreas abertas) e bacia do Tietê 

Batalha (duas populações: Sales e Novo Horizonte) onde predomina áreas de cultivo 

de cana-da-açúcar (monocultura densa). As áreas são constituídas por açudes, 

lagoas e brejos em locais de transição entre savana e floresta Atlântica tropical 

(Tabela 1).

Figura 1: Pontos amostrados da região Noroeste do Estado de São Paulo, Brasil. 

Tabela 1: Localização e caracterização da paisagem ambiental das populações amostradas.  

Município Bacia 
Hidrográfica 

Latitude Longitude Matriz predominante 

Votuporanga BT 20°30'17.36"S 50°05'42.67"O Pasto 
Macaubal BT 20°44'44.34"S 49°56'17.64"O Pasto  
S. A. Aracanguá  BT 20°55'47.25"S 50°21'16.34"O Pasto  
Planalto BT 20°59'31.28"S 49°58'48.59"O Pasto 
Sales TB 21°24'39.73"S 49°28'32.64"O Cana-de-açúcar 
Novo Horizonte TB 21°30'08.16"S 49°18'32.35"O Cana-de-açúcar 
BT = Baixo Tietê; TB = Tietê Batalha 

As coletas foram realizadas entre os meses de setembro de 2006 a março de 

2007, caracterizados por estação quente e úmida. Todos os espécimes foram 
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capturados com licença de coleta para atividade científica emitido pelo Instituto 

Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Renováveis – IBAMA (Nº 13923-1). 

Para a estimativa da diversidade genética das populações, foram coletados 10 

espécimes por localidade, totalizando 60 indivíduos. 

Extração do DNA genômico 

Os animais foram mortos de acordo com o protocolo recomendado para 

anfíbios pela Australia and New Zealand Council for the Care of Animals in Research 

and Teaching (2001), por meio da absorção cutânea de benzocaína administrada 

em dosagem letal. Na extração de DNA dos espécimes, para o preparo do DNA 

template, foram utilizados fragmentos de músculo tratados de acordo com Sambrook 

et al. (1989). A avaliação da integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 

1%, corado com brometo de etídio e visualizado em luz ultravioleta. A pureza e a 

concentração de DNA das amostras foram estimadas em espectrofotômetro 

NanoDrop� ND-1000. 

Marcadores microssatélites e avaliação dos genótipos nas populações 

Foram selecionados 9 loci polimórficos microssatélites (Rschµ1, Rschµ3,

Rschµ4, Rschµ6, Rschµ8, Rschµ9, Rschµ10, Rschµ12 e Rschµ14) desenvolvidos e 

padronizados de acordo com Molecular Ecology Resources Primer Development 

Consortium et al. (2009) e assumidos como marcadores neutros. 

Uma cauda M13 de sequência idêntica ao iniciador universal conjugado ao 

fluoróforo Cy5 foi acoplada na extremidade 5' dos iniciadores direto e a reação da 

PCR foi conduzida usando o método de iniciador universal descrito por Arruda et al. 

(2010). As reações de amplificação foram preparadas em volume total de 15 µL, 

contendo 25-100 ng de DNA genômico, tampão PCR 1x, 0,2 mM de cada dNTP, 

concentração variável de MgCl2, 0,6 pmol de cada iniciador direto (com cauda M13) 

e reverso, e 1 unidade de Taq Platinum® DNA Polimerase (Invitrogen). Todas as 

PCRs foram executadas com as seguintes condições: 94ºC por 5 min seguido por 40 

ciclos de 30 s a 94ºC, 45 s a temperatura de anelamento específica dos iniciadores 

(Molecular Ecology Resources Primer Development Consortium et al. 2009), e 45 s a 

72ºC. Ao final desses 40 ciclos, a PCR foi interrompida a 72ºC e 1 pmol de iniciador 

universal M13 marcado com Cy5 foi adicionado em cada reação e em seguida, as 

reações foram submetidas a uma nova ciclagem com 10 ciclos de 30 s a 94ºC, 45 s 



________        _ Capítulo 1 26

a 53ºC, 45 s a 72ºC e uma extensão final de 30 min a 72ºC. Os produtos da PCR 

foram separados por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida desnaturante 6% 

no analisador automático de DNA ALF Express II (Amersham Biosciences), 

utilizando padrão externo (50-500 pb) e padrões internos adequados a cada locus. A 

estimativa do tamanho dos alelos foi realizada pelo aplicativo Allele Locator 1.03 

(Amersham Biosciences). 

Análises estatísticas populacionais 

A variabilidade intrapopulacional foi quantificada de acordo com a frequência 

de heterozigosidade observada e esperada usando o algoritmo de Levene (1949), e 

o número efetivo dos alelos (Hartl e Clark, 1989) pelo aplicativo POPGENE 1.32 

(Yeh et al. 1997). O aplicativo FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1997) calculou a riqueza 

alélica corrigida pelo tamanho amostral. As populações foram examinadas para 

desvios significantes do equilíbrio de Hardy-Weinberg a partir do coeficiente de 

endogamia usando o aplicativo GENEPOP 4.0.9 (Rousset 2008), com as 

probabilidades de significância calculadas pelo método de cadeia Markov (Guo e 

Thompson 1992), com 10.000 passos de desmemorização e 100 lotes com 5.000 

iterações por lote. Esse aplicativo calculou também o coeficiente de endocruzamento 

intrapopulacional baseado na identidade dos alelos (Fis) de acordo com Weir e 

Cockerham (1984). 

Os níveis de diferenciação populacional foram quantificados no aplicativo 

ARLEQUIN 2.001 (Excoffier e Schneider 2006) a partir da estatística F pelos índices 

Fst e Rst, o último ajustado ao modelo stepwise mutation model de evolução para 

marcadores microssatélites (Slatkin 1995). O aplicativo GENEPOP 4.0.9 (Rousset 

2008) também estimou o fluxo gênico entre as populações (número médio de 

migrantes de cada geração - Nm), usando a quantidade de alelos privados como 

método de análise (Barton e Slatkin 1986). Uma estimativa do número de 

subpopulações representativas nas amostras (k) foi feita usando o aplicativo 

STRUCTURE 2.3.1, baseado em abordagem bayesiana (Pritchard et al. 2000), 

executado sem informação populacional prévia. Três corridas foram realizadas com 

10.000 passos e 10.000 réplicas, usando o modelo de ancestralidade compartilhada. 

Para as frequências de alelos foram empregados dois modelos: alelos 

correlacionados, que considera as frequências semelhantes entre as populações 

devido à migração ou ancestralidade, em que alguns alelos estão em desequilíbrio 
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de ligação, e o modelo de frequências independentes, que infere que as frequências 

alélicas em diferentes populações são razoavelmente diferentes entre si. O número 

populacional (k) foi sugerido a partir de um até o valor de 10. 

As análises demográficas foram executadas para avaliar evidências recentes 

de “gargalos de garrafa“ ou “efeito fundador” com programa BOTTLENECK 1.2.0.02 

(Cornuet e Luikart 1996), onde as frequências alélicas foram testadas para a 

presença de um excesso de heterozigosidade (He > Heq), que foi avaliada pelo teste 

unicaudal signed rank de Wilcoxon, mais robusto quando utilizado nas análises com 

menos de 20 loci (Piry et al. 1999). O teste foi executado com 5.000 replicações 

empregando os modelos stepwise mutation model e o modelo mutacional two-phase 

model, incorporando um sistema com 70 e 90% de stepwise mutation model que 

abrange os intervalos mais prováveis para microssatélites de anfíbios (Schlötteter 

2000).

O isolamento por distância (teste de Mantel) foi avaliado pela relação entre a 

diferenciação genética (Rst) e a distância geográfica entre os pontos amostrados, e 

foi executado com 10.000 randomizações utilizando o aplicativo IBD 1.52 (Bohonak 

2002).

Resultados 
Diversidade genética das populações 

 A quantidade de variabilidade genética intrapopulacional foi estimada por seis 

diferentes parâmetros exibidos na Tabela 2. Nenhuma população apresentou desvio 

significante do equilíbrio de Hardy-Weinberg.  

Tabela 2: Índices de diversidade genética neutra intrapopulacional.  

Populações Ho He PHWE Ne RA Fis
Votuporanga 0,47 0,47 0.984 1,93 3,11 0,011 
Macaubal 0,47 0,46 0.787 1,93 3,11 -0,022 
S. A. Aracanguá 0,53 0,52 0.996 2,16 3,22 -0,019 
Planalto 0,41 0,45 0.693 1,84 3,68 0,094 
Sales 0,40 0,45 0.612 2,02 3,00 0,120 
Novo Horizonte 0,46 0,48 0.824 2,17 3,22 0,055 
Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; PHWE = probabilidade de desvio 
(valor de p) do equilíbrio de Hardy-Weinberg; Ne = número efetivo de alelos; RA = riqueza alélica; Fis
= coeficiente de endocruzamento intrapopulacional. 

 As estimativas de variabilidade genética em todos os índices avaliados foram 

bastante homogêneos entre as populações analisadas. Não foi constatada nenhuma 
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redução aparente na diversidade genética interna das populações das duas 

espécies. O coeficiente de endocruzamento em todas as populações foi baixo (< 

0,12) e não significante (p > 0,05) indicando reduzida endogamia a nível 

intrapopulacional.

Organização da variação genética entre as populações  

 As populações foram comparadas aos pares para detecção de 

dissimilaridades entre elas, com base na análise de variados parâmetros. Os índices 

Fst e Rst de diferenciação genética interpopulacional (Tabela 3) exibiram valores 

correlacionados e evidenciaram uma baixa a moderada estruturação genética entre 

as populações par a par. Os menores valores, de Rst e Fst e sem significância 

estatística (p > 0,05), foram observados entre os pares populacionais de Sales e 

Novo Horizonte, Votuporanga e S. A. Aracanguá, e nas comparações das 

populações de Macaubal com as populações de Sales e Novo Horizonte. 

Tabela 3: Estimativas de Fst e Rst (entre parênteses) entre as populações.   

Populações      
 Votutoranga Macaubal S. A. Aracanguá Planalto Sales 
Macaubal 0,057* (0,061)      
S. A. Aracanguá 0,015 (0,015) 0,042* (0,044)    
Planalto 0,030* (0,031) 0,090* (0,099) 0,068* (0,072)   
Sales 0,043* (0,045) 0,021 (0,021) 0,057* (0,061) 0,051* (0,054)  
Novo Horizonte 0,033* (0,035) 0,013 (0,013) 0,058* (0,062) 0,039* (0,041) -0,002 (0,000)
* = Valores de p significantes.

 A espécie exibiu um número reduzido de alelos privados nas populações 

(2,96% em média) distribuídos uniformemente entre elas (3,45 até 3,7%), a exceção 

da população de Planalto que não exibiu alelo privado. O cálculo do número médio 

de migrantes por geração (Tabela 4) evidenciou um fluxo gênico alto entre as 

populações de R. schneideri (Nm = 3,58 nas populações agrupadas). Nas 

comparações par a par, os valores foram todos praticamente acima de 1 indivíduo, a 

exceção da comparação Novo Horizonte – Santo Antônio do Aracanguá (Nm = 

0,746).
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Tabela 4: Estimativa do número médio de migrantes (Nm) entre as populações, após o ajuste por 

tamanho populacional. 

Populações      
 Votutoranga Macaubal S. A. Aracanguá Planalto Sales 
Macaubal 1,655     
S. A. Aracanguá 1,726 0,971    
Planalto 2,886 3,109 1,437   
Sales 1,259 2,154 0,936 1,988  
Novo Horizonte 1,054 2,134 0,746 2,710 2,268 

 A análise bayesiana pelo STRUCTURE 2.3.1 forneceu as probabilidades de 

agrupamentos populacionais. De acordo com a curva de probabilidade (Gráfico 1), o 

aplicativo agrupou todas as populações de R. schneideri em um único grupo pelos 

modelos de frequências alélica independente (k = 1 Ln = -1013; k = 2, Ln = -1019; k

= 3 Ln = -1035; k = 4 Ln = -1095; média das três corridas) e correlacionada  (k = 1 Ln 

= -1013; k = 2, Ln = -1077; k = 3 Ln = -1094; k = 4 Ln = -1129; média das três 

corridas).
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Gráfico 1: Curva de probabilidade produzida pelo aplicativo Structure 2.3.1 indicando o número 
provável de agrupamentos populacionais pelo modelo de ancestralidade compartilhada com 
frequência de alelos correlacionados e independentes. Seta indica o número mais provável (k = 1 
para ambas as frequências de alelos). 

Histórico demográfico 

 O teste Mantel baseado no índice Rst não detectou valores significantes de 

distância genética associada à distância geográfica (rmantel = 0,335798; p = 0,1540). 

nquanto que evidências de reduções recentes não foram detectadas (Tabela 5) para 
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nenhuma das seis populações, pelos três modelos evolutivos de alelos utilizando 

(S.M.M.; T.P.M. 70%; T.P.M. 90%) no teste Wilcoxon sign-rank.

Tabela 5: Resultados do teste Wilcoxon sign-rank unicaudal (valores de p) gerados pelo programa 

BOTTLENECK 1.2.0.02 com 10.000 réplicas com os modelos S.M.M. e T.P.M. 70% e 90% de S.M.M.

Populações Modelos evolutivos 
S.M.M. T.P.M. (70%) T.P.M. (90%) 

Votuporanga 0,93555 0,63281 0,82031 
Macaubal 0,89844 0,75195 0,82031 
S. A. Aracanguá 0,82031 0,50000 0,71484 
Planalto 0,99707 0,99707 0,99707 
Sales 0,71484 0,63281 0,67383 
Novo Horizonte 0,80859 0,52734 0,62891 
S.M.M. = stepwise mutation model; T.P.M. = two-phase model.

Discussão 
As perturbações antrópicas circundantes aos hábitats naturais são 

consideradas fatores locais e globais no declínio dos anfíbios, como consequência 

direta da redução na disponibilidade de hábitat, que é particionado em fragmentos 

discretos rodeados por uma matriz muitas vezes inabitável ou intransitável por 

processos antropogênicos (Bennet 1999). Esses fragmentos são frequentemente 

pequenos e isolados e, portanto, a fragmentação pode causar uma perda de 

diversidade genética por meio dos processos de deriva genética e endogamia 

(Hansk e Gilpin 1997; Hedrick 2001; Keller e Waller 2002). Populações de anfíbios 

podem ser especialmente mais propensas à extinção local resultante da 

transformação e fragmentação do hábitat causada pela ação humana, devido à 

dinâmica espacial e temporal das populações (Gibbs 1998) e de suas características 

morfofisiológicas.  

Os efeitos negativos da fragmentação do hábitat sobre os níveis de 

variabilidade genética nas populações locais têm sido indicados em vários estudos 

de anfíbios (e.g. Arruda 2008; Hitching e Beebee, 1997; Hitchings e Beebee, 1998). 

 Todas as populações de R. schneideri amostradas exibiram uma variabilidade 

genética uniforme e baixa endogamia, sendo observados níveis baixos ou ausentes 

de organização estrutural nas populações pelos diferentes métodos de análises (Fst,

Rst, Nm e Structure). 

 Scribner et al. (1994), em análise de fina escala com marcadores 

microssatélites em populações de Bufo bufo (Bufonidae) distantes até 14 Km, 
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detectaram valores baixos de estruturação genética (Fst 0.016) nessa espécie 

generalista. Outra espécie de bufonídeo, Epidalea calamita que atualmente sofre um 

declínio populacional (Beja et al. 2009), foi avaliada por Rowe et al. (2000) com 

marcadores microssatélites, que evidenciaram estruturação (Fst 0.060 - 0.224) em 

populações distantes até 16 km. Os valores do Fst para R. schneideri no presente 

estudo, oscilaram de -0,002 até 0,09 entre fragmentos distantes de 24 até 138 Km. 

Portanto, concluímos que a estruturação foi ausente ou bastante pobre nesse 

estudo, mesmo em média escala. 

R. schneideri é uma espécie amplamente disseminada na América do Sul, 

com elevada abundância em paisagens antropizadas e de hábitat generalista 

(Cochran 1955; Silvano e Pimenta 2003). A ausência de isolamento por distância é 

comumente interpretada como significando a ocorrência de fluxo gênico elevado a 

grandes distâncias (Seppa e Laurila 1999) ou muito baixo, mesmo a distâncias 

curtas (Shaffer et al. 2000; Olsen et al. 2003). Em nosso estudo, a ausência de 

isolamento por distância observada em R. schneideri e os níveis altos de Nm, 

sugerem um potencial elevado de dispersão (grande potencial panmítico), 

responsável pela homogeneização das populações em que foi verificada ausência 

de estruturação; esses dados são coerentes com o status da espécie. 

Aparentemente, os processos antropogênicos das áreas avaliadas nesse estudo, 

incluindo os fortes impactos produzidos por práticas agrícolas de monoculturas 

densas (e.g. cana de açúcar), não são fragmentadores de hábitat para essa espécie.

 De acordo com Haddad e Abe (1999), como consequência do desmatamento, 

R. schneideri tem expandido geograficamente seus limites tornando-se 

particularmente interessante para estudos de eventos fundador (Colli et al. 2002; 

Whiteley et al. 2006). Contudo, em nossos resultados nenhum evento fundador 

recente foi detectado, indicando o estabelecimento histórico das populações nessa 

região.

Implicações conservacionistas 
Caracterizada por ampla distribuição, tolerância a uma vasta gama de 

hábitats e com uma tendência de aumento populacional, a espécie R. schneideri não 

está atualmente ameaçada (Aquino et al. 2004). Os resultados reportados nesse 

estudo não indicaram declínio na variabilidade genética entre as populações das 
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regiões avaliadas, mesmo sob forte impacto antrópico, estando de acordo com os 

estudos que apontam a adaptabilidade da espécie a distúrbios antropogênicos.  

Em alguns casos a hibridização pode comprometer a sustentabilidade das 

espécies parentais. Esta ameaça à biodiversidade surge especialmente após 

translocações antrópicas, como nos exemplos bem relatados com rãs européias 

(Beebee, 2005). Logo, o exame da hibridização é um aspecto bastante relevante 

para gestores de conservação. Kloss (1972) e Haddad et al. (1990) reportaram a 

existência de formas intermediárias entre R. schneideri e R. icterica entre zonas de 

transição. Com objetivo de elucidar essa relação entre as espécies, alguns estudos 

foram conduzidos por marcadores citogenéticos (Kasahara et al. 1996) e protéicos 

(Azevedo et al. 2003). Entretanto, para estudos mais refinados de hibridizações 

naturais, marcadores moleculares mais sensíveis como os microssatélites são 

altamente recomendados. Com isso, apontamos que a medida de ação atual é a 

determinação do status taxonômico dessa espécie (ou complexo de espécies) em 

zonas de transição com vistas a planejamentos futuros de conservação, caso 

necessário.  
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Resumo 
A fragmentação e a destruição do hábitat são aceitas como sendo as causas 

primárias para o declínio populacional dos anfíbios. Diversos processos 

antropogênicos contribuem para a deterioração das paisagens, podendo afetar 

negativamente as populações de anfíbios, por alterar fisicamente os ambientes 

aquáticos e terrestres, reduzindo a conectividade dos hábitats. Contudo, poucos 

dados existem sobre os efeitos do cultivo agrícola para as populações de anfíbios. 

Assim, foi avaliada a variabilidade genética de populações de duas espécies 

(Hypsiboas raniceps e Leptodactylus chaquensis) provenientes de hábitats com 

diferentes tipos de perturbação antrópica (áreas abertas de pastagem vs agricultura) 

por meio de marcadores microssatélites, com o intuito de relacionar o impacto de 

diferentes matrizes antrópicas sobre a diversidade genética. As populações das 

duas espécies localizadas em região com forte impacto agrícola (Tietê Batalha), 

exibiram empobrecimento genético e alta estruturação populacional (Fst, Rst,

AMOVA, e análise bayesiana) em relação às outras populações. É possível concluir 

que as práticas agrícolas de monoculturas densas (e.g. cana-de-açúcara) têm 

efeitos depressivos na diversidade genética em anfíbios, quando essas culturas 

ocasionam uma redução da dispersão das espécies (mais provável em espécies 

com baixa vagilidade) e, dessa forma contribuindo para a fragmentação do hábitat. 

Possíveis implicações conservacionistas foram elaboradas. 
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Introdução
 Atualmente a classe Amphibia está submetida a grandes declínios mundiais, 

com pelo menos um terço das espécies consideradas “ameaçadas” sob critérios da 

IUCN e, a menos que estes declínios sejam compreendidos e revertidos, centenas 

de espécies podem ser extintas nas próximas décadas (Stuart et al. 2004). A 

deterioração nas paisagens ocorre em escala local e global, podendo afetar 

negativamente as populações de anfíbios de diversas maneiras por alterar 

fisicamente os ambientes aquáticos e terrestres (Alford et al. 2001). Uma dessas 

perturbações, a mecânica (e.g. práticas agrícolas, estradas, pastagens), pode afetar 

a conectividade das populações influenciando na permeabilidade do movimento 

entre as demes (Gibbs 1998) e estruturando geneticamente as populações (Reh e 

Seitz 1990). Contudo, poucos dados existem (e.g. Knutson et al. 1999; Kolozsvary e 

Swihart 1999; Gray et al. 2004) sobre os efeitos do cultivo agrícola para as 

populações de anfíbios, embora seja geralmente aceito que a agricultura influencie 

negativamente as populações de anfíbios (Semlitsch 2000, Smith et al. 2004), 

promovendo declínios na diversidade e abundância das espécies, alterações na 

composição de espécies e parâmetros demográficos e diminuição da diversidade 

genética (Sauders et al. 1991; Turner 1996; Oldham et al. 2000; Joly et al. 2001; 

Laurance et al. 2002; Ficetola e De Bernardi, 2004). Há evidências sugerindo que 

algumas guildas de anfíbios podem reproduzir-se em zonas úmidas de paisagens 

perturbadas (Hecnar e M’Closkey 1997; Wright et al. 1998) e, portanto, podem ser 

positivamente associadas com o cultivo agrícola em escala local, mas outros 

parâmetros demográficos e de adaptabilidade (e.g. demografia temporal, tamanho 

do corpo e diversidade da dieta) podem ser afetados negativamente (Gray et al.

2004).

A diversidade genética detectada por marcadores moleculares neutros do tipo 

microssatélites em grande parte está associada com a aptidão das populações e o 

risco de extinção (Frankham 2005); assim, podem ser aplicados na detecção de 

populações pequenas ameaçadas. Diversos estudos têm detectado uma redução na 

aptidão dos indivíduos de populações onde a diversidade genética tem sido 

negativamente afetada pela fragmentação (e.g. Hitching e Beebee, 1998; Andersen 

et al. 2004; Edman et al. 2004; Galeuchet et al. 2005). Os dados genéticos podem 

também ser usados para sugerir níveis de dispersão, contribuindo para uma maior 

compreensão da dinâmica das populações de anfíbios, fornecendo novas 
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informações sobre a estrutura populacional, padrões de migração e na identificação 

de barreiras geográficas para a dispersão (Newman e Squire 2001). Anfíbios 

frequentemente sobrevivem dentro de metapopulações (Marsh e Trenham 2001), e 

a perda de aptidão causada pelo isolamento aumenta o risco de extinção de (sub) 

populações (Beebee e Rowe 2000).  

De todos os biomas brasileiros, os mais ameaçados são a Mata Atlântica, 

onde os remanescentes florestais representam 8% da cobertura original (Fundação 

SOS Mata Atlântica 2002) e, o Cerrado considerado um dos hotspots mundiais de 

biodiversidade, em que a taxa de conversão do hábitat é muito elevada, restando 

apenas 34% da cobertura original (Klink e Machado 2005). O aumento das taxas de 

declínio das populações de anuros em todo o mundo cria demandas urgentes de 

estratégias para maximizar os esforços de conservação. A alteração do hábitat pode 

ser crítica em regiões para as quais poucos dados detalhados sobre a diversidade, 

abundância e distribuição estão disponíveis (Young et al. 2000), podendo implicar na 

perda rápida de muitas populações e espécies. 

O noroeste do estado de São Paulo representa uma das últimas áreas de 

ocupação do território paulista que experimentou uma rápida e desordenada 

expansão urbana e agrícola nas recentes décadas, com grave comprometimento 

ambiental. Com uma vegetação original caracterizada como Floresta Estacional 

Semidecidual e Savana (Cerrado), ocupam atualmente somente 4% de sua área 

original (SMA/IF 2005), tendo sido substituída por pastagens, culturas diversas ou 

áreas urbanas (Probio 1998). Essa região tem os maiores índices de conversão de 

hábitats naturais em terra agrícolas do estado, colocando a área como a mais 

desmatada e fragmentada (IPT 2000), e essas práticas tem um potencial de grande 

influência sobre as populações de anfíbios devido a problemas de perda de hábitats, 

isolamento e contaminação química e de nutrientes. 

Os esforços dos programas de conservação para uma espécie não protegem 

adequadamente as necessidades biológicas de múltiplas espécies ameaçadas 

dentro dos ecossistemas. Consequentemente existe uma forte tendência, em 

estratégias de conservação, na substituição de estudos únicos de uma espécie, para 

abordagens mais amplas com diferentes espécies (Roberge e Angelstam 2004), 

particularmente muito mais informativos para a conservação do ecossistema como 

um todo. Além disso, nos anfíbios por sua natureza altamente filopátrica, os padrões 

de abudância, diversidade e ocupação podem fornecer indicadores mais confiáveis 
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de qualidade do hábitat do que os outros táxons de vertebrados (Waldman e Tocher 

1998).

Assim, em nosso trabalho, avaliamos a diversidade genética por meio de 

marcadores microssatélites neutros, em populações de uma rã (Leptodactylus 

chaquensis) e uma perereca (Hypsiboas raniceps), em hábitats com diferentes tipos 

de perturbação antrópica (práticas agrícolas e pastagem) na região noroeste do 

estado de São Paulo, Brasil, com o intuito de relacionar o impacto de diferentes 

matrizes sobre a variabilidade genética das espécies.

Métodos
Áreas de estudo e espécies

Esse estudo foi realizado em seis localidades pertencentes à região Noroeste 

do estado de São Paulo, Brasil (Figura 1). Essas localidades estão sob influência de 

bacias hidrográficas, que variam quanto ao tipo de impacto antrópico predominante: 

bacia do Baixo Tietê (quatro populações examinadas: Votuporanga, Santo Antônio 

do Aracanguá, Planalto e Macaubal) caracterizada pela presença de pecuária 

extensiva (áreas abertas) e bacia do Tietê Batalha (duas populações: Sales e Novo 

Horizonte), onde predomina áreas de cultivo da cana-da-açúcar (monocultura 

densa). As áreas são compostas por açudes, brejos e lagoas (Tabela 1) em locais 

de transição entre savana e floresta Atlântica tropical, distantes aproximadamente 

400 km do litoral brasileiro. O hilídeo arborícola H. raniceps e o leptodactylídeo L.

chaquensis foram escolhidos para a avaliação da diversidade genética nas 

diferentes localidades. Essas espécies predominantemente de formações abertas 

(Gordo e Campos 2005; Uetanabaro et al. 2008) são extensamente dispersas na 

América do Sul colonizando diferentes biomas (Duellman 1999; La Marca et al.

2004). Espécies que são localmente abundantes, extensamente distribuídas podem 

servir como organismos informativos para avaliar processos de fragmentação da 

paisagem e da perda de hábitats (Whiteley et al. 2006). 
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Figura 1: Pontos amostrados da região Noroeste do Estado de São Paulo, Brasil. 

Tabela 1: Coordenadas geográficas e caracterização da paisagem ambiental das áreas amostradas.  

Município Bacia 
Hidrográfica Latitude Longitude Matriz predominante 

Votuporanga BT 20°30'17.36"S 50°05'42.67"O Pasto 
Macaubal BT 20°44'44.34"S 49°56'17.64"O Pasto  
S. A. Aracanguá  BT 20°55'47.25"S 50°21'16.34"O Pasto  
Planalto BT 20°59'31.28"S 49°58'48.59"O Pasto 
Sales TB 21°24'39.73"S 49°28'32.64"O Cana-de-açúcar 
Novo Horizonte TB 21°30'08.16"S 49°18'32.35"O Cana-de-açúcar 
BT = Baixo Tietê; TB = Tietê Batalha 

As coletas foram realizadas durante a estação reprodutiva, compreendida 

entre Setembro de 2006 e Março de 2007 (estação quente e chuvosa). Todos os 

espécimes foram capturados com licença de coleta para atividade científica emitido 

pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Renováveis – IBAMA (Nº 

13923-1). No total, foram coletadas amostras de tecido muscular de 60 indivíduos 

adultos de cada espécie, provenientes de seis localidades (10 espécimes de cada 

espécie por localidade) separadas por distâncias de 24 a 138 Km.

Extração do DNA genômico 

Os animais foram mortos de acordo com o método recomendado para 

anfíbios pela Australia and New Zealand Council for the Care of Animals in Research 

and Teaching (2001), por meio da absorção cutânea de benzocaína administrada 

em dosagem letal. O DNA foi extraído das amostras de acordo com o protocolo 
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padrão descrito por Sambrook et al. (1989). A avaliação da integridade do DNA foi 

verificada em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio e visualizado em luz 

ultravioleta. A pureza e a concentração de DNA das amostras foram estimadas em 

espectrofotômetro NanoDrop� ND-1000. 

Genotipagem dos marcadores microssatélites  

Dez loci microssatélites para a espécie H. raniceps (Hraniµ02, Hraniµ03, 

Hraniµ04, Hraniµ05, Hraniµ06, Hraniµ07, Hraniµ10, Hraniµ11, Hraniµ13, Hraniµ16 - 

desenvolvidos por Arruda et al. 2010a), e doze loci desenvolvidos para espécie L.

chaquensis (Lchaqµ01, Lchaqµ04, Lchaqµ05, Lchaqµ06, Lchaqµ07, Lchaqµ08,

Lchaqµ09, Lchaqµ10, Lchaqµ13, Lchaqµ14, Lchaqµ15, Lchaqµ16 - Arruda et al.

2010b), assumidos como marcadores neutros, foram selecionados para amplificação 

nos indivíduos.

Uma cauda M13 de sequência idêntica ao iniciador universal conjugado com 

fluoróforo Cy5, foi acoplada na extremidade 5' dos iniciadores diretos, e a reação da 

PCR foi conduzida usando o método de iniciador universal descrito por Arruda et al.

(2010c). As reações de amplificação foram preparadas em volume total de 15 µL, 

contendo 25 ng de DNA genômico, tampão PCR 1x, 0,2 mM de cada dNTP, 

concentração variável de MgCl2, 0,6 pmol de cada iniciador direto (com cauda M13) 

e reverso, e 1 unidade de Taq Platinum® DNA Polimerase (Invitrogen). Todas as 

PCRs foram executadas com as seguintes condições: 94ºC por 5 min seguido por 40 

ciclos de 30 s a 94ºC, 45 s a temperatura de anelamento específica dos iniciadores, 

e 45 s a 72ºC. Ao final desses 40 ciclos, a PCR foi interrompida a 72ºC e 1 pmol de 

iniciador universal M13 marcado com Cy5 foi adicionado em cada reação e em 

seguida, as reações foram submetidas a uma nova ciclagem com 10 ciclos de 30 s a 

94ºC, 45 s a 53ºC, 45 s a 72ºC e uma extensão final de 30 min a 72ºC. Os produtos 

da PCR foram separados por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 

desnaturante 6% no analisador automático de DNA ALF Express II (Amersham 

Biosciences), utilizando padrão externo (50-500 pb) e padrões internos adequados a 

cada locus. A estimativa do tamanho dos alelos foi realizada pelo aplicativo Allele 

Locator 1.03 (Amersham Biosciences). 
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Análises dos dados 

Diversidade genética dentro das populações 

A variabilidade intrapopulacional foi quantificada de acordo com a frequência 

de heterozigosidade observada e esperada usando o algoritmo de Levene (1949) e 

o número efetivo dos alelos (Hartl e Clark 1989) pelo aplicativo POPGENE 1.32 (Yeh 

et al. 1997). O aplicativo FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1997) calculou a riqueza alélica 

corrigida pelo tamanho amostral e os valores divergentes testados entre as 

populações por 1.000 permutações com nível de significância. As populações foram 

examinadas para desvios significantes do equilíbrio de Hardy-Weinberg a partir do 

coeficiente de endogamia usando o aplicativo GENEPOP 4.0.9 (Rousset 2008), com 

as probabilidades de significância calculadas pelo método de cadeia Markov (Guo e 

Thompson 1992), com 10.000 passos de desmemorização e 100 lotes com 5.000 

iterações por lote. Esse aplicativo calculou também o coeficiente de endocruzamento 

intrapopulacional baseado na identidade dos alelos (Fis), de acordo com Weir e 

Cockerham (1984).  

Diferenciação populacional 

Os níveis de diferenciação populacional foram quantificados no aplicativo 

ARLEQUIN 2.001 (Excoffier e Schneider 2006) a partir da estatística F pelos índices 

Fst e Rst, o último ajustado ao modelo stepwise mutation model de evolução para 

marcadores microssatélites (Slatkin 1995). O aplicativo GENEPOP 4.0.9 (Rousset 

2008) estimou o fluxo gênico entre as populações (número médio de migrantes de 

cada geração - Nm), usando a quantidade de alelos privados como método de 

análise (Barton e Slatkin 1986), corrigido pelo tamanho amostral. Uma estimativa do 

número de subpopulações representativas nas amostras (k) foi feita usando o 

aplicativo STRUCTURE 2.3.1, baseado em abordagem bayesiana (Pritchard et al.

2000), executado sem informação populacional prévia. Três corridas foram 

realizadas com 10.000 passos e 10.000 réplicas, usando o modelo de 

ancestralidade compartilhada. Para as frequências de alelos foram empregados dois 

modelos: alelos correlacionados, que considera as frequências semelhantes entre as 

populações devido à migração ou ancestralidade, em que alguns alelos estão em 

desequilíbrio de ligação, e o modelo de frequências independentes, que infere que 

as frequências alélicas em diferentes populações são razoavelmente diferentes 

entre si. O número populacional (k) foi sugerido a partir de um até o valor de 10. Os 
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agrupamentos definidos pelo STRUCTURE foram comparados pela análise da 

variância molecular “AMOVA” embutido no aplicativo ARLEQUIN 2.001 (Excoffier e 

Schneider 2006), baseado no índice de variância entre grupos (Fct).

Análises demográficas 

Para avaliar evidências recentes de “gargalos de garrafa“ ou “efeito fundador” 

foi executado o programa BOTTLENECK 1.2.0.02 (Cornuet e Luikart 1996), onde as 

frequências alélicas foram testadas para a presença de um excesso de 

heterozigosidade (He > Heq), que foi verificado pelo teste unicaudal signed rank de 

Wilcoxon, mais robusto quando utilizado em análises com menos de 20 loci (Piry et 

al. 1999). O teste foi executado com 5.000 replicações empregando os modelos 

stepwise mutation model e o modelo mutacional two-phase model, empregando um 

sistema de 70 e 90% de stepwise mutation model que abrange os intervalos mais 

prováveis para microssatélites de anfíbios Schlötteter (2000). 

O isolamento por distância (teste de Mantel) foi avaliado pela relação entre a 

diferenciação genética (Rst) e a distância geográfica entre os seis pontos 

amostrados, e foi executado com 10.000 randomizações utilizando o aplicativo IBD 

1.52 (Bohonak 2002).

Resultados 
Diversidade genética intrapopulacional 

 Do total de 22 loci empregados nesse estudo, excluímos das análises 

populacionais o locus Lchaqµ10 desenvolvido para a espécie L. chaquensis, que 

não amplificou em muitos indivíduos, e que poderia ocasionar viés nas análises 

populacionais.

 A quantidade de variabilidade genética interna nas populações das duas 

espécies foi estimada por diferentes parâmetros exibidos na Tabela 2. Nenhuma 

população apresentou desvio significante do equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
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Tabela 2: Índices de diversidade genética neutra intrapopulacional.   

Espécies Populações Ho He PHWE Ne RA Fis
L. chaquensis Votuporanga 0,54 0,57 0.613 2,66 3,54 0,068 

Macaubal 0,49 0,55 0.332 2,23 3,38 0,113 
S. A. Aracanguá 0,49 0,51 0.961 2,24 3,36 0,039 
Planalto 0,52 0,52 0.658 2,23 3,38 -0,005 
Sales 0,29 0,36 0.062 1,79 2,50 0,197 
Novo Horizonte 0,34 0,37 0.289 1,79 2,72 0,095 

      
H. raniceps Votuporanga 0,56 0,57 0.864 3,48 4,52 0,030 

Macaubal 0,57 0,60 0.536 3,46 4,09 0,034 
 S. A. Aracanguá 0,54 0,59 0.101 3,86 4,53 0,085 
 Planalto 0,50 0,52 0.740 2,87 3,89 0,032 
 Sales 0,34 0,37 0.392 2,49 3,18 0,093 
 Novo Horizonte 0,36 0,39 0.481 1,87 2,30 0,070 
Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; PHWE = probabilidade de desvio 
(valor de p) do equilíbrio de Hardy-Weinberg; Ne = número efetivo de alelos; RA = riqueza alélica; Fis
= coeficiente de endocruzamento intrapopulacional. 

 Os índices de diversidade genética para as duas espécies indicaram 

heterogeneidade entre as populações amostradas. Em ambas as espécies, as 

populações do Tietê Batalha (Sales e Novo Horizonte) exibiram uma depreciação 

em todos os índices de diversidade genética. A população de Sales em L.

chaquensis, também exibiu um coeficiente de endocruzamento alto (Fis = 0,197), 

enquanto que as demais populações não apresentaram um valor significativo. A 

partir da visualização da diversidade reduzida em duas populações em ambas as 

espécies, os índices foram comparados entre os grupos do Baixo Tietê e Tietê 

Batalha no aplicativo FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1997), sendo detectadas diferenças 

significantes para heterozigosidade observada (p = 0,05 em H. raniceps; p = 0,05 em 

L. chaquensis), esperada (p = 0,05 em H. raniceps; p = 0,02 em L. chaquensis) e 

riqueza alélica (p = 0,04 em H. raniceps; p = 0,05 em L. chaquensis).

   

Organização da variação genética interpopulacional 

 As populações foram comparadas aos pares para detecção de 

dissimilaridades entre elas com base na análise de parâmetros variados. Os valores 

dos índices Fst e Rst de diferenciação genética interpopulacional foram 

correlacionados (Tabela 3) e, em L. chaquensis evidenciaram uma baixa a elevada 

estruturação genética entre as comparações das populações par a par. De forma 

geral, os maiores valores de diferenciação populacional foram observados nas 

comparações das populações do Tietê Batalha com as demais populações, 
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excetuando Votuporanga. Em H. raniceps, esse índice apresentou significância (p < 

0,05) em todas as comparações, a exceção do par populacional Macaubal – 

Votuporanga, que foi evidenciado uma baixa estruturação (0,028). Além disso, foram 

observados valores de alta estruturação (> 0,15) em praticamente todas as 

comparações par a par nas populações do Tietê Batalha com outras populações. 

Tabela 3: Índices Fst e Rst (entre parênteses) entre as populações das duas espécies.  

Espécies / Populações     
Votutoranga Macaubal S. A. Aracanguá Planalto Sales 

L. chaquensis      
Macaubal 0,015 (0,015)     
S. A. Aracanguá 0,049* (0,052) 0,023 (0,024)    
Planalto 0,036* (0,037) 0,056* (0,059) 0,049* (0,052)   
Sales 0,088* (0,096) 0,145* (0,169) 0,196* (0,243) 0,137* (0,159)  
Novo Horizonte 0,059* (0,063) 0,099* (0,110) 0,183* (0,224) 0,085* (0,093) 0,053* (0,056) 
      
H. raniceps      
Macaubal 0,028 (0,029)     
S. A. Aracanguá 0,060* (0,064) 0,062* (0,066)    
Planalto 0,055* (0,058) 0,050* (0,053) 0,051* (0,054)   
Sales 0,207* (0,260) 0,181* (0,222) 0,173* (0,209) 0,136* (0,158)  
Novo Horizonte 0,258* (0,347) 0,250* (0,334) 0,227* (0,294) 0,192* (0,237) 0,120* (0,136) 
* = Valores de p significantes.

 A espécie L. chaquensis exibiu 6,18% de alelos privados na média das 

populações, distribuídos nas populações de Planalto (15,79%), Macaubal (10,53%), 

Votuporanga (4,88%), Novo Horizonte (3,23%) e S. A. Aracanguá (2,63%), a 

exceção da população de Sales que não exibiu alelo privado. Em H. raniceps, o 

número médio de alelos privados foi mais pronunciado na média das seis 

populações (6,8%), com as maiores quantidades detectadas nas populações de 

Votuporanga (17,65%), Sales (8,33%), Macaubal (6,52%), Santo Antônio do 

Aracanguá (6%) e Planalto (2,33%), respectivamente, enquanto que na população 

de Novo Horizonte não foi detectada a presença de alelos privados. 

 O cálculo do número médio de migrantes por geração para as espécies 

(Tabela 4) evidenciou um maior fluxo gênico entre as populações de L. chaquensis

(Nm = 2,27 populações agrupadas), enquanto que H. raniceps, o valor de Nm foi de 

1,155. Contudo, as duas espécies apresentam similaridade nos menores índices de 

fluxo gênico (Nm < 1), que foram visualizados nas comparações par a par das 

populações do Baixo Tietê com as demais populações (inclusive entre Sales e Novo 

Horizonte).
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Tabela 4: Estimativa do número médio de migrantes (Nm) entre as populações. 

Espécies / Populações     
Votutoranga Macaubal S. A. Aracanguá Planalto Sales 

L. chaquensis      
Macaubal 1,336     
S. A. Aracanguá 0,918 1,849    
Planalto 1,078 1,095 1,505   
Sales 0,625 0,576 0,835 0,691  
Novo Horizonte 0,965 1,256 0,569 0,980 0,759 
      
H. raniceps      
Macaubal 1,343     
S. A. Aracanguá 1,000 1,364    
Planalto 1,219 1,326 1,225   
Sales 0,813 0,599 0,669 0,833  
Novo Horizonte 0,559 0,327 0,526 0,515 0,447 

 A análise bayesiana pelo STRUCTURE 2.3.1 forneceu as probabilidades de 

agrupamentos populacionais para as espécies. As curvas de probabilidades obtidas 

para as duas espécies foram similares onde alguns indivíduos são fortemente 

destinados a um grupo (k) ou outro, indicando estruturação populacional (Figura 2). 

Utilizando o modelo de frequências alélicas independentes, o aplicativo sugere a 

presença de dois grupos (Gráfico 1) para as duas espécies (k = 1 Ln = -1666; k = 2 

Ln = -1552; k = 3 Ln = -1547; k = 4 Ln = -1536; k = 5 Ln -1547 para H. raniceps; k = 

1 Ln = -1350; k = 2 Ln = -1316; k = 3 Ln = -1301; k = 4 Ln = -1304; k = 5 Ln -1297 

para L. chaquensis), onde o primeiro grupo é constituído basicamente das 

populações do Baixo Tietê (Votuporanga, Macaubal, Santo Antônio do Aracanguá e 

Planalto), com alguns indivíduos miscigenados (especialmente indivíduos da 

população de Planalto em H. raniceps e de Votuporanga e Macaubal em L.

chaquensis) com o segundo grupo, que é composto pelas duas populações do Tietê 

Batalha com poucos indivíduos miscigenados. Quando empregado o modelo de 

frequências correlacionadas de alelos, o agrupamento mais provável foi também 

composto por duas populações nas duas espécies (Gráfico 1), fornecendo fortes 

evidências da estruturação genética entre as populações do Tietê Batalha e do 

Baixo Tietê (Figura 2).
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Gráfico 1: Curva de probabilidade produzida pelo Structure 2.3.1 fornecendo o número provável de 
agrupamentos populacionais em L. chaquensis (A) e H. raniceps (B) pelo modelo de ancestralidade 
compartilhada com frequência de alelos correlacionados e independentes. Setas indicam o número 
mais provável (k = 2 em todos os casos).  
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A

B

C

Figura 2: Agrupamentos definidos pelo STRUCTURE 2.3.1, onde cada indivíduo é representado por 
uma única linha vertical e as cores representam a quantidade de grupos (k) inferidos. O comprimento 
das cores dentro de cada coluna é proporcional à probabilidade do indivíduo de pertencer ao grupo. 
L. chaquensis (A) e H. raniceps (B) inferidos com 2 grupos com modelo independente; C = 
Distribuição geográfica dos grupos; MA = população de Macaubal; NH = Novo Horizonte; PL = 
Planalto; SA = Sales; ST = Santo Antônio do Aracanguá; VO = Votuporanga.  
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 A análise do particionamento da variância molecular “AMOVA” entre os 

grupos definidos pelo STRUCTURE (populações do Baixo Tietê x populações do 

Tietê Batalha) para as duas espécies, detectou diferenças altamente significativas 

nos níveis de variação entre os grupos em L. chaquensis (7,83% variação entre os 

grupos; Fct = 0,0731; p = 0,0000) e em H. raniceps (13,34% variação entre os 

grupos; Fct = 0,13339; p = 0,0000). 

HISTÓRICO DEMOGRÁFICO 

Os resultados do teste Mantel baseado no índice Rst detectaram isolamento 

por distância nas duas espécies. Em H. raniceps, o teste apresentou elevada 

comprovação estatística (rmantel = 0,835282; p = 0,001), enquanto que em L. 

chaquensis o isolamento por distância foi também significante (rmantel = 0,662162; p = 

0,023).

Os resultados do teste Wilcoxon sign-rank não evidenciaram declínios 

populacionais recentes (Tabela 5), a exceção de uma população proveniente do 

Tietê Batalha (Novo Horizonte) de H. raniceps, em que foi detectado valor 

significante (p = 0,03906) para eventos de gargalo de garrafa empregando o modelo 

two-phase model (com 70% de stepwise mutation model).

Tabela 5: Resultados do teste Wilcoxon sign-rank rank unicaudal (valores de p) gerados pelo 

programa BOTTLENECK 1.2.0.02 com 10.000 réplicas com os modelos S.M.M. e T.P.M. 70% e 90% 

de S.M.M. 

Espécies Populações Modelos evolutivos 
S.M.M. T.P.M. (70%) T.P.M. (90%) 

L. chaquensis Votuporanga 0,41553 0,10303 0,23242 
Macaubal 0,83984 0,48291 0,64990 
S. A. Aracanguá 0,71143 0,48291 0,55078 
Planalto 0,89697 0,61768 0,79346 
Sales 0,78711 0,58984 0,67383 
Novo Horizonte 0,99023 0,93555 0,97559 
    

H. raniceps Votuporanga 0,86230 0,57715 0,81250 
Macaubal 0,28516 0,17969 0,28516 
S. A. Aracanguá 0,28516 0,10156 0,10156 
Planalto 0,91992 0,83887 0,88379 
Sales 0,98047 0,76953 0,87500 
Novo Horizonte 0,18750 0,03906 0,18750 

S.M.M. = stepwise mutation model; T.P.M. = two-phase model.
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Discussão  
A viabilidade das espécies é dependente da persistência local das populações 

e, a fragmentação ambiental aumenta o risco de extinção local causada pela perda 

da diversidade genética (Di Battista 2007) e, aumento da endogamia e processos 

estocásticos demográficos (Frankham 1995), isolando populações e promovendo 

uma redução do fluxo de genes (Frahnkhan et al. 2002; Toro e Caballero 2005) e no 

tamanho populacional (Young et al. 1996).

Os anfíbios são particularmente propensos a sofrer diretamente com a 

alteração das paisagens, por causa de sua estrutura de metapopulação e da baixa 

capacidade de dispersão (Laan e Verboon 1990; Miaud 1990, Joly et al. 2001; 

Ficetola e De Bernardi 2004). Logo, a conectividade dos hábitats parece 

desempenhar um papel fundamental na viabilidade regional das populações de 

anfíbios (Rothermel e Semlitsch 2002), com evidências claras sobre os efeitos 

depressivos da fragmentação dos hábitats na dispersão dos anfíbios juvenis, 

convertendo-se como uma das questões primordiais para a conservação dos 

anfíbios (Vos e Chardon 1998). Contudo, Marsh e Trenham (2001) e Smith e Green 

(2005), sugerem cautela na aplicação de padrões de locomoção dos anfíbios, pois 

existe uma larga escala de habilidade de dispersão dentro das espécies do grupo, e 

esses cuidados devem ser tomados especialmente onde às decisões de 

conservação devem ser baseadas nas suposições de isolamento e dispersão das 

populações. 

O declínio nos índices de diversidade genética nas populações do Tietê 

Batalha, a elevada diferenciação genética em relação às populações do Baixo Tietê, 

bem como, os altos valores de coeficiente de endogamia e evidências de declínio 

populacional detectados em algumas populações do Tietê Batalha, sugerem uma 

capacidade de dispersão limitada nas populações inseridas no Tietê Batalha, 

mediadas pelo tipo de matriz predominante na área (monocultura densa). Essas 

diferenças genéticas foram principalmente devidas a mudanças nas frequências dos 

alelos, visto que as populações são desprovidas de alelos privados em quantidade 

significativa.   

A região do Tietê Batalha é considerada predominantemente de agropecuária, 

sofrendo desmatamento intenso e descontrolado. Comparando-se os índices de 

vegetação nativa com as demais regiões, constata-se que a região apresenta um 

percentual de 6,24%, bem inferior aos valores de todo o Estado de São Paulo 
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(13,7%). O desmatamento se deu de forma intensa a partir da década de 1930, com 

a instalação de fazendas cafeeiras. Com o declínio dessa atividade ocorreu a 

mudança de uso do solo para as atividades agropecuárias, com a implantação do 

cultivo de cana-de-açúcar (CETEC 2008). Segundo Rudorff et al. (2004), 37% da 

região que inclui os municípios de Sales e Novo Horizonte, é destinada a cultura de 

cana-de-açúcar, enquanto que os municípios de Votuporanga, Macaubal, Santo 

Antônio do Aracanguá e Planalto estão inseridos em regiões onde a porcentagem 

destinada a esse tipo de prática intensiva não ultrapassa os 9%. 

Em estudo conduzido com marcadores microssatélites por Arruda et al.

(2010d), nos mesmos locais de coleta do atual estudo, os autores não visualizaram 

redução na diversidade genética neutra ou estruturação populacional na espécie R.

schneideri, mesmo nas populações inseridas no Tietê Batalha. Isso pode ser 

relacionado à baixa vagilidade das espécies do estudo atual (isolamento por 

distância em ambas as espécies e com menor Nm em relação a R. schneideri) na 

comparação com R. schneideri (Nm = 3,58 nas populações agrupadas e sem 

isolamento por distância), bem como a diferenças relacionadas à percepção 

espécie-específica da viscosidade dos fragmentos e da permeabilidade de borda 

dos campos agrícolas adjacentes (Wiens 1997). Isso nos conduz a um modelo em 

que espécies com baixa vagilidade (como detectado nesse estudo) e percepção são 

notadamente mais prejudicadas por monoculturas agrícolas densas (e.g. cana-de-

açúcar), que são menos permeáveis, funcionando como um filtro seletivo, reduzindo 

a dispersão e conectividade do hábitat. 

 Garner et al. (2003), em estudo conduzido na espécie Rana latestei com DNA 

microssatélite, identificaram nas populações suíças um nível menor de riqueza 

alélica (p = 0,011; próximas até 60 Km) em relação às populações italianas, sem no 

entanto encontrar evidência de diferenças entre a heterozigosidade média (p = 

0,135). Noël et al. (2007), empregando marcadores microssatélites em populações 

urbanas e rurais da salamandra Plethodon cinereus, verificou uma diversidade 

significativamente menor na população urbana (riqueza alélica p = 0,008), com uma 

evidente estruturação entre as populações urbanas, mesmo separadas por 

distâncias pequenas (0.9 a 3.3 km). Outros trabalhos, com uma variedade de 

espécies de anfíbios identificaram diversidade genética reduzida e forte estruturação 

em populações de hábitats fragmentados (Andersen et al. 2004; Arruda e Morielle-

Versute, 2008). Independente da escala geográfica, o baixo nível de diversidade 
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genética tem sido demonstrado afetar negativamente a aptidão dos anuros em 

sapos (Bufo bufo, Hitchings e Beebee, 1998; Bufo calamita, Rowe et al. 1999), rãs 

(Rana temporaria, Hitchings e Beebee 1997) e pererecas (Hyla cinerea, McAlpine 

1993).

Johansson et al. (2005), avaliando geneticamente populações de Rana 

temporaria provenientes de áreas com paisagens agrícolas diferentes, encontraram 

nas populações ao sul da Suécia uma diversidade reduzida conforme o aumento da 

atividade agrícola, e um padrão oposto no norte. Os autores concluem que as 

perturbações humanas não são necessariamente desvantajosas, mas que efeitos 

opostos são possíveis, dependendo do contexto ecológico considerado, como no 

caso das perturbações da região norte que são bastante diferentes das observadas 

no sul. De acordo com Johansson et al. (2007), a agricultura, induzindo a 

fragmentação do hábitat, pode aumentar o papel da deriva genética e, por extensão, 

reduzir a variabilidade de marcadores genéticos neutros e a média de valores de 

características relacionadas à aptidão. 

Em nosso estudo, as evidências de empobrecimento genético nas populações 

do Tietê Batalha podem estar relacionadas à diminuição do tamanho populacional 

combinada com aumento da endogamia induzidos pela fragmentação ambiental 

(redução da dispersão) e subsequente deriva genética. Essa hipótese é refletida no 

elevado grau de diferenciação genética (Fst, Rst, análise bayesiana e AMOVA), que 

resultou em valores médios de Nm consideravelmente inferiores a 1 nas populações 

do Tietê Batalha comparadas com as demais (e entre elas), valor no qual as 

mudanças das frequências dos alelos são mediadas provavelmente por deriva 

(Slatkin 1985).

A capacidade de dispersão dos organismos, em última análise, determina o 

isolamento funcional dos fragmentos (Trakhtenbrot et al. 2005). Na região do Baixo 

Tietê, que inclui as demais áreas analisadas nesse estudo, o índice de cobertura 

vegetal nativa é ainda inferior à região do Tietê Batalha (3% vs. 6,24%), mas com 

impacto antrópico formado especialmente por grandes áreas de pecuária de pastos 

sem sombra (83% - CETEC 2000). Esse tipo de matriz pode ser um ambiente hostil 

aos anfíbios, porque os animais ectotérmicos sofrem dessecação e riscos de 

predação (Rothermel e Semlitsch 2002), entretanto, elas parecem ser mais 

adequadas à dispersão dessas espécies do que o cultivo de monoculturas intensivas 

(e.g. cana-de-açúcar).
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 DiBattista (2007), em estudo de meta análise, encontrou uma associação 

consistente entre os distúrbios humanos e as mudanças na variação genética 

neutra. De acordo com o autor, a direção dessas mudanças foi dependente do tipo 

de perturbação humana experimentada, com alguns distúrbios que 

consistentemente diminuíram a variação genética (e.g. assentamentos humanos / 

auto-estradas), enquanto outros não tiveram efeito (e.g. caça / culturas agrícolas). 

Contudo, a partir de nossos resultados, é possível concluir que as práticas agrícolas 

têm efeito direto na redução da diversidade genética em anfíbios, quando essas 

culturas fornecem barreiras geográficas para a dispersão (redução da dispersão 

mais provável em espécies com baixa vagilidade) e, dessa forma, promovendo uma 

fragmentação do hábitat a nível espécie-específico.  

Implicações conservacionistas  
 Os anfíbios apresentam uma grande variedade de exigências de hábitat e 

capacidades de dispersão (Smith e Green 2005) e, a compreensão dos fatores que 

influenciam a dispersão é ainda bastante rudimentar (Rothermel e Semlitsch 2002; 

Rothermel 2004). Nesse artigo apontamos para um dos possíveis fatores envolvidos 

na redução da dispersão dos anuros, porém é necessária a elaboração de novos 

estudos que possam determinar outros fatores e melhor avaliar o impacto de 

diferentes culturas agrícolas para as espécies de anfíbios. 

As duas espécies analisadas nesse estudo estão incluídas na categoria 

“pouco preocupante” na lista vermelha da IUCN, devido a suas amplas distribuições 

e presumível grande população, sendo improvável que experimentem um declínio 

acentuado. Contudo, muitas áreas de uso conveniente têm sido perdidas e 

populações ameaçadas devido a atividades humanas gerais como agricultura, fogo, 

perseguição para consumo e desenvolvimento de infra-estrutura (Maneyro e 

Langone 2001; Heyer et al. 2004; La Marca et al., 2004). 

 As principais medidas mitigadoras devem ser focadas na região do Tietê 

Batalha a fim de recuperar a depleção nos índices de diversidade genética. A 

paisagem agrícola encontrada na região do Tietê Batalha (37% de cobertura por 

cana-de-açúcar) deve estar contribuindo para o declínio da dispersão entre as 

populações. Combinado com o tamanho reduzido populacional, devido à 

deteriorização da qualidade do hábitat, as populações de anfíbios podem sofrer 

redução nos níveis de diversidade genética e, subsequentemente aumento da 
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depressão endogâmica, devido à alta probabilidade de fixação de mutações 

deletérias (Frankham 1995). 

 Os resultados aqui reportados não indicam momentaneamente um alto nível 

de endogamia (a exceção da população de Sales de L. chaquensis) nas populações 

com depauperamento genético, mas essa última estimativa é preocupante visto 

estar correlacionada à aptidão e tamanho populacional (Reed e Frankham 2003). O 

aumento da desconexão nessas populações pode comprometer a sustentabilidade 

dessas espécies nesses locais, ocasionando extinções populacionais.  

Os planos de conservação para essas espécies devem considerar as 

populações do Tietê Batalha como unidades de manejo com fluxo gênico restrito e, 

portanto, sujeitas a planos prioritários. A persistência dessas espécies parece ser 

dependente da conectividade entre os fragmentos e/ou lagoas de reprodução, que 

por sua vez impede o isolamento das populações. Possivelmente essas populações 

do Tietê Batalha eram contínuas com as do Baixo Tietê nas décadas passadas. O 

contato deve ser restaurado melhorando a permeabilidade do hábitat e permitindo 

uma renderização das populações isoladas. Aparentemente as duas espécies 

consequem romper matrizes antrópicas abertas (pouco densas). Logo, para as 

populações do Tietê Batalha, a redução do cultivo de práticas agrícolas de 

monoculturas densas (e.g. cana-de-açúcar) e, a criação de corredores ecológicos 

livres dessas práticas agrícolas, que reconectem as lagoas de reprodução, são 

medidas que podem melhorar a qualidade do entorno e, consequentemente 

significar um prelúdio para a recuperação dos níveis de diversidade genética nessas 

populações.  

Apontamos a necessidade de monitoramentos de longo prazo (> 5 anos) 

durante a temporada reprodutiva das populações do Tietê Batalha e, análises 

genéticas futuras para avaliar o impacto das medidas mitigatórias na restauração da 

diversidade genética dessas populações. 

Em especial, as políticas brasileiras de conservação incluem instrumentos 

legais importantes como uma lista oficial de espécies ameaçadas e a seleção de 

áreas prioritárias para a conservação dos principais biomas (Silvano e Segala 2005). 

Embora a proteção de espécies no interior dos biomas seja a maior questão da 

biologia da conservação, as estratégias propostas serão incompletas e 

insustentáveis se desconsideradas as interconecções dos hábitats e das populações 

mantendo o maior número de interações biológicas dentro e fora dos fragmentos. 
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Ademais, os anfíbios considerados como indicadores de ambientes alterados, 

fornecem um alerta precoce para os problemas ambientais, servindo como modelo 

para compreensão da crise global da biodiversidade. 
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4.3 ARTIGO 6 

Twelve polymorphic microsatellite loci developed and optimized from the 

Leptodactylus chaquensis 

Running Head: SSR loci in the frog species Leptodactylus chaquensis 
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Abstract
We isolated and characterized twelve polymorphic microsatellite loci for 

Leptodactylus chaquensis. Levels of polymorphism of the microsatellite loci 

measured in twenty individuals showed two to 7 alleles per locus with observed 

heterozygosity ranging from 0.20 to 0.75 and polymorphic information content 

ranging from 0.1736 to 0.7431. No evidence for linkage disequilibrium was detected 

between all pairs of loci and deviations from Hardy-Weinberg expectations were not 

significant for any loci. These microsatellite markers reported here can be used in 

genetic analysis of populations and contribute to a better understanding of the 

taxonomy of the ocellatus group verifying the occurrence of reproductive isolation of 

species (or subspecies) closely related to L. chaquensis. 

 

Key Words: Leptodactylus, Leptodactylidae, microsatellite, ocellatus group, 

population genetics 

 

The frog Leptodactylus chaquensis belongs to the ocellatus group that is the least 

diverse in Leptodactylus, with only six species which deposit eggs in foam nests on 

the surface of water (Prado and Haddad 2003). However, some species included in 
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this group are morphologically indistinguishable (e.g. L. chaquensis – L.

macrosternum; De la Riva and Maldonado, 1999) and live in sympatry causing 

taxonomic uncertainty about the complexity of this group (and species). It is 

distributed in northern Argentina and Uruguay, eastern Bolivia, Paraguay and 

portions of northwest (state of Acre), mid-western (Mato Grosso do Sul), 

southeastern (São Paulo and Minas Gerais), and southern Brazil (Rio Grande do 

Sul) (Vasconcelos and Rossa-Feres 2005; Santos and Cechin 2008), associated with 

Caatinga-Cerrado-Chaco e Pampa biomes (Duellman 1999). Although it is most 

common (Least Concern - IUCN), some populations are threatened (Maneyro and 

Langone 2001) due to persecution for consumption (Heyer et al. 2004). 

Here, we isolated and optimized informative microsatellite loci for population 

analysis of L. chaquensis and can contribute to clarify some outstanding taxonomic 

issues in the ocellatus group, testing reproductive isolation and hybridization between 

the species included in this group. 

Twelve polymorphic microsatellite loci were developed from two partial 

genomic libraries enriched for CAn and CTn repeats following modified procedure of 

Kijas et al. (1994). Genomic DNA was extracted using a standard protocol according 

to Sambrook et al. (1989), from muscle tissue samples obtained of two adult 

individuals. Ten micrograms of genomic DNA was digested with Sau3AI and the 300-

1000 bp size fraction were purified using a illustra� GFX PCR and Gel Band 

Purification Kit (GE Healthcare) and ligated to Sau3AI adaptors (AdapF/AdapR) 

using T4 DNA ligase. The DNA fragments were amplified by polymerase chain 

reaction (PCR) with a limited number of cycles (18 cycles) to avoid redundant clones 

in the libraries using AdapF as primer. The PCR product was purified, denatured and 

then hybridized to biotinylated (CA15 and CT12) probes at 55ºC for 5h and fragments 

containing microsatellite repeats were captured using streptavidin-coated magnetic 

beads (Dynal). The sample was eluted in 100 μL TE buffer, and a PCR using AdapF 

primer was conducted to make fragments double-stranded. PCR products were 

ligated into pGEM-T Easy Vector (Promega) overnight and then desalted before 

electroporation into Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen). We plated cells on 2XYT-

agar/Ampicilin/X-gal and after incubation to 37ºC for 14 hours; white colonies were 

transferred for 96-Well plates with highly enriched medium Tartoff-Hobbs 

Broth/Ampicilin and again grown to 37ºC for 6 hours. The libraries were glycerolized 

and stored at -20ºC. 
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A total of 288 clones were sequenced (192 from CAn/GTn library and 96 from 

CTn/GAn library) on MegaBACE™ 1000 DNA Analysis System (GE Healthcare) using 

DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit. Sequences were analyzed 

using Troll software (Castelo et al. 2002) finding 172 clones containing microsatellites 

(with four or more repetitions). CA15 probe had a better efficiency in the number 

microsatellite captured (73% vs. 55%) over the CT12 probe. The microsatellite 

containing the longest repetitions have been edited (removing the vector and 

adapter) in BioEdit software (Hall 1999) and selected to design primers from flanking 

regions of repeats using the Primer 3 software (Rozen and Skaletsky 2000). M13-tail 

was added in 5’ end of the each forward primer of the identical sequence to labeled 

universal primer with Cy5 and the PCR reaction was carried using method described 

by Arruda et al. (2010). 

The polymorphism of loci was assessed with samples from twenty adult 

individuals collect in one locality (municipally of Macaubal - 20°44'44.34”S and 

49°56'17.64”O) of Northwest of São Paulo State, Brazil. PCRs were prepared in a 

final volume of 15 μL containing 25 ng template DNA, 1X PCR buffer (20 mM Tris-

HCl, pH 8.4, 50 mM KCl), 0.2 mM of each dNTP, 0.8-4 mM MgCl2 (Table 1), 0.6 pmol 

of each primer (forward and reverse) and one unit of Platinum® Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen). All PCRs were performed under the following conditions: 94 °C for 5 min 

followed by 40 cycles of 30 s at 94 °C, 45 s at specific annealing temperature (Table 

1), and 45 s at 72 °C. After this, PCRs were stopped and 1 pmol of the Cy5-labeled 

M13 universal primer was added to each reaction and then PCRs were subjected to 

new profile, consisting of 30 s at 94 ºC, 45 s at 53 ºC, 45 s 72 °C and a final 

extension of 30 min at 72 °C. PCR products were analyzed on an automatic 

sequencer ALFexpress™ II (Amersham Biosciences) and size of alleles was 

determined by the program Allele Locator 1.03 (Amersham Biosciences) using 

external size standard (50-500 pb) and internal size standard suitable for different 

individual locus. 

The number of alleles per locus and observed and expected heterozygosity 

were calculated using Popgene 1.32 (Yeh et al. 1997). Loci were examined for 

heterozygote excess and deficiency, deviation from Hardy–Weinberg equilibrium 

(HWE) and linkage disequilibrium using the GenePop 4.0.9 software package 

(Rousset 2008). Significance probabilities were calculated by the Markov chain 

method (Guo and Thompson 1992), with 10.000 dememorization steps and 100 
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batches of 5.000 iterations per batch as implemented in GenePop 4.0.9. The

individual discriminating power (identity analysis) and polymorphic information 

content were performed using Cervus 3.0.3 (Marshall et al. 1998). The sequential 

Bonferroni correction was applied to adjust the level of significance for multiple 

comparisons (Rice 1989). We used Micro-Checker 2.2.3 (Oosterhout et al. 2004) to 

check microsatellite data for null alleles calculated following Brookfield (1996) and 

genotyping errors at each locus.  

The set of 14 microsatellites evaluated here, only two were monomorphic 

(Lchaq�11 and Lchaq�12 – Table 1). The twelve polymorphic microsatellites were 

isolated and produced of 2 to 7 alleles, observed heterozygosities of 0.20 to 0.75 and 

polymorphic information content ranged from 0.1736 to 0.7431. The individual 

discriminating power of 20 individuals using the combination of loci (identity analysis) 

was confirmed. We did not detect significant linkage disequilibrium between pairs of 

loci and any deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. Furthermore, no indication 

of genotyping error attributable to stutter bands and/or large allele dropout was 

observed. 

Acknowledgements 
We are grateful to the São Paulo State Research Foundation (FAPESP) and 

the Brazilian National Research Council (CNPq) for their financial support. CNPq also 

supported individual author through grants 152757/2007-4 (ECG).  

 

References 

Arruda MP, Gonçalves EC, Schneider MPC, Silva ALC, Morielle-Versute E (2010) An 

alternative genotyping method using dye-labeled universal primer to reduce 

unspecific amplifications. Mol Biol Rep 37:2031-2036 

Brookfield JFY (1996) A simple new method for estimating null allele frequency from 

heterozygote deficiency. Mol Ecol 5:453-455 

Castelo AT, Martins W, Gao GR (2002) TROLL – tandem repeat occurrence locator. 

Bioinformatics 18:634-336 

De la Riva I, Maldonado M (1999) First record of Leptodactylus ocellatus (Linnaeus, 

1758) (Amphibia, Anura, Leptodactylidae) in Bolivia and comments on related 

species. Graellsia 55:193-197 



________                                                                                               _ Capítulo 3 93

Duellman, WE (1999) Distribution patterns of amphibians in South America; 255-328 

In WE Duellman (ed.). Patterns of distribution of amphibians: A global 

perspective. Baltimore and London: The Hopkins University Press 

Guo SW, Thompson EA (1992) Performing the exact test of Hardy–Weinberg 

proportion for multiple alleles. Biometrics 48:361-372 

Hall TA (1999) Bioedit: a user-friendly biological sequence alignment editor and 

analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl Acid S 41:95-98 

Heyer R, Reichle S, Silvano D, Lavilla E, Tada I (2004). Leptodactylus chaquensis. 

In: IUCN 2009. IUCN Red List of Threatened Species. Version 2009.1. 

<www.iucnredlist.org>. Downloaded on 07 October 2009 

Kijas JMH, Fowler JCS, Garbett CA, Thomas MR (1994) Enrichment of 

microsatellites from the citrus genome using biotinylated oligonucleotide 

sequences bound to streptavidin-coated magnetic particles. Biotechniques 

16:656-662 

Maneyro R, Langone JA (2001) Categorización de los anfibios del Uruguay. 

Cuadernos de Herpetología 15(2):107-118 

Marshall TC, Slate J, Kruuk LEB, Pemberton JM (1998) Statistical confidence for 

likelihood-based paternity inference in natural populations. Mol Ecol 7:639-655 

Oosterhout CV, Hutchinson WF, Wills DPM, Shipley P (2004) MICRO-CHECKER 

software for identifying and correcting genotyping errors in microsatellite data. Mol 

Ecol Notes 4:535-538 

Prado CPA, Haddad CFB (2003) Testes size in leptodactylid frogs and ocurrence of 

multimale spawning in the genus Leptodactylus in Brazil. Journal Herpetol 

37(2):126-134 

Rice WR (1989) Analyzing tables of statistical tests. Evolution 43:223-225 

Rousset F (2008) GENEPOP’007: a complete re-implementation of the GENEPOP 

software for Windows and Linux. Molecular Ecology Resour 8:103-106 

Rozen S, Skaletsky HJ (2000) Primer 3 on the www for general users and for 

biologist programmers 365-386 In S. Krawetz, and S. Misener (Eds.), 

Bioinformatics methods and protocols: methods in molecular biology. Totowa: 

Humana press 

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989). Molecular cloning a laboratory manual. 

2nd edn. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York 



________                                                                                               _ Capítulo 3 94

Santos TG, Cechin SZ (2008). Amphibia, Anura, Leptodactylidae, Leptodactylus

chaquensis: Distribution extension in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. 

Check List 4(2):142-144 

Vasconcelos TS, Rossa-Feres DC (2005) Diversidade, distribuição espacial e 

temporal de anfíbios anuros (Amphibia, Anura) na região noroeste do estado de 

São Paulo, Brasil. Biota Neotrop 5(2):1-14 

Yeh FC, Yang R, Boylet T (1997) POPGENE Version 1.32: Software Microsoft 

Window-Based Freeware for Population Genetic Analysis. University of Alberta, 

Alberta, Canada 

 

 

 

 



Ta
bl

e 
1:

 M
ic

ro
sa

te
llit

e 
lo

ci
 is

ol
at

ed
 a

nd
 c

ha
ra

ct
er

iz
ed

 fr
om

 th
e 

L.
 c

ha
qu

en
si

s.
 T

he
 tw

en
ty

 in
di

vi
du

al
s 

w
er

e 
ge

no
ty

pe
d 

at
 a

ll 
lo

ci
, t

he
 e

xc
ep

tio
n 

of
 lo

ci
 1

0 
an

d 
15

 w
ith

 1
7 

an
d 

19
 

su
cc

es
sf

ul
ly

 g
en

ot
yp

ed
 in

di
vi

du
al

s,
 re

sp
ec

tiv
el

y.
 

G
en

B
an

k 
 

ac
ce

ss
io

n
Lo

ci
P

rim
er

 (5
’ �

 3
’) 

R
ep

ea
t m

ot
if 

in
 

lib
ra

ry
T a

 (º
C

)
[M

gC
l 2]

(m
M

)
S

iz
e 

ra
ng

e 
w

ith
ou

t t
ai

l (
bp

)
N

a
H

o 
H

e 
E

st
im

at
ed

nu
ll 

al
le

le
 

fre
qu

en
cy

 

P
H

W
E 

P
IC

 

G
U

59
13

13
 

Lc
ha

qµ
1 

F:
 *

C
TT

G
G

AT
G

G
TC

A
G

G
C

AG
TT

C
  

(C
A

) 1
0 

65
 

1.
5 

22
4-

24
2 

6 
0.

55
 

0.
66

 
0,

06
42

 
0.

01
70

 
0.

61
60

 
R

: C
A

A
A

G
G

G
C

A
A

G
C

TG
G

AT
AT

G
 

G
U

59
13

14
 

Lc
ha

qµ
4 

F:
 *

G
C

A
G

A
AT

G
TG

A
A

C
C

C
C

TA
A

A
C

C
 

(C
A

) 5
(T

TA
) 7

 
58

 
3 

23
9-

27
5 

5 
0.

30
 

0.
38

 
0,

05
45

 
0.

25
97

 
0.

34
56

 
R

: C
C

AA
G

G
TG

A
G

TG
TA

G
G

TG
TG

TG
T 

G
U

59
13

15
 

Lc
ha

qµ
5 

F:
 *

G
G

G
G

AT
AA

A
A

C
A

C
C

C
G

TT
C

T 
(C

A
) 1

9 
43

 
0.

8 
18

0-
21

0 
7 

0.
75

 
0.

79
 

0,
01

41
 

0.
72

28
 

0.
74

31
 

R
: G

G
C

C
TG

A
C

C
C

A
TC

C
A

G
TA

 
G

U
59

13
16

 
Lc

ha
qµ

6 
F:

 *
A

C
A

C
C

A
C

C
A

TA
C

A
G

G
TA

C
A

C
A

C
A

C
(C

A
) 8

...
(C

A
) 5

 
53

 
4 

22
9-

24
3 

5 
0.

60
 

0.
55

 
-0

,0
39

8 
0.

87
12

 
0.

50
51

R
: G

C
C

G
C

TG
C

C
A

C
A

A
C

TA
TG

 
G

U
59

13
17

 
Lc

ha
qµ

7 
F:

 *
A

C
A

G
C

A
A

C
G

C
A

TC
C

TT
TC

A
G

 
(G

C
A

C
A

C
) 8

 
70

 
1.

5 
64

-8
8 

3 
0.

45
 

0.
54

 
0,

04
84

 
0.

49
69

 
0.

41
03

 
R

: G
TG

AG
TC

G
G

TC
G

G
TC

TA
TC

TG
T 

G
U

59
13

18
 

Lc
ha

qµ
8 

F:
 *

A
G

C
A

C
C

G
C

A
G

A
G

G
A

A
C

A
C

A
 

(C
A

) 7
...

(C
A

) 5
 

43
 

2.
5 

24
7-

26
3 

5 
0.

65
 

0.
63

 
-0

,0
19

3 
0.

93
55

 
0.

56
89

 
R

: G
G

C
TC

G
G

A
C

G
C

TG
TC

AT
C

T 
G

U
59

13
19

 
Lc

ha
qµ

9 
F:

 *T
C

A
C

A
TC

A
C

A
TC

A
C

G
TC

A
C

A
TC

 
(T

C
A

C
A

) 3
4 

45
 

4 
19

0-
19

5 
2 

0.
30

 
0.

51
 

0,
13

04
 

0.
08

55
 

0.
37

25
 

R
: C

C
TT

A
C

G
C

TT
G

G
A

C
C

TC
TG

A
T 

G
U

59
13

20
 

Lc
ha

qµ
10

 F
: *

C
A

C
A

C
A

C
C

A
C

TA
A

C
AT

AC
A

TA
C

 
(C

A
) 7

 
48

 
4 

99
-1

17
 

6 
0.

65
 

0.
80

 
0,

03
71

 
0.

20
07

 
0.

73
44

R
: A

TG
TC

TA
C

TA
C

C
C

C
AG

TT
AC

A 
G

U
59

13
21

 
Lc

ha
qµ

11
 F

: *
A

C
G

TA
AA

AT
G

AT
AT

AC
A

C
C

C
AC

A
 

(C
A)

5(
TA

) 2
C

(A
T)

6 
58

 
0.

8 
14

0 
1 

- 
- 

- 
- 

- 
R

: G
AT

C
TG

AT
A

G
C

A
A

TG
A

C
TT

A
A

C
AT

T
G

U
59

13
22

 
Lc

ha
qµ

12
 F

: *
G

G
A

C
A

C
A

TC
A

G
C

A
G

C
A

A
C

A
G

TA
 

(C
A

T)
3(

C
A

G
) 7

 
50

 
3 

13
7 

1 
- 

- 
- 

- 
- 

R
: T

G
TG

C
TG

G
G

C
G

A
C

A
G

AA
G

 
G

U
59

13
23

 
Lc

ha
qµ

13
 F

: *
A

G
A

C
A

C
A

C
A

C
A

G
C

TC
TG

C
TA

C
A

 
(C

A
) 1

6 
53

 
2.

5 
10

0-
11

0 
4 

0.
60

 
0.

53
 

-0
,0

55
2 

0.
87

69
 

0.
46

34
 

R
: G

A
G

TG
A

G
G

C
TC

TG
A

C
TG

C
TC

T 
G

U
59

13
24

 
Lc

ha
qµ

14
 F

: *
A

C
A

C
A

G
TG

C
A

A
C

G
G

C
A

A
TA

G
 

(T
TT

A
) 4

 
65

 
2.

5 
16

5-
18

1 
3 

0.
20

 
0.

19
 

-0
,0

13
7 

0.
99

99
 

0.
17

36
 

R
: C

TG
TG

TA
TT

TA
TG

G
G

G
C

C
G

TA
G

 
G

U
59

13
25

 
Lc

ha
qµ

15
 F

: *
C

TT
TC

C
C

A
G

AT
TT

TC
C

C
A

A
T 

(A
TT

) 5
 

50
 

4 
16

0-
17

2 
4 

0.
42

 
0.

45
 

0,
01

16
 

0.
03

81
 

0.
37

95
 

R
: T

AT
G

G
C

TA
A

G
G

G
TC

TA
C

A
TG

G
T 

G
U

59
13

26
 

Lc
ha

qµ
16

 F
: *

AT
G

TA
C

A
C

A
G

G
C

A
C

A
TG

C
A

A
A

 
(C

A
) 6

..(
AT

) 5
 

65
 

3 
17

8-
19

6 
4 

0.
55

 
0.

61
 

0,
02

82
 

0.
71

55
 

0.
53

07
 

R
: A

G
C

AT
G

AG
G

C
TG

A
G

C
TG

AT
AT

A
C

 
F 

- 
fo

rw
ar

d 
pr

im
er

, 
R

 -
 r

ev
er

se
 p

rim
er

, 
* 

- 
ta

il 
ad

de
d 

in
 f

or
w

ar
d 

pr
im

er
 c

or
re

sp
on

di
ng

 t
o 

th
e 

M
13

 u
ni

ve
rs

al
 s

eq
ue

nc
e 

5’
- 

TG
TA

A
A

A
C

G
A

C
G

G
C

C
A

G
T-

3’
, 

T a
 -

 a
nn

ea
lin

g 

te
m

pe
ra

tu
re

, N
a -

 n
um

be
r o

f a
lle

le
s,

  H
o

- o
bs

er
ve

d 
he

te
ro

zy
go

si
ty

, H
e 

- e
xp

ec
te

d 
he

te
ro

zy
go

si
ty



________                                                                                        Discussão Geral 96

5 DISCUSSÃO GERAL 
5.1 DESENVOLVIMENTO DOS MICROSSATÉLITES 

As seis bibliotecas enriquecidas em microssatélites construídas para as três 

espécies (três bibliotecas CAn/GTn e três bibliotecas CTn/GAn) geraram 3.456 clones 

recombinantes. Do total produzido, 1.344 (39%) foram submetidos ao 

sequenciamento para identificação dos insertos contendo microssatélites; desse 

conjunto, 229 clones apresentaram baixa confiabilidade ou ausência de reação de 

sequenciamento, logo foram excluídos das análises.  

Dos 1.115 clones selecionados para a análise no aplicativo Troll (CASTELO 

et al., 2002), visando a varredura por insertos contendo microssatélites, 63% 

apresentaram microssatélites na média das três espécies, enquanto que o restante 

das sequências (37%) não continha regiões repetidas ou eram desprovidas das 

características previamente estabelecidas, como tamanho mínimo da repetição 

(motivos repetidos por no mínimo três vezes e tamanho mínimo de 10 bases da 

sequência de microssatélite), e foram suprimidos do estudo. 

A estratégia de hibridização seletiva empregada na construção das bibliotecas 

genômicas apresentou alta eficiência na captura dos microssatélites, quando 

comparada com o mesmo método utilizado em estudos com outros vertebrados 

como: 11% em peixe bodiã-de-pinta (ARIGONI; LARGIADÉR, 2000), 11% em 

jacaré-de-papo-amarelo (ZUCOLOTO et al., 2003) e 20% em tamanduá-bandeira 

(GARCIA et al., 2005). A eficácia das bibliotecas produzidas foi similar à de outros 

estudos realizados com espécies de anfíbios e que utilizaram igualmente a técnica 

de hibridização seletiva, como os de Chan (2007a; b) que aplicou sondas di-, tri- e 

tetranucleotídicas e obteve uma eficiência de 40% em Scaphiopus couchii 

(Scaphiopodidae) e 42% em Bufo cognatus (Bufonidae). De forma semelhante, Pröhl 

et al. (2002) verificaram 40% de regiões contendo microssatélites nas bibliotecas 

construídas em Phyalaemus pustulosus (Leptodactylidae). Simandle et al. (2006) 

conseguiram um aproveitamento superior, submetendo o DNA de Bufo boreas a um 

coquetel em enzimas de restrição, antes do processo de hibridização, e capturaram 

75% (AATn/TTAn) e 80% (TAGAn/ATCTn) de regiões ricas em microssatélites. 

A eficiência na obtenção dos microssatélites está correlacionada com 

diversos fatores como: tipo de enzima, sonda escolhida, espécie alvo, condições do 

procedimento e mesmo no processo utilizado para caracterização dos 

microssatélites. De acordo com dados da literatura, a maioria dos microssatélites 
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isolados (30-67%) é composta de repetições dinucleotídicas (TÓTH et al., 2000), 

seguido por mono- e tetranucleotídicas, e as repetições tri- penta- e 

hexanucleotídicas são menos dominantes (ELLEGREN, 2004).  

A exceção das plantas, a densidade de microssatélites está correlacionada 

positivamente com o tamanho do genoma (HANCOCK, 1996; KATTI et al., 2001; 

GARNER, 2002). Portanto, destacamos que a alta eficácia obtida no presente 

estudo, bem como nas bibliotecas de anfíbios em geral, deve-se 

preponderantemente a abundância maior de microssatélites no genoma de anfíbios, 

bem como a escolha de sondas apropriadas. 

No conjunto dos clones analisados nas bibliotecas CAn/GTn, 76% continham 

regiões microssatélites, enquanto que nos clones analisados nas bibliotecas do tipo 

CTn/GAn, 44% foram ricos em microssatélite, com esse padrão sendo uniforme para 

as três espécies. Esses dados refletem uma eficiência 32% superior da sonda CA15 

na captura de microssatélites em relação à sonda CT12 e, são corroborados por 

outros estudos que confirmam a maior abundância de motivos CA no genoma de 

eucariotos (TÓTH et al., 2000). Semelhantemente, Pröhl et al. (2002) detectaram em 

P. pustulosus (Leptodactylidae – Amphibia) um maior aproveitamento na captura de 

microssatélites pela sonda CA (64%) em relação à sonda CT (9%). 

Os trabalhos de literatura revelam haver uma baixa relação de microssatélites 

isolados e aqueles disponíveis para o desenho dos iniciadores, devido a fatores 

como escolha das enzimas de restrição, baixa qualidade das sequências 

(HAMILTON; FLEISCHER, 1999), proximidade do microssatélite ao sítio de 

clonagem inviabilizando a confecção dos oligos, bem como redundância dos clones. 

Entretanto, no atual estudo, o principal fator limitador para o desenho dos iniciadores 

foi a baixa quantidade de microssatélites com um número grande de repetições 

(12% em média). Da mesma forma, Rogell et al. (2005) sequenciaram 197 clones de 

bibliotecas CAn/GTn e CTn/GAn na espécie Bufo calamita, e visualizaram 21 

sequências longas repetidas (10%).  

Nos estudos populacionais é necessária a escolha de marcadores 

polimórficos que permitam o acesso a variabilidade genética populacional. A taxa 

mutacional dos microssatélites é influenciada por multifatores, mas o principal está 

relacionado à quantidade de unidades de repetição por locus, baseado na premissa 

de que microssatélites extensos sofrem mais mutações do que loci curtos 

(BRANDSTROM; ELLEGREN, 2008). Isto pode ser explicado pelo fato de que a 
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quantidade maior de unidades de repetição fornece mais oportunidades para o 

pareamento incorreto e deslizamento da polimerase (ELLEGREN, 2004). Assim, os 

microssatélites longos são preferíveis para o desenho dos iniciadores.  

Das sequências selecionadas para a confecção dos iniciadores, as 

compostas por dinucleotídeos apresentaram um número maior de unidades 

repetidas, e esses, portanto foram os motivos prevalentes no desenho dos 

iniciadores. Ellegren (2000) detectou no genoma humano que contrações e 

expansões são igualmente comuns em motivos tetranucleotídeos, enquanto que a 

expansão é o evento mais comum em dinucleotídeos. Isso fornece uma explicação 

para a presença de dinucleotídeos mais longos. O fator promotor dessa diferença 

não é bem estabelecido, mas pensando em eventos de deslizamento, por razões 

estruturais da dupla hélice, a formação de hairpin para eliminação de uma unidade 

dinucleotídica é menos provável do que para um tetranucleotídeo. Isso pode explicar 

a predominância de dinucleotídeos e mononucleotídeos numerosos e extensos no 

genoma das espécies em detrimento das classes maiores de motivos (TEMNYKH et 

al., 2001; GROVER; SHARMA, 2007), com algumas exceções (SHARMA et al., 

2007). No genoma humano, por exemplo, estima-se que existam poucos milhares de 

locus com repetições pentanucleotídicas, ao passo que existem cerca de meio 

milhão de locus de repetições mononucleotídicas (BENNETT, 2000). 

No total foram confeccionados 94 iniciadores para amplificação de 47 loci 

microssatélites nas três espécies de acordo com a seguinte distribuição: 15 loci em 

R. schneideri, 16 em L. chaquensis e 16 em H. raniceps. As sequências completas 

dos microssatélites selecionados estão exibidas no Apêndice 1. 

Para determinação dos genótipos, desenvolvemos um método de 

genotipagem modificado baseado na utilização de iniciador marcado (ARRUDA et 

al., 2010), que foi hábil na amplificação de 43 loci (91% de sucesso). Após as 

otimizações de cada locus em termos de temperatura de anelamento e 

concentração de MgCl2, os produtos da PCR exibiram padrão desejável para 

genotipagem, ou seja, com alta porção de DNA nos amplicons (referentes às regiões 

alvos) e poucas amplificações inespecíficas, bandas stutter, sujeiras e ruído. Essa 

qualidade dos produtos das PCRs (dados dos genótipos) foi confirmada pelo Micro-

Checker 2.2.3 (OOSTERHOUT et al., 2004) que não indicou stuttering ou 

amplificação preferencial de alelos curtos. 
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Do conjunto total de microssatélites avaliados, apenas 9 foram monomórficos 

(Rsch�2 e Rsch�5 em R. schneideri; Hraniμ8, Hraniμ9, Hraniμ12, Hraniμ14,

Hraniμ15 em H. raniceps e Lchaqμ11, Lchaqμ12 em L. chaquensis). Dos 

microssatélites polimórficos obtidos, somente três exibiram desvios significativos do 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (Rsch�7, Rsch�11 e Hraniμ1) devido à presença de 

alelos nulos ou pseudo-alelos. 

Ao final, foram isolados 9 loci microssatélites em R. schneideri, 10 em H. 

raniceps e 12 em L. chaquensis, que estão em equilíbrio de ligação e conforme as 

expectativas de Hardy-Weinberg e portanto, convenientes para estudos 

populacionais demográficos nestas espécies. 

 

5.2 ANÁLISES POPULACIONAIS 

As fragmentações promovidas pela ocupação humana são apontadas como 

fatores locais e globais no declínio dos anfíbios, particionando o hábitat natural em 

fragmentos discretos, minimizando a conectividade entre as populações (WILCOX; 

MURPHU, 1985; BENNET, 1999), podendo ocasionar uma perda de variabilidade 

genética através de processos como deriva genética e endogamia (HANSKI; 

GILPIN, 1997; HEDRICK, 2001; KELLER; WALLER, 2002).  

 Em R. schneideri, as diferentes populações analisadas exibiram uniformidade 

nos estoques de variabilidade genética com baixos níveis de endogamia, não sendo 

observado níveis significativos de organização estrutural na espécie pelos diferentes 

métodos de análises (Fst, Rst, Nm e análise bayesiana). R. schneideri é uma 

espécie amplamente distribuída na América do Sul, com elevada abundância até 

mesmo em paisagens antropizadas (COCHRAN, 1955; SILVANO; PIMENTA, 2003). 

A ausência de isolamento por distância observada em R. schneideri e, os níveis 

altos de Nm, sugerem um potencial elevado de dispersão (grande potencial 

panmítico) responsáveis pela similaridade genética das populações.   

 Entretanto, nas espécies H. raniceps e L. chaquensis, reduções nos níveis de 

diversidade genética foram detectadas nas populações do Tietê Batalha (Sales e 

Novo Horizonte) que se apresentaram também estruturadas em relação às demais 

populações do Baixo Tietê. O padrão significativo de isolamento por distância e 

baixo Nm detectado em ambas as espécies, sugere uma baixa capacidade de 

dispersão. 
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De acordo com Rudorff et al. (2004), a região do Tietê Batalha (Sales e Novo 

Horizonte) é caracterizada por intenso cultivo de cana-de-açúcar (37% de 

cobertura), enquanto que no Baixo Tietê esse tipo de prática não ultrapassa os 9%. 

A região do Baixo Tietê tem como matriz predominante pastos sem sombra, que 

pode ser um ambiente hostil aos anfíbios, porque os animais ectotérmicos sofrem 

dessecação e riscos de predação (ROTHERMEL; SEMLITSCH, 2002). Contudo, 

essa prática antropogênica parece ser mais adequada à dispersão dessas espécies 

do que o cultivo intensivo de determinadas culturas (e.g. cana-de-açúcar).  

A diferença encontrada entre a espécie R. schneideri para as espécies H. 

raniceps e L. chaquensis, pode estar relacionada à baixa capacidade de dispersão 

das duas últimas espécies, bem como a diferenças relacionadas à percepção 

espécie-específica da permeabilidade das matrizes dos campos agrícolas 

adjacentes (WIENS, 1997). Assim, espécies com baixa vagilidade (com isolamento 

por distância e baixo Nm) e percepção são mais prejudicadas por culturas agrícolas 

intensivas e densas (e.g. cana-de-açúcar). A agricultura promovendo fragmentação 

do hábitat, aumenta o papel da deriva genética e por consequência reduz a 

variabilidade de marcadores genéticos neutros e média de valores de características 

relacionadas a aptidão (Johansson et al. 2007). 

Em estudo de meta análise, DiBattista (2007) encontrou uma forte associação 

entre o aumento de alguns distúrbios humanos (e.g. assentamentos humanos, auto-

estradas) e a redução na variação genética neutra, enquanto outras perturbações 

não tiveram efeito (e.g. caça / culturas agrícolas). Entretanto, nossos resultados 

permitem concluir que as práticas agrícolas têm um efeito direto na redução da 

diversidade genética em anfíbios, quando essas culturas afetam a dispersão das 

espécies e dessa forma promovem uma fragmentação do hábitat.  

 

Implicações conservacionistas 

Para R. schneideri, independente do tipo de perturbação antrópica nas 

diferentes áreas avaliadas, não foram visualizados declínios na variabilidade 

genética, estando esses resultados de acordo com os estudos que apontam a 

adaptabilidade da espécie a perturbações humanas.  

A existência de formas intermediárias entre R. schneideri e R. icterica foram 

reportadas por Kloss (1972) e Haddad et al. (1990). A análise da hibridização é um 

aspecto bastante relevante para gestores de conservação e os marcadores 
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moleculares como os microssatélites são altamente recomendados para testar 

mecanismos de isolamento reprodutivo. Assim, indicamos que a medida de ação 

atual para essa espécie (ou complexo de espécies) é a determinação do seu status 

taxonômico em zonas de transição, por meio de marcadores microssatélites com 

vistas a planejamentos futuros de conservação, caso necessário. 

 Nas espécies H. raniceps e L. chaquensis, as principais medidas mitigadoras 

devem ser focadas na recuperação da diversidade genética nas populações 

inseridas na região do Tietê Batalha. A paisagem agrícola encontrada nessa região 

(37% de cobertura por cana-de-açúcar) deve estar contribuindo para o declínio da 

dispersão. 

Os resultados evidenciados aqui não apontam momentaneamente um alto 

nível de endogamia nas populações depauperadas geneticamente (a exceção da 

população de Sales de L. chaquensis), mas essa última estimativa é preocupante 

visto estar correlacionada à aptidão e tamanho populacional (REED; FRANKHAM, 

2003). As medidas mitigatórias incluem a seleção das populações do Tietê Batalha 

como unidades de manejo com fluxo gênico restrito com as populações do Baixo 

Tietê e, portanto, sujeitas a planos prioritários, além da redução do cultivo de 

práticas agrícolas de monoculturas densas (e.g. cana-de-açúcar) e a criação de 

corredores ecológicos, visando melhorar a permeabilidade do entorno e, 

consequentemente significar um prelúdio para recuperação dos níveis de 

diversidade genética para essas populações. Apontamos também a necessidade de 

monitoramentos ecológicos e genéticos de longo prazo (> 5 anos), durante a 

temporada reprodutiva das populações do Tietê Batalha, para avaliar o impacto das 

medidas mitigatórias na recuperação da diversidade genética dessas populações. 
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CONCLUSÕES 
- O método de hibridização seletiva foi conspícuo na captura de microssatélites nas 

espécies de anfíbios analisadas, estando esse sucesso relacionado à densidade 

maior de microssatélites no genoma e aos tipos de sondas escolhidas (CA15 e CT12); 

 
- As bibliotecas CAn/GTn foram mais ricas em microssatélites, indicando maior 

abundância desse tipo de motivo no genoma dos anfíbios avaliados; 

 
- A modificação na técnica de iniciador universal marcado, elaborada no presente 

estudo, minimizou as amplificações inespecíficas e a competição entre os 

iniciadores sendo indicada para genotipagem de organismos com genoma extenso; 

 

- As populações de R. schneideri não exibiram reduções nos níveis de diversidade 

genética ou estruturação populacional, sugerindo um elevado potencial de dispersão 

da espécie, mesmo em paisagens fortemente impactadas por processos 

antropogênicos; 

 

- Em H. raniceps e L. chaquensis, as populações localizadas na região do Tietê 

Batalha, caracterizada por forte impacto agrícola, apresentaram empobrecimento 

genético; 

 

- As práticas agrícolas têm efeito direto na redução da diversidade genética em 

anfíbios, quando as culturas são hábeis na redução da dispersão;  

 

- Espécies com baixa vagilidade, percepção e com isolamento por distância, são 

mais prejudicadas por culturas agrícolas intensivas e densas (e.g. cana-de-açúcar); 

 

- Em R. schneideri, a principal medida conservacionista é avaliar o status 

taxonômico da espécie em zonas de hibridização com R. icterica por meio de 

marcadores microssatélites; 

 

- Para as espécies H. raniceps e L. chaquensis, são necessários medidas que 

recuperem a conectividade dos fragmentos no Tietê Batalha como: limitação das 
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áreas de plantio, criação de corredores ecológicos entre as lagoas de reprodução, 

monitoramentos de longo prazo (ecológicos e genéticos). 
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Apêndice 1: Loci microssatélites selecionados para avaliação do polimorfismo e determinação dos 

genótipos. Em destaque as regiões de microssatélites (negrito em fundo amarelo) e as empregadas 

no desenho dos iniciadores (laranja e azul). 
Locus Sequência completa 

Rschnµ1 GATCATGTGGTAGGGTTACCTGTGTCCTTAGTGTGCCTCCTTGTGGCTCTTCCATGGGACTCCATGCTGGGGG
CGCTGCCTCCTCTTCCGTCTTCTTCTTCTTGCCCCGCACAGAACGTCCTGATGCAGCTTCGTCAAGACATAGGA
ACACTATGGGCATGGTGATGGTGACAGGGACACAGGGACAGAGACACACAGACATGGACAGGCACACACAGA
CAGGGACAGACACACAGAGGAACTGACACACACAGGGACAAACACAGGGACACAAAGGAACAGGGACACACA
CACAGGAACAGGGACACACAAACAGGGACAAACAGACACACAGGGACAGACAGACACACAAGGGGACAGTC
ACACACACACACACAGGGAGAGACAAACACATAGGGACAGACAGACACACGGACACACACACAGGGGGACA
GACACACACAGCTAGGCCTCACCAAACACCAGCCTGGCTCATCACAGCATCTCACAGCTCTCTGCTCCTCTGG
CACCTTCCCCACTGGTCACATGGGTGGATGACATC 

Rschnµ2 GATGTTTAAGGTTCGTGTATGGTAAACCAGTGTGTACAATGTTATACTGAAGTGCCAGAAAAACGGGCACAGAC
GAGCCTGGACGAAATACATAGCTTGTGAAGTCCATGCCACATAGGTGACCTACCAAGTATTAGTTTGACTTGT
GTACCATCCATCCATCCATCCATCTTCTCTACCGCTTATTCCTAATTAGGGTCGCGGGGAAGCCAGTGCATAC
CTGGCAACTCTGAGCGCAATTGCAGGAACAACCCTAGACAGGACGCTACTCCATCGT 

Rschnµ3 GATCATGTGGTAGTGTTACCTGCAGTCCTATGTCAAACCACAGATAACACTAGTGTTGATAATGTAGTAGTGTTA
CCTGCAGTCCTATGTCAAACCACAGATAACACTAGTGTAGATCATGTGGTAGTGTTACCTGCAGTTCTATGTAA
AACCACAGATAACACTAGTGTACATCATATGGCAGTTTTACCTGCATCCTTAGTGTGCCTCCCTGTGCCTCTCC
CATGAGACCATGCTGGCAGCGCTTTCTCCTCTTCCATCTTCTTCTTGCCCCCACAGAATGTCCTGATGCAGCTG
CGTCAAGACATAGGAACACTGTGGGCATGGTGATGGTGACATACACAGTGGTAAAGACACACACGGACACAC
ACACATACACACACACACACACACAAATGTACAGACTCACAAGGACAGGGGCACACACAGGGACACACAGTG
AGAGGGACAAGCACACACACATAAGGACACACACAGGGACAGGGGCAAACACAGGGACACAGAGGGACGGA
CAGACACACAGGGACACACGCAGGGAAAGACACACACAGCTAAGCCTCACCAAACTCCAGCATGGCTCCCTC
CTCTCTGTACAGCATCACAGGAGTCTTTTATGAGCCTACAGTGCCCCCCCCCACCCTCAACCCTACAGAAACTC
CTGCTGCTTGCAGCTTGCTGCTGCTGCCCTCAGTCCTCCCCAAGAATACCCAGTCACTCAGTTTGTTTTCCAAC
TGTTTTCTGCCTGGCTGGAGACTGGAGGTCCTTACTTACAATGTGCAGCTGCCGGCGCTGGTGGAAGGAACTT
GTGGTGACCGGAGTCCGGAGCGACTAGGCCTGGCTGGAGGCCCGCAGCGGGTGATGATC 

Rschnµ4 GATCACGGCCTGTAATAAGTAGAATGGGAGAACCGGATGGGTGCTGCTGTTGAGGTCTGCGGCGCAGACCAT
TCTAAATACTCTCGGGTACGAGAGTGTACGAGGGTATATATGCATATACCCACACACATACATACACACACAC
ACATACATACATACACACACATACATACATACATAAAACCCATAAAAACTTACATTTACTTGTCCTGACGCCAC
CCTGGAGGGGGCTGGGCCTTGGTCTTCTTCTTCCCCCTCTTGCCGCGCATGAAGGAGGAGGTGGGGCTAGCT
GGGAGCGCACAGTAGCGCTCTCAGGACGCGTTAGGGTAAAAGTAAAAGTTTCGGCAGTGAGGGGGCCAGGA
GAGGCCCGGAGCGCAGGGACGGGAC 

Rschnµ5 CGCCTCCTCTCCGCCCCATCCGCGCTGAACCAATGGGACGCACACAGCCTGACTGCTACCCTCGCCGCCAG
CATCCGCCTCCTCTTCCACAGCCACCTCCACGTCGTCCTCCTCCTCCTCCTCCTGCAACTGCCACCGAGAAGC
AGACAAAAGTGTGGTCTGACTGTCTAGCTCCGTTGCGTCTCCTCCTACCCCCATCTCCTCTGCGTGCAATGCG
TTCTCCCTTATTGCGATGAGCGATTCTTTAAGGACGCATAGGAGCGGGATGGTTACGCTCACTATAGCGTCCTC
GCTGCTGACCTTCTTGGTGGACTCCTCAAAGATACGCAGTACATCGCATATGTCTGCCATCCATGGCCACTCGT
GGTTGGCAAACTGAGGGAGCTGAGTTGGAGGCACGCGTGGATTCATAATCTGGTACTCCATCAATGCTCTCTG
CTGCTCACACACCCTGGCCAACATGGAATAGGTGGAATTCCAGCGAGTCGGCAGGTCGCACAACAGCCGATG
TTGAGGCAAATGGAGGTGTTGCTGGAGTTTTTTTAAGCTAGCAGCAGCTACAGTTGACTTCCGAAAGTGAGCG
CACAGCGCCGCACTTTCACCAGTAGCTCTGCCAGGTTGGGGTAAGTCTTTAGAAATTTTTGGACTACCAGATTA
AAAACGTGGGCCAGGCATGGTACGTGATTGAGTTCGGCAAGCTCCAGAGCCGCCACCAG 

Rschnµ6 GATCCGTGCTAACGCTGATACATGTGTGGAGCTGGAGCAGCGCTCCGGCCCCACACATGTTGACAGAAATAC
ATACATACAGACATACACACACAAACACATACATACATACATACATACACATACATACTCACATACTCCAGCAC
GGCACGTCTTCACGCGCCTCCTGCGCGCAGTGATGACGATTCCCTACAGCGCCCTCTGATGGG 

Rschnµ7 GATCCAGAGTGTGAGATTCCGAGTGTGAGATTCCGAGTGTGAGATTCTGTCGCCCTGCAGTGGAACGCTGACC
TCTTCCTCTTCTTTCTCTTCTTCTTCCTCAGGACATCCTGCAGTCTCACAACAATGCTCCTGCTCCCTACTCCTG
CGCCCTTCACCTCCCAAATAAGGGAACCACAGTACGTCACCACAACACACACACACACAAACACACACACAC
ACAATTCTATTTTAATTTTTACTAAAAGTTTTCTTTGTCTGCAAAAAAAATTAAACTCAAAATCAAAACTCACCAGA
ATTACACCTCGAATCAAAAGAGCAGACACAGAACTAAAACCAGAACCAAAAGAACTAAAACCAGAACCAACCTA
GTGTGAACGCCAGCGCTGATGCTCCACGCCAGTGCGAGATGGCGGCTGCATCACGT 

Rschnµ8 GATCAGGTGCAAGCTACGCGGCTAATGAATACTAAACAGAGAAGGCAGCAGCACTAGATAAGCCACGAGACA
TAAGATGAACATGAAGTAAACTGTAAAGGAGTAAAAAAGCATAACTATATATATATAGGCACACACACACAACA
GCACAACCACTAACTCCCGGTCTCCCGGCTACACCTACATCACACACTTTAACCAGAGGTCCAGCACACTAGT
GTGTCCCCCTCCCCCTCTGCAGCTCACAGTGTGAGCGACTACATTACGGTCATATAGAATCTGCTGTATGTGG
GATGCGGGAGCTTACACACTACCTTGCTCTCCAGGTCAGTGGTCGGGAGGTCAGGAGTTTAGAGCAGTGAAG
CACTGCTCATCTTGACGGCCCCGCTCTCCCACACAGTGCTCTGCTGCTGTAACATACTACGCAGTGGAAGCAG
CAGAGCACAGCAGATAAAAC 

Rschnµ9 CGGCACAGCAGGAGTTTTCCATCGTGGGGAATCCAAAGAAAGGAGACCTGAACCAATGTAACACACAGCAGA
GTCCAGAACATCGGTGCATCCAGAGTCAGATATAGAAAGCATAGCATGAAATCAACAGAAACGAAACACCTAA
CCTCTGCAGTGCACGCGTTACACACACACACAGCTTTGCAGTGCACACGTTACACAAACACAGCTCTGCAGT
GCACGCGTTACACACACACACACAGCTCTGCAGAGCACACGTTACACAGACACACACACAGCTCTGCAGTGC
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ACACGTTACACACACACAGCTCTGGACTGCATGCGTTACACACACACACAGCTCTGCACTGCATGCGTTACAC
ACACACACAGCTCTGCAGTGCACGCGTTACACACACTCAGTAGCATAGTAACATAGTTTATAAGGCTGAAAAAA
AGCCCTCTGTCCATCCAGTTCGGCCTGTTATCCTGCAAGTT 

Rschnµ10 GTACCTCTCCCATGGACTCCATGCTGACCCCGCCTTCTCCTCTTCAGTCTTCTTCTTTTTCTTGCCCCCACAGA
AAGTCCTGATGCAGCCGTGTCAAGACACAAGAAAACTATGGGCATGGTGATAGTGACACACACAGGGGGACA
GACACACACACACGGGGCAGGGACAGAGACACACACAGGGACAGAGACAGCGACGCACACACACGCAGGGA
CAGAGACACACAGGGACAGAGAGACACACACACACACACACAGGTACAGAGACACACACAGGGACAGCGG
CACATACAGGGACAGCGGCACACAAGGATAGAGACAGACACACACAGGGACAGACACACAGCTTGGCCTCAC
CAAACTCTAGCTCCAACTCTATGGCTCCTGTCTGTAAAGCAACACAGCTCACTGCTCCTCTGGCTCCTCCCCC
ACTGGTCACATGGGCGGATGATGTCAGGAAGGTCCTTTAGCCCACTAAGAAGCCTGGACTGCAGGGATGAGC
GGATC 

Rschnµ11 GATCTCTACAGTGCCTGCCCCCCTTGTGTCCTGTTCTCTGACCCCATATTTAGGTTACTGATTAACCCCTCCAC
TGGTGTCCTGGATGGCACAGAGGGGTGATGGCACCTACTTCTCCAGGCTGCCTGTGAGGACCAGACATCAGC
TGTCTACAGGAAAGGTAAGTGTCTGTGTGTAGAAATAGGTGTATAACACAGCTGCGTGTAATATGTATGTGTGT
GTGTATATATATATATATATCTACACACACACACACAGTATATATGTCCATATATGTGGTGTGCGCATGTATGT
GGTGATGTGTGTACGAGTGCATCCATGTATGTGGTGAGTGTGTGTACGAGTGCGTCCATGTATGTGGTGAGTG
CGTGTATGAATGCGTCCATGTATGTGGTGTGTGTGTATATATGAGTGTGTCCATTAATTGGGGAGTGGCCTAAG
TTGGAGAGTCCATGTATGTTGTG 

Rschµn12 CCTGATGTGTGCCTGTGAGCTTCTATTGGCTGATAAAGGTCATGTGACCAGGCTACTATTGGCTAATGCATTTT
TTATGGGAATATCTCAGGAACGGTACGTCCTGGAGAGTTGAAAACTGTTCTAAAACCTTCCCGGACACCTGAT
GTACATGTGTGCCAAATTTCGTGATTGTAGCTGCAGCGGTGCGGATTCCTTTAGCGGACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACTCAGCTTTATATATTAGATATATATATACACATATATATATATATACCTTCT
TACGCATGCAGAATGGGACAAACAATACTGCAGGGGCTGGTTTTAGTTGTGTATAAAAAATCCTATAAATGTCA
CTGGTGTCTGGGATATATATTTTTTATGTTATGCTCTTCATAATAAATGTCGCTAATACAACAGACCTTTATAAAA
CCAAATCAGCACTGACCTGTCATAGCTGTGTT 

Rschµn13 GATCCAAGATGGTGATGATAACAAGGAGGCTGAATACTTCATGCCAGCCCTTACTCCCCCTACGGGGCCATCA
CAACAAATGCTTTCTGCTCAGATGCCCCCACCGGTGCAGTATCACCAGGGTATCATCAGGGTTACTCCCAACA
ATATAGAAGGCCACCACAGAACTACAGAAATCAGCCAGAATACCCTACGGCGCCAGGACTAATATGTTGGAAA
TGCGGCAAGGAAGGACACATTCACAGGAACTGTGGCGCTGGACTACGATTCGGGGCCCCCCCCCGCAATGG
CCCACTGCCTTTTCGCCCAGACCAACATCCATATGTACTACCACAAGGACCTCTACAACAACAACAACAACAA
CAACAGCAAAGTCACCCCCACCATGATAATAACCAATGAAGGTCAGGCCAGCCCGTACCCCTCATGCCTGCC
CCCTCCTTTGGAGAGTCTTCTTGCTCCACAGTTGTTCTGGAGGTGGATAATACACCTGTTCCCTTCATGGTGAC
ACGGGTGCGGG 

Rschnµ14 CACGCACATTATACACATCCAGCTGTGCAGGGCACGCACATTATACACATCCAGCTGTGCAGTGCACACACAT
AGAGCTCTGCAGTACACTTTATACACACTCAACTCCGAAGTGCACACACATACACATACAGCTCTGCATCGCAT
ATTATACACACCTAACTCTGCAGTGCACACACATTATATACATATAGGTCTGGAGCGCACATTATATACACACA
GCTCTGCAGTACACATTATACACACACACACACACACAGCTTTGCAGTGCACACACACAATACACACTCAGCT
CTCATAATGACACTACGCCTCTGAACAACATGAACTGCAGTCCGGTTCTTCCTGCTCACGTACAGGCTCTTTC
CAGTCAGGTGACTGATCGAG 

Rschnµ15 GATCCTGGTGTGGCACAGGTTGCACACCACAGTCCGTCGGTCATCCTCACTTTCTTTAAAGAACCTCCAGACTT
GCGAACATCTAGGCCTCGCCACGGGAGCTTCACTACGTGAAACAGTTGCTGATGATGCACCAGCTCTGCCCCT
GCTTCACCCTCTGGCCACGCCACTGCCTCTTACAACCTGTTCTGGTGCAGCACTCGCCTCCGCCTCAGAAGCA
CTATCTTCACTCGGCATATCAACCCAGCTTGGGTCAGTCACCTCGTCATCCTCCGATTCCTCAGACTGCTCCCT
CCTCGGAATTCCTCCCCTAACAACAACTTCACCACTGTCTGACACCTCTTTACAAACTTCTTCCACTAAGTCAA
CGTTGTCATCATCATCATCATCACCCACAGACTGCGACAGTTGGAAAACTTGGGCATCGGGAACGAGGTCAGC
AGCAACCTGAGAAGTGGTTTGTGACTCTGGGAAGGGTCCAGAAAACAGTTCCTGAGAGTATGCCGGATCGCA
TTCCAAATTTTCCTGGGAGGGGGCAGACTGGGGGGAAGGAGGTTGAGGTGGTGGAGCCACAGGAGTGCTCC
CTTGGTAACGTGGGTGACTGCGTGGAAGACTGACTGGTG 

Lchaqµ1 GATCTAGTTATACGAGCCAGTGGCAAAATAGAGGAGTCAGCAGTGTGGCCTACGGACTCTGTGGCCCTGACTC
CCAAAAAGAAAAATATTGGGTAAGTTGAAATATGACTGTGCCCCAGCATTTTCTATGTGGGAGAGTTAAGACAC
CTCCATAAATCTTGGATGGTCAGGCAGTTCAGCAGATGTGTCTGGTAGTATTTACATCAAGGTGCTCATTCTTT
ATAGATACACACACACACACACACACAAATGCTGGGTTCATGGTATGGACTAATGAAAGTAAAGGGTGTAAAA
AGTGGCGGCACCTGGTAAGTGGCAATATGGCTGCCCGCCCCAGGCTCTGCTGCAGCCTGCAATGCATTCCTC
CAAGGTCAAATGGTCATATCCAGCTTGCCCTTTGAGTTGCCAGCTAGACCATGAGTCACATGAAGCTACCCAA
CGGTGATGCTGGACACATGGACACTCGCTCCTCCCAATATAGATTCCAGGCCACAGTGGTAAATAGCATGCTT
CCACTGGAGCAGGGGATGCACCGACCACCAACAAACAACTGGTCCTACTCACAAGAGTAGGGGGTGCTGGTT
CATAGAACTGAATGTTGTCCTTTTTGGCCATTGCTCCACAAGCTCGTCTACTCTCCTCGAGCTAGCCTCCAAGT
TGACCTAAACGTGGACCGTACACTAAATACAGAACCATACCCATCCTGGATGACAACCTGATGT 

Lchaqµ2 CATACATACACACAGCACACCGCCTCTGCTACATACATACATACACACAGCACACCGCCTCTGCTACATACA
TACATACATACACACAGCACACCGCCTCTGCTACATACATACATACACACAGCACACCGCCTCTGCTACATAC
ATACATATATAGTGTGCGGTGTACTCGCCGGGTCGCCCCCAGAAGCGAAGGATATGGATTGCACCTGGAAAT
GGGTATGTCACGC 

Lchaqµ3 GATCCACATCCAAATGCCACCATACAGGTACACACACCCCATCCGCATACACCCATACAGGTACACACACCAT
CCACATCCAAATACCACCATACGGGTACACACTCCCCATCCACATACAGGTACACACTCCCCGTCCACATACA
ACCATACAGGGGCACACACACACACACATCCACATCCAAATACCACCATACAGGGTACACACACACACCATC
CAGAGTCCAC 



________               _________ 115

Lchaqµ4 CACAAATCTGTCTGAGACCACATGATAGTGAAGAACACATTGTCATCGCTTTGCTGTTTTTGCAGGTTGTGAAC
CCCTAAATAATTATGAGACTGCATGGCGATGAATGAGACAATATCGTCCCTTTGCTGTGTTTGCAGAATGTGAA
CCCCTAAACCATACACACAATACACTCACATACACACACACATTATTATTATTATTATTATTAATGTTTATTTACA
TATACACAATACACTCACATACATACACAGAATACACTCACACACATATACACTCACATACACACATATACACAC
ACATACAATACATATATAACACAATACACTCACATACAATACATATATACATACAATACACTCACATACACACACC
TACACTCACCTTGGGTCCGCAAATATCGGCTGCTATGGAAGTTCTTCTGTGTTGCAGCCAATATTTTCATAGCC
TCATTAATGTGCGGCTAAAGATAGGACGTGTTTTGTAATTCATGGCCCA 

Lchaqµ5 TCTTTGAACCCCTGGTTCCCATCCATCAGGGCCATGCTTAATTCACAATGGGGATAAAACACCCGTTCTTGGAA
TGTGGATAGAGGATAAAAACACTTGGTGGCATGACTCCCATAATGATATGTGCCAACTATAGTATGTTTAAAAGT
AATCATAACCAACAGAATGAACTACACATCTATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
TATACATATATACTGGATGGGTCAGGCCTAGAACTACAAAGAATATTAGTGTATTCTGCAGACTATTTTCTCCAA
CTGTACTTCATATATATCATTATATATTGTCGTCCTTTGCCTAGCAGCATATGTAAAGATATTTTGCTATGAAGAA
AGCACATGGCACAATAGCATTCCTGGAAGTGTCAGCACTGAACATGTCAATTGGTTTAAGATC 

Lchaqµ6 ATCCGCATCCAAACACCACCATACAGGTACACACACTCCATCCACATCCAAACACCACCATACAGGTACACAC
ACACACACACATACACATACATCCCATCCACACACCACCATTCAGGTACACACACACACGCCATCCACATCC
AAACACCTCCATACAGGAACACACACAAACTTTAACTATGGTATGGCTTATATGCAGTTATAAGCCATGCCATA
GTTGTGGCAGCGGCGACGGCACTTTAACTATGGTATGGCTTACATGCAGTTATAAGCCTTGCAGTTTGTAATGT
CTATCT 

Lchaqµ7 GATCCTGTCAGAACCGCCACGCAGGACCGGACAGCAACGCATCCTTTCAGGCTAGGACAGCCAGGCACACG
CACACGCACACGCACACGCACACGCACACGCACACGCACACACACCGACCGACAGATAGACCGACCGACT
CACCCACAGCGGGATTCAAACCAGTGGTGGAAACTTGCAACTTACCGACTTGGTAGCAGAGCCCTTACACACC
TTGCCATCAGCTCTGGTTGACCTGAGCCTTTTCGAAACTCTCTCATAAGACGAAATGCAAGGGCTATTTCTAAG
AGTTTGCGAAAAACATGTTATAGAGTCCAAAAATCGCTGCCGGCATCTGCCTTTGGAGATAGCACACCGGTAAA
GTGCTCTGCTGGTAAGTTTGAGAGTTTATGTAGGTAATGTGTTCTAATCCCAGTCTCTCTCCCATTCCTGTGTTT
CTCTCTCTTTCTCCACCTAGCTTGTGTTTGGTGTTTCTATCTCTGTATATCTATCTAGCTTGTGTATCATGGCTCT
CTGCCTATCTCGTGGCTTGTGTCTCCCTCTGCCTAGCTCGTATCGCTCTCTCCAGTGTCCATATTCGGAAAGGC
TGACACCAAGCTTCAGTCGTCTCCCAGTTCGAAGCATCATTTTTCA 

Lchaqµ8 AGGGACAGGTTCCTCCGTGAATGCCATTCGTCTCCTCTTGCTGGGCATATGGGTATACCGTGTTTTCCCGAAAA
TAAGACATACCCGATAATAAGACATAGTGCTGATTTTAGTGGGGTTGGCTAATATAAGCCATACCCCGAAAATA
AGACATAGCGGGACGCGGTAAAAAAAATATAAGACATGCGGTACAATGTCGGTACCGTAGTACCGTTACCTTG
CAGAGTCCGATTCGGCCGGTTAGCGCGTTATGCGGGCGAATCGTGGAGAAGAATGAGTGCAGCAATGTAGAC
GCCGGGAGCTGCTGTAACCTTCCCTGTGATTGGCCCAGCAGCTCCTGAATCTAGGAAGAGGCGGACCCCAGC
ACCGCAGAGGAACACAGGAAGAGGATTCTGCACGCCCGAGACCAAGCATCTGCAGCCGCAGTACAGGTGAC
GCGCTCCCCGGCTCTACACCCAGCCAAGCCCAGACCTCTACGGTACTTAAAGTCATTACAACATCCCCACACA
TTACATGCCCATTACAACATCCCCACACACACACACAATGTCTTCCCATTACAGCACCCCCCCCCAAACACAC
ACACAGAACACCCCTGCAGATGACAGCGTCCGAGCCACACAGCGCCCCTGCAGATGGCAGCGTCCGAGCCA
CATAGCGCCCCTTACAGTGTCTGATC 

Lchaqµ9 GATCACATCACATCACGTCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACAT
CACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCAC
ATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCAGAGGTCCAAGCGTAAGG

Lchaqµ10 ACACACACCACTAACATACATACACACACACACACACAAACAGCACTCATTCACTGATTTTCTGGCAGTGATG
TGAAAAAGGCAGTAGACGTGCTGAAGCGCCATATGTAACTGGGGTAGTAGACATGCTGAAGCGCCATATGTG
ACTGGGGTAGTAGACAAGCTATACACACACCACTAACACACACACAGACAGCACTTACACACTTATTTCCTGGC
AGTGACAGCGCTCTAGTGCTCCTGTGTGGACATGCGCCATTCATCTCTATGGGGTTTCT 

Lchaqµ11 CCATAGATTTCAAATTTAGTTTTCAGCTTCAATGCACACAAATGTTAATGTGTCAGCAGCAGTAAATAACTCAGA
AGCATAAAACAGGTCAAGATACAAAACATGTGAAAATGCTGCACCCGGGACACTCCACAATAAATCACCATATG
CAGTAATCATTACGTAAAATGATATACACCCACATAAATATATAGGTATACAAGCACACACATATGGTACATAAA
TATATAGACACAAGCACGCACACACACATATACATATATATATATGTACAAACAATGTTAAGTCATTGCTATCA
GATC

Lchaqµ12 ATTAGAGTGACCTCTGTCACCCAACACACCCCACATCTGACATGAAATGGACACATCAGAAGAAGTAAAAGTAA
CTTCTTTCTGTCACCCTGCACATCACACATCTGGTTTGAAATGGACACATCAGCAGCAACAGTATGAGTAACTT
CTGTCACTCAACTCACTCCACATCTCTTTTGAAATGGACACATTATTATCATCATCATCAGCAGCAGCAGCAGC
AGCAGTGGTAATAGTAACTTCTGTCGCCCAGCACAGTCCACATCTGTTTTGAAATGGACACATGATC 

Lchaqµ13 GATCTCTAAGGGGCAACACTAACCATAATGGGGTCCTTCAGGTATCCGGGGATTTGAAGGCATATCAGTTGAT
GAAAAAGATTTTACAGGGCTTTTTTTTTGTCTACATTTTTAGAGACACCGTACCTGACACATTCTGACACATGGA
GACATGTAAACACATACAGCTCTACTACATACAAGTTATTCATACACACAGCATTTCTGCTTCAACAATATGAAG
ACACATACACCTCTGCTGCACACATTATGTAGACACATACAGCCGTGCTGAACGAAACTTATGCAGACACAGCT
CTGCTTCATGCACATTATGCAAACATACACATACATCTGTTGCATGCATGTTATGCAGAAATATACAGCTCTGCT
TCTTCCAAGCTCTGCATACACATACAGCTCTGCTACATACACATTATGCATTTTTTGTCTGCCAATTTTAGATAAA
CCGTATCTGAcAGGTTCCGACACATGTGTAGCCTTATATAGACATACACAGCTCTGCTGCATGCACGTTATTCA
GACCACACCTCCAGCTTTGCTGCTTCTAAGCTCTGCATAGACACACAGCACCTGCTACATGCACGTTATATAGA
CACACATAGCAATGTTGCACGCACATGACGCAGACACACACAGCTCTGCTGCTTCTAAACTCTGCATACACACA
CACAGCTCTGCTGCGCAGATTTTATGCAGAAATACACAGCTCTGCTGCTTCTAAACTCTGCATACACACATAAC
ATTGTTGCACGCACGTTATGCAAACACAGCCCTGCTGCACGCACTTCATGCAGACACACACAGCTCTGCTACA
TGCACGTTTTGCAGACACACACACACACACACACACACACACACACAGCTCTGCTACACGCACGTTATGCAG
AGCAGTCAGAGCCTCACTCTTCTCATACATGTGACTGATC 
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Lchaqµ14 GATCTGAAAATGTCAGTGGGAGGAAACAAATACTCTGACAGAACTCATAAAACGTGTTTGAACTCAAAAACACA
GTGCAACGGCAATAGGGAGAAAAACCGTCCCAAATGCACTTGAGCAAAATAGAAGTGTTTTGCATTCCGTAAG
CTTGATTTTATGGGAGCAAAAGCACATTTTTTATTTATTTATTTATGTGGTGGGCCTATGCAAATCTACGGCCCC
ATAAATACACAGAGGGATTGTTTTCGTGGGAAAATCTGAGAAGAAAACAACCTTGGCACTGTATTATGGAATGT
ATTACTTGCATACGGTTGCAATGTCAACCGAAGAGAGTCCTTCGCGGGTGACTTGCTAATGGTATCTCAAATCA
AAAGTGGGAGTGGTTTTTCAAGTGTTGTAGCACTTAAAAAATGTGGTTATCTGCATGTTTTTAGAGGCCACTTTA
TAACATTAGAACCTAAGTTGTCAAAACTTAAATTAAGTAGAGATTTCTGCCCTTTCTGTTTGCACCATTTGGTGTT
CATGTTAACTAGGGAGAGAAAAAAAGATGGATTTCATACAAAAAATACCCTCTGAAGCTTGCAAGTTCCTGTGG
CTCAGTCAGTATGGCGGTGGATTGGTAAGTTGGCATGCACTCAGGTCATGGGTTCGATTCCTGTCTCATACCTA
AACAGGTAAGGGCTTAAGAT 

Lchaqµ15 GATCATTTTCTCCAATTCCCTGGAATATCTTTCCCAGATTTTCCCAATTATATAGACAAAATAGTAAGATTATTAT
TATTATTCCTGCTGTCTATATAAAAAACTAAAACCTCTTACAGATAGTTTTTATAAATTTTTATAAATTGCACAATT
GGACTTACTGGCAATGACCATGTAGACCCTTAGCCATATAGTTAAAATGATGTGCTACCGTGTTTTCCCGAAAA
TAAGACATACCCGATAATAAGACATAGTGCTGATTTTAGTGGGGTTGGCTAATATAAGCCATACCCCGAAAATA
AGACATAGCGGGACGTGGTAAAAAAAATATAAGACATGCGGTACAATGTCGGTACCTTAGTACCGTTACCTTGC
AGAGTCTGATTCGGCCGGTTAGCACGTTACGCGGGCAGATCGTGGAGAAGAATGAGTGCAGCGATGTAGACG
CCGGGAGCTGCTGTAATCTTCACTGTGATTGGCCCAGCAGCTCCTGAATCTAGGAAGAGGCGGACCCCAGCA
ACCGCAGAGGAACACATGAAGAGGATTCTGCACGCCCGAGACCAAGCATCTGCGGCCGCAGTAACAGGTGAC
ACGCTCCTCGGCCACTACACCCAGCCAAGCCCAGACCCAAGACCCAGACCGATTACAGCTTACCCACACACA
CACAATGTCTGCCCATTACAGCACCCCCCCCCCCAACACACACAGAACACTCCCTGCAGCGTCTCACCTGCAG
ATGACAGCGTCAGCCACACACTGACACAGCGCCCCTGCAGTGTCTGATC 

Lchaqµ16 ATATGTACATGCAGGCACATTCAAGCACACAAATACATGTAGACACACACATACAAGTACATGTACACAGGCAC
ATGCAAACACAAGTATACACACACACACATATGCACAGATATAAGCAGGCACACACATACATACATATATCC
ATATTTAGGTATATGCAGGCACACAAAGGTACAGATATATATATACATATATACTCATGTAAGATGGCAGGGT
ATATCAGCTCAGCCTCATGCTACTTCTGCTTCTGTCCATTGGCCAGTATCAAAGACTGCTAAATAGAGTCTGCC
AAATGGTGCCCCCTTCAGGAAGGGAGGTTCAATCTATTTTTCAGTGCACTGTACTTATCAGTTCAGCAGTGCTT
TGCAGGCAGATGGATC 

Hraniµ1 GGCAGGCACAACTCCATCTAGTATCCCAACGACAGTAACTACTACAACTACAACCACAACTACCATCGACTGTA
CTAGCACTCATGCAGACACAACTTTAACTGTGTCATCTACATCAAGTAAACATTTTTTTAACTTTTGTTTCTTGTG
GAGATAATGACCTTTCTTCTCTTAAAGGGGATATGTATTTTATATGCATGGTGTACACACACACACATACACAC
ACACACAAACACACACACATAATAGTATATATTATTTTTATTATTATGTATATATCAACAACATCATGAAACCCTT
TTTTATGGTTGTGTATGTCCTTTAGTATCCTGCAGCAGAATCTTACCAACAGCTCTTTTAATTTATCCCACTAAG
CTACTCTCTGTGTTCCATAAGACAGTAAAGTCATAGGTACAAGCATATAGGAAACATAAAGTCAGCTGCTTAGTA
GCAGTGCACATATAGAATTGGAATTTTGCAATCAATAATAGAAGATAAAAAGGCGACACTCACCACGATGACTG
TGCTTGTTGTTCCAAAGTTTGTACTGGATGCCTTTAAAGTGACATTATCAAGACTGAGCTATTTGTACTAATCAG
ATGACCGCACTGCAACTTGAAGTCAAGTCTCTAGTTGTTGTTAAAAAATGTGTTTTAGGAGTAATTTCTGAAAAA
AACTGCCATCATATTGCTACCTTAATTTCCCCCTAGGACTAATTAGGGAATTAGATC 

Hraniµ2 GATCTCGTGTGTCCCGTACGCTCCTGTTGATGTAGTTATAAAGTGCTTCCGGGTGACGTCACTGGGAAGCGGC
CAACAAGTACATCAAGGGGAGGCAGTGAGCGCGACCCAGGAGATGTGCACGGAGCGGTGCCAGGTTAGTAG
TCTGTTTCTTATTTTCACCAGGACAACACACACACCACACACACACAACACACAACACACAACACACACGCCT
ACCTTGCACCTCGCGTTCGGCATCCAACAAAAAATGCTCAGTTCCCATAGACTTCTATGGGGTTCATTATCCAA
TACGAACACCCGAATATCGGAAACTATTCGTAACGTATTACGAGCAGCTGAGCGTTTTACTGTCCGCTCAACTC
TAGATGAGACCCATCAGAAAACTTCCCGTAATTGAAGTCCATGGGGAATCCAACTTGTGAACAGTGTTCTGATC

Hraniµ3 ATCCGCATCCAAACACCACCATACAGGTACACACACTCCATCCACATCCAAACACCACCATACAGGTACACAC
ACACACACACATACACATACATCCCATCCACACACCACCATTCAGGTACACACACACGCCATCCACATCCAAA
CACCTCCATACAGGAACACACACAAACTTTAACTATGGCATGGCTTATATGCAGTTATAAGCCATGCCATAGTT
GTGGCAGCGGCGACGGCACTTTAACTATGGTATGGCTTACATGCAGTTATAAGCCTTGCAGTTTGTAATGTCTA
TCTGATC 

Hraniµ4 GATCACACACACACACACACACACACACACACACAATACTGTGTTCCAGTTAGGTATGTATTTGTGTGTACTGTT
GATGTATACTGTGTTATGGCAGACAATTGCACCTTGTCTGGACAGTCAGCCTGAGACACTCGATGGCAATATCA
CAATGGACTGAGCACACCACTATCACACAGACTGATAGTTAAAGGTAGCACTGACCACTCTGTATATTTTTTTTT
TCTTACACACACAAACACACATTGAAATGTGTTACAGTTAGGTATGTGGGATATTTAGTGTTTAAGACTGGCAAA
TTGTGTATACTGCTGATGTTTACCGTGTTACGGCAGGCAACTGAGACTTGTCTGAATGGTCAGATTGCGACATT
CAATGGCAATTTCACAGTGGACTGAGCACACCATTATCACACAGACTGACAGTTAAAGGTAGAACTGACAGCT
TTGTAGGATTTTTTTGACACACACACACACACACAATGAACTAGTTTTCAACTCTGGCAAATTGTGTGTACTGAT
AATGTATACCATGTTACAATAAAAAATGTGCCTTTTCTGGTAAAATATGACAATCTCTATGCTGACAAGCTGTGT
TTGTAACTGAAACTGTGCCAACCACCATCATATACACTGAGCAGTTGTATTTTT 

Hraniµ5 GATCAGCAAGGGGTTCCCTTACAGGTACACACACACACCCCATCCACACACCACCATACAGGTACACACAC
ACACACACATCATTCACATCCAAACACCTCCATACAGGAACACACACAAACTTTAACTATGGCACGGCTTATAT
GCAGTTATAAGCAGTACCATAGTTGTGGCTTGATTGTACCTTCAGAGACGCGTCAGACGTGTCCTGTGCCTCC
TACTGGCGCCAGGAGAATGCCTGGCCAGGAGCAAATGATGCATCTGAGGTGTGTGTCGGGGGTATGACGGAG
GTGGGGCAGGGGTGCGGCGATGGCGTGTGATGACGTGTGATGACGTGTGATGACGCGAGTGATATCACGTCA
CGGTGGCAGGGCCAGAGGCGCCGTTCGTATCGGTGGAAATTCGGAAGCCGGGTACTGCCTGCATTTTTTATC
AAGTCTACCACTGTTGGTAAATAGGGACAGGTGAGCCTCGAATATAAAAATCGTGCGTTTCCATATCCGCCTTC
ATTGTGATC 

Hraniµ6 GATCTGACTAGGCTGCTCTTGGGTCTCCTCATGCTGTTGCCACCCCCACCATTCTGAATGGGCTGCTCTTGGG
ACTCCTTATGCTGTTGCCACCCCCACCATTCTGAATGGGCTGCTCTTGGGACTCCTTATGCTGTTGCCACCCC
CACATCCACAATTTTGACTGGGCCACTATTGGGACTTCTCATGCTGTTTACAACCACACACACACACACACAC
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ACACACACACACACACTCTGACTCAGCTGCTATTGGGATTCCACCTTCTGTCACCCTCCCCTTCCCCACTCTT
GGGAAAATTAGACAAATCAGCCGAATCAAATTTTTGAGAAATTCACTTATCTCTAGTCAATATACCCAATATTGTT
AATGTGCATTATATATGTATAGCTTGTTGCATCCCTTCAGAAATAAAATCATTAATTCAGATTTTGATTTCCAAATT
TTAAATGGTCTAGACTTTAATTAAAAATATGATTATTTTATATGGTTTTATTAGGGAGACACCAGATTTATATATTT
TCTCTATTTTACTACTTATCCACAACAAAAAACTTATGTATGGTTTTTATTCTTTAAGTGCCCCAAATGTCAGAGA
AATTAAAGGGGACCTGTCCTCATTTTTATTCAGTCCACTCCTCAGCAGCATAAAACATTATTACAATGGTCTGAG
GAGAATAAACAGACATGGCCGCACATCCACATACTTAACATTGATC 

Hraniµ7 GATCAGTCTAGGTACGGGCAGCATCAGAGCCGTCCGGACAGGCGGCGGCCCATCGAACACGCTTCTACTTAC
CACTTCAGCCAGTACCAAGGACCCCTGATGAGCAGGGCTAAAACCCCAATGCGAAAATGCGTTCGGGTCGTAA
AATTCAGGTACCGCAGGATGTATATAAAGCCCTAAACATATACAGTACTGTTGATAATGAAGTGAAATTATATTG
CTGGACATTATTATATATTTTTGCAAAAATGAATGGATACTGAGAATTTTCTGACTTATGCCAACGATGCATGGC
CATTAAGAAATCTTAAAATAATACAAGGGCATTAATATATGAATGGACTATTTTGGACTCATACTTTAGCGTGTTG
AGTTTCAGGTGAAATACTCACAATATGTAGATACACCTTTTTGGGGAAACACGGTACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACATACATACATACATACATAATGTATAAATCAGTAACAAAATGTTTTCAGTTTGC
TGATTTTTTTGTTATAATTTCTGTGCATTTATATATTGGTTTCAGTATAGAGAAAGGAAATCAAGATTTCAATCAAC
CAGCTAAAAACATACCTCTGCAACTTCCTTCTGAATGTCCCAAATTTGGATC 

Hraniµ8 GATCAGATATATTATATAAAGTGCACCTCAGCCACGTGAATGGGGTCGCATGGCTTTGCTTAGGTAAAGAATTG
CCTTGCTGAGGCGTGCGCACATGCATCCACATCCAAATGCCACCATACAGGCACACACACCCCATCCACATAC
AACCATACAGGTACACACACACACAGCATCCACATACAACCATACAGGTACACACACACCATCCACATACCAC
CATACAGGTGTACACAAACACGCACACGTACACACACACACACACAGCATCCACATCCAAATACCACCAGGT
ATATATGTAATGCCGCAGTCTCACCTCCTGGCCAGCAGAGGGAGCTGCTTTCAGTGCATACAACAATCTGGGG
GACATTATGACCCAGAGGAAATGGGTAGTTCACAGGTCCTCAAGACACAAAAAGCAGCAGAAGTGTCTCAGTG
TTCATGTGCTAATGGTGGTAGAAAGACTGCAGGGAGAGCTGCATGTGAGAGAAAGCTGAAGCCAGGCTCAAAC
CAAAGGGGAAGACATCTTCAGACCCCTGCACACAGCAGCTACAGGCAGCAGGTCGGAAAGCATAAGCCAGAT
C

Hraniµ9 CCGGCGCAGGCCGCGGGATTAGACATAGCGGGACGTGGTAAAAAAAATATAAGACATGCGGTACAATGTCGG
TACCGTAGTACCGTTACCTTTGCAGAGTCTGATTCGGCCGGTTAGCGCGTTATGCGGGCAGATCGTGGAGAAG
AATGAGTGCAGCCATGTAGACACCGAGAGCTGCTGTAATATTCACTGTGATTGGCCCAGCAGCTCCTGAATCT
AGGAAGAGGCGGACCCCAGCACCGCAGAGGAACACAGGAAGAGGATTCTGCACGCCCGAGACCAAGCATCT
GCAGCCGCAGTACAGGTGACGCGCTCCCCGGCTCTACACCCAGCCAAGCCCAGACCTCTACGGTATTTAAAG
TCAGGTAAGTACCGGAGCATCAGACTTTGTTGTCACCTGCCACTCACACACACACAATGTCTGCCCATTACA
GCATCCCCACACACACACAATGTCTTCCCATTACAGCACCCCCCCCAAACACACACAGAACACTCCCTGCAG
ATGACAGCGTCCGAGCCACACAGCGCCCCCTGCAGTGTCTGATC 

Hraniµ10 CGTCTCGCTCTCTCTCATCCCTCTCCTGTGTGTCTCTTTCTCTCTATCCCTATCTCTGTCTCATCTCTGTGTGTTT
CTCTCTCACTCTCTGTATCTCTCTCTTCCCTCTTTGTCTCTATCCCTATCTCTGTCTCCTCTGTGTGTGTGTGTCT
CTCTTTCTCTGTATCTCTCTCTCCCATTCCTCTCTCTTCTGTGTCTCTTTCTCTCTATCCCTATCTCTGTCTCCTC
AGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTCTCTCTCTCTGTATCTCTCTCTCTCATTCCTCTCTCTTCTGTGTGTGTCT
TTCTCTCTATCCCTATCTCTGTCTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGTATTTCTCTCTCATCCCTCTCTCTGCCTCT
CCCCCTCAATGTCTCTTGAGGATCAAAAGGACACAAACGCTGTGACATGACTGACCTCTCTCTGTCTCTCTATC
TCTGTCTCTTATCGCTTCTTATCTCTTGA 

Hraniµ11 GAGCTGGTGACGGAATAATGCCTGTCCTCATTGTGTGCATTACCTGCACCTCCTCACCCCCACTGTGCCCTGC
CATCATCACCGCCACAGCACCCAGGAGAAGGCCTCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTCATATCTATCTATC
TCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTCTCTCTCTCTATCTATCTATCTATCTATCT
ATCTCATATCTATCTATCTATCTCATATCTATCTCTCTAATATCTATCTATCTATCTCATATCTATCTATCTATCT
ATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTCATATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTAATCTGTCTCTATT
TATTTCTATCTCTCTCTTGTTTATATCTATATCTATCTTTATAATTAGAGACAGCCCAAGATTTGCGCTCCCTGCA
CCATTGAAACCGACGTTTGGCATTGGCACAAGTGATGAAAGGTTTGGCTATAGCAGCCCGGCCGTGTATATTG
ATC

Hraniµ12 GATCACAGTCCAAGAGGAGAACACTGACAACAACTGAGGACGGAACATGAAGAGTTTATTGTAAGCGCTATGG
AATCAATGGCGCTATATAAATAAACATTAATAATAATAATAATAGAGAGGAGAGAACTTGTAAAAGGTTCTGCAC
GGCCTGCCCCGCGTTCTAGGCAACTTCCAGCTTGGCTCCGAGCTCTCTCTTGCTCTCTCTCGCACTCTCTCTC
TTGCTCTCTCTCGCTTTCCCTCTTGCTCTCACGTTCTCTCTTGCTCTTGCTTGCTCTCTCGCACTCTCTCTCTTG
TTCTCTCTCTCGCTTTCCCTCTTGCTCTCGTGCTCTCTCTTGCTCTCGCGCTGTCTTGCGCTCTCTCTCTCTCTC
TCTTGCTCTCACGTTCTCTCTTGCTCTTGCTTGCTCTCGTACTCTCTTGCTTGCTCTCTTGCACTCTCTCTCACT
CTCTCTCTTGCTCTCGCGCTCTCTCTTGCGCTCTCTCTTGCTCTTGCTCTCGCACTCTCTCGCTTGCTCTTGCA
CTTTCTCTCTTGCGCTCTCTCTTGCTCTCTCTCTTGCTCTCTCTGGCACTCTCTCGCTTGCTCTCTCTCTCACGC
TCTCTCTTGCTCTCGCGCTCTCTTGCTCTCTGTCGCACTCTCTCGCTTGCTCTCTTTCTCATTCTC 

Hraniµ13 GATCTCTCTCTCGGTGGTCTTTTGCCTTCGATGTTTCCTACAGGTCCTCCAGAGTCAGCAGTGCCTGTTCTATG
TGTGATATCTCTTTTTCTCTCTGGTCTCTTGTTTTTTCTCTCTCTCTCTCTGCTCTTTCTCTGGTCTCTCTCTCTG
GTCTTTACACTCTATGGTGTTGCCCGCAGGTCCTCCAGAGTCAGCAGTGCCTGTTCTATGTGTGATATCTCTTT
TTCTCTCTGGTCTCTTGTTTTTTCTCTCTCTCTCTGCTCTTTCTCTGGTCTCTCTCTCTGGTCTTTACACTCTATG
GTGTTGCCCGCAGGTCCTCCAGAGTCAGCAGTGCCTGTTCTATGTGTGATATCTCTTTTTCTCTCTGGTCTCTT
GTTTTTTCTCTCTCTCTCTCTCCCTCTCTGCTCTTTCTCTGGTCTCTCTCTCTGGTCTTTACACTCTATGGTGTTG
CCCGCAGGTCCTCCAGAGTCAGCAGTGCCTGTTCTATGTGTGATATCTCTTTTTCTCTCTGGTCTCTTGTTTTTT
CTCTCTCTCTCTGCTCTTTCTCTGGTCTCTCTC 

Hraniµ14 GATCTCGTGTGTCCTGCTCACTGGCTCTTGTTGATGAAGTTGTCGGGGGCTTCCAGGTTACGTCACTGGGAAG
TGGCTGACAAGTACATCAACAGAAGGCGACCCAGGAGATGTGCACAGAGCGGGACAGGTTAGTAGTCTGTTT
CCTCTTTTCACCAGGACAACACACACACAACACACACACCTACCTCGCACCTTGTGACCCAGGAGATGTGCA
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CAGCGCGGGGCCAGGTTAGTAGTCTGTTTCTTCTTTTCACCAGGACAACACACACACACACAACACACACAT
ACACCTACCTCGCATTTGGCATCCGACAGAAAAATACTCGGCTCCCATAGACTTCTATGGGGTTCGTTATCTGA
TACGAATACCCAAATATTGGGAACTATTTGTAACAGATAACAAGCAGCGGAACATTTTTTTGTTCGGTCAACTCT
AATCAGAACCCATATGATGTGATTGCATCACATGGCTTCTGATGTGGGACAGAAGGAACATTGACTGCAGCCC
CTGTAATGGTTAACTGCAGCAGATC 

Hraniµ15 GATCTTCTGAGCTCACATTATAGCTCCTTAGCTCTCCAGTGCTATATATATGTGGTGCTGGTCGCTAAGGGGTT
AAAGAGTAACTGAAGGTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTATTAGCAAAGTGATTTCCAGCAATCTACACCACAA
TGGTACCGATAAAAATGACAGGTCACGGCAGAAAAATTAACTATCACAGAGCGCTGCAGACAAAAAAATAAAA
AAGTTATATATATATATACACTCACCGGCCACTTTATTAGGTACACCTGTCCAACTGCTCGTTAACACTTAATTT
CTAATCAGCCAATCACGTGGCGGCAACTCAGTGCATTTAGGCATGTAGACATGGTCAAGACAATCTCCTGCAG
TTCAAACCGAGCATCAGTATGGGGAAGAAAGGTGATTTGAGTGCCTTTGAACGTGGCATGGTTGTTGGTGCCA
GAAGGGCTGGTCTGAGTATTTCAGAAACTGCTGATC 

Hraniµ16 GATCTCAATGGCAGAGTTCTGCATGGCTTGCCACGAGTTCTAGCCGACTTCCAATCCGGTCCAAAACTAGCTA
CTTTCAGTACCAGATGTACGATTTTTTTTAATATTCTGCCTACTTCAGATGCCTGTGCAATCACGACACTGACCA
CAGGGGAACAACACAGAAACATCAAGAACCCAGTAGTAGCAGAAATATTTACTACAGCAGGCATTGGATGAGA
TTGAGGTGCAAGCAGCAGCGTGACTCACAGTAACTCAATGATAAAGCAGAGCCATCATCTAGCATGAAATAGA
GACAGCAGCAGCAGTAATTATAGTAACTCCACTTACCCTGCATGGCCTACATCTGGCATGAAATTGACACCGCT
ACATTAATTACAGTAACCTCTGTCACCCAGCACACCCCATATCAAAAATTGAATGGACAGTGCAGCAGCAGCA
GCACAAATTACAGTAATCTCATTCACCAGGCATACCCCATATCTGGTATGAAATGCACAGTACAGCTGCAGCAT
GAACTATAGTAACCTTTGTCACCCAGCACATCCCACATCTGGCATAAATGGACAGCACAGCATTAATTACAGTA
ACCTCCATCACCCAGCACACCCCACATCTGTTTTGAAATGGACAGCGCAGCTGCAGCATTAATTAGAGGAACTT
CTGTCACACAGCACACCCACATATGGCAGGATATGGACAGTGCAGCAGTAGCATTAATTAGAGTAACTTCAGTA
ATGCAGCACACCCCACATCTGGCATGAGATGGACAGTGCAGCATTCATAAGAGTGATC 
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Autorizo a reprodução deste trabalho. 
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