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“O ser humano é parte de um todo, conhecido como Universo. Por ser
parte, ele € limitado no tempo e no espaco. Suas sensacdes e seus
pensamentos sao percebidos como separados do resto — um tipo de
ilusé@o de otica de sua consciéncia. Essa ilusdo é como uma prisao para
nos, nos restringindo aos nossos desejos imediatos e ao amor por
agueles mais proximos. Nosso objetivo deve ser nos libertarmos dessa
prisdo, aumentando os nossos circulos de compaixéo até englobar

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

Albert Einstein



RESUMO

A destruicdo e a modificacdo do habitat sdo aceitas, entre os bidlogos
conservacionistas, como as causas primarias da perda da biodiversidade, e a
situacdo para os anfibios ndo é excecdo. Diversos processos antropogénicos
contribuem para a deterioracdo das paisagens, podendo afetar negativamente as
populacdes de anfibios, por alterar fisicamente os ambientes aquaticos e terrestres,
reduzindo a conectividade dos héabitats e estruturando as popula¢des. Contudo,
poucos dados existem sobre os efeitos do cultivo agricola para as populacdes de
anfibios. Os programas de preservacdo atuam na recuperacdo de populacbes
ameacadas e, em geral, estdo baseados na manutencdo da maxima quantidade de
diversidade genética, de tal forma que, a primeira etapa de um programa
conservacionista, consiste na avaliacdo da variabilidade genética e distribuicao
desta entre as populagdes. A estruturacdo génica populacional dos organismos,
estimada a partir de técnicas de biologia molecular € um aspecto fundamental na
caracterizacdo da aptiddo das espécies aos ambientes. Particularmente os
marcadores moleculares do tipo microssatélite tem acessado com éxito a
variabilidade génica das populagdes.

Assim, foram desenvolvidos loci microssatélites polimérficos para as espécies
Hypsiboas raniceps, Leptodactylus chaquensis e Rhinella schneideri e avaliada a
variabilidade genética de populagdes provenientes de habitats com diferentes tipos
de perturbacdo antropica (praticas agricolas, 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
estruturacdo e reduzido nivel de endogamia em todas as populacdes, sugerindo um
elevado potencial de disperséo, responsavel pela homogeneiza¢do das populagdes.
Contudo, em L. chaquensis e H. raniceps, as populac¢des localizadas em regido com
forte impacto agricola (Tieté Batalha) exibiram empobrecimento genético e forte
estruturacdo populacional. E possivel concluir que as praticas agricolas tém efeito
direto na reducdo da diversidade genética em anfibios, quando essas culturas
fornecem barreiras geograficas para a dispersdo (reducdo da dispersdo mais
provavel em espécies com baixa vagilidade) e, dessa forma, promovendo uma
fragmentacdo do habitat a nivel espécie-especifico. As principais implicacdes

conservacionistas incluem a reducdo do cultivo de praticas agricolas densas e



intensivas (e.g. cana-de-acucar) na regido do Tieté Batalha, e o monitoramento

(ecologico e genético) das populagbes de H. raniceps e L. chaquensis nessa regido.

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

Amphibia; estrutura populacional



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 fithess 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 (Tieté 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 Tieté Batalha region, and monitoring (ecological and

genetic) of H. raniceps and L. chaquensis populations this region.
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1 INTRODUGCAO

A classe Amphibia vem sofrendo um grande declinio global nas décadas
recentes, tornando-se mais ameacada que aves e mamiferos, devido a um conjunto
de fatores que afetam suas comunidades naturais (STUART et al.,, 2004), como
destruicdo e fragmentacdo dos habitats; mudanca climatica que afeta especialmente
0s animais ectotérmicos terrestres (ALEXANDER; EISHEID, 2001); reducdo da
camada de ozobnio, que tem gerado um aumento da radiacdo ultravioleta (UV),
afetando a formagao dos girinos e ocasionando uma diminuigéo no valor adaptativo
das espécies; poluicdo das aguas, além da introducdo de predadores (ALFORD;
RICHARDS, 1999; MARSH, 2001).

O incremento das atividades humanas tem contribuido para a perda de uma
parcela importante da biodiversidade global. O desenvolvimento e a implementagao
de estratégias que atenuem esse processo representam os maiores desafios
cientificos atuais (EWERS, 2005). De fato, em diversos biomas brasileiros,
notadamente a Mata Atlantica e o Cerrado, o processo de ocupacdo humana fez
com que fragmentos pequenos e isolados sejam os Unicos representantes atuais da
antes abundante cobertura vegetal natural. Quanto mais elevado o impacto
antropico nas paisagens naturais, maiores sao os esforcos para a conservacao da
variabilidade genética das espécies (FICETOLA; BERNARDI, 2004).

A vegetacdo natural da regido Noroeste Paulista é caracterizada pela
presenca de florestas estacionais semideciduas e savana, e esta formacgéo
restringe-se hoje a 9% de sua area original, tendo sido substituida por pastagens,
culturas diversas ou areas urbanas. Tal impacto coloca a regido como a mais
desmatada e fragmentada do estado de Sdo Paulo e com a menor concentracédo de
unidades de conservacdo, compondo um quadro que aparentemente ndo sera
remodelado sem a¢des de manejo do meio ambiente (KRONKA et al., 1993).

Aliando teorias genéticas as técnicas moleculares, a genética da conservacao
tem o intuito de reduzir o risco de extincdo das espécies, disponibilizando
ferramentas de andlise que permitam direcionar de forma mais eficiente estratégias
de geréncia e protecdo das espécies (FRANKHAM et al., 2003). As principais
aplicacdes dessa ciéncia tem sido verificar o sucesso de programas de translocacao
ou de corredores ecoldgicos; selecionar e priorizar espécies para programas de
protecdo, direcionando o manejo; e orientar, em casos extremos, programas

induzidos de mistura génica. Os dados béasicos para esses estudos sdo 0s



Introducao 12

chamados marcadores moleculares, que representam loci génicos ou regifes
genbmicas 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
genbmica, e tornam-se assim, ferramentas para o acesso a variabilidade genética
das populacées. Entre as técnicas para a deteccdo de marcadores moleculares que
utiizam o principio da PCR — Reacdo 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) sdo sequéncias de
DNA compostas por motivos de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem,
extensamente dispersos e abundantes no genoma de diversos organismos,
principalmente eucariotos (GOLDSTEIN; POLLOCK, 1997; CHISTIAKOV et al.,
2006). Essas regibes apresentam loci multialélicos de natureza altamente
polimérfica, tipica neutralidade, relativamente pequenos (20 a algumas centenas de
bases), com heranca mendeliana e carater co-dominante, o que permite a
identificacdo de ambos os alelos em qualquer populacdo segregante
(SCHLOTTERER, 2004) e, portanto, de grande contetdo informativo para estudos
em diversidade genética (WEBER, 1990).

Atribuido dessas particularidades apreciaveis, o DNA microssatélite é
eficiente na deteccao de diferencas genéticas sutis (CHAMBERS; MACAVQOY, 2000;
ZANE et al., 2002), e foi convertido em uma classe de marcador molecular versatil e
altamente reprodutivel, que pode ser analisado a partir de pequenas quantidades de
DNA por amplificagédo via PCR dos fragmentos que contém as repeticdes, utilizando-
se como iniciadores, oligonucleotideos que hibridizam com as regides que
flanqueiam as repeticbes. O tamanho dos alelos pode ser estimado em
sequénciadores semi- ou automatizados de DNA com corantes fluorescentes,
autoradiografia, espectrometria de massa, géis de poliacrilamida impregnados por
prata ou agarose de alta resolu¢do corados com brometo de etidio. Os loci podem
ser determinados individualmente ou em reacBes multiplex, caracteristicas estas
altamente desejaveis em um marcador molecular (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).
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Os microssatélites estdo inseridos preferencialmente em regiées nao
codificantes, o que proporciona uma alta variabilidade de alelos. As diferencas dos
alelos (polimorfismos observados) sdo devidas aos numeros distintos de repeti¢des,
oriundos de conversdo génica ou ao pareamento incorreto com subsequente
deslizamento “slippage” da enzima DNA polimerase durante a replicacdo ou reparo
da molécula de DNA (CHISTIAKQV et al., 2006).

O processo inicial para o estudo dos microssatélites envolve o conhecimento
prévio das sequéncias Unicas que delimitam a regido contendo as repeticbes em
tandem, para que seja possivel a confecgdo dos iniciadores. Os microssatélites
devem ser isolados preferencialmente para cada espécie, uma vez que a presenca
tipica dos microssatélites em regides ndo codificantes, onde a taxa de substituicdo
nucleotidica € maior, dificulta a estratégia de projetar iniciadores universais com
sequéncias conservadas. Contudo, existe a possibilidade de amplificacdo
(transferibilidade) de iniciadores heterdlogos, que desenvolvidos em uma espécie
podem ser aplicados em outros tdxons do mesmo género (CIPRIANI et al., 1999).
Essa possibilidade é atribuida a homologia dos sitios flanqueadores dessas regides
em espécies proximas filogeneticamente (HOPKINS et al.,, 1999). O indice de
transferibilidade declina conforme a distancia filogenética entre os taxons aumenta
(ROA et al., 2000), e em genomas extensos como no caso de anfibios (GARNER,
2002; PRIMMER; MERILLA, 2002).

Quando o organismo alvo ndo apresenta informacdes acerca do genoma ou
de espécies proximas, 0 acesso as regides microssatélites para o desenvolvimento
de iniciadores especificos requer procedimentos laboriosos e custosos, como a
construcdo de bibliotecas genémicas (BROWN et al., 1996). Entretanto, pode ser a
melhor opcdo para o estudo de um novo locus ou taxon (MAGUIRE, 2001). Além
disso, uma vez isolados, eles fornecem muitas potencialidades de pesquisa e
tecnologia e podem ser utilizados com facilidade, eficiéncia e rapidez tipica da
técnica de PCR.

Os procedimentos que empregam algum método de enriquecimento por
hibridizagao seletiva tém fornecido uma maior eficiéncia no isolamento das regides
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
fragmentacdo do DNA em pequenos fragmentos para serem ligados a adaptadores

especificos. Apds esta etapa, o DNA é amplificado via PCR e hibridizado com
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sondas constituidas de repeticdes 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 o0s clones
detectados por sequenciamento, varredura por Southern blot ou por PCR.

Pelo elevado conteado polimorfico informativo e distribuicdo quase
randémica, 0os microssatélites sdo atrativos e empregados em um expressivo
namero de aplicagcdes bioldégicas como: construcdo de mapas geneéticos por
desequilibrio de ligacdo, em que associacdes entre os marcadores e QTLs (locus de
caracteres quantitativos) de interesse econémico e medicinal sdo procurados em
populacdes (WALTER et al., 2004; LEE et al.,, 2005); no diagndstico de doencas
(O'DONNELL; WARREN, 2002); em praticas forenses, para identificacdo de
individuos e teste de paternidade (OLAISEN et al., 1997); em estudos de animais e
plantas de interesse econdmico, para andlises de parentesco, sexagem e pedigree
(DREISIGACKER et al., 2004) e em genética populacional (KRAAIJEVELD-SMIT et
al., 2005).

Pesquisas em genética da conservacao focalizam no uso de marcadores
moleculares neutros. Estas aplicacbes sao usadas principalmente para unidades de
manejo (MUs) e a origem de individuos (MORITZ, 1999). Os microssatélites com
modelo de variacdo tipicamente neutra tém alto conteddo informativo na
investigacdo de processos nao-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 génico (LATTA; MITTON, 1997), efeito fundador (CARVAJAL-
CARMONA et al., 2000), além de tracar relacionamentos (CORNUET et al., 1999) ou
niveis de endocruzamento (ELLEGREN, 1999; LYNCH; RITLAND, 1999).

Embora ndo possa ser associado diretamente ao potencial evolutivo, os
dados genéticos neutros estimados por microssatélites em nivel individual
(heterozigosidade H), sédo vinculados com a aptiddo individual (DA SILVA et al.,
2006). Isso pode ser elucidado pelo fato dos niveis de diversidade genética neutra
relacionarem-se com o coeficiente de endocruzamento (REED; FRANKHAM, 2003),
assim é esperado que uma reducéo na diversidade génica reflita endogamia, e esta

tende a diminuir a aptiddo reprodutiva. Desse modo, o0s niveis de heterozigosidade
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determinados por SSRs permitem inferir éxito reprodutivo, recrutamento (HOFFMAN
et al., 2004; SEDDON et al., 2004) e taxa de sobrevivéncia (MARKERT et al., 2004;
DA SILVA et al., 2006). Adicionalmente o0s niveis da heterozigosidade
correlacionam-se positivamente com o tamanho populacional (FRANKHAM, 1996),
portanto existe uma expectativa que essa heterozigosidade também corresponda ao
tamanho populacional.

Em anfibios, a maioria dos trabalhos com marcadores microssatélite tem por
objetivo 0 acesso a estrutura populacional (SHAFFER et al., 2000; TALLMON et al.,
2000; ZEISSET; BEEBEE, 2003; BURNS et al., 2004; LESBARRERES et al., 2005).
De forma geral, as populacdes de anfibios sdo distribuidas em metapopulacdes,
onde o espaco é finito, sendo isto usado para distingdo entre os demes (populagdes
locais) de uma metapopula¢do. Quando as populagdes de uma espécie sdo muito
fragmentadas, pode ser observado um cenario de extingbes locais e recolonizacdes,
havendo um grande fluxo de individuos entre os demes (HANSKI; GILPIN, 1997).
Smith e Green (2005) sugerem cautela na aplicacdo de padrées de locomocdo nos
anfibios, pois existe uma larga escala de habilidade de dispersdo dentro das
espécies do grupo, e esses cuidados devem ser tomados especialmente onde as
decisbes de conservacdo devem ser baseadas nas suposicdes de isolamento e
dispersédo das populacoes.

A reducdo das populacbes de anfibios, de uma maneira geral, tem sido
utiizada como bioindicador de ambientes alterados, por serem animais muito
sensiveis as mudancas no seu habitat natural (GRAY et al., 2004). Além disso, 0s
anfibios sdo excelentes modelos para a investigacdo genética de populacbes
selvagens, pois sao distribuidos extensamente na maioria dos ecossistemas,
frequentemente filopatricos aos sitios de reproducdo, gerando niveis elevados de
estruturacdo genética populacional e, apesar do grande interesse focado na
conservacao, esta area de pesquisa esta sub-representada (SCRIBNER et al., 2001;
BEEBEE, 2005). Desta forma, as espécies de anfibios representam organismos-
modelo para testar os efeitos da fragmentacédo da paisagem e da perda de habitats
(PALO et al., 2004).

A estruturacdo genética de populacdes refere-se a distribuicdo da
variabilidade genética, destas populacdes, no espaco e no tempo. Em populacdes
fragmentadas, quanto maior a estruturacdo, maiores as diferencas genéticas das

populacdes. A variacdo genética pode estar associada a diversos fatores como
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processos estocasticos de coalescéncia (vicariancia), mutagdo, migracdo (fluxo
génico), deriva genética ou a pressodes seletivas em funcdo de diferentes condi¢cdes
ambientais (AVISE, 2000), que por sua vez devem operar num contexto bioldgico e
histérico de cada espécie (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Com base nessas premissas, podemos inferir que o exame dos processos
evolutivos atuantes na diferenciacdo das populacdes locais estruturadas exige a
analise simultanea de tracos genéticos e fenotipicos nessas populacdes, além da
caracterizacdo ambiental associada a distancia geografica entre elas (EPPERSON
2003; ROUSSET, 2004). Deste modo, o conhecimento da estrutura genética das
populacdes naturais, especialmente quando estabelecido a partir de dados
moleculares, é de suma importancia para direcionar programas de manejo e
protecao das populacdes (CROZIER, 1997).

A destruicdo e fragmentacdo do habitat sdo aceitas, entre os bidlogos
conservacionistas, como sendo as causas primarias da perda da biodiversidade, e a
situacdo para os anfibios ndo é excecdo. Diversos processos antropogénicos
contribuem para a deterioragdo das paisagens, podendo afetar negativamente as
populacdes de anfibios, por alterar fisicamente os ambientes aquaticos e terrestres,
reduzindo a conectividade dos habitats e estruturando as populac¢des. Contudo,
poucos dados existem sobre os efeitos do cultivo agricola para as populaces de
anfibios. Os programas de conservacdo de animais vivos “in situ” prognosticam a
importancia da manutencdo da maxima quantidade de diversidade genética com o
minimo incremento possivel de consanguinidade por geracdo, almejando minimizar
o risco de extincdo das espécies (FRANKHAM, 1995; HAIG; AVISE, 1996). Assim,
uma das medidas primordiais para um programa conservacionista de sucesso
consiste na avaliacdo da variabilidade genética e a distribuicdo desta entre as
populacées (GONZALEZ-CANDELAS; MONTOLIO, 2000).

A diversidade genética € cada vez mais avaliada por métodos moleculares,
em gue se examinam diferencas na constituicio do DNA, RNA ou de determinadas
proteinas entre os organismos ou populacdes. Este estudo é essencial para a
conservacao biolégica, 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 € crucial para manter a capacidade natural de
respostas as mudancas climaticas e a todos os tipos de estresses bidticos e

abidticos.
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Diversos estudos sobre anfibios empregam marcadores moleculares para
analises populacionais, com enfoques ecoldgicos, comportamentais e
conservacionistas e, que por vezes verificam o impacto das atividades humanas
sobre a diversidade genética desses organismos. Noél et al. (2007), empregando
marcadores microssatélites em populacdes urbanas, e rurais, da salamandra
Plethodon cinereus, verificou uma diversidade significativamente menor nas
populacdes urbanas, com uma evidente estruturagcdo entre essas populacoes,
mesmo quando separadas por distancias pequenas (0.9 a 3.3 km). Arruda e
Morielle-Versute (2008), empregando marcadores RAPD, estudaram a composi¢cao
genética de populacdes urbanas e rurais de quatro espécies de leptodactilideos e
detectaram estruturacdo genética expressiva em duas espécies (Leptodactylus
labyrinthicus e L. ocellatus); os resultados obtidos foram atribuidos ao elevado
processo antropogénico que prejudica a dispersao dos anfibios.

Com base nesses estudos e consideracfes, o presente estudo objetivou o
acesso e caracterizacdo da variabilidade genética de populacdes de anfibios anuros
provenientes de habitats com diferentes tipos de perturbacdes antropogénicas
(culturas agricolas, pastagem), pela andlise de loci microssatélites que como
marcadores hipervariaveis sdo sensiveis na deteccdo de eventos recentes de
interrupcdo do fluxo génico ocasionados por fragmentacdes antropicas (MECH;
HALLET, 2001; JEHLE; ARNTZEN, 2002).

Foram selecionados para o estudo trés espécies de anfibios pertecentes a
trés familias: o sapo Rhinella schneideri (Bufonidae), a perereca arboricola
Hypsiboas raniceps (Hylidae) e a ra Leptodactylus chaquensis (Leptodactylidae).
Essas espécies predominantemente de formacfBes abertas sdo amplamente
difundidas na América do Sul e associadas a diferentes biomas (DUELLMAN, 1999;
BASTOS et al.,, 2003; LA MARCA et al., 2004), que vém sendo convertidos por
atividades humanas (HADDAD; ABE, 1999), ocasionando perdas populacionais
(HEYER et al.,, 2004; LA MARCA et al.,, 2004). Espécies que séo localmente
abundantes, extensamente distribuidas podem servir como organismos informativos
para avaliar processos de fragmentagdo da paisagem e da perda de habitats (COLLI
et al., 2002; WHITELEY et al., 2006).

A hipotese do estudo foi que os incrementos nas praticas agricolas reduzem
0s niveis de variabilidade genética neutra nas populacdes. Os resultados forneceram

informacgdes acerca do papel das praticas agricolas sobre a diversidade genética em
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anfibios. Examinar a diversidade genética em espécies pertencentes a estes
ecossistemas é o primeiro passo para ado¢do de medidas de conservacdo e uso
sustentado do ambiente, com intuito de garantir a manutencdo da diversidade

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

Esse estudo teve como objetivo o0 desenvolvimento de sequéncias
microssatélites em trés espécies de anfibios (R. schneideri, L. chaquensis e H.
raniceps), visando a estimativa da variabilidade genética em populacdes dessas
espécies provenientes de habitats em condi¢cdes diferentes de preservacao (tipo de
matriz antrépica). A partir das andlises dos marcadores, foi feita a comparacéo da
diversidade genética entre as populacdes e esta correlacionada a qualidade dos
habitats, a fim de possibilitar o entendimento sobre o papel das culturas agricolas no
declinio das popula¢cdes de anfibios. Foi também objetivo desse estudo a elaboracéo
de medidas direcionais para um aporte a programas de conservagao, baseado nos

dados obtidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Desenvolver marcadores microssatélites para trés espécies de anfibios;

2) Determinar os genétipos para loci microssatélites das populacdes;

3) Estimar estatisticamente a diversidade genética, organizacdo genética e
processos demograficos;

4) Correlacionar os dados obtidos com o tipo de pressdo antropogénica
predominante (pastagem, praticas agricolas);

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

conservadas, propondo exequiveis implicacdes conservacionistas.
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2 CAPITULO I: ANALISE DA ORGANIZACAO GENETICA EM POPULACOES DE
ANFIBIOS

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

Avaliacdo da diversidade genética do sapo generalista Rhinella

schneideri em habitats com perturbacdes agropecuarias

Mauricio P. ARRUDA?, Eliana MORIELLE-VERSUTE?, Artur SILVA?, Maria Paula
Cruz SCHNEIDER?, and Evonnildo C. GONCALVES?

!Laboratério de Chiroptera, Departamento de Zoologia e Botanica, UNESP -
Universidade Estadual Paulista — Campus de S&o José do Rio Preto.
Laboratério de Polimorfismo de DNA, Instituto de Ciéncias Biolégicas, UFPA -

Universidade Federal do Para.

Resumo

O incremento das atividades humanas tem contribuido para a perda de uma
parcela importante da biodiversidade global. Em diversos biomas brasileiros,
notadamente a Mata Atlantica e o Cerrado (savana), 0 processo de ocupacao
humana fez com que fragmentos pequenos e isolados sejam o0s Unicos
representantes atuais da antes abundante cobertura vegetal natural. Contudo, os
dados sobre os efeitos das praticas agropecuarias para os anfibios sao praticamente
desconhecidos. NOs avaliamos a diversidade genética por marcadores
microssatélites em populacbes da espécie generalista Rhinella schneideri,
pertencentes a ecossistemas fragmentados na regido noroeste do estado de Sé&o
Paulo, Brasil, contendo paisagens antrépicas (agricolas e areas abertas de
pastagem), com o intuito de relacionar o impacto de diferentes matrizes sobre a
variabilidade genética. As populacdes exibiram um estoque de variabilidade genética
uniforme e reduzido nivel de endogamia e organizacdo estrutural (Fst, Rst, Nm,
Structure), mesmo em habitats sob forte pressdo antropogénica, sugerindo um

elevado potencial de dispersao, responsavel pela homogeneizacéo das populacdes.

Introducéo
A destruicdo e a modificagdo do habitat sdo aceitas, entre os bidlogos

conservacionistas, como sendo as causas primarias da perda da biodiversidade em
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todo o mundo (Sala et al. 2000), e a situacdo para os anfibios ndo € excecéao (Alford
e Richards 1999; Cushman 2006). O incremento das atividades humanas tem
contribuido para a perda de uma parcela importante dessa biodiversidade, e o
desenvolvimento e a implementacao de estratégias que evitem ou atenuem esse
processo representa um dos maiores desafios cientificos atuais (Ewers 2005). De
fato, em diversos biomas brasileiros, notadamente a Mata Atlantica e o Cerrado
(savana), o processo de ocupacdo humana fez com que fragmentos pequenos e
isolados sejam o0s Unicos representantes atuais da antes abundante cobertura
vegetal natural.

A vegetacdo natural da regido Noroeste do estado de Sdo Paulo, Brasil,
caracterizada pela presenca de florestas estacionais semideciduas e savana, e esta
formacao restringe-se hoje a 9% de sua area original, tendo sido substituida por
pastagens, culturas diversas ou areas urbanas. Tal impacto coloca a regido como a
mais desmatada e fragmentada do estado de S&o Paulo e com a menor
concentracdo de unidades de conservacdo, compondo um quadro que
aparentemente ndo sera remodelado sem acdes de manejo do meio ambiente
(Kronka et al. 1993). Quanto mais elevado o impacto antrépico nas paisagens
naturais, maiores sdo os esforgcos para a conservacao da variabilidade genética
natural das espécies (Ficetola e Bernardi 2004).

Os dados sobre os efeitos do cultivo agricola para os anfibios sao
praticamente desconhecidos (Urbina-Cardona et al. 2006), e os resultados
contraditorios (Gray et al. 2004). Knutson et al. (1999) examinando a abundancia e a
diversidade de espécies de sapos e ras, indicam associacdes positivas e negativas
com a presenca de areas agricolas. Segundo os autores, alguns fragmentos
remanescentes nas paisagens agricolas podem servir de refagio para determinadas
espécies de anuros. Entretanto, apesar da abundancia de algumas espécies em
zonas perturbadas, muitas assembléias de anfibios nesses locais tém uma maior
probabilidade de extincdo local ou metapopulacional em oposicdo aquelas presentes
em paisagens pristinas (Gray et al. 2004). As espécies variam em sua tolerancia a
fragmentacdo ambiental e, as caracteristicas que contribuem para a sensibilidade a
este processo incluem baixa abundancia, exigéncia de grande éarea, alta flutuacao
populacional, baixa fecundidade, baixa capacidade de dispersdo e requisitos de

habitat especiais (Henle et al. 2004).
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As informacbes acerca dos efeitos das praticas agropecuéarias para 0s
anfibios sdo vitais para compreender a estrutura das comunidades e tracar
estratégias de conservacdo para manutencdo de populacbes e espécies que
habitam as paisagens fragmentadas. De acordo com Gardner et al. (2007), a maioria
dos estudos sobre os efeitos das mudancas estruturais no habitat para os anfibios
esta confinada a América do Norte, reforcando a importancia de estudos em paises
tropicais e subtropicais que experimentam uma taxa maior de perda de habitats.

O sapo Cururu, Rhinella schneideri € a espécie de anfibio mais comum na
Ameérica do Sul, com ampla distribuicdo no Brasil, passando pelo Paraguai até a
Bolivia 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 formacgbes abertas e habitat generalista
(Silvano e Pimenta 2003). Espécies que sdo localmente abundantes e extensamente
distribuidas podem servir como organismos-modelo para avaliar processos de
fragmentacdo da paisagem e da perda de habitats (Colli et al. 2002; Whiteley et al.
2006).

Vérios estudos tém comprovado a reducdo da diversidade genética em
populacdes pequenas e isoladas (e.g. Frankham 1996; Young et al. 2000;
Johansson et al. 2005). Essa situacéo induzida pelo homem podera conduzir a uma
reducdo do tamanho efetivo populacional (Young et al. 1996) e assim, a
variabilidade genética sera reduzida devido ao aumento da influéncia da deriva
genética e endogamia. Em alguns estudos, os marcadores neutros tém sido
utilizados como indicadores de aptiddo individual que podem ser empregados na
deteccédo de populacdes ameacadas (Reed e Frankham 2003).

O presente estudo objetivou a avaliacdo da diversidade genética por meio de
marcadores microssatélites neutros em popula¢des de R. schneideri pertencentes a
ecossistemas fragmentados na regido noroeste do estado de S&o Paulo, Brasil, com
o intuito de relacionar o impacto de diferentes matrizes antropogénicas (cultivos
agricolas vs areas abertas de pastagem) sobre a variabilidade genética da espécie
R. schneideri. Identificar as variaveis que afetam a presenca dos anfibios em
determinado habitat é imperativo para a criacdo de ferramentas mais robustas para

nortear programas de conservacao.
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Material e métodos
Areas e coletas

Foram avaliadas seis areas pertencentes a regido Noroeste do estado de Sao
Paulo, Brazil (Figura 1) que estdo sob influéncia de bacias hidrogréficas, que variam
guanto ao tipo de impacto antrépico predominante: bacia do Baixo Tieté (quatro
populacdes examinadas: Votuporanga, Macaubal, S. A. Aracangua e Planalto)
caracterizada pela presenca de pecuéria extensiva (areas abertas) e bacia do Tieté
Batalha (duas populagfes: Sales e Novo Horizonte) onde predomina areas de cultivo
de cana-da-acucar (monocultura densa). As areas sao constituidas por acgudes,
lagoas e brejos em locais de transicdo entre savana e floresta Atlantica tropical
(Tabela 1).
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Figura 1: Pontos amostrados da regido Noroeste do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Tabela 1: Localizacdo e caracterizacdo da paisagem ambiental das popula¢cdes amostradas.

Municipio Bacia Latitude Longitude Matriz predominante
Hidrogréafica
Votuporanga BT 20°30'17.36"S 50°05'42.67"0 Pasto
Macaubal BT 20°44'44.34"S 49°56'17.64"0 Pasto
S. A. Aracangua BT 20°55'47.25"S 50°21'16.34"0 Pasto
Planalto BT 20°59'31.28"S 49°58'48.59"0 Pasto
Sales B 21°24'39.73"S 49°28'32.64"0 Cana-de-agucar
Novo Horizonte B 21°30'08.16"S 49°18'32.35"0 Cana-de-agucar

BT = Baixo Tieté; TB = Tieté Batalha

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

2007, caracterizados por estacdo quente e umida. Todos os espécimes foram
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capturados com licengca de coleta para atividade cientifica emitido pelo Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis — IBAMA (N° 13923-1).
Para a estimativa da diversidade genética das populacdes, foram coletados 10
espécimes por localidade, totalizando 60 individuos.

Extracdo do DNA gendmico

Os animais foram mortos de acordo com o protocolo recomendado para
anfibios pela Australia and New Zealand Council for the Care of Animals in Research
and Teaching (2001), por meio da absorcdo cutanea de benzocaina administrada
em dosagem letal. Na extracdo de DNA dos espécimes, para o preparo do DNA
template, foram utilizados fragmentos de musculo tratados de acordo com Sambrook
et al. (1989). A avaliacdo da integridade do DNA foi verificada em gel de agarose
1%, corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta. A pureza e a
concentracdo de DNA das amostras foram estimadas em espectrofotdmetro
NanoDrop™ ND-1000.

Marcadores microssatélites e avaliacdo dos gendtipos nas populagdes

Foram selecionados 9 loci polimérficos microssatélites (Rschpl, Rschu3,
Rschu4, Rschu6, Rschu8, Rschu9, Rschul0, Rschul2 e Rschul4) desenvolvidos e
padronizados de acordo com Molecular Ecology Resources Primer Development
Consortium et al. (2009) e assumidos como marcadores neutros.

Uma cauda M13 de sequéncia idéntica ao iniciador universal conjugado ao
fluoréforo Cy5 foi acoplada na extremidade 5' dos iniciadores direto e a reacdo da
PCR foi conduzida usando o método de iniciador universal descrito por Arruda et al.
(2010). As reacbes de amplificacdo foram preparadas em volume total de 15 pL,
contendo 25-100 ng de DNA genbmico, tampdo PCR 1x, 0,2 mM de cada dNTP,
concentragdo variavel de MgCl,, 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 condi¢cdes: 94°C por 5 min seguido por 40
ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a temperatura de anelamento especifica dos iniciadores
(Molecular Ecology Resources Primer Development Consortium et al. 2009), e 45 s a
72°C. Ao final desses 40 ciclos, a PCR foi interrompida a 72°C e 1 pmol de iniciador
universal M13 marcado com Cy5 foi adicionado em cada reacdo e em seguida, as

reacoes foram submetidas a uma nova ciclagem com 10 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s
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a 53°C, 45 s a 72°C e uma extenséao final de 30 min a 72°C. Os produtos da PCR
foram separados por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida desnaturante 6%
no analisador automatico de DNA ALF Express Il (Amersham Biosciences),
utilizando padrao externo (50-500 pb) e padrbes internos adequados a cada locus. A
estimativa do tamanho dos alelos foi realizada pelo aplicativo Allele Locator 1.03

(Amersham Biosciences).

Andlises estatisticas populacionais

A variabilidade intrapopulacional foi quantificada de acordo com a frequéncia
de heterozigosidade observada e esperada usando o algoritmo de Levene (1949), e
0 numero 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 populac6es foram examinadas para
desvios significantes do equilibrio de Hardy-Weinberg a partir do coeficiente de
endogamia usando o aplicativo GENEPOP 4.0.9 (Rousset 2008), com as
probabilidades de significancia calculadas pelo método de cadeia Markov (Guo e
Thompson 1992), com 10.000 passos de desmemorizagcdo e 100 lotes com 5.000
iteracOes 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 niveis de diferenciagdo populacional foram quantificados no aplicativo
ARLEQUIN 2.001 (Excoffier e Schneider 2006) a partir da estatistica F pelos indices
Fst e Rst, o ultimo ajustado ao modelo stepwise mutation model de evolugcéo para
marcadores microssatélites (Slatkin 1995). O aplicativo GENEPOP 4.0.9 (Rousset
2008) também estimou o fluxo génico entre as populacbes (numero médio de
migrantes de cada geracdo - Nm), usando a quantidade de alelos privados como
método de analise (Barton e Slatkin 1986). Uma estimativa do numero de
subpopulacdes representativas nas amostras (k) foi feita usando o aplicativo
STRUCTURE 2.3.1, baseado em abordagem bayesiana (Pritchard et al. 2000),
executado sem informacé&o populacional prévia. Trés corridas foram realizadas com
10.000 passos e 10.000 réplicas, usando o modelo de ancestralidade compartilhada.
Para as frequéncias de alelos foram empregados dois modelos: alelos
correlacionados, que considera as frequéncias semelhantes entre as populacées

devido & migracdo ou ancestralidade, em que alguns alelos estdo em desequilibrio
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de ligacdo, e o modelo de frequéncias independentes, que infere que as frequéncias
alélicas em diferentes populacdes sdo razoavelmente diferentes entre si. O niamero
populacional (k) foi sugerido a partir de um até o valor de 10.

As analises demograficas foram executadas para avaliar evidéncias recentes
de “gargalos de garrafa“ ou “efeito fundador” com programa BOTTLENECK 1.2.0.02
(Cornuet e Luikart 1996), onde as frequéncias alélicas foram testadas para a
presenca de um excesso de heterozigosidade (He > Heq), que foi avaliada pelo teste
unicaudal signed rank de Wilcoxon, mais robusto quando utilizado nas analises com
menos de 20 loci (Piry et al. 1999). O teste foi executado com 5.000 replicacdes
empregando os modelos stepwise mutation model e 0 modelo mutacional two-phase
model, incorporando um sistema com 70 e 90% de stepwise mutation model que
abrange os intervalos mais provaveis para microssatélites de anfibios (Schlbtteter
2000).

O isolamento por distancia (teste de Mantel) foi avaliado pela relacéo entre a
diferenciacdo genética (Rst) e a distancia geografica entre os pontos amostrados, e
foi executado com 10.000 randomizacgdes utilizando o aplicativo IBD 1.52 (Bohonak
2002).

Resultados
Diversidade genética das populagdes

A quantidade de variabilidade genética intrapopulacional foi estimada por seis
diferentes parametros exibidos na Tabela 2. Nenhuma populacdo apresentou desvio

significante do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 2: indices de diversidade genética neutra intrapopulacional.

Populagbes Ho He Prwe 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. Aracangua 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; Pnwe = probabilidade de desvio
(valor de p) do equilibrio de Hardy-Weinberg; Ne = nimero efetivo de alelos; RA = riqueza alélica; Fis
= coeficiente de endocruzamento intrapopulacional.

As estimativas de variabilidade genética em todos os indices avaliados foram

bastante homogéneos entre as populacdes analisadas. N&o foi constatada nenhuma
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reducdo aparente na diversidade genética interna das populacdes das duas
espécies. O coeficiente de endocruzamento em todas as populacdes foi baixo (<
0,12) e nédo significante (p > 0,05) indicando reduzida endogamia a nivel

intrapopulacional.

Organizacdo da variacao genética entre as populacdes

As populagbes foram comparadas aos pares para deteccdo de
dissimilaridades entre elas, com base na andlise de variados parametros. Os indices
Fst e Rst de diferenciacdo genética interpopulacional (Tabela 3) exibiram valores
correlacionados e evidenciaram uma baixa a moderada estruturacdo genética entre
as populacdes par a par. Os menores valores, de Rst e Fst e sem significaAncia
estatistica (p > 0,05), foram observados entre os pares populacionais de Sales e
Novo Horizonte, Votuporanga e S. A. Aracangua, e nas comparacdes das

populacdes de Macaubal com as populacfes de Sales e Novo Horizonte.

Tabela 3: Estimativas de Fst e Rst (entre parénteses) entre as populagdes.

Populacdes
Votutoranga Macaubal S. A. Aracangua Planalto Sales
Macaubal 0,057* (0,061)
S. A. Aracangua 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 nuamero reduzido de alelos privados nas populacdes
(2,96% em média) distribuidos uniformemente entre elas (3,45 até 3,7%), a excec¢ao
da populacéo de Planalto que néo exibiu alelo privado. O calculo do nimero médio
de migrantes por geragdo (Tabela 4) evidenciou um fluxo génico alto entre as
populacbes de R. schneideri (Nm = 3,58 nas populacbes agrupadas). Nas
comparacoes par a par, os valores foram todos praticamente acima de 1 individuo, a
excecdo da comparacdo Novo Horizonte — Santo Anténio do Aracanguad (Nm =
0,746).
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Tabela 4: Estimativa do niimero médio de migrantes (Nm) entre as populacdes, apds o ajuste por

tamanho populacional.

Populacdes
Votutoranga Macaubal S. A. Aracangua Planalto Sales
Macaubal 1,655
S. A. Aracangua 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 analise bayesiana pelo STRUCTURE 2.3.1 forneceu as probabilidades de
agrupamentos populacionais. De acordo com a curva de probabilidade (Gréfico 1), o
aplicativo agrupou todas as populacées de R. schneideri em um Unico grupo pelos
modelos de frequéncias alélica independente (k =1 Ln =-1013; k = 2, Ln =-1019; k
=3 Ln=-1035; k =4 Ln =-1095; média das trés corridas) e correlacionada (k=1 Ln
= -1013; k = 2, Ln = -1077; k = 3 Ln = -1094; k = 4 Ln = -1129; média das trés

corridas).

-940
1000 -4
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1120
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Grafico 1: Curva de probabilidade produzida pelo aplicativo Structure 2.3.1 indicando o ndmero
provavel de agrupamentos populacionais pelo modelo de ancestralidade compartiihada com
frequéncia de alelos correlacionados e independentes. Seta indica 0 nimero mais provavel (k = 1
para ambas as frequéncias de alelos).

Histdrico demografico
O teste Mantel baseado no indice Rst ndo detectou valores significantes de
distancia genética associada a distancia geogréfica (frmanter = 0,335798; p = 0,1540).

nquanto que evidéncias de reducdes recentes nao foram detectadas (Tabela 5) para
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nenhuma das seis populacdes, pelos trés 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.

Populacdes 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. Aracangua 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.

Discusséo

As perturbacBes antropicas circundantes aos habitats naturais sao
consideradas fatores locais e globais no declinio dos anfibios, como consequéncia
direta da reducao na disponibilidade de habitat, que é particionado em fragmentos
discretos rodeados por uma matriz muitas vezes inabitavel ou intransitavel por
processos antropogénicos (Bennet 1999). Esses fragmentos sédo frequentemente
pequenos e isolados e, portanto, a fragmentacdo 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). Populacdes de anfibios
podem ser especialmente mais propensas a extincdo local resultante da
transformacdo e fragmentacdo do habitat causada pela acdo humana, devido a
dindmica espacial e temporal das populacdes (Gibbs 1998) e de suas caracteristicas
morfofisiolégicas.

Os efeitos negativos da fragmentacdo do habitat sobre os niveis de
variabilidade genética nas populacdes locais tém sido indicados em varios estudos
de anfibios (e.g. Arruda 2008; Hitching e Beebee, 1997; Hitchings e Beebee, 1998).

Todas as populagdes de R. schneideri amostradas exibiram uma variabilidade
genética uniforme e baixa endogamia, sendo observados niveis baixos ou ausentes
de organizacao estrutural nas populacdes pelos diferentes métodos de analises (Fst,
Rst, Nm e Structure).

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

microssatélites em populacdes de Bufo bufo (Bufonidae) distantes até 14 Km,
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detectaram valores baixos de estruturacdo genética (Fst 0.016) nessa espécie
generalista. Outra espécie de bufonideo, Epidalea calamita que atualmente sofre um
declinio populacional (Beja et al. 2009), foi avaliada por Rowe et al. (2000) com
marcadores microssatélites, que evidenciaram estruturacdo (Fst 0.060 - 0.224) em
populacdes 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, concluimos que a estruturacdo foi ausente ou bastante pobre nesse
estudo, mesmo em média escala.

R. schneideri &€ uma espécie amplamente disseminada na América do Sul,
com elevada abundancia em paisagens antropizadas e de habitat generalista
(Cochran 1955; Silvano e Pimenta 2003). A auséncia de isolamento por distancia é
comumente interpretada como significando a ocorréncia de fluxo génico elevado a
grandes distancias (Seppa e Laurila 1999) ou muito baixo, mesmo a distancias
curtas (Shaffer et al. 2000; Olsen et al. 2003). Em nosso estudo, a auséncia de
isolamento por distancia observada em R. schneideri e os niveis altos de Nm,
sugerem um potencial elevado de dispersdo (grande potencial panmitico),
responsavel pela homogeneizacdo das populacdes em que foi verificada auséncia
de estruturacdo; esses dados sdo coerentes com o0 status da espécie.
Aparentemente, 0s processos antropogénicos das areas avaliadas nesse estudo,
incluindo os fortes impactos produzidos por praticas agricolas de monoculturas
densas (e.g. cana de agucar), ndo sao fragmentadores de hébitat para essa espécie.

De acordo com Haddad e Abe (1999), como consequéncia 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 historico das populacbes nessa
regiao.

ImplicagOes conservacionistas

Caracterizada por ampla distribuicdo, tolerdncia a uma vasta gama de
hébitats e com uma tendéncia de aumento populacional, a espécie R. schneideri ndo
estd atualmente ameacada (Aquino et al. 2004). Os resultados reportados nesse

estudo ndo indicaram declinio na variabilidade genética entre as populacdes das
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regides avaliadas, mesmo sob forte impacto antrépico, estando de acordo com 0s
estudos que apontam a adaptabilidade da espécie a disturbios antropogénicos.

Em alguns casos a hibridizacdo pode comprometer a sustentabilidade das
espécies parentais. Esta ameaca a biodiversidade surge especialmente apés
translocacdes antropicas, como nos exemplos bem relatados com rés européias
(Beebee, 2005). Logo, o exame da hibridizacdo € um aspecto bastante relevante
para gestores de conservacgao. Kloss (1972) e Haddad et al. (1990) reportaram a
existéncia de formas intermediarias entre R. schneideri e R. icterica entre zonas de
transicdo. Com objetivo de elucidar essa relagcéo 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 hibridizagbes
naturais, marcadores moleculares mais sensiveis como 0s microssatélites séo
altamente recomendados. Com isso, apontamos que a medida de acdo atual € a
determinacdo do status taxondmico dessa espécie (ou complexo de espécies) em
zonas de transicdo com vistas a planejamentos futuros de conservacdo, caso

necessario.
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Resumo

A fragmentacao e a destruicdo do habitat sdo aceitas como sendo as causas
primarias para o declinio populacional dos anfibios. Diversos processos
antropogénicos contribuem para a deterioracdo das paisagens, podendo afetar
negativamente as populacdes de anfibios, por alterar fisicamente os ambientes
aquaticos e terrestres, reduzindo a conectividade dos habitats. Contudo, poucos
dados existem sobre os efeitos do cultivo agricola para as populacdes de anfibios.
Assim, foi avaliada a variabilidade genética de populacbes de duas espécies
(Hypsiboas raniceps e Leptodactylus chaquensis) provenientes de habitats com
diferentes tipos de perturbacéo antropica (areas abertas de pastagem vs agricultura)
por meio de marcadores microssatélites, com o intuito de relacionar o impacto de
diferentes matrizes antropicas sobre a diversidade genética. As populacdes das
duas espécies localizadas em regido com forte impacto agricola (Tieté Batalha),
exibiram empobrecimento genético e alta estruturagdo populacional (Fst, Rst,
AMOVA, e andlise bayesiana) em relacdo as outras populacées. E possivel concluir
gue as praticas agricolas de monoculturas densas (e.g. cana-de-aclUcara) tém
efeitos depressivos na diversidade genética em anfibios, quando essas culturas
ocasionam uma reducdo da dispersdo das espécies (mais provavel em espécies
com baixa vagilidade) e, dessa forma contribuindo para a fragmentacdo do hébitat.

Possiveis implicaces conservacionistas foram elaboradas.
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Introducéo

Atualmente a classe Amphibia est4 submetida a grandes declinios mundiais,
com pelo menos um terco das espécies consideradas “ameacadas” sob critérios da
IUCN e, a menos que estes declinios sejam compreendidos e revertidos, centenas
de espécies podem ser extintas nas proximas décadas (Stuart et al. 2004). A
deterioracdo nas paisagens ocorre em escala local e global, podendo afetar
negativamente as populacdes de anfibios de diversas maneiras por alterar
fisicamente os ambientes aquéticos e terrestres (Alford et al. 2001). Uma dessas
perturbacdes, a mecanica (e.g. praticas agricolas, estradas, pastagens), pode afetar
a conectividade das populacdes influenciando na permeabilidade do movimento
entre as demes (Gibbs 1998) e estruturando geneticamente as populagcdes (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 agricola para as
populacdes de anfibios, embora seja geralmente aceito que a agricultura influencie
negativamente as populacdes de anfibios (Semlitsch 2000, Smith et al. 2004),
promovendo declinios na diversidade e abundéancia das espécies, alteragbes na
composicdo de espécies e parametros demogréaficos e diminuicdo 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). Ha evidéncias sugerindo que
algumas guildas de anfibios podem reproduzir-se em zonas Umidas de paisagens
perturbadas (Hecnar e M'Closkey 1997; Wright et al. 1998) e, portanto, podem ser
positivamente associadas com o cultivo agricola em escala local, mas outros
parametros demogréaficos 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 esta associada com a aptiddo das populacdes e o
risco de extincdo (Frankham 2005); assim, podem ser aplicados na deteccdo de
populacdes pequenas ameacadas. Diversos estudos tém detectado uma reducgéo na
aptiddo dos individuos de populacdes onde a diversidade genética tem sido
negativamente afetada pela fragmentacéo (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 niveis de dispersdo, contribuindo para uma maior

compreensdo da dindmica das populacdes de anfibios, fornecendo novas
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informacgdes sobre a estrutura populacional, padrées de migracao e na identificagao
de barreiras geograficas para a dispersdo (Newman e Squire 2001). Anfibios
frequentemente sobrevivem dentro de metapopulacdes (Marsh e Trenham 2001), e
a perda de aptiddo causada pelo isolamento aumenta o risco de extingdo de (sub)
populacdes (Beebee e Rowe 2000).

De todos os biomas brasileiros, os mais ameacados sdo a Mata Atlantica,
onde os remanescentes florestais representam 8% da cobertura original (Fundacéao
SOS Mata Atlantica 2002) e, o Cerrado considerado um dos hotspots mundiais de
biodiversidade, em que a taxa de conversao do habitat € muito elevada, restando
apenas 34% da cobertura original (Klink e Machado 2005). O aumento das taxas de
declinio das populacdes de anuros em todo o mundo cria demandas urgentes de
estratégias para maximizar os esfor¢cos de conservacgdo. A alteracdo do hébitat pode
ser critica em regides para as quais poucos dados detalhados sobre a diversidade,
abundancia e distribuicdo estéao disponiveis (Young et al. 2000), podendo implicar na
perda rapida de muitas populacfes e espécies.

O noroeste do estado de Sdo Paulo representa uma das Ultimas areas de
ocupacdo do territério paulista que experimentou uma rapida e desordenada
expansdo urbana e agricola nas recentes décadas, com grave comprometimento
ambiental. Com uma vegetacdo original caracterizada como Floresta Estacional
Semidecidual e Savana (Cerrado), ocupam atualmente somente 4% de sua area
original (SMA/IF 2005), tendo sido substituida por pastagens, culturas diversas ou
areas urbanas (Probio 1998). Essa regido tem os maiores indices de conversdo de
habitats naturais em terra agricolas do estado, colocando a area como a mais
desmatada e fragmentada (IPT 2000), e essas praticas tem um potencial de grande
influéncia sobre as populacdes de anfibios devido a problemas de perda de habitats,
isolamento e contaminacao quimica e de nutrientes.

Os esforgos dos programas de conservacao para uma espécie ndo protegem
adequadamente as necessidades biolégicas de multiplas espécies ameacadas
dentro dos ecossistemas. Consequentemente existe uma forte tendéncia, em
estratégias de conservacgéao, na substituicdo de estudos Unicos de uma espécie, para
abordagens mais amplas com diferentes espécies (Roberge e Angelstam 2004),
particularmente muito mais informativos para a conservacdo do ecossistema como
um todo. Além disso, nos anfibios por sua natureza altamente filopatrica, os padrdes

de abudancia, diversidade e ocupacdo podem fornecer indicadores mais confiaveis
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de qualidade do habitat do que os outros tdxons de vertebrados (Waldman e Tocher
1998).

Assim, em nosso trabalho, avaliamos a diversidade genética por meio de
marcadores microssatélites neutros, em populacbes de uma ra (Leptodactylus
chaquensis) e uma perereca (Hypsiboas raniceps), em habitats com diferentes tipos
de perturbacdo antrépica (praticas agricolas e pastagem) na regido noroeste do
estado de S&o Paulo, Brasil, com o intuito de relacionar o impacto de diferentes
matrizes sobre a variabilidade genética das espécies.

Métodos
Areas de estudo e espécies

Esse estudo foi realizado em seis localidades pertencentes a regido Noroeste
do estado de S&o Paulo, Brasil (Figura 1). Essas localidades estéo sob influéncia de
bacias hidrogréaficas, que variam quanto ao tipo de impacto antrépico predominante:
bacia do Baixo Tieté (quatro populacdes examinadas: Votuporanga, Santo Antonio
do Aracangud, Planalto e Macaubal) caracterizada pela presenca de pecuaria
extensiva (areas abertas) e bacia do Tieté Batalha (duas populacdes: Sales e Novo
Horizonte), onde predomina éareas de cultivo da cana-da-acucar (monocultura
densa). As areas sdo compostas por acudes, brejos e lagoas (Tabela 1) em locais
de transicdo entre savana e floresta Atlantica tropical, distantes aproximadamente
400 km do litoral brasileiro. O hilideo arboricola H. raniceps e o leptodactylideo L.
chaquensis foram escolhidos para a avaliacdo da diversidade genética nas
diferentes localidades. Essas espécies predominantemente de formacdes abertas
(Gordo e Campos 2005; Uetanabaro et al. 2008) sdo extensamente dispersas na
América do Sul colonizando diferentes biomas (Duellman 1999; La Marca et al.
2004). Espécies que sdo localmente abundantes, extensamente distribuidas podem
servir como organismos informativos para avaliar processos de fragmentacdo da

paisagem e da perda de habitats (Whiteley et al. 2006).
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Figura 1: Pontos amostrados da regido Noroeste do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Tabela 1: Coordenadas geogréficas e caracterizacéo da paisagem ambiental das areas amostradas.

Municipio Hi d?ozcrlgfica Latitude Longitude Matriz predominante
Votuporanga BT 20°30'17.36"S 50°05'42.67"0 Pasto
Macaubal BT 20°44'44.34"S 49°56'17.64"0O Pasto
S. A. Aracangua BT 20°55'47.25"S 50°21'16.34"0 Pasto
Planalto BT 20°59'31.28"S 49°58'48.59"0 Pasto
Sales B 21°24'39.73"S 49°28'32.64"0 Cana-de-agucar
Novo Horizonte B 21°30'08.16"S 49°18'32.35"0 Cana-de-agucar

BT = Baixo Tieté; TB = Tieté Batalha

As coletas foram realizadas durante a estacdo reprodutiva, compreendida
entre Setembro de 2006 e Margo de 2007 (estacdo quente e chuvosa). Todos o0s
espécimes foram capturados com licenca de coleta para atividade cientifica emitido
pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis — IBAMA (N°
13923-1). No total, foram coletadas amostras de tecido muscular de 60 individuos
adultos de cada espécie, provenientes de seis localidades (10 espécimes de cada

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

Extracdo do DNA gendmico

Os animais foram mortos de acordo com o método recomendado para
anfibios pela Australia and New Zealand Council for the Care of Animals in Research
and Teaching (2001), por meio da absorcdo cutdnea de benzocaina administrada

em dosagem letal. O DNA foi extraido das amostras de acordo com o protocolo
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padréo descrito por Sambrook et al. (1989). A avaliacdo da integridade do DNA foi
verificada em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizado em luz
ultravioleta. A pureza e a concentracdo de DNA das amostras foram estimadas em

espectrofotometro NanoDrop™ ND-1000.

Genotipagem dos marcadores microssatélites

Dez loci microssatélites para a espécie H. raniceps (Hranip02, Hranip03,
Hranip04, Hranip05, Hranip06, Hranip07, Hranipl0, Hranipll, Hranipl3, Hranipl6 -
desenvolvidos por Arruda et al. 2010a), e doze loci desenvolvidos para espécie L.
chaquensis (LchaguOl, Lchagu04, Lchagu05, Lchagu06, Lchagu07, Lchaqu08,
Lchagu09, LchagulO, Lchagul3, Lchaqul4, Lchaqul5, Lchaqul6é - Arruda et al.
2010b), assumidos como marcadores neutros, foram selecionados para amplificacéo
nos individuos.

Uma cauda M13 de sequéncia idéntica ao iniciador universal conjugado com
fluoréforo Cy5, foi acoplada na extremidade 5' dos iniciadores diretos, e a reacao da
PCR foi conduzida usando o método de iniciador universal descrito por Arruda et al.
(2010c). As reacdes de amplificacdo foram preparadas em volume total de 15 pL,
contendo 25 ng de DNA gendmico, tampdo PCR 1x, 0,2 mM de cada dNTP,
concentracéo variavel de MgCl,, 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 condi¢cfes: 94°C por 5 min seguido por 40
ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a temperatura de anelamento especifica dos iniciadores,
e 45 s a 72°C. Ao final desses 40 ciclos, a PCR foi interrompida a 72°C e 1 pmol de
iniciador universal M13 marcado com Cy5 foi adicionado em cada reacdo e em
seguida, as reacdes foram submetidas a uma nova ciclagem com 10 ciclos de 30 s a
94°C, 45 s a 53°C, 45 s a 72°C e uma extenséo final de 30 min a 72°C. Os produtos
da PCR foram separados por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
desnaturante 6% no analisador automatico de DNA ALF Express Il (Amersham
Biosciences), utilizando padrao externo (50-500 pb) e padrbes 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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Analises dos dados
Diversidade genética dentro das populacdes

A variabilidade intrapopulacional foi quantificada de acordo com a frequéncia
de heterozigosidade observada e esperada usando o algoritmo de Levene (1949) e
0 numero 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
populacdes por 1.000 permutacdes com nivel de significancia. As populacées foram
examinadas para desvios significantes do equilibrio de Hardy-Weinberg a partir do
coeficiente de endogamia usando o aplicativo GENEPOP 4.0.9 (Rousset 2008), com
as probabilidades de significancia calculadas pelo método de cadeia Markov (Guo e
Thompson 1992), com 10.000 passos de desmemorizagdo e 100 lotes com 5.000
iteracdes por lote. Esse aplicativo calculou também o coeficiente de endocruzamento
intrapopulacional baseado na identidade dos alelos (Fis), de acordo com Weir e
Cockerham (1984).

Diferenciacdo populacional

Os niveis de diferenciacdo populacional foram quantificados no aplicativo
ARLEQUIN 2.001 (Excoffier e Schneider 2006) a partir da estatistica F pelos indices
Fst e Rst, o ultimo ajustado ao modelo stepwise mutation model de evolucdo para
marcadores microssatélites (Slatkin 1995). O aplicativo GENEPOP 4.0.9 (Rousset
2008) estimou o fluxo génico entre as populacdes (nimero médio de migrantes de
cada geracdo - Nm), usando a quantidade de alelos privados como método de
analise (Barton e Slatkin 1986), corrigido pelo tamanho amostral. Uma estimativa do
namero de subpopulagBes representativas nas amostras (k) foi feita usando o
aplicativo STRUCTURE 2.3.1, baseado em abordagem bayesiana (Pritchard et al.
2000), executado sem informacdo populacional prévia. Trés corridas foram
realizadas com 10.000 passos e 10.000 réplicas, usando o modelo de
ancestralidade compartilhada. Para as frequéncias de alelos foram empregados dois
modelos: alelos correlacionados, que considera as frequéncias semelhantes entre as
populacdes devido a migracdo ou ancestralidade, em que alguns alelos estdo em
desequilibrio de ligacdo, e o modelo de frequéncias independentes, que infere que
as frequéncias alélicas em diferentes populacdes sdo razoavelmente diferentes

entre si. O numero 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 andlise da
variancia molecular “AMOVA” embutido no aplicativo ARLEQUIN 2.001 (Excoffier e
Schneider 2006), baseado no indice de variancia entre grupos (Fct).

Andlises demograficas

Para avaliar evidéncias recentes de “gargalos de garrafa“ ou “efeito fundador”
foi executado o programa BOTTLENECK 1.2.0.02 (Cornuet e Luikart 1996), onde as
frequéncias alélicas foram testadas para a presenca de um excesso de
heterozigosidade (He > Heq), que foi verificado pelo teste unicaudal signed rank de
Wilcoxon, mais robusto quando utilizado em analises com menos de 20 loci (Piry et
al. 1999). O teste foi executado com 5.000 replicagbes empregando os modelos
stepwise mutation model e o0 modelo mutacional two-phase model, empregando um
sistema de 70 e 90% de stepwise mutation model que abrange os intervalos mais
provaveis para microssatélites de anfibios Schlétteter (2000).

O isolamento por distancia (teste de Mantel) foi avaliado pela relacédo entre a
diferenciacdo genética (Rst) e a distancia geografica entre os seis pontos
amostrados, e foi executado com 10.000 randomizagdes utilizando o aplicativo IBD
1.52 (Bohonak 2002).

Resultados
Diversidade genética intrapopulacional

Do total de 22 loci empregados nesse estudo, excluimos das analises
populacionais o locus LchaqulO desenvolvido para a espécie L. chaquensis, que
nao amplificou em muitos individuos, e que poderia ocasionar viés nas analises
populacionais.

A quantidade de variabilidade genética interna nas populacdes das duas
espécies foi estimada por diferentes parametros exibidos na Tabela 2. Nenhuma

populacao apresentou desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 2: indices de diversidade genética neutra intrapopulacional.

Espécies Populagdes Ho He Prwe 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. Aracangua 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. Aracangua 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; Pnwe = probabilidade de desvio
(valor de p) do equilibrio de Hardy-Weinberg; Ne = nimero efetivo de alelos; RA = riqueza alélica; Fis
= coeficiente de endocruzamento intrapopulacional.

Os indices de diversidade genética para as duas espécies indicaram
heterogeneidade entre as populacbes amostradas. Em ambas as espécies, as
populacdes do Tieté Batalha (Sales e Novo Horizonte) exibiram uma depreciacao
em todos os indices de diversidade genética. A populacdo de Sales em L.
chaquensis, também exibiu um coeficiente de endocruzamento alto (Fis = 0,197),
enquanto que as demais populacdes ndo apresentaram um valor significativo. A
partir da visualizacdo da diversidade reduzida em duas populagcbes em ambas as
espécies, os indices foram comparados entre os grupos do Baixo Tieté e Tieté
Batalha no aplicativo FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1997), sendo detectadas diferencas
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).

Organizacdo da variagcao genética interpopulacional

As populagcbes foram comparadas aos pares para deteccdo de
dissimilaridades entre elas com base na analise de parametros variados. Os valores
dos indices Fst e Rst de diferenciacdo genética interpopulacional foram
correlacionados (Tabela 3) e, em L. chaquensis evidenciaram uma baixa a elevada
estruturacdo genética entre as comparagdes das populacdes par a par. De forma
geral, os maiores valores de diferenciagcdo populacional foram observados nas

comparacdes das populacbes do Tieté Batalha com as demais populacoes,
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excetuando Votuporanga. Em H. raniceps, esse indice apresentou significancia (p <
0,05) em todas as comparacdes, a excecao do par populacional Macaubal —
Votuporanga, que foi evidenciado uma baixa estruturacao (0,028). Além disso, foram
observados valores de alta estruturacdo (> 0,15) em praticamente todas as

comparacoes par a par nas populacdes do Tieté Batalha com outras populacdes.

Tabela 3: indices Fst e Rst (entre parénteses) entre as populacdes das duas espécies.

Espécies / Populactes

L. chaquensis
Macaubal

S. A. Aracangua

Planalto
Sales
Novo Horizonte

H. raniceps
Macaubal

S. A. Aracangua

Planalto
Sales
Novo Horizonte

Votutoranga

0,015 (0,015)
0,049* (0,052)
0,036* (0,037)
0,088* (0,096)
0,059* (0,063)

0,028 (0,029)
0,060* (0,064)
0,055* (0,058)
0,207* (0,260)
0,258* (0,347)

Macaubal

0,023 (0,024)
0,056* (0,059)
0,145* (0,169)
0,099* (0,110)

0,062* (0,066)
0,050* (0,053)
0,181* (0,222)
0,250* (0,334)

S. A. Aracangua

0,049* (0,052)
0,196* (0,243)
0,183* (0,224)

0,051* (0,054)
0,173* (0,209)
0,227* (0,294)

Planalto

0,137* (0,159)
0,085* (0,093)

0,136* (0,158)
0,192* (0,237)

Sales

0,053* (0,056)

0,120* (0,136)

* = Valores de p significantes.

A espécie L. chaquensis exibiu 6,18% de alelos privados na média das
populacdes, distribuidos nas populacfes de Planalto (15,79%), Macaubal (10,53%),
Votuporanga (4,88%), Novo Horizonte (3,23%) e S. A. Aracangua (2,63%), a
excecao da populacdo de Sales que nao exibiu alelo privado. Em H. raniceps, o
namero médio de alelos privados foi mais pronunciado na média das seis
populacdes (6,8%), com as maiores quantidades detectadas nas populagcbes de
Votuporanga (17,65%), Sales (8,33%), Macaubal (6,52%), Santo Antbnio do
Aracangua (6%) e Planalto (2,33%), respectivamente, enquanto que na populacéo
de Novo Horizonte néo foi detectada a presenca de alelos privados.

O calculo do niumero médio de migrantes por geracdo para as espécies
(Tabela 4) evidenciou um maior fluxo génico entre as populacdes de L. chaquensis
(Nm = 2,27 populagbes agrupadas), enquanto que H. raniceps, o valor de Nm foi de
1,155. Contudo, as duas espécies apresentam similaridade nos menores indices de
fluxo génico (Nm < 1), que foram visualizados nas comparacdes par a par das
populacdes do Baixo Tieté com as demais populacdes (inclusive entre Sales e Novo

Horizonte).
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Tabela 4: Estimativa do nimero médio de migrantes (Nm) entre as populagdes.

Espécies / Populactes

Votutoranga Macaubal S. A. Aracangua Planalto Sales
L. chaquensis
Macaubal 1,336
S. A. Aracangua 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. Aracangua 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 analise 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 individuos sao fortemente
destinados a um grupo (k) ou outro, indicando estruturacédo populacional (Figura 2).
Utilizando o modelo de frequéncias alélicas independentes, o aplicativo sugere a
presenca de dois grupos (Grafico 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 =
1Ln=-1350; k=2Ln=-1316; k=3 Ln=-1301; k=4 Ln =-1304; k =5 Ln -1297
para L. chaquensis), onde o primeiro grupo é constituido basicamente das
populacdes do Baixo Tieté (Votuporanga, Macaubal, Santo Anténio do Aracangua e
Planalto), com alguns individuos miscigenados (especialmente individuos da
populacdo de Planalto em H. raniceps e de Votuporanga e Macaubal em L.
chaquensis) com o segundo grupo, que € composto pelas duas populacdes do Tieté
Batalha com poucos individuos miscigenados. Quando empregado o modelo de
frequéncias correlacionadas de alelos, o agrupamento mais provavel foi também
composto por duas populacdes nas duas espécies (Grafico 1), fornecendo fortes
evidéncias da estruturacdo genética entre as populagbes do Tieté Batalha e do

Baixo Tieté (Figura 2).
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Gréfico 1: Curva de probabilidade produzida pelo Structure 2.3.1 fornecendo o nimero provavel de
agrupamentos populacionais em L. chaquensis (A) e H. raniceps (B) pelo modelo de ancestralidade
compartilhada com frequéncia de alelos correlacionados e independentes. Setas indicam o nimero

mais provavel (k = 2 em todos os casos).
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Figura 2: Agrupamentos definidos pelo STRUCTURE 2.3.1, onde cada individuo é representado por
uma unica linha vertical e as cores representam a quantidade de grupos (k) inferidos. O comprimento
das cores dentro de cada coluna é proporcional a probabilidade do individuo de pertencer ao grupo.
L. chaquensis (A) e H. raniceps (B) inferidos com 2 grupos com modelo independente; C =
Distribuicdo geogréafica dos grupos; MA = populacdo de Macaubal; NH = Novo Horizonte; PL =
Planalto; SA = Sales; ST = Santo Anténio do Aracangua; VO = Votuporanga.
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A andlise do particionamento da variancia molecular “AMOVA” entre 0s
grupos definidos pelo STRUCTURE (populacdes do Baixo Tieté x populagbes do
Tieté Batalha) para as duas espécies, detectou diferencas altamente significativas
nos niveis de variacao entre os grupos em L. chaquensis (7,83% variacao entre os
grupos; Fct = 0,0731; p = 0,0000) e em H. raniceps (13,34% variacdo entre os
grupos; Fct = 0,13339; p = 0,0000).

HISTORICO DEMOGRAFICO

Os resultados do teste Mantel baseado no indice Rst detectaram isolamento
por distdncia nas duas espécies. Em H. raniceps, o teste apresentou elevada
comprovacao estatistica (rmantet = 0,835282; p = 0,001), enquanto que em L.
chaquensis o isolamento por distancia foi também significante (rmanter = 0,662162; p =
0,023).

Os resultados do teste Wilcoxon sign-rank ndo evidenciaram declinios
populacionais recentes (Tabela 5), a exce¢cdo de uma populagdo proveniente do
Tieté 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 Populagdes 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. Aracangua 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. Aracangua 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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Discussao

A viabilidade das espécies é dependente da persisténcia local das populagfes
e, a fragmentagcdo ambiental aumenta o risco de extincédo local causada pela perda
da diversidade genética (Di Battista 2007) e, aumento da endogamia e processos
estocasticos demograficos (Frankham 1995), isolando populacdes e promovendo
uma reducédo do fluxo de genes (Frahnkhan et al. 2002; Toro e Caballero 2005) e no
tamanho populacional (Young et al. 1996).

Os anfibios sdo particularmente propensos a sofrer diretamente com a
alteracdo das paisagens, por causa de sua estrutura de metapopulacéo e da baixa
capacidade de dispersdao (Laan e Verboon 1990; Miaud 1990, Joly et al. 2001;
Ficetola e De Bernardi 2004). Logo, a conectividade dos habitats parece
desempenhar um papel fundamental na viabilidade regional das populacbes de
anfibios (Rothermel e Semlitsch 2002), com evidéncias claras sobre os efeitos
depressivos da fragmentacdo dos habitats na dispersdo dos anfibios juvenis,
convertendo-se como uma das questdes primordiais para a conservacdo dos
anfibios (Vos e Chardon 1998). Contudo, Marsh e Trenham (2001) e Smith e Green
(2005), sugerem cautela na aplicacdo de padrées de locomocao dos anfibios, pois
existe uma larga escala de habilidade de dispersdo dentro das espécies do grupo, e
esses cuidados devem ser tomados especialmente onde as decisbes de
conservacao devem ser baseadas nas suposi¢coes de isolamento e dispersao das
populacdes.

O declinio nos indices de diversidade genética nas populacdes do Tieté
Batalha, a elevada diferenciacdo genética em relacdo as populacdes do Baixo Tieté,
bem como, os altos valores de coeficiente de endogamia e evidéncias de declinio
populacional detectados em algumas populacdes do Tieté Batalha, sugerem uma
capacidade de dispersao limitada nas populagbes inseridas no Tieté Batalha,
mediadas pelo tipo de matriz predominante na area (monocultura densa). Essas
diferencas genéticas foram principalmente devidas a mudancas nas frequéncias dos
alelos, visto que as populacdes sao desprovidas de alelos privados em quantidade
significativa.

A regido do Tieté Batalha é considerada predominantemente de agropecuéria,
sofrendo desmatamento intenso e descontrolado. Comparando-se os indices de
vegetacdo nativa com as demais regides, constata-se que a regido apresenta um

percentual de 6,24%, bem inferior aos valores de todo o Estado de S&o Paulo
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(13,7%). O desmatamento se deu de forma intensa a partir da década de 1930, com
a instalacdo de fazendas cafeeiras. Com o declinio dessa atividade ocorreu a
mudanca de uso do solo para as atividades agropecuarias, com a implantacdo do
cultivo de cana-de-acucar (CETEC 2008). Segundo Rudorff et al. (2004), 37% da
regido que inclui os municipios de Sales e Novo Horizonte, € destinada a cultura de
cana-de-aclcar, enquanto que 0s municipios de Votuporanga, Macaubal, Santo
Anténio do Aracangua e Planalto estdo inseridos em regibes onde a porcentagem
destinada a esse tipo de prética intensiva ndo ultrapassa os 9%.

Em estudo conduzido com marcadores microssatélites por Arruda et al.
(2010d), nos mesmos locais de coleta do atual estudo, os autores nao visualizaram
reducdo na diversidade genética neutra ou estruturagdo populacional na espécie R.
schneideri, mesmo nas populagbes inseridas no Tieté Batalha. Isso pode ser
relacionado a baixa vagilidade das espécies do estudo atual (isolamento por
distancia em ambas as espécies e com menor Nm em relacdo a R. schneideri) na
comparacdo com R. schneideri (Nm = 3,58 nas populacdes agrupadas e sem
isolamento por distancia), bem como a diferencas relacionadas a percepcgéo
espécie-especifica da viscosidade dos fragmentos e da permeabilidade de borda
dos campos agricolas adjacentes (Wiens 1997). Isso nos conduz a um modelo em
gue espécies com baixa vagilidade (como detectado nesse estudo) e percepcdo sao
notadamente mais prejudicadas por monoculturas agricolas densas (e.g. cana-de-
acucar), que sao menos permeaveis, funcionando como um filtro seletivo, reduzindo
a disperséao e conectividade do habitat.

Garner et al. (2003), em estudo conduzido na espécie Rana latestei com DNA
microssatélite, identificaram nas populacdes suicas um nivel menor de riqueza
alélica (p = 0,011; préximas até 60 Km) em relacdo as populagdes italianas, sem no
entanto encontrar evidéncia de diferencas entre a heterozigosidade média (p =
0,135). Noél et al. (2007), empregando marcadores microssatelites em populacdes
urbanas e rurais da salamandra Plethodon cinereus, verificou uma diversidade
significativamente menor na populac¢do urbana (riqueza alélica p = 0,008), com uma
evidente estruturacdo entre as populacbes urbanas, mesmo separadas por
distancias pequenas (0.9 a 3.3 km). Outros trabalhos, com uma variedade de
espécies de anfibios identificaram diversidade genética reduzida e forte estruturacao
em populacdes de habitats fragmentados (Andersen et al. 2004; Arruda e Morielle-

Versute, 2008). Independente da escala geogréfica, o baixo nivel de diversidade
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genética tem sido demonstrado afetar negativamente a aptiddo dos anuros em
sapos (Bufo bufo, Hitchings e Beebee, 1998; Bufo calamita, Rowe et al. 1999), ras
(Rana temporaria, Hitchings e Beebee 1997) e pererecas (Hyla cinerea, McAlpine
1993).

Johansson et al. (2005), avaliando geneticamente populacbes de Rana
temporaria provenientes de areas com paisagens agricolas diferentes, encontraram
nas populacdes ao sul da Suécia uma diversidade reduzida conforme o aumento da
atividade agricola, e um padrao oposto no norte. Os autores concluem que as
perturbacdes humanas ndo sdo necessariamente desvantajosas, mas que efeitos
opostos sdo possiveis, dependendo do contexto ecolégico considerado, como no
caso das perturbacdes da regiao norte que séo bastante diferentes das observadas
no sul. De acordo com Johansson et al. (2007), a agricultura, induzindo a
fragmentacdo do habitat, pode aumentar o papel da deriva genética e, por extensao,
reduzir a variabilidade de marcadores genéticos neutros e a média de valores de
caracteristicas relacionadas a aptidao.

Em nosso estudo, as evidéncias de empobrecimento genético nas populagdes
do Tieté Batalha podem estar relacionadas a diminuicdo do tamanho populacional
combinada com aumento da endogamia induzidos pela fragmentagdo ambiental
(reducéo da disperséo) e subsequente deriva genética. Essa hipotese é refletida no
elevado grau de diferenciacdo genética (Fst, Rst, analise bayesiana e AMOVA), que
resultou em valores médios de Nm consideravelmente inferiores a 1 nas populacdes
do Tieté Batalha comparadas com as demais (e entre elas), valor no qual as
mudancas das frequéncias dos alelos sdo mediadas provavelmente por deriva
(Slatkin 1985).

A capacidade de dispersdo dos organismos, em ultima analise, determina o
isolamento funcional dos fragmentos (Trakhtenbrot et al. 2005). Na regido do Baixo
Tieté, que inclui as demais areas analisadas nesse estudo, o indice de cobertura
vegetal nativa € ainda inferior a regido do Tieté Batalha (3% vs. 6,24%), mas com
impacto antrépico formado especialmente por grandes areas de pecuéria de pastos
sem sombra (83% - CETEC 2000). Esse tipo de matriz pode ser um ambiente hostil
aos anfibios, porgque os animais ectotérmicos sofrem dessecacdo e riscos de
predacdo (Rothermel e Semlitsch 2002), entretanto, elas parecem ser mais
adequadas a dispersdo dessas espécies do que o cultivo de monoculturas intensivas

(e.g. cana-de-acucar).
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DiBattista (2007), em estudo de meta analise, encontrou uma associacéo
consistente entre os distirbios humanos e as mudancas na variacdo genética
neutra. De acordo com o autor, a diregdo dessas mudancas foi dependente do tipo
de perturbagcdo humana experimentada, com alguns distdrbios que
consistentemente diminuiram a variagcdo genética (e.g. assentamentos humanos /
auto-estradas), enquanto outros nao tiveram efeito (e.g. caca / culturas agricolas).
Contudo, a partir de nossos resultados, é possivel concluir que as praticas agricolas
tém efeito direto na reducdo da diversidade genética em anfibios, quando essas
culturas fornecem barreiras geograficas para a dispersdo (reducdo da dispersao
mais provavel em espécies com baixa vagilidade) e, dessa forma, promovendo uma

fragmentacdo do hébitat a nivel espécie-especifico.

Implicagfes conservacionistas

Os anfibios apresentam uma grande variedade de exigéncias de habitat e
capacidades de dispersdo (Smith e Green 2005) e, a compreensao dos fatores que
influenciam a dispersédo é ainda bastante rudimentar (Rothermel e Semlitsch 2002;
Rothermel 2004). Nesse artigo apontamos para um dos possiveis fatores envolvidos
na reducdo da dispersdo dos anuros, porém € necesséaria a elaboracdo de novos
estudos que possam determinar outros fatores e melhor avaliar o impacto de
diferentes culturas agricolas para as espécies de anfibios.

As duas espécies analisadas nesse estudo estdo incluidas na categoria
“pouco preocupante” na lista vermelha da IUCN, devido a suas amplas distribuicdes
e presumivel grande populacdo, sendo improvavel que experimentem um declinio
acentuado. Contudo, muitas &areas de uso conveniente tém sido perdidas e
populacdes ameacadas devido a atividades humanas gerais como agricultura, fogo,
perseguicdo 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 regidao do Tieté
Batalha a fim de recuperar a deplecdo nos indices de diversidade genética. A
paisagem agricola encontrada na regido do Tieté Batalha (37% de cobertura por
cana-de-aclcar) deve estar contribuindo para o declinio da dispersao entre as
populagdes. Combinado com o tamanho reduzido populacional, devido a
deteriorizacdo da qualidade do habitat, as populacbes de anfibios podem sofrer

reducdo nos niveis de diversidade genética e, subsequentemente aumento da
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depressdo endogamica, devido a alta probabilidade de fixacdo de mutacdes
deletérias (Frankham 1995).

Os resultados aqui reportados ndo indicam momentaneamente um alto nivel
de endogamia (a excecéo da populacédo de Sales de L. chaquensis) nas populagdes
com depauperamento genético, mas essa Ultima estimativa € preocupante visto
estar correlacionada a aptiddao e tamanho populacional (Reed e Frankham 2003). O
aumento da desconexdo nessas populagdes pode comprometer a sustentabilidade
dessas espécies nesses locais, ocasionando extin¢gdes populacionais.

Os planos de conservagdo para essas espécies devem considerar as
populacdes do Tieté Batalha como unidades de manejo com fluxo génico restrito e,
portanto, sujeitas a planos prioritarios. A persisténcia dessas espécies parece ser
dependente da conectividade entre os fragmentos e/ou lagoas de reprodugéo, que
por sua vez impede o isolamento das populacdes. Possivelmente essas populacdes
do Tieté Batalha eram continuas com as do Baixo Tieté nas décadas passadas. O
contato deve ser restaurado melhorando a permeabilidade do hébitat e permitindo
uma renderizagcdo das populacdes isoladas. Aparentemente as duas espécies
consequem romper matrizes antropicas abertas (pouco densas). Logo, para as
populacdes do Tieté Batalha, a reducdo do cultivo de préaticas agricolas de
monoculturas densas (e.g. cana-de-acucar) e, a criacdo de corredores ecolbgicos
livres dessas praticas agricolas, que reconectem as lagoas de reprodugdo, sao
medidas que podem melhorar a qualidade do entorno e, consequentemente
significar um preltdio para a recuperagéo dos niveis de diversidade genética nessas
populacoes.

Apontamos a necessidade de monitoramentos de longo prazo (> 5 anos)
durante a temporada reprodutiva das populagbes do Tieté Batalha e, andlises
genéticas futuras para avaliar o impacto das medidas mitigatorias na restauracéo da
diversidade genética dessas populacoes.

Em especial, as politicas brasileiras de conservacdo incluem instrumentos
legais importantes como uma lista oficial de espécies ameagadas e a selecdo de
areas prioritarias para a conservagao dos principais biomas (Silvano e Segala 2005).
Embora a protecdo de espécies no interior dos biomas seja a maior questdo da
biologia da conservacdo, as estratégias propostas serdo incompletas e
insustentaveis se desconsideradas as interconec¢des dos habitats e das populacdes

mantendo o maior nimero de interacfes biologicas dentro e fora dos fragmentos.



Capitulo 1 55

Ademais, os anfibios considerados como indicadores de ambientes alterados,
fornecem um alerta precoce para os problemas ambientais, servindo como modelo

para compreensao 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

Mauricio P. ARRUDA', Eliana MORIELLE-VERSUTE', Artur SILVA2, Maria Paula
Cruz SCHNEIDER?, and Evonnildo C. GONCALVES?

'Laboratorio de Chiroptera, Departamento de Zoologia e Botanica, UNESP -
Universidade Estadual Paulista — Campus de Sao José do Rio Preto.
?Laboratério de Polimorfismo de DNA, Instituto de Ciéncias Biolégicas, UFPA -

Universidade Federal do Para.

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 (Sao 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 CA, and CT, 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 Sau3Al and the 300-
1000 bp size fraction were purified using a illustra™ GFX PCR and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) and ligated to Sau3Al 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 (CA1s and CT,;) probes at 55°C for 5h and fragments
containing microsatellite repeats were captured using streptavidin-coated magnetic
beads (Dynal). The sample was eluted in 100 yL 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 37°C for 14 hours; white colonies were
transferred for 96-Well plates with highly enriched medium Tartoff-Hobbs
Broth/Ampicilin and again grown to 37°C for 6 hours. The libraries were glycerolized
and stored at -20°C.
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A total of 288 clones were sequenced (192 from CA,/GT, library and 96 from
CTn/GA, 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). CA4s probe had a better efficiency in the number
microsatellite captured (73% vs. 55%) over the CTi, 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”0) of Northwest of Sdo Paulo State, Brazil. PCRs were prepared in a
final volume of 15 pL containing 25 ng template DNA, 1X PCR buffer (20 mM Tris-
HCI, pH 8.4, 50 mM KCI), 0.2 mM of each dNTP, 0.8-4 mM MgCl, (Table 1), 0.6 pmol
of each primer (forward and reverse) and one unit of Platinum® Tagq 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 °C, 45 s at 53 °C, 45 s 72 °C and a final
extension of 30 min at 72 °C. PCR products were analyzed on an automatic
sequencer ALFexpress™ |l (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
(Lchaqu11 and Lchagu12 — 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.
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5 DISCUSSAO GERAL

5.1 DESENVOLVIMENTO DOS MICROSSATELITES

As seis bibliotecas enriquecidas em microssatélites construidas para as trés
espécies (trés bibliotecas CA,/GT, e trés bibliotecas CT./GA,) geraram 3.456 clones
recombinantes. Do total produzido, 1.344 (39%) foram submetidos ao
sequenciamento para identificagdo dos insertos contendo microssatélites; desse
conjunto, 229 clones apresentaram baixa confiabilidade ou auséncia de reacéo de
sequenciamento, logo foram excluidos das analises.

Dos 1.115 clones selecionados para a analise no aplicativo Troll (CASTELO
et al., 2002), visando a varredura por insertos contendo microssatélites, 63%
apresentaram microssatélites na média das trés espécies, enquanto que o restante
das sequéncias (37%) nao continha regides repetidas ou eram desprovidas das
caracteristicas previamente estabelecidas, como tamanho minimo da repeticéo
(motivos repetidos por no minimo trés vezes e tamanho minimo de 10 bases da
sequéncia de microssatélite), e foram suprimidos do estudo.

A estratégia de hibridizag&o seletiva empregada na construgdo das bibliotecas
genbmicas apresentou alta eficiéncia na captura dos microssatélites, quando
comparada com o mesmo método utilizado em estudos com outros vertebrados
como: 11% em peixe bodia-de-pinta (ARIGONI; LARGIADER, 2000), 11% em
jacaré-de-papo-amarelo (ZUCOLOTO et al.,, 2003) e 20% em tamandua-bandeira
(GARCIA et al., 2005). A eficacia das bibliotecas produzidas foi similar a de outros
estudos realizados com espécies de anfibios e que utilizaram igualmente a técnica
de hibridizacéo seletiva, como os de Chan (2007a; b) que aplicou sondas di-, tri- e
tetranucleotidicas e obteve uma eficiéncia de 40% em Scaphiopus couchii
(Scaphiopodidae) e 42% em Bufo cognatus (Bufonidae). De forma semelhante, Préhl
et al. (2002) verificaram 40% de regides contendo microssatélites nas bibliotecas
construidas em Phyalaemus pustulosus (Leptodactylidae). Simandle et al. (2006)
conseguiram um aproveitamento superior, submetendo o DNA de Bufo boreas a um
coquetel em enzimas de restricdo, antes do processo de hibridizag&o, e capturaram
75% (AAT./TTA,) e 80% (TAGA,/ATCT,) de regides ricas em microssatélites.

A eficiéncia na obtencdo dos microssatélites esta correlacionada com
diversos fatores como: tipo de enzima, sonda escolhida, espécie alvo, condi¢cdes do
procedimento e mesmo no processo utilizado para caracterizacdo dos

microssatélites. De acordo com dados da literatura, a maioria dos microssatélites
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isolados (30-67%) é composta de repeticdes dinucleotidicas (TOTH et al., 2000),
seguido por mono- e tetranucleotidicas, e as repeticbes tri- penta- e
hexanucleotidicas sdo menos dominantes (ELLEGREN, 2004).

A excecédo das plantas, a densidade de microssatélites estad correlacionada
positivamente com o tamanho do genoma (HANCOCK, 1996; KATTI et al., 2001;
GARNER, 2002). Portanto, destacamos que a alta eficacia obtida no presente
estudo, bem como nas Dbibliotecas de anfibios em geral, deve-se
preponderantemente a abundancia maior de microssatélites no genoma de anfibios,
bem como a escolha de sondas apropriadas.

No conjunto dos clones analisados nas bibliotecas CA,/GT,, 76% continham
regides microssatélites, enquanto que nos clones analisados nas bibliotecas do tipo
CT./GA,, 44% foram ricos em microssatélite, com esse padrao sendo uniforme para
as trés espécies. Esses dados refletem uma eficiéncia 32% superior da sonda CA1s
na captura de microssatélites em relacdo a sonda CTq, e, sdo corroborados por
outros estudos que confirmam a maior abundancia de motivos CA no genoma de
eucariotos (TOTH et al., 2000). Semelhantemente, Prohl et al. (2002) detectaram em
P. pustulosus (Leptodactylidae — Amphibia) um maior aproveitamento na captura de
microssatélites pela sonda CA (64%) em relacéo a sonda CT (9%).

Os trabalhos de literatura revelam haver uma baixa relacao de microssatélites
isolados e aqueles disponiveis para o desenho dos iniciadores, devido a fatores
como escolha das enzimas de restricdo, baixa qualidade das sequéncias
(HAMILTON; FLEISCHER, 1999), proximidade do microssatélite ao sitio de
clonagem inviabilizando a confecg¢do dos oligos, bem como redundancia dos clones.
Entretanto, no atual estudo, o principal fator limitador para o desenho dos iniciadores
foi a baixa quantidade de microssatélites com um numero grande de repeticdes
(12% em média). Da mesma forma, Rogell et al. (2005) sequenciaram 197 clones de
bibliotecas CA./GT, e CT,/GA, na espécie Bufo calamita, e visualizaram 21
sequéncias longas repetidas (10%).

Nos estudos populacionais € necessaria a escolha de marcadores
polimérficos que permitam o acesso a variabilidade genética populacional. A taxa
mutacional dos microssatélites é influenciada por multifatores, mas o principal esta
relacionado a quantidade de unidades de repeticdo por locus, baseado na premissa
de que microssatélites extensos sofrem mais mutagdes 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 repeticdo fornece mais oportunidades para o
pareamento incorreto e deslizamento da polimerase (ELLEGREN, 2004). Assim, os
microssatélites longos s&o preferiveis para o desenho dos iniciadores.

Das sequéncias selecionadas para a confeccdo dos iniciadores, as
compostas por dinucleotideos apresentaram um numero maior de unidades
repetidas, e esses, portanto foram os motivos prevalentes no desenho dos
iniciadores. Ellegren (2000) detectou no genoma humano que contragdes e
expansdes sao igualmente comuns em motivos tetranucleotideos, enquanto que a
expansao € o evento mais comum em dinucleotideos. Isso fornece uma explicagéo
para a presenca de dinucleotideos mais longos. O fator promotor dessa diferenga
nao € bem estabelecido, mas pensando em eventos de deslizamento, por razdes
estruturais da dupla hélice, a formagao de hairpin para eliminagdo de uma unidade
dinucleotidica € menos provavel do que para um tetranucleotideo. Isso pode explicar
a predominancia de dinucleotideos e mononucleotideos numerosos e extensos no
genoma das espécies em detrimento das classes maiores de motivos (TEMNYKH et
al., 2001; GROVER; SHARMA, 2007), com algumas exce¢des (SHARMA et al.,
2007). No genoma humano, por exemplo, estima-se que existam poucos milhares de
locus com repeticdes pentanucleotidicas, ao passo que existem cerca de meio
milh&o de locus de repeticdes mononucleotidicas (BENNETT, 2000).

No total foram confeccionados 94 iniciadores para amplificacdo de 47 loci
microssatélites nas trés espécies de acordo com a seguinte distribuicdo: 15 loci em
R. schneideri, 16 em L. chaquensis e 16 em H. raniceps. As sequéncias completas
dos microssatélites selecionados estao exibidas no Apéndice 1.

Para determinacdo dos gendtipos, desenvolvemos um método de
genotipagem modificado baseado na utilizacdo de iniciador marcado (ARRUDA et
al., 2010), que foi habil na amplificacdo de 43 loci (91% de sucesso). Apds as
otimizacbes de cada locus em termos de temperatura de anelamento e
concentracdo de MQgCl,, os produtos da PCR exibiram padrédo desejavel para
genotipagem, ou seja, com alta porcédo de DNA nos amplicons (referentes as regides
alvos) e poucas amplificagcbes inespecificas, bandas stutter, sujeiras e ruido. Essa
qualidade dos produtos das PCRs (dados dos genétipos) foi confirmada pelo Micro-
Checker 2.2.3 (OOSTERHOUT et al.,, 2004) que n&o indicou stuttering ou

amplificagéo preferencial de alelos curtos.
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Do conjunto total de microssatélites avaliados, apenas 9 foram monomorficos
(Rschu2 e Rschuy5 em R. schneideri; Hraniu8, Hraniy9, Hraniyl2, Hraniu14,
Hraniyl5 em H. raniceps e Lchaqu11, Lchagu12 em L. chaquensis). Dos
microssatélites polimérficos obtidos, somente trés exibiram desvios significativos do
equilibrio de Hardy-Weinberg (Rschu7, Rschu11 e Hraniy1) devido a presenca 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 estdo em equilibrio de ligagdo e conforme as
expectativas de Hardy-Weinberg e portanto, convenientes para estudos

populacionais demograficos nestas espécies.

5.2 ANALISES POPULACIONAIS

As fragmentagbes promovidas pela ocupagdo humana sdo apontadas como
fatores locais e globais no declinio dos anfibios, particionando o habitat natural em
fragmentos discretos, minimizando a conectividade entre as populagées (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 popula¢des analisadas exibiram uniformidade
nos estoques de variabilidade genética com baixos niveis de endogamia, ndo sendo
observado niveis significativos de organizacéo estrutural na espécie pelos diferentes
métodos de analises (Fst, Rst, Nm e analise bayesiana). R. schneideri € uma
espécie amplamente distribuida na América do Sul, com elevada abundancia até
mesmo em paisagens antropizadas (COCHRAN, 1955; SILVANO; PIMENTA, 2003).
A auséncia de isolamento por distancia observada em R. schneideri e, os niveis
altos de Nm, sugerem um potencial elevado de dispersdo (grande potencial
panmitico) responsaveis pela similaridade genética das populagdes.

Entretanto, nas espécies H. raniceps e L. chaquensis, reducées nos niveis de
diversidade genética foram detectadas nas populagdes do Tieté Batalha (Sales e
Novo Horizonte) que se apresentaram também estruturadas em relagdo as demais
populacdes do Baixo Tieté. O padréao significativo de isolamento por disténcia e
baixo Nm detectado em ambas as espécies, sugere uma baixa capacidade de

dispersao.
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De acordo com Rudorff et al. (2004), a regido do Tieté Batalha (Sales e Novo
Horizonte) €& caracterizada por intenso cultivo de cana-de-agucar (37% de
cobertura), enquanto que no Baixo Tieté esse tipo de pratica ndo ultrapassa os 9%.
A regidao do Baixo Tieté tem como matriz predominante pastos sem sombra, que
pode ser um ambiente hostil aos anfibios, porque os animais ectotérmicos sofrem
dessecacéo e riscos de predagdo (ROTHERMEL; SEMLITSCH, 2002). Contudo,
essa pratica antropogénica parece ser mais adequada a dispersédo dessas espécies
do que o cultivo intensivo de determinadas culturas (e.g. cana-de-agucar).

A diferenca encontrada entre a espécie R. schneideri para as espécies H.
raniceps e L. chaquensis, pode estar relacionada a baixa capacidade de dispersao
das duas ultimas espécies, bem como a diferengas relacionadas a percepcao
espécie-especifica da permeabilidade das matrizes dos campos agricolas
adjacentes (WIENS, 1997). Assim, espécies com baixa vagilidade (com isolamento
por distancia e baixo Nm) e percepcéo sdo mais prejudicadas por culturas agricolas
intensivas e densas (e.g. cana-de-agucar). A agricultura promovendo fragmentacgéo
do habitat, aumenta o papel da deriva genética e por consequéncia reduz a
variabilidade de marcadores genéticos neutros e média de valores de caracteristicas
relacionadas a aptidéo (Johansson et al. 2007).

Em estudo de meta analise, DiBattista (2007) encontrou uma forte associagao
entre 0 aumento de alguns disturbios humanos (e.g. assentamentos humanos, auto-
estradas) e a reducdo na variagdo genética neutra, enquanto outras perturbagdes
nao tiveram efeito (e.g. cacga / culturas agricolas). Entretanto, nossos resultados
permitem concluir que as praticas agricolas tém um efeito direto na reducédo da
diversidade genética em anfibios, quando essas culturas afetam a disperséo das

espécies e dessa forma promovem uma fragmentag¢ao do habitat.

Implicagbes conservacionistas

Para R. schneideri, independente do tipo de perturbacdo antrdpica nas
diferentes areas avaliadas, ndo foram visualizados declinios na variabilidade
genética, estando esses resultados de acordo com os estudos que apontam a
adaptabilidade da espécie a perturbagcdes humanas.

A existéncia de formas intermediarias entre R. schneideri e R. icterica foram
reportadas por Kloss (1972) e Haddad et al. (1990). A analise da hibridizacdo é um

aspecto bastante relevante para gestores de conservacdo e os marcadores
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moleculares como os microssatélites s&o altamente recomendados para testar
mecanismos de isolamento reprodutivo. Assim, indicamos que a medida de acgéo
atual para essa espécie (ou complexo de espécies) é a determinagcéo do seu status
taxondbmico em zonas de transi¢cdo, por meio de marcadores microssatélites com
vistas a planejamentos futuros de conservagéo, caso necessario.

Nas espécies H. raniceps e L. chaquensis, as principais medidas mitigadoras
devem ser focadas na recuperacdo da diversidade genética nas populagdes
inseridas na regido do Tieté Batalha. A paisagem agricola encontrada nessa regiao
(37% de cobertura por cana-de-agucar) deve estar contribuindo para o declinio da
dispersao.

Os resultados evidenciados aqui ndo apontam momentaneamente um alto
nivel de endogamia nas populacdes depauperadas geneticamente (a excecgédo da
populacdo de Sales de L. chaquensis), mas essa ultima estimativa é preocupante
visto estar correlacionada a aptiddo e tamanho populacional (REED; FRANKHAM,
2003). As medidas mitigatérias incluem a selecéo das populag¢des do Tieté Batalha
como unidades de manejo com fluxo génico restrito com as populagdes do Baixo
Tieté e, portanto, sujeitas a planos prioritarios, além da reducédo do cultivo de
praticas agricolas de monoculturas densas (e.g. cana-de-agucar) e a criagcao de
corredores ecoldégicos, visando melhorar a permeabilidade do entorno e,
consequentemente significar um preludio para recuperagdo dos niveis de
diversidade genética para essas populag¢des. Apontamos também a necessidade de
monitoramentos ecoldgicos e genéticos de longo prazo (> 5 anos), durante a
temporada reprodutiva das populagdes do Tieté Batalha, para avaliar o impacto das

medidas mitigatorias na recuperacéo da diversidade genética dessas populagdes.
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CONCLUSOES
- O método de hibridizagéo seletiva foi conspicuo na captura de microssatélites nas
especies de anfibios analisadas, estando esse sucesso relacionado a densidade

maior de microssatélites no genoma e aos tipos de sondas escolhidas (CA15 e CT12);

- As bibliotecas CA,/GT,, foram mais ricas em microssatélites, indicando maior

abundancia desse tipo de motivo no genoma dos anfibios avaliados;

- A modificagdo na técnica de iniciador universal marcado, elaborada no presente
estudo, minimizou as amplificagcbes inespecificas e a competicdo entre os

iniciadores sendo indicada para genotipagem de organismos com genoma extenso;

- As populagdes de R. schneideri ndo exibiram redugcdes nos niveis de diversidade
genética ou estruturagédo populacional, sugerindo um elevado potencial de dispersao
da espécie, mesmo em paisagens fortemente impactadas por processos

antropogénicos;

- Em H. raniceps e L. chaquensis, as populacdes localizadas na regido do Tieté
Batalha, caracterizada por forte impacto agricola, apresentaram empobrecimento

genético;

- As praticas agricolas tém efeito direto na redugcéo da diversidade genética em

anfibios, quando as culturas sao habeis na redugao da disperséao;

- Espécies com baixa vagilidade, percepcao e com isolamento por distancia, séo

mais prejudicadas por culturas agricolas intensivas e densas (e.g. cana-de-agucar);

- Em R. schneideri, a principal medida conservacionista & avaliar o status
taxondbmico da espécie em zonas de hibridizagdo com R. icterica por meio de

marcadores microssatélites;

- Para as espécies H. raniceps e L. chaquensis, sdao necessarios medidas que

recuperem a conectividade dos fragmentos no Tieté Batalha como: limitacdo das
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areas de plantio, criagdo de corredores ecologicos entre as lagoas de reproducao,

monitoramentos de longo prazo (ecoldgicos e genéticos).
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Apéndice 1: Loci microssatélites selecionados para avaliacdo do polimorfismo e determinagcdo dos

gendtipos. Em destaque as regides de microssatélites (negrito em fundo amarelo) e as empregadas

no desenho dos iniciadores (laranja e azul).

Locus

Sequéncia completa

Rschnul

Rschnp2

Rschnp3

Rschnp4

Rschnp5

Rschnué

Rschnu7

Rschnu8

Rschnp9

GATCATGTGGTAGGGTTACCTGTGTCCTTAGTGTGCCTCCTTGTGGCTCTTCCATGGGACTCCATGCTGGGGG
CGCTGCCTCCTCTTCCGTCTTCTTCTTCTTGCCCCGCACAGAACGTCCTGATGCAGCTTCGTCAAGACATAGGA
ACACTATGGGCATGGTGATGGTGACAGGGACACAGGGACAGAGACACACAGACATGGACAGGCACACACAGA
CAGGGACAGACACACAGAGGAACTGACACACACAGGGACAAACACAGGGACACAAAGGAACAGGGACACACA
CACAGGAACAGGGACACACAAACAGGGACAAACAGAC AAGGGGACAGTC
ACACACACACACACAGGGAGAGACAAACACATAGGGACAGACAGACACACGGACACACACACAGGGGGACA
GACACACACAGCTAGGCCTCACCAAACACCAGCCTGGCTCATCACAGCATCTCACAGCTCTCTGCTCCTCTGG
CACCTTCCCCACTGGTCACATGGGTGGATGACATC

GATGTTTAAGGTTCGTGTATGGTAAACCAGTGTGTACAATGTTATACTGAAGTGCCAGAAAAACGGGCACAGAC
GAGCCTGGACGAAATACATAGC GTGACCTACCAAGTATTAGTTTGACTTGT
GTACCATCCATCCATCCATCCATCTTCTCTACCGCTTATTCCTAATTAGGGTCGCGGGGAAGCCAGTGCATAC
CTGGCAACTCTGAGCGCAATTGCAGGAACAACCCTAGACAGGACGCTACTCCATCGT

GATCATGTGGTAGTGTTACCTGCAGTCCTATGTCAAACCACAGATAACACTAGTGTTGATAATGTAGTAGTGTTA
CCTGCAGTCCTATGTCAAACCACAGATAACACTAGTGTAGATCATGTGGTAGTGTTACCTGCAGTTCTATGTAA
AACCACAGATAACACTAGTGTACATCATATGGCAGTTTTACCTGCATCCTTAGTGTGCCTCCCTGTGCCTCTCC
CATGAGACCATGCTGGCAGCGCTTTCTCCTCTTCCATCTTCTTCTTGCCCCCACAGAATGTCCTGATGCAGCTG
CGTCAAGACATAGGAACACTGT ATACACAGTGGTAAAGACACACACGGACACAC
ACACATACACACACACACACACACAAATGTACAGACTCACAAGGACAGGGGCACACACAGGGACACACAGTG
AGAGGGACAAGCACACACACATAAGGACACACACAGGGACAGGGGCAAACACAGGGACACAGAGGGACGGA
CAGACACACAGGGACACACGCAGGGAAAGACACACACAGCTAAGCCTCACCAAACTCCAGCATGGCTCCCTC
CTCTCTGTACAGCATCACAGGAGTCTTTTATGAGCCTACAGTGCCCCCCCCCACCCTCAACCCTACAGAAACTC
CTGCTGCTTGCAGCTTGCTGCTGCTGCCCTCAGTCCTCCCCAAGAATACCCAGTCACTCAGTTTGTTTTCCAAC
TGTTTTCTGCCTGGCTGGAGACTGGAGGTCCTTACTTACAATGTGCAGCTGCCGGCGCTGGTGGAAGGAACTT
GTGGTGACCGGAGTCCGGAGCGACTAGGCCTGGCTGGAGGCCCGCAGCGGGTGATGATC

GATCACGGCCTGTAATAAGTAGAATGGGAGAACCGGATGGGTGCTGCTGTTGAGGTCTGC

CTCGGGTACGAGAGTGTACGAGGGTATATATGCATATACCCACACACATACATACACACACAC
ACATACATACATACACACACATACATACATACATAAAACCCATAAAAACTTACATTTACTTGTCCTGACGCCAC
CCTGGAGGGGGCTGGGCCTTGGTCTTCTTCTTCCCCCTCTTGCCGCGCATGAAGGAGGAGGTGGGGCTAGCT
GGGAGCGCACAGTAGCGCTCTCAGGACGCGTTAGGGTAAAAGTAAAAGTTTCGGCAGTGAGGGGGCCAGGA
GAGGCCCGGAGCGCAGGGACGGGAC

CGCCTCCTCTCCGCCCCATCCGCGCTG AGCCTGACTGCTACCCTCGCCGCCAG
CATCCGCCTCCTCTTCCACAGCCACCTCCACGTCGTCCTCCTCCTCCTCCTCCTGCAACTGCCACCGAGAAGC
AGACAAAAGTGTGGTCTGACTGTCTAGCTCCGTTGCGTCTCCTCCTACCCCCATCTCCTCTGCGTGCAATGCG
TTCTCCCTTATTGCGATGAGCGATTCTTTAAGGACGCATAGGAGCGGGATGGTTACGCTCACTATAGCGTCCTC
GCTGCTGACCTTCTTGGTGGACTCCTCAAAGATACGCAGTACATCGCATATGTCTGCCATCCATGGCCACTCGT
GGTTGGCAAACTGAGGGAGCTGAGTTGGAGGCACGCGTGGATTCATAATCTGGTACTCCATCAATGCTCTCTG
CTGCTCACACACCCTGGCCAACATGGAATAGGTGGAATTCCAGCGAGTCGGCAGGTCGCACAACAGCCGATG
TTGAGGCAAATGGAGGTGTTGCTGGAGTTTTTTTAAGCTAGCAGCAGCTACAGTTGACTTCCGAAAGTGAGCG
CACAGCGCCGCACTTTCACCAGTAGCTCTGCCAGGTTGGGGTAAGTCTTTAGAAATTTTTGGACTACCAGATTA
AAAACGTGGGCCAGGCATGGTACGTGATTGAGTTCGGCAAGCTCCAGAGCCGCCACCAG

GATCCGTGCTAACGCTGATACATGTGTGGAGCTGGAGCAGCGCTCCGG ATAC
ATACATACAGACATACACACACAAACACATACATACATACATACATACACATACATACTCACATACTCCAGCAC
GGCACGTCTTCACGCGCCTCCTGCGCGCAGTGATGACGATTCCCTACAGCGCCCTCTGATGGG

GATCCAGAGTGTGAGATTCCGAGTGTGAGATTCCGAGTGTGAGATTCTGTCGCCCTGCAGTGGAACGCTGACC
TCTTCCTCTTCTTTCTCTTCTTCTTCCTCAGGACATCCTGCAGTCTCACAAC CCTG
CGCCCTTCACCTCCCAAATAAGGGAACCACAGTACGTCACCACAACACACACACACACAAACACACACACAC
ACAATTCTATTTTAATTTTTACTAAAAGTTTTCTTTGTCTGCAAAAAAAATTAAACTCAAAATCAAAACTCACCAGA
ATTACACCTCGAATCAAAAGAGCAGACACAGAACTAAAACCAGAACCAAAAGAACTAAAACCAGAACCAACCTA
GTGTGAACGCCAGCGCTGATGCTCCACGCCAGTGCGAGATGGCGGCTGCATCACGT

GATCAGGTGCAAGCTACGCGGCTAATGAATACTAAACAGAGAAGGCAGCA

AAGATGAACATGAAGTAAACTGTAAAGGAGTAAAAAAGCATAACTATATATATATAGGCACACACACACAACA
GCACAACCACTAACTCCCGGTCTCCCGGCTACACCTACATCACACACTTTAACCAGAGGTCCAGCACACTAGT
GTGTCCCCCTCCCCCTCTGCAGCTCACAGTGTGAGCGACTACATTACGGTCATATAGAATCTGCTGTATGTGG
GATGCGGGAGCTTACACACTACCTTGCTCTCCAGGTCAGTGGTCGGGAGGTCAGGAGTTTAGAGCAGTGAAG
CACTGCTCATCTTGACGGCCCCGCTCTCCCACACAGTGCTCTGCTGCTGTAACATACTACGCAGTGGAAGCAG
CAGAGCACAGCAGATAAAAC

CGGCACAGCAGGAGTTTTCCATCGTGGGGAATCCAAAGAAAGGAGACCTGAACCAATGTAACACACAGCAGA
GTCCAGAACATC AAGCATAGCATGAAATCAACAGAAACGAAACACCTAA
CCTCTGCAGTGCACGCGTTACACACACACACAGCTTTGCAGTGCACACGTTACACAAACACAGCTCTGCAGT
GCACGCGTTACACACACACACACAGCTCTGCAGAGCACACGTTACACAGACACACACACAGCTCTGCAGTGC
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Rschnpl0

Rschnpll

Rschun12

Rschun13

Rschnul4

Rschnul5

Lchagul

Lchaqu2

Lchagu3

ACACGTTACACACACACAGCTCTGGACTGCATGCGTTACACACACACACAGCTCTGCACTGCATGCGTTACAC
ACACACACAGCTCTGCAGTGCACGCGTTACACACACTCAGTAGCATAGTAACATAGTTTATAAGGCTGAAAAAA
AGCCCTCTGTCCATCCAGTTCGGCCTGTTATCCTGCAAGTT

GTACCTCTCCCATGGACTCCATGCTGACCCCGCCTTCTCCTCTTCAGTCTTCTTCTTTTTCTTGCCCCCACAGA
AAGTCCTGATGCAGCCGTGTCAAGACACAAGAAAACTATGGGCATGGTGATAGTGACACACACAGGGGGACA
GACACACACACACGGGGCAGGGACAGAGACACACACAGGGACAGAGACAGCGACGCACACACAC

GGACAGAGAGACACACACACACACACACAGGTACAGAGACACACACAGGGACAGCGG
CACATACAGGGACAGCGGCACACAAGGATAGAGACAGACACACACAGGGACAGACACACAGCTTGGCCTCAC
CAAACTCTAGCTCCAACTCTATGGCTCCTGTCTGTAAAGCAACACAGCTCACTGCTCCTCTGGCTCCTCCCCC
ACTGGTCACATGGGCGGATGATGTCAGGAAGGTCCTTTAGCCCACTAAGAAGCCTGGACTGCAGGGATGAGC
GGATC

GATCTCTACAGTGCCTGCCCCCCTTGTGTCCTGTTCTCTGACCCCATATTTAGGTTACTGATTAACCCCTCCAC
TGGTGTCCTGGATGGCACAGAGGGGTGATGGCACCTACTTCTCCAGGCTGCCTGTGAGGACCAGACA

TGTCTGTGTGTAGAAATAGGTGTATAACACAGCTGCGTGTAATATGTATGTGTGT
GTGTATATATATATATATATCTACACACACACACACAGTATATATGTCCATATATGTGGTGTGCGCATGTATGT
GGTGATGTGTGTACGAGTGCATCCATGTATGTGGTGAGTGTGTGTACGAGTGCGTCCATGTATGTGGTGAGTG
CGTGTATGAATGCGTCCATGTATGTGGTGTGTGTGTATATATGAGTGTGTCCATTAATTGGGGAGTGGCCTAAG
TTGGAGAGTCCATGTATGTTGTG

CCTGATGTGTGCCTGTGAGCTTCTATTGGCTGATAAAGGTCATGTGACCAGGCTACTATTGGCTAATGCATTTT
TTATGGGAATATCTCAGGAACGGTACGTCCTGGAGAGTTGAAAACT CTGAT
GTACATGTGTGCCAAATTTCGTGATTGTAGCTGCAGCGGTGCGGATTCCTTTAGCGGACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACTCAGCTTTATATATTAGATATATATATACACATATATATATATATACCTTCT
TACGCATGCAGAATGGGACAAACAATACTGCAGGGGCTGGTTTTAGTTGTGTATAAAAAATCCTATAAATGTCA
CTGGTGTCTGGGATATATATTTTTTATGTTATGCTCTTCATAATAAATGTCGCTAATACAACAGACCTTTATAAAA
CCAAATCAGCACTGACCTGTCATAGCTGTGTT

GATCCAAGATGGTGATGATAACAAGGAGGCTGAATACTTCATGCCAGCCCTTACTCCCCCTACGGGGCCATCA
CAACAAATGCTTTCTGCTCAGATGCCCCCACCGGTGCAGTATCACCAGGGTATCATCAGGGTTACTCCCAACA
ATATAGAAGGCCACCACAGAACTACAGAAATCAGCCAGAATACCCTACGGCGCCAGGACTAATATGTTGGAAA
TGCGGCAA GTGGCGCTGGACTACGATTCGGGGCCCCCCCCCGCAATGG
CCCACTGCCTTTTCGCCCAGACCAACATCCATATGTACTACCACAAGGACCTCTACAACAACAACAACAACAA
CAACAGCAAAGTCACCCCCACCATGATAATAACCAATGAAGGTCAGGCCAGCCCGTACCCCTCATGCCTGCC
CCCTCCTTTGGAGAGTCTTCTTGCTCCACAGTTGTTCTGGAGGTGGATAATACACCTGTTCCCTTCATGGTGAC
ACGGGTGCGGG

CACGCACATTATACACATCCAGCTGTGCAGGGCACGCACATTATACACATCCAGCTGTGCAGTGCACACACAT
AGAGCTCTGCAGTACACTTTATACACACTCAACTCCGAAGTGCACACACATACACATACAGCTCTGCATCGCAT
ATTATACACACCTAACTCTGCAGTGCACACACATTATATACATATAGGT CA
GCTCTGCAGTACACATTATACACACACACACACACACAGCTTTGCAGTGCACACACACAATACACACTCAGCT
CTCATAATGACACTACGCCTCTGAACAACATGAACTGCAGTCCGGTTCTTCCTGCTCACGTACAGGCTCTTTC
CAGTCAGGTGACTGATCGAG

GATCCTGGTGTGGCACAGGTTGCACACCACAGTCCGTCGGTCATCCTCACTTTCTTTAAAGAACCTCCAGACTT
GCGAACATCTAGGCCTCGCCACGGGAGCTTCACTACGTGAAACAGTTGCTGATGATGCACCAGCTCTGCCCCT
GCTTCACCCTCTGGCCACGCCACTGCCTCTTACAACCTGTTCTGGTGCAGCACTCGCCTCCGCCTCAGAAGCA
CTATCTTCACTCGGCATATCAACCCAGCTTGGGTCAGTCACCTCGTCATCCTCCGATTCCTCAGACTGCTCCCT
CCTCGGAATTCCTCC TGACACCTCTTTACAAACTTCTTCCACTAAGTCAA
CGTTGTCATCATCATCATCATCACCCACAGACTGCGACAGTTGGAAAACTTGGGCATCGGGAACGAGGTCAGC
AGCAACCTGAGAAGTGGTTTGTGACTCTGGGAAGGGTCCAGAAAACAGTTCCTGAGAGTATGCCGGATCGCA
TTCCAAATTTTCCTGGGAGGGGGCAGACTGGGGGGAAGGAGGTTGAGGTGGTGGAGCCACAGGAGTGCTCC
CTTGGTAACGTGGGTGACTGCGTGGAAGACTGACTGGTG

GATCTAGTTATACGAGCCAGTGGCAAAATAGAGGAGTCAGCAGTGTGGCCTACGGACTCTGTGGCCCTGACTC
CCAAAAAGAAAAATATTGGGTAAGTTGAAATATGACTGTGCCCCAGCATTTTCTATGTGGGAGAGTTAAGACAC
CTCCATAAAT AGCAGATGTGTCTGGTAGTATTTACATCAAGGTGCTCATTCTTT
ATAGATACACACACACACACACACACAAATGCTGGGTTCATGGTATGGACTAATGAAAGTAAAGGGTGTAAAA
AGTGGCGGCACCTGGTAAGTGGCAATATGGCTGCCCGCCCCAGGCTCTGCTGCAGCCTGCAATGCATTCCTC
CAAGGTCAAATGGTCATATCCAGCTTGCCCTTTGAGTTGCCAGCTAGACCATGAGTCACATGAAGCTACCCAA
CGGTGATGCTGGACACATGGACACTCGCTCCTCCCAATATAGATTCCAGGCCACAGTGGTAAATAGCATGCTT
CCACTGGAGCAGGGGATGCACCGACCACCAACAAACAACTGGTCCTACTCACAAGAGTAGGGGGTGCTGGTT
CATAGAACTGAATGTTGTCCTTTTTGGCCATTGCTCCACAAGCTCGTCTACTCTCCTCGAGCTAGCCTCCAAGT
TGACCTAAACGTGGACCGTACACTAAATACAGAACCATACCCATCCTGGATGACAACCTGATGT

CATACATAC GCTACATACATACATACACACAGCACACCGCCTCTGCTACATACA
TACATACATACACACAGCACACCGCCTCTGCTACATACATACATACACACAGCACACCGCCTCTGCTACATAC
ATACATATATAGTGTGCGGTGTACTCGCCGGGTCGCCCCCAGAAGCGAAGGATATGGATTGCACCTGGAAAT
GGGTATGTCACGC

GATCCACATCCAAATGCCACCATACAGGTACACACACCCCATCCGCATACACCCATACAGGTACACACACCAT
CCACATCCAAATACCACCATACGG ACAGGTACACACTCCCCGTCCACATACA
ACCATACAGGGGCACACACACACACACATCCACATCCAAATACCACCATACAGGGTACACACACACACCATC
CAGAGTCCAC
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Lchagu4

Lchagus

Lchagué

Lchaqu7

Lchagu8

Lchagp9

Lchaqul0

Lchagull

Lchaqul2

Lchaqul3

CACAAATCTGTCTGAGACCACATGATAGTGAAGAACACATTGTCATCGCTTTGCTGTTTTTGCAGGTTGTGAAC
CCCTAAATAATTATGAGACTGCATGGCGATGAATGAGACAATATCGTCCCTTTGCTGTGTTT
ATACACACAATACACTCACATACACACACACATTATTATTATTATTATTATTAATGTTTATTTACA
TATACACAATACACTCACATACATACACAGAATACACTCACACACATATACACTCACATACACACATATACACAC
ACATACAATACATATATAACACAATACACTCACATACAATACATATATACATACAATACACTCACATACACACACC
TACACTCACCTTGGGTCCGCAAATATCGGCTGCTATGGAAGTTCTTCTGTGTTGCAGCCAATATTTTCATAGCC
TCATTAATGTGCGGCTAAAGATAGGACGTGTTTTGTAATTCATGGCCCA

TCTTTGAACCCCTGGTTCCCATCCATCAGGGCCATGCTTAATTCACAAT TGGAA
TGTGGATAGAGGATAAAAACACTTGGTGGCATGACTCCCATAATGATATGTGCCAACTATAGTATGTTTAAAAGT
AATCATAACCAACAGAATGAACTACACATCTATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
TATACATATATACTGGATGGGTCAGGCCTAGAACTACAAAGAATATTAGTGTATTCTGCAGACTATTTTCTCCAA
CTGTACTTCATATATATCATTATATATTGTCGTCCTTTGCCTAGCAGCATATGTAAAGATATTTTGCTATGAAGAA
AGCACATGGCACAATAGCATTCCTGGAAGTGTCAGCACTGAACATGTCAATTGGTTTAAGATC

ATCCGCATCCAA TCCATCCACATCCAAACACCACCATACAGGTACACAC
ACACACACACATACACATACATCCCATCCACACACCACCATTCAGGTACACACACACACGCCATCCACATCC
AAACACCTCCATACAGGAACACACACAAACTTTAACTATGGTATGGCTTATATGCAGTTATAAGCCATGCCATA
GTTGTGGCAGCGGCGACGGCACTTTAACTATGGTATGGCTTACATGCAGTTATAAGCCTTGCAGTTTGTAATGT
CTATCT

GATCCTGTCAGAACCGCCACGCAGGACCGG GCTAGGACAGCCAGGCACACG
CACACGCACACGCACACGCACACGCACACGCACACGCACACACACCGACCGACAGATAGACCGACCGACT
CACCCACAGCGGGATTCAAACCAGTGGTGGAAACTTGCAACTTACCGACTTGGTAGCAGAGCCCTTACACACC
TTGCCATCAGCTCTGGTTGACCTGAGCCTTTTCGAAACTCTCTCATAAGACGAAATGCAAGGGCTATTTCTAAG
AGTTTGCGAAAAACATGTTATAGAGTCCAAAAATCGCTGCCGGCATCTGCCTTTGGAGATAGCACACCGGTAAA
GTGCTCTGCTGGTAAGTTTGAGAGTTTATGTAGGTAATGTGTTCTAATCCCAGTCTCTCTCCCATTCCTGTGTTT
CTCTCTCTTTCTCCACCTAGCTTGTGTTTGGTGTTTCTATCTCTGTATATCTATCTAGCTTGTGTATCATGGCTCT
CTGCCTATCTCGTGGCTTGTGTCTCCCTCTGCCTAGCTCGTATCGCTCTCTCCAGTGTCCATATTCGGAAAGGC
TGACACCAAGCTTCAGTCGTCTCCCAGTTCGAAGCATCATTTTTCA

AGGGACAGGTTCCTCCGTGAATGCCATTCGTCTCCTCTTGCTGGGCATATGGGTATACCGTGTTTTCCCGAAAA
TAAGACATACCCGATAATAAGACATAGTGCTGATTTTAGTGGGGTTGGCTAATATAAGCCATACCCCGAAAATA
AGACATAGCGGGACGCGGTAAAAAAAATATAAGACATGCGGTACAATGTCGGTACCGTAGTACCGTTACCTTG
CAGAGTCCGATTCGGCCGGTTAGCGCGTTATGCGGGCGAATCGTGGAGAAGAATGAGTGCAGCAATGTAGAC
GCCGGGAGCTGCTGTAACCTTCCCTGTGATTGGCCCAGCAGCTCCTGAATCTAGGAAGAGGCGGACCCC

GGAAGAGGATTCTGCACGCCCGAGACCAAGCATCTGCAGCCGCAGTACAGGTGAC
GCGCTCCCCGGCTCTACACCCAGCCAAGCCCAGACCTCTACGGTACTTAAAGTCATTACAACATCCCCACACA
TTACATGCCCATTACAACATCCCCACACACACACACAATGTCTTCCCATTACAGCACCCCCCCCCAAACACAC
ACACAGAACACCCCTGCAGATGACAGCGTCCGAGCCACACAGCGCCCCTGCAGATGGCAGCGTCCGAGCCA
CATAGCGCCCCTTACAGTGTCTGATC

GA TCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACAT
CACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCAC
ATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCACATCAGAGGTCCAAGCGTAAGG

A ACACACACACACACAAACAGCACTCATTCACTGATTTTCTGGCAGTGATG
TGAAAAAGGCAGTAGACGTGCTGAAGCGCCATATGTAACTGGGGTAGTAGACATGCTGAAGCGCCATATGTG
ACTGGGGTAGTAGACAAGCTATACACACACCACTAACACACACACAGACAGCACTTACACACTTATTTCCTGGC
AGTGACAGCGCTCTAGTGCTCCTGTGTGGACATGCGCCATTCATCTCTATGGGGTTTCT

CCATAGATTTCAAATTTAGTTTTCAGCTTCAATGCACACAAATGTTAATGTGTCAGCAGCAGTAAATAACTCAGA
AGCATAAAACAGGTCAAGATACAAAACATGTGAAAATGCTGCACCCGGGACACTCCACAATAAATCACCATATG
CAGTAATCATT TAAATATATAGGTATACAAGCACACACATATGGTACATAAA
TATATAGACACAAGCACGCACACACACATATACATATATATATATGTACAAACAATGTTAAGTCATTGCTATCA
GATC

ATTAGAGTGACCTCTGTCACCCAACACACCCCACATCTGACATGAAATGGACACATCAGAAGAAGTAAAAGTAA
CTTCTTTCTGTCACCCTGCACATCACACATCTGGTTTGAAAT TGAGTAACTT
CTGTCACTCAACTCACTCCACATCTCTTTTGAAATGGACACATTATTATCATCATCATCAGCAGCAGCAGCAGC
AGCAGTGGTAATAGTAACTTCTGTCGCCCAGCACAGTCCACATCTGTTTTGAAATGGACACATGATC

GATCTCTAAGGGGCAACACTAACCATAATGGGGTCCTTCAGGTATCCGGGGATTTGAAGGCATATCAGTTGAT
GAAAAAGATTTTACAGGGCTTTTTTTTTGTCTACATTTTTAGAGACACCGTACCTGACACATTCTGACACATGGA
GACATGTAAACACATACAGCTCTACTACATACAAGTTATTCATACACACAGCATTTCTGCTTCAACAATATGAAG
ACACATACACCTCTGCTGCACACATTATGTAGACACATACAGCCGTGCTGAACGAAACTTATGCAGACACAGCT
CTGCTTCATGCACATTATGCAAACATACACATACATCTGTTGCATGCATGTTATGCAGAAATATACAGCTCTGCT
TCTTCCAAGCTCTGCATACACATACAGCTCTGCTACATACACATTATGCATTTTTTGTCTGCCAATTTTAGATAAA
CCGTATCTGACAGGTTCCGACACATGTGTAGCCTTATATAGACATACACAGCTCTGCTGCATGCACGTTATTCA
GACCACACCTCCAGCTTTGCTGCTTCTAAGCTCTGCATAGACACACAGCACCTGCTACATGCACGTTATATAGA
CACACATAGCAATGTTGCACGCACATGACGCAGACACACACAGCTCTGCTGCTTCTAAACTCTGCATACACACA
CACAGCTCTGCTGCGCAGATTTTATGCAGAAATACACAGCTCTGCTGCTTCTAAACTCTGCATACACACATAAC
ATTGTTGCACGCACGTTATGCAAACACAGCCCTGCTGCACGCACTTCATGC
TGCACGTTTTGCAGACACACACACACACACACACACACACACACACAGCTCTGCTACACGCACGTTATGCAG
AGCAGTCAGAGCCTCACTCTTCTCATACATGTGACTGATC
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GATCTGAAAATGTCAGTGGGAGGAAACAAATACTCTGACAGAACTCATAAAACGTGTTTGAACTCAAAA

GGAGAAAAACCGTCCCAAATGCACTTGAGCAAAATAGAAGTGTTTTGCATTCCGTAAG
CTTGATTTTATGGGAGCAAAAGCACATTTTTTATTTATTTATTTATGTGGTGGGCCTATGCAAATCTACGGCCCC
ATAAATACACAGAGGGATTGTTTTCGTGGGAAAATCTGAGAAGAAAACAACCTTGGCACTGTATTATGGAATGT
ATTACTTGCATACGGTTGCAATGTCAACCGAAGAGAGTCCTTCGCGGGTGACTTGCTAATGGTATCTCAAATCA
AAAGTGGGAGTGGTTTTTCAAGTGTTGTAGCACTTAAAAAATGTGGTTATCTGCATGTTTTTAGAGGCCACTTTA
TAACATTAGAACCTAAGTTGTCAAAACTTAAATTAAGTAGAGATTTCTGCCCTTTCTGTTTGCACCATTTGGTGTT
CATGTTAACTAGGGAGAGAAAAAAAGATGGATTTCATACAAAAAATACCCTCTGAAGCTTGCAAGTTCCTGTGG
CTCAGTCAGTATGGCGGTGGATTGGTAAGTTGGCATGCACTCAGGTCATGGGTTCGATTCCTGTCTCATACCTA
AACAGGTAAGGGCTTAAGAT

GATCATTTTCTCCAATTCCCTGGAATAT TATATAGACAAAATAGTAAGATTATTAT
TATTATTCCTGCTGTCTATATAAAAAACTAAAACCTCTTACAGATAGTTTTTATAAATTTTTATAAATTGCACAATT
GGACTTACTGGCAATGACCATGTAGACCCTTAGCCATATAGTTAAAATGATGTGCTACCGTGTTTTCCCGAAAA
TAAGACATACCCGATAATAAGACATAGTGCTGATTTTAGTGGGGTTGGCTAATATAAGCCATACCCCGAAAATA
AGACATAGCGGGACGTGGTAAAAAAAATATAAGACATGCGGTACAATGTCGGTACCTTAGTACCGTTACCTTGC
AGAGTCTGATTCGGCCGGTTAGCACGTTACGCGGGCAGATCGTGGAGAAGAATGAGTGCAGCGATGTAGACG
CCGGGAGCTGCTGTAATCTTCACTGTGATTGGCCCAGCAGCTCCTGAATCTAGGAAGAGGCGGACCCCAGCA
ACCGCAGAGGAACACATGAAGAGGATTCTGCACGCCCGAGACCAAGCATCTGCGGCCGCAGTAACAGGTGAC
ACGCTCCTCGGCCACTACACCCAGCCAAGCCCAGACCCAAGACCCAGACCGATTACAGCTTACCCACACACA
CACAATGTCTGCCCATTACAGCACCCCCCCCCCCAACACACACAGAACACTCCCTGCAGCGTCTCACCTGCAG
ATGACAGCGTCAGCCACACACTGACACAGCGCCCCTGCAGTGTCTGATC

ATATGTACATGCAGGCACATTCAAGCACACAAATACATGTAGACACACACATACAAGTAC

CACAAGTATACACACACACACATATGCACAGATATAAGCAGGCACACACATACATACATATATCC
ATATTTAGGTATATGCAGGCACACAAAGGTACAGATATATATATACATATATACTCATGTAAGATGGCAGGGT
ATATCAGCTCAGCCTCATGCTACTTCTGCTTCTGTCCATTGGCCAGTATCAAAGACTGCTAAATAGAGTCTGCC
AAATGGTGCCCCCTTCAGGAAGGGAGGTTCAATCTATTTTTCAGTGCACTGTACTTATCAGTTCAGCAGTGCTT
TGCAGGCAGATGGATC

GGCAGGCACAACTCCATCTAGTATCCCAACGACAGTAACTACTACAACTACAACCACAACTACCATCGACTGTA
CTA TTAACTGTGTCATCTACATCAAGTAAACATTTTTTTAACTTTTGTTTCTTGTG
GAGATAATGACCTTTCTTCTCTTAAAGGGGATATGTATTTTATATGCATGGTGTACACACACACACATACACAC
ACACACAAACACACACACATAATAGTATATATTATTTTTATTATTATGTATATATCAACAACATCATGAAACCCTT
TTTTATGGTTGTGTATGTCCTTTAGTATCCTGCAGCAGAATCTTACCAACAGCTCTTTTAATTTATCCCACTAAG
CTACTCTCTGTGTTCCATAAGACAGTAAAGTCATAGGTACAAGCATATAGGAAACATAAAGTCAGCTGCTTAGTA
GCAGTGCACATATAGAATTGGAATTTTGCAATCAATAATAGAAGATAAAAAGGCGACACTCACCACGATGACTG
TGCTTGTTGTTCCAAAGTTTGTACTGGATGCCTTTAAAGTGACATTATCAAGACTGAGCTATTTGTACTAATCAG
ATGACCGCACTGCAACTTGAAGTCAAGTCTCTAGTTGTTGTTAAAAAATGTGTTTTAGGAGTAATTTCTGAAAAA
AACTGCCATCATATTGCTACCTTAATTTCCCCCTAGGACTAATTAGGGAATTAGATC

GATCTCGTGTGTCCCGTACGCTCCTGTTGATGTAGTTATAAAGTGCTTCCGGGTGACGTCACTGGGAAGCGGC
CAACAAGTACATCAAGGGGAGGCAGTGAGCGCGACCCAGGAGATGTGCACG
CTGTTTCTTATTTTCACCAGGACAACACACACACCACACACACACAACACACAACACACAACACACACGCCT
ACCTTGCACCTCGCGTTCGGCATCCAACAAAAAATGCTCAGTTCCCATAGACTTCTATGGGGTTCATTATCCAA
TACGAACACCCGAATATCGGAAACTATTCGTAACGTATTACGAGCAGCTGAGCGTTTTACTGTCCGCTCAACTC
TAGATGAGACCCATCAGAAAACTTCCCGTAATTGAAGTCCATGGGGAATCCAACTTGTGAACAGTGTTCTGATC

ATCCGCATCCAAACACCACCATAC CAAACACCACCATACAGGTACACAC
ACACACACACATACACATACATCCCATCCACACACCACCATTCAGGTACACACACACGCCATCCACATCCAAA
CACCTCCATACAGGAACACACACAAACTTTAACTATGGCATGGCTTATATGCAGTTATAAGCCATGCCATAGTT
GTGGCAGCGGCGACGGCACTTTAACTATGGTATGGCTTACATGCAGTTATAAGCCTTGCAGTTTGTAATGTCTA
TCTGATC

GATCACACACACACACACACACACACACACACACAATACTGTGTTCCAGTTAGGTATGTATTTGTGTGTACTGTT
GATGTATACTGTGTTATGGCAGACAATTGCACCTTGTCTGGACAGTCAGCCTGAGACACTCGATGGCAATATCA
CAATGGACTGAGCACACCACTATCACACAGACTGATAGTTAAAGGTAGCACTGACCACTCTGTATATTTTTTTTT
TCTTACACACACAAACACACATTGAAATGTGTTACAGTTAGGTATGTGGGATATTTAGTGTTTAAGACTGGCAAA
TTGTGTATACTGCTGATGTTTACCGTGTTACGGCAGGCAACTGAGACTTGTCTGAATGGTCAGATTGCGACATT
CAATGGCAATTTCACAGTGGACT TGACAGTTAAAGGTAGAACTGACAGCT
TTGTAGGATTTTTTTGACACACACACACACACACAATGAACTAGTTTTCAACTCTGGCAAATTGTGTGTACTGAT
AATGTATACCATGTTACAATAAAAAATGTGCCTTTTCTGGTAAAATATGACAATCTCTATGCTGACAAGCTGTGT
TTGTAACTGAAACTGTGCCAACCACCATCATATACACTGAGCAGTTGTATTTTT

GATCAGCA ACACACACACACCCCATCCACACACCACCATACAGGTACACACAC
ACACACACATCATTCACATCCAAACACCTCCATACAGGAACACACACAAACTTTAACTATGGCACGGCTTATAT
GCAGTTATAAGCAGTACCATAGTTGTGGCTTGATTGTACCTTCAGAGACGCGTCAGACGTGTCCTGTGCCTCC
TACTGGCGCCAGGAGAATGCCTGGCCAGGAGCAAATGATGCATCTGAGGTGTGTGTCGGGGGTATGACGGAG
GTGGGGCAGGGGTGCGGCGATGGCGTGTGATGACGTGTGATGACGTGTGATGACGCGAGTGATATCACGTCA
CGGTGGCAGGGCCAGAGGCGCCGTTCGTATCGGTGGAAATTCGGAAGCCGGGTACTGCCTGCATTTTTTATC
AAGTCTACCACTGTTGGTAAATAGGGACAGGTGAGCCTCGAATATAAAAATCGTGCGTTTCCATATCCGCCTTC
ATTGTGATC

GATCTGACTAGGCTGCTCTTGGGTCTCCTCATGCTGTTGCCACCCCCACCATTCTGAATGGGCTGCTCTTGGG
ACTCCTTATGCTGTTGCCACCCCCACCATTCTGAATGGGCTGCT CCACCCC
CACATCCACAATTTTGACTGGGCCACTATTGGGACTTCTCATGCTGTTTACAACCACACACACACACACACAC
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ACACACACACACACACTCTGACTCAGCTGCTATTGGGATTCCACCTTCTGTCACCCTCCCCTTCCCCACTCTT
GGGAAAATTAGACAAATCAGCCGAATCAAATTTTTGAGAAATTCACTTATCTCTAGTCAATATACCCAATATTGTT
AATGTGCATTATATATGTATAGCTTGTTGCATCCCTTCAGAAATAAAATCATTAATTCAGATTTTGATTTCCAAATT
TTAAATGGTCTAGACTTTAATTAAAAATATGATTATTTTATATGGTTTTATTAGGGAGACACCAGATTTATATATTT
TCTCTATTTTACTACTTATCCACAACAAAAAACTTATGTATGGTTTTTATTCTTTAAGTGCCCCAAATGTCAGAGA
AATTAAAGGGGACCTGTCCTCATTTTTATTCAGTCCACTCCTCAGCAGCATAAAACATTATTACAATGGTCTGAG
GAGAATAAACAGACATGGCCGCACATCCACATACTTAACATTGATC

GATCAGTCTAGGTACGGGCAGCATCAGAGCCGTCCGGACAGGCGGCGGCCCATCGAACACGCTTCTACTTAC
CACTTCAGCCAGTACCAAGGACCCCTGATGAGCAGGGCTAAAACCCCAATGCGAAAATGCGTTCGGGTCGTAA
AATTCAGGTACCGCAGGATGTATATAAAGCCCTAAACATATACAGTACTGTTGATAATGAAGTGAAATTATATTG
CTGGACATTATTATATATTTTTGCAAAAATGAATGGATACTGAGAATTTTCTGACTTATGCCAACGATGCATGGC
CATTAAGAAATCTTAAAATAATACAAGGGCATTAATATATGAATGGACTATTTTGGACTCATACTTT
AAATACTCACAATATGTAGATACACCTTTTTGGGGAAACACGGTACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACATACATACATACATACATAATGTATAAATCAGTAACAAAATGTTTTCAGTTTGC
TGATTTTTTTGTTATAATTTCTGTGCATTTATATATTGGTTTCAGTATAGAGAAAGGAAATCAAGATTTCAATCAAC
CAGCTAAAAACATACCTCTGCAACTTCCTTCTGAATGTCCCAAATTTGGATC

GATCAGATATATTATATAAAGTGCACCTCAGCCACGTGAATGGGGTCGCATGGCTTTGCTTAGGTAAAGAATTG
CCTTGCTGAGGCGTGCGCACATGCATCCACATCCAAATGCCACCATACAGGCACA

CCATACAGGTACACACACACACAGCATCCACATACAACCATACAGGTACACACACACCATCCACATACCAC
CATACAGGTGTACACAAACACGCACACGTACACACACACACACACAGCATCCACATCCAAATACCACCAGGT
ATATATGTAATGCCGCAGTCTCACCTCCTGGCCAGCAGAGGGAGCTGCTTTCAGTGCATACAACAATCTGGGG
GACATTATGACCCAGAGGAAATGGGTAGTTCACAGGTCCTCAAGACACAAAAAGCAGCAGAAGTGTCTCAGTG
TTCATGTGCTAATGGTGGTAGAAAGACTGCAGGGAGAGCTGCATGTGAGAGAAAGCTGAAGCCAGGCTCAAAC
CAAAGGGGAAGACATCTTCAGACCCCTGCACACAGCAGCTACAGGCAGCAGGTCGGAAAGCATAAGCCAGAT
C

CCGGCGCAGGCCGCGGGATTAGACATAGCGGGACGTGGTAAAAAAAATATAAGACATGCGGTACAATGTCGG
TACCGTAGTACCGTTACCTTTGCAGAGTCTGATTCGGCCGGTTAGCGCGTTATGCGGGCAGATCGTGGAGAAG
AATGAGTGCAGCCATGTAGACACCGAGAGCTGCTGTAATATTCACTGTGATTGGCCCAGCAGCTCCTGAATCT
AGGAAGAGGCGGACCCCAGCACCGCAGAGGAACACAGGAAGAGGATTCTGCACGCCCGAGACCAAGCATCT
GCAGCCGCAGTACAGGTGACGCGCTCCCCGGCTCTACACCCAGCCAAGCCCAGACCTCTACGGTATTTAAAG
TC TTTGTTGTCACCTGCCACTCACACACACACAATGTCTGCCCATTACA
GCATCCCCACACACACACAATGTCTTCCCATTACAGCACCCCCCCCAAACACACACAGAACACTCCCTGCAG
ATGACAGCGTCCGAGCCACACAGCGCCCCCTGCAGTGTCTGATC

CGTCTCGCTCTCTCTCATCCCTCTCCTGTGTGTCTCTTTCTCTCTATCCCTATCTCTGTCTCATCTCTGTGTGTTT
CTCTCTCACTCTCTGTATCTCTCTCTTCCCTCTTTGTCTCTATCCCTATCTCTGTCTCCTCTGTGTGTGTGTGTCT
CTCTTTCTCTGTATCTCTCTCTCCCAT TCTCTATCCCTATCTCTGTCTCCTC
AGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTCTCTCTCTCTGTATCTCTCTCTCTCATTCCTCTCTCTTCTGTGTGTGTCT
TTCTCTCTATCCCTATCTCTGTCTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGTATTTCTCTCTCATCCCTCTCTCTGCCTCT
CCCCCTCAATGTCTCTTGAGGATCAAAAGGACACAAACGCTGTGACATGACTGACCTCTCTCTGTCTCTCTATC
TCTGTCTCTTATCGCTTCTTATCTCTTGA

GAGCTGGTGACGGAATAATGCCTGTCCTCATTGTGTGCATTACCTGCACCTCCTCACCCCCACT

CGCCACAGCACCCAGGAGAAGGCCTCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTCATATCTATCTATC
TCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTCTCTCTCTCTATCTATCTATCTATCTATCT
ATCTCATATCTATCTATCTATCTCATATCTATCTCTCTAATATCTATCTATCTATCTCATATCTATCTATCTATCT
ATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTCATATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTAATCTGTCTCTATT
TATTTCTATCTCTCTCTTGTTTATATCTATATCTATCTTTATAATTAGAGACAGCCCAAGATTTGCGCTCCCTGCA
CCATTGAAACCGACGTTTGGCATTGGCACAAGTGATGAAAGGTTTGGCTATAGCAGCCCGGCCGTGTATATTG
ATC

GATCACAGTCCAAGAGGAGAACACTGACAACAACTGAGGACGGAACATGAAGAGTTTATTGTAAGCGCTATGG
AATCAATGGCGCTATATAAATAAACATTAATAATAATAATAATAGAGAGGAGAGAACTTGTAAAAGGTTCTGCAC
GGCCTGCCCCGCGTTCTAGGCAACTTCCAGCTTGGCTCCGAGCTCTCTCTTGCTCTCTCTCGCACTCTCTCTC
TTGCTCTCTCTCGCTTT TCTCTTGCTCTTGCTTGCTCTCTCGCACTCTCTCTCTTG
TTCTCTCTCTCGCTTTCCCTCTTGCTCTCGTGCTCTCTCTTGCTCTCGCGCTGTCTTGCGCTCTCTCTCTCTCTC
TCTTGCTCTCACGTTCTCTCTTGCTCTTGCTTGCTCTCGTACTCTCTTGCTTGCTCTCTTGCACTCTCTCTCACT
CTCTCTCTTGCTCTCGCGCTCTCTCTTGCGCTCTCTCTTGCTCTTGCTCTCGCACTCTCTCGCTTGCTCTTGCA
CTTTCTCTCTTGCGCTCTCTCTTGCTCTCTCTCTTGCTCTCTCTGGCACTCTCTCGCTTGCTCTCTCTCTCACGC
TCTCTCTTGCTCTCGCGCTCTCTTGCTCTCTGTCGCACTCTCTCGCTTGCTCTCTTTCTCATTCTC

GATCTCTCTCTCGGTGGTCTTTTGCCTTCGATGTTTCCTACAGGTCCTCCAGAGTCAGCAGTGCCTGTTCTATG
TGTGATATCTCTTTTTCTCTCTGGTCTCTTGTTTTTTCTCTCTCTCTCTCTGCTCTTTCTCTGGTCTCTCTCTCTG
GTCTTTACACTCTATGGTGTTGCCCGCAGGTCCTCCAGAGTCAGCAGTGCCTGTTCTATGTGTGATATCTCTTT
TTCTCTCTGGTCTCTTGTTTTTTCTCTCTC TCTCTCTGGTCTTTACACTCTATG
GTGTTGCCCGCAGGTCCTCCAGAGTCAGCAGTGCCTGTTCTATGTGTGATATCTCTTTTTCTCTCTGGTCTCTT
GTTTTTTCTCTCTCTCTCTCTCCCTCTCTGCTCTTTCTCTGGTCTCTCTCTCTGGTCTTTACACTCTATGGTGTTG
CCCGCAGGTICCTCCAGAGTCAGCAGTGCCTGTTCTATGTGTGATATCTCTTTTTCTCTCTGGTCTCTTGTTTTTT
CTCTCTCTCTCTGCTCTTTCTCTGGTCTCTCTC

GATCTCGTGTGTCCTGCTCACTGGCTCTTGTTGATGAAGTTGTCGGGGGCTTCCAGGTTACGTCACTGGGAAG
TGGCTGACAAGTACATCAACAGAAGGCGACCCAGGAGATGTGCA CTGTTT
CCTCTTTTCACCAGGACAACACACACACAACACACACACCTACCTCGCACCTTGTGACCCAGGAGATGTGCA
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CAGCGCGGGGCCAGGTTAGTAGTCTGTTTCTTCTTTTCACCAGGACAACACACACACACACAACACACACAT
ACACCTACCTCGCATTTGGCATCCGACAGAAAAATACTCGGCTCCCATAGACTTCTATGGGGTTCGTTATCTGA
TACGAATACCCAAATATTGGGAACTATTTGTAACAGATAACAAGCAGCGGAACATTTTTTTGTTCGGTCAACTCT
AATCAGAACCCATATGATGTGATTGCATCACATGGCTTCTGATGTGGGACAGAAGGAACATTGACTGCAGCCC
CTGTAATGGTTAACTGCAGCAGATC

GATCTTCTGAGCTCACATTATAGCTCCTTAGCTCTCCAGTGCTATATATATGTGGTGCTGGTCGCTAAGGGGTT
AAAGAGTAACTGAAGGTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTATTAGCAAAGTGATTTCCAGCAATCTACACCACAA
TGGTACCGATAAAA AAATTAACTATCACAGAGCGCTGCAGACAAAAAAATAAAA
AAGTTATATATATATATACACTCACCGGCCACTTTATTAGGTACACCTGTCCAACTGCTCGTTAACACTTAATTT
CTAATCAGCCAATCACGTGGCGGCAACTCAGTGCATTTAGGCATGTAGACATGGTCAAGACAATCTCCTGCAG
TTCAAACCGAGCATCAGTATGGGGAAGAAAGGTGATTTGAGTGCCTTTGAACGTGGCATGGTTGTTGGTGCCA
GAAGGGCTGGTCTGAGTATTTCAGAAACTGCTGATC

GATCTCAATGGCAGAGTTCTGCATGGCTTGCCACGAGTTCTAGCCGACTTCCAATCCGGTCCAAAACTAGCTA
CTTTCAGTACCAGATGTACGATTTTTTTTAATATTCTGCCTACTTCAGATGCCTGTGCAATCACGACACTGACCA
CAGGGGAACAACACAGAAACATCAAGAACCCAGTAGTAGCAGAAATATTTACTACAGCAGGCATTGGATGAGA
TTGAGGTGCAAGCAGCAGCGTGACTCACAGTAACTCAATGATAAAGCAGAGCCATCATCTAGCATGAAATAGA
GACAGCAGCAGCAGTAATTATAGTAACTCCACTTACCCTGCATGGCCTACATCTGGCATGAAATTGACACCGCT
ACATTAATTAC ACCCCATATCAAAAATTGAATGGACAGTGCAGCAGCAGCA
GCACAAATTACAGTAATCTCATTCACCAGGCATACCCCATATCTGGTATGAAATGCACAGTACAGCTGCAGCAT
GAACTATAGTAACCTTTGTCACCCAGCACATCCCACATCTGGCATAAATGGACAGCACAGCATTAATTACAGTA
ACCTCCATCACCCAGCACACCCCACATCTGTTTTGAAATGGACAGCGCAGCTGCAGCATTAATTAGAGGAACTT
CTGTCACACAGCACACCCACATATGGCAGGATATGGACAGTGCAGCAGTAGCATTAATTAGAGTAACTTCAGTA
ATGCAGCACACCCCACATCTGGCATGAGATGGACAGTGCAGCATTCATAAGAGTGATC
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