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Resumo

Com o aumento do ndmero de espécies em risco de extincdo, estudos voltados para a
conservacdo sdo cada vez mais necesséarios. Estudos de diversidade genética
remanescente de populacbes ameacadas podem nos fornecer subsidios para buscar
melhores estratégias de manejo para estas populacdes. O pato-mergulhdo (Mergus
octosetaceus) € uma das espécies de aves mais ameacadas da América do Sul,
apresentando tamanho populacional bastante restrito. Por ser extremamente sensivel a
perturbacBes ambientais, foi classificado como criticamente ameacado na lista vermelha da
IUCN desde 1994. Compreender a diversidade genética da populacdo e promover
estratégias para aumentar esta variabilidade é fundamental para a conservagdo da espécie
em seu ambiente natural. Para compreender a diversidade genética remanescente do pato-
mergulhdo estudamos a gendmica populacional da espécie. Utilizando “Genotyping by
Sequencing — GBS” identificamos 48.517 SNPs pertencentes a 39 individuos de todas as
areas de ocorréncia, 5 individuos foram descartados por baixa cobertura, 1 ndo teve SNPs
identificados e 2 foram excluidos por estarem amostrados em duplicidade. Apo6s as
filtragens obtivemos 1.328 SNPs pertencentes a 31 individuos. As populacdes
remanescentes do pato-mergulhdo apresentam baixa variabilidade genética. O PARNA
Serra da Canastra e a regido do Alto Paranaiba se comportam como s6 uma populacéo,
apresentando alto compartilhamento de alelos. Eventos de bottleneck podem ter ocorrido
nas populacdes da espécie e podem ainda estar causando danos como altas taxas de
endogamia. Os resultados mostram que agfes para a conservacao da espécie sdo urgentes
e devem ser iniciadas 0 quanto antes para que a diversidade genética seja mantida e/ou

aumentada, propiciando que ela sobreviva em seu ambiente natural.

Palavras chave: genbmica, genética da conservagdo, sequenciamento de nova geracao,
SNP



Abstract

With the increasing number of endangered species, conservation studies are increasingly
needed. Studies of the reminiscent genetic diversity of threatened populations may provide
us with subsidies to seek better management strategies for these populations. The brazilian
merganser (Mergus octosetaceus) is one of the most endangered bird species in South
America, presenting a very restricted population size. For being extremely sensitive to
environmental disturbances, it was classified as critically endangered on the IUCN Red List
since 1994. Understanding the population's genetic diversity and promoting strategies to
increase this variability is critical to the conservation of the species in its natural environment.
To understand the remaining genetic diversity of the brazilian merganser we studied the
population genomics of the specie. Using "Genotyping by Sequencing - GBS" we identified
48,517 SNPs belonging to 39 individuals from all areas of occurrence, 5 individuals were
discarded for low coverage, 1 had no identified SNPs and 2 were excluded because they
were duplicate samples. After the filtering procedure, we obtained 1.328 SNPs belonging to
31 individuals. The remaining populations of the brazilian merganser presents low genetic
variability, the Serra da Canastra PARNA and the Alto Paranaiba region behave as only one
population, presenting high allele sharing. Bottleneck events may have occurred in species
populations and may still cause damage such as high rates of inbreeding. The results
indicate that actions for the conservation of the species are urgent and must be started as
soon as possible so that genetic diversity is maintained and/or increased, allowing it to

survive in its natural environment.

Keywords: genomics, conservation genetics, next generation sequencing, SNP



Introducéo

Devido a constantes ameacas como caga e pesca excessivas, introducdo de
espécies exaticas, fragmentacdo e destruicdo de habitats, o nUmero de espécies em risco
de extincdo cresceu consideravelmente (BirdLife International 2016). Para as aves, esse
namero aumentou cerca de 30%, passando de 1.107 para 1.460 espécies, somente nos
ultimos vinte anos (BirdLife International 2016). Em decorréncia disto, estudos populacionais
em aves sdo cada vez mais necessarios para compreender ou inferir os niveis de ameaca e
buscar estratégias de conservacao (Hughes et al. 2002, Johnson et al. 2005, Schiegg et al.
2006).

Com o advento da genética e o desenvolvimento de novas ferramentas e andlises
sobre dindmica populacional com dados de marcadores moleculares houve um aumento no
namero de estudos voltados para a conservagdo das espeécies (Frankham, 1995;
Witzenberger & Hochkirch, 2011). Esse campo emergente ficou conhecido pelo termo
“‘genética da conservacdo”, uma nova disciplina que busca compreender a dinamica
microevolutiva e os processos que levaram uma determinada espécie as condicdes atuais
(Meffe, 1986; Hedrick, 2001, Frankham et al. 2010). A partir dessas inferéncias torna-se
possivel propor estratégias e métodos de conservagdo para a manutencdo das espécies a
curto, médio e longo prazos podendo assim tracar estratégias que visam amenizar os efeitos

dos eventos estocasticos e antropogénicos nas populacdes (Frankham et al. 2010).

Até a década passada, sequéncias de DNA utilizadas em estudos de conservacao
eram obtidas majoritariamente pela metodologia de sequenciamento tradicional (Sanger),
utilizando regides restritas do genoma (Liu, et al. 2012, Li et al. 2015). Com o surgimento
das metodologias de sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing —
NGS), houve um aumento no nuimero de sequéncias de DNA e novos marcadores
moleculares através da densa amostragem do genoma (Dierickx et al. 2015, Lozier, 2014).
Essa metodologia tornou possivel estudar questdes biolégicas com maior precisdo, como
por exemplo, o mapeamento de loci de caracteristicas quantitativas (QTL), a identificacdo de
regides gendmicas diferentes entre populacdes, sinais de sele¢cdo natural ao longo do

genoma etc. (Allendorf et al. 2010, Davey et al. 2011).

Apesar da reducdo recente dos custos das analises gendmicas, sequenciar o
genoma inteiro de um individuo de uma espécie ainda é relativamente caro, complexo,
demorado e acessivel a poucos grupos de pesquisa, principalmente para espécies ndo

modelo (Luca et al. 2011). Com a necessidade de técnicas que permitissem abordagens



populacionais (de mudltiplos individuos) surgiram véarios métodos de reducdo da
complexidade ou representacdo gendbmica (RRG) de baixo custo (Elshire et al. 2011,
Peterson et al. 2012). Basicamente, dois modos diferentes de se obter esta reducdo foram
descritos. O primeiro envolve o enriquecimento de regides alvo através de multiplas reacdes
em cadeia da polimerase (PCR) ou hibridacdo com oligonucleotideos complementares
(Albert et al. 2007). O segundo envolve enzimas de restricdo que fragmentam o DNA
gendmico em regides especificas (Baird et al. 2008, Elshire et al. 2011, Peterson et al.
2012). Esta ultima abordagem reduz a complexidade do genoma através da fragmentacao
deste com enzimas de restricdo durante a construcdo de bibliotecas genbmicas que sdo
submetidas ao sequenciamento de nova geracdo, que foi utilizada em diversos estudos
voltados para a conservagéo de espécies (Davey et al. 2011, Allendorf et al. 2010, Narum et
al. 2013).

Por exemplo, Lozier (2014) utilizou uma metodologia denominada “Restriction-site
associated DNA sequencing — RADseq” (Baird et al 2008), para avaliar a diversidade
genética de populacdes de abelhas estaveis e em declinio. Nesta metodologia, 0 DNA
gendmico € digerido com uma enzima de restricdo e os fragmentos sdo ligados a
adaptadores que contém um barcode (oligonucleotideos de 4 ou 5 pares de bases — pb) e
sitios de ligagéo para o primer de sequenciamento. Em seguida, os fragmentos ligados aos
adaptadores sdo cortados aleatoriamente, o que acarreta em fragmentos de diferentes
tamanhos, estes fragmentos séo ligados a um segundo adaptador que possui uma
sequéncia especifica que impede que fragmentos que ndo possuem o primeiro adaptador
sejam amplificados. Apoés a purificacdo os fragmentos sdo enriquecidos atraveés de reacdes

em cadeia de polimerase — PCR (Baird et al. 2008).

Em outros estudos com espécies ameacadas como o Albatroz-de-pés-negros
(Phoebastria nigripes) (Dierickx et al. 2015) e a toupeira-da-agua (Galemys pyrenaicus)
(Querejeta et al. 2016), foi utilizada uma metodologia denominada “double digest Restriction-
site associated DNA sequencing — ddRAdseq” (Peterson et al. 2012) para estudos de
conservacao destas espécies. Esta metodologia € uma adaptacdo da metodologia descrita
por Baird e colaboradores (2008) que, ao invés de uma, utiliza duas enzimas de restricao
para a digestdo do DNA e faz uma selecdo de tamanho mais precisa, excluindo regides

muito proximas ou muito distantes do sitio de restricdo da enzima (Peterson et al. 2012).

Outra metodologia de NGS que utiliza enzimas de restricdo é denominada
“Genotyping by Sequencing — GBS” (Elshire et al. 2011). Esta metodologia foi inicialmente

descrita em um estudo com genoma de milho (Zea mays Linnaeus, 1758), que € de origem



poliploide e de estrutura complexa devido a rearranjos mediados por transposons. Quando
comparada a metodologia descrita por Baird e colaboradores (2008), GBS mostrou ser mais
simples, com geracdo dos fragmentos de maneira mais direta, usando digestdo do DNA
genbmico em uma Unica etapa implicando menos manuseio da amostra, e com diminuigao
de erros de sequenciamento pela modulagdo dos barcodes proposta nesta metodologia
(Elshire et al 2011). O GBS vem sendo utilizado em diversos grupos taxondmicos como
mamiferos (White et al. 2013, Johnson, et al.2015, De Donato et al, 2013), plantas
(Velmurugan et al. 2016) e aves (Pellegrino et al. 2016).

Com o grande volume de dados gerados pelos métodos de NGS (tecnologia Illlumina
SBS pode gerar terabases — Tb de dados), programas capazes de processar
adequadamente esses dados sdo cada vez mais necessarios (Narum et al. 2013). Diversos
algoritmos ordenados em série ou pipelines sao utilizados para realizar varias etapas destas
andlises, desde a preparacdo das sequéncias de boa qualidade até as analises
populacionais e filogenéticas. Por exemplo, alguns algoritmos permitem a filtragem dos
dados que pode ser feita com a exclusdo de reads de baixa cobertura e classificagcdo dos
reads por individuo com base no barcode. Posteriormente, estes podem ser alinhados com
um genoma de referéncia ou submetidos a um alinhamento de novo, que finalmente
permitem identificar o gendtipo ou SNPs de cada individuo (Glaubitz et al. 2014, Catchen et
al. 2011, Puritz et al. 2014). Mesmo sendo desenvolvidos para trabalhar com grupos
especificos de dados (genoma de uma espécie), essas pipelines, podem ser aplicadas aos
mais diversos grupos taxonémicos. Dentre as pipelines mais utilizadas, destacam-se Stacks
(Catchen et al. 2011), Tassel-GBS (Glaubitz et al. 2014) e Uneak (Lu et al. 2012, White et al.
2013, Matthews et al. 2013). Enquanto o Stacks (Catchen et al. 2011) permite trabalhar com
espécies que possuem um genoma de referéncia (Velmurgan et al. 2016) ou néo, utilizando
alinhamento de novo, o Tassel-GBS (Glaubitz et al. 2014) permite trabalhar somente com
espécies que possuem um genoma de referéncia. O Uneak foi uma pipeline desenvolvida
para possibilitar que o programa Tassel 3.0 trabalhasse com espécies que ndo possuem
genoma de referéncia (Lu et al. 2012, White et al. 2013, Matthews et al. 2013).

O pato-mergulhé&o

O pato-mergulhdo, Mergus octosetaceus Vieillot, 1817 é o Unico anseriforme
representante da tribo Mergini Livezey, 1986 encontrado no hemisfério sul. Ele tem entre 48
e 55 centimetros de comprimento, peso de aproximadamente 800 gramas, e apresenta um
penacho na parte posterior da cabeca que, juntamente com 0 pesco¢o, S0 mais escuros

que o restante do corpo, devido a presenc¢a de penas com reflexo verde metalico. O peito e
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0 ventre sdo cinza com algumas manchas brancas, o dorso, asa e cauda acinzentados, 0s
pés sdo vermelhos, o bico é negro, fino, estreito, serrilhado e com extremidade recurvada
(Sick, 1985; Bruno, 2004) (Figura 1). Sua alimentacdo baseia-se em peixes (entre 6 a 19 cm
de comprimento) e macroinvertebrados aquaticos, com o habito de forragear tanto em
remansos quanto em corredeiras (Partridge,1956; Bartmann, 1988; Silveira e Bartmann,
2001). A espécie apresenta senso visual acurado e é capaz de mergulhar (média de 15 a 20
segundos por mergulho com profundidade de até 50 centimetros), o que permite a sua

subsisténcia alimentando-se de peixes (Hughes et al. 2006).

Foto: Adriano Gambarini =3 Foto: Adriano Gambarini

Figura 1: Mergus octosetaceus. Na foto a esquerda estd em detalhe o bico serrilhado
com a extremidade recurvada. Na foto a direita esta um casal de M. octosetaceus em um

trecho de rio no PARNA da Serra da Canastra

Os patos-mergulhBes passam boa parte da vida na agua, séo territorialistas e um casal
requer aproximadamente 5 a 12 km de rio de &guas cristalinas, com areas de remanso e
corredeiras para forrageamento e reproducdo (Partridge,1956; Bartmann, 1988; Silveira e
Bartmann, 2001, Hughes et al. 2006). Apesar da sua territorialidade, sdo raras as brigas
entre casais estabelecidos em territérios adjacentes (Silveira e Bartmann 2001), cujo
pareamento ocorre por um longo periodo ou a vida toda, sendo registrados casos de troca

de parceiros somente apds a morte de um deles (Hughes et al. 2006, Ribeiro 2016).

O status de conservacéao de M. octosetaceus € preocupante, pois a espécie encontra-se
como criticamente ameacada na lista vermelha da IUCN (“International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources”) desde 1994 (BirdLife International 2016).
Sua distribuicdo histérica compreendia trés paises - Brasil, Argentina e Paraguai - e incluia

as bacias hidrograficas dos rios Sdo Francisco, Parana e Tocantins, com ocorréncia em



varias areas disjuntas, sempre apresentando baixa densidade populacional (Yamashita e
Valle, 1990) (Figura 2).

60°W 45°W

>
P.

Argentina

— o
w

-
o
~

L s
=}
Py
3

Figura 2: Minimo poligono convexo compreendendo todos os pontos de distribuigdo

histérica de Mergus octosetaceus.

Os Ultimos registros da espécie na Argentina e no Paraguai datam de 2002 e 1984,
respectivamente (BirdLife International 2016; Benstead et al. 1994, Hearn 1994, Fragano et
al. 2003). A falta de registros nos ultimos anos indica que as populagfes do pato-mergulh&o
nesses paises podem ser extremamente raras ou ter sido extinta. Por isso acredita-se que a
distribuicdo da espécie esteja limitada ao Brasil. Embora M. octosetaceus seja encontrado
principalmente em areas protegidas (Unidades de Conservacdo — UCs), como o Parque
Nacional das Emas (PARNA das Emas), Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros
(PARNA da Chapada dos Veadeiros), Parque Estadual do Jalap&o (PARES do Jalapéo), e o
Parque Nacional da Serra da Canastra (PARNA da Serra da Canastra) (Braz et al. 2003;
Barbosa e Almeida 2010; Bartmann 1988; Silveira e Bartmann 2001; Lamas 2006;
Yamashita e Valle 1990; Collar et al. 1992; Bianchi et al. 2005), essas populacdes
encontram-se disjuntas por um mosaico de regifes com forte pressao antrépica (Hugues et
al. 2006). Além das UCs, registros recentes no estado de Minas Gerais, Brasil mostram que
existem populacbes da espécie nos municipios de Serra do Salitre, Coromandel e Patrocinio
(Regido do Alto Paranaiba) em areas nao protegidas e cercadas por forte acdo antrépica,

como mineracdo e monoculturas (Hughes et al. 2006) (Figura 3).
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Figura 3: Pontos de ocorréncia de Mergus octosetaceus com o0 numero de amostras

utilizadas neste trabalho.

Embora os estudos sobre o tamanho efetivo populacional (Ne) sejam um pouco
especulativos, estima-se que existam apenas 250 individuos na natureza e cerca de 140 a
200 individuos aptos para a reprodugdo no PARNA Serra da Canastra (BirdLife International
2016) e 10 individuos em cativeiro. Esta estreita relacdo com a ambiente aquatico faz com
gue os patos-mergulhdes sejam bastante sensiveis a perturbacées ambientais, tais como
poluicdo das aguas e o assoreamento dos rios, que diminuem a disponibilidade de alimento
(Hughes et al. 2006). Eles também séo sensiveis a perturbacbes causadas pela realizacédo
de esportes aquaticos, como canoagem e rafting, que fazem com que as fémeas
abandonem seus ninhos (Bruno, 2004). A baixa tolerdncia a ambientes antropizados
contribui consideravelmente para o declinio populacional da espécie, que foi considerada

como uma das aves mais raras e ameacadas de extingdo da América do Sul (Collar et al.
1992).
Apesar de M. octasetaceus estar classificado como criticamente ameagado, tanto na

lista mundial da IUCN quanto na lista de espécies ameacadas de extincdo da fauna
brasileira (Portaria MMA n° 003/2003), apenas dois artigos sobre a diversidade genética do



pato-mergulhdo foram publicados. Vilaga et al. (2012) utlizaram dois marcadores
mitocondriais, Citocromo B (CytB) e Regido Controle (CR), com um tamanho amostral de 37
individuos da Serra da Canastra e 2 individuos da Chapada dos Veadeiros, encontraram
sinais de estruturacdo populacional, apesar da baixa variabilidade genética, nos animais
localizados na Serra da Canastra, relatando dois agrupamentos distintos, separados por 20
passos mutacionais. Um destes agrupamentos continha individuos da Serra da Canastra e
os dois individuos da Chapada dos Veadeiros e o outro somente individuos da Serra da
Canastra. Ja& com a regido controle, utilizando 17 individuos, encontrou dois haplétipos
distintos, separados por 24 passos mutacionais, um referente a individuos da Serra da
Canastra e outro referente a individuos da Chapada dos Veadeiros. Maia et al. (2015)
utilizando 7 loci de microssatélites, marcadores mitocondriais (citocromo b e regido controle)
e um marcador nuclear (intron 13 do gene Mdusculo Esquelético Receptor da Tirosina
Quinase - MUSK 13) encontrou baixa variabilidade genética nas populacdes de M.
octosetaceus, apresentando a populacdo do PARNA Chapada dos Veadeiros como a mais

diferenciada.

As diversas ameagas ao ambiente em que o pato-mergulhdo vive e o baixo niumero
populacional influenciam fortemente no grau de ameaca em que ele se encontra. Devido ao
estado critico de conservacao para esta espécie endémica do Brasil e aos poucos estudos
genéticos, propusemos um projeto com uma abordagem gendmica para o estudo das

populacdes remanescentes de Mergus octosetaceus.

Objetivos

Estudar a diversidade genética remanescente das populagfes de pato-mergulhdo

(M. octosetaceus) com uma metodologia de sequenciamento de Nova Geragéo (NGS).

Obijetivos Especificos

1. Obter dados de variantes genéticas de pato-mergulhdo através da
metodologia genotype by sequencing (GBS) e procedimentos de

bioinformaética.



2. Avaliar a diversidade entre e dentro de populagbes da espécie ao longo de

sua &rea de ocorréncia.
3. Testar a presenca e identificar as possiveis barreiras ao fluxo génico.

4. Identificar quantos possiveis agrupamentos populacionais existem na area de

ocorréncia da espécie.

5. Estimar a demografia histérica das populacdes (ex.: bottleneck, expanséo).

Materiais e Métodos

Amostragem e Preparacédo do DNA

Das 211 amostras utilizadas neste trabalho, 201 foram coletadas nas areas naturais
de ocorréncia da espécie pelos colaboradores do Instituto Terra Brasilis, Funatura e Cer
Vivo, e 10 delas coletadas em cativeiro (Zooparque de ltatiba, Itatiba, SP) pela nossa
equipe. O DNA gendmico dessas amostras foi extraido a partir de diversos tipos de tecidos,
como ovos (embrides, casca), penas encontradas em ninhos abandonados e sangue de
animais capturados de acordo com o protocolo fenol-cloroférmio (Sambrook et al., 2001). As
amostras de DNA extraidas foram tombadas no banco de DNA do Laboratério de
Biodiversidade e Evolucdo Molecular — LBEM.

Protocolo de genotype by sequencing (GBS)

Os dados gendmicos GBS foram produzidos por um servico da Ecomol, empresa
incubada na ESALQ de Piracicaba, com um protocolo adaptado de Elshire et al. (2011).
Para a preparagdo da biblioteca gendmica, todas as amostras tiveram sua integridade
avaliada através de eletroforese em gel de agarose (2%), onde foi verificado se havia
alguma degradacdo no DNAg. Nos aparelhos Nanodrop 2000 e Qubit® 2.0 as amostras
foram avaliadas quanto a sua pureza e quantidade, seguindo as recomendacdes dos
fabricantes. Do total de 211 amostras pertencentes ao banco de DNA do LBEM, somente 39
se mostraram aptas para a aplicacdo do protocolo. Apds a escolha das amostras que

estavam mais apropriadas, todas foram diluidas para a concentragdo de 10 ng/ul. Para a
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digestdo foram adicionadas separadamente 10 pl de DNA de cada amostra com 16 pl de
agua, 1 pl da enzima Pstl (20 U/ul) (New England Biolabs) e 3 pl de Buffer. Esta mistura foi
incubada a 37°C por 60 minutos e a confirmacdo da digestdo foi realizada em gel de
agarose (2%). A