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1 INTRODUCAO:

A espécie Odontophorus capueira (Spix, 1825), conhecida popularmente por uru-capoeira,
uru-do-nordeste ou perdiz-uru, € um pequeno galinaceo florestal topetudo, pertencente a familia
Odontophoridae (Carroll & Kirwan, 2020) (Figura 1). Possui duas subespécies de distribuicao
disjunta encontrada no bioma Mata Atlantica: Odontophorus capueira capueira (Spix, 1825), que
ocorre em regides ao leste do Brasil, leste do Paraguai e no nordeste da Argentina (Clements et al.,
2016); e Odontophorus capueira plumbeicollis (Cory, 1915), ocorrendo em por¢des da regido
nordeste do Brasil (ICMBio, 2018).

Podem medir 24 centimetros de comprimento e pesar até 460 gramas. Os machos apresentam
um topete maior que as fémeas, contudo um pouco menor se comparado as espécies de urus
amazonicos. Pernoitam nos espigdes das serras, descendo pela manha aos grotdes para se alimentarem
durante o dia. Seu forrageamento consiste em capturar frutos e sementes, e possivelmente pequenos
artropodes (Wikiaves, 2021). S&o territorialistas, convivem em bando e vocalizam em duetos.
Nidificam no solo, as vezes dentro de um buraco, onde a ave choca cinco ovos ou mais e procriam

nos primeiros meses do ano, no periodo seco (Roda, 2008).

Figura 1 - Espécie Odontophorus capueira, registro fotogréfico feito por Raphael Jordan.




Segundo o Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Aves Silvestres (CEMAVE), a
subespécie O. c. plumbeicollis é endémica do Brasil, ocorrendo originalmente nos estados do Ceara,
Paraiba, Pernambuco e Alagoas, porém com registros atuais apenas para o Ceara e Paraiba. Os indices
de ocorréncia da subespécie apontam declinios significativos de sua populagéo, sendo a caca a maior
ameaca ao taxon, junto com perda de habitat devido ao desmatamento das florestas de baixadas e
matas secundarias conservadas. De acordo com as estimativas, atualmente a populacdo total desta
subespécie ndo ultrapassa 250 individuos adultos, com mais de 90% deles estando concentrados em
uma unica subpopulacdo na Serra de Baturité - Ceara, tornando a subespécie a mais pressionada
dentro da familia Odontophoridae (ICMBio, 2018).

Considerando a reducdo populacional de O. c. plumbeicollis e sua restrita distribuicao,
andlises genéticas podem elucidar questdes cruciais para futuros projetos de conservagdo que envolva
esse taxon. Por se tratar de uma populacdo disjunta e apresentar caracteristicas fenotipicas como a
coloracdo de plumagem que permitem distincdo em relacédo a subespécie do sudeste (O. c. capueira)
(Figura 2), O. c. plumbeicollis pode ser um taxon valido endémico do Brasil, criticamente em perigo
e pertencer & Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de Extingdo. Da mesma
forma, estaria também atendendo os critérios estabelecidos pela Unido Internacional para a

Conservacdo da Natureza (IUCN), sendo colocada como criticamente em perigo de extingéo.

Figura 2 - Exemplares da Cole¢do do Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo, com as respectivas coloracfes
para plumagem: acinzentada O. c. capueira e castanha O. c. plumbeicollis.




Com isso, este estudo objetiva compreender o padrdo filogeografico para a espécie
Odontophorus capueira, avaliando por meio de marcadores moleculares (sequencias mitocondriais e
nucleares), se as subespécies correspondem a populacdes estruturadas e apresentam indicativos que
validem sua elevacgéo de nivel taxondmico a espécie plena. Tais informacdes poderdo ser utilizadas

em futuros planos de conservacgéo, principalmente para populagdo do nordeste brasileiro.
2 OBJETIVOS

Obijetivo geral — Avaliar a estrutura molecular de Odontophorus capueira.

Objetivos especificos— verificar se a populacdo disjunta localizada ao Nordeste (subespécie
O. c. plumbeicollis) apresenta nivel de diferenciacdo genética quando comparada a populacdo
encontrada na regido sudeste (subespécie O. c. capueira).

Avaliar se as estruturacdes das linhagens moleculares encontradas de Odontophorus capueira

apoiam a existéncia de duas espécies plenas.

3 METODOLOGIA

3.1 Amostragem

O presente estudo foi embasado em duas amostras de tecido muscular e duas amostras de pena
da subespécie Odontophorus capueira plumbeicollis, da regido nordeste do Brasil, que foram cedidas
pela ONG Aquasis (Associacdo de Pesquisa e Preservacdo de ecossistema Aquaticos); trés amostras
de sangue da subespécie Odontophorus capueira capueira, cedidas pelo MZUSP (Museu de Zoologia
da Universidade de S&o Paulo); o grupo externo sendo composto por amostras de Odontophorus
stellatus, onde 0 MPEG (Museu Paraense Emilio Goeldi) cedeu uma aliquotas de tecido muscular e
também por sequencias obtidas a partir do GenBank (https:// www. ncbi. nim. nih. gov/ genba nk/),
com a inclusdo de sequencias da espécie Odontophorus gujanensis. As amostras foram armazenadas
em alcool 70% e acondicionadas no Laboratdrio de Genetica e Conservacgédo na Universidade Federal
do Para, Campus de Braganca.

3.2 Procedimentos laboratoriais

O material gendémico obtido passou pelo processo de extragdo do DNA utilizando o kit
Wizard® Genomic Purification (Promega), de acordo com o manual do fabricante. O resultado da
extracdo foi submetido a uma corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5%. Em seguida,
visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta, onde foi possivel avaliar a presenca,
integridade e concentracdo do material genético. O DNA adquirido por meio da extracdo passou por
um processo de selecdo de fragmentos génicos amplificados através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), para os marcadores: nuclear intron-7 do Beta-Fibrinogénio (I7BF) e

mitocondriais, NADH desidrogenase subunidade 2 (ND2) e Citocromo Oxidase | (COI). Os primers



para ND2 utilizados nesse trabalho foram descritos por Hackett (1996), com temperatura de
anelamento de 54.4°C, combinacdo do L-5216 (5 GGCCCATACCCGRAAAT 3’) e H-6313 (5’
CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC 3’); ¢ para COI os primers descritos por Tavares e Baker
(2008), com o anelamento a 53.2°C, Ltyr-F (5> TGTAAAAAGGGWCTACAGC-CTAACGC 3’) e
907AH2-R (5 GTRGCNGAYGGTRAARTAT-GCTCG 3’). Na reacdo com I7BF foram usados
iniciadores descritos por Prychitko e Moore (1997), FIB-BI7U 5
GGAGAAAACAGGACAATGACAATTCAC 3%) e (5
TCCCCAGTAGTATCTGCCATTAGGGTT 3), com anelamento em 62°C.

Cada reacao da amplificacéo foi conduzida para um produto final de 13 pL, contendo 2 pL de
desoxinucleotideos (1.25 mM), 1.25 uL de buffer, 0.5 pL de cloreto de magnésio (25 mM), 0.15 pL
de cada primer (200ng/ puL), 0.1 uL da enzima Taq polimerase (SU/ uL - Invitrogen) e 1 uL do DNA
total e adicdo de agua purificada para complementacao do volume final. A purificacdo dos produtos
positivos desse processo foram feitos na placa de sequenciamento utilizando polietilenoglicol 20%
(PEG 8000 20%) (Dunn e Blattner, 1987), posteriormente sequenciados pelo método didesoxitermal
(Sanger, et al., 1997) com reagentes do kit Big Dye (ABI Prism™ Dye Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction- Applied Biosystems, USA), seguindo as orientacdes do fabricante.

3.3 Analises computacionais

As sequencias de nucleotideos, apds serem geradas, foram editadas manualmente usando o
software BioEdit v7.2.0 (Hall, 1999) e alinhadas no aplicativo implementado ao programa
CLUSTAL-W (Thompson et al., 1997). Os sitios heterozigotos presentes nos produtos do marcador
nuclear foram confirmados de acordo com os picos duplo no eletroferograma e codificados conforme
0 codigo de nucleotideos da IUPAC. Utilizando algoritmo PHASE (Stephens & Donnelly, 2003) que
é implementado no programa DNAsp (Librado & Rozas, 2009), foram obtidas fases gaméticas do
marcador nuclear mediante as estimativas do método Bayesiano. Foram excluidas da analise as fases
gameticas que apresentaram probabilidade com valores menores que 0.6 e aquelas com probabilidade
igual ou maior que foram consideradas resolvidas (Harrigan et al., 2008).

Sequencias respectivas ao marcador ND2 adquiridas do GenBank e pertencentes aos taxons
O. capueira capueira (KR732842; FR691582), O. stellatus (KR732841) e O. gujanensis (FR691583;
KR732843) foram incluidas ao banco final de sequéncias.

Os genes mitocondriais (ND2 e COI) e o marcador nuclear (17BF) foram concatenados no
programa Sequence Matrix 1.8 (Vaidya et al., 2011) para a reconstrucdo dos arranjos filogenéticos.
A selecdo dos melhores modelos de substituicdo nucleotidica e 0 melhor esquema de particionamento
(gene ou cddon) usando PartitionFinder 2.1 (Lanfear et al., 2016), seguiram os critérios de
Informacéo Akaike (AIC).



No MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012) foi gerada a topologia baseada em Inferéncia
Bayesiana (IB), a partir dos particionamentos indicados pelos melhores modelos evolutivos, por
intermédio de quatro cadeias de Marcovianas de Monte Carlo (MCMC). Amostradas a cada 1000
geracOes, duas arvores independentes com 10 milhdes de geracdes foram executadas, totalizando a
geracdo de 10 mil &rvores, as primeiras 1000 &rvores geradas, equivalente a (10%), foram descartadas
como burn-in.

A distancia-p das taxas de divergéncias entre as subespecies foram calculadas pelo programa
MEGAX (Tamura et al., 2018). Os agrupamentos de O. capueira foram definidos fazendo o uso dos
clados recuperados na IB. Além dos grupos recuperados na IB foram acrescentamos o grupo externo
(O. stellatus), para gerar a rede de hapl6tipos no Haploview (Salzburger et al., 2011). Através dos
parametros de maxima verossimilhanca no Phylip 3.6 (Felsenstein, 2004), foram reconstruidas as
relacdes dos individuos na rede de haplétipos.

As estimativas do tempo de divergéncias para as linhagens de O. capueira foi feitas com base
no modelo HKI+I gerado no Partition finder 2.1 (Lanfear et al., 2016) para cada gene, sendo
compiladas e obtidas com a abordagem da Coalescéncia Bayesiana executada no programa BEAST
1.8.0 (Drummond et al., 2012). O banco de informacédo de COI e 17BF foi avaliado com missing-data
para o outgroup O. stellatus. Adiante, o banco concatenado foi exposto a uma corrida com o relogio
relaxado com distribuicdo lognormal ndo correlacionada. Observamos que os valores de ucld.stdev
permaneceram préximos de zero, apontando que a hipotese da taxa de substituicdo foi aceita. Dessa
forma, estimamos a taxa de mutacao para o COI e I7BF, com a adocdo respectiva da distribuicao de
valores em curva Normal e Gamma, também adotamos o rel6gio molecular strict, inserindo uma taxa
de mutacdo de 2.5 % por milhdo de anos para 0 ND2 (média = 0,0125; SD = 0,1, Smith & Klicka,
2010). Amostradas a cada 5 mil geracGes, o banco de dados foi submetido a duas corridas
independentes com 50 milhdes de geragdes, totalizando 10 mil &rvores, 10 % das arvores geradas
foram descartadas como burn-in. O consenso das arvores foi verificado no TreeAnotador 1.8
(Rambaut et al., 2018) apds a convergéncia das cadeias corroboradas no TRACER 1.7.1. (Rambaut
et al., 2018) e valores assumidos de ESS> 200. Foram determinados no LogCombiner 1.8 (Rambaut

et al., 2018) o log dos arquivos da arvore com as arvores.
4 RESULTADOS

A topologia multiloci baseada em andlise de Inferéncia Bayesiana evidenciou que as
populagBes do Nordeste e Sudeste apresentaram reciprocidade monofilética com suporte méximo de
pp = 1, havendo formacéao de dois grupos independentes dentro da espécie Odontophorus capueira
(Figura 3). Os suportes indicados para as duas linhagens tiveram valores de pp = 1 para populacdo do

Nordeste (O. c. plumbeicollis) e pp = 0.85 para populagdo do Sudeste (O. c. capueira), revelando para



esta Ultima, a divisdo entre as sequencias obtidas no GenBank com as que foram geradas para este

estudo.

Figura 3 - Relacdo filogenética de Odontophorus capueira recuperada pelos fragmentos de ND2, COI e I17BF, que
evidenciou duas populagGes, referindo-se as subespécies O. c. plumbeicollis (populagdo Nordeste — ramos na cor
vermelha) e O. c. capueira (populacdo Sudeste — ramos na cor azul). Os valores dos suportes (pp) estdo identificados em
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Os valores de divergéncia (distancia- p ndo corrigida) entre as linhagens foram de 1,58% para
0 COl, 1,47% para o ND2 e 0,63% para o marcador nuclear (I7BF). A populacdo do Nordeste ndo
apresentou divergéncia entre os individuos para todos os marcadores, sendo verificado o valor de
0,15% (ND2) e de 1,03% (I7BF) entre os exemplares da forma nominal.

Apresentando concordancia com a topologia de IB a rede de haplotipos mostrou a estruturacao
de dois haplogrupos bem definidos, tanto para ND2 quanto para COI, caracterizando as populagdes
do Nordeste (plumbeicollis) e Sudeste (capueira). Foi identificado para marcador nuclear apés o
faseamento, um haplotipo mais frequente e compartilhado pelas duas subespécies, com mais dois
haplotipos unicos para O. c. capueira. Os haplogrupos do ND2 estdo distanciados por 12 mutagdes,

enquanto os haplogrupos de COI estéo separados por 14 mutacoes (Figura 4).



Figura 4 - Rede de hapl6tipos dos marcadores mitocondriais ND2 e COl, e do marcador nuclear 17BF. O haplogrupo em
vermelho representa a populacdo do Nordeste (O. c. plumbeicollis); o haplogrupo em azul, corresponde a populacéo do
Sudeste (O. c. capueira); e o grupo externo (Odontophorus stellatus) esta destacado em amarelo. O nimero dentro dos

circulos indica o nimero de hapl6tipos encontrados em cada marcador.
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A arvore génica evidenciou claramente a monofilia reciproca das subespécies dentro de O.

capueira. A estimativa média do tempo de divergéncia entre as populagdes aponta que O. c. capueira
e O. c. plumbeicollis divergiram durante o Pleistoceno Médio, com média de ~ 0.68 Ma (680 mil
anos), dentro do intervalo de confianca variando entre 0.37 a 1.09 Ma (Figura 5).

A divergéncia geneética encontrada entre estes grupos reforca que além das diferencas
fenotipicas, as divergéncias genotipicas também indicam mudancas significativas que apontam a
formacdo de grupos separados, ou seja, sdo populacOes estruturadas e que podem ter divergéncia
compativel com a encontrada entre espécies validas. Comparando os resultados de um trabalho
semelhante a este, realizado com aves da familia Trogonidae, as taxas de divergéncia entre as
subespécies de Odontophorus capueira sdo mais altas quando comparadas as quais elevaram Trogon
chrysochloros como uma nova espécie, tornando possivel a intervencdo de medidas conservacionistas

para reverter o quadro Criticamente Ameacada (Dickens et al., 2021).



Figura 5 - Arvore génica evidenciando o tempo de coalescéncia da populacdo do Nordeste (plumbeicollis - vermelho) e
do Sudeste (capueira - azul). Acima dos ramos e a esquerda da barra sdo os valores de probabilidades posteriores, a direita
da barra, o tempo médio de divergéncia e abaixo dos ramos os valores correspondentes ao intervalo de confianca do

tempo de divergéncia.
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5 DIFICULDADES

Houve atraso na geracdo dos dados em razdo da paralizacéo do uso do sequenciador instalado
no Instituto de Estudos Costeiros — Braganca durante o ano de 2021. Algumas amostras retornaram
com erro de leitura e contaminacdo, fazendo necessario um novo envio de material para uma rodada
de sequenciamento. Apesar do contratempo foi possivel cumprir com o cronograma original do plano
de trabalho.

6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos apontam para um nivel de diferenciagdo genética significativo entre as
duas subespécies de Odontophorus capueira, tornando necessaria a reavaliacdo da categoria para uma
alteracdo em sua classificacdo taxondmica, ressaltando a urgéncia de medidas de conservacao para a
populacédo do nordeste. Entretanto, a reavaliacdo categorica € feita através de revisao por pares pelos
especialistas do Comité de Sobrevivéncia das Espécies da IUCN, (SSC), sendo a BirdLife
International responsavel pela classe Aves. Diante desta afirmacdo, é valido enfatizar que estamos
trabalhando em conjunto com outros pesquisadores na construcdo de um artigo cientifico divulgando

estes achados.
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