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SUMMARY

Many tropical birds present patterns of elevated intraspecific genetic differentiation.
The study of genetic patterns in Atlantic forest birds could allow to identify geographic
regions with high conservation priority. We present preliminary results of a study using
cytochrome b sequences to acces the genetic diversity and population differentiation of the
forest bird Lepidocolaptes fuscus. Samples were collected in SE Brazil and Misiones -
Argentina-. The results show genetic divergence between localities (Fst=0,5, p<0,01), with at
least two groups with likely different evolutionary histories, those from S&o Paulo versus
those from Parand-Misiones. If these results are confirmed by the analysis of a broader
sampling and presented by other species, they may be important for Atlantic forest
conservation.
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RESUMEN

Muchas aves tropicaes presentan patrones de elevada diferenciacion genética
intraespecifica. Conocer estos patrones genéticos en la selva atlantica permitiria identificar
regiones geogréficas prioritarias para conservar. Presentamos resultados preliminares de un
estudio basado en secuencias de citoccomo b para acceder a la diversidad genética y
diferenciacién poblacional del ave Lepidocolaptes fuscus. Las muestras se colectaron en el SE
de Brasil y Misiones -Argentina-. Los resultados demuestran diferenciacion genética
significativa entre las locdidades (Fst=0,5, p<0,01) y sugieren a menos dos grupos de
poblaciones con posibles historias evolutivas distintas, aquellas de S&o Paulo versus aquellas
de Parana-Misiones. De confirmarse estos resultados con muestras mayores y S son
presentados también por otras especies, pueden ser importantes en la conservacion de la selva
Atléntica.
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INTROCUCCION

La conservacion bioldgica requiere identificar los distintos lingjes de organismos
existentes, proteger los ecosistemas que mantienen estos organismos y mantener las
condiciones que generan nuevos linges -evolucion. Globalmente se intenta resguardar |os
distintos ecosistemas y el proceso evolutivo a través de redes de reservas. Durante el
establecimiento con bases cientificas de estas reservas puede considerarse la riqueza de
especies de distintas regiones, los grados de endemismo de especies y |as regiones geogréficas
gue alberguen clados de organismos con profunda diferenciacion genética que aporten
proporcionalmente a la diversidad regional (DA SILVA & PATTON, 1998).

Laselva atlantica es prioridad en el ambito de la conservacion biol 6gica global, debido
a su diversidad de organismos y a que sus remanentes son menores a 10 % de su superficie
original (MYERS et a, 2000). Las unidades de conservacion de la selva atlantica poseen una
configuracion geogréafica definida segun criterios historicos, econdmicos y/o paisgjisticos,
siendo escasos los gjemplos donde intervinieron principios de biologia de conservacion en el
establecimiento de estas.

Los estudios genético poblacionales en aves tropicales son escasos, sin embargo,
sugieren que estos organismos presentan patrones de diferenciacion genética intraespecifica
elevada frente a aves de zonas templadas (SEUTIN, 1993, SMITH et al, 2000, BATES,
2002). Distintos autores sugieren que estos niveles de diferenciacion genética también podrian
hallarse en otros organismos de los tropicos (BARROWCLOUGH & JOHNSON, 1988, DA
SILVA & PATTON, 1998). El estudio de los patrones de diferenciacién genética de las
faunas puede ayudar a identificar y priorizar para su conservacion aquellas regiones
geogréficas que alberguen clados de organismos con profunda diferenciacion genética.

Presentamos aqui resultados preliminares de un estudio cuyo objetivo es describir la
distribucion de la diversidad genética mitocondrial y diferenciacion genética poblaciona del
ave endémica de la selva atlantica Lepidocolaptes fuscus fuscus VIEILLOT. Hipotetizamos
gue las localidades estudiadas presentarian diferenciacion genética significativa, en
concordancia con otros estudios similares.

MATERIALESY METODOS

Las colectas en Brasi|l fueron en 1) Morro Grande -estado de S&o Paulo (23° 48'S 46°
49 O)-, 2) Juquitiba- estado de S&o Paulo (23° 57'S 47° 3 O)-, 3) Buri- estado de S&o Paulo
(23° 47'S 48° 34 0), 4) Wenceslau Braz estado de Parana (23° 50" S, 49° 47 O); y en la
provincia de Misiones de Argentina, 5) Reserva Y aboti (26° 49'S, 54° 2'0) y 6) Campo San
Juan (27° 23'S, 55° 40'0). En la figura 1 se presenta € érea de estudio y sitios de colecta
Paralos andlisis se agruparon las muestras de Campo San Juan y Reserva Y aboti.

Figura 1l: Localidades de colectas de
L epidocolaptes fuscus. Sampling Brasil
localities of Lepidocolpates fuscus. CS:

Campo San Juan; YB: Rerserva . WB
Y aboti; WB: Wencedau Braz; MG: 4 ¢
Morro Grande; JUQ: Juquitiba. Paraguay |
Vo
,;(B" Océano

Atlantico
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Cada ave capturada en la colecta de sangre se liberd sin perjuicio. EI ADN total se
extrgo de sangre entera aplicando una digestion con proteinasa K-SDS y purificacion con
fenol cloroformo (HILLIS et a, 1996). Se amplifico por PCR -Polymerase Chain Reaction
una porcién del gen citocromo b con las condiciones y primers CBL15298 / CBH15764 de
MIYAKI et a (1998). La secuenciacion se ealizé con terminadores marcados -Big Dye
Terminator Kit ver 2.0 - Applied Biosystems Inc.- y un secuenciador ABI Prism 377.

Se estudié la diversidad génica H y nucleotidica p de cada localidad (PAGE &
HOLMES, 1998). La genedogia de los haplotipos se estimé segin € méodo de
TEMPLETON et a (1992). Las localidades se agruparon por Neighbor-Joining-NJ-
(SAITOU & NEI, 1987) de acuerdo a las distancias genéticas de REYNOLDS (1983). Se
aplico d método AMOVA -Anaysis of Molecular Variance- de EXCOFFIER et a (1992)
para estudiar la diferenciacion genética entre las localidades con e programa Arlequin ver.
2.000 (SCHNEIDER et al, 2000). EI méodo AMOVA permite estudiar como la variacion
genética observada en un conjunto de poblaciones es explicada segun la base de diferencias
genéticas dentro de poblaciones, entre poblaciones o entre grupos de poblaciones o regiones.
Luego, esto permite estimar indices de fijacion (Fst, Fct y Fsc) para estudiar € grado de
diferenciacion genética entre poblaciones o localidades (EXCOFFIER et a, 1992).

RESULTADOS

Se secuenciaron 392 pb del gen citocromo b de 33 individuos de L. fuscus. En latabla
1 se describen los parametros de diversidad genética mitocondrial de cada muestra..
Se detectaron ocho posiciones variables y siete haplotipos con un méximo de 1,02% de
variacion entre las secuencias. Las localidades con mayor variacion genética fueron las del
estado de S& Paulo en Brasl, y la muestra con menor diversidad fue la de Misiones en
Argentina, con un solo haplotipo. Las muestras de S50 Paulo no compartieron haplotipos con
las otras.

Tabla 1: Diversidad genética y haplotipos de citocromo b en muestras de Lepidocolaptes
fuscus del SE de Brasil y Misiones, Argentina. Genetic diversity and cytocrome b
haplotypesin samplesfrom SE Brazil and Misiones, Argentina.

Localidad (Abreviacion) N H p Haplotipos (n)

Morro Grande-(MG) 14 05824  0.004401 cbSP1(5), cbSP2(8), cbSP3(1)
Juquitiba- (JUQ) 4 08333 0.005102 chSP1(2), cbSP2(1), cbSP5(1)
Buri-S&o Paulo, Brasil 2 1 0.002551 cbSP1(1), chSP4(1)
Wencesau Bras(WB) 70,5714  0.002915 cbMI (4), cbWB(3)

Misiones (MI) * 6 O 0 cbMI (6)

* MI: conformada por muestras de Campo San Juan y Reserva Y aboti (ver Materialesy Métodos). N: tamafio de
lamuestra; H: diversidad génica; p: diversidad nucleotidica; n: nimero de hapl otipos en cada muestra

La relacion geneal gica entre |os haplotipos se describe en lafigura 2. Lared de
haplotipos no evidencié ninguna estructuracion geogréfica de la diversidad genéticay d
haplotipo cbSP1 de S&o Paulo tuvo mayor probabilidad de ser ancestral .
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Figura 2: Genealogia de los haplotipos. Haplotypes genealogy. El tamaiio de cada
rectangulo U ovalo representa la frecuencia relativa del haplotipo en la muestra total.
Entre todos los haplotipos existié una sustitucion de diferencia, excepto entre cbSP1y
cbSP2 donde existieron tres sustituciones.

La similitud genética entre las localidades segin la base de distancias genéticas de
Reynolds se presenta en lafigura 3. Las muestras del estado de Sao Paulo formaron un clado
levemente diferenciado de |as otras muestras.

Figura 3. Agrupamiento Neighbor-Joining

no enraizado de las|ocalidades utilizando BU RI uQ
distancias genéticas de Reynolds. Unrooted
Neighbor-Joining tree of studied samples

with Reynold’s genetic distance. M1: VG
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Los resultados del estudio AMOVA indican que gran proporcion de la diversidad
genética observada se explica segln la base de variaciones genéticas significativas entre
localidades (Fst=0,5, p<0,01), sin que exista particion significativa de la diversidad genética
entre las regiones sugeridas por la distribucion de haplotipos (ver tabla 1), y € agrupameiento
NJ (Parand-Misiones versus Sdo Paulo (Fct=0,39, p=0,089). Por otro lado, la variacion entre
localidades dentro de cada region también fue significativa (Fsc=0,18, p<0,01). Sin embargo
no descartamos la hipotesis de diferenciacion entre ambas regiones, debido a reducido
tamafio de cada muestray a que la hipétesis nula de falta de diferenciacion se acept6 con poca
confianza (p=0,089)
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CONCLUSION

La genedogia de los haplotipos no evidencié estructuracion geogréfica de la
diversidad genética. Los valores de H y p son compatibles con los descriptos para otros
passeriformes y no passeriformes (SEUTIN et al, 1993, FRY & ZINK, 1998), aunque una
comparacion estadistica solo podria realizarse con mas muestras. En € agrupamientos NJ las
muestras del estado de S8 Paulo formaron un clado levemente dferenciado. Esto puede
sugerir diferenciacion genética entre este clado y las otras localidades, o una relacion
consecuencia de la proximidad geografica entre las localidades. El resultado del estudio
AMOVA denota diferenciacion genética significativa entre las muestras, a nivel global y a
nivel regional, pero no confirman diferenciacion significativa entre las dos regiones sujeridas
(Parana-Misiones versus Sao Paulo). Esta diferenciacion genética intraespecifica significativa
se describe también para aves tropicales, pero este es uno de los primeros trabgjos que
demuestra & fendbmeno en una especie de la selva paranaense. Los resultados sugieren la
existencia de a menos dos grupos de poblaciones con historias evolutivas distintas en L.
fuscus, aguellas de Sdo Paulo versus aguellas de Parand-Misiones. Esto podré corroborarse
analizando muestras mayores.

La diferenciacion genética intraespecifica significativa en aves tropicales como L.
fuscus puede tener implicancias en conservacion. En algunos casos esta diferenciacion
genética entre poblaciones es compatible con la observada entre géneros de regiones
templadas (BERMINGHAM et al, 1992). As, desde € punto de vista de la pérdida de
variabilidad genética, la extincion de una especie en los tropicos podria ser equivalente a la
extincion de mas de una especie de las regiones templadas. Para la conservacion del acervo
genético de especies como L. fuscus, con amplia distribucion en la selva atlantica, no bastaria
Unicamente mantener una o pocas poblaciones viables a nivel local. Los resultados de este
trabajo requieren confirmacién con muestras mayores, pero sugieren que en €l area estudiada,
tanto las reservas en S8o Paulo como en Misiones, serian vitales para la conservacion del ave,
debido a que cada regidn presentaria conjuntos de poblaciones con identidad genética propia.
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