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RESUMO 

 

 

RUBIO, T. C. Variabilidade morfométrica e genética de Formicivora littoralis (Aves, 
Thamnophilidae) em áreas insular e continental no Estado do Rio de Janeiro 2014. 
148 f. Tese (Doutorado em Ecologia e Evolução) - Instituto de Biologia Roberto 
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

 Formicivora littoralis é a única ave endêmica de restinga do Brasil. Embora 
localmente abundante, ocorre apenas em uma área restrita na costa leste do Estado 
do Rio de Janeiro. Esta ave encontra-se ameaçada de extinção nos níveis regional, 
nacional e global, principalmente devido à acelerada supressão de habitat, além da 
degradação ambiental. Estudos ecológicos focados na espécie são indispensáveis 
para identificar os seus requisitos de habitat e garantir sua conservação. Os 
objetivos do presente estudo foram estimar a variabilidade morfométrica e a 
ocorrência de diferenciação genética e seu grau de estruturação em populações de 
F. littoralis em áreas insular (Ilha de Cabo Frio) e continental (Pontal do Atalaia, 
Praias das Conchas e do Forno (áreas Sul e Norte)). A variabilidade morfométrica foi 
estimada entre cada área amostrada e o dimorfismo sexual de tamanho confirmado 
ao nível molecular. A variabilidade genética foi medida em 104 indivíduos com o uso 
de primers de microssatélites heterólogos. O dimorfismo sexual de tamanho foi 
observado tanto na ilha quanto no continente, sendo as medidas maiores para os 
machos. Encontramos apoio para a “regra insular”, com tendência para algumas 
medidas maiores nos indivíduos da Ilha. As heterozigosidades médias esperada e 
observada foram de 0,38 e 0,35, respectivamente. A população estudada no Pontal 
do Atalaia apresentou os menores valores de diversidade alélica e heterozigosidade, 
e o maior valor de endogamia (FIS), indicando que este pode ser um processo 
importante nesta população. Os valores do índice de fixação de Wright (FST) gênico 
e genotípico evidenciaram a ocorrência de estruturação genética entre quase todas 
as populações (exceto Forno Sul e Norte), indicando que o fluxo gênico entre as 
populações pode ser reduzido. A análise Bayesiana mostrou que a população da 
Ilha de Cabo Frio é geneticamente diferenciada das demais.  
 

Palavras-chave: Formigueiro-do-litoral. Mata Atlântica. Passeriformes. 

Thamnophilidae. Microssatélites. Morfometria. Variabilidade 

genética.  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

 

RUBIO, T. C. Morphometric and genetic variability of Formicivora littoralis (Aves, 
Thamnophilidae) in insular and continental areas in Rio de Janeiro State 2014. 148 f. 
Tese (Doutorado em Ecologia e Evolução) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

 The Restinga Antwren Formicivora littoralis is the only endemic bird of the 
Restinga ecosystem of Brazil. Althought locally abundant, it only occurs in a 
restricted area in the East cost of the Rio de Janeiro State. This species is 
endangered in regional, national and global levels, mainly due to the continuing 
habitat loss, as well as environmental degradation. Ecological studies focused on 
species are crucial to identify their habitat requirements and ensure their 
conservation. The objectives of this study were to estimate the morphometric 
variability and the occurrence of genetic differentiation and its degree of structure in 
populations of F. littoralis in insular (Cabo Frio Island) and continental areas (Pontal 
of Atalaia, the beaches of Conchas and Forno (areas South and North)). 
Morphometric variability was estimated between each sampled area and sexual size 
dimorphism confirmed at the molecular level. Genetic variability was measured in 104 
individuals with the use of heterologous microsatellite markers. Sexual size 
dimorphism was observed in both the island and the mainland, being the largest 
measures for males. We found support for the "island rule", with a tendency for some 
larger measures in individuals of the island. The average observed and expected 
heterozygosity were 0.38 and 0.35, respectively. The population studied in the Pontal 
of Atalaia presented the lowest allelic diversity and heterozygosity values, and the 
highest value of inbreeding (FIS), indicating that this may be an important process in 
this population. The values of Wright‟s fixation index (FST), gene and genotypic 
showed the occurrence of genetic structuring among almost all populations (except 
Forno South and North), indicating that gene flow between populations can be 
reduced. Bayesian analysis showed that the Cabo Frio Island population is 
genetically different from the others.  

 

Keywords: Restinga Antwren. Atlantic Forest. Passeriformes. Antbirds. Microsatellite. 

Morphometry. Genetic variability. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

 As aves, especialmente as habitantes de ilhas, têm servido de modelo para o 

desenvolvimento de teorias que explicam a origem e a manutenção da diversidade 

biológica. Devido às suas características, o isolamento geográfico entre ilhas limita a 

dispersão das aves, ocasionando, assim, as mais contrastantes diferenciações 

morfológicas e genéticas até então observadas (GRANT, 2001). As pressões 

seletivas ocorrem diferentemente entre indivíduos da mesma espécie que habitam 

ilha e continente, ou entre ilhas (DARWIN, 1839). Existe assim, um balanço entre a 

seleção natural e o fluxo gênico (THORPE, 1987). A divergência entre estas 

populações geograficamente separadas ocorre por ação da seleção natural, e leva à 

formação de raças geográficas, o que é considerado um dos estágios iniciais da 

especiação (GRANT, 2001). As condições ecológicas que resultarão nesta variação 

fenotípica podem ser de origem biótica, por exemplo, competição e deslocamento de 

caracteres (THORPE, 1987); ou física, por exemplo, adaptação ao clima Regra de 

Bergmann (GRAVES, 1991), regulação térmica Regra de Gloger (DOBZHANSKY; 

PAVAN, 1950). Paralelamente à seleção natural, a divergência entre as populações 

isoladas geograficamente pode ser impulsionada também por fatores como deriva 

genética e efeito do fundador (THORPE, 1987), mutação e/ou restrição ao fluxo 

gênico (GRANT; GRANT, 1997; GRANT, 2001). 

 De modo similar, populações isoladas em habitats fragmentados estão sob o 

efeito de diferentes pressões seletivas (e.g. estocasticidade ambiental e 

demográfica, deriva genética e endocruzamento) dependendo da intensidade do 

impacto da fragmentação e do poder de dispersão inerentes às espécies. Em um 

curto prazo os processos ecológicos tem maior importância que os genéticos, mas a 

longo prazo o tamanho efetivo populacional (Ne) será o principal fator relacionado às 

grandes mudanças na diversidade genética da população1. Um dos efeitos mais 

preocupantes da fragmentação de habitat é a perda da variabilidade genética da 
                                                           
1
 A diversidade genética de uma população é definida como a variedade de alelos e genótipos que 

este grupo pode apresentar (FRANKHAM et al., 2004; TEMPLETON et al., 2001).  
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população e, consequentemente, seu valor adaptativo (fitness), ocasionando uma 

diminuição da capacidade de adaptação dos indivíduos às flutuações ambientais, 

reduzindo assim, a viabilidade destas populações em longo prazo, visto que a 

diversidade genética é a matéria-prima das mudanças evolutivas (adaptação e 

especiação) (SCHNEIDER et al., 2003). 

  O momento atual é visto como uma época de extinção sem precedentes 

(MYERS; KNOLL, 2001). Mais de 50% das espécies animais estão incluídas em 

alguma das categorias de ameaça de extinção (IUCN, 2001). A conservação da 

diversidade genética é uma tentativa de proteger a diversidade produzida pela 

evolução ao longo dos últimos 3,5 bilhões de anos em nosso planeta (EISNER et al., 

1995). A conservação de populações geneticamente distintas tem sido proposta 

como tentativa de maximizar o potencial evolutivo de uma espécie e minimizar os 

riscos de extinção em longo prazo. O estudo dos fatores estocásticos (mudanças 

aleatórias em fatores genéticos, demográficos ou ambientais) e determinísticos 

(destruição do habitat, translocação de espécies, mudanças globais, poluição) é 

primordial para a gestão de populações ameaçadas. A estocasticidade genética leva 

à perda de variação genética (incluindo alelos benéficos) e aumento na frequência 

de alelos prejudiciais (ALLENDORF; LUIKART, 2007). Em populações pequenas, a 

gestão de manutenção desta variação genética, tem sido sugerida em manter pelo 

menos de 90 a 95% da heterozigosidade ao longo de 100-200 anos, para assim 

manter uma População Mínima Viável (SOULÉ et al., 1986; ALLENDORF;  RYMAN, 

2002). 

 

 

A espécie do estudo: Formicivora littoralis / formigueiro-do-litoral  

 

 

 Formicivora littoralis Gonzaga & Pacheco, 1990, popularmente conhecida por 

formigueiro-do-litoral, pertence à família Thamnophilidae, a qual é formada por 

diversas espécies de pássaros exclusivamente neotropicais (SICK, 1997). Dentre as 

espécies estudadas, sabe-se que quase todas apresentam dieta insetívora (SICK, 
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1997; PIRATELLI; PEREIRA, 2002; LOPES et. al. 2005; AGUIAR; COLTRO-

JUNIOR, 2008), são essencialmente territorialistas e supõe-se que são socialmente 

monogâmicas, formando pares reprodutores permanentes que defendem seus 

territórios ao longo do ano (SKUTCH, 1969; WILLIS; ONIKI, 1972; RIDGELY; 

TUDOR, 1994; ZIMMER; ISLER, 2003; DUCA et al., 2006). São geralmente 

adaptadas a viver em vegetação densa, bordas de matas e dificilmente deslocam-se 

por grandes distâncias ou atravessam áreas abertas, incluindo barreiras d‟água 

(ZIMMER; ISLER, 2003). Em função desta sensibilidade às alterações ambientais, 

são geralmente consideradas indicadoras de qualidade ambiental (STOTZ et al., 

1996). Como típicos sedentários, locomovem-se predominantemente saltando e 

pulando, nos ramos de plantas ou no solo (SICK, 1997; ZIMMER; ISLER, 2003; 

SIGRIST, 2009; RIDGELY; TUDOR, 2009).   

 O gênero Formicivora possui oito espécies, das quais quatro são endêmicas 

do sudeste do Brasil (F. littoralis, F. iheringi, F. erythronotos e F. serrana) (DEL 

HOYO et al.,  2003; GONZAGA et. al. 2007). Formicivora littoralis é considerada a 

única espécie de ave endêmica do ecossistema de restinga (GONZAGA; 

PACHECO, 1990). Sua distribuição é restrita à costa leste do Estado do Rio de 

Janeiro, entre os municípios de Maricá e Armação dos Búzios (GONZAGA; 

PACHECO, 1990; VECCHI; ALVES, 2008; MATTOS et al., 2009), além de ilhas 

adjacentes – Ilha de Cabo Frio e Ilha Comprida (GONZAGA; PACHECO, 1990) 

(Figura 1). Habita formações de restinga arbustiva, com abundância de cactos e 

bromélias sobre solo arenoso ao nível do mar e vegetação arbórea, nas vertentes de 

elevações litorâneas e ilhas costeiras (GONZAGA; PACHECO, 1990; MATTOS et 

al., 2012). Uma avaliação quantitativa mostrou que a presença da espécie tem uma 

forte associação com a vegetação de restinga e uma associação positiva, porém não 

tão forte com a vegetação de savana estépica, estando ausente em floresta 

semidecídua em área continental (MATTOS et al., 2012). Sua dieta consiste de 

artrópodes, principalmente coleópteros e himenópteros, que são capturados tanto no 

solo quanto nos arbustos e arvoretas, deslocando-se através de pequenos saltos e 

curtos vôos (CHAVES; ALVES, 2013). Sua área de ocorrência tem cerca de 200 

Km2 e está altamente fragmentada (MATTOS et al., 2009) (Figura 1). O impacto dos 

últimos 30 anos pela expansão imobiliária em sua área de ocorrência tem acarretado 

consideráveis danos ambientais, pois muitas vezes os imóveis são assentados 
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sobre as planícies costeiras (LUMBRERAS et al., 2003). Devido à perda por 

supressão e degradação acelerada de seu habitat, hoje se encontra ameaçada de 

extinção nos níveis regional (ALVES et al., 2000), nacional (MACHADO et al., 2008) 

e global na categoria Ameaçado Endangered (BIRDLIFE, 2013). Parte do habitat da 

espécie foi recentemente protegido pela criação do Parque Estadual da Costa do 

Sol, criado com a finalidade de proteger diversas espécies da flora e fauna 

endêmicas e ameaçadas de extinção de restinga, entre elas F. littoralis. Informações 

detalhadas sobre sua biologia e comportamento são escassas, com alguns poucos 

estudos abordando sua reprodução (OLIVEIRA, 2006; OLIVEIRA, 2007; CHAVES et 

al., 2013), distribuição (CERQUEIRA, 1995; VECCHI; ALVES, 2008; MATTOS et al., 

2009), dieta e morfometria (CHAVES; ALVES, 2013), assim como predições sobre 

possíveis respostas a mudanças climáticas (SOUZA et al., 2011).  

 Formicivora serrana littoralis foi descrita como subespécie de F. serrana 

(GONZAGA; PACHECO, 1990), mas logo passou a ser tratada como espécie válida 

(COLLAR et al., 1992; RIDGELY; TUDOR, 1994; TOBIAS; WILLIAMS, 1996), com 

base em diferenças morfológicas e ecológicas, como também devido a sua área de 

ocorrência ser restrita à restinga. Um estudo mais recente de taxonomia mostra que 

o táxon está sob processo de diferenciação, apesar de ainda não haver um caráter 

diagnóstico morfológico ou de vocalização para a espécie, sendo considerada, pelo 

conceito filogenético de espécie, uma espécie não-válida, e pelo conceito biológico 

de espécie, uma subespécie de F. serrana (FIRME; RAPOSO, 2011). 

 

 O objetivo geral do presente estudo foi investigar a variabilidade morfométrica 

e a ocorrência de diferenciação genética e seu grau de estruturação em populações 

de F. littoralis em áreas insular (Ilha de Cabo Frio) e continental (Pontal do Atalaia, 

Praia das Conchas, Praia do Forno - Sul e Norte), com o intuito de obter informações 

que contribuam para definição de estratégias para sua conservação. Estes objetivos 

estão inseridos no Plano de Ação Nacional para a Conservação do Formigueiro-do-

litoral elaborado pelo ICMBio (ALVAREZ et al., 2010).   
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ÁREA DE ESTUDO 

 

 

 O presente estudo foi realizado em áreas de Restinga e Floresta Estacional 

Seca da Ilha de Cabo Frio, das praias das Conchas e do Forno e do Pontal do 

Atalaia, localizados nos municípios de Arraial do Cabo e Cabo Frio, RJ (Figura 1). A 

coleta de dados ocorreu no período de dezembro de 2010 a julho de 2013. 

 

 

Figura 1 – Área de ocorrência de Formicivora littoralis no Estado do Rio de Janeiro. 

 

Legenda: Ponto aberto = Ausência da espécie; Ponto fechado = Presença da espécie; Área cinza = 
Vegetação de Restinga; Linha contínua = Extensão de ocorrência de F. littoralis. As 
estrelas indicam as áreas de coleta de dados no presente estudo: Ilha de Cabo Frio, 
Pontal do Atalaia, Praia do Forno (Arraial do Cabo) e Praia das Conchas (Cabo Frio).  

Fonte: Mapa modificado de Mattos et al., 2009. 

 

   

 O clima da região é do tipo semi-árido quente (Bsh) pela classificação de 

Köppen, com precipitação anual de 800 mm e temperatura média de 25 ºC 

(BARBIÉRE, 1984). Em altitudes superiores a 250 – 300 m a classificação é do tipo 

tropical (AW) com precipitação inferior a 1000 mm (ALVARES et al., 2013). Arraial 
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do Cabo tem a ocorrência mais ao sul do clima Aw no Brasil (ALVARES et al., 2013). 

Por sua pluviosidade reduzida (Figura 2), o clima da região é único em relação às 

regiões contíguas, somado a isto tem-se ainda a presença do fenômeno da 

ressurgência (ARAUJO, 2000), ou seja, a subida de uma corrente (Corrente das 

Malvinas) de águas profundas ricas em nutrientes.  

 

 

Figura 2 – Mapa de isoietas totais anuais, traçadas com os valores médios de 1968 
a 1995, da precipitação total anual. Destaque para as isoietas de 900 e 
800 mm da região de ocorrência de Formicivora littoralis. 

 

Fonte: Adaptado de Brandão et al., 2001.  

 

  

 A vegetação da área de estudo está inserida no “Centro de Diversidade 

Vegetal de Cabo Frio” (CDVCF; ARAUJO, 1997). O CDVCF recobre uma extensão 

aproximada de 1.562 km2, abrangendo oito municípios (ver mapa em BOHRER et 

al., 2009), e é caracterizado pela maior diversidade florística do litoral fluminense 

(ARAUJO et al., 2009). De modo geral, a vegetação da região reflete a sua 
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especificidade climática associada à heterogeneidade física, apresentando uma 

grande diversidade fisionômica e florística e alto grau de endemismos, estando 

aparentemente condicionada também pela história paleoevolutiva, mantendo uma 

vegetação remanescente dos períodos glaciais do Pleistoceno (AB'SABER, 1992; 

ARAÚJO et al., 1998).  

 Dentro do CDVCF, encontram-se as restingas, que são o conjunto de 

formações vegetais típicas de planícies costeiras de origem Quaternária. Estes 

ambientes são considerados um habitat periférico do bioma Mata Atlântica 

(SCARANO, 2002) e ocupam cerca de 1.200 km² do território do Estado do Rio de 

Janeiro, correspondendo a pouco menos de 3% da área do Estado (ALVAREZ et al., 

2010). As restingas encontradas próximas a Cabo Frio são consideradas as mais 

ricas em espécies vegetais (ARAUJO, 2000) e, portanto uma “Área Prioritária para a 

Conservação da Biodiversidade” (MMA/Portaria Nº 9 de 23/01/2007).   

 A Ilha de Cabo Frio está situada geomorfologicamente na região denominada 

“Alto de Cabo Frio”, uma cadeia de montanhas formada entre 80 e 40 milhões de 

anos atrás (Ma), que separou as bacias de Campos e Santos. A Ilha de Cabo Frio, 

assim como a Ilha de Trindade e o Itatiaia tiveram formação vulcânica. As rochas 

vulcânicas alcalinas observadas na Ilha de Cabo Frio foram datadas em 52Ma 

(Cenozoico) (FERRARI, 2001) e resultam de um segundo evento tectônico 

importante na região (ARTUSI; FIGUEIREDO-JR, 2007). Sua vegetação passou 

pelas flutuações climáticas ocorridas no Quaternário (1,5Ma a 11 mil anos atrás), 

com a expansão e/ou retração de biomas, nos períodos glaciais e interglaciais e 

alterações do nível do mar (AB‟SABER, 1977) (Anexo – Tabela 21). Atualmente, a 

Ilha distancia-se em sua porção mais próxima do continente em 150 m; possui uma 

área de 6,2 km2 e alcança 390 metros no seu ponto mais alto (Figuras 5 e 6). Faz 

parte da Reserva Extrativista Marinha de Arraial do Cabo e está incluída na Reserva 

da Biosfera da Mata Atlântica (CASTRO et al., 2001). O acesso à Ilha é restrito, por 

se tratar de uma área militar, o que contribui para o bom estado de conservação da 

paisagem. A vegetação predominante é de Floresta Estacional Seca com uma 

fisionomia bastante heterogênea, com áreas de porte florestal, árvores de maior 

porte e dossel atingindo 12-18m, além de vegetação arbórea-arbustiva mais baixa, 

de aspecto xerofítico, com 6-8m (BOHRER et al., 2009) (Figura 3).  
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Figura 3 – Vegetação na Ilha de Cabo Frio, Arraial do Cabo, RJ. 

  

A B 

  

C D 

  

E F 

Legenda: (A) restinga arbustiva na estação de chuva (janeiro/2011); (B) restinga arbustiva na estação 
de seca (setembro/2011); (C) e (D) restinga arbustiva, vertente continental; (E) restinga alta 
encontrada nos vales da vertente continental; (F) restinga alta na vertente oceânica.      

Fonte: A autora, 2011.   
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 As áreas amostradas na Praia das Conchas, Praia do Forno e Pontal do 

Atalaia são formadas por Floresta Estacional Seca e Restinga Arbustiva-herbácea 

(BOHRER et al., 2009) (Figura 4). A vegetação remanescente destas áreas possui 

na sua totalidade 276, 243 e 185 hectares (ha), respectivamente (Figura 5, 6 e 7) e 

altitude máxima de 70, 166 e 172 metros, respectivamente. Parte desta vegetação 

está inserida na área de proteção integral do Parque Estadual da Costa do Sol - 

PECS. O PECS foi criado pelo Decreto n° 42.929 de 18 de abril de 2011 e abrange 

uma área de 9.840,90 hectares (Figura 5 - A). Mais detalhes no site eletrônico   

http://www.inea.rj.gov.br/unidades/costadosol.asp. 

 

Figura 4 – Estrutura da vegetação nas áreas amostradas. 

  
A B 

  
C D 

 Legenda: (A) Praia das Conchas; (B) Praia do Forno Sul; (C) Praia do Forno Norte; (D) Pontal do 
Atalaia. Localizadas nos municípios de Cabo Frio e Arraial do Cabo, RJ.  

Fonte: A autora, 2012.   

http://www.inea.rj.gov.br/unidades/costadosol.asp
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Figura 5 - Visão geral e parcial das áreas de estudo, municípios de Arraial do Cabo e 
Cabo Frio, RJ. Os polígonos em laranja representam as áreas do Parque 
Estadual da Costa do Sol (PECS). Os polígonos em vermelho 
representam os remanescentes de vegetação nas áreas de amostragem. 

 
A 

 
B 

Legenda: (A) visão geral do PECS; (B) visão geral das três áreas no continente e a Ilha de Cabo Frio. 
Fonte: Google Earth, 2014. 
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 Na Ilha de Cabo Frio, os dados foram coletados em uma grade de 9 ha 

(23°00‟20.0”S, 42°00‟23.4”W). No Pontal do Atalaia (22°58‟46.5”S, 42°01‟26.3”W), a 

área de coleta possuía aproximadamente 12 ha (Figura 6). A coleta de dados na 

Praia das Conchas (22°52‟19.2”S, 41°59‟11.3”W) foi realizada em uma área de 15 

ha (Figura 7 - A). Na Praia do Forno, a coleta foi realizada em duas áreas amostrais, 

a saber: Forno porção Sul (FS) (22°58‟15.4”S, 42°01‟02.4”W) com 4 ha e Forno 

porção Norte (FN) (22°57‟48.0”S, 42°00‟44.1”W) com 1,5 ha (Figura 7 - B). Todas as 

coletas no continente foram realizadas em trilhas pré-existentes. 

 

 

Figura 6 - Visão parcial das áreas de estudo, município de Arraial do Cabo, RJ. Os 
polígonos em laranja representam as áreas do Parque Estadual da Costa 
do Sol (PECS). Os polígonos em vermelho representam os 
remanescentes de vegetação nas áreas de amostragem. As estrelas 
indicam a área das coletas no Pontal do Atalaia e na Ilha de Cabo Frio.  

 

Fonte: Google Earth, 2014. 
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Figura 7 - Visão parcial das áreas de estudo. Municípios de Arraial do Cabo e Cabo 
Frio, RJ. Os polígonos em laranja representam as áreas do Parque 
Estadual da Costa do Sol (PECS). Os polígonos em vermelho 
representam os remanescentes de vegetação nas áreas de amostragem. 

 
 A 

 
 B 

Legenda: (A) visão geral da Praia das Conchas; (B) visão geral da Praia do Forno, porções Sul e 
Norte. As estrelas indicam a área das coletas. 

Fonte: Google Earth, 2014. 
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1. VARIABILIDADE MORFOMÉTRICA DE Formicivora littoralis NA ILHA DE 

CABO FRIO E CONTINENTE ADJACENTE, RJ 

1.1 Referencial Teórico 

 

 

 As ilhas podem ser pensadas como um microcosmos, onde há forte pressão 

de seleção em pequenas populações e assim, a evolução ocorre rapidamente 

(GRANT; GRANT, 2006). A riqueza de espécies encontradas em ilhas está 

relacionada com a distância destas do continente e suas dimensões (MACARTHUR; 

WILSON, 1967). As ilhas podem ser classificadas em três categorias biogeográficas: 

Ilhas oceânicas de origem vulcânica ou coralínea; Ilhas continentais de origem 

recente e Ilhas continentais de origem remota (WALLACE, 1880).  

 Wallace, em 1857, e Darwin, em 1859, foram os pioneiros na discussão 

acerca das questões relacionadas sobre a evolução e ecologia dos organismos em 

ilhas oceânicas. Ambos se ativeram ao fato de que as pressões seletivas ocorrem 

diferentemente entre indivíduos da mesma espécie que habitam ilha e continente ou 

entre ilhas. Darwin notou que cada espécie de sabiá (Mimus) ocorria exclusivamente 

em uma determinada ilha e possuía o bico distinto e que os tentilhões (Geospiza) 

possuíam uma gradação no tamanho de seus bicos dentro e entre ilhas (DARWIN, 

1839). 

 Após quase um século, Lack retomou as observações de Darwin sobre os 

tentilhões das Ilhas Galápagos e publicou seus estudos no livro Darwin’s finches 

(LACK, 1947). Ele sugeriu que o tamanho do bico dos tentilhões de solo (Geospiza) 

diferia entre as ilhas, dependendo da presença ou ausência de outras espécies de 

tentilhões (LACK, 1947). Este exemplo tornou-se um clássico para explicar a 

competição mediada pela liberação/deslocamento de caracteres2 (ver BOAG; 

GRANT, 1984), ou seja, a expansão de nicho na ausência de competidores. Foi 

                                                           
2
 A liberação de caracteres, refere-se a mudanças causadas pela ausência de outra espécie, já o 

deslocamento de caracteres refere-se a mudanças causadas pela presença de uma outra espécie. 
Estas mudanças devem ocorrer na média de um caractere morfológico, distintamente de uma 
mudança na variância (BOAG; GRANT, 1984). 
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encontrada também, nos indivíduos que possuíam a asa mais longa, uma tendência 

a apresentar bicos maiores (LACK, 1947).  

 Como visto no trabalho de Lack (1947), a variabilidade fenotípica encontrada 

na natureza pode ser mensurada por meio de informações morfométricas, pois estas 

permitem caracterizar os efeitos seletivos de diferentes etapas evolutivas (PERES-

NETO, 1995-B apud PERES-NETO, 1995-A). Devido à multidimensionalidade dos 

organismos, o estudo da morfometria baseia-se na forma e sua relação com o 

tamanho, ou seja, seu fenótipo. Este deve caracterizar os aspectos ecológicos do 

organismo (micro-habitat, dieta, competição, por exemplo) e é um reflexo da sua 

evolução naquele dado momento (PERES-NETO, 1995). As condições ecológicas 

que resultarão nesta variação fenotípica podem ser de origem biótica (THORPE, 

1987) ou física (GRAVES, 1991; DOBZHANSKY; PAVAN, 1950). 

 A regra insular (Island rule) estabelece que os vertebrados que habitam as 

ilhas tendem a convergir em um tamanho corporal médio em relação aos seus co-

específicos do continente (VAN VALEN, 1973; CLEGG; OWENS, 2002). Esta 

premissa foi inicialmente observada em mamíferos (FOSTER, 1964; LOMOLINO, 

1985; LOMOLINO, 2005) e começa a ser relatada em aves, onde a divergência 

morfológica entre as formas da ilha e do continente é de pelo menos 2,5% do valor 

do continente. As espécies que são menores no continente (passeriformes) 

apresentam uma forte tendência para a evolução de formas maiores (gigantismo) na 

ilha, para os caracteres tamanho do bico e massa corporal, já para as espécies 

maiores foi constatado o oposto (nanismo) (CLEGG; OWENS, 2002). A explicação 

tradicional para o aumento corporal (gigantismo) em ilhas é baseada no modelo de 

liberação ecológica, o qual prediz que as ilhas comportam relativamente poucas 

espécies, assim a competição interespecífica é fraca, portanto, a seleção favoreceria 

a expansão de nicho e generalização ecológica, o qual seria facilitado pelo maior 

tamanho corporal (OWENS et al., 2006). No entanto, outro fator tem sido associado 

ao aumento no tamanho corporal, que foi relacionado a um índice de ecologia 

térmica, sendo assim, uma adaptação para dissipação de calor. Em sentido oposto, 

explicações ecológicas para a diminuição (nanismo) no tamanho corporal em ilhas 

podem estar relacionadas com a competição intraespecífica e a adaptação às altas 

densidades encontradas em ilhas. Porém, tanto o aumento como a diminuição no 
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tamanho do bico esteve associado a um índice de forrageamento. Ainda, espécies 

que exibem um bico de tamanho médio, isto é, especializaram-se em comer 

sementes e invertebrados, são as mais marcantes dentro da regra insular, pois isto 

sugere uma adaptação generalista na ausência de competição interespecífica 

(CLEGG; OWENS, 2002).       

Estudos em Ilhas e arquipélagos frequentemente asseguram que as espécies 

destes locais possuem mais oportunidades para diferenciação fenotípica e 

especiação do que as do continente, devido, em grande parte, a maiores 

oportunidades ecológicas (BLONDEL; CHARMANTIER, 2006). Estudos ecológicos 

de longo prazo em Ilhas do arquipélago de Galápagos foram realizados pelos 

pesquisadores Barbara e Peter Grant e seus colaboradores. Eles estudaram duas 

espécies de tentilhões, Geospiza fortis (dieta generalista) e G. scandens (dieta 

especialista), na Ilha Daphne Major (40 ha) (GRANT et al., 1976). Os autores 

puderam observar a seleção natural e a liberação de caracteres agindo nestas aves 

(BOAG; GRANT, 1984-A), assim como a especiação (GRANT; GRANT, 1996), 

imigração (BOAG; GRANT, 1984-B), hibridização (GRANT; PRICE, 1981; BOAG; 

GRANT, 1984-A; PRICE et al., 1984), variação genética (GRANT; GRANT, 1999) e 

dieta (GRANT et al., 1976; BOAG; GRANT, 1984-A).  

 No entanto, Grant (2006) ressalta a importância em distinguir mudanças 

evolutivas entre populações que habitam ilhas solitárias e arquipélagos. Os padrões 

encontrados em arquipélagos são mais complexos do que em ilhas solitárias, mais 

multidirecionais do que unidirecionais. Os tentilhões de Darwin em Galápagos e os 

honeycreepers no Hawai são casos clássicos de radiação adaptativa em 

arquipélagos. Grant ressalta, ainda, que há poucos estudos comparativos entre 

espécies que habitam ilha e continente, no que tange à dieta e comportamento de 

forrageamento (GRANT, 2006). Sendo assim, estudos que analisem a morfometria 

são complementos fundamentais de evidências indiretas para o estudo dos padrões 

de diversificação nestas populações (GRANT, 2006). 

 Nas aves há uma tendência para a diversificação no tamanho do bico em 

diferentes ilhas, de acordo com o tamanho do alimento, apoiando assim a hipótese 

das diferenças morfológicas serem resultado de diferentes pressões que atuam 

sobre os traços geneticamente variáveis (GRANT, 2001). Em um estudo 
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morfométrico com 19 espécies de passeriformes que habitam ilha e continente no 

México, foi encontrada uma forte tendência para os indivíduos que habitam a ilha 

apresentarem um tamanho de bico e tarso maiores que os indivíduos do continente 

e uma fraca tendência para a asa e cauda. Estas mudanças foram atribuídas às 

adaptações ecológicas para habitar ilhas. Um bico maior é reflexo da variedade de 

alimentos disponíveis e um tarso maior, da variedade de poleiros. Esta diferença 

pode ser devido a ausência de espécies com requerimentos similares, o que 

proporciona nichos vagos, resultando assim em mudanças morfológicas (GRANT, 

1965).  

 Estudos em ilhas solitárias e no continente australiano foram realizados em 

populações do complexo Zosterops lateralis. Seguindo a “regra insular”, observou-se 

uma tendência para o aumento no tamanho corporal e no comprimento do bico (mas 

não para a largura do bico), na ilha. Os resultados encontrados suportam 

parcialmente a “regra insular”, visto que, ao contrário da hipótese de forrageamento 

generalista, os indivíduos residentes são mais especializados do que o esperado 

pelo acaso. Assim o forrageamento generalista e a liberação ecológica de nicho não 

são a explicação completa para o aumento no tamanho do corpo nestas aves 

(ROBINSON-WOLRATH; OWENS, 2003; SCOTT et al., 2003; OWENS et al., 2006).  

 A imigração reduzida para as ilhas pode ser outro fator responsável pela 

diferenciação morfológica entre populações de ilha e continente, uma vez que 

permite uma adaptação mais precisa às condições locais (EMLEN, 1978).  

 Diversas explicações ecológicas têm sido admitidas para elucidar os padrões 

encontrados em populações de arquipélagos e de ilhas e seus parentes do 

continente, que incluem: liberação/deslocamento de caracteres (GRANT, 1965), 

fatores genéticos (MERILA; SHELDON, 2001 apud SCOTT et al., 2003), ecologia 

térmica (GRANT, 1968; CLEGG; OWENS, 2002), deriva genética/efeito fundador 

(SPURGIN et al., 2014), competição intraespecífica (CLEGG; OWENS, 2002; 

ROBINSON-WOLRATH; OWENS, 2003), competição interespecífica (GRANT, 1965, 

1998; BOAG; GRANT, 1984), imigração reduzida (EMLEN, 1978),  hibridização 

(BOAG; GRANT, 1984), suprimento alimentar (hipótese da adaptação local) (BOAG; 

GRANT, 1984), forrageamento (CLEGG; OWENS, 2002), adaptação a nicho vago 

(GRANT, 1965; MAYR, 1970) e redução no risco de predação (LOMOLINO, 1985).  
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1.1.1 Dimorfismo sexual de tamanho 

 

 

 As variáveis morfométricas que podem diferir entre ilha e continente podem 

diferir também quanto ao sexo. O dimorfismo sexual nas aves é uma característica 

fenotípica observada entre machos e fêmeas da mesma espécie, diferenciando-os 

em tamanho ou coloração das penas e/ou bicos (POUGH et al., 1999). Em uma 

população de F. littoralis estudada no continente foi encontrada uma tendência para 

os machos adultos apresentarem medidas maiores do que as fêmeas (CHAVES; 

ALVES, 2013). Com relação à plumagem, F. littoralis tende a apresentar dimorfismo 

sexual antes dos filhotes saírem do ninho (CHAVES, 2014).  

 Diversas hipóteses ecológicas e evolutivas foram levantadas para explicar o 

dimorfismo sexual de tamanho encontrado nas aves. Darwin, em 1871, sugeriu que 

duas forças regem a evolução das diferenças sexuais. A primeira é sobre a luta e o 

comportamento de display que os machos exibem durante a corte, e, por 

conseguinte, a escolha do parceiro por parte das fêmeas para maximizar o sucesso 

reprodutivo. A segunda é o desenvolvimento extremo de caracteres na plumagem 

entre machos de algumas espécies, que poderia ser explicado pelos efeitos 

acumulativos de preferência sexual exercido pelas fêmeas (ORIANS, 1969). Outras 

hipóteses foram formuladas e predizem que as diferenças encontradas entre 

machos e fêmeas podem ser uma função dos sistemas de acasalamento (ORIANS, 

1969); podem estar relacionadas com a seleção, atuando nas diferentes formas de 

exploração de recursos alimentares, particularmente no tamanho do bico 

(SELANDER, 1966); podem estar relacionadas com aspectos territoriais e 

reprodutivos, como diferenças encontradas no comprimento da asa ou da cauda 

(FARIA et al., 2007) ou, ainda, podem estar relacionadas com o cuidado parental 

apresentado por alguns machos (RITTER et al., 2003; REINERT, 2008).  
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1.1.2 Identificação do sexo pela técnica molecular 

 

 

Mesmo que haja uma tendência de detecção do sexo por características de 

plumagem em filhotes de F. littoralis; foi utilizada a técnica molecular do gene CHD 

em todos os indivíduos com plumagem de fêmea para uma confirmação da 

identificação do sexo, utilizando-se para isso análise dos cromossomos sexuais.  

 Os vertebrados apresentam duas categorias de cromossomos, os 

autossomos e os sexuais. Nas aves, os cromossomos sexuais são denominados Z e 

W. De modo oposto aos mamíferos, os machos representam o sexo homogamético 

com cromossomos sexuais idênticos ZZ e as fêmeas são heterogaméticas com um 

cromossomo Z e um cromossomo W (GRIFFITHS et al., 1998).  

O advento da PCR (Polymerase chain reaction reação em cadeia da 

polimerase) foi uma grande contribuição para o desenvolvimento da técnica 

molecular para identificação do sexo, pois a partir de pequena quantidade de 

amostra biológica foi possível extrair DNA em quantidade adequada para a 

realização da análise. Esta técnica se baseia na amplificação via PCR de dois genes 

CHD (chromo-helicase-DNA-binding), fortemente conservados em vertebrados e 

ligados aos cromossomos sexuais de quase todas as aves, com exceção das ratitas 

(e.g. Ema, Struthioniformes). Estes genes são o CHD-Z e o CHD-W que possuem 

peso molecular diferente. Os fragmentos amplificados são separados em gel de 

agarose ou poliacrilamida e podem ser diferenciados pela extensão de seus íntrons. 

A fêmea, que possui os cromossomos Z e W, pode ser identificada pela presença de 

duas bandas ou pela amplificação de dois fragmentos; enquanto o macho, que 

possui apenas o Z, é identificado por uma única banda, em gel de agarose ou 

poliacrilamida (GRIFFITHS et al., 1998; FRIDOLFSSON; ELLEGREN, 2000; 

ANCIÃES; NASSIF DEL LAMA, 2002; VIEIRA et al., 2009). Estes genes têm sido 

utilizados com sucesso para a identificação do sexo em aves (GRIFFITHS; TIWARI, 

1995; MADSEN, 1997; GRIFFITHS et al., 1998; LENS et al., 1998; ANCIÃES; LAMA, 

2002; RITTER et al., 2003; FARIA et al., 2007; NOGUEIRA; ALVES, 2008; SILVA et 

al., 2011). 
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1.2 Objetivos 

 

 

 O objetivo geral deste capítulo foi investigar as ocorrências de dimorfismo 

sexual de tamanho e de diferenças morfométricas entre cada área amostrada, 

incluindo a comparação entre ambientes insular e continental com base na regra 

insular.  

 

 

Hipóteses a serem testadas 

Hipótese alternativa: Há diferenças morfométricas significativas entre os 

sexos, sendo os machos maiores do que as fêmeas. 

Hipótese nula: Machos e fêmeas não apresentam dimorfismo sexual de 

tamanho. 

 

Hipótese alternativa: Há diferenças morfométricas significativas entre os 

indivíduos que habitam a ilha versus os do continente, seguindo a regra 

insular. 

Hipótese nula: Os indivíduos não diferem em tamanho na ilha e no 

continente. 

 

 



32 
 

 
 

1.3 Material e Métodos 

1.3.1 Área de estudo 

 

 

 Este estudo foi realizado em áreas de Restinga e Floresta Estacional Seca na 

Ilha de Cabo Frio e em quatro áreas no continente adjacente, a saber: Praia do 

Forno – porção Sul (FS) e porção Norte (FN), Pontal do Atalaia e Praia das Conchas 

(Figura 1). Detalhes das áreas estão descritos em ÁREA DE ESTUDO, nas páginas 

17 a 24. 

 

 

1.3.2 Coleta das amostras para Identificação do sexo pela técnica molecular  

 

 

 As técnicas de coleta de sangue, extração e quantificação do DNA utilizadas 

para a identificação do sexo, foram as mesmas utilizadas para a análise genética e 

estão descritas em MATERIAL E MÉTODOS, nas páginas 76 a 78.  

 

  

1.3.2.1 Identificação do sexo pela técnica molecular Reação em Cadeia da 

Polimerase - PCR Polymerase chain reaction 

 

 

 A identificação do sexo foi baseada na amplificação, via PCR, do gene CHD 

(Cromo-helicase ligado ao DNA), localizado nos cromossomos sexuais (Z e W) de 

quase todas as aves, exceto os ratitas (GRIFFITHS et al., 1998). A técnica foi 

realizada para identificação do sexo de todos os indivíduos com plumagem de jovem 
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e de fêmea adulta e para comprovar a eficiência da categorização de fêmeas adultas 

realizada em campo, apenas com base na plumagem. Não há dados na literatura 

sobre o período em que os indivíduos adquirem cor de plumagem distinguível entre 

os sexos. A análise genética também foi realizada para alguns machos adultos que 

foram utilizados como controle positivo da reação.   

 As regiões intrônicas dos genes CHD-Z e CHD-W foram amplificadas por um 

par de primers P2 (5‟ - TCTGCATCGCTAAATCCTTT - 3‟) e P8 (5‟ - 

CTCCCAAGGATGAGRAAYTG - 3‟) (GRIFFITHS et al.,1998), que flanqueiam as 

duas regiões exônicas adjacentes ao íntron. As reações, de 10 μL, foram preparadas 

em capela de fluxo laminar, em tubos de 0,2 mL, e consistiram de 1 μL de DNA (10 

ng/μL), 5 μL de Green Master Mix (Promega® – tampão (pH 8,5), 1,5 mM de MgCl2, 

200 μM de cada dNTP e 0,15 U Taq DNA polimerase), 1 μL de cada primer P2 e P8 

(10 μM) e 2 μL de água livre de nucleases (Promega®). A reação de amplificação foi 

realizada em um termociclador com os seguintes ciclos de temperatura: um período 

de desnaturação inicial a 94 °C durante 90 s, seguido por 30 ciclos de 48 °C por 45 

s, 72 °C por 45 s e 94 °C por 30 s e um período de extensão final de 72 °C por 5 

min. (adaptado de GRIFFITHS et al., 1998). Os produtos da PCR foram separados 

por eletroforese durante 2 h 40 min a 80 volts/cm em gel de poliacrilamida a 10%. 

Para avaliar o tamanho dos fragmentos foram aplicados 1 μL de DNA Ladder 

(padrão de peso molecular) de 100 pb para cada gel e 5 μL de produto da PCR em 

cada poço. Foram utilizados controles positivo (DNA de indivíduos com plumagem 

de macho) e negativo (reações sem DNA para investigar a ocorrência de 

contaminação) em todas as fases de amplificação. Para visualização das bandas, o 

gel foi corado com solução de nitrato de prata a 10% (BASSAM et al., 1991). 

Posteriormente o gel foi registrado por sistema de fotodocumentação (LPix EX® - 

Loccus biotecnologia). 
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1.3.3 Captura e marcação 

 

 

  Os indivíduos foram capturados com redes de neblina (12 metros de 

comprimento por 2,5 m de altura, malha 16x16 mm), marcados com anilhas 

metálicas fornecidas pelo CEMAVE/ICMBio e com uma combinação única de duas 

anilhas plásticas coloridas que visa a posterior identificação individual. As capturas 

foram realizadas no período das 6:00 às 17 horas de modo passivo e ativo (com o 

auxílio de playback - reprodução do canto da espécie). O esforço amostral foi 

calculado, multiplicando-se o total da área de todas as redes pelo total de horas em 

que as redes permaneceram abertas em cada ponto (STRAUBE; BIANCONI, 2002) 

(Tabela 1). Utilizamos as autorizações de acesso à fauna (SISBIO 15378-3) e de 

anilhamento (CEMAVE 1237/13). 

 

 

Tabela 1 – Esforço amostral de captura com redes de neblina nas áreas de estudo. 
Cálculo do esforço de acordo com Straube e Bianconi (2002).   

Local Esforço amostral (m2.h) 

Ilha de Cabo Frio 34,320 

Pontal do Atalaia 10,296 

Praia do Forno Sul 13,728 

Praia do Forno Norte 12,012 

Praia das Conchas 10,296 

Total 80,652 
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1.3.4 Dados morfométricos e massa corporal 

 

 

 Para a obtenção das medidas morfométricas, foi utilizado um paquímetro 

mecânico de precisão 0,1 mm e uma régua de 300 mm com precisão de 1,0 mm. O 

peso foi obtido com balança do tipo dinamômetro de 50 g (Pesola 0,5 g de precisão). 

As seguintes medidas foram tomadas: comprimento total (CT), asa, cauda, tarso, 

comprimento do cúlmen exposto (CÚLMEN), narina-ponta distal (NPD), altura distal 

da narina (ADN), largura distal da narina (LDN), altura da base do bico (ABB), 

largura da base do bico (LBB) e HB (head-bill, medida da parte distal da cabeça até 

a ponta do bico) (Figura 8). 

 

 

1.3.4.1 Placa de incubação 

  

 

 A placa de incubação caracteriza-se pela perda de penas de contorno na 

região ventral e hipervascularização desta área e representa que o indivíduo está 

dentro do período reprodutivo (Jones, 1971). Foi anotado o status da placa de 

incubação, sendo: 0 = sem placa, 1 = pele lisa (indica início do período reprodutivo), 

2 = vascularizada (indica a incubação dos ovos), 3 = enrugada (redução da placa) e 

4 = em muda (indica o fim do período reprodutivo) (Adaptado de IBAMA/CEMAVE, 

1994). Anotamos também a presença ou ausência de protuberância cloacal. 
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Figura 8 – Ilustração das medidas morfométricas obtidas para indivíduos de 
Formicivora littoralis. 

 
 

 

A B C 

  
 

D E F 

 

 
 

G H I 

Legenda: (A) comprimento total (CT); (B) asa; (C) cauda; (D) tarso; (E) comprimento do cúlmen 
exposto e narina-ponta distal (NPD); (F) altura distal da narina (ADN); (G) largura distal da 
narina (LDN); (H) D= altura da base do bico (ABB); (E) largura da base do bico (LBB); (I) HB 
head-bill, medida da parte distal da cabeça até a ponta do bico.  

Fonte: Imagens C, D, F, G e I modificadas de Eck et al., 2011. Imagens A, B, E e H modificadas de 
Sick, 1997. 

 

 

1.3.5 Caracterização etária  

1.3.5.1 Fêmeas adultas  

 

 

 As fêmeas foram categorizadas como adultas pela presença de placa de 

incubação nos estágios 2, 3 e 4 (Figura 9 – A). A placa de incubação está 
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relacionada com a maturidade sexual do indivíduo e nestes estágios, há um 

indicativo de ocorrência reprodutiva.  

 

 

Figura 9 – Placa de incubação e protuberância cloacal em Formicivora littoralis. 

  

A B 

Legenda: (A) Fêmea adulta no estágio 3, enrugada (redução da placa); (B) Macho adulto com 
pequena protuberância cloacal.  

Fonte: A autora, 2011.   
 

 

1.3.5.2 Machos – adultos, subadultos e jovens 

  Presença de placa de incubação 

 

 

 O primeiro critério para a separação dos machos adultos, dos subadultos e 

jovens foi a presença de placa de incubação nos estágios 2, 3 e 4 ou de 

protuberância cloacal (Figura 9 - B). Este critério não esteve relacionado com a cor 

da plumagem; alguns indivíduos apresentaram a plumagem acinzentada e foram 

considerados adultos. 
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  Caracteres diagnósticos da plumagem 

 

 

 Os indivíduos de F. littoralis nascem sem plumagem (n = 2) (CHAVES et al., 

2013). Após alguns dias, adquirem os canhões de penas e a comissura labial 

amarelada. Em estágio intermediário, ainda apresentam a comissura labial 

amarelada, porém, os ninhegos machos apresentam penas negras no contorno 

(peito e cabeça) e as fêmeas apresentam plumagem acinzentada no dorso, nuca, 

píleo, testa e garganta, o peito e a barriga são creme-acinzentado, possuem 

pequena linha superciliar e, ao contrário dos machos, não apresentam penas negras 

no contorno (peito e cabeça) (Fotos da fêmea em ALVAREZ et al., 2010). As fêmeas 

jovens possuem o bico cinza, linha superciliar esbranquiçada com ampla máscara 

negra, garganta e peito creme-acinzentado, barriga creme, dorso e rêmiges marrom 

(Figura 10 - A). A fêmea adulta possui o mesmo padrão de cor, com exceção das 

rêmiges que mudam de marrom a preto e a garganta e o peito que mudam do 

creme-acinzentado para o creme (Figura 10 - B).  

 

 

Figura 10 – Plumagem de fêmea de Formicivora littoralis. 

  

A B 

Legenda: (A) jovem com garganta e peito creme-acinzentado; (B) adulta com garganta e peito creme.  
Fonte: A autora, 2012. 
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 Os machos passam por uma transição de muda até atingir a plumagem 

diagnóstica de machos adultos. Para padronização dos dados optamos em separar 

os indivíduos machos em jovens, subadultos e adultos com base nas fases de 

transição de cor da plumagem e o status reprodutivo observado em campo. Cabe 

ressaltar que não mensuramos ninhegos.  

 

 

   Machos jovens 

 

 

 Os machos jovens foram categorizados quanto à presença de plumagem 

marrom nas partes do dorso, rêmiges ou no alto da cabeça (Figura 11 - A). Alguns 

indivíduos ainda apresentam a linha superciliar esbranquiçada (Figura 11 - B). 

 

 

Figura 11 – Machos jovens de Formicivora littoralis com plumagem marrom na 
região dorsal. 

  

A B 

Fonte: A autora, 2012. 
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   Machos subadultos  

 

 

 Os machos subadultos foram categorizados quanto à predominância de 

plumagem acinzentada no dorso e rêmiges pretas. O alto da cabeça é acinzentado 

ou marrom (Figura 12 – A e B). Alguns indivíduos ainda apresentam a linha 

superciliar esbranquiçada (Figura 10).  

 

 

Figura 12 – Machos subadultos de Formicivora littoralis com plumagem acinzentada 
na região dorsal. 

  

A B 

Fonte: A autora, 2012.   

 

 

   Machos adultos  

 

 

 O segundo critério utilizado para categorizar os machos em adultos foi a 

presença de plumagem negra no dorso e rêmiges, assim como, ausência de linha 
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superciliar. O alto da cabeça apresenta tom acinzentado ou marrom (Figura 13 – A e 

B).  

 

 

Figura 13 – Machos adultos de Formicivora littoralis com plumagem negra no dorso 
e rêmiges. 

  

A B 

Fonte: A autora, 2012. 

 

 

1.3.6 Análises estatísticas  

 

 

 A análise exploratória dos dados incluiu a média e o desvio-padrão de todas 

as medidas morfométricas e massa corporal de indivíduos adultos. Indivíduos jovens 

e subadultos foram excluídos das análises por terem suas medidas variáveis. Para 

avaliar os dados quanto a sua homocedasticidade e normalidade foram utilizados os 

testes de Levene (homogeneidade das variâncias) e de Shapiro-Wilk (normalidade 

dos dados). 

 No teste de Levene, para cada variável dependente, uma análise de variância 

é realizada sobre os valores absolutos dos desvios a partir das respectivas médias 

do grupo. Se o teste de Levene é estatisticamente significativo, a hipótese de 

variâncias homogêneas deve ser rejeitada (STATSOFT INC., 2013). No teste de 
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Shapiro-Wilk (W), se a estatística W é significativa, a hipótese de que a respectiva 

distribuição é normal deve ser rejeitada (STATSOFT INC., 2013).  

 

 

 Dimorfismo sexual de tamanho 

 

 

 O Teste paramétrico t de Student foi aplicado para avaliar as diferenças nas 

médias entre os grupos (Fêmeas e Machos) em cada área (Ilha e Continente). Em 

seguida, realizamos uma “Análise de Componentes Principais” (PCA, Principal 

Components Analysis) visto que encontramos diferenças em algumas medidas entre 

sexos para cada área. Esta análise de ordenação é usada principalmente para 

reduzir a dimensionalidade na variação dos dados, mas também permite classificar 

como as amostras se relacionam, ou seja, o quão semelhantes são segundo as 

variáveis utilizadas. A PCA consiste em promover uma transformação linear nos 

dados de modo que os dados resultantes desta transformação tenham suas 

componentes mais relevantes nas primeiras dimensões, em eixos denominados 

principais. A transformação que gera os Componentes Principais pode ser vista 

como uma operação que gera um novo conjunto de dados, os quais, não são 

correlacionados entre si. A PCA foi realizada com base nas matrizes de correlação e 

de covariância. A matriz de correlação foi calculada com base nas medidas 

morfométricas e peso, já que esta matriz assume remover o efeito da escala das 

unidades mensuradas (gramas, milimetros). Para esta análise foi selecionado o 

critério de deleção parcial (Pairwise deletion). Para a análise pela matriz de 

covariância, foi necessário retirar os dados de Peso corporal, visto que esta matriz 

requer, algebricamente, que os dados sejam medidos com as mesmas unidades. 

Para esta análise foi selecionado o critério de deleção total (Casewise deletion) 

(MCGARIGAL et al., 2000). 
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 Utilizamos a Análise Discriminante para definir os critérios que separam os 

machos das fêmeas na área da ilha e na área continental. Esta análise foi 

desenvolvida por Fisher (1936) e é utilizada para descobrir características que 

distinguem membros de um grupo dos de outro, de modo que, conhecidas as 

características de um novo indivíduo, se possa prever a que grupo pertence. 

 

 

 Diferenças morfométricas entre áreas por sexo 

 

 

 Para as análises realizadas entre as áreas amostrais foi necessário agrupar 

os dados das áreas do Forno Sul e Norte, visto que o número amostral encontrado 

foi pequeno (Tabela 2). Assim a área foi denominada como Forno e está composta 

por 10 machos e nove fêmeas. Devido à espécie apresentar dimorfismo sexual de 

tamanho, as análises entre as áreas foram separadas por sexo. Os dados 

morfométricos foram comparados entre as áreas por meio de uma Análise de 

variância multivariada (MANOVA), com teste post hoc de Bonferroni.  

 A MANOVA é uma técnica que pode ser usada para explorar 

simultaneamente as relações entre diversas variáveis independentes categóricas 

(tratamentos/não-métricas) e duas ou mais variáveis dependentes métricas. Assim, a 

MANOVA é utilizada para avaliar diferenças de grupos ao longo de múltiplas 

variáveis dependentes métricas simultaneamente (HAIR et al., 1998).  

 Para todas as análises utilizamos os programas Systat 11 e Statistica 8.0 e 

12, exceto a MANOVA que foi realizada somente no Statistica 12. As análises 

seguiram Zar (1984).  
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1.4 Resultados 

1.4.1 Identificação do sexo pela técnica molecular  

 

 A identificação do sexo pela técnica molecular foi realizada em 76 amostras 

de DNA. Destas quatro eram referentes a indivíduos com plumagem de fêmea-

jovem, 44 de fêmea-adulta, oito de macho-jovem, 18 de macho subadulto e duas de 

macho-adulto (utilizados como controle positivo). Todos os indivíduos com 

plumagem de fêmea e de macho foram confirmados pela presença de duas bandas 

(ZW) ou uma (Z) no gel de poliacrilamida, respectivamente (Figura 14). O uso do 

marcador de peso molecular evidenciou um padrão de tamanho dos fragmentos de 

400 pb (pares de base) para o gene CHD-Z e 450 pb para o CHD-W. Estes primers 

(P2 e P8) não haviam sido testados em Formicivora littoralis. 

 

Figura 14 - Gel de poliacrilamida a 10%, corado com solução de nitrato de prata, 
para análise da amplificação por Reação em Cadeia da Polimerase /PCR 
dos genes CHD-Z/CHD-W de Formicivora littoralis, sendo duas bandas 
para as fêmeas e uma para os machos.   

 

Legenda: “DNA Ladder” marcador de peso molecular de 100 pb com o tamanho, em pares de base, 
de alguns fragmentos; (1) Controle positivo, Macho; (2 a 11) Indivíduos analisados, Fêmeas; 
(12) Controle negativo da reação. 
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1.4.2 Análises morfométricas  

 

 

 Os dados morfométricos e de peso corporal foram obtidos de 114 indivíduos 

amostrados nas cinco localidades de estudo. Destes indivíduos, 54 possuíam 

plumagem de fêmea e 60 de macho. As análises estatísticas foram realizadas para 

68 indivíduos adultos (N estatístico), incluindo 38 machos e 30 fêmeas (Tabela 2).  

 

   

Tabela 2 - Número de indivíduos de Formicivora littoralis amostrados na Ilha de 
Cabo Frio e em quatro localidades no continente adjacente de Arraial do 
Cabo e Cabo Frio - RJ.  

Local 
N 

Total 
Macho Fêmea 

N 

Estatístico 

Macho 

adulto 

Fêmea 

adulta 

Ilha de Cabo Frio 41 19 22 19 10 9 

Praia do Forno Sul 16 10 6 9 5 4 

Praia do Forno Norte 15 7 8 10 5 5 

Pontal do Atalaia 21 11 10 18 10 8 

Praia das Conchas 21 13 8 12 8 4 

Total 114 60 54 68 38 30 

Legenda: N = número de indivíduos; N Estatístico = número de indivíduos estatisticamente 
analisados. 

 

 

1.4.2.1 Dimorfismo sexual de tamanho no continente  

 

 

 Das doze variáveis morfométricas mensuradas, cinco diferiram 

estatísticamente entre machos e fêmeas no continente: comprimento total, asa, 

cauda, altura distal da narina e HB. Todas estas medidas foram maiores para os 
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machos. A medida da asa foi o parâmetro que apresentou maior diferença entre os 

sexos (p = 0,000006), seguido da cauda (p = 0,000036)  (Tabela 3; Figura 15).   

 

 

Tabela 3 – Média ( ) e desvio padrão (DP) obtidos no teste t de Student e 
respectivas probabilidades (p e t) das variáveis morfométricas (mm) e 
massa corporal (g) de fêmeas e machos adultos de Formicivora littoralis 
no continente, Arraial do Cabo e Cabo Frio, RJ. 

Variáveis morfométricas (mm) e 
peso (g) 

Fêmea 

(n = 21) 

  ± DP 

Macho 

(n = 28) 

  ± DP 

p T 

Comprimento total 125,7 ± 4,2 128,3 ± 4,5 0,04 -2,0 

Comprimento da asa 51,5 ± 1,4 54,0 ± 1,8 0,000006 -5,0 

Comprimento da cauda 53,4 ± 2,1 56,2 ± 2,1 0,000036 -4,5 

Comprimento do tarso 21,4 ± 0,6 21,7 ± 0,4 0,06 -1,8 

Comprimento do cúlmen exposto 14,9 ± 0,5 14,9 ± 0,9 0,90 -0,0 

Narina-ponta distal 9,1 ± 0,3 9,3 ± 0,3 0,07 -1,8 

Altura distal da narina 3,1 ± 0,1* 3,2 ± 0,1* 0,01 -2,5 

Largura distal da narina 3,1 ± 0,2 3,2 ± 0,2 0,11 -1,6 

Altura da base do bico 4,7 ± 0,4 4,8 ± 0,2* 0,15 -1,4 

Largura da base do bico  6,9 ± 0,5 7,1 ± 0,5 0,25 -1,1 

HB 33,6 ± 0,9 34,4 ± 0,8 0,004 -2,9 

Peso 13,7 ± 1,66* 13,8 ± 1,2 0,70 -0,2 

Legenda: p em negrito indica diferença significativa (p < 0,05). HB = distância da cabeça até a ponta 
do bico (Head and Bill). n = número amostral. O número amostral variou nas *Fêmeas, onde 
altura distal da narina e peso n = 20 indivíduos, e nos *Machos, onde altura distal da narina 
n = 27 e altura da base do bico n = 26. 
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Figura 15 – Gráficos com as variáveis significativas (p < 0,05) no teste t de Student para fêmeas e machos adultos de Formicivora 
littoralis no continente, Arraial do Cabo e Cabo Frio, RJ. 
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 A análise de PCA, baseada na matriz de correlação (R), indicou que os eixos 

1 e 2 foram responsáveis por 46% da variação observada (Tabela 4). Na Tabela 4, 

pode-se observar que os primeiros fatores possuem autovalores, que correspondem 

a 3,23% e 2,37% da variância total, explicada pelos autovalores do modelo, ou seja, 

explicam juntos 46% das variações das medidas originais. As variáveis que mais 

contribuíram para a variação encontrada no eixo 1 foram asa (-0,77), cauda (-0,68) e 

comprimento total (-0,65) enquanto que cúlmen (-0,76), narina-ponta distal (-0,74) e 

HB (-0,71) foram as que mais contribuíram com o eixo 2 (Figura 16 – A e B).  

 

 

Tabela 4 - Autovalores da matriz de correlação e percentual da variância total e 
variância acumulada, das variáveis morfométricas e peso obtidas em 
fêmeas e machos adultos de Formicivora littoralis no continente, Arraial 
do Cabo e Cabo Frio, RJ. 

Número de 
componentes 

Autovalores da matriz de correlação 
Extração dos componentes principais 

Autovalores 
% da variância 

explicada 
Autovalores 
acumulados 

% da 
variância 
explicada 

acumulada 

1 3,23 26,92 3,23 26,92 

2 2,37 19,83 5,61 46,75 

3 1,39 11,59 7,00 58,35 

4 1,08 9,04 8,08 67,39 

5 1,00 8,34 9,08 75,74 

6 0,68 5,71 9,77 81,45 

7 0,59 4,97 10,37 86,43 

8 0,51 4,27 10,88 90,71 

9 0,42 3,53 11,30 94,24 

10 0,30 2,52 11,61 96,76 

11 0,22 1,84 11,83 98,61 

12 0,16 1,38 12,00 100,00 
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 A PCA, baseada na matriz de covariância (∑), indicou que os eixos 1 e 2 

foram responsáveis por 88% da variação observada (Tabela 5). Na Tabela 5, pode-

se observar que os primeiros fatores possuem autovalores, que correspondem a 

26,39% e 5,44% da variância total, explicada pelos autovalores do modelo, ou seja, 

explicam juntos 88% das variações das medidas originais. As variáveis que mais 

contribuíram para a variação encontrada foram comprimento total (-4,59), cauda (-

1,78) e asa (-1,40) (Figura 16 – C e D). Na Figura 16, observa-se a distribuição da 

nuvem de pontos em A e C e a nuvem de variáveis em B e D. 

 

 

Tabela 5 – Autovalores da matriz de covariância e percentual da Variância total e 
variância acumulada, das variáveis morfométricas obtidas em fêmeas e 
machos adultos de Formicivora littoralis no continente, Arraial do Cabo e 
Cabo Frio, RJ. 

Número de 
componentes 

Autovalores da matriz de covariância 
Extração dos componentes principais 

Autovalores 
% da 

variância 
explicada 

Autovalores 
acumulados 

% da variância 
explicada 

acumulada 

1 26,39 73,32 26,39 73,32 

2 5,44 15,12 31,83 88,44 

3 1,72 4,79 33,56 93,23 

4 1,38 3,85 34,94 97,09 

5 0,38 1,06 35,33 98,15 

6 0,27 0,77 35,61 98,93 

7 0,19 0,54 35,80 99,47 

8 0,09 0,25 35,89 99,73 

9 0,04 0,13 35,94 99,86 

10 0,03 0,09 35,98 99,96 

11 0,01 0,03 35,99 100,00 

 

 

A Análise Discriminante mostrou que 100% dos machos (n = 28) e 89% das 

fêmeas (n = 17 de 21) foram categorizados corretamente (AD Wilk‟s lambda = 0,3; F 

= 12,32 e p < 0,0001) no continente. Foram encontradas diferenças morfométricas 
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significativas, por meio das análises das funções canônicas discriminantes, entre 

fêmeas e machos para os caracteres cauda (F = 4,5; p = 0,04), cúlmen exposto (F = 

7,4; p = 0,01) e HB (F = 13,1; p = 0,0009) (n = 45).  

 

 

Figura 16 – Gráficos Scatterplot do primeiro em relação ao segundo componente 
principal de uma Análise de Componentes Principais das variáveis 
morfométricas de Formicivora littoralis no continente, Arraial do Cabo e 
Cabo Frio, RJ. 

  

A B 

  

C D 

Legenda: (A) e (B) = Matriz de correlação; (C) e (D) = Matriz de covariância. 
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1.4.2.2 Dimorfismo sexual de tamanho na Ilha de Cabo Frio 

 

 

 Das doze variáveis morfométricas obtidas, nenhuma diferiu estatísticamente 

entre machos e fêmeas na Ilha (Tabela 6).  

 

 

Tabela 6 – Média ( ) e desvio padrão (DP) obtidos no teste t de Student e 
respectivas probabilidades (p e t) das variáveis morfométricas (mm) e 
peso (g) de fêmeas e machos adultos de Formicivora littoralis na Ilha de 
Cabo Frio, Arraial do Cabo, RJ. 

Variáveis morfométricas (mm) e 
massa corporal (g) 

Fêmea 

(n = 9) 

  ± DP 

Macho 

(n = 10) 

  ± DP 

P t 

Comprimento total 133,1 ± 3,9 136,1 ± 6,7* 0,20 -1,1 

Comprimento da asa 52,4 ± 2,2 53,9 ± 2,3 0,10 -1,3 

Comprimento da cauda 54,3 ± 3,1 54,6 ± 4,3* 0,80 -0,1 

Comprimento do tarso 21,6 ± 0,8 21,5 ± 0,6 0,60 0,4 

Comprimento do cúlmen exposto 14,7 ± 0,8 15,1 ± 0,8 0,30 -1,0 

Narina-ponta distal 9,1 ± 0,4 9,5 ± 0,4 0,07 -1,8 

Altura distal da narina 3,3 ± 0,2 3,4 ± 0,0 0,20 -1,3 

Largura distal da narina 3,5 ± 0,2 3,7 ± 0,2 0,07 -1,8 

Altura da base do bico 4,9 ± 0,4 5,0 ± 0,2 0,60 -0,4 

Largura da base do bico 7,2 ± 0,8 7,5 ± 0,6 0,30 -0,9 

HB 34,0 ± 1,0 34,3 ± 0,9 0,40 -0,7 

Peso 14,5 ± 1,3 14,7 ± 0,9 0,70 -0,2 

Legenda: p em negrito indica diferença estatística significativa (p < 0.05). HB = distância da cabeça 
até a ponta do bico (Head and Bill). n = número amostral. *comprimento total e cauda com n 

= 9 para machos. 
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 A PCA, baseada na matriz de correlação (R), indicou que os eixos 1 e 2 foram 

responsáveis por 55% da variação observada. Na Tabela 7, pode-se observar que 

os primeiros fatores possuem autovalores que correspondem a 4,28% e 2,32% da 

variância total, explicada pelos autovalores do modelo, ou seja, explicam juntos 55% 

das variações das medidas originais. As variáveis que mais contribuíram para a 

variação encontrada no eixo 1 foram HB (0,87), largura da base do bico (-0,83) e asa 

(0,78) enquanto que narina-ponta distal (-0,81), largura distal da narina (-0,72) e 

peso (-0,61) estiveram associados com o eixo 2.  

  

 

Tabela 7 - Autovalores da matriz de correlação e percentual da variância total e 
variância acumulada, das variáveis morfométricas e peso obtidas em 
fêmeas e machos adultos de Formicivora littoralis na Ilha de Cabo Frio, 
Arraial do Cabo, RJ. 

Número de 
componentes 

Autovalores da matriz de correlação 
Extração dos componentes principais 

Autovalores 
% da variância 

explicada 
Autovalores 
acumulados 

% da 
variância 
explicada 

acumulada 

1 4,28 35,68 4,28 35,68 

2 2,32 19,35 6,60 55,04 

3 1,40 11,68 8,00 66,72 

4 1,14 9,55 9,15 76,27 

5 0,92 7,74 10,08 84,02 

6 0,65 5,47 10,73 89,49 

7 0,46 3,84 11,20 93,34 

8 0,40 3,35 11,60 96,69 

9 0,17 1,44 11,77 98,14 

10 0,12 1,00 11,89 99,14 

 

 

 A PCA, baseada na matriz de covariância, indicou que os eixos 1 e 2 foram 

responsáveis por 92% da variação observada. Na Tabela 8, pode-se observar que 

os primeiros fatores possuem autovalores que correspondem a 31,65% e 18,13% da 
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variância total, explicada pelos autovalores do modelo, ou seja, explicam juntos 92% 

das variações das medidas originais. As variáveis que mais contribuíram para a 

variação encontrada foram comprimento total (-5,56), cauda (-3,57), asa (-1,99) e HB 

(-0,70). Na Figura 17, observa-se a distribuição da nuvem de pontos em A e C e a 

nuvem de variáveis em B e D. 

 

 

Tabela 8 - Autovalores da matriz de covariância e percentual da Variância total e 
variância acumulada, das variáveis morfométricas mensuradas em 
fêmeas e machos adultos de Formicivora littoralis na Ilha de Cabo Frio, 
Arraial do Cabo, RJ. 

Número de 
componentes 

Autovalores da matriz de covariância 
Extração dos componentes principais 

Autovalores 
% da 

variância 
explicada 

Autovalores 
acumulados 

% da 
variância 
explicada 

acumulada 

1 31,65 58,49 31,65 58,49 

2 18,13 33,51 49,78 92,01 

3 2,26 4,19 52,05 96,20 

4 0,98 1,81 53,03 98,02 

5 0,55 1,01 53,58 99,03 

6 0,18 0,34 53,77 99,38 

7 0,14 0,27 53,92 99,65 

8 0,11 0,21 54,04 99,87 

9 0,03 0,06 54,07 99,94 

10 0,02 0,04 54,10 99,98 

11 0,00 0,01 54,10 100,00 

 

 

 A Análise Discriminante mostrou que 100% dos machos (n = 10) e 88% das 

fêmeas (n = 8) foram categorizados corretamente (AD Wilk‟s lambda = 0,2; F = 12,5 

e p < 0,4). Não foram encontradas diferenças morfométricas significativas, por meio 

das análises das funções canônicas discriminantes, entre fêmeas e machos na Ilha.  
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Figura 17 – Gráficos Scatterplot do primeiro em relação ao segundo componente 
principal de uma Análise de Componentes Principais das variáveis 
morfométricas de Formicivora littoralis na Ilha de Cabo Frio, Arraial do 
Cabo – RJ.  

  

A B 

 
 

C D 

Legenda: (A) e (B) = Matriz de correlação; (C) e (D) = Matriz de covariância. 
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1.4.2.3 Diferenças morfométricas entre áreas – Ilha, Atalaia, Forno, Conchas 

 Machos 

 

 

 A MANOVA mostrou existir diferenças significativas nas medidas 

morfométricas dos machos entre as áreas amostradas, de forma geral (F = 3,03; p = 

0,00007). 

 A medida da altura distal da narina diferiu entre todas as áreas do continente 

comparadas com a Ilha, sendo mais significativa entre a Ilha de Cabo Frio e o Pontal 

do Atalaia (p = 0,00008), seguido de Ilha de Cabo Frio e Praia das Conchas (p = 

0,033) e Ilha de Cabo Frio e Praia do Forno (p = 0,049) (Figura 18 - A). A largura 

distal da narina seguiu o mesmo padrão, sendo detectada a maior diferença entre a 

Ilha de Cabo Frio e o Pontal do Atalaia (p = 0,00005), seguido de Ilha de Cabo Frio e 

Praia do Forno (p = 0,019) e Ilha de Cabo Frio e Praia das Conchas (p = 0,023) 

(Figura 18 - B). O peso também diferiu entre a Ilha de Cabo Frio e a Praia das 

Conchas (p = 0,01) (Figura 18 - C), e o comprimento total entre a Ilha de Cabo Frio e 

a Praia do Forno (p = 0,024) (Figura 18 - D). 

 A medida HB diferiu entre todas as áreas do continente, sendo entre Praia 

das Conchas e Pontal do Atalaia a mais significativa (0,0001), seguido de Praia das 

Conchas e Praia do Forno (0,03) (Figura 18 - D). O cúlmen exposto diferiu entre o 

Pontal do Atalaia e a Praia das Conchas (p = 0,010) (Figura 18 - E).  
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Figura 18 – Variações das medidas morfométricas de machos de Formicivora littoralis e sua comparação entre as populações. 

   
A B C 

   
D E F 

Legenda: (A) altura distal da narina; (B) largura distal da narina; (C) peso; (D) comprimento total; (E) HB head and bill medida da parte distal da cabeça até a 

ponta do bico; (F) cúlmen exposto. As barras representam o intervalo de confiança 95%.
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Fêmeas 

 

 

 A MANOVA mostrou existir diferenças significativas nas medidas 

morfométricas das fêmeas entre as áreas amostradas (F = 2,52; p = 0,002). 

 O comprimento total diferiu significativamente entre a Ilha de Cabo Frio e o 

Pontal do Atalaia (p = 0,004) e entre a Ilha de Cabo Frio e a Praia do Forno (0,012). 

A medida de altura distal da narina diferiu entre a Ilha de Cabo Frio e o Pontal do 

Atalaia (p = 0,004) (Figura 19). 

 

 

Figura 19 - Variações das medidas morfométricas de fêmeas de Formicivora littoralis 
e sua comparação entre as populações. 

 
 

A B 

Legenda: (A) comprimento total; (B) altura distal da narina. As barras representam o intervalo de 
confiança 95%. 
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1.5 Discussão 

1.5.1 Dimorfismo sexual de tamanho 

 

 

 O dimorfismo sexual de tamanho foi registrado tanto na ilha como no 

continente, sendo em ambos os casos, encontradas medidas maiores para os 

machos. A matriz de covariância explicou 92% da variação dos dados da ilha e 88% 

do continente nos dois primeiros eixos, ao retirarmos a medida de peso das 

análises. As medidas que diferiram entre os sexos na ilha foram comprimento total 

(CT), cauda, asa e HB, enquanto que no continente foram CT, cauda e asa. A matriz 

de correlação explicou, aproximadamente, metade dos dados em ambos os locais, o 

que ampliou o número de variáveis expressas, não sendo, portanto, um bom 

indicador. Utilizando o teste t de Student, diferenças morfométricas entre os sexos 

foram detectadas apenas nos indivíduos do continente, resultado corroborado pela 

PCA (CT, asa, cauda e HB), adicionando ainda uma medida de bico (Altura distal da 

narina ADN). Estes resultados corroboram o dimorfismo sexual de tamanho 

encontrado em outra área no continente para esta espécie (CHAVES; ALVES, 

2013). Diferenças nas medidas de cauda foram significativas nas quatro áreas no 

continente, representando o parâmetro com maior diferença entre os sexos, 

seguidas da asa, que não esteve presente apenas na Análise Discriminante. A 

medida de asa também foi a que melhor separou os sexos na ilha.  

 Diversas hipóteses foram propostas para explicar as funções e evolução de 

diferenças morfológicas entre machos e fêmeas, o dimorfismo sexual. Darwin (1871, 

1874) formulou as duas principais hipóteses: a seleção sexual e a divergência 

intraespecífica de nicho (DARWIN, 1871; SHINE, 1989). A hipótese da seleção 

sexual Darwiniana (DARWIN, 1871; 1874) prediz que os machos, principalmente, 

competem entre si pelo domínio do território ou por uma posição social dominante, 

determinando assim seu acesso ao acasalamento. A segunda hipótese encontra 

suporte em causas ecológicas, onde a divergência intraespecífica na utilização do 

nicho seria uma adaptação (DARWIN, 1871; 1874), que permite ao par reprodutor o 

uso diferencial de nichos alimentares, reduzindo assim a competição entre sexos 
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(intersexual) por recursos, promovendo diferenças morfológicas entre machos e 

fêmeas (SELANDER, 1966, 1972).  

 Formicivora littoralis exibe alturas diferenciadas de forrageamento entre os 

sexos. Os machos forrageiam no estrato mais elevado enquanto as fêmeas 

forrageiam mais próximas ao solo, ambos utilizando a tática de “parar e bicar” com 

maior frequência (CHAVES, 2010; CAVALCANTI, 2013), o que corrobora a hipótese 

da divergência intraespecífica na utilização do nicho (DARWIN, 1871, 1874; 

SELANDER, 1966). No entanto, a composição da dieta não difere entre os sexos de 

F. littoralis (CHAVES; ALVES, 2013) e a obtenção de presas parece ser influenciada 

pela heterogeneidade da paisagem. Habitats com maior amplitude na variação de 

alturas de ramos complexos permitem à ave alcançar diferentes estratos na 

vegetação (CAVALCANTI, 2013), os quais favorecem a ocorrência de nichos para 

pequenos artrópodes (YANG, 2000 apud CAVALCANTI, 2013). Dentre os habitats 

de ocorrência de F. littoralis a restinga com “formação arbustiva fechada pós-praia” 

possui aspecto fechado e denso, com a presença de arbustos muito ramificados 

(ARAUJO et al., 2009). As diferenças significativas encontradas na asa e na cauda 

podem ser uma adaptação às características ambientais do habitat, onde o aspecto 

denso e de inúmeros obstáculos atua como um incremento a favor da capacidade de 

vôo. Caudas compridas auxiliam na execução de manobras (LAS-CASAS; 

AZEVEDO-JUNIOR, 2009; FARIA et al., 2007), enquanto asas longas geram um 

acréscimo na sustentação do vôo (FARIA et al., 2007).  

Com relação à hipótese da seleção sexual Darwiniana, o controle territorial 

pode favorecer na escolha de parceiro para o acasalamento (DARWIN, 1871). Foi 

observada em F. littoralis a defesa territorial por disputa vocal tanto em machos 

quanto em fêmeas e, ocasionalmente, por lutas corporais (T.C.R. observação 

pessoal). Este comportamento de defesa territorial sugere que possa ser 

selecionado um acréscimo nas medidas de comprimento total, asa e cauda 

encontradas nos machos. Estudos comparando a morfometria com a qualidade dos 

territórios são desejáveis para confirmar esta hipótese. Por exemplo, no peixe 

Gasterosteus aculeatus, o tamanho dos machos está correlacionado com a 

qualidade dos territórios. Machos maiores adquirem territórios maiores, com baixa 

complexidade estrutural e altas taxas de encontro com fêmeas. Isto sugere que os 

custos da territorialidade para os machos podem reduzir os custos da escolha de 
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acasalamento para as fêmeas, por assegurar que a escolha do melhor macho 

resultará na escolha do melhor território (CANDOLIN; VOIGT, 2001).  

Outra hipótese é atribuída aos sistemas de acasalamento (monogamia, 

poligamia) e os fatores seletivos que moldam estes sistemas. Estes fatores incluem: 

(1) a aquisição de características secundárias, que favorecem o comportamento 

agonístico e os displays (exibição) entre machos para aquisição das fêmeas e, (2) o 

desenvolvimento de plumagens extremas entre machos, que pode ser explicado 

pelo efeito cumulativo de preferência sexual exercido pelas fêmeas no momento do 

acasalamento (ORIANS, 1969). A presença de dicromatismo (dimorfismo sexual na 

cor, especialmente da plumagem) em F. littoralis sugere que os sexos estão 

submetidos a pressões seletivas diferentes, visto que em espécies monocromáticas 

estas pressões seriam anuladas (TRAIL, 1990). 

 Outra hipótese formulada sobre o dimorfismo sexual de tamanho diz respeito 

às aves que habitam ilhas. A divergência entre os sexos seria maior devido à menor 

abundância de alimentos, assim uma distinta utilização de nicho reduziria a 

competição intrasexual. A expansão do nicho também estaria relacionada com uma 

reduzida competição interespecífica resultante da ausência ou raridade de outras 

aves com necessidades ecológicas similares (SELANDER, 1966). Embora F. 

littoralis pareça apresentar na ilha comportamento similar de estratificação no 

forrageamento (T.C.R. observação pessoal) ao registrado para o continente 

(CHAVES, 2010; CAVALCANTI, 2013), os dados do presente estudo não 

encontraram um forte suporte para corroborar a hipótese de maior divergência entre 

os sexos em ilhas, possivelmente pelo baixo número amostral de adultos. Os dados 

baseados na matriz de correlação indicam uma tendência à divergência no tamanho 

da asa e em duas medidas de narina (largura da base e HB), já a matriz de 

covariância foi similar aos dados encontrados no continente (CT, cauda, asa). 

Estudos nas ilhas Galápagos mostram que as fêmeas dos tentilhões de Darwin 

possuem medidas de bico menores que os machos (LACK, 1945 apud SELANDER, 

1966). Em uma revisão sistemática de pica-paus do gênero Centurus (SELANDER; 

GILLER, 1963 apud SELANDER, 1966), notou-se que algumas espécies endêmicas 

de ilhas no Caribe (West Indies) apresentam maior grau de dimorfismo sexual nas 

dimensões do bico do que as espécies continentais do mesmo gênero ou próximas 

(SELANDER, 1966). Estudos realizados entre ilha e continente no Brasil têm 
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encontrado uma tendência de dimorfismo sexual de tamanho para o aumento das 

medidas de asa e HB na ilha, e cauda e altura do bico na base no continente em 

Conopophaga melanops (SILVA, 2011), e asa tanto na ilha quanto no continente em 

Ramphocelus bresilius, sendo maiores para os machos em relação às fêmeas 

(NOGUEIRA, 2003). 

 

 

1.5.2 Identificação do sexo 

 

 

 A identificação do sexo pela técnica molecular, usando os marcadores P2 e 

P8 (GRIFFITHS et al., 1998), mostrou-se uma ferramenta eficaz e corroborou os 

dados coletados em campo de coloração da plumagem. Estes primers não haviam 

sido testados em Formicivora littoralis. Cabe ressaltar que a identificação do sexo 

não foi testada em ninhegos, os quais apresentam plumagem distinta das demais 

categorias etárias aqui abordadas. O tamanho dos fragmentos encontrados, 400 pb 

para o gene Z e 450 pb para o W, estão de acordo com demais estudos em 

Passeriformes (GRIFFITHS et al., 1998; VIEIRA et al., 2012; JENSEN et al., 2003; 

NOGUEIRA; ALVES, 2008) e corroboram a diferença encontrada no tamanho dos 

íntrons, que pode variar, em média, de 30 a 50 pb nesta Ordem (JENSEN et al., 

2003).  

 

 

1.5.3 Diferenças morfométricas entre áreas insular e continental 

 

 

 Seguindo a “regra insular” (VAN VALEN, 1973), foi encontrada uma tendência 

para o aumento do bico (altura distal da narina, largura distal da narina) e do 
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tamanho corporal (CT e peso) na Ilha de Cabo Frio. Os machos apresentaram duas 

medidas de narina (altura distal da narina, largura distal da narina) significativamente 

diferentes entre a ilha e todas as áreas do continente. Além destas medidas, foram 

encontradas diferenças no peso e CT nos machos (Praia das Conchas e Praia do 

Forno, respectivamente) e no CT e na altura distal da narina nas fêmeas em 

algumas áreas do continente (Pontal do Atalaia e Praia do Forno, respectivamente) 

em relação à Ilha de Cabo Frio. Cúlmen exposto e HB divergiram apenas entre 

algumas áreas do continente (Pontal do Atalaia e Praia das Conchas).   

  Nas aves, há uma forte tendência para os indivíduos que habitam ilhas 

apresentarem um tamanho de bico e tarso maiores que os indivíduos do continente 

e uma fraca tendência para a asa e a cauda. Estas mudanças foram atribuídas as 

adaptações ecológicas e climáticas para habitarem ilhas. Bico maior é uma 

adaptação à variedade de alimentos disponíveis e, tarso maior pela variedade de 

poleiros. Esta diferença pode ser resultante da ausência de espécies com 

requerimentos similares, o que proporciona nichos vagos, resultando assim em 

mudanças morfológicas (GRANT, 1964, 1965). Em Mimus polyglottos, mudanças no 

tamanho do bico foram atribuídas a diferenças na dieta entre indivíduos da ilha e do 

continente, e não à amplitude do nicho, apoiada pela hipótese de Voous (1957) de 

que as aves insulares têm bico maior devido à maior variedade de tipos de alimentos 

consumidos (GRANT, 1965). Resultado similar foi obtido em populações de 

Zosterops lateralis em ilha (Heron Island, Australia; 72 km distantes da costa) e 

continente (Brisbane, Australia). Foi encontrada uma tendência para o aumento do 

tamanho corporal e do bico em ambiente insular. Os resultados encontrados para Z. 

lateralis mostram apenas um apoio parcial para a “regra insular”, visto que, ao 

contrário da hipótese de forrageamento generalista, os indivíduos residentes são 

mais especializados do que o esperado pelo acaso. Assim o forrageamento 

generalista e a liberação ecológica de nicho não são a explicação completa para o 

aumento no tamanho do corpo dessa espécie de ave (ROBINSON-WOLRATH; 

OWENS, 2003; SCOTT et al., 2003; OWENS et al., 2006). Cabe ressaltar que em F. 

littoralis, foram encontradas diferenças significativas nas medidas de asa e cauda 

entre sexos, tanto na Ilha de Cabo Frio quanto no continente, mas o mesmo não 

ocorreu entre Ilha e continente. Como exposto acima, encontramos diferenças em 

duas medidas de narina, o que corrobora Grant (1965). Estudos relacionados à dieta 
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de F. littoralis em ilhas são necessários para avaliar a correlação entre as diferenças 

morfométricas encontradas e testar as hipóteses citadas.  

 Um maior tamanho corporal (CT e peso) encontrado na Ilha de Cabo Frio 

também foi encontrado em Passeriformes que habitam ilhas brasileiras e continente. 

Em C. melanops, por exemplo, foi encontrado um aumento no CT, asa e cauda em 

machos e no CT, asa e largura da narina em fêmeas da Ilha Grande (SILVA, 2011). 

Em R. bresilius os indivíduos da Ilha Grande mostraram uma tendência a maiores 

medidas de tarso, altura da base do bico, narina-ponta e peso em comparação com 

com os do continente (NOGUEIRA, 2003). Como exposto previamente, um maior 

tamanho corporal juntamente com fatores climáticos, tem sido associado a uma 

resposta adaptativa à largura do nicho e liberação ecológica em ilhas. No entanto 

estudos recentes não apoiam esta hipótese (GRANT, 1965; ROBINSON-WOLRATH; 

OWENS, 2003; SCOTT et al., 2003; OWENS et al., 2006). Outras hipóteses 

formuladas para explicar o aumento corporal em ilhas estão relacionadas com o 

fitness (valor adaptativo) (MACARTHUR et al., 1972) e a termorregulação (BROWN; 

MAURER, 1986). Um aumento corporal pode estar relacionado com vantagens no 

fitness em populações com alta densidade, como é frequentemente o caso das 

populações de ilhas (MACARTHUR et al., 1972), onde a posição em uma hierarquia 

de dominância determina o acesso a recursos (KIKKAWA 1980; apud CLEGG et al., 

2002). A hipótese de termorregulação prediz que as aves insulares, quando 

liberadas de restrições impostas pela competição e predação, são capazes de se 

adaptar de forma mais adequada às suas necessidades de termorregulação, como 

maior tolerância térmica e uma maior eficiência energética (BROWN; MAURER 1986 

apud CLEGG et al., 2002). 
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1.6 Considerações Finais  

 

 

 Os padrões morfométricos observados na Ilha de Cabo Frio corroboram a 

hipótese sobre a “regra insular”, com tendência para o aumento do bico e do 

tamanho corporal, para ambos os sexos. Estudos relacionados à dieta de 

Formicivora littoralis em ilhas são necessários para avaliar a correlação entre as 

diferenças morfométricas encontradas e testar hipóteses. Comparações de como as 

populações insulares e continentais diferem em relação à ecologia, comportamento 

e fisiologia poderão elucidar o porquê da ocorrência destas medidas maiores em 

ilhas comparativamente a áreas continentais. Estas informações ajudarão a 

determinar se e como o maior tamanho corporal pode conferir maior aptidão em F. 

littoralis na Ilha de Cabo Frio. 
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2. ANÁLISE DA ESTRUTURA GENÉTICA DE Formicivora littoralis EM 

POPULAÇÕES DE ILHA E CONTINENTE ADJACENTE, UTILIZANDO 

MARCADORES MICROSSATÉLITES 

2.1 Referencial Teórico 

2.1.1 Importância da genética como ferramenta em estudos ecológicos 

 

 

 Desde a publicação de A origem das espécies por Charles Darwin em 1859, o 

homem busca compreender qual a origem das semelhanças encontradas entre os 

seres vivos, explicada pelo ancestral comum, e como esta evolução ocorreu para a 

diversificação das linhagens de espécies, explicada pela descendência com 

modificação (MAYR, 1964). A seleção natural, como mecanismo da evolução 

adaptativa, foi aceita apenas após a redescoberta dos estudos de Mendel em 1900, 

levando aos avanços da genética de populações, assim como, sua combinação foi 

usada para explicar a evolução gradual, a especiação e a macroevolução 

(FREEMAN; HERRON, 2009). A Síntese Moderna da Teoria da Evolução, ou seja, a 

releitura dos postulados de Darwin sob o enfoque genético surgiu na segunda 

década do século XX (FISHER, 1930; HALDANE, 1932; WRIGHT, 1931; 

DOBZHANSKY, 1937; FORD, 1964; MAYR, 1942; HUXLEY, 1942; SIMPSON, 1944; 

STEBBINS, 1950). Esta Síntese postula que os indivíduos são variáveis devido às 

mutações, que criam novos alelos, e à segregação e à distribuição independente, 

que embaralham os alelos em novas combinações. São duas as proposições 

fundamentadas pela Síntese Moderna: a primeira argumenta que a evolução gradual 

resulta de pequenas modificações genéticas que atuam por influência da seleção 

natural, enquanto a segunda argumenta que a origem das espécies e dos táxons 

superiores (macroevolução), pode ser explicada sob o aspecto da seleção natural 

que atua nos indivíduos (microevolução) (FREEMAN; HERRON, 2009). Atualmente, 

as causas da Evolução podem ser explicadas, além da seleção natural, por 

mutação, migração e deriva genética alterando as frequências dos alelos nas 

populações (FREEMAN; HERRON, 2009). 
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 Todos os marcadores genéticos refletem as diferenças nas sequências do 

DNA e a sua escolha deve ser baseada na hipótese abordada. Os marcadores 

genéticos mais úteis na abordagem da biologia de populações incluem os SCN 

(Cópia nuclear simples), os íntrons (amplificam regiões nucleares específicas), as 

isoenzimas (eletroforese de proteínas), e as sequências de DNA mitocondrial ou 

nuclear, incluindo os microssatélites (SUNNUCKS, 2000). O uso dos microssatélites 

na genética da conservação tem aumentado nos últimos anos em detrimento das 

aloenzimas e AFLP (Polimorfismos de comprimento de fragmentos amplificados) 

(OUBORG et al., 2010), assim como, o uso de SNP (Polimorfismo de 

nucleotídeo único), estão se tornando cada vez mais comuns devido ao avanço nas 

plataformas de Sequenciamento de Nova Geração (NGS) (ALLENDORF et al., 

2013). 

 

 

2.1.2 Marcadores Microssatélites 

 

 

 O genoma da maioria das células eucarióticas é constituído de DNA 

mitocondrial e nuclear. O DNA nuclear representa a maior parte da informação 

genética. Esta informação se divide em DNA não repetitivo (genes estruturais 

codificantes e suas sequências) e uma fração significativa de sequências de DNA 

repetitivo (extragênico) sem função codificadora. Estas sequências podem ser 

moderadamente repetitivas (famílias multigênicas, genes funcionais) ou altamente 

repetitivas apresentando-se lado a lado in tandem (não-codificadora; DNA satélite, 

minissatélites e microssatélites) ou dispersas no genoma (elementos transponíveis) 

(PINTO et al., 2001; BORGES-OSÓRIO; ROBINSON, 2013).  

 Descobertos em 1980, os microssatélites ou STR são sequências de um a 

seis nucleotídeos repetidos em tandem. São marcadores nucleares de 

hereditariedade mendeliana, codominantes e representam regiões instáveis do 

genoma, que estão sob alterações mutacionais a taxas elevadas. É por esta razão 
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que são altamente polimórficos, multialélicos e com alta heterozigosidade esperada 

(SUNNUCKS, 2000; PINTO et al., 2001; SELKOE; TOONEN, 2006). Os 

microssatélites estão entre os tipos mais variáveis de marcadores de sequência do 

DNA no genoma. Diferentemente dos marcadores de sequência de DNA, os 

polimorfismos derivam principalmente da variabilidade no comprimento (entre 5 e 40 

repetições), ao invés da sequência primária. Por ser um marcador neutro, ocorre em 

regiões não-codificantes, o grau de polimorfismo é proporcional à taxa de mutação 

subjacente, sendo utilizado em estudos de divergência populacional e fluxo gênico 

entre populações (ELLEGREN, 2004; SELKOE; TOONEN, 2006). Os loci de 

microssatélites possuem abrangência taxonômica moderada (SUNNUCKS, 2000; 

PINTO et al., 2001; SELKOE; TOONEN, 2006), pois as regiões flanqueadoras 

apresentam-se relativamente conservadas, permitindo a sua amplificação em 

espécies relacionadas (amplificação cruzada).  

 De modo geral, a aplicabilidade dos microssatélites apresenta algumas 

limitações. Mutações na região flanqueadora podem ser a causa da ocorrência de 

alelos nulos e mutações nos microssatélites uma fonte potencial de homoplasia. 

Alelos nulos são alelos que não são amplificados na reação de PCR, devido às 

condições da reação ou mutações na região de ligação do primer. Como resultado, 

alguns heterozigotos são genotipados como homozigotos, ocasionando um déficit de 

heterozigotos. A homoplasia ocorre quando dois alelos são idênticos em sequência, 

porém, possuem histórias genealógicas distintas, isto é, não são idênticos por 

descendência. Tanto a homoplasia quanto os alelos nulos reduzem a diversidade 

alélica visível e podem inflacionar as estimativas de fluxo gênico, quando a taxa de 

mutação é alta ou o tamanho populacional é grande. No entanto, estes processos 

possuem uma taxa de viés mínimo sendo menos marcante em estudos de 

populações, nos quais o processo de evolução é mais recente, havendo mais 

influência em grupos distantes filogeneticamente; sua ocorrência não deverá 

constituir um problema, uma vez que a variabilidade encontrada nos microssatélites 

geralmente compensa a sua ocorrência (ESTOUP et al., 2002; SELKOE; TOONEN, 

2006).  
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2.1.2.2 Estudos com microssatélites em aves 

 

 

 Primers de microssatélites para aves começaram a ser desenvolvidos nos 

anos de 1990 e revolucionaram os estudos com estrutura populacional (HAIG et al., 

2011). Os primeiros loci de microssatélites foram identificados em Hirundo rustica e 

Ficedula hypoleuca (ELLEGREN, 1992) e posteriormente amplificados com sucesso 

em espécimes de museu (H. rustica e F. hypoleuca) (ELLEGREN, 1991) e espécies 

próximas (Delichon urbica e Riparia riparia) (ELLEGREN, 1992).  

 No Brasil, os estudos com microssatélites em aves começaram a ser 

publicados em 2004 (FRANCISCO et al., 2004; ROCHA et al., 2004; CARVALHO et 

al., 2006; FARIA; MIYAKI, 2006; NONES et al., 2006; FARIA et al., 2007; 

FRANSCISCO et al., 2007; LOPES et al., 2007; MIÑO; DEL LAMA, 2007; BANHOS 

et al., 2008; FARIA et al., 2008; LEITE et al., 2008; FRANCISCO et al., 2009; MIÑO; 

DEL LAMA, 2009; MIÑO et al., 2009; CORRÊA et al., 2010; GONÇALVES et al., 

2010; ROSÁRIO et al., 2010; VILAÇA; SANTOS, 2010; LIMA et al., 2011; MIÑO et 

al., 2011; LIMA et al., 2012; SANTOS et al., 2012; DE CASTRO et al., 2013; LOPES 

et al., 2013; PRESTI et al., 2013). Dezoito estudos abordaram a genética 

populacional, dentre estes sete utilizaram marcadores heterólogos (FARIA; MIYAKI, 

2006; LOPES et al., 2007; MIÑO; DEL LAMA, 2007; GONÇALVES et al., 2010; 

VILAÇA; SANTOS, 2010; LIMA et al., 2011; MIÑO et al., 2011).  

 O desenvolvimento destes marcadores tem sido direcionado para atingir uma 

ampla gama de espécies (PRIMER et al., 1996; DAWSON et al., 2010), 

economizando tempo e recursos (SELKOE; TOONEN, 2006). Tanto a amplificação 

cruzada entre espécies (cross-species amplification), quanto o polimorfismo cruzado 

(cross-species polymorphism) tem sido utilizado com sucesso em estudos com aves 

(PRIMMER et al., 1996; DAWSON et al., 2010; ENGLER et al., 2014). No entanto, 

quando a distância entre as espécies é elevada, faz-se necessário testar um grande 

número de marcadores para identificar um número suficiente de loci para o estudo 

de uma população (SALMONA et al., 2010; ENGLER et al., 2014).  
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2.1.3 Genética populacional 

 

 

 A base central da genética populacional está focada em responder que 

fatores causam as mudanças evolutivas. Por evolução, do ponto de vista genético, 

entende-se a “mudança ao longo do tempo na frequência de alelos ou combinações 

de alelos em um pool gênico”. A unidade de medida evolutiva, então, seria a 

transição entre duas gerações consecutivas em estágios comparáveis. Com o 

estudo da frequência de alelos ou combinações alélicas entre a geração parental 

versus descendentes podemos inferir se a evolução ocorreu ou não. Um modelo 

simples baseado em populações locais isoladas, provê insights que podem ter 

importância histórica na aceitação da teoria neo-darwinista e aplicação em 

problemas genéticos contemporâneos. Este modelo de evolução é chamado de 

“Modelo de Hardy-Weinberg” (TEMPLETON, 2006).  

 

 

2.1.3.1 Modelo de Hardy-Weinberg  

 

 

 O modelo de Hardy-Weinberg foi demonstrado independentemente por G.H. 

Hardy (1908) e W. Weinberg (1908). Seu enunciado é o seguinte: 

Para qualquer locus gênico, as frequências relativas dos 
genótipos, em populações de cruzamentos ao acaso 
(panmíticas), permanecem constantes, de geração a geração, 
a menos que certos fatores perturbem esse equilíbrio 
(BORGES-OSÓRIO; ROBINSON, 2013). 

 Os fatores evolutivos abordados no enunciado envolvem mutação, seleção, 

deriva genética e migração. Uma população-modelo, ou em “Equilíbrio de Hardy-

Weinberg” (EHW) deve ser constituída de organismos diplóides; com reprodução 

sexuada; com gerações não sobrepostas; ser suficientemente grande para que os 
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cruzamentos ocorram ao acaso (panmítica); ter frequência alélica igual entre os 

sexos; estar livre de ação das forças evolutivas; e constituir uma população 

mendeliana3. No entanto, as populações reais não são estáticas como as 

populações-modelo, mas dinâmicas, e as frequências dos alelos alteram-se ao longo 

das gerações. Caso permanecessem constantes, não haveria evolução. Porém, 

caso algum destes fatores evolutivos atue na população real, basta uma geração de 

cruzamentos ao acaso para que o EHW se restabeleça (BORGES-OSÓRIO; 

ROBINSON, 2013). 

Dentre as forças evolutivas destacadas por Hardy e Weinberg, a mutação é 

uma alteração aleatória produzida nas sequências de DNA de um indivíduo. Sem 

mutação, não haveria variabilidade fenotípica, nem adaptação a mudanças 

ambientais, nem evolução. As mutações gênicas são a maior fonte de novos alelos e 

origem das variações genéticas intrapopulacionais (KLUG et al., 2010), o que 

favorece a divergência entre populações. É devido às mutações neutras, que uma 

quantidade calculável de polimorfismo irá existir em uma população (RIDLEY, 2006). 

Por conseguinte, algumas mutações podem ser vantajosas e, por ação da seleção, 

se estabelecer na população, porém a maior parte das mutações é prejudicial 

(KLUG et al., 2010).  

 A mutação e a recombinação gênica produzem novos conjuntos de 

características para a seleção atuar. A resposta adaptativa e evolutiva dependerá 

das implicações funcionais resultantes dessa alteração. A seleção natural (ou seja, a 

variação genética hereditária com valor adaptativo diferenciado) poderá atuar de três 

modos: estabilizadora, direcional ou disruptiva. A seleção estabilizadora favorece um 

fenótipo intermediário e atua contra os extremos, tornando a variância reduzida. Já a 

seleção direcional favorece um dos fenótipos e altera a média da população ao 

longo do tempo, em resposta a uma mudança ambiental. A seleção disruptiva 

favorece dois fenótipos completamente diferentes, atuando, assim, contra os 

intermediários (KLUG et al., 2010). Porém, a maior parte das mutações ocorre na 

região extra-gênica (íntrons), ou seja, são neutras. As mutações neutras modificam o 

DNA do indivíduo, mas não seu fenótipo; assim, ao invés de serem favorecidas ou 

                                                           
3
 Uma população Mendeliana é formada por um grupo de organismos da mesma espécie que se 

reproduzem sexuadamente e residem dentro de limites geográficos definidos, permitindo o 
entrecruzamento (BORGES-OSÓRIO & ROBINSON, 2013). 
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eliminadas por seleção, tais mudanças “neutras” respondem a um processo aleatório 

de deriva genética (FREEMAN; HERRON, 2009), pois seus efeitos não influenciam 

na aptidão dos indivíduos. Assim sendo, a maior parte da evolução molecular 

origina-se por deriva genética, ao invés de seleção (RIDLEY, 2006). Dessa forma 

quando procuramos diferenças entre espécies ou entre indivíduos da mesma 

espécie utilizamos estas regiões extra-gênicas, como é o caso da maioria dos 

marcadores de microssatélites (FREEMAN; HERRON, 2009).  

 Deriva genética, ou oscilação genética ao acaso, são flutuações na frequência 

dos alelos que serão representados na próxima geração, sendo melhor detectada 

em populações isoladas ou pequenas. As flutuações ocorrem quando o número de 

indivíduos reprodutores é pequeno para garantir que todos os alelos do conjunto 

gênico da população serão repassados à próxima geração, nas frequências 

existentes (KLUG et al., 2010). Assim, cada população pode seguir uma trajetória 

evolutiva exclusiva (FREEMAN; HERRON, 2009). Por se tratar de um processo ao 

acaso, a probabilidade de fixação de um alelo é a mesma que sua frequência inicial, 

tanto um alelo deletério quanto um vantajoso podem ser fixados na população, não 

tendo qualquer relação com seu potencial evolutivo (KLUG et al., 2010). No modelo 

de Hardy-Weinberg, a deriva resulta da violação do pressuposto do tamanho infinito 

da população (FREEMAN; HERRON, 2009). A deriva genética pode ser ocasionada 

também pelo “efeito do fundador”, ou seja, as consequências genéticas observadas 

quando uma população se origina de um número pequeno de indivíduos, ou também 

pelo “gargalo genético”; isto é, quando uma população grande sofre uma redução 

drástica e, mesmo se recuperando, sua diversidade genética fica reduzida. Uma 

consequência da deriva genética é a perda da variabilidade genética em populações 

isoladas e com pequeno tamanho efetivo, ocasionando um excesso de homozigotos, 

sendo assim, uma ameaça à sobrevivência em longo prazo (KLUG et al., 2010).  

 A elevada frequência de homozigotos em populações pequenas pode 

também estar relacionada ao endocruzamento (inbreeding); isto é, o acasalamento 

entre parentes biológicos (TEMPLETON, 2006). Assim como a deriva, o 

endocruzamento acaba levando a homozigose completa da população, isto é, pode 

fixar um alelo não-deletério ou aumentar as chances de um indivíduo ser homozigoto 

para um alelo deletério (GRIFFITHS et al., 2008; KLUG et al., 2010).  



72 
 

 
 

 Outra possível causa do desvio de Hardy-Weinberg é o “efeito Wahlund”, ou 

seja, a redução global na heterozigosidade ocasionada pela subdivisão 

populacional. Quando uma população é subdividida em grupos, cada subpopulação 

irá evoluir em certa amplitude de forma independente, assim, suas frequências 

gênicas irão distinguir-se (RIDLEY, 2006). Teoricamente, para que ocorra o efeito 

Wahlund, temos que assumir que existe uma grande população e que esta é 

composta de subpopulações (demes) que não geram híbridos (interbreed) e, 

também não há seleção entre elas (STAUB, 1994). Este fenômeno ocorrerá quando 

uma área é amostrada como um todo e, consequentemente, agrupam-se as 

subpopulações que possuem frequências distintas, mas estão em EHW, e como 

resultado encontra-se que a população global está em desequilíbrio de HW (LOWE 

et al., 2004).  

 A migração ou fluxo gênico é a transferência de alelos do conjunto gênico de 

uma população para o conjunto gênico de outra (FREEMAN; HERRON, 2009; 

PERRIN, 2009). Como consequência genética, o principal efeito da migração é a 

homogeneização de pools gênicos entre populações. Essa consequência pode ser 

tanto positiva quanto negativa. O lado positivo consiste em resgatar a diversidade de 

populações isoladas que poderiam estar sofrendo mutações deletérias ou perda de 

variabilidade genética, pondo em risco seu potencial evolutivo. O lado negativo é 

referente à carga de migração. Esta carga pode resultar na ruptura de adaptações 

locais ou também resultar na ruptura de complexos gênicos coadaptados (depressão 

exogâmica), devido a uma divergência genética entre populações anteriormente 

isoladas (PERRIN, 2009). Os métodos genéticos para medir a migração podem ser 

classificados entre aqueles que medem fluxo gênico passado e os que medem a 

migração atual (ALLENDORF, 2007; PERRIN, 2009). Segundo Wright (1951), 

quando um ou mais indivíduos migram ao longo de várias gerações, a divergência 

entre populações por deriva é impedida. 

 Como mencionado previamente, a variabilidade genética entre populações é 

resultado do balanço entre mutação e seleção natural e entre deriva genética e fluxo 

gênico (RIDLEY, 2006; ALLENDORF, 2007). Em populações pequenas, a gestão da 

variabilidade genética tem sido sugerida por geneticistas da conservação, em 

conservar pelo menos de 90 a 95% da heterozigosidade ao longo de 100-200 anos, 

para assim manter uma População Mínima Viável (SOULÉ et al., 1986; 
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ALLENDORF; RYMAN, 2002). Para estimar esta variabilidade alguns parâmetros 

têm sido usados, como: a frequência alélica, o número de alelos por locus, a 

porcentagem de loci polimórficos, as heterozigosidades observada e esperada 

conforme o EHW, o índice de fixação de Wright (1958), e o fluxo gênico (Nm) (TARR 

et al., 1998; ELLEGREN et al., 1999; KARK et al., 1999; MCDONALD, 2003; 

FRANCISCO et al., 2006; CHAVARRÍA-PIZARRO et al., 2010). 

 

 

2.1.3.2 Estatísticas F de Wright  

 

 

 Um dos métodos mais antigos e amplamente utilizados para estimar a 

diversidade genética entre populações é a estatística F de Wright (WRIGHT, 1931, 

1951), que é uma medida do déficit de heterozigotos da população real em relação 

às proporções esperadas sob o EHW, onde F = 1 – (HO / HE), sendo HO a 

heterozigosidade observada e HE a heterozigosidade esperada O valor de F é 

também chamado de coeficiente de endogamia e é utilizado para descrever a 

distribuição da variação genética dentro de uma espécie. Os coeficientes de 

endogamia são o FIS, FST e o FIT. O FIS é a medida do desvio das proporções de HW 

dentro das populações: FIS = 1 – (HO / HS), onde HS é a heterozigosidade média 

esperada entre todas as populações. O FST é a medida da divergência na frequência 

alélica entre populações: FST = 1 – (HS / HT), onde HT é a proporção de heterozigotos 

utilizando as frequências alélicas médias entre todas as populações. O FST aumenta 

a cada geração em que duas populações permanecem isoladas. O FIT é a medida 

do desvio geral das proporções de HW na população inteira: FIT = 1 – (HO / HT) ou FIT 

= FIS + FST - (FIS) (FST) (ALLENDORF, 2007). 
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2.1.3.3 Modelos de estrutura populacional e fluxo gênico 

 

 

 A estrutura populacional de uma espécie, isto é, o conjunto de suas 

características genéticas e demográficas, é resultado de ações e interações de uma 

série de mecanismos evolutivos e ecológicos. Estes mecanismos incluem densidade 

populacional, variabilidade morfológica, sistema reprodutivo, seleção, adaptação ao 

meio, fluxo gênico e deriva genética (MARTINS, 1987). A constatação da existência 

de estruturação gênica nas populações naturais e a estimativa do fluxo gênico entre 

as subpopulações podem ser feitas a partir da variância das frequências gênicas 

entre localidades diferentes (FST, WRIGHT, 1978) ou pela perda de heterozigosidade 

das subpopulações em relação à heterozigosidade total (GST, NEI, 1973) (SOLÉ-

CAVA, 2001, 2012). A Análise de Variância Molecular (AMOVA, EXCOFFIER; 

SMOUSE, 1994) é uma técnica mais abrangente e pode ser usada com diversos 

tipos de marcadores (ao contrário do FST e GST que se aplicam a marcadores co-

dominantes). A interpretação dos valores destas três análises é semelhante, onde, 

valores não-significativos significam que a hipótese nula da panmixia (FST, GST, ou 

ɸST = 0) não pode ser rejeitada. Os coeficientes de coancestralidade de Cockerham 

(COCKERHAM, 1969), fornecem a distribuição da variabilidade genética em 

diversos níveis hierárquicos. Eles são obtidos a partir da decomposição das 

variâncias das frequências alélicas em cada nível populacional. Estes são definidos 

como a correlação entre as frequências alélicas entre indivíduos de um mesmo 

grupo (θ), a correlação entre alelos de indivíduos de diferentes grupos (F) e a 

correlação entre alelos de indivíduos dentro de populações (f) (COCKERHAM, 1969; 

1973; WEIR; COCKERHAM, 1984; WEIR, 1996).  
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2.2 Objetivos 
 

 

 Os objetivos do presente capítulo foram investigar a ocorrência de 

diferenciação genética e o seu grau de estruturação em populações de Formicivora 

littoralis amostradas em áreas de Restinga e Floresta Estacional Seca na Ilha de 

Cabo Frio e em quatro áreas no continente adjacente – Praia do Forno áreas Sul e 

Norte, Pontal do Atalaia e Praia das Conchas. 

 

 

Hipóteses a serem testadas  

 Hipótese alternativa: Há estruturação genética em F. littoralis entre ilha e 

continente.  

 Hipótese nula: Não há estruturação genética entre populações de ilha e 

continente.  

 

 Hipótese alternativa: Há estruturação genética dos indivíduos amostrados 

nas quatro localidades no continente.  

 Hipótese nula: Não há estruturação genética dos indivíduos amostrados nas 

quatro localidades no continente.  
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2.3 Material e Métodos 

2.3.1 Coleta das amostras de sangue 

 

 

 Foram amostrados 104 indivíduos de Formicivora littoralis, sendo 56 machos 

e 48 fêmeas, pertencentes a cinco localidades (Ilha de Cabo Frio, Pontal do Atalaia, 

Praias das Conchas, e Forno - áreas Sul e Norte).  

De cada indivíduo, o sangue foi extraído por meio de punção da veia tíbio-

tarsal com agulha descartável calibre 0,30x13 mm (30G1/2). Foram extraídos de 50 

a 100 μL de sangue, coletados com um tubo capilar heparinizado. Antes e após a 

extração, foi feita a assepsia do local da punção com álcool 70%. O sangue extraído 

foi imediatamente colocado em tubo do tipo eppendorf contendo 1 mL de etanol a 

100%. Os tubos no campo ficaram acondicionados a temperatura ambiente e no 

laboratório foram mantidos em geladeira (4 oC) para evitar a evaporação. 

 

 

2.3.2 Extração do DNA genômico 

 

 

 O método de extração de DNA utilizado foi o de Precipitação por Acetato de 

Amônio (NICHOLLS et al., 2000). Para a extração do DNA parte do sangue 

(aproximadamente 100 μL) foi colocada em tubo do tipo eppendorf contendo 250 μL 

de solução de digestão (tampão de lise: 20 mM EDTA, 120 mM NaCl e 50 mM Tris- 

HCL, 1% SDS, pH 8,0) e 10 μL de proteinase K (10 mg/mL). Os tubos foram 

homogeneizados no vórtex e levados ao banho-maria a 55 oC por um mínimo de 4 

horas ou 37 oC durante a noite. Após a digestão, foram adicionados 300 μL de 

solução de Acetato de Amônio 4M (pH 7,5) a cada amostra. As amostras foram 

homogeneizadas novamente em períodos regulares enquanto permaneceram por 30 

minutos em temperatura ambiente e, em seguida, foram centrifugadas (13,000 

rpm/10 minutos). O sobrenadante foi aspirado com micropipeta e transferido para 
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outro tubo plástico de 1,5 mL, estéril e identificado onde foi adicionado 1 mL de 

etanol absoluto. O tubo contendo o precipitado foi descartado. Após nova 

centrifugação (13,000 rpm/15 min) e descarte do etanol absoluto, adicionou-se 1 mL 

de etanol 70% para lavar o pellet (precipitado) e novamente o tubo foi centrifugado 

(13,000 rpm/15 min.). O etanol 70% foi descartado e os tubos foram mantidos 

abertos e invertidos sob papel-toalha, por aproximadamente 30 minutos para 

secagem. Uma vez secos, foram adicionados de 100 – 250 μL de solução tampão 

(T10E1.0 – 10 mM Tris e 0,1 mM EDTA. pH 8,0). A quantidade adicionada foi 

proporcional ao tamanho do pellet. Em seguida, os frascos foram agitados para 

deslocar o pellet que fica aderido à parede do tubo, e levados ao banho-maria (37 oC 

/ 30 min.) para completa dissolução do DNA.  

 

 

2.3.3 Quantificação do DNA  

 

 

 Após a extração, 1 μL da solução de DNA juntamente com 1 μL de Tampão 

de arrasto (Loading Dye, Blue Orange 6x) foi aplicado em gel de agarose a 0,8%, 

corado com brometo de etídio (10 mg / mL) e submetido a eletroforese (30 min a 70 

Volts / cm) para quantificação da concentração e verificação da qualidade do DNA 

extraído. Para a aferição da concentração do DNA, 1 μL de DNA de fago Lambda (λ) 

nas concentrações de 25 e 50 ng / μL foram aplicadas nos primeiros poços em cada 

fileira do gel. O resultado foi analisado por estimativa em comparação com os 

padrões, em transiluminador com luz ultra-violeta (UV) no equipamento de captura 

de imagem LPIX (LOCCUS BIOTECNOLOGIA) (Figura 20).  
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Figura 20 - Quantificação das amostras de DNA de Formicivora littoralis em gel de 
agarose 0,8% corado com brometo de etídio (10 mg / mL) visualizado em 
transiluminador com luz ultra-violeta. Da esquerda para a direita: 
Lambdas (λ) de 25 e 50 ng / μL seguido da numeração que corresponde a 
amostras de cada indivíduo. 
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 Após a quantificação, foram preparadas alíquotas do extrato na concentração 

de 10 ng / μL com água ultra-pura, ideal para o preparo da reação em cadeia da 

polimerase (Polymerase chain reaction - PCR). O extrato foi mantido em Tampão TE 

1X a - 20 oC. 

 

 

2.3.4 Análise do DNA por marcadores de microssatélites  

 

 

 Foram testados nove pares de iniciadores (Primers) que flanqueiam regiões 

de microssatélites desenvolvidos para diferentes espécies das Ordens 

Passeriformes e Galliformes. Quatro conjuntos de primers foram desenvolvidos 

originalmente para Thamnophilus cryptoleucus (AGREDA et al., 2006) e um para 

Myrmeciza exsul (BARNETT et al., 2007), que pertencem a família Thamnophilidae 

da qual também faz parte F. littoralis. Os demais primers testados foram 

desenvolvidos para espécies das Famílias Phasianidae (GIBBS et al., 1997), 

Fringillidae (PIERTNEY et al., 1998) e Silviidae (RICHARDSON et al., 2000) (Tabela 

9).  
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Tabela 9 - Características dos iniciadores (Primers) de microssatélites heterólogos testados em Formicivora littoralis.  

 

 
Primer Espécie ITA (pb) NA Ta  (°C) Motivo de repetição Sequência (5’- 3’) do Primer HO HE 

T
h
a

m
n

o
p

h
ili

d
a

e
 

A11 Thamnophilus cryptoleucus 274-306 9 59° (CW)43 
F: AAGAAAATTGTGGAGGCATGTCTGC 

R: ACCTTAGGGACTGGAGAGGCAC 
0,753 0,775 

D07 T. cryptoleucus 181-191 6 61° (CA)14 
F: GCCATGCTGGCTGCATCCTTGTG 

R: CAGAGAGTTCGGTTCTGAAGCAATG 
0,632 0,596 

D09 T. cryptoleucus 190-230 8 55° (GAGT)11 
F: ACAGTTAATGTGACTCCCCTAG 

R: CACAGGGAACTGTCAACAAGC 
0,796 0,778 

G03 T. cryptoleucus 302-370 11 60° (GGAT)10 (AGAY)3 (GGAT)11 
F: TGAAAGTGTTGTCTAAATGCTACC 

R: ATCTCTCAATCTCCCCTCAGAC 
0,889 0,848 

MyEx27 Myrmeciza exsul 262-298 9 60° (GT)3 (AT)2 (GT)20 
F: GTGAAATTCAGGGCGGGTTAGG 

R: ATATCAGGTCGGGAGGAGAGTTGG 
0,710 0,706 

F
ri
n
g

ili
d
a

e
 

LOX1 Loxia scottica 341 31 54° (CTTT)30 
F: TGATGGTAAGTCTAATGAAAGC 

R: CCACACACATTCACTCTATTG 
0,90 0,97 

S
ilv

iid
a

e
 

Ase50 Acrocephalus sechellensis 272 
1/7;1/6; 

6/3;2/3;2/2;2/2 
60° (CA)12 

F: CTGTGGAATGCTGTCTGGC 

R: ATGGACTCCCGTCTAACTTGC 
0,00 0,00 

P
h

a
s
ia

n
id

a
e
 

LEI137 Gallus gallus 138 Polimórfico 60° (RC)8 (AC)15.5 
F: ACCACACACCAGGGTTTCAT 

R: ATCCAGCCTGTAAACCGTTAGA 
- - 

LEI160 Gallus gallus 183 Polimórfico 60° (VG)12 (AG)13 
F: GCAGACAGCCGTTAATATATGCG 

R: AACCAAAACACAAGCTCTTGCA 
- - 

Legenda: Primer: ThamnoMic A11, D07, D09, G03 (AGREDA et al., 2006); MyEx37 (BARNETT et al., 2007), LEI137, LEI160 (GIBBS et al., 1997), LOX1 (PIERTNEY et al., 1998) e Ase50 (RICHARDSON et al., 2000); Espécie: Espécie 
de ave a partir das quais foram desenvolvidos; ITA: intervalo de tamanho do alelo; NA: número de alelos; Ta: temperatura de pareamento (Anelamento) do primer; HO: heterozigosidade observada; HE: heterozigosidade 
esperada. F de Forward Direto. R de Reverse Reverso. 
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2.3.4.1 Testes dos primers: Monoplex via Reação em Cadeia da Polimerase – PCR 

 

 

Os nove conjuntos de primers heterólogos foram testados usando a técnica 

de PCR para investigar a ocorrência de amplificação cruzada com F. littoralis e 

detectar possíveis polimorfismos. Cada reação monoplex continha 1 μL de cada par 

de primer (Direto e reverso, respectivamente, Forward e Reverse) (10 μM), 0,1 - 0,2 

μL de Taq polimerase (GoTaq® DNA polimerase 5 U / μL, Promega), 0,6 μL de 

MgCl2 (25 mM), 0,2 μL de dNTPs (10mM), 2μL de tampão de reação (GoTaq® Buffer 

5X, Promega), aproximadamente 20 - 30 ng de DNA e água Milli-Q para completar o 

volume final de 10 μL. 

 As condições da PCR para os primers foram:  

A) ThamnoMic (A11; D07; D09 e G03): desnaturação inicial a 94 °C por 3 min., 

seguido de 35 ciclos a 94 °C por 15 seg., X* °C por 20 seg., 72 °C por 45 

seg., e uma extensão final de 72 °C por 10 min. *(A11: 59 °C; D07: 61 °C, 

D09: 55 °C e G03: 60 °C). 

B) MyEx27: desnaturação inicial a 94 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C 

por 30 seg., 60 °C por 30 seg. e 72 °C por 30 seg., e uma extensão final de 

72 °C por 5 min. 

C) Ase50, LEI137 e LEI160: desnaturação inicial a 94 °C por 2 min., seguido de 

30 ciclos de 94 °C por 1 min., 60 °C por 30 seg., 72 °C por 30 seg. e um 

período de extensão final de 72 °C por 5 min. 

D) LOX1: desnaturação inicial a 94 ºC por 2 min., seguido de 30 ciclos de 94 °C 

por 1 min., 54 °C por 30 seg., 72 °C por 30 seg. e um período de extensão 

final de 72 °C por 5 min. 

 

 Aproximadamente 2 μL dos produtos da PCR foram separados por 

eletroforese para avaliar a qualidade e detectar possíveis polimorfismos. O tempo de 

corrida foi de 2 h 40 min à 80 volts / cm em gel de poliacrilamida a 10%. Foram 

utilizados 1 μL de Ladder (marcador de peso molecular) com 100 pb para cada gel e 

utilizados controle negativo (reações sem DNA). Para visualização das bandas, 

coramos o gel com nitrato de prata (BASSAM et al., 1991).  
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2.3.5 Sequenciamento dos loci 

 

 

 Os loci obtidos nos testes com os primers A11, D07, D09, G03, Ase50, 

LEI160 e LOX1 foram sequenciados para identificação da região amplificada. Uma 

nova PCR com os primers sem corante foi realizada. Cada reação continha 10 ng / 

μL de DNA e as condições de reação foram às mesmas descritas acima (ver PCR 

página 80). Para purificação dos fragmentos 2 μL do produto da PCR foi aplicado em 

gel de poliacrilamida 15% para corte das bandas.  

 

 

2.3.5.1 Corte das bandas de interesse 

 

 

 As bandas foram cortadas com estilete e acondicionadas em tubo do tipo 

eppendorf identificado contendo 15 μL de água deionizada. Logo após, os 

fragmentos em água foram submetidos a um choque de temperatura (10 min a 56 

°C, seguido de 2 h a 20 °C, repetindo todo o procedimento por três vezes) para 

elevar a eficiência de eluição dos amplicons presentes nos fragmentos cortados. 

 

 

2.3.5.2 PCR – Re-amplificação 

 

 

 Os fragmentos foram re-amplificados em uma nova PCR com primers sem 

corante (AB Veriti 96). Cada reação continha 2 μL (10 ng / μL) de DNA do fragmento 
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eluído e as condições de reação foram às mesmas descritas previamente (ver PCR 

página 80). O produto da PCR (3 μL) foi analisado em gel de agarose 2% corado 

com brometo de etídio 0,5% e utilizado Ladder de 50 pb (200 volts, 60 min). 

 

 

2.3.5.3 Purificação enzimática dos produtos de PCR com Exo/SAP 

 

 

 Foram utilizadas as enzimas Exonuclease I (Exo I – digere excesso de primer) 

e Fosfatase Alcalina de Camarão (SAP Shrimp Alkaline Phosphatase – degrada 

excesso de nucleotídeos não incorporados) para remoção de materiais (primers, 

dNTPs, DNA polimerase) que poderiam interferir no sequenciamento. Cada reação 

continha 2 μL de Exo / SAP e 5 μL de produto re-amplificado. As amostras foram 

submetidas à mistura e incubação a 37 °C por 15 min, seguido de inativação das 

enzimas a 80 °C por 15min (Gene Amp® PCR System 9700). 

 

 

2.3.5.4. Preparo das reações de sequenciamento  

  Purificação com Exo/SAP® 

 

 

 As reações para sequenciamento dos loci foram preparadas utilizando 2 μL 

de Big Dye (Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready reaction Mix), 2 μL de tampão 

Big Dye (Terminator v3.1 5X Sequencing Buffer), 2 μL de água nuclease free, 1 μL 

de cada primer Forward e Reverse (1 μM) e 3 μL do produto purificado Exo / SAP, 

para cada reação. Os ciclos de temperatura da PCR foram de 95 °C por 1 min 
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seguido de 25 ciclos: 95 °C por 10 s, 50 °C por 05 s, 60 °C por 4 min, 4 °C ∞ (AB 

Veriti 96 Well Thermocycler). 

 

 

  Purificação com SEPHADEX  

 

 

 Os produtos da PCR foram novamente purificados em colunas formadas por 

resina SEPHADEX® G50 (Sigma-Aldrich®) por 3 min a 6500 rpm (AB 3500 Genetic 

Analyzer). As amostras purificadas com SEPHADEX® G50 foram diluídas com 15 μL 

de Formamida Hi-DiTM (Applied Biosystems®).   

 

 

  Sequenciamento automático 

 

 

 Dos produtos obtidos pós-formamida, 10 μL foram aplicados na placa do 

sequenciador automático (ABI 3130 Genetic Analyser / Applied Biosystems®). As 

corridas foram feitas em capilares de 36 cm utilizando o polímero POP7.  

 

 

  Edição das sequências 
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 As bases nucleotídicas obtidas nos géis de eletroforese capilar foram 

analisadas no programa Sequencing Analysis 5.4 (Applied Biosystems®) ou BioEdit 

v.7.1.9 (Ibis Biosciences Inc., USA). 

 

 

2.3.6 Purificação do DNA por Fenol/Clorofórmio 

 

 

O DNA obtido via extração por acetato de amônio, continha impurezas 

visíveis na amplificação. Visando melhorar o resultado da amplificação adotamos o 

método de purificação do DNA por Fenol/Clorofórmio (SAMBROOK et al., 1989). 

Este método consiste em adicionar em uma alíquota de DNA (100 μL de DNA, mais 

400 μL de água Milli-Q), 500 μL de Fenol/Clorofórmio (1:2 partes de cada). Em 

seguida, as amostras foram homogeneizadas no vortex e centrifugadas (13,000 

rpm/5 min). O sobrenadante foi aspirado (aprox. 450 μL) e transferido para outro 

tubo de 1,5 mL identificado onde foram adicionados 1 mL de etanol 100% e 75 μL de 

NaCl (0,25 M). O tubo contendo o precipitado foi descartado. O tubo contendo a 

solução foi deixado por 60 min. a -20 oC e centrifugado em seguida (13,000 rpm/10 

min). O sobrenadante foi descartado e adicionado 200 μL de etanol 70%. Após nova 

centrifugação (13,000 rpm/5 min) o sobrenadante foi descartado. Os tubos foram 

mantidos abertos até completa secagem. Uma vez secos, foram adicionados 50 μL 

de água Milli-Q. A solução estoque foi armazenada a -20 oC. 

 

 

2.3.7 Testes dos primers marcados com fluorescência: Monoplex via PCR 

 

 

 Os primers testados foram marcados com corante fluorescente preto/NED 

(A11, LEI160 e MyEx), verde/VIC (D09, Ase50 e LOX1) e azul/6-FAM (D07, G03, 
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LEI137) (Applied Biosystems®). As reações foram amplificadas em um termociclador 

(ABI Veriti 96 Well Thermalcicle, Applied Biosystems®). As condições da PCR foram 

as mesmas descritas anteriormente (ver página 80).  

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese capilar em 

sequenciador automático ABI3500 e ABI3130 (Applied Biosystems®). Os polímeros 

utilizados foram o POP7 e o POP4 no ABI3500 e o POP7 no ABI3130. Os dados 

foram padronizados de acordo com o POP7/ABI3500. 

Cada reação continha 1 μL do produto, 8,8 μL de Formamida Hi-DiTM (Applied 

Biosystems®) e 0,2μL de Liz 500 (padrão de massa molecular de 50-500 pb 

(GeneScan), marcado com o fluorocromo LIZTM (fluorescência laranja) para detectar 

o tamanho dos fragmentos amplificados por PCR. As soluções foram preparadas em 

uma placa contendo 96 reações. Posteriormente, o produto foi desnaturado em 

termociclador a 95 °C por 5 min (GeneAmp® PCR System 9600) e mantido no gelo 

por 5 min. Antes de acondicionada no sequenciador a placa foi centrifugada por 1 

min a 13,000 rpm. Os géis foram analisados no programa GeneMapper® 4.1 e 

GeneMapper® ID-X (Applied Biosystems, Inc) para aferição do tamanho dos alelos 

amplificados.  

 

 

2.3.8 Montagem do sistema multiplex via PCR 

 

 

Utilizamos a concentração dos primers à 100 μM na montagem do sistema 

multiplex. O aperfeiçoamento na montagem incluiu testes de temperatura de 

pareamento dos primers (60 °C, 59 °C, 58 °C, 56 °C, 54 °C), concentração de cada 

primer (de 1,0 μM à 0,15 μM), um teste Touchdown (que variou de 61 °C a 54 °C na 

fase de pareamento) e também o teste de três Kits para PCR (Kit Promega; Kit 

Biotec e Kit QIAGEN) com todos os primers. 

As condições das reações variaram conforme o Kit e o primer (APÊNDICE). 
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2.3.9 Padronização das reações 

 

 

Entre os três kits testados o que melhor se ajustou as condições para 

montagem do multiplex (que inclui integridade do DNA, temperaturas de pareamento 

e eliminação de stutters) foi o Kit QIAGEN (2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix), 

optamos por utilizá-lo na padronização das reações subsequentes (Figuras 21, 22, 

23).  

As condições de amplificação que otimizaram os resultados foram: 

desnaturação inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 30 seg, 58 

°C por 30 seg, 72 °C por 40 seg, e uma extensão final de 72 °C por 30 min. 

 Optamos por montar dois conjuntos de primers, um com os primers Ase50, 

LEI160, A11 e G03 (ALAG), e o outro com os primers MyEx27 e D09 (MD), e 

também separar os primers LOX1 e D07 em monoplex. O LOX1 foi separado devido 

ao mesmo apresentar alelos microvariantes4, facilitando assim sua genotipagem. O 

D07 foi separado por apresentar muitas bandas stutters que poderiam afetar no 

multiplex. O primer LEI137 não amplificou na espécie e foi retirado das análises.  

 A concentração do multiplex ALAG foi determinada em 0,5 μM para os 

primers Ase50, LEI160 e G03 e à 0,25 μM para o primer A11. A concentração do 

multiplex MD ficou à 1,0 μM para cada primer MyEx27 e D09. O primer LOX1 ficou à 

1,0 μM. 

 

 

 

 

 

                                                           
4
 Alelos microvariantes ou off-ladder são alelos que diferem em um ou mais pares de bases 

nucleotídicas do alelo “base”, ou seja, possuem repetição incompleta. Podem ser ocasionados por 
inserção, deleção ou troca de nucleotídeos nas distintas unidades de repetição (BUTLER, 2005). 
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Figura 21 - Padrão dos eletroferogramas gerados por PCR multiplex à 58 °C e visualizados no programa GeneMapper 4.1. A 
banda em verde (VIC) corresponde ao primer D09 (178 pb) e em preto (NED) ao primer MyEx27 (232 pb). 
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Figura 22 - Padrão dos eletroferogramas gerados por PCR multiplex à 58 °C e visualizados no programa GeneMapper 4.1. As 
bandas em azul (6-FAM) correspondem ao primer G03 (290 pb e 304 pb), em verde (VIC) ao primer Ase50 (280 pb) e 
em preto (NED) visualizamos as bandas do Lei160 (152 pb) e do A11 (232 pb).  
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Figura 23 - Padrão do eletroferograma gerado por PCR monoplex à 54 °C e visualizado no programa GeneMapper 4.1. As bandas 
em verde (VIC) representam os alelos do primer LOX1. 
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2.3.10 Análises estatísticas  

 

 

 A heterozigosidade observada (Ho) e a esperada (He) (NEI, 1978) foram 

determinadas utilizando o programa FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 1995, 2001). A 

heterozigosidade observada (Ho) é a porcentagem de indivíduos que são 

heterozigotos para um dado locus gênico. A heterozigosidade esperada (He) é a 

proporção de indivíduos que seriam heterozigotos se a população estivesse em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (He = 1 - Σfi
2, onde fi é a frequência do alelo i na 

população). Essas medidas foram calculadas para os loci de microssatélites 

polimórficos.  

 A ausência ou presença de alelos nulos foi investigada pelo programa 

MICRO-CHECKER (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). 

 O número de alelos (Na) foi obtido pela contagem direta destes em cada 

população. Este parâmetro representa a variabilidade da população, sendo 

dependente do número amostral. Utilizamos o programa FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 

2001) para contabilizar o número de alelos para cada loci e o número médio de 

alelos por locus para cada população. 

 A riqueza alélica (Ra) é uma medida de variabilidade corrigida a partir do 

número absoluto de alelos. Esta foi estimada com o programa FSTAT 2.9.3 

(GOUDET, 2001), o qual considera sempre a população com o menor número de 

indivíduos genotipados como referência. 

 Para testar para a conformidade às expectativas do equilíbrio de Hardy-

Weinberg (EHW) por locus e população, o método da cadeia de Markov foi usado 

para obter uma estimativa exata da probabilidade para o teste de Guo e Thompson 

(1992) (com GENEPOP 4.2.1; RAYMOND; ROUSSET, 1995).  

 O desequilíbrio de ligação entre os loci foi testado no Programa GENEPOP 

4.2.1 (RAYMOND; ROUSSET, 1995). Para avaliar a significância em testes 

múltiplos, a correção sequencial de Bonferroni foi aplicada (RICE, 1989). 
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 A estatística FIS mede o desvio da casualidade nos acasalamentos 

(GUTIÉRREZ; GOYACHE, 2005) e se o seu valor for positivo (FIS > 0), então a 

endogamia real ultrapassa o nível de endogamia esperado ao acaso. Este 

coeficiente varia de -1 à +1, e indica que existe um excesso ou déficit de 

heterozigotos, se os valores forem negativos e positivos, respectivamente. O FIS foi 

estimado com o programa FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 2001). 

 A ocorrência de estruturação gênica (frequência de alelos) para cada par de 

populações foi realizada com os loci em EHW. A ocorrência de estruturação 

genotípica (frequência dos genótipos) foi realizada com todos os loci polimórficos. 

Para ambas as análises foram realizados testes exatos pareados entre as diferentes 

localidades utilizando o método de cadeia de Markov com o programa GENEPOP 

4.2.1 (RAYMOND; ROUSSET, 1995).  

  A análise da estrutura populacional foi feita pelo índice de fixação de Wright 

(FST) pareado (Θ) (WEIR; COCKERHAM, 1984) entre os grupos com todos os loci 

polimórficos e somente com aqueles em EHW, no GENETIX (BELKHIR et al., 2001) 

com a significância determinada por meio de 100 aleatorizações (GOUDET, 1995). 

O FST reflete o efeito da subdivisão populacional sobre a endogamia. Caso uma 

população apresente altas taxas de fluxo gênico entre áreas o FST é baixo, já com 

baixas taxas de fluxo gênico, as populações divergem e tornam-se endogâmicas, o 

FST aumenta (FRANKHAM et al., 2008). O theta (Θ) é uma estimativa da subdivisão 

populacional (análogo ao FST) que leva em conta os efeitos do tamanho da amostra 

desigual e o número de populações amostradas (FREELAND et al., 2011). 

Também foi realizada a análise de agrupamento bayesiana com todos os loci 

polimórficos e apenas com os loci em EHW no programa STRUCTURE 2.3.4 

(PRITCHARD et al., 2000). Foi estimado o número de populações K utilizando o 

modelo misturado (admixture model) considerando que os indivíduos podem ter 

ancestral de mais de uma população devido à fluxo gênico atual ou recente. 

Também foi utilizado o modelo que considera os alelos correlacionados, ou seja, que 

os indivíduos possuem um ancestral comum e que a divergência na frequência 

alélica é resultado da deriva genética desde a sua divergência. Foram realizadas 

dez corridas independentes de 200.000 gerações de MCMC e 100.000 gerações de 

burn-in, variando K de 1-7. Para determinarmos o número real de populações 
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escolhemos o valor de K que maximiza a probabilidade dos dados pertencerem ao 

número estimado de populações. De acordo com Pritchard (2000), equivale ao maior 

valor de Ln (P(X/K)), ou seja, a probabilidade de observar os dados (X) condicionada 

ao número de populações (K). As análises foram realizadas com (modelo 

LOCPRIOR) e sem informação geográfica dos dados. 
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2.4 Resultados  

 

 

 A análise realizada no Micro-Checker mostrou que nenhum loci apresentou 

evidência para alelos nulos. 

 

 

2.4.1 Características dos marcadores de microssatélites testados 

 

 

 Dentre os nove pares de primers heterólogos testados, oito amplificaram com 

eficiência e um (D07) foi retirado das análises, pois apresentou bandas inespecíficas 

no eletroferograma, mesmo após diversas modificações na metodologia. Um locus 

(LEI 137) não amplificou na espécie de estudo. Três loci (A11, Ase50, MyEx37) se 

mostraram monomórficos e quatro (D09, G03, LOX1, LEI160) polimórficos com uma 

variação de dois a oito alelos por locus (Tabela 10). Três destes loci polimórficos 

foram desenvolvidos originalmente a partir de espécies de Passeriformes, em dois 

casos da família Thamnophilidae (D09 e G03) e um de Fringilidae (LOX1). O locus 

LEI160 foi isolado de Galliformes, Gallus gallus (galinha doméstica). Utilizamos 

todos os indivíduos para as análises. 

 Os tamanhos dos alelos encontrados em F. littoralis foram diferentes dos 

encontrados nas espécies originais para esses mesmos loci. A diversidade alélica 

(NA), a heterozigosidade esperada (HE) e a observada (HO) encontram-se na Tabela 

10. As heterozigosidades médias esperada e observada foram de 0,38 e 0,35, 

respectivamente (Tabela 10). 
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Tabela 10 – Caraterísticas dos primers de microssatélites heterólogos testados e os 
encontrados em Formicivora littoralis. O tamanho do alelo é apresentado 
em pares de base (pb).   

Locus 

Espécie original Formicivora littoralis 

ITA 

(pb) 

NA HE HO 

ITA 

(pb) 

NA HE HO 

D09 190-230 8 0,778 0,796 176-179 4 0,10 0,0 

G03 302-370 11 0,848 0,889 282-308 8 0,70 0,70 

LOX1 341 31 0,97 0,90 257-261 3 0,53 0,53 

LEI160 183 
Polimór

fico 
- - 140-156 7 0,17 0,16 

TOTAL - - - - - - 0,38 0,35 

Legenda: ITA: intervalo de tamanho do alelo; NA: número de alelos; HO: heterozigosidade observada; 
HE: heterozigosidade esperada. A diversidade gênica de Nei (1987) é representada pelo 
Total. Um travessão indica ausência de dados. FSTAT 2.9.3.2. 

 

2.4.2 Sequenciamento dos alelos 

2.4.2.1 Teste com os marcadores de microssatélites heterólogos 

 

 Os motivos de repetição observados nas sequências de bases dos alelos 

estão representados na Tabela 11. O sequenciamento dos produtos amplificados 

permitiu constatar que os alelos de fato eram os verdadeiros homólogos aos loci de 

microssatélites original (Figura 24). O número de repetições reduziu em relação ao 

observado na espécie original para todos os loci o que resulta em um menor 

tamanho dos alelos amplificados. 



95 
 

 
 

Tabela 11 – Caraterísticas de três dos quatro loci de microssatélites heterólogos 
testados e encontrados em Formicivora littoralis. Na primeira coluna está 
o nome dos loci testados, seguido da identificação do indivíduo (Ind.) 
cujo DNA gerou a banda sequenciada e a direção da sequência F 
(forward/direta) ou R (reverse/reversa). Nas demais colunas estão: o 
motivo de repetição na espécie original, a sequência do primer, e o 
motivo de repetição encontrado no presente estudo.  

Locus / 

Ind. / 

banda 

Motivo de 

repetição 

Original 

Sequência (5’ – 3’) do primer 

Motivo de 

repetição 

Obtido 

LOX1 – 

1F 

(CTTT)30 

F: TGATGGTAAGTCTAATGAAAGC 

R: CCACACACATTCACTCTATTG 

(CTTT)9 (CCTT) 

(ATTT)2 

LOX1 – 

4F 

(CTTT)8 (CCTT)1  

(ATTT)2 (TTTT)2 

(TTC)4 

LOX1 – 

9F 

(CTTT)8 (ATTT)2 

(S(C)TTT)1 (TTTT)1 

D09 – 

12F 

(GAGT)11 

F: ACAGTTAATGTGACTCCCCTAG 

R: CACAGGGAACTGTCAACAAGC 

(TGAG)4 (AGTG)1 

D09 – 

12R 

(TGAG)4 

(AGTG)1 

G03 – 12 

1ªR (GGAT)10 

(AGAY)3 

(GGAT)11 

F: 

TGAAAGTGTTGTCTAAATGCTACC 

R: ATCTCTCAATCTCCCCTCAGAC 

(GGAT)7 (AGAY)3  

(GGAT)13 

G03 – 12 

2ªR 

(GGAT)8 (AGAY)3 

(GGAT)10 
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Figura 24 – Sequência de DNA de uma banda Forward amplificada em Formicivora littoralis com o primer heterólogo LOX1. Note o 
motivo de repetição obtido neste indivíduo: (CTTT)9 (CCTT) (ATTT)2. Sequência obtida no aparelho ABI3500 (Applied 
Biosystems). 
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2.4.3 Análises dos marcadores de microssatélites 

2.4.3.1 Genotipagem – diversidade genética   

 

 

 Na análise com quatro loci a heterozigosidade observada (Ho) foi menor que 

a heterozigosidade esperada (He) nos grupos de Praia das Conchas, Praia do Forno 

Sul e Pontal do Atalaia. A Ho encontrada na Ilha de Cabo Frio foi superior à 

esperada, indicando um excesso de heterozigotos (Tabela 12). Quando retirado o 

LOX1 da análise, a Ilha de Cabo Frio apresentou heterozigosidades similares e um 

excesso de heterozigotos foi observado na Praia do Forno Norte (Tabela 12). A 

diversidade alélica foi ligeiramente menor na população do Pontal do Atalaia e na 

Ilha de Cabo Frio para alguns loci. O locus D09 foi fixado na população da Praia do 

Forno Norte (Tabela 13). 

 

Tabela 12 – Localidades amostradas, número de indivíduos de Formicivora littoralis 
amostrados. A heterozigosidade observada (Ho) e a heterozigosidade 
esperada (He) (Nei 1978) foram calculadas para os três loci em 
Equilíbrio de Hardy-Weinberg e para os quatro loci polimórficos.  

Local 

Número amostral Quatro loci Três loci 

Fêmea Macho Total HE HO HE HO 

C 8 13 21 0,38 0,35 0,31 0,28 

FS 5 10 15 0,46 0,40 0,44 0,35 

FN 8 7 15 0,38 0,38 0,30 0,33 

A 10 11 21 0,27 0,17 0,26 0,17 

I 17 15 32 0,38 0,42 0,29 0,27 

Legenda: C = Praia das Conchas; FS = Praia do Forno Sul; FN = Praia do Forno Norte; A = Pontal do 
Atalaia; I = Ilha de Cabo Frio. 
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Tabela 13 – Diversidade alélica para cada locus em cada população baseado em um 
tamanho mínimo de 15 indivíduos diplóides de Formicivora littoralis. 
Número total de alelos encontrado para os quatro loci polimórficos.  

 D09 G03 LOX1 Lei160 Número 

alelos 

C 1,94 4,71 3 3,14 14 

FS 2 7 3 3 15 

FN 1 6 3 2 12 

A 1,92 3,71 2,71 2,85 12 

I 1,72 5,12 3 1,98 13 

Média 2,2 5,8 3 2,7 - 

Legenda: C = Praia das Conchas; FS = Praia do Forno Sul; FN = Praia do Forno Norte; A = Pontal do 
Atalaia; I = Ilha de Cabo Frio. 

 

2.4.3.2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg e desequilíbrio de ligação 

 

 A análise do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) com os quatros loci 

polimórficos nas cinco localidades mostrou que apenas o locus LOX1 apresentou 

desvios significativos do EHW na Ilha de Cabo Frio, p < 0,0001* após a correção de 

Bonferroni (para cada locus em cada população α = 0,003; e para cada localidade α 

= 0,01), onde foi encontrado um alto número de heterozigotos. Nas demais 

localidades este locus está em conformidade ao equilíbrio (Tabela 14). Portanto, as 

análises que requerem conformidade ao EHW foram realizadas sem a presença do 

LOX1 para o teste gênico e com e sem a presença para a análise de estrutura 

genética no programa Structure. A análise do EHW mostrou também que no locus 

D09 um alelo está fixado na população da Praia do Forno Norte, ou seja, atingiu a 

frequência de 100% (Tabela 14). Analisando os quatro loci em conjunto (Fisher p), 

observamos que três populações (Praias das Conchas e, Forno Sul e Forno Norte) 

estão em EHW com o valor de p variando de 0,02 a 0,92. As demais populações 
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(Pontal do Atalaia e Ilha de Cabo Frio) não estão em conformidade com as 

expectativas do EHW, com o p = 0,008 e 0,0003, respectivamente (α = 0,01) (Tabela 

14). Na análise com apenas os três loci em EHW (D09, G03, Lei160), as populações 

do Pontal do Atalaia (p = 0,02) e da Ilha de Cabo Frio (p = 0,08) apresentaram 

conformidade com o EHW (α = 0,05, α = 0,0035).  

 

Tabela 14 - Análise do Equilíbrio de Hardy-Weinberg, pelo teste exato de Fisher 
relativo aos cinco grupos de Formicivora littoralis amostrados no Estado 
do Rio de Janeiro e loci analisados. Os valores de p foram estimados pelo 
método de cadeia de Markov (RAYMOND; ROUSSET, 1995) 
considerando os quatro loci em cada localidade. Os testes cujos 
resultados diferiram significativamente do EHW após a correção de 
Bonferroni (p < 0,05/19, k = 19 para cada locus em todas as populações, 
α = 0,003) estão marcados com um asterisco e os valores em negrito 
indicam que as populações não estão em equilíbrio (p < 0,05, onde k = 5, 
α = 0,01). Um hífen indica que um alelo está fixado.  

 D09 G03 LOX1 Lei160 Fisher p 

C 0,025 0,317 0,604 0,073 0,04 

FS 0,004 0,738 0,040 1 0,02 

FN - 0,833 0,447 1 0,92 

A 0,024 0,451 0,062 0,050 0,008 

I 0,016 0,247 <0,0001* 1 0,0003 

Legenda: C = Praia das Conchas; FS = Praia do Forno Sul; FN = Praia do Forno Norte; A = Pontal do 
Atalaia; I = Ilha de Cabo Frio. 

 

A análise do desequilíbrio de ligação5, onde foram testadas todas as 

combinações para todos os loci através dos grupos de diferentes localidades (teste 

de Fisher), não encontrou nenhuma evidência de ligação entre os loci uma vez que 

os valores encontrados para cada par de locus em todas as populações variaram de 

                                                           
5
 Desequilíbrio de ligação: a condição em que as frequências de haplótipos, em uma população, 

desviam-se dos valores que deveriam ter se os genes de cada loco fossem combinados ao acaso. 
Quando não há desvio, diz-se que a população está em equilíbrio de ligação (RIDLEY, 2009). 
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p = 0,068 à 0,87 (α = 0,008). Portanto, os resultados encontrados refletem apenas a 

variação nas frequências alélicas, sem nenhum outro fator supervalorizado, como a 

não-aleatoriedade dos alelos encontrados em cada locus.  

Os valores de FIS representam o desvio da frequência genotípica em relação 

à frequência panmítica, e são expressos em termos de deficiência ou excesso de 

heterozigotos, e também podem ser interpretados como coeficientes de endogamia 

intrapopulacional (MOREIRA et al., 2007). O valor médio negativo na população da 

Ilha de Cabo Frio indica excesso de heterozigotos e ausência de endogamia. Para 

todas as populações estudadas foi encontrado um valor máximo no locus D09 

indicando ausência de polimorfismo neste locus para a espécie (Tabela 15). A 

população do Pontal do Atalaia apresentou o maior valor de FIS, o que está 

relacionado a um maior número de indivíduos homozigotos nesta população para os 

loci analisados. A população do Forno Norte apresentou valor médio igual a zero, 

indicando que são completamente exogâmicos. As demais populações 

apresentaram um valor próximo a zero, indicando um pequeno desvio na endogamia 

real em relação à esperada sob acasalamentos ao acaso (Tabela 15).  

 

 

Tabela 15 - Desvio da frequência genotípica em relação à frequência panmítica de 
Formicivora littoralis nas localidades amostradas. Valores de FIS de 
acordo com Weir; Cockerham (1984).  

 D09 G03 LOX1 Lei160 Media 

C 1,000 -0,077     0,042     0,322   0,07 

FS 1,000 0,048  0,004     -0,087   0,14 

FN _ -0,093     0,142     -0,037     0,00 

A 1,000 0,174     0,352   0,481   0,34 

I 1,000 0,051 -0,371 -0,091 -0,08 

Legenda: C = Praia das Conchas; FS = Praia do Forno Sul; FN = Praia do Forno Norte; A = Pontal do 
Atalaia; I = Ilha de Cabo Frio. 
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2.4.4 Análise da estrutura genética dos grupos amostrados 

2.4.4.1 Estrutura populacional 

 

 

 Os resultados obtidos pelos testes gênico e genotípico indicam ocorrência de 

estruturação entre todos os pares de populações, exceto entre as Praias do Forno 

Sul e Forno Norte (p = 0,5783 e p = 0,8645, respectivamente), podendo ser 

consideradas como uma população (Tabela 16). A divergência nas frequências 

gênica e genotípica foi altamente significativa entre as populações da Praia das 

Conchas, Pontal do Atalaia e Ilha de Cabo Frio o que indica que o fluxo gênico entre 

estas populações pode ser reduzido. A diferenciação na frequência gênica e 

genotípica foi moderada entre todas as populações (exceto Forno Sul) em relação a 

Forno Norte. Com relação a Forno Sul o mesmo padrão foi observado, exceto 

quando comparada a Ilha de Cabo Frio onde foi observada divergência altamente 

significativa apenas com relação ao teste gênico (Tabela 16). Os resultados indicam 

que tanto a presença quanto a ausência do locus LOX1 na análise não alterou o 

resultado referente à estrutura genética das populações, indicando que o fluxo 

gênico entre as populações pode ser reduzido (Tabela 16). 
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Tabela 16 - Probabilidade obtida pelo teste exato pareado entre os pares de 
populações de Formicivora littoralis em cinco localidades no Estado do 
Rio de Janeiro. Abaixo da diagonal estão os resultados das 
comparações genotípicas usando todos os quatro loci. Acima da 
diagonal estão os resultados das comparações gênicas, baseados nos 
três loci em EHW. *** indica um valor de P menor que 0,00001; *indica 
um valor de P menor que 0,0012 (0,05/40) para o teste genotípico ou 
0,0016 para o teste gênico.  

 C FS FN A I 

C  0,000058* 0,000685* *** *** 

FS 0,000297*  0,443369 0,000091* 0,000043*** 

FN 0,000596* 0,8645  0,005444* 0,000487* 

A *** 0,000423* 0,000455*  *** 

I *** 0,000007* 0,000148* ***  

Legenda: C = Praia das Conchas; FS = Praia do Forno Sul; FN = Praia do Forno Norte; A = Pontal do 
Atalaia; I = Ilha de Cabo Frio. 

 

 

Os valores de FST pareados considerando os quatro loci polimórficos 

confirmaram os resultados dos testes gênico e genotípico evidenciando a ocorrência 

de estruturação genética entre quase todas as populações, exceto entre Forno Sul e 

Forno Norte (p = 0,68) e entre Forno Sul e Conchas (C) (p = 0,01) (Tabela 17). 

Considerando apenas os três loci em EHW apenas Forno Sul e Forno Norte 

mantiveram-se sem estruturação genética (p = 0,68), como mostrado na Tabela 18. 
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Tabela 17 - O índice de fixação (FST) considerando quatro loci polimórficos entre os 
grupos de Formicivora littoralis amostrados no Estado do Rio de Janeiro 
está listado abaixo da diagonal. Acima da diagonal estão os resultados 
da aleatorização do teste pareado (θ) para determinar se esses valores 
são significativamente diferentes de zero (p < 0,005), sendo os valores 
altamente significativos representados por *.  

 C FS FN A I 

C  0,01 0,00* 0,00* 0,00* 

FS 0,057  0,68 0,00* 0,00* 

FN 0,083 -0,010  0,00* 0,00* 

A 0,184 0,103 0,147  0,00* 

I 0,162 0,122 0,076 0,295  

Os valores de p foram obtidos após 100 permutações. O ajuste do intervalo de significância para 
múltiplas comparações é α = 0,005. Legenda: C = Praia das Conchas; FS = Praia do Forno Sul; FN = 
Praia do Forno Norte; A = Pontal do Atalaia; I = Ilha de Cabo Frio. 

 

 

Tabela 18 - O índice de fixação (FST) considerando três loci polimórficos em EHW 
entre os grupos de Formicivora littoralis amostrados no Estado do Rio de 
Janeiro está listado abaixo da diagonal. Acima da diagonal estão os 
resultados da aleatorização do teste pareado (θ) para determinar se 
esses valores são significativamente diferentes de zero (p < 0,005), 
sendo os valores significativos representados por *.  

 C FS FN A I 

C  0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 

FS 0,077  0,68 0,00* 0,00* 

FN 0,113 -0,009  0,00* 0,00* 

A 0,228 0,109 0,126  0,00* 

I 0,156 0,083 0,068 0,229  

Os valores de p foram obtidos após 100 permutações. O ajuste do intervalo de significância para 
múltiplas comparações é α = 0,005. Legenda: C = Praia das Conchas; FS = Praia do Forno Sul; FN = 
Praia do Forno Norte; A = Pontal do Atalaia; I = Ilha de Cabo Frio. 
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 As análises de agrupamento bayesianas realizadas no programa 

STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) com (4 loci) e sem (3 loci) a inclusão 

do locus LOX1, apresentaram diferentes resultados. Com a inclusão do LOX1, as 

cinco localidades amostradas foram agrupadas em dois clusters (Figura 25), onde o 

K = 2 representa a estimativa com maior probabilidade (ou seja, o menor valor 

negativo). A análise sem o LOX1,  o K = 1 apresenta o maior valor médio de Ln P 

(D). Portanto, sugere a existência de uma única população (Tabela 19).  

 

 

Tabela 19 – Valores médios de Ln P (D) que indicam a estrutura genética da 
população de Formicivora littoralis obtidos no Programa STRUCTURE 
2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000), com o modelo “com informação 
geográfica”.  

Número de populações 

Ln P (D) 

Com LOX1 Sem LOX1 

K = 1 -707,2 -500,8 

K = 2 -678,2 -557,5 

K = 3 - 691,1 -556,8 

K = 4 -723,3 847,7 

K = 5 -751,2 -817,3 

Ln P (D) = estimated least negative probability of data, ou seja, a melhor estimativa do número correto 

de populações é a com maior probabilidade (ou seja, menos negativa). 

 

 

A análise com quatro loci utilizando o modelo “com informação geográfica”, 

agrupou no cluster 1 (vermelho) os indivíduos das localidades Praia das Conchas 

(51%), Praia do Forno Sul (56%), Praia do Forno Norte (55%) e do Pontal do Atalaia 
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(78%), com atribuição variando de 51 a 78%. O maior percentual de indivíduos da 

Ilha de Cabo Frio (71%) foram agrupados no cluster 2, de acordo com as suas 

frequências alélicas, sugerindo que esta população diverge das demais (Figura 25). 

 

 

Figura 25 – Análise da estrutura genética das populações utilizando o Programa 
STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) pelo modelo “com 
informação geográfica”. O gráfico de barras inclui quatro loci de 
microssatélites polimórficos para Formicivora littoralis com K = 2, que 
indica a composição genética das populações representadas por 
localidades.  

 

Legenda das localidades no eixo X: 1 = Conchas; 2 = Forno Sul; 3 = Forno Norte; 4 = Pontal do 
Atalaia; 5 = Ilha de Cabo Frio, todas no litoral do Estado do Rio de 
Janeiro. Cada cor representa uma das duas populações inferidas 
pelo programa STRUCTURE.  

 

 

O mesmo resultado foi encontrado para a análise com o modelo “sem 

informação geográfica”, onde a maior probabilidade foi estimada assumindo duas 

populações ou K = 2, detectando uma diferenciação entre as populações do 

continente e da Ilha de Cabo Frio (Tabela 20).   
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Tabela 20 – Análise da estrutura genética das populações utilizando o Programa 
STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) com o modelo “sem 
informação geográfica”. Inclui os quatro loci de microssatélites 
polimórficos para Formicivora littoralis.  

Número de populações 

 

 

K = 1 -707,6 

K = 2 -678,8 

K = 3 -696,0 

K = 4 -738,4 

K = 5 796,7 
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2.5 Discussão 

2.5.1 Amplificação cruzada 

 

 

 Os quatro loci polimórficos (D09, G03, LOX1, LEI160) identificados em F. 

littoralis apresentaram uma riqueza alélica de três a oito alelos. Esta riqueza está 

dentro do previsto quando são utilizados primers heterólogos de microssatélites 

(PRIMMER et al., 1996; DAWSON et al., 2000-B). Estudos que utilizaram o primer 

LOX1 em espécies distintas, encontraram uma variação de dois à 35 alelos em 10 

espécies do gênero Serinus (MELO; HANSSON, 2006), de quatro alelos em Turdus 

merula (SEGELBACHER et al., 2008), de cinco em Pica pica (MARTIN-GALVEZ et 

al., 2009), de 29 em Strix aluco (SALADIN et al., 2007) e de 35 alelos em 

Ramphocelus bresilius (NOGUEIRA et al., 2014). Um estudo que utilizou o LEI160 

em Cyanistes caeruleus encontrou quatro alelos (OLANO-MARIN et al., 2011).  

 Até o presente, a amplificação cruzada em F. littoralis havia sido estudada 

apenas através de um locus nuclear anônimo (ANL) e um dos alelos apresentou 150 

pb a mais do que o observado na espécie original Myrmeciza squamosa (343 pb), 

também Thamnophilidae (AMARAL et al., 2012).  

 

 

2.5.2 Diversidade genética 

 

 

 A diversidade gênica de Nei (1987), estimada com quatro loci para F. littoralis 

apresentou uma HO e HE média de 0,35 e 0,38, respectivamente. Estimativa 

semelhante foi observada no arapaçu Dendrocincla turdina na Mata Atlântica, onde 

a HO e a HE média foram de 0,34, utilizando 11 loci específicos de microssatélites. 

Foi sugerida uma possível ocorrência de redução populacional recente com relação 
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aos dados obtidos para 10 dos 11 loci testados (FAZZA, 2010). Em Neothraupis 

fasciata, a HO e HE média foram estimadas em 0,39 e 0,54, respectivamente, com 14 

loci específicos (CORRÊA et al., 2009) demonstrando um déficit de heterozigotos. 

Estimativas maiores de heterozigosidade foram encontradas em Amazona aestiva 

(HO e HE média de 0,86 e 0,89, respectivamente), utilizando seis loci de 

microssatélites. Apesar da alta diversidade para essa última espécie, foi encontrada 

uma distribuição clinal na variabilidade genética e duas unidades de manejo nos 

extremos da distribuição foram propostas (LEITE et al., 2008). Flutuações no 

tamanho populacional podem diminuir a heterozigosidade média, além de poder 

resultar em gargalos populacionais, cujas consequências podem ser observadas até 

mesmo por centenas de milhares de anos após terem acontecido (OHTA; 

GILLESPIE, 1996). 

  Os valores de HO e HE (0,53 – Tabela 10) estimados com o loci LOX1 em F. 

littoralis foram similares a outros estudos que utilizaram este mesmo primer e que 

encontraram até 5 alelos (Turdus merula HO = 0,59 e HE = 0,58 SEGELBACHER et 

al., 2008; Pica pica HO = 0,67 e HE = 069 MARTIN-GALVEZ et al., 2009). Os estudos 

de Melo e Hansson (2006) (HE = 0,95); e Nogueira e colaboradores (2014) (HE = 

0,94) encontraram a heterozigosidade esperada próxima a estimada na espécie 

original HE = 0,97 (PIERTNEY et al., 1998) e o LOX1 altamente polimórfico (35 

alelos). A heterozigosidade estimada com o LEI160 em F. littoralis (HO = 0,16 e HE = 

0,17) é relativamente similar à estimada em Cyanistes caeruleus (HE = 0,29) com 

este mesmo locus (OLANO-MARIN et al., 2011).  

 

 

2.5.3 Grau de heterozigosidade das localidades amostradas  

 

 

 Quando analisados em conjunto os quatro ou os três loci por cada área 

amostrada, a heterozigosidade observada foi menor do que a esperada no Pontal do 

Atalaia (HO = 0,17, HE = 0,27 com quatro loci e HO = 0,17, HE = 0,26 com três loci). 
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Esta tendência pode estar relacionada com o estado de conservação da paisagem, 

com a amostragem ao acaso de indivíduos aparentados ou devido ao 

endocruzamento. A área amostrada no Pontal do Atalaia é composta por restinga 

arbustiva de baixo porte (aprox. 2 metros) e com a presença de algumas espécies 

arbóreas nas encostas. O processo de desconexão entre o Pontal do Atalaia e a 

Praia do Forno teve início com a chegada dos imigrantes no local, em 1503. A 

expansão urbana da cidade de Arraial do Cabo teve início em meados da década de 

1950 com a instalação da Companhia Nacional de Álcalis. Até então, Arraial era uma 

vila de pescadores artesanais (Anexo, Figuras 26 e 27). A inauguração da Ponte 

Rio-Niterói, em meados de 1970, impulsionou o turismo na região (BERANGER, 

1962; SAVI, 2003; PINTO et al., 2011; CRISTOVÃO, 2011). Embora recente, esta 

expansão pode estar restringindo o fluxo gênico atual entre as populações do 

continente. Atualmente, apenas uma parte da área do Pontal do Atalaia está 

legalmente protegida pelo Parque Estadual da Costa do Sol (PECS), criado em 

2011.  

 Na Praia do Forno Sul (HO = 0,40, HE = 0,46 com quatro loci e HO = 0,35, HE = 

0,44 com três loci) os valores das heterozigosidades, embora maiores do que os do 

Pontal do Atalaia, também apresentaram uma redução da HO em relação a HE. A 

área amostrada no Forno Sul é também formada por uma península (de menor 

tamanho) com vegetação semelhante ao Pontal do Atalaia e presença do cacto 

endêmico Pilosocereus ulei, está fragmentada por trilhas e faz divisa com a cidade 

(ver mapa da vegetação em MATTOS,  2009). Já na Praia do Forno Norte não foi 

observada diferença significativa entre os valores observados e esperados para a 

heterozigosidade (HO = 0,38, HE = 0,38 com quatro loci e HO = 0,33, HE = 0,30 com 

três loci), representando provavelmente uma população com maior número de 

indivíduos e portanto mais estável. A área amostrada no Forno Norte é formada por 

uma península de maior tamanho e apresenta vegetação semelhante à Ilha de Cabo 

Frio, com a presença de árvores de grande porte. Estas áreas também foram 

parcialmente incluídas no PECS (Figura 5, página 22), no entanto é nítido o avanço 

de ocupações irregulares nos Morros e na orla da praia, somado a presença de 

espécies exóticas, animais doméstico, lixo, esgoto a céu aberto e turismo 

desordenado, em detrimento da vegetação e fauna nativa.   
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 A estimativa de heterozigosidade encontrada para o grupo amostrado na 

Praia das Conchas foi ligeiramente menor do que a esperada (HO = 0,35, HE = 0,38 

com quatro loci e HO = 0,28, HE = 0,31 com três loci). A vegetação encontrada na 

área amostrada na Praia das Conchas é mais diversificada e heterogênea, com a 

presença de restinga arbustiva de baixo porte (aprox. 1,5 metros) até árvores de 

maior porte (aprox. 5 metros), o que pode propiciar uma maior densidade 

populacional (ver mapa da vegetação em MATTOS, 2009). A densidade 

populacional nesta área foi estimada em 89 indivíduos por km2 (MATTOS et al., 

2009) e é menor do que a encontrada na Ilha de Cabo Frio (93 indivíduos/km2, T. C. 

RUBIO, dados não publicados) utilizando o mesmo método. Esta área também foi 

incluída no PECS, embora esteja alterada devido à presença de gado e pastagem. 

Em Chiroxiphia caudata, um passeriforme de Mata Atlântica, a 

heterozigosidade observadas em cinco localidades variou de 0,61 a 0,90 e a 

esperada de 0,65 a 0,93, utilizando 10 primers de microssatélites específicos. Seis 

loci apresentaram déficit de heterozigotos, porém nenhum locus apresentou déficit 

significativo em todas as populações (n = 143 indivíduos) analisadas. Houve uma 

variação entre déficit e excesso entre as populações em um mesmo locus. Os 

autores sugerem que este déficit possivelmente ocorreu devido ao endocruzamento 

e/ou deriva (FRANCISCO, 2005). Em outra área de estudo, Francisco e 

colaboradores (2006) utilizando primers heterólogos, observaram um desvio do 

EHW em um dos três loci testados e um déficit de heterozigotos neste mesmo locus 

(LTMR15). Este déficit foi atribuído, à alelos nulos e/ou  dropout alélico (falha de 

amplificação por mutação na sequência complementar de um dos primers ou devido 

à competição entre os primers e baixa qualidade e concentração de DNA, 

respectivamente). 

 Estimativas de HO ligeiramente menores que HE foram encontradas em outro 

Passeriforme na Costa Rica. A diversidade genética de Chlorospingus pileatus foi 

estimada utilizando três conjuntos de primers de microssatélites heterólogos em 

cinco populações (n = 61). A HO variou de 0,60 à 0,78 e a HE de 0,74 à 0,86. A 

heterozigosidade observada em todas as populações foi considerada alta pelos 

autores (CHAVARRÍA-PIZARRO et al., 2010).  
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Para Ramphocelus bresilius que apresenta reprodução cooperativa, também 

foi observada a redução da HO (0,38) em relação a HE (0,48) que pode ser 

decorrente de um menor número de casais reprodutivos mantendo a variabilidade 

genética reduzida, assim como o tamanho efetivo da população em longo prazo 

(NOGUEIRA et al., 2014). 

 Na Ilha de Cabo Frio, a HO (0,42) foi ligeiramente maior que a HE (0,38) ao 

serem analisados quatro loci, indicando um excesso de heterozigotos. Este 

resultado foi influenciado pelo locus LOX1 que apresentou desvio do EHW devido a 

um excesso de heterozigotos na Ilha, também observado em relação ao FIS. Quando 

retirado este locus da análise a HO (0,27) foi ligeiramente menor do que a HE (0,29), 

assim como para os demais loci.  

 Desvios no EHW ocasionado pelo excesso de heterozigotos podem ocorrer 

devido a dois fatores principais: presença de alelos deletérios ou genes letais; ou 

predominância de cruzamentos exogâmicos (MURRAY, 1996). O mesmo pode ser 

observado no caso do locus com muitos alelos onde são gerados diferentes 

genótipos heterozigotos (HOLSINGER, 2012) o que dificulta a amostragem dos 

homozigotos. Outra possível explicação para este excesso está relacionada a um 

“gargalo populacional”, onde alelos raros, que contribuem pouco para a 

heterozigosidade, são perdidos mais facilmente, gerando assim um excesso 

transitório de heterozigotos (CORNUET; LUIKART, 1996). O excesso de 

heterozigotos em populações naturais não é tão comum, e por isso, não tem sido 

explorado teoricamente.  

 Um excesso de heterozigotos foi observado no pintarroxo-trombeteiro 

Bucanetes githagineus, Fringilidae. O teste Bottleneck, sugeriu um gargalo genético 

no passado, em quatro (Lanzarote, Fuerteventura, Jordânia e Sahara ocidental) das 

nove populações estudadas nas Ilhas Canárias, revelando um excesso de 

heterozigotos a partir de dados de sete loci de microssatélite (incluindo o LOX1). No 

entanto, em duas destas populações das Ilhas Canárias (Lanzarote e 

Fuerteventura), um gargalo populacional recente não refletiu um evento fundador. 

Ao invés disso, algum outro evento parece ter reduzido historicamente o tamanho 

populacional, o que pode ter refletido no excesso de heterozigotos encontrado 

(BARRIENTOS et al., 2014).  
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 Cabe ressaltar que o uso de primers heterólogos pode estar influenciando nos 

baixos níveis de heterozigosidade esperada e observada encontrados no presente 

estudo e por conseguinte a tendência deve ser considerada com cautela.  

 

 

2.5.4 Equilíbrio de Hardy-Weinberg por locus 

 

 

 O Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) compara as frequências genotípicas 

observadas com as frequências esperadas para uma população mendeliana em 

equilíbrio (acasalamentos ao acaso, sem fatores evolutivos). 

 Os testes conduzidos em cada um dos quatros loci por cada área revelou 

somente um caso de desvio significativo do EHW. O locus LOX1 diferiu na Ilha de 

Cabo Frio (p < 0,0001*). Resultados semelhantes têm sido observados em demais 

Passeriformes. Na espécie de Furnariidae Spartonoica maluroides foi encontrado um 

desvio significativo para o locus D09 em uma das seis populações estudadas 

(CARDONI et al., 2013). Um desvio significativo também foi encontrado para um 

locus (Escµ6) em três das cinco populações estudadas de C. pileatus na Costa Rica 

(CHAVARRÍA-PIZARRO et al., 2010). Em C. caudata foi observado um desvio ao 

EHW em um dos três primers heterólogos testados na população controle, 

apresentado um déficit de heterozigotos. Este déficit foi atribuído, possivelmente, à 

alelos nulos. Porém quando os loci foram analisados em conjunto estes efeitos 

foram anulados (FRANCISCO et al., 2006). 

 Analisando os quatro loci para cada população (Fisher p), observamos que o 

Pontal do Atalaia (p = 0,008) e a Ilha de Cabo Frio (0,0003) não estão em EHW. No 

entanto a análise com apenas os três loci (D09, G03, Lei160) encontramos que as 

populações do Pontal do Atalaia (p = 0,02) e da Ilha de Cabo Frio (p = 0,003) estão 

em EHW. O fato de que a população do Pontal do Atalaia não está em EHW e 

apresenta déficit de heterozigoto, sugere que a endogamia pode ser o principal 

mecanismo responsável para a diferenciação genética desta população, já que o FIS 

encontrado nesta população apresentou o maior valor. 
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2.5.5 Estrutura genética populacional  

 

 

 Tanto nos testes exatos para avaliar a diferenciação gênica e genotípica 

quanto nos valores dos índices de fixação FST pareados, incluindo os quatro loci 

polimórficos e os três loci em EHW, não foi evidenciada estruturação entre as 

populações de Forno Sul e Forno Norte, concluindo que estas podem ser 

consideradas uma única população. Geograficamente, as áreas são contínuas sem 

a ocorrência aparente de barreira para fluxo gênico. Esse fato possibilita a 

ocorrência de uma população com maior número de indivíduos e maior extensão 

territorial, o que pode favorecer a estabilidade da população. A ausência de estrutura 

genética entre as duas localidades indica a manutenção do fluxo gênico (AVISE, 

1994). 

 No presente estudo, os resultados dos testes gênico e genotípico com e sem 

a inclusão dos dados obtidos pela análise do locus de microssatélite LOX1, 

indicaram estruturação genética em todas as populações com exceção das 

mencionadas acima. No entanto, o teste de FST evidenciou resultados divergentes 

para as Conchas e Forno Sul, sendo evidenciada ausência de estrutura quando 

analisado com quatro loci e presença com três loci. Estas áreas estão bem distantes 

entre si, tendo a cidade de Cabo Frio como barreira ao fluxo gênico recente. 

 Valores de FST significativamente diferentes de zero, indicando estruturação, 

foram encontrados em oito de 10 populações estudadas de C. caudata utilizando 

marcadores microssatélites. A subdivisão populacional foi relacionada ao 

comportamento social da espécie, já que não existiam barreiras físicas separando as 

áreas de estudo e três hipóteses foram levantadas: (1) ação da deriva devido ao 

menor tamanho efetivo populacional local causado pela grande desproporção no 

sucesso de acasalamento dos machos; (2) endocruzamento, se os machos 

contribuírem com mais de uma geração de fêmeas; (3) potencial existência de 

seleção de parentesco entre os machos participantes do mesmo lek (arena de corte) 

(FRANCISCO, 2005).  
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 A análise dos dados dos quatro loci de microssatélites realizada no Programa 

STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) utilizando o modelo de ancestralidade 

misturado, “com” e “sem” informação geográfica, detectou a presença de dois 

grupos, nos dois casos. A divisão dos dois grupos corresponde à divisão entre as 

populações do continente e da Ilha de Cabo Frio. No modelo “com informação 

geográfica” (LOCPRIOR), a localidade com maior percentual de indivíduos no cluster 

1 (78%) foi o Pontal do Atalaia, e a Ilha de Cabo Frio, teve maior frequência no 

cluster 2 (71%). O grupo do Pontal do Atalaia também divergiu dos demais 

amostrados no continente. Peculiaridades podem ser notadas na estrutura física 

deste local, como sua geologia específica (formato de Pontal) e consequentemente, 

seu ambiente mais inóspito, e, ainda, a área com vegetação apropriada para a 

ocorrência de F. littoralis é relativamente pequena em comparação com as demais 

áreas estudadas (considerando as áreas do Forno como uma só). Além disso, esta 

população encontra-se isolada a mais tempo das demais populações. No entanto, 

ao empregar os mesmos modelos sem a inclusão do locus LOX1 - que não 

apresentou conformidade com o EHW na população da Ilha de Cabo Frio - não foi 

detectada estrutura genética agrupando todas as localidades na mesma população. 

 A ausência de estruturação e elevado fluxo gênico foi observada em um 

estudo com populações de Zenaida galapagoensis em cinco ilhas de Galápagos. A 

ausência de estruturação genética foi observada pelos índices de FST (0,01, p > 

0,43) e RST (0,0057, p > 0,43) e pela presença de 71 migrantes por geração entre 

duas ilhas, indicando alto fluxo gênico. Os autores atribuem estes resultados à 

capacidade de vôo das pombas e pequena distância entre as ilhas (< 20km). O 

tempo desde o isolamento da população pode ter também afetado a quase ausência 

de estrutura genética nesta espécie endêmica (SANTIAGO-ALARCON et al., 2006). 

Populações são esperadas para conservar a maior parte da sua composição 

genética inicial (TEMPLETON et al., 1995), se o isolamento é relativamente recente, 

como foi levantada a hipótese de espécies endêmicas das montanhas da Costa Rica 

(STILES, 1983, BARRANTES; SANCHEZ, 2000, BARRANTES, 2009 apud 

CHAVARRÍA-PIZARRO et al., 2010). Taxas de fluxo gênico baixas, como um 

migrante por geração, são consideradas eficazes para evitar a perda de 

variabilidade genética devido, por exemplo, à fragmentação de habitat (WRIGHT, 
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1951) dependendo do tamanho da população e da probabilidade do migrante ter 

sucesso reprodutivo.  

A ausência de estrutura genética também foi observada entre cinco 

populações (n = 61) de C. pileatus que habitam montanhas distintas utilizando três 

primers heterólogos. A maior probabilidade foi obtida quando o número de 

populações foi definido como um (K = 1), o qual sugere mistura completa, 

corroborando os dados de elevada variação dentro (98%) das populações 

(CHAVARRÍA-PIZARRO et al., 2010). 

Em uma espécie ameaçada Phalacrocorax harrisi de Galápagos, a presença 

de estrutura genética foi observada tanto entre ilhas (análises Bayesiana, valores 

FST e RST) como dentro de ilhas (FST e RST). A espécie ocorre apenas em duas ilhas. 

Os dados foram estimados com cinco loci de microssatélites (23 alelos) em nove 

colônias. A análise Bayesiana apoiou fortemente dois clusters (P ~ 1, K = 2). Os 

autores sugerem que há uma baixa vagilidade, filopatria comportamental ou ambos 

limitando a dispersão entre as colônias onde as barreiras físicas são ausentes 

(DUFFIE et al., 2009). 

 Em um estudo genético populacional com Falco rusticolus foi encontrada 

estruturação populacional recente com o uso de oito primers heterólogos de 

microssatélites e pouca estruturação com base em dados de DNA mitocondrial. A 

estrutura populacional foi encontrada (FST, PCA e análise Bayesiana) entre 

Groenlândia e Islândia, enquanto que Noruega, Alasca e Canadá foram identificados 

como uma única população de acordo com o fluxo gênico contemporâneo. Quatro 

clusters (K = 4) foram identificados, distribuídos entre Groenlândia (70-92%), Islândia 

(85%), e no mesmo cluster Noruega, Alasca e Canadá (21-25%). No quarto cluster 

estavam indivíduos do Alasca (66%), Canadá (69%), Noruega (62%), e Groenlândia 

(3-17%). Cinco haplótipos de mtDNA foram exclusivos de um determinado espaço 

geográfico (Groenlândia, Islândia, ou Alasca). Os autores inferem que a estrutura 

genética populacional com base na análise de marcadores microssatélites se 

desenvolveu desde o último máximo glacial, apoiado pelos dados de sequência da 

região controle do DNAmt que diferiu em apenas 1-4 nucleotídeos de um haplótipo 

comum entre todos as populações (JOHNSON et al., 2007). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 O pequeno número de loci polimórficos, com poucos alelos, impõe algumas 

restrições nas análises e limita o poder estatístico na análise da estrutura genética 

de Formicivora littoralis nas localidades estudadas. Os resultados do presente 

estudo sugerem a existência de estruturação entre ilha e continente, entretanto 

análises com um maior número de loci polimórficos de microssatélites são 

necessários para comprová-la.   

 Os níveis de variabilidade genética observados para as localidades 

analisadas no presente estudo são considerados bons para uma espécie ameaçada. 

Apesar do pequeno número de loci analisados, os resultados obtidos são 

comparáveis aos encontrados para Passeriformes não-ameaçados, com populações 

e área de distribuição bem maiores do que F. littoralis, inclusive alguns com 

ocorrência também em ambiente de restinga. Porém, é preciso cautela na 

interpretação destes dados. Formicivora littoralis possui ocorrência restrita ao 

ambiente de restinga. Devido às suas características ecológicas e ao processo de 

degradação de seu habitat, as populações desta espécie, que no presente 

encontram-se fragmentadas por alteração antrópica, tornam-se mais susceptíveis à 

perda de potencial evolutivo e capacidade de adaptação às mudanças ambientais, 

ocasionados por processos que podem resultar na redução do tamanho 

populacional e fluxo gênico (por exemplo, endogamia e deriva genética). Manter 

estas populações com níveis de diversidade genética satisfatórios para a 

sobrevivência e manutenção da espécie deve ser um dos pilares para o seu plano 

de conservação.   
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ANEXO 

 

 

Tabela 21 - Esquema evolutivo mostrando a formação da laguna de Araruama e a 
formação das restingas da área do presente estudo ao longo do 
Quaternário.  

Fonte: Extraído de Simões, 2007. Adaptado de Turcq et al., 1999. 
 

 

Idade provável: ± 123.000 anos 
A.P. 

No período de submersão 
marinha, a barreira arenosa foi 
formada fechando os 
embaiamentos e originando uma 
série de lagunas. 

 

Idade provável: após 123.000 anos 
A.P. 

A queda do nível do mar promoveu 
a progradação da linha de costa a 
partir da ilha-barreira, isolando a 
lagoa de Araruama. 

 

Idade provável: entre 123.000 e 
7.000 anos A.P. 

Com a contínua queda do nível do 
mar o sistema de drenagem foi-se 
encravando nos depósitos 
lagunares e erodiu a barreira 
arenosa em diversos pontos. 

Continua... 
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Continua... 

 

Idade provável: ± 7.000 anos A.P. 

Estágio final do último episódio 
transgressivo. A porção externa da 
barreira interna foi parcialmente 
erodida e as areais trazidas pela 
erosão são depositadas na 
plataforma interna. A rede de 
drenagem costeira é afogada e os 
baixios, no reverso da restinga 
interna, são reocupados pela 
laguna. 

 

Idade provável: ± 6.500 anos A.P. 

Um segundo sistema de ilha-
barreira, paralelo à restinga 
interna, isola uma nova laguna. Há 
aproximadamente 5.100 anos 
A.P., que corresponde ao nível 
máximo do mar na última 
transgressão, a segunda barreira 
atinge sua posição mais interna. 

 

Idade provável: ± 3.900 anos A.P. 

A queda do nível do mar em uma 
face de praia inclinada não 
forneceu abundância de areias e 
por isso a progradação foi 
desprezível. No entanto, a queda 
do nível lagunar provocou 
isolamento da laguna externa pela 
emersão de diversas feições de 
cúspides. 
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Figura 26 – Cidade de Arraial do Cabo, RJ entre 1950 a 2014.  

   

A B C 

  

 

D E  

Legenda: (A) Praia dos Anjos em meados de 1950 vista a partir do Morro do Forno, ao fundo avista-
se o Pontal do Atalaia. Foto: Wolney Teixeira de Souza.  (B) Praia dos Anjos entre 1953 e 
1970. (C) Vista da cidade a partir do Morro do Forno, ao fundo avista-se o Morro da Boa 
vista. (D) Arraial do Cabo entre 1953 e 1970, ao fundo a Ilha de Cabo Frio. Fotos de Luiz de 
Castro Farias e Wolney Teixeira de Souza, respectivamente. (E) Vista área de Arraial do 
Cabo atualmente, no primeiro plano o Pontal do Atalaia. 
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Figura 27 – Cidade de Arraial do Cabo, RJ. 

  

A B 

Legenda: (A) Local onde foi construída a Fábrica Nacional Alcális, com vista do Pontal do Atalaia e a 
Ilha de Cabo Frio ao fundo; (B) A Álcalis em 1955, ao fundo avista-se a Praia Grande e faixa 
de restinga. Arraial do Cabo - RJ.  

Fonte: Wolney Teixeira de Souza. 
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APÊNDICE - Protocolo de montagem do sistema multiplex via PCR. As condições 

das reações variaram conforme o Kit e o Primer. 

 

 

KIT PROMEGA - MONOPLEX 

Especificações do Kit 

 

 

 GoTaq® 5x Buffer; MgCl2 25mM; dNTPs 10mM; Gotaq® 5U. 

 

Concentração dos primers 

 

 

 Todos os primers foram testados à 1 μM. 

 

 

Concentração da reação 

 

 

Testamos com volume final de 10 μL contendo: 2 μL de Tampão GoTaq 5X; 

0.6 μL de MgCl2 (25 mM); 0,2 μL de dntp (10 mM); 1 μL de Primer Forward (10 μM); 

1 μL de Primer Reverse (10 μM); 0,1 μL de Gotaq (5 U) polimerase; 20 ng de DNA. 

 Primers: A11, D07, D09, G03: as mesmas condições acima. Ase50, LEI137 e 

LEI160: as mesmas condições acima, exceto 0,2 μL de Gotaq (5 U). LOX1: as 

mesmas condições acima, exceto 1,0 μL de MgCl2 (25 mM) e 0,2 μL de Gotaq (5 U) 

polimerase. MyEx27: as mesmas condições acima, exceto 10 ng de DNA. 

Aproximadamente 2 μL do produto amplificado foi aplicado em gel de poliacrilamida 

à 12% durante 30 minutos, a 100 volts.  

 

 

Condições de amplificação 
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 As condições da PCR foram as mesmas descritas para o monoplex (ver 

página 80). 

 

 

KIT PROMEGA – MULTIPLEX 

Especificações do Kit 

 

 

 GoTaq® 5x Buffer; MgCl2 25 mM; dNTPs 10 mM; Gotaq® 5 U. 

 

 

Concentração dos primers 

 

 

Teste 1 

Primers à 1,0 μM: LOX1, MyEx27. 

Primers à 0,5 μM: D09, Ase50, LEI160, D07, G03. 

Primers à 0,25 μM: A11. 

Teste 2 

Primers à 0,75 μM: D09, LOX1, MyEx27, A11, D07. 

Primers à 0,50 μM: Ase50, G03, LEI160.  

 

 

Concentração da reação 

 

 

Testamos com volume final de 10 μL contendo: 2 μL de Tampão GoTaq 5X; 

0.6 μL de MgCl2 (25 mM); 0,2 μL de dntp (10 mM); 1 μL do multiplex (Forward e 

Reverse à 100 μM); 0,2 μL de Gotaq (5 U) polimerase; 10 ng de DNA. 

 

 

Condições de amplificação 
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 Desnaturação inicial a 94 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 30 

seg., X* °C por 30 seg. e 72 °C por 40 seg., e uma extensão final de 72 °C por 30 

min. *Foram testadas temperaturas de pareamento à 54, 55, 58 e 59 °C. 

As condições do Touchdown foram: desnaturação inicial a 94 °C por 3 min, 

seguido de 15 ciclos a 94 °C por 30 seg. - com variação de 61 a 54 °C com delta = - 

0,5 °C no segundo ciclo – 72 °C por 40 seg., seguido de 15 ciclos a 94 °C por 30 

seg., 54 °C por 30 seg., 72 °C por 40 seg. e uma extensão final de 72 °C por 30 min. 

 

 

KIT BIOTEC - MULTIPLEX 

Especificações do Kit 

 

 

Tampão 10X; MgCl2 50 mM; dNTP 10 mM; Gotaq 5 U. 

 

 

Concentração dos primers 

 

 

Primers à 0,75 μM: D09, LOX1, MyEx27, A11, D07. 

Primers à 0,50 μM: Ase50, G03, LEI160.  

 

 

Concentração da reação 

 

 

Testamos com volume final de 10 μL contendo: 1 μL de Tampão 10X; 0,3 μL 

de MgCl2 (50 mM); 0,2 μL de dntp (10 mM); 1 μL do multiplex (Forward e Reverse à 

100 μM); 0,2 μL de Gotaq (5 U) polimerase; o DNA variou em 60, 30, 15, 7,5 e 3,75 

ng. 
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Condições de amplificação 

 

 

 Desnaturação inicial a 94 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 30 

seg., 54 °C por 30 seg., 72 °C por 40 seg., e uma extensão final de 72 °C por 30 

min. 

 

 

KIT QIAGEN – MONOPLEX E MULTIPLEX 

Especificações do Kit 

 

 

 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (Concentração final de 3 mM MgCl2, 3 

x 0,85 ml). 

 

 

Concentração dos primers 

 

 

Teste 1 

Primers à 0,75 μM: D09, LOX1, MyEx27, A11, D07. 

Primers à 0,50 μM: Ase50, G03, LEI160.  

Teste 2 

Primers à 1,0 μM: LOX1, MyEx27. 

Primers à 0,75 μM: D09, D07. 

Primers à 0,50 μM: Ase50, A11, G03.  

Primer à 0,15 μM: LEI160.  

Teste 3 

Primers à 1,0 μM: D09, MyEx27. 

Primers à 0,50 μM: Ase50, G03.  

Primer à 0,25 μM: A11 

Primer à 0,05 μM:LEI160.  
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Teste 4 

Primers à 0,5 μM: Ase50, LEI160, G03 

Primers à 0,25 μM: A11 

Teste 5 

Primers à 1,0 μM: MyEx27, D09 

 

 

Concentração da reação 

 

 

 As diferenças nas condições da reação estão relacionadas à concentração de 

primer, se monoplex (1 μM de Primer Forward; 1 μM de Primer Reverse (10 μM) ou 

multiplex (1 μM de Primers (100 μM)). 

 Testamos com volume final de 10 μL contendo: 5 μL de 2x QIAGEN Multiplex 

PCR Master Mix, 1 μL de Primer Forward (10 μM); 1 μM de Primer Reverse (10 μM) 

e 3 μL de DNA (10 ng). As condições de reação foram às mesmas descritas acima 

(ver PCR página 80), exceto o período de desnaturação inicial que foi alterado para 

95 °C por 10 minutos e o período de extensão final que foi prolongado de 5/10 min 

para 30 minutos. 

 

 

Condições de amplificação 

 

 

Desnaturação inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 30 

seg, X* °C por 30 seg, 72 °C por 40 seg, e uma extensão final de 72 °C por 30 min. 

Foram testadas temperaturas de pareamento à 54, 56, 58, 59 e 60 °C. 

 

 

TESTES ESPECÍFICOS MONOPLEX – Primers LEI137, A11 e D07 
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Realizamos testes específicos de temperatura e concentração de primer para 

três primers, a saber: 

- Primer LEI137 realizamos testes de temperatura na fase de pareamento nas 

seguintes temperaturas (oC): 60, 58, 56, 54, 52 e 50. 

- Primer A11 realizamos testes de concentração do primer nas seguintes condições: 

0,5 μM e 1,0 μM de Primer Forward (10 μM); 0,5 e 1 μM de Primer Reverse (10 μM). 

- O primer D07 foi testado nas concentrações de 2,0; 1,0; 0,5; 0,2 e 0,1 μM. 

 


