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Mendieta: - El pingiiino es monégamo, don Inodoro... -
Inodoro Pereyra: - ;Y por qué cree que le dicen Pajaro Bobo?

“Inodoro Pereyra, el renegau”, Poema telurico de Roberto Fontanarrosa.

“...Cest a des fins précises qu'une molécule d’hémoglobine change de conformation suivant
la tension d’oxygene; qu'une cellule de la surrénale produit de la cortisone; que l'oeil de la
grenouille repére des formes bougeant devant lui; que la souris fuit devant le chat; qu’'um

oiseau mdle se pavane devant sa femelle. Dans tout les cas, il s’agit d'une propriété qui
confeére a l'organisme une avantage dans la compétition pour la descendance. Ajuster une
réponse au millieu, & um ennemi em puissance, & um éventuel partenaire sexuel, c’est trés
exactement s’adapter. Dans la sélection naturelle, um programme génétique qui impose
Pautomatisme de telles réactions est assuré de 'emporter sur celui qui ne les posséde pas....”

Francois Jacob, “La logique du vivant” (1970).



“El mundo fue y sera una porqueria, ya lo sé

en el 506 y en el 2.000 también

que siempre ha habido chorros, maquiavelos y estafaos,

contentos y amargaos, barones y dublés.

Pero que el Siglo XX es un despliegue de maldad insolente, ya no hay quien lo niegue.
Vivimos revolcaus en um merengue, y en el mismo lodo todos manoseaos.

Hoy resulta que es lo mismo ser derecho que traidor,

Ignorante, sabio o chorro, generoso o estafador...

iTodo es igual! {Nada es mejor! Lo mismo un burro que un gran profesor,

no hay aplasaus, ni escalafon, los inmorales nos han igualao.

Si uno vive en la impostura, y otro roba en su ambicion, da lo mismo que sea cura,
colchonero, rey de bastos, caradura o polizon.

iQué falta de respeto, que atropello a la razon!

Cualquiera es un sefior, cualquiera es un ladrén...

Mezclau con Stravisky, va Don Bosco y La Mignon,

Don Chicho y Napoleon, Carnera y San Martin...

Igual que en la vidriera irrespetuosa de los cambalaches, se ha mezclao la vid,

y herida por un sable sin remache, ves llorar la Biblia junto a un calefén.

Siglo XX cambalache, problematico y febril,

el que no llora no mama y el que no afana es un gil.

iDale, nomas...! iDale, que va...! jQue all4 en el Horno nos vamo’a encontrar..!
No pienses mads, sentate a un lao, que a nadie importa si naciste honrao...

Si es lo mismo el que labura, noche y dia como un buey,
que el que vive de los otros, que el que mata, que el que cura o esta fuera de la ley...”.

“Cambalache”, Enrique Santos Discépolo (1935).

“Hd pessoas que desejam saber sé por saber, e isso é curiosidade; outras, para alcancarem
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isso é amor.”

Santo Tomas de Aquino.



RESUMO

Estudos de genética de populacbes e de parentesco genético foram desenvolvidos em
colhereiro (Platalea ajaja), cabeca-seca (Mycteria americana) e garca-branca-grande
(Ardea alba egretta), de colbnias reprodutivas do Amapa, Pantanal e Rio Grande do Sul
(RS), Brasil. Genotipos em locos de microssatélites foram utilizados para se investigar
0s padrdes de relacionamento entre ninhegos amostrados dentro dos mesmos ninhos
com diferentes metodologias de analise. Pares de ninhegos néo-relacionados foram
encontrados nos ninhos de colhereiro (6,12% dos pares analisados) e de cabeca-seca
(11,34%); meio-irmdos foram observados nos ninhos de colhereiro (1,36%). Em garca
branca grande foi detectada apenas a presenca de irmaos-completos dentro dos ninhos.
Parasitismo de ninho intraespecifico e paternidade extra-par podem explicar a presenca
de ninhegos ndo-relacionados e meio-irmédos nos ninhos de colhereiro e cabega-seca, 0
que indica a presenca de um sistema de acasalamento diferente da monogamia genética
nas populagdes naturais dessas espécies. RelacGes de parentesco entre adultos e filhotes
e entre supostos irmdos foram determinadas em familias de colhereiro de trés
zooldgicos dos EUA. Analises de atribuicdo de maternidade e paternidade por maxima
verossimilhanca revelaram erros nos registros dos zooldgicos quanto as relacbes
progenitor-progénie e identificaram acasalamentos entre individuos aparentados que néo
tinham sido registrados. Pardmetros genético-populacionais e processos demogréaficos
foram investigados em popula¢des de garca-branca-grande do Pantanal e do Rio Grande
do Sul. Anélises Bayesianas, testes de alocacdo de individuos, analises de variancia
molecular, estimativa de estatisticas F, exame da distribuicdo das frequéncias alélicas e
calculo do indice de G-W permitiram identificar que: i) h& diferenciacdo genética
significativa entre coldnias reprodutivas do Pantanal e do Rio Grande do Sul; ii) o
padrdo de isolamento pela distancia ndo explica essa diferenciacdo; e iii) duas
populagbes no Pantanal e uma populacdo no RS apresentaram sinais genéticos de
reducdo demogréafica. Os resultados foram discutidos considerando que as populagdes
de garca-branca-grande localizadas no Pantanal e no Rio Grande do Sul s&o unidades
populacionais independentes e devem se tratar separadamente no planejamento e
desenvolvimento de programas de manejo para a conservacao da diversidade genética
total da espécie.

Palavras-Chave: Ardea alba; aves aquéticas; cabeca seca; colhereiro; garca; Mycteria
americana; parasitismo de ninho intraespecifico; paternidade extra-par; Platalea ajaja;
sistema de acasalamento.



ABSTRACT

Population genetic parameters and genetic relatedness estimates were carried out for
Roseate Spoonbill (Platalea ajaja), Wood Stork (Mycteria americana) and Great Egret
(Ardea alba egretta) reproductive colonies in Amapa, Pantanal and Rio Grande do Sul
(RS), Brazil. Microsatellite genotypes were used to investigate kinship patterns between
nestlings sampled inside the same nests, using a variety of analytical approaches.
Unrelated nestling-pairs were observed in Roseate Spoonbill nests (6.12% of analyzed
nests) and in Wood Stork nests (11.34%); half-siblings were present in Roseate
Spoonbill nests as well (1.36%). Only full-siblings were detected inside Great Egret
nests. Conspecific brood parasitism (CBP) and extra-pair paternity were proposed to
account for the presence of unrelated nestmates and half-siblings, respectively, in
Roseate Spoonbill and Wood Stork nests. Those results suggest the occurrence of a
mating system different than genetic monogamy in natural populations of those
waterbirds. Genetic relatedness was also investigated for adults and offspring, as well as
for supposed siblings in Roseate Spoonbill families kept in three zoological facilities in
the U.S. Paternity and maternity allocation analyses through maximum-likelihood
revealed that errors were present in zoo’s studbooks in relation to the familial records.
We also identified mating between related individuals that were not detected previously
by zookeepers. Population genetic parameters were also estimated and demographic
processes were assessed for Great Egret reproductive colonies in the Pantanal and Rio
Grande do Su, Brazil. Bayesian clustering analyses, assignment tests, analysis of
molecular variance, F-statistics estimates, allelic frequency distribution and the G-W
index revealed that: i) Pantanal reproductive colonies are genetically differentiated from
Rio Grande do Sul colonies; ii) an IBD-like pattern alone cannot explain that
differentiation; and iii) genetic signal of a reduction of population size was present for
two colonies in the Pantanal and one in Rio Grande do Sul. Results were discussed
considering a metapopulation dynamic and also considering that populations from both
Brazilian regions represent distinct units and deserve to be treated separately when
planning and carrying out conservation and management programs that aim to preserve
the species’ genetic diversity.

Keywords: Ardea alba; conspecific brood parasitism; extra-pair paternity; genetic
mating system; Great Egret; Mycteria americana; Platalea ajaja; Roseate Spoonbill;
waterbirds; Wood Stork.
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1. Relagdes de parentesco em populacOes naturais

“...community of descent is the hidden bond which naturalists
have been unconsciously seeking.”
Charles Darwin, 1859.

1.1. Interesse pelas relacGes de parentesco em populacdes naturais

O conceito de parentesco geneético € central para muitos aspectos da vida, incluindo
desde questBes mais gerais, como, nos seres humanos, as relativas a heranga, ao
casamento e as relacdes familiares, até questdes mais especificas, como o célculo das
componentes de dominancia e aditividade (na genética aplicada ao melhoramento de
animais e plantas), o mapeamento de genes relacionados a doencas (na genética
humana, investigando familias de afetados), entre outras (WEIR et al., 2006). Para
explicar a sua teoria de selecdo por parentesco, Hamilton (1964) definiu o conceito de
“parentesco de regressdo” (regression relatedness) entre um individuo altruista M e um
individuo “recebedor” F como a razdo entre a probabilidade de que M e F produzam,
num dado loco, dois gametas idénticos-por-descendéncia e a probabilidade de que M
produza dois gametas idénticos-por-descendéncia para 0 mesmo loco (HAMILTON,
1964). Essa defini¢do foi traduzida posteriormente como a razdo da co-ancestralidade
(LYNCH E WALSH 1998; MILLIGAN 2003). Por definicdo, a co-ancestralidade entre
M e F ¢ igual ao coeficiente de endogamia de um filho potencial desse par (FO). Se o
parentesco for estimado pelo método de Queller e Goodnight (1989), FO sera igual a
definicdo de endogamia de Wright (1951).

Questdes relativas ao parentesco genético aparecem em quase todas as
discussBes nas espécies sociais em que alguns comportamentos tém sido preditos como
produto da evolucdo sob sucesso reprodutivo inclusivo e selecdo de grupos (AVISE,
2004). O interesse pelo parentesco também aparece em estudos focados em espécies
com populagdes espacialmente estruturadas e linhagens familiares distintas (AVISE,
2004). Estimativas do grau de parentesco genético entre individuos sdo utilizadas em
estudos de biologia e da genética das populagdes naturais quando o objetivo é responder
questdes relativas ao reconhecimento entre parentes, sistemas de acasalamento, padrdes
de dispersdo de gametas e individuos, grau de vagilidade e filopatria, dispersdo sexo-

diferencial e processos populacionais histérico-demograficos (AVISE, 2004). O
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conceito de parentesco genético também pode ser pensado desde um ponto de vista mais
aprofundado no tempo, se levamos em conta que todos os individuos de uma dada
espécie sdo aparentados uns com os outros através de um “pedigree estendido” que

constitui a genealogia intraespecifica dessa espécie (AVISE, 2004).

Pelas estimativas de parentesco genético tem se estudado questdes
tedricas como: a teoria da evolugdo de grupos (HAMILTON, 1964; QUELLER, 1985),
a “fuga da endogamia” (REUSH et al., 2001; RICHARDSON et al., 2004), o
isolamento pela distancia e a filopatria (MACTOQ E LACEY, 2004), e os padrdes de
dispersdo (DOUBLE et al., 2005; TEMPLE et al., 2006). Estimativas de parentesco
genético tém sido utilizadas também para se investigar questdes mais especificas da
biologia de diversos organismos, como por exemplo: 0 padrdo de dispersdo dos ursos
polares (Ursus maritimus; ZEYL et al., 2009), o grau de influéncia da caca na estrutura
social de grupos de elefantes africanos (Loxodonta africana; GOBUSH et al., 2009), o
papel das diferencas sociais ¢ ecoldgicas na formagdo de ‘“aliancas sociais” em
golfinhos (Tursiops truncatus; PARSONS et al., 2003), o papel da selecdo de grupos na
determinacdo das associacdes cooperativas entre baleias (Megaptera novaengliae;
POMILLA E ROSEMBAUM, 2006).

Em termos da conservacdo de espécies e populagdes genéticas, as
estimativas de parentesco genético tém tido uma aplicacdo pratica, auxiliando
programas de translocacdo de populacbes naturais e de manejo em cativeiro e, dessa
forma, contribuindo para a preservacao da variabilidade genética desses grupos (LACY,
1994; RUSSELLO E AMATO, 2004; DE WOODY, 2005). Além disso, 0 parentesco
genético tem sido investigado pela sua relacdo com a escolha de parceiros e a fuga da
endogamia (PUSEY E WOLF, 1996; LEHMANN E PERRIN, 2003), com a dinamica
evolutiva populacional (QUADER, 2005), com a especiacdo (GRIFFITH, 2010) e com
questBes relativas a maneira em que as populagbes lidam com a fragmentacdo do
habitat, a sua susceptibilidade as doencas, ao tamanho populacional efetivo, a
reproducdo em cativeiro (CARO, 1999) e até para definir unidades de manejo (MUs)
(BKLAND et al. 2009).

1.2 Parentesco genetico e sistemas de acasalamento com énfase nas aves
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O conceito de sistema de acasalamento foi introduzido por Trivers (1972) e por Emlen e
Oring (1977) e faz referéncia a forma com que os individuos das espécies e popula¢des
(demes genéticos) acessam seus parceiros, 0 numero de parceiros com 0s quais
interagem durante uma estacdo reprodutiva, a duracdo dos vinculos reprodutivos e o
envolvimento relativo de cada sexo no cuidado da prole (DAVIES, 1991, REYNOLDS,
1996). O sistema de acasalamento € um aspecto essencial da biologia bésica dos
organismos e determina a maneira com que 0s genes sdo transmitidos de uma geracéo a
seguinte e, portanto, influencia diretamente a estrutura genética das populacfes. A
pesquisa na area da biologia do comportamento reprodutivo tem sido intensa durante 0s
ultimos 30 anos, o que levou a que alguns dos conceitos originais de Emlen e Oring
(1977) fossem modificados e/ou re-definidos (DANCHIN et al., 2008).

Existe uma ligacdo direta entre o sistema de acasalamento e a selecéo
sexual (DARWIN, 1871), pois a habilidade de um sexo de monopolizar parceiros do
sexo oposto define o sistema de acasalamento, criando assimetrias entre 0s sexos. O
sexo com a menor taxa reprodutiva potencial (essa geralmente delimitada pelo
investimento na producdo de gametas) constitui-se num recurso limitado para o outro
sexo e a desproporcionalidade desse recurso influencia o nivel de pressdo de selecédo
sexual. Estas questdes se tornam mais complexas se adicionarmos ao sistema o fato de
que, em muitas espécies, 0s machos contribuem com o cuidado da prole, representando
um recurso valioso para as fémeas (DANCHIN et al., 2008). A maneira como 0S Sex0s
tentam maximizar o seu sucesso reprodutivo e, portanto, o grau de pressao de selecdo
sexual, influencia o sistema de acasalamento. Assim, a evolu¢do de um determinado
sistema de acasalamento € determinada pelo sucesso reprodutivo dos individuos de uma
determinada populacdo. O sucesso reprodutivo € um parametro importante para a
conservacao das populacdes (CARO, 1999; 2007). Nos sistemas de acasalamento nos
quais somente um numero limitado de machos é responsavel pela maior parte da
progénie, o tamanho populacional efetivo é pequeno (CARO, 1999; 2007). A
variabilidade genética dessa populacdo sera menor do que naquela populagdo na qual
varios machos contribuem para a geragdo seguinte; esse aspecto deve ser levado em
consideracdo no estabelecimento de pardmetros de manejo e/ou conservagdo. A inclusao
de informacdo sobre o sistema de acasalamento no desenho e implementacdo de
programas de conservacdo de uma espécie é, portanto, ndo somente desejavel sendo
também essencial (KEOG, 2009; MILLER et al., 2009).
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Ecologistas comportamentais tém se interessado especialmente pelo
estudo dos sistemas de acasalamento em aves, em parte porque nesses organismos tais
sistemas apresentam-se muito diversos (LIGON, 1999). Essa diversidade concentra-se
em dois eixos principais: no nimero de parceiros sociais e no nimero de parceiros
sexuais (BIRKHEAD E M@LLER, 1992; PETRIE E KEMPENAERS, 1998;
BENNETT E OWENS, 2002). Com rela¢do ao numero de parceiros sociais, a maioria
das aves é socialmente monogédmica, ou seja, um individuo associa-se somente com
outro parceiro durante pelo menos um determinado ciclo reprodutivo (LACK, 1968;
GREENWOOD, 1980; GILL, 1990). Algumas espécies, porém, apresentam outras
formas de associagdo, como a poliginia social, a poliandria social e a promiscuidade
(DAVIES, 1991). Contudo, quando as técnicas da genética molecular comegaram a ser
aplicadas ao estudo do comportamento reprodutivo em aves, tornou-se evidente que o
nimero de parceiros sociais nem sempre correspondia no nimero de parceiros sexuais
(WESTNEAT E WEBSTER, 1994; GRIFFITH et al., 2002).

A caracterizacdo das interaces reprodutivas é, muitas vezes, dificil de
ser feita na natureza, pois a observacéo direta do comportamento dos individuos requer
um investimento alto de tempo e recursos materiais e esses nao estdo sempre
disponiveis. Além do mais, em espécies sem dimorfismo sexual ou com dimorfismo
secundario pouco perceptivel, a distincdo dos parceiros de sexos diferentes fica
dificultada, o que dificulta ainda mais a caracterizacdo do tipo de interacdo entre os
individuos. O padrdo genético de acasalamento resultante de um determinado
comportamento reprodutivo social ndo pode, na maioria dos casos, ser inferido a partir
da observacdo da interacdo entre os individuos. Ferramentas de genética molecular,
entretanto, quando aplicadas a tais estudos permitem a determinacdo dos vinculos de
parentesco entre os individuos nas populacGes, contribuindo imensamente para a
caracterizacdo dos sistemas de acasalamento de varios organismos na natureza. Dentre
os diversos exemplos desse tipo de abordagem podemos mencionar o estudo de Tunez
et al. (2009) que avaliou, por meio da estimativa do parentesco entre individuos, o grau
de organizacdo social e o sistema de acasalamento do ratdo-do-banhado (Myocastor
coypus); o trabalho de Sefc et al. (2008) que demonstrou a existéncia de paternidade
maultipla em Variabilichromis moorii, um peixe ciclideo socialmente monogamico e
com defesa biparental do ninho; o estudo de McVay et al., (2008) que evidenciou

paternidade multipla na progénie de populagdes do crocodilo Crocodylus moreletii em
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Belize; e o trabalho de Liegbold et al. (2006) que também evidenciou paternidade

maltipla na salamandra socialmente monogamica Plethodon cinereus.

Em aves, estudos das relagdes de parentesco baseados em ferramentas da
genética molecular tém auxiliado na investigacdo e caracterizacdo dos sistemas de
acasalamento de varias espécies (AVISE, 1996; WEBSTER E REICHART, 2005).
Esses resultados tém demonstrado que as estratégias reprodutivas das aves sao bem
mais complexas do que se tinha hipotetizado anteriormente com inferéncias baseadas
apenas em observacdes comportamentais (LIGON, 1999). O fato de se encontrar ampla
evidéncia de que a monogamia social nem sempre esta associada a monogamia genética
nas populagdes de aves (LIGON, 1999; WESTNEAT E WEBSTER, 1994; GRIFFITH
et al., 2002) causou uma verdadeira “revolugdo” no entendimento deste aspecto da
biologia desses organismos (GRIFFITH et al., 2002). Atualmente, a procura por um
melhor entendimento da historia evolutiva das aves norteia os debates, as pesquisas e a

experimentacBes nessa area de estudo dos sistemas de acasalamento em aves.

A paternidade extra-par (PEP), ou seja, a produgdo de uma progénie com
mais de um parceiro, incluindo individuos diferentes do parceiro social, por exemplo, é
comum nas espécies de aves socialmente monogamicas, como revelado pela revisdo
sobre variacdo inter-especifica e funcdo adaptativa da PEP feita por Griffith et al.
(2002). Nesse trabalho, foi observado que dentre as 150 espécies estudadas com
métodos genético-moleculares 130 apresentavam PEP. A revelacdo da ocorréncia de
paternidade extra-par (PEP) em freqiiéncia alta em muitas espécies de aves, estimulou o
avanco de discussdes no campo do comportamento reprodutivo durante as Ultimas
décadas (GRIFFITH et al., 2002), levando a proposicdo de novas hipo6teses para se
explicar os fenbmenos observados. Essa descoberta levou os pesquisadores a
levantarem questfes sobre o porqué das diferencas nos sistemas sociais e genéticos de
acasalamento entre espécies e entre distintas populacdes de uma mesma espécie
(NEUDORF, 2004). Pesquisas nessa area tém sido orientadas para responder por que
algumas espécies tém diferentes sistemas de acasalamento sociais e genéticos enquanto
outras apresentam correspondéncia entre esses sistemas (BENNETT E OWENS, 2002).
Essas questdes e outras de importancia para a ecologia evolutiva do comportamento das
aves tém estimulado a pesquisa nesta area, resultando no aumento quase exponencial de
trabalhos cientificos que objetivam caracterizar o sistema genético de acasalamento em

aves na Ultima década.
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Além da PEP, o parasitismo de ninho intra-especifico (PNI) é um
comportamento reprodutivo cada vez mais evidenciado em populac6es de aves (LYON
E EADIE, 2008). O PNI ocorre quando ha postura de ovos por uma fémea em ninhos de
outras fémeas da mesma espécie, livrando a fémea progenitora do cuidado parental
posterior o qual sera dado pela fémea “parasitada” (ZINK, 2000). A investigacdo da
ocorréncia de PNI em populagGes naturais e de como esse comportamento influencia na
dindmica populacional tem implicagbes conservacionistas diretas. Em espécies onde
ocorre PNI, esse comportamento devera ser considerado, pois caso a populagédo
manejada encontre poucos recursos para nidificacdo e/ou alimentacdo, a taxa de PNI
pode aumentar e o tamanho efetivo populacional diminuir, o que, em longo prazo,

poderia inviabilizar a sobrevivéncia da populagéo.

1.3 Ferramentas da genética molecular nas estimativas de parentesco genético

Em populagbes naturais, quando a informacdo sobre a genealogia dos individuos ndo
esta disponivel, o calculo direto do grau de parentesco genético entre os organismos fica
impossibilitado. Uma abordagem que pode ser aplicada nesses casos requer o uso de
marcadores moleculares para se conhecer os gendtipos dos individuos envolvidos no
vinculo e calcular o grau de parentesco entre eles (BLOUIN, 2003; JONES E
ARDREN, 2003). O uso de marcadores moleculares altamente polimérficos, como os
microssatélites € uma estratégia amplamente utilizada para se estimar parentesco e para
se estudar sistemas genéticos de acasalamento em popula¢cdes naturais de aves
(BLOUIN, 2003; WEBSTER E REICHART, 2005). Na abordagem classica dos estudos
de sistemas genéticos de acasalamento, determinam-se os gendtipos dos adultos e da
progénie que cuidam, calcula-se o grau de relacionamento entre eles e atribui-se a
paternidade e a maternidade aos individuos que cuidam da progénie, ou a outros
(MARSHALL, 1998).

Os microssatélites, ou STRs (do inglés, Simple Tandem Repeats)
(TAUTZ, 1989) foram introduzidos nas analises de parentesco por Queller et al. (1993)
e sdo considerados marcadores ideais para esse tipo de estudo (WEBSTER E
REICHART, 2005). Esses marcadores sdo seqliéncias nucleotidicas curtas (uma a seis
bases) repetidas, distribuidas ao longo do genoma da maioria dos organismos (TAUTZ,

1989). Se as sequéncias das regides adjacentes ao loco do microssatélite sdo conhecidas,
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esses marcadores podem ser amplificados pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR,
do inglés, Polymerase Chain Reaction). A heranca dos microssatélites é biparental e co-
dominante e essa é uma das principais vantagens do uso desses marcadores nos estudos
de parentesco, pois permite a distin¢do entre individuos homozigotos e heterozigotos e
as comparac0es diretas dos genotipos entre individuos relacionados. Outra caracteristica
favoravel da utilizacdo desses marcadores nas estimativas do parentesco genético é a
taxa alta de mutacdo desses locos, 0 que os fazem apresentar uma quantidade
consideravel de alelos por loco, assim, a chance de dois individuos ndo relacionados
compartilharem tais alelos ao acaso diminui, favorecendo a determinagdo mais acurada
do vinculo bioldgico entre individuos (WEBSTER E REICHART, 2005). Os
microssatélites sdo considerados marcadores neutros no sentido de que ndo codificam,
na maioria dos locos, nenhum produto que possa estar sob selecdo natural. Uma
caracteristica pratica que permitiu o uso dos microssatélites como marcador numa
grande variedade de estudos em populacfes naturais e especificamente em estudos de
parentesco € a probabilidade alta de amplificacdo heteréloga bem sucedida. Se
marcadores ndo foram ainda desenvolvidos para uma determinada espécie, pode-se
utilizar marcadores descritos numa espécie relacionada, com chance alta de que a

amplificagdo ocorra com sucesso.

Existe uma grande variedade de métodos estatisticos e programas
computacionais para o calculo do grau de parentesco entre os individuos com base na
sua informacédo genética dos locos de microssatélites (PEMBERTON, 2008). Todos os
métodos baseiam-se nas diferentes probabilidades com que dois individuos aparentados
podem compartilhar alelos por “identidade-por-descendéncia” (IBD, do inglés, identity-
by-descent). Essas probabilidades podem ser expressas em termos de freqliéncias
alélicas e servem para calcular o grau de relacionamento entre os individuos (ver
Capitulo 2). Estimativas de parentesco robustas podem ser obtidas com a determinacgéo
prévia do grau de estruturacdo populacional e quando um bom numero de locos
polimorficos é empregado na analise (BLOUIN, 2003; WAGNER et al., 2006).

1.4 Genética de populacdes de Ciconiiformes

A diversidade genética é o material que origina e mantém o potencial evolutivo e a

adaptacéo bioldgica dos organismos. Conhecer qual o nivel de diversidade genética das
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populacdes e como essa diversidade esta distribuida nas mesmas & importante, pois
essas caracteristicas revelam aspectos das historias de vida dos organismos. Os fatores
que afetam a diferenciacdo genética entre populages sdo bem conhecidos na teoria e
incluem o fluxo génico, o tamanho populacional efetivo (Ne), a mutacéo, a selecdo e a
deriva genética (WRIGHT, 1978). Na pratica, no entanto, a estruturacdo genética das
populacdes é resultante de um processo complexo cujas causas sao muitas vezes dificeis
de serem identificadas na natureza (COYNE E ORR, 2004; FRIESEN, et al. 2007). A
analise da variabilidade genética utilizando marcadores moleculares como o0s
microssatélites, pode esclarecer padrées de conectividade populacional e processos
demogréficos, aspectos dificeis de serem determinados com base apenas em
informagdes ecoldgicas (KOENIG, 1996). O nivel de endocruzamento e os padrdes de
dispersdo dos individuos nas populacGes contribuem a determinar o sistema de

acasalamento e isto influencia a estrutura genética da populacéo.

Além de ser importante para a investigacdo de questdes teoricas, a
determinacdo do nivel e da distribuicdo da variabilidade genética nas populacdes
também tem implicacdes praticas. Para a conservacdo das espécies na nhatureza é
importante, por exemplo, se conhecer qual é o padrdo de dispersdo da mesma e qual o
seu nivel de fluxo génico. Para a conservacdo in situ de uma espécie (ou as suas
populacbes), por exemplo, € ideal conhecer qudo filopatrica (fiel ao local de
nascimento) é a espécie, quanto de movimento de individuos pode-se esperar entre
populacdes e quais as consequéncias desses movimentos (CRANDALL et al., 2000;
FRASER E BERNATCHEZ, 2001). Se o fluxo génico entre as populacdes mantém a
variabilidade genética da espécie, quando ha fluxo, as populaces podem responder
mais prontamente e melhor, as diversas pressdes de selecdo (PETIT et al., 1998),

garantindo a sobrevivéncia da espécie a longo prazo.

O parentesco genético entre individuos e, mais precisamente, a sua
estruturacdo espacial nas populacdes, é outro componente da diversidade genética que
pode ter importantes consequéncias para os diversos aspectos da biologia dos
organismos, como as taticas reprodutivas, a socialidade, o endocruzamento e a
dispersdo, entre outros (HAMILTON, 1964; PERRIN E GOUDET, 2001;
ROUSSET, 2002). A dispersao pode ser classificada em dois niveis: a que se refere ao
movimento de um organismo do seu local de nascimento até o local de sua reproducao

(disperséo natal) e a que se refere a0 movimento entre um e outro local de reproducao
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(dispersdo reprodutiva). Esses comportamentos influenciam na dinamica, estrutura
genética e persisténcia das populacbes (CLOBERT et al. 2001; GAUFFRE et al.,
2009).

As aves possuem um padrdo sexo-diferencial de dispersdo, sendo as
fémeas da maioria das aves dispersando mais do que os machos (GREENWOOD,
1980). Por exemplo, o sistema de acasalamento das espécies é determinado pela decisdo
de qual sexo dispersara mais (PERRIN E GOUDET, 2001). InvestigacGes das
tendéncias espaciais do nivel de parentesco genético tém sido realizadas para se
identificar os padrGes de dispersdo em populacdes animais (e.g., LYNCH AND
RITLAND, 1999; DOUBLE et al., 2005). Em aves, um exemplo é o estudo de Berg e
cols. (2009), no qual os autores usaram estimativas de parentesco genético e ferramentas
de méaxima verossimilhanca para reconstruir grupos sociais e examinar os padrbes de
dispersdo sexo-diferencial numa populacdo de Calocitta formosa (Passeriformes). Essa
espécie € um das poucas dentre as aves que apresenta filopatria natal das fémeas. Os
autores detectaram que as fémeas dentro dos grupos estavam mais relacionadas entre si
do que os machos e, dentro dos grupos, os casais fémea-macho seriam ndo aparentados.

Esses resultados estdo de acordo com o padrédo dispersivo da espécie.

Estudos de diversidade e estrutura genética de populacfes brasileiras de
cabeca-seca, colhereiro e garca-branca-grande foram realizados pelo grupo do
Laboratorio de Genética de Aves da Universidade Federal de Sdo Carlos (LGA-
UFSCar), utilizando tanto marcadores mitocondriais quanto nucleares (DEL LAMA et
al., 2002; ROCHA et al., 2004; LOPES et al., 2004; TOMASULO-SECCOMANDI,
2004; LOPES et al., 2006; MINO E DEL LAMA, 2007; LOPES et al., 2007; SANTOS
et al., 2008; AVELAR, 2008; SOUZA, 2008; CORREA, 2009). Os Ciconiiformes
exibem comportamentos que podem favorecer a estruturacdo genética das populacdes.
A reproducdo colonial, somada a filopatria natal, pode gerar agrupamentos geogréaficos
de individuos, pois haveria maiores probabilidades dos individuos voltarem ao local de
nascimento (ou a col6nias vizinhas) para se reproduzirem, contribuindo com o aumento
da diferenciacdo genética entre aves aquéticas (FRIESEN, 1997). Conhecer a estrutura
genética das populagGes de Ciconiiformes, portanto, se constitui num importante
objetivo direcionado a incrementar o conhecimento sobre aspectos basicos da biologia
desses organismos, assim como para subsidiar politicas de conservagdo dos mesmos.

Como os processos demograficos pelos quais essas populagfes tém passado ndo tém
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sido investigados, a informacdo genética se torna de grande importancia porque permite
avaliar tanto a “salde genética” atual das populacbes, quanto inferir sobre as
possibilidades de sobrevivéncia futura dessas populagdes.

2. As aves aquaticas da ordem Ciconiiformes

“The colonial breeding of most ciconiiforms, which concentrates displaying males and
subsequent nest sites, leads to many types of interactions among individuals most of which have
been little studied .

Kushlan, 1973.

2.1. Sistematica, classificacdo taxonémica e caracteristicas gerais

A ordem dos Ciconiiformes (Bonaparte 1854) abrange aves aquaticas que possuem
porte médio a grande, pernas longas, pescogos compridos e bicos longos e é uma das
ordens mais tradicionais na sistematica das aves (SIBLEY E AHLQUIST, 1990). Ainda
é controverso o status monofilético do grupo e alguns autores tém proposto que seja
considerado parafilético (SIBLEY E AHLQUIST, 1990). Das familias incluidas nesta
ordem, foram estudados representantes das familias Ciconiidae Sundevall 1836
(cegonhas), Threskiornithidae Poche 1904 (curicacas e colhereiros) e Ardeidae Leach
1820 (garcas e socds) (VAN TUINEN et al., 2001; LIVEZEY E SUZI, 2001). Outras
duas familias monogenéricas (Balaenicipitidae e Scopidae) sdo consideradas
tradicionalmente como pertencentes aos Ciconiiformes. De acordo com estudos recentes
da filogenia dos Ciconiiformes por meio de caracteres osteolégicos cranianos
(FERREIRA, 2007), o grupo teria origem polifilética e compreenderia dois subgrupos.
O primeiro subgrupo incluiria os Threskiornithidae, Phoenicopteridae e Ciconidae e 0
segundo abarcaria os Podicipedidae, Scopidae, Balaenicipitidae, Pelecanidae,
Procellariformes, os demais Pelecaniformes e Ardeidae. Phoenicopteridae e
Threskiornithidae seriam grupos-irméos, e Scopidae e Balaenicipitidae estariam
fortemente relacionados com Pelecanidae (FERREIRA, 2007). A posi¢do da familia
Ardeidae dentro da ordem ainda é incerta (FERREIRA, 2007).

Os Ciconiiformes apresentam distribuicdo mundial e habitam
preferencialmente as zonas costeiras e as regides intracontinentais, como lagos, lagoas e
rios. O Brasil se constitui em um dos principais locais de ocorréncia de aves dessa
ordem, com 35 espécies documentadas no pais, dentre as 120 reconhecidas no mundo

todo (DE LUCA et al., 2006). As espécies de interesse no presente estudo Platalea
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ajaja, Mycteria americana e Ardea alba pertencem as familias Threskiornithidae,
Ciconiidae e Ardeidae, respectivamente. A familia Threskiornithidae inclui 13 géneros e
32 espécies (MATHEU E DEL HOYO, 1992), divididas em duas subfamilias:
Threskiornithinae e Plataleinae (DEL HOYO et al., 1992). A familia Threskiornothidae
pertencem, entre outros, o curicaca (Theristicus caudatus), o coré-cord (Mesembrinibis
cayennensis), o guara-vermelho (Eudocimus ruber) e o colhereiro (Platalea ajaja). As
aves da familia Ciconiidae estdo divididas em trés subfamilias: Mycterini, Ciconini e
Leptoptilini (DEL HOYO et al., 1992). No Brasil, a familia esta representada pelo
tuiuit (Jabiru mycteria), o maguari (ou jodo-grande, Ciconia maguari) e o cabeca-seca
(Mycteria americana). As aves da familia Ardeidae caracterizam-se por possuir o
pescoco com forma de “S”, que pode ser contraido sobre o corpo durante o voo (DEL
HOYO et al., 1992). Essa familia compreende 62 espécies divididas em cinco
subfamilias: Ardeinae, Botaurinae, Tigrisomatinae, Agamiinae e Cochleariinae
(KUSHLAN E HANCOCK, 2005). No Brasil, essa familia esta representada por 25
espécies, incluindo desde as gar¢as grandes até os pequenos socos (DEL HOYO et al.,
1992).

2.2 Importancia dos Ciconiiformes e ameacgas a sua conservacdo, especialmente na

Regido Neotropical

A Regido Neotropical possui uma area de 20 milhdes de km? que inclui o México, a
América Central, a América do Sul e o Caribe (CEBALLOS et al., 2009). As planicies
alagadicas da regi&o centro-sul da América do Sul (1.000.000 km?; NEIFF, 2001) sdo
das mais importantes no mundo para as aves aquaticas (JUNK, 2006; HARRIS et al.,
2005). Essas planicies oferecem uma grande variedade de habitats e uma alta
produtividade em termos de recursos alimentares (HARRIS et al., 2005). Esses
ecossistemas exercem, portanto, importante funcdo na preservacdo da biodiversidade de
aves. Na Regido Neotropical foram registradas 461 espécies de aves aquaticas, das quais
400 sdo residentes, registrando-se 417 espécies na América do Sul, 214 na América
Central e 172 no Caribe (WATERBIRD CONSERVATION FOR THE AMERICAS,
2007). A percentagem de aves aquaticas que estd ameacada de extincdo na Regido
Neotropical (14,3%) é maior do que o total das espécies de aves ameagadas do mundo

(12%). Além disso, 31 espécies (6,7%) estdo classificadas como quase-ameagadas
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(WATERBIRD CONSERVATION FOR THE AMERICAS, 2007). Os Ciconiiformes
ocorrem em grande nimero nas planicies alagadicas e estdo bem adaptados as
flutuacBes dos niveis hidroldgicos, causados pelos tipicos regimes de cheia-seca
(KUSHLAN et al., 1985; GONZALEZ, 1997).

As éareas alagadicas da Regido Neotropical tém sido objeto de crescente
namero de pesquisas por parte de instituices governamentais e ndo governamentais
durante os ultimos 15 anos, mas ainda ndo receberam toda a atencdo que merecem
(GOTTGENS E FORTNEY, 2004). E importante incrementar os esforcos de pesquisa
para favorecer o melhor conhecimento de questdes como ecologia, comportamento e
interacdo entre as espécies que habitam a Regido Neotropical (JUNK, 1996). Apesar da
evidente importancia das planicies alagadicas para a manutencdao da biodiversidade e
dos processos ecologicos a ela associados, sua destruicdo e/ou alteragdo vem crescendo
rapidamente (BOUTON E FREDERICK, 2003). No Brasil, as planicies alagadicas vém
sendo objeto de rapida degradacdo ambiental causada, principalmente, pela modificacéo
e reducdo dos habitats pelo uso destas areas para criacdo de gado, entre outras
atividades altamente impactantes. A necessidade urgente de preservacdo destes
ambientes e das espécies que neles vivem tem sido enfatizada por diversos autores
(GUADAGNIN et al., 2005; GIMENES E ANJOS, 2006; GUADAGNIN E
MALTCHIK, 2007; ALHO et al., 2008). A vegetacao nativa do Pantanal brasileiro, por
exemplo, estd sendo perdida a uma taxa 2,3% ao ano para dar lugar a pastos
(GOTTGENS E FORTNEY, 2004). A cobertura ainda preservada das areas mais altas
do Pantanal é extremamente importante ja que atua como refugio para diversas espécies
durante as inundagdes. Foi predito que, se mantido o ritmo atual de supressdo da
cobertura de mata no Pantanal, a mesma se perdera completamente em 45 anos
(HARRIS et al., 2006).

As aves aquaticas coloniais, de uma maneira geral, tém sido utilizadas
como indicadores ecoldgicos do estado dos ecossistemas nos quais habitam
(KUSHLAN, 1993; GONZALEZ, 1997; PAILLISSON et al., 2002). Varias
caracteristicas desses organismos, como a escolha do local de nidificagdo, o nimero de
ninhos por coldnia, 0 sucesso reprodutivo e o sucesso na predacdo, entre outras, sdo
importantes para se avaliar o estado de conservacdo dos habitats nos quais se
reproduzem e forrageiam (KUSHLAN, 1993; GIMENES E ANJOS, 2006; LORENZ et

al., 2008; FREDERICK et al., 2008). As aves aquaticas coloniais sdo sensiveis as
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alteracdes nos regimes hidrolégicos normais, causadas pelos impactos antropogénicos
(KUSHLAN, 1993; GONZALEZ, 1997; PAILLISSON et al., 2002). Os Ciconiiformes,
por exemplo, dependem de manchas de habitat com adequada profundidade e alta
densidade de presas para forragearem (KUSHLAN, 1976; GIMENES E ANJOS 2006).
Esses fendbmenos sdo bastante temporarios e distribuidos desigualmente nas planicies
alagaveis (FASOLA, 1994). Além disso, grande parte dos Ciconiiformes alimenta-se
principalmente de peixes (DEL HOYO et al., 1992), cuja abundancia se vé grandemente
influenciada pelos niveis hidrométricos (GIMENES E ANJOS, 2006). O sucesso na
nidificacdo e na posterior reproducao, pode ser influenciado pelas condi¢cdes da agua
nas planicies alagaveis nas quais os Ciconiiformes habitam e afeta drasticamente a
dindmica das suas populacgdes. Existe uma relacdo direta entre 0 nimero de tentativas de
reproducdo e o nivel de precipitacdo pluvial na area de nidificacdo anterior a época de
reproducdo (KAHL, 1964; KUSKLAN et al., 1975; KUSHLAN, 1979; OGDEN et al.,
1980; FREDERICK E COLLOPY, 1989). O estudo de aspectos basicos da biologia dos
Ciconiiformes pode auxiliar na conservagdo dos ecossistemas a eles associados, como

as planicies alagadicas intracontinentais e costeiras.

Os Ciconiiformes tém sofrido muitas pressbes antropicas, como a
ocupagédo e a modificagdo dos habitats utilizados pelas aves. As gargas, por exemplo,
foram cacadas esportivamente na Europa por muito tempo, usadas na alimentacdo na
China, Madagascar, india e Europa. Suas penas eram usadas para decoracéo de chapéus
(America do Norte e Europa) e com prop6sitos medicinais (india) (KUSHLAN E
HANCOCK, 2005). Algumas espécies e populacdes da familia Ardeidae encontram-se
atualmente ameacgadas em nivel mundial e local (INTERNATIONAL UNION FOR
THE CONSERVATION OF NATURE, 2008).

2.3 Espécies estudadas no presente trabalho

2.3.1 Colhereiro, Platalea ajaja

O colhereiro, Platalea ajaja Linnaeus 1758 (Ciconiiformes: Treskiornithidae) (Fig. 1.1)
¢ a Unica espécie das seis do género Platalea que ocorre no continente americano. Essa
ave se distribui desde o sul dos Estados Unidos da América (EUA) até o centro da

Argentina e suas colbnias se estabelecem em éareas alagaveis intracontinentais e
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costeiras (DUMAS, 2000). Os colhereiros se reproduzem numa variedade de ambientes
aquaticos ao longo da sua distribuicdo como manguezais, estuarios, pantanos, lagos e
lagoas, entre outros (DUMAS, 2000). Nidificam em coldnias, construindo ninhos em
arvores, arbustos ou sobre juncos, dependendo das caracteristicas da area escolhida. Os
colhereiros podem se agrupar em colénias reprodutivas grandes, juntamente com outras
espécies, como o cabeca-seca (Mycteria americana) e a garca-branca-grande (Ardea
alba) (YAMASHITA E VALLE, 1990; DUMAS, 2000); ou nidificar em colbnias

menores, especificas da espécie.

O colhereiro € uma ave pernalta de porte médio, de até 80 cm de altura,
1,8 kg de peso e envergadura de até 133 cm (HANCOCK et al., 1992; BJORK E
POWELL, 1994). O bico tem, em média, entre 15 e 18 cm de comprimento, nos adultos
(BJORK E POWELL, 1994). O bico dos jovens é tubular no inicio do desenvolvimento
e adquire a forma tipica, parecida a uma colher, com o avango do crescimento. Os
filhotes (Fig. 1.2) nascem brancos, com aproximadamente 50g e ganham peso
rapidamente (WHITE et al., 1982). Possuem plumagem rosa claro, as pontas das
coberteiras e as penas primarias escuras e a cabeca coberta de penas (Fig. 1.2). Apés o
14° dia de idade, os jovens sdo capazes de andar e podem explorar os arredores do
ninho (BJORK E POWELL, 1994). Com aproximadamente seis semanas de vida 0s
filhotes sdo capazes de voar (WHITE et al., 1982), mas permanecem nas proximidades
da colbnia até aproximadamente os dois meses de idade, podendo ser alimentados
esporadicamente pelos pais durante esse periodo (BJORK E POWELL, 1994). Depois
da primeira muda os jovens adquirem coloracdo résea mais intensa no corpo e nas asas,
a cabeca perde as penas e a coloracdo rosada da plumagem do corpo intensifica-se,
tornando-os mais semelhante aos adultos (veja individuo a esquerda, na Fig. 1.1). Aos
trés anos de idade, aproximadamente, os filhotes adquirem a plumagem caracteristica de
adultos, depois de terem passado por quatro mudas (ALLEN, 1942; DUMAS, 2000). Os
adultos passam por duas mudas ao ano, uma parcial antes do ciclo reprodutivo e outra
completa depois do ciclo reprodutivo. Os adultos reprodutivos apresentam a cabega sem
penas e com coloracdo esverdeada, pele negra ao redor dos olhos e da nuca, o saco gular
com coloracdo alaranjada brilhante, olhos vermelhos e plumagem das asas de coloragéo
rosa carmesim intensa (veja individuo a direita, na Fig. 1.1). Os colhereiros nao
apresentam dimorfismo sexual secundario, mas os machos sdo levemente maiores do
gue as fémeas (DUMAS, 2000).
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Figura 1.1. Individuos de colhereiro (Platalea ajaja) dentro de um corpo d’agua rasa. Note-se 0
individuo & esquerda, um jovem, que possui a plumagem pré-reprodutiva (cor rosada mais clara). O
individuo a direita é um adulto reprodutivo (possui uma “faixa” rosa escuro nas asas, pernas de um rosado
mais escuro, lores amarelada, bico mais escuro e cor amarelada nas penas da porg¢ao escapular da asa).

Figura 1.2. Fotografia de filhotes de colhereiro no ninho. Note-se a cabeca coberta de penas e 0
bico com formato tubular. (Fonte: acervo do Laboratério Genética de Aves — DGE/UFSCar).

O periodo de atividade das colénias reprodutivas de colhereiro varia de
uma regido para outra, mas é de aproximadamente cinco meses por ano. Os adultos
reinem-se nas proximidades das col6nias 1-2 meses antes de se acasalarem (ALLEN,
1942; WHITE et al., 1982). Os pares geralmente constroem seus ninhos durante o
inverno (estagdo seca) no Pantanal (julho/agosto) e na primavera no Rio Grande do Sul

(outubro/novembro). Os acasalamentos ocorrem em sincronia com o periodo de seca na
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regido onde as coldnias reprodutivas se estabeleceram, possibilitando que o nascimento
dos filhotes ocorra quando a disponibilidade alimentar € maior nessas regifes. Allen
(1942), a partir da observacdo comportamental de um Unico casal, descreveu que o
ninho é construido principalmente pela fémea, usando material recolhido pelo macho.
Concluida a construcdo do ninho, a fémea copula diversas vezes com o macho e
deposita de 2 a 3 ovos. O periodo de incubacdo dos ovos €, em media, de 22 dias
(WHITE et al., 1982) e se inicia logo ap0s a postura do primeiro ovo. Ambos 0s sexos
se encarregam da incubacdo dos ovos (ALLEN, 1942). A espécie pode ser considerada
semi-altricial, pois os filhotes requerem cuidado parental, mas informacdes detalhadas
sobre essa questdo sdo inexistentes (DUMAS, 2000). O colhereiro foi descrito como
socialmente monogdmico na natureza, a partir de observagdes comportamentais de um
unico casal (DUMAS, 2000; SIBLEY, 2001). Porém, observacdes comportamentais de
25 familias de colhereiros criados em cativeiro evidenciaram ocorréncia de copulas
extra-par e o cuidado de ovos alheios por parte de casais dessa espécie (SAWYER,
2002), se bem que ndo foi esclarecido ainda se isso é, ou ndo, resultado do

confinamento.

Na América do Sul, colbnias de colhereiros foram documentadas ao
longo da costa Atlantica da Colémbia e da Venezuela (HILTY E BROWN, 1986;
MEYER DE SCHAUENSEE E PHELPS, 1978), no Suriname (HAVERSCHMIDT E
MEES, 1994), ao leste dos Andes e proximo ao centro da Argentina (NAROSKY E
YZURIETA, 2003) (Fig. 1.3). Ocorréncia de colhereiros foi reportada no leste do
Uruguai (NAROSKY E YZURIETA, 2003) e no Chile (ARAYA E CHESTER, 1993).
No Brasil, 0 nimero total de col6nias reprodutivas de colhereiro e 0 nimero exato de
individuos por col6nia, sdo ainda desconhecidos. Coldnias reprodutivas da espécie sdo
encontradas na regido do Pantanal (Mato-Grosso e Mato Grosso do Sul; MORRISON et
al., 2008) e no Rio Grande do Sul (YAMASHITA E VALLE 1990; SILVA E BELLO
FALLAVENA, 1995; GUADAGNIN et al., 2005; GIANUCA et al., 2009). Col6nias
reprodutivas da espécie sdo também encontradas na regido costeira do norte do Brasil, a
Ilha do Cajual e no Delta do Rio Paranaiba, no Estado do Maranhdo e no litoral do
Estado do Amapa (OREN 1991; DE LUCA et al., 2006). A dispersdo pos-reprodutiva
dessas populacdes ocorre ao longo da sua area de distribuicéo e se relaciona aos ciclos
de seca e inundacdo que determinam a variacdo na disponibilidade alimentar das areas

ocupadas (DUMAS, 2000). Colhereiros adultos migram depois do ciclo reprodutivo
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para regides diferentes dentro do Brasil, onde permanecem até o ciclo seguinte, mas
dados detalhados sobre os movimentos de dispersdo da espécie inexistem. Um Gnico
registro publicado por Silva e Bello Falavena (1995) reportou um individuo que havia
sido anilhado, enquanto ninhego, no Estado do Rio Grande do Sul e foi recuperado no

Estado do Espirito Santo (aprox. 1147 km do local de anilhamento).
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-

Figura 1.3. Mapa de distribuicdo geogréafica do colhereiro (Platalea ajaja) no
continente americano (fonte: http://www.natureserve.org/infonatura).

2.3.2 Garcga-branca-grande, Ardea alba

A garga-branca-grande, Ardea alba Linnaeus 1758 (Ciconiiformes: Ardeidae) (Fig. 1.4)
é uma das 22 especies do género Ardea. A classificacdo da espécie no género Ardea
vem sendo longamente debatida (KUSHLAN E HANCOCK, 2005), mas evidéncias
morfologicas, bioquimicas, moleculares e de comportamento apoiam a classificacdo da
especie nesse género (SHELDON E SLIKAS, 1997; CHANG et al., 2003). Ao longo da
ampla area de distribuicdo mundial da espécie, sdo reconhecidas trés subespécies com
distribuicdo geografica distinta: Ardea alba alba Linnaeus 1758 (Europa ocidental),

Ardea alba egretta Gmelin 1789 (Américas) e Ardea alba melanorhyncho Wegler 1827

18


http://www.natureserve.org/infonatura

Mifio, CI Introducéo

(Africa) (KUSHLAN E HANCOCK, 2005). No Brasil, a espécie se denomina Ardea
alba Linnaeus 1958 desde a Resolugédo n° 118 do Comité Brasileiro de Registros
Ornitolégicos (10/10/2003).

A garca-branca-grande é grande e delgada, possui o corpo todo branco,
pescoco longo, pernas pretas e longas penas dorsais durante o periodo de reproducéo
(KUSHLAN E HANCOCK, 2005). O bico é amarelo com ponta preta, a iris e a pele ao
redor dos olhos (lores) sdo amareladas e a cabega esta desprovida de penas (KUSHLAN
E HANCOCK, 2005). Os adultos podem medir até 102 cm de altura, com envergadura
de asas de até 140 cm, e peso até 1,7 kg (KUSHLAN E HANCOCK, 2005). N&o existe
dimorfismo sexual aparente mas as fémeas podem ser levemente maiores do que 0s
machos (SICK, 1997). Adultos e jovens possuem padréo de plumagem distinto e este se
modifica nos primeiros durante o periodo reprodutivo quando surgem as “egretas”,
penas de adorno situadas no dorso do corpo (ver individuo a esquerda na Fig. 1.4).
Durante o periodo reprodutivo a iris passa a ser vermelha, o bico laranja e a lores
esverdeada (KUSHLAN E HANCOCK, 2005). Os filhotes possuem penugem na
cabeca, 0 bico amarelado-cinza, a face desprovida de penas, azul palida a cinza, a
garganta e as pernas rosadas (KUSHLAN E HANCOCK, 2005).

Figura 1.4. Gr(;a-branca adulta (Ardea alba) durante o periodo reprodutivo,
exibindo plumagem caracteristica (egretas), junto a jovem no ninho.

A garga-branca-grande habita uma grande variedade de ecossistemas,
como pantanos, margens de rios, lagoas e outras &reas alagadicas (KUSHLAN E

HANCOCK, 2005). Também é encontrada em habitats marinhos, como péantanos
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salubres, manguezais, lagoas costeiras e recifes de corais (KUSHLAN E HANCOCK,
2005). Pode utilizar ambientes alterados pelo homem, como terras de cultura, pastagem
e lagoas de criacdo de peixes, incluindo areas de beberagem de gado. Estas aves
constroem 0s ninhos numa grande variedade de espécies vegetais, em arvores,
bambuzais e arbustos (KUSHLAN E HANCOCK, 2005). Nidificam em coldnias
monoespecificas ou mistas, que podem ser compostas por Varias espécies de garcas
(Ardea alba e Egretta thula), ou por garcas e espécies de outras familias, como o
colhereiro (Platalea ajaja), o cabeca-seca (Mycteria americana), entre outras (SICK,
1997). O periodo de procriacdo coincide com o comeco da estacdo seca (SICK, 1997).
As col6nias podem ter mais de 1.000 ninhos e permanecem ativas por cerca de trés a
quatro meses por ano (KUSHLAN E HANCOCK, 2005). Os ninhos podem ser
construidos até 1m um do outro, ou mais distantes e podem ter até 120 cm de diametro
(MCCRIMMON et al., 2001). Os machos de Ardea alba chegam as coldnias primeiro
do que as fémeas e escolhem o local de nidificacdo. Essa escolha é liderada pelos
machos mais velhos, os quais geralmente nidificam no centro das colénias (PRATT,
1993). Uma vez escolhido o local de nidificacdo e depois da chegada das fémeas a
colbnia, os machos comecam o0 comportamento de corte para atrair as potenciais
parceiras reprodutivas. As fémeas interessadas num determinado macho executam um
comportamento de “limpeza de asas” enquanto o observam. As vezes, a fémea faz um
“voo circular”. As fémeas podem afastar outras fémeas atacando-as (PRATT,
1993). Uma vez estabelecidos 0s casais, esses participam de varias ceriménias de
cortejo durante a reproducdo (KUSHLAN E HANCOCK, 2005).

A garca-branca-grande provavelmente comeca a se acasalar no seu
segundo ano de vida (KUSHLAN E HANCOCK, 2005). As fémeas colocam de dois a
trés ovos azuis-claros por ninho e ambos 0s pais 0s incubam, revezando-se a cada 24h.
O periodo de incubacdo é de 23 a 27 dias (PALMER, 1962). Os dois membros do casal
cuidam ativamente dos jovens durante a primeira semana de vida. Durante as semanas
seguintes, 0s pais comegcam a se revezar no cuidado dos ninhegos e mostram um
comportamento agressivo na presenca de possiveis ameacas (MCCRIMMON et al.,
2001). Entre os 21 e 30 dias de idade, os filhotes (Fig. 1.5) comegam a sair do ninho,
mas ndo o abandonam; a partir dos 34 dias saem por tempo consideravel e entre 0s 45 e
0s 60 dias deixam a colbnia. A espécie foi descrita como socialmente monogamica

durante cada ciclo reprodutivo (MOCK, 1978). Cdpulas extra-par, forcadas e/ou
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homossexuais, ja foram reportadas nessa especie por varios autores de maneira
independente (WIESE, 1976; GLADSTONE, 1979; KREBS et al., 2004). Portanto, o
sistema genético de reproducdo da garca-branca-grande ainda permanece por ser

estudado e esclarecido.

Figura 1.5. Ninhegos de garga-branca-grande (Ardea alba) no ninho.

Ardea alba reproduz-se nas Bahamas, Antilhas, América Central,
América do Sul (até o sul do Chile e Argentina) e nas llhas Galdpagos (COCONIER,
2006) (Fig. 1.6). Na América do Sul, as populacGes estdo em crescimento e sao
residentes, estimadas entre 246.000 e 915.000 individuos (MORALES, 2000). Existem
também populacBes reprodutivas na América do Norte (KUSHLAN E HANCOCK,
2005). Fora do periodo reprodutivo, as populacGes da América do Norte migram mais
ao norte, enquanto que, as da América do Sul migram mais para o sul do continente
(KUSHLAN E HANCOCK, 2005). Algumas populacbes também dispersam para ilhas
océanicas vizinhas ao continente. As populacfes do oeste dos EUA migram para o
Meéxico e América Central (KUSHLAN E HANCOCK, 2005). No Brasil, colbnias
reprodutivas foram localizadas em diversas regies do norte, centro-oeste, sudeste e sul
do pais (YAMASHITA E VALLE, 1990; AMERICAN ORNITHOLOGISTS’ UNION,
1998; DE LUCA et al., 2006). As populacbes do Pantanal foram estimadas em 12.715
individuos (MORRISON et al., 2008). Estimativas do numero de individuos nas

populacBes do Estado do Rio Grande do Sul ndo estdo disponiveis.
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Figura 1.6. Mapa de distribuicdo geografica da garca-branca-grande (Ardea
alba) no continente americano (fonte: http://www.natureserve.org/infonatura).

2.3.3 Cabeca-seca, Mycteria americana

O cabeca-seca ou jaburu, Mycteria americana Linnaeus 1758 (Fig. 1.7) é uma das
espécies que formam a familia monofilética Ciconiidae (Ciconiiformes) (HANCOCK,
1992). No mundo, podemos encontrar quatro espécies do género Mycteria: M.
americana, M. leucocephala, M. cinerea e M. ibis. O cabeca-seca é a unica espécie do
género Mycteria que ocorre no continente americano, nidifica associado a ambientes
intra-continentais de &gua doce e a ambientes costeiros marinhos e estuarinos

(RODGERS et al., 1996). Forrageia em areas Umidas naturais e/ou artificiais e se
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alimenta principalmente de peixes, capturados numa profundidade da agua de até 23 cm
(COULTER E BRYAN, 1993).

ninho.

Os adultos de cabega-seca apresentam plumagem branca, com excecéo
das penas retrizes e rémiges, que sdo negras, com reflexos verdes e roxos. Podem medir
até 115 cm de comprimento (do bico a cauda) e pesar entre 2.0 e 3.0kg (COULTER et
al., 1999). O cabeca-seca apresenta a cabeca e 0 pescoco sem penas e de coloracédo cinza
escuro, bico negro, comprido e largo na base, pernas e 0s pés escuros e dedos rosados
durante a estacdo reprodutiva. Os filhotes nascem nus e possuem bicos encurvados, de
cor amarela ou rosados, que sdo mantidos frequentemente abaixados (Fig. 1.8). Na
terceira semana de vida os filhotes ja estdo empenados (SICK, 1997). O cabega-seca
atinge a maturidade sexual entre o terceiro e 0 quarto ano de vida. A longevidade da
espécie na natureza é de aproximadamente 11 anos (COULTER et al., 1999). Em
cativeiro, foram reportados individuos longevos (27 e 30 anos de idade) (HANCOCK et
al., 1992).
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Figura 1.8. Juvenis de cabeca-seca (Mycteria americana) no ninho.
Note-se a diferenca de tamanho entre eles (Fonte: LGA-DGE/UFSCar).

O periodo reprodutivo de Mycteria americana coincide com a estagdo
seca, quando h& maior disponibilidade alimentar, em conseqliéncia da concentracdo de
animais aquaticos em lagoas, rios e pogas. Nos EUA dura cerca de quatro meses por ano
(COULTER et al., 1999), ao passo que no Pantanal e na regido norte do Brasil os ciclos
reprodutivos ocorrem entre junho e novembro (SICK, 1997). Variacdo tanto nas datas
de formacdo das coldnias quanto nos locais de nidificagdo podem acontecer em resposta
a disponibilidade alimentar (OGDEN, 1980). A espécie nidifica em coldnias, que
podem ser monoespecificas ou mistas, junto a outras espécies de Ciconiiformes como
Platalea ajaja e Ardea alba (SICK, 1997), e também com o guard-vermelho
(Eudocimus ruber) no norte do Brasil. Os machos de Mycteria americana estabelecem
o territério para o ninho e iniciam a interacdo com as fémeas que entram nesses
territorios. O macho é inicialmente hostil com as fémeas, mas essa hostilidade diminui &
medida que avanga o periodo reprodutivo. Uma vez que a fémea € aceita dentro do
territorio, se inicia o comportamento de cortejo, que pode durar desde horas até alguns
dias (KAHL, 1972). Mycteria americana foi descrita como socialmente monogamica,
permanecendo 0s parceiros juntos por toda a estacdo reprodutiva. Porém, essas
observacgdes foram limitadas (COULTER et al., 1999). Os individuos constroem seus
ninhos em diversas espécies de plantas, dependendo do habitat no qual se estabeleca a
col6nia. Os ninhos podem medir até 1,5 m de didmetro e até 23 cm de profundidade
(COULTER et al.,, 1999). As distancias de um ninho para o outro sdo variaveis
dependendo das caracteristicas do local de nidificagdo. As colonias podem ser densas,
com ninhos distantes até 60 cm entre si (COULTER et al., 1999). Uma vez finalizada a
construcdo dos ninhos, as fémeas colocam os ovos, com um intervalo de até dois dias

entre cada um (HANCOCK et al., 1992). O tamanho médio da ninhada nessa espécie é
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de trés ovos, mas ninhadas de até cinco ovos sdo comuns em algumas col6nias
(COULTER et al., 1999). Ambos os pais se revezam no cuidado dos ovos, que sdo
incubados entre 27 e 32 dias, e dos filhotes (COULTER et al., 1999). O atendimento do
ninho por parte dos pais diminui ao longo da incubagdo até que, no momento da
eclosdo, somente o progenitor que incuba esta presente no ninho. E interessante notar
que j& foram observados ninhos com ovos adicionais, até uma semana depois da
primeira ninhada de trés ovos, sendo interpretado como evidéncia de parasitismo de
ninho co-especifico (COULTER et al., 1999). O nascimento dos filhotes coincide com o
periodo de maior disponibilidade alimentar e, os pais se alternam na busca de alimento
para eles. Os filhotes s&o classificados como altriciais (nascem sendo muito
dependentes dos adultos). O macho e a fémea dividem igualmente o cuidado parenta e
os filhotes sdo atendidos constantemente durante a primeira semana de vida, mas apds
esse tempo, somente a noite; a partir do vigésimo dia de vida dos filhotes decai
dramaticamente 0 tempo que 0s pais passam no ninho. Os adultos alimentam aos
filhotes mais jovens mais vezes do que os mais velhos (BRYAN et al., 1995). A partir
da guarta semana de vida ja podem deslocar-se fora do ninho até galhos proximos, mas
s0 abandonam os ninhos aos 50-55 dias de vida (KAHL, 1964; COULTER et al., 1999),
podendo retornar aos ninhos esporadicamente para serem alimentados pelos pais. O
tempo que os filhotes permanecem relacionados com o ninho pode variar desde os 30
dias (KAHL, 1964) até os 80 dias de vida (HYLTON, 2006).

O cabeca-seca habita areas periodicamente alagaveis na América tropical
e subtropical (Fig. 1.9), desde o sul dos EUA (COULTER et al., 1999; FREDERICK E
MEYER, 2008) e México (HOWELL E WEBB, 1995), pela América Central (Costa
Rica e Panamd) (STILES E SKUTCH, 1989), no Caribe (Cuba e Republica
Dominicana, STOCKTON DE DOD, 1981), e na América do Sul desde Colémbia até o
Perd, norte da Bolivia, Paraguai, Uruguai até noroeste da Argentina (COCONIER et al.,
2006), e desde as Guianas e a Venezuela at¢é o Brasil (AMERICAN
ORNITHOLOGISTS’ UNION, 1998). Apos o periodo reprodutivo, os individuos de
cabeca-seca migram para outras regides, num periodo denominado invernada. As
populagbes dos EUA permanecem na Flérida e no sul da Georgia. As populacGes de
Cuba séo provavelmente residentes e ndo migram. Alguns individuos de cabeca-seca
provenientes do México e da America Central foram observados no Vale do Rio
Mississippi, nos EUA (BRYAN et al., 2008).
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As rotas migratorias dos individuos que se reproduzem na América do
Sul ainda ndo estdo devidamente esclarecidas, mas, provavelmente, a direcdo e o
destino dessas migragdes estdo relacionados com a disponibilidade de alimento e com
as condi¢bes ambientais (COULTER et al., 1999). Dados recentes de individuos
anilhados no Brasil pela equipe do LGA — UFSCar sugerem que esses individuos
dispersam bastante numa idade jovem. Por exemplo, um individuo anilhado em outubro
de 2007 no Estado do Amapa foi recuperado na provincia de Santa Fe, no centro da
Argentina, em fevereiro de 2008 (S. N. Del Lama, com. pessoal). Outro individuo
anilhado no sul do Pantanal foi recuperado ao norte da mesma regido (S. N. Del Lama,

com. pessoal).
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Figura 1.9. Mapa de distribuicdo geogréfica do cabega-seca (Mycteria americana) no
continente americano (fonte: http://www.natureserve.org/infonatura).
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3. Justificativa

A falta de correspondéncia entre a monogamia social e a monogamia genética
detectada na maioria das espécies de aves comprova que inferéncias sobre o sistema
genético de acasalamento de aves ndo podem ser feitas com base somente no sistema
social de acasalamento. Embora numerosos estudos tenham sido conduzidos para se
investigar sistemas genéticos de acasalamento em aves, a maioria foi realizada em
espécies de Passeriformes que ocorrem em regides temperadas. Os poucos trabalhos
ecologicos (GILL et al., 2007; STUTCHBURY et al., 2007) e genéticos (CAPARROZ,
2003; CARVALHO et al., 2006) disponiveis em aves Neotropicais demonstram que 0s
seus sistemas de acasalamento sdo também complexos e variaveis. Existe, portanto,
uma lacuna importante a ser preenchida quanto aos estudos de comportamento
reprodutivo em aves da Regido Neotropical (MACEDO, 2008; MACEDO et al., 2008;
STUTCHBURY E MORTON, 2008) e em especial, no grupo de aves como as
aquaticas (MINO E DEL LAMA, 2009).

Aves aquéticas coloniais oferecem um modelo bioldgico interessante
para o estudo dos sistemas de acasalamento, pois exibem comportamentos que tém sido
propostos como favoraveis a ocorréncia de parasitismo de ninho intraespecifico (PNI) e
de paternidade extra-par (PEP). Muitas dessas espécies reproduzem-se em coldnias, nas
quais um grande nimero de individuos reprodutivos se concentra num mesmo local.
Tanto o agrupamento espacial de individuos reprodutivos quanto a maior sincronia
reprodutiva entre eles tém sido propostos como comportamentos que favorecem a
ocorréncia de copula extra-par (CEP) (e paternidade extra par, PEP) e PNI em aves
(BROWN E BROWN, 2001; LYON E EADIE, 2008). Apesar de representarem um
modelo interessante, o0 grupo das aves aquaticas coloniais tem sido pouco estudado
quanto aos sistemas genéticos de acasalamento (MINO E DEL LAMA, 2009).
Informacdes detalhadas sobre a biologia basica de aves aquaticas sdo escassas no Brasil
e a sua obtencdo contribuira para a pesquisa de aspectos basicos de sua biologia assim
como para 0 estabelecimento das prioridades para a conservagdo dessas espécies
(MARINI E GARCIA, 2005).

No presente estudo propde-se caracterizar as relaces de parentesco entre
individuos de populagdes naturais brasileiras de trés espécies de aves aquaticas

coloniais da ordem Ciconiiformes: o colhereiro (Platalea ajaja Linnaeus 1758), a garca-
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branca-grande (Ardea alba egretta Gmelin 1789) e o cabeca-seca (Mycteria americana
Linnaeus 1758). Essas trés espécies apresentam em comum 0 comportamento
reprodutivo em colbnias reprodutivas localizadas em &reas alagaveis ao longo de todo o
Brasil. Por outro lado, essas espécies diferem na extensao do cuidado parental dado aos
filhotes, os quais apresentam diferentes niveis de autonomia: os ninhegos de cabeca-
seca sdo completamente dependentes dos pais para sobreviverem (altriciais), enquanto
que os ninhegos de colhereiros e os de garca-branca-grande sdo semi-independentes
(semi-altriciais); essa Ultima espécie apresenta 0 menor grau de dependéncia dos pais
dentre as trés espécies. O cuidado parental & um dos fatores que poderiam influenciar no
grau de PNI e PEP em populagdes naturais de aves. Ao estudar espécies
filogenéticamente relacionadas, mas com niveis de cuidado parental diferentes, propde-
se contribuir com novas informac6es sobre a relacédo entre o grau de PEP e PNI e esse

comportamento parental.

Estudos detalhados sobre sistemas de acasalamento em populagdes
naturais de colhereiro, garca-branca-grande e cabecga-seca inexistem. A observacao
direta de adultos marcados na natureza requer um custo alto em termos de esforco e
investimento nas tarefas de campo (YOM-TOV, 1980; ANDERSSON, 1984). Esse
trabalho fica ainda mais dificultado porque nessas espécies ndo ha dimorfismo sexual. O
desenvolvimento de estudos tradicionais de atribuicdo de paternidade e maternidade
para determinacdo do sistema de acasalamento nessas espécies tem sido impedido por
limitacGes relacionadas a indisponibilidade de informacdo genética dos adultos
responsaveis por uma determinada progénie. Como consequiéncia dessa limitacdo de
amostragem, os gendtipos dos supostos progenitores ndo podem ser comparados de
maneira direta com os dos filhotes que estdo sendo cuidados por esses adultos. Com o
presente estudo, propde-se utilizar de métodos da genética molecular para se investigar
as relacdes de parentesco entre ninhegos amostrados dentro dos mesmos ninhos, em
populacbes naturais dessas trés espécies de aves aquaticas. Pelas categorias de
relacionamento entre ninhegos encontradas, procurar-se-a fazer inferéncias sobre o
sistema genético de acasalamento dos adultos que produziram esses ninhegos. Caso 0s
adultos das espécies estudadas sejam geneticamente monogamicos o esperado é que
todos 0s ninhegos amostrados dentro de um determinado ninho sejam irmé&os
completos. Caso haja evidéncias genéticas da existéncia de outras categorias de

relacionamento entre 0s ninhegos de um mesmo ninho (meio irmdos e néo
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relacionados), estas serdo interpretadas como argumentos a favor de um sistema

diferente da monogamia genética.

Outra proposta do presente trabalho é expandir a analise realizada por
Souza (2008) sobre niveis e padrdes de distribuicdo da variabilidade genética em locos
de microssatélites de populagdes brasileiras de garca-branca-grande. Nesse estudo, a
autora encontrou, com um numero limitado de individuos, diferenciacdo genética entre
populacdes de garcas do Pantanal e do Estado do Rio Grande do Sul. No presente
estudo, propde-se aumentar o nimero de individuos analisados em cada regido e realizar
analises Bayesianas para detectar estruturacdo populacional em auséncia de informacéo
geogréfica. Além disso, propbe-se aprimorar os testes de alocacdo de individuos as
potenciais populacBes de origem, para explorar melhor a possivel existéncia de
diferenciacdo genética sutil, mas significativa, entre essas regides brasileiras. Além
disso, examinar-se a a possivel existéncia de um padrdo de tipo isolamento pela
distancia (IBD), com o objetivo de melhor entender as causas da diferenciacdo genética
entre regides, se verificada. Ainda, investigar-se-do sinais genéticos de diferentes
processos demograficos, como por exemplo a reducdo do tamanho populacional, por
meio de parametros genético- populacionais (excesso temporario de heterozigotos,
distribuicéo das freqliéncias alélicas e relagdo entre o intervalo de tamanho, em pares de
bases, entre 0 maior e menor alelo e o nimero de alelos/loco). O conhecimento da
variabilidade genética e de como essa variabilidade se distribui nas populagdes
brasileiras de garca-branca-grande ajudara a inferir sobre aspectos da biologia dessa
espécie (como os padrbes de dispersdo e fluxo génico). O padrdo de distribuicdo da
diversidade genética em populagdes naturais permitird identificar processos
demogréficos pelos quais essas populacdes podem ter passado, o qual €, muitas vezes,
dificil de ser atingido com informacdes ndo-genéticas. Por outro lado, o conhecimento
da salde genética das populacbes de garca-branca-grande auxiliara na avaliacdo do
estado dos ecossistemas nos quais essas aves habitam. Por fim, se a existéncia de
diferenciacdo genética entre as populagdes do Pantanal e do Estado do Rio Grande do
Sul proposta por Souza (2008) for confirmada, sugerir-se-d0 medidas tendentes a

conservacao dessas populacdes a luz desses achados.
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Objetivos

1 Geral

«+ Estimar parametros populacionais e parentesco genético para ninhegos de

populacBes naturais brasileiras de trés espécies de Ciconiiformes: o cabeca-seca
(Mycteria americana), o colhereiro (Platalea ajaja) e a garca-branca-grande

(Ardea alba egretta).

2 Especificos

X/
L X4

Estimar parametros genético-populacionais em coldnias reprodutivas brasileiras
de Mycteria americana, Platalea ajaja e Ardea alba egretta, com base em

marcadores moleculares nucleares de tipo microssatélites;

Estimar o grau de parentesco genético entre filhotes amostrados dentro dos
mesmos ninhos em colénias reprodutivas brasileiras de Mycteria americana,
Platalea ajaja e Ardea alba egretta, com base nos seus genotipos em maultiplos

locos de microssatélites;

Utilizar uma combinacdo de abordagens para reconstrucdo de relacionamentos e
testes estatisticos para se identificar o vinculo mais provavel entre 0s ninhegos
amostrados dentro dos mesmos ninhos, com base nos seus genotipos em

mualtiplos locos de microssatélites;

Inferir sobre os sistemas de acasalamento de Mycteria americana, Platalea ajaja
e Ardea alba egretta a partir das categorias de relacionamento encontradas para

pares de ninhegos amostrados dentro dos mesmos ninhos;

Avaliar o grau e os padrdes de distribuicdo de variabilidade genética em col6nias
reprodutivas brasileiras de Ardea alba egretta do Pantanal e do Estado do Rio
Grande do Sul e discutir esses resultados a luz das caracteristicas de historia de

vida e dos processos demogréaficos nas populacfes dessa espécie.
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2.1 Areas de estudo

2.1.1 Banhados do Estado do Rio Grande do Sul

As &reas Umidas da planicie costeira do Estado do Rio Grande do Sul (RS) alojam uma
avifauna aquéatica muito rica e abundante, sendo essa uma das regifes da América do
Sul mais importantes para residéncia e reproducdo de aves aquaticas (BENCKE et al.,
2006; GUADAGNINE E MALTCHIK, 2007). Essa area também atua como local
importante para invernagem e ganho de peso de muitas espécies migratdrias
(GUADAGNIN et al., 2005; BENCKE et al., 2006). A planicie costeira do Estado do
Rio Grande do Sul é caracterizada por um clima subtropical Umido, apresenta um
complexo mosaico de dunas, banhados, campos e matas, além de um sistema de lagoas
costeiras (BECKER et al., 2006a). A precipitacdo pluvial dessa planicie varia entre
1.000 e 1.500 mm.

Para o presente estudo foram acessadas oito colonias reprodutivas na
planicie costeira nas quais foram amostrados o colhereiro e a garca-branca-grande (Fig.
2.1e2.2; Tabela 2.1).
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Figura 2.1. Mapa do Brasil com simbolos que indicam a localizacdo aproximada das
coldnias reprodutivas das trés espécies de Ciconiiformes acessadas no presente estudo.
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Figura 2.2. Fotografia de um ninhal de garca-branca-grande (Ardea alba egretta) e colhereiros (Platalea
ajaja) no RS, Brasil (Foto: Eridiane Lopes da Silva).

2.1.2 O Pantanal Brasileiro

O Pantanal é uma das maiores planicies continentais alagadas do planeta. No Brasil,
compreende uma area de 138.183 km:-de planicie inundavel e inclui a bacia superior do
Rio Paraguai (BAP) que drena o Cerrado do Brasil Central (HARRIS et al., 2005a).
Esse ecossistema é extremamente rico em fauna terrestre e aquatica, consequencia do
mosaico de habitats disponiveis, originados da grande variedade de solos e dos periodos
de inundacdes (HARRIS et al. 2005a). O Pantanal é uma das planicies alagadas mais
ricas em avifauna do mundo, com 463 espécies identificadas (TUBELIS E TOMAS,
2003). E uma das regides da América do Sul com maior diversidade de aves aquaticas
(HARRIS et al. 2005; JUNK et al., 2006). Além da sua importancia como regido
detentora de diversidade alta de aves, o Pantanal atua também como ponto de parada de
espécies migratorias (ANTAS, 1994; SILVA, 1998). O ecossistema é considerado
Patriménio Nacional Brasileiro pela Constituicdo de 1988, Planicie Alagavel de
Importancia Internacional pela Convencdo RAMSAR (1993) e Reserva da Biosfera e
Patrimonio Natural da Humanidade (UNESCO, 2001). Embora a importancia do
Pantanal seja mundialmente reconhecida, apenas 2,5% da BAP estd oficialmente
protegida no Brasil por unidades de conservacdo. Como consequéncia, o Pantanal se
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constitui em uma regido vulneravel, com alta prioridade para a conservacdo (OLSON et
al., 1998). Dados sobre a sua biodiversidade ainda sdo escassos e fragmentados (SILVA
et al.,, 2001; SILVA, 2002; HARRIS et al., 2005 a,b) e novas informacdes sobre as

espeécies que nele habitam precisam ser urgentemente recolhidas.

A formacdo vegetal do Pantanal caracteriza-se por apresentar um
mosaico de classes de vegetacdo: o campo, o cerraddo, o cerrado, os brejos, a mata
semidecidua, a mata de galeria e a vegetacdo flutuante (SILVA et al., 2000). A
pastagem natural, da qual depende a fauna herbivora, € o principal recurso floristico do
Pantanal e inclui representantes da vegetagdo aquética e arborea (MOURAO et al.,
2002). A precipitacdo pluvial do Pantanal esta aproximadamente entre os 800 e os 1.200
mm anuais e entre 30% a 70% da agua da chuva ficam retidos, favorecendo a inundacao
das grandes planicies (ALHO, 2008). As oscilacdes climatico-hidrolégicas que ocorrem
anualmente no Pantanal influenciam fortemente os deslocamentos das populagdes
silvestres que habitam essa &rea. A dindmica hidrica da regido e o ciclo hidrolégico
garantem a biodiversidade alta e mantém o funcionamento ecoldgico de toda a regido
(HARRIS et al., 2005a,b). Na atualidade, atividades agropecudrias e agricolas causam
modificacdes e perdas do habitat, ameacando a integridade do Pantanal (MOURAO et
al., 2002; HARRIS et al., 2005a), o que afeta diretamente as populacfes de aves

aquaticas.

Para o presente estudo foram amostradas no Pantanal nove colbnias

reprodutivas de colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-grande (Figura 2.1; Tabela 2.1).

2.1.3 Amapa

O Estado do Amapa (AP) encontra-se localizado na Regido Norte do Brasil e apresenta
uma area de aproximadamente 143.453.7 km2, limitando-se ao norte e noroeste com a
Guiana Francesa e com 0 Suriname, a oeste e sudoeste, com o Estado do Para (PA) e ao
leste e nordeste com o Oceano Atlantico (598 km de costa). O clima do Amapa é
“tropical super-umido” e a regido climatica que predomina na maior parte do litoral é
Umida, com seis meses mais secos (setembro - fevereiro). A zona costeira do Estado do
Amapéa (ZCA) abarca 25% do territorio do estado (MINISTERIO PUBLICO DO
ESTADO DO AMAPA, 2007). Ao longo do Oceano Atlantico e do Delta do Rio
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Amazonas, nas regides litoraneas da ZCA encontram-se depdsitos de areia e argila, com
partes alagadas, além de bancos de areia, dunas, ilhas, pequenas baias e reentrancias,
estuarios, meandros, lagoas, litorais rasos e lamacentos, lagos temporarios e
permanentes (MINISTERIO PUBLICO DO ESTADO DO AMAPA, 2007). Os rios
Amapari-Araguari, 0 Amapa Grande e o Calcoene formam meandros e banhados na
planicie costeira. Muitos trechos da planicie costeira estdo sujeitos a inundagdes
periddicas, tanto de dgua doce como salgada decorrente do ciclo das marés, devido a
baixa altitude dessas terras, em relacdo ao nivel do mar e as inUmeras conexdes entre
diversos tipos de corpos d’agua (MINISTERIO PUBLICO DO ESTADO DO AMAPA,
2007). A cobertura floristica nativa da ZCA alberga uma grande variedade de habitats
adequados para as aves aquaticas, entre 0s quais se destacam os pantanos de agua doce e
de &gua salgada (“campos de varzea”), as savanas alagadicas com palmeiras, as florestas
alagadicas, as ilhas cobertas de florestas e os lagos, 0os manguezais, e as restingas
costeiras (MINISTERIO PUBLICO DO ESTADO DO AMAPA, 2007). A ZCA é bem
conhecida como sitio de parada para varias espécies de aves migratorias da Regido
Nedrtica e muitas espécies de gaivotas. Varias aves aquaticas sdo residentes na regido,
como Eudocimus ruber, Mycteria americana, Jabiru mycteria, Ciconia maguari,
Platalea ajaja, Nyctanassa violacea, Nyctiocorax nyctiocorax, Egretta tricolor, Egretta
caerulea, Ardea alba e Ardea cocoi. E interessante notar que a Unica populacdo
brasileira do flamingo caribenho (Phoenicopterus ruber) encontra-se nesta regido (DE
LUCA et al., 2006).

Destaca-se 0 grau baixo de alteracBes antrOpicas em quase todas as
formacdes da vegetacdo natural do Estado. Estima-se que o total de florestas nativas
perdidas no estado, desde a década de 1970 é de pouco acima de 1%, sendo esta a
vegetacdo nativa menos alterada dentre todos os estados amazonicos (MINISTERIO
PUBLICO DO ESTADO DO AMAPA, 2007). Os manguezais do Amapa sio
considerados os mais preservados de todo o litoral brasileiro (MINISTERIO PUBLICO
DO ESTADO DO AMAPA, 2007). Sessenta e dois por cento do territorio do Estado do
Amapa (8.798.040,31ha) estdo protegidos em 19 unidades de conservacdo, as quais
apresentam uma expressiva representatividade ecossistémica. Porém, tem se detectado,
mais recentemente, que o0 estado passa por modificacdes e reducdes de habitat como
consequéncia das pressdes introduzidas no ambiente pelas praticas pecuérias (criacéo de

bafalos e outros animais).
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No presente estudo foram acessadas quatro coldnias reprodutivas
localizadas no Estado do Amapa (Figura 2.1 e 2.3; Tabela 2.1). Essas col6nias estavam
compostas, principalmente, por Mycteria americana e Platalea ajaja, com presenca, em
menor proporc¢édo, de Ardea alba e Eudocimus ruber (guara-vermelho) (AVELAR et al.,
2009). Os ninhais de Macacoari (MA), Fazenda Zelandia (FZ) e Se Cria (SC)
localizam-se em terreno alagadico, dependente do regime de chuvas e/ou marés,
classificando-se a fisionomia vegetal no seu entorno como mata de varzea, enquanto
que, a fisionomia vegetal no entorno de FA pode ser classificada como mata de terra
firme (AVELAR et al., 2009). A disposicdo dos ninhos das distintas espécies de
Ciconiiformes nessas colnias apresenta-se de maneira estratificada, com os ninhos de
cabeca-seca localizados nos galhos mais altos das arvores (entre 15 e 25m) atém em
arbustos (com altura entre 3 e 4 m), o dos colhereiros em alturas intermédias (2 a 3m) e
os das garcas em altura menor ( 1-2m) (AVELAR et al., 2009).

Figura 2.3. Fotos da colonia reprodutiva “Se Cria”, no Estado do Amapa, que ilustram: a) Ovos de
Mycteria americana no momento da eclosdo; b) Ninhegos de Mycteria americana no ninho; c) Jovens de
Mycteria americana nos seus ninhos; e d) Aspecto geral da col6nia reprodutiva (Fotos do acervo do
LGA-DGE/UFSCar).
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2.2 Procedimento de coleta de material biologico

O acesso as coldnias reprodutivas das aves aquaticas estudadas no presente estudo
requereu, dependendo da sua localizacdo, a ajuda de colaboradores que proveram 0S
recursos necessarios para tal fim, como barcos, botes e veiculos tracionados apropriados
para todo terreno. As equipes de campo estiveram constituidas por pessoal guia com
conhecimento das areas visitadas (moradores locais e/ou pessoal ligado as agéncias
governamentais), pessoal experiente no uso de material de escalada (para coletar os
ninhegos nos ninhos localizados em &rvores altas) e pesquisadores do Laboratério de
Genética de Aves (LGA, UFSCar — DGE). Os ninhos foram acessados com ajuda de
material de escalada (no caso da colonia Fazenda Zelandia, do Estado do Amapa, e de
algumas colénias do Pantanal), ou com ajuda de escada (no caso da coldnia Se Cria, do

Estado do Amapa e de algumas col6nias do Pantanal) (Fig. 2.4).

A coleta de material bioldgico para este estudo foi realizada com licenca
das autoridades ambientais Brasileiras (IBAMA). Todos 0s ninhegos presentes nos
ninhos foram recolhidos manualmente, colocados em sacos especiais confeccionados
com tecido escuro (para minimizar o desconforto dos animais), descidos até o chdo com
ajuda de uma corda e roldana (no caso da coleta em arvores altas) e depositados na area
de trabalho (mesa ou solo). No momento da coleta, 0s ninhegos das trés espécies tinham
2-3 semanas de vida. Nessa idade os ninhegos ainda ndo se deslocam para fora do
ninho, 0 que garantiu que aqueles encontrados dentro de um determinado ninho
pertenciam, de fato, a esse ninho. Todos os ninhegos amostrados dentro do mesmo
ninho foram colocados num Unico saco, tendo-se cuidado especial para ndo mistura-los
durante o seu manuseio posterior. Para cada ninhego, foram anotadas as medidas do
comprimento do tarso, bico, asa e ctlmen, e o peso. Amostras de sangue, de entre 0,2
ml e 0,4 ml, foram coletadas dos ninhegos utilizando uma seringa hipodérmica de 1 ml
(BD Plastipak®) com agulha estéril de parede fina bisel trifacetada (27,5 G%). A
puncdo foi realizada na veia braquial das aves, apos limpeza dessa area com algodao
embebido em alcool iodado. Cada seringa foi enxaguada com anticoagulante EDTA
(3%), antes da coleta de sangue. Depois de retiradas das seringas, as amostras de sangue
foram armazenadas em alcool a 96% (MERCK KGaA, Alemanha). Durante o tempo
gue demorou o trabalho de campo, as amostras de sangue foram mantidas a temperatura

ambiente e, uma vez no laboratorio, foram colocadas a -20°C até o seu processamento.
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5 IR A NIRRT
Figura 2.4. Fotografias que ilustram as condic6es gerais de coleta de amostras para o presente estudo. a)
Colaborador durante a campanha a col6nia Se Cria, no Estado do Amapa, com ninhego de colhereiro nas
maos; b) Equipe de campo durante a caminhada para acessar a colonia Se Cria, no Estado do Amap4; c)
Equipe de campo colocando uma escada para acessar 0s ninhos numa col6nia do Pantanal; d)
Colaborador durante a campanha ao Pantanal, com um ninhego de garca-branca-grande recolhido em um
ninho (Fotos do acervo do LGA-DGE/UFSCar).

Além das amostras coletadas pela equipe do LGA, colaboradores
coletaram amostras de penas em crescimento de ninhegos de colhereiro nas coldnias do
Estado do Rio Grande do Sul. As penas foram colocadas em tubos de 1,5 ml e
armazenadas em alcool a 96% (MERCK KGaA, Alemanha) a temperatura ambiente, até
a sua chegada no laboratério. Uma vez no laboratério, as amostras foram armazenadas a

-20°C até o seu processamento.
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A figura 2.5 mostra fotografias que ilustram ovos e ninhegos de garca-branca-

grande e um ninhego sendo medido numa coldnia do Estado do Rio Grande do Sul.

Figura 2.5. Fotos que mostram: a) Ovos; b) Ninhegos no ninho; ¢) Ninhego sendo medido; e d) Ninho
com ovos em uma coldnia de Ardea alba egretta do Estado do Rio Grande do Sul (Fotos do acervo do
LGA-DGE/UFSCar).

2.3 Material Biologico

O total de amostras de colhereiro, cabeca-seca e gar¢a-branca-grande coletadas para este
estudo apresenta-se na tabela 3.1. As expedicdes de 2006, 2007 e 2008 foram realizadas
durante o decorrer do presente estudo. O total de ninhos de colhereiro, cabeca-seca e
garca-branca-grande com um, dois, trés e quatro ninhegos coletados no Estado do
Amap4, no Estado do Rio Grande do Sul e no Pantanal estdo registrados na na figura
2.6. Detalhes sobre o nimero de ninhos com um, dois, trés e quatro ninhegos coletados

por col6nia e por espécie apresentam-se no Apéndice A.

Além dos individuos coletados no Brasil, foram analisados gendtipos de
51 colhereiros mantidos em trés zoologicos dos Estados Unidos de América (EUA):
Fort Worth Zoo (N = 22), Dallas Zoo (N = 20) e Sedgwick County Zoo (N = 9) e mais
10 colhereiros coletados na natureza na Florida (EUA). Trinta e cinco dessas amostras
constituiram 17 supostas familias (supostos pais e progénies listados no studbook dos

zoologicos) (Tabela 2.2).
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Figura 2.6. Numero de ninhos de Mycteria americana, Ardea alba egretta e Platalea ajaja com um, dois,
trés ou quatro ninhegos, amostrados durante as expedi¢des de 2007 e 2008 nos estados do: a) Amap4; b)
Rio Grande do Sul; e ¢) no Pantanal (Brasil).
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Tabela 2.1. Numero de individuos e nimero de ninhos de Platalea ajaja, Mycteria americana e Ardea alba amostrados no Pantanal (MT e MS), Estado do
Amapa (AP) e Estado do Rio Grande do Sul (RS) (Brasil). Apresentam-se a data de coleta, 0s homes de cada coldnia reprodutiva e as suas coordenadas

geograficas.

Espécie Data de coleta | Local de Coleta Coordenadas geogréficas N° ninhos | N° individuos
Platalea ajaja Setembro/2003 | Baia de Gaiva (BG), MT 16°35°00”" S; 57°14°00”” O 4 10
Platalea ajaja Setembro/2003 | Quill (QL), MT 17°17°00”’ S, 56°21°00”’ O 1 2
Platalea ajaja Setembro/2003 | Fazenda Ipiranga (FI), MT 16°25°00”* S; 56°36°00°” O 3 6
Platalea ajaja Setembro/2003 | Porto da Fazenda (PF), MT 16°28°05”’ S; 56°07°35”” O 2 5
Platalea ajaja Setembro/2003 | Fazenda Retirinho (FR), MS 19°50°00”’ S; 56°02°00°° O 2 6
Platalea ajaja Dezembro/2003 | Banhado do Taim (BT), RS 32°29°00” S, 52°32°00” O 1 2
Platalea ajaja Setembro/ 2008 | Porto da Fazenda (PF), MT 16°28°05”’ S; 56°07°35° O 17 25
Platalea ajaja Setembro/ 2008 | Praialzinho (PRA), MT 16°46°04”’ S, 56°35°02”” O 16 28
Platalea ajaja Setembro/ 2008 | Segala (SG), MT 16°18°00”" S, 57°02°45”” O 5 5
Platalea ajaja Outubro/ 2007 Fazenda Nova Zelandia (FZ), AP 01°09°'00°° N, 50°23°00”’ O 14 27
Platalea ajaja Outubro/ 2007 Ninhal Se Cria (SC), AP 01°56"”00”’ N, 50°35'00°” O 25 55
Platalea ajaja Dezembro/ 2007 | Coxilha Fazenda das Flores (CX), RS | 32°10°14"’S, 52°32°52* O 61 111
Platalea ajaja Dezembro/ 2007 | Ilha dos Marinheiros (IM), RS 31°59°58”’ S, 52°07°08”’ O 13 13
Total 164 295
Mycteria americana | Setembro/2000 | Fazenda Ipiranga (FI), MT 16°25°00”* S; 56°36°00°* O 6 13
Mycteria americana | Outubro/2006 Fazenda Nova Zelandia (FZ), AP 01°09'00’ N, 50°23°00*” O 72 72
Mycteria americana | Outubro/ 2007 Macacoari (MAC), AP 00°27'00’’ N, 50°40'00”* O 48 115
Mycteria americana | Outubro/ 2007 Fazenda Nova Zelandia (FZ), AP 01°09'00’ N, 50°23°00*” O 10 16
Mycteria americana | Outubro/ 2007 Fazenda Alegria (FA), AP 01°02'00’ N, 50°32'00°” O 4 8
Mycteria americana | Outubro/ 2007 Ninhal Se Cria (SC), AP 01°56.'00’ N, 50°35'00*°O 43 81
Mycteria americana | Setembro/ 2008 | Tucum (TUC), MT 16°26°31°" S, 56°03°28”° O 14 28
Mycteria americana | Setembro/ 2008 | Praialzinho (PRA), MT 16°46°04”’ S, 56°35°02”” O 20 21
Mycteria americana | Setembro/ 2008 | Presidente (PT), MT 16°43°00°° S, 57°50°00”” O 36 44
Mycteria americana | Setembro/ 2008 | Porto da Fazenda (PF), MT 16°28°05”’ S; 56°07°35 O 18 20
Mycteria americana | Setembro/ 2008 | Segala (SG), MT 16°18°00”" S, 57°02°45” O 16 16
Total 287 434
Ardea alba egretta | Outubro/1999 Baia de Gaiva (BG), MT 16°35°00”" S; 57°14°00°” O 5 5
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Ardea alba egretta | Outubro/1997 Fazenda Ipiranga (FI), MT 16°25°00”’ S; 56°36°00°° O 6 6

Ardea alba egretta | Janeiro/2007 Barra do Ribeiro (BR), RS 30°16°46”’ S, 51°23°52” O 41 68
Ardea alba egretta | Janeiro/2007 Santa Maria (SM), RS 29°42°36” S, 53°16°02” O 34 34
Ardea alba egretta | Janeiro/2007 Serrinha (SE), RS 30°22°58” S, 54°04°37” O 27 27
Ardea alba egretta | Janeiro/2007 Mariante (MA), RS 29°40°48” S, 51°58°07” O 23 23
Ardea alba egretta | Janeiro/2007 Pantano Grande (PG), RS 30°10°58” S, 52°20°51” O 17 17
Ardea alba egretta | Outubro/2007 Macacoari (MAC), AP 00°27'00’’ N, 50°40'00” O 6 10
Ardea alba egretta | Setembro/ 2008 | Tucum (TUC), MT 16°26°31”" S, 56°03°28”” O 10 15
Ardea alba egretta | Setembro/ 2008 | Praialzinho (PRA), MT 16°46°04”’ S, 56°35°02°” O 22 36
Ardea alba egretta | Setembro/ 2008 | Porto da Fazenda (PF), MT 16°46°00”" S; 56°12°00°° O 22 35
Ardea alba egretta | Setembro/ 2008 | Segala (SG), MT 16°18°00”" S, 57°02°45” O 5 5

Ardea alba egretta | Setembro/ 2008 | Presidente (PT), MT 16°43°00°* S, 57°50°00°” O 1 1

Total 219 282
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Tabela 2.2. Relacdo de amostras de colhereiro (Platalea ajaja), mantidas em cativeiro em
zoolégicos dos Estados Unidos de América, cujos gendtipos usaram-se na andlise de parentesco
e paternidade no presente trabalho. FW: Fort Worth Zoo; DZ: Dallas Zoo; SCZ: Sedgwick
County Zoo; ND: Né&o disponivel.

Familia Progenitores registrados Progénie registrada
registrada Macho Fémea
#1 FW11 FW15 FW10, FW12
#2 FW10 FW12 FW13
#3 FW11 ND FW16
#4 FW21 FW16 FW17
#5 ND FW15 FW19
#6 ND FW19 FW20
#7 ND FW15 FW21
#8 SCzZ44 SCZ43 Dz31
#9 SCZ46 ND DZ32
#10 SCZ44 ND DZ33, DZ34
#11 SCZ44 SCZ43 DZ35
#12 DZ32 DZ29 DZ36, DZ37
#13 DZ33 DZ28 DZ38
#14 DZ25 DZ26 DZ39, DZ40, DZ41, DZ42
#15 ND DZ30 SCz45
#16 SCZ46 ND SCz47, SCZ48, SCZ49
#17 SCZ48 SCZ45 SCZ51

2.4 Procedimentos laboratoriais

2.4.1 Extracdo e quantificagdo do DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido a partir de 20 pl de papa de hemacias ou 80 ul do
contetdo das penas em crescimento dos ninhegos das trés espécies utilizando-se 0
procedimento de Sambrook et al. (2001) (detalhes no Apéndice B). A integridade e
quantidade do DNA obtido foram avaliadas mediante eletroforese em gel de agarose 1%
(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA), corado com Brometo de Etideo (Sigma-Aldrich,
Inc., St. Louis, EUA). Para tal, 5 pl da solucdo aquosa de DNA estoque foram aplicados
no gel e corridos junto com aliquota equivalente do marcador de massa molecular
MassRuler™ DNA Ladder Low Range (Fermentas Inc., Glen Burnie, MD, EUA).
Depois da eletroforese a 5 volts/cm, durante aproximadamente 40 minutos em cuba para
eletroforese horizontal (Gibco BRL, New York, NY, EUA), os géis foram examinados
sob luz UV em transiluminador MacroVue UVis-20 (Hoefer Inc., San Francisco, EUA).
Os géis foram fotografados com uma cémera fotogréafica digital Kodak Digital

Science™ (Eastman Kodak Company, NY, EUA). O programa 1D Image Analysis®
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Software (Eastman Kodak Company, NY, EUA) auxiliou na estimativa do peso
molecular do DNA gendmico extraido, mediante comparacdo da intensidade da banda
do DNA com a correspondente banda do marcador de massa molecular. Apés célculo da
massa molecular do DNA genémico, as amostras foram divididas em dois grupos, o
“DNA estoque” (sem diluir), foi armazenado em freezer a -20°C, e a “solugéo de
trabalho” (diluida com &gua deionizada estéril a aproximadamente uma concentragao de
40 ng/ul), foi armazenada em geladeira a 4°C, para posterior utilizagdo na amplificacédo

dos marcadores moleculares através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

2.4.2 Amplificacéo dos locos de microssatélites

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a caracterizagdo dos fenotipos foram
escolhidos com base na literatura (Tabela 2.3). Marcadores espécie-especificos foram
utilizados para o cabeca-seca e o colhereiro (TOMASULO-SECCOMANDI et al.,
2003; SAWYER e BENJAMIN, 2006). Como ndo existem microssatélites descritos
para a garca-branca-grande, foram utilizados marcadores descritos para Ardea herodias
(MCGUIRE E NOOR 2002), cuja amplificacdo foi padronizada em Ardea alba por
Souza (2008). Testes de amplificacdo foram também feitos em todas as espécies
estudadas, com os locos descritos para cabecga-seca (TOMASULO-SECCOMANDI et
al., 2003), colhereiro (SAWYER E BENJAMIN, 2006) e Ardea herodias (MACGUIRE
E NOOR, 2002). Foram testados também os locos Eru04 e Eru09 descritos para
Eudocimus ruber (Aves: Threskiornithidae) (SANTOS et al., 2005) e o loco Nnf5,
descrito para Nipponia nippon (JI et al. 2004). Porém, o iniciador Nnf5 ndo amplificou
em nenhuma das trés espécies e os iniciadores Eru04 e Eru09 amplificaram somente no
colhereiro, mas ndo foram polimérficos numa amostra de 10 individuos de diferentes

colbnias reprodutivas.

As reacOes de amplificacdo dos marcadores foram realizadas dentro de
uma camara de fluxo laminar e tanto os materiais plasticos utilizados quanto o local de
trabalho foram esterilizados com radiacdo com luz ultravioleta (UV) durante, ao menos,
10 minutos antes do inicio da preparacdo das reacfes de amplificacdo. Para minimizar
riscos de contaminagéo, o DNA molde foi colocado nos tubos de 0,2 ml utilizando-se
ponteiras com filtro (Axygen, Union City, CA, EUA). Todas as rea¢des de amplificacdo
foram realizadas utilizando-se um aparelho termociclador Eppendorf Mastercycler®
Gradient (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha).
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Tabela 2.3. Locos de microssatélites que amplificaram com sucesso em Mycteria
americana, Platalea ajaja e Ardea alba. Para cada loco apresentam-se o0 nome do
oligonucleotideo iniciador, as suas sequéncias (forward: F e reverse: R) e a temperatura
de hibridacao (T °C) utilizada no presente estudo.

Espécie Loco Sequéncia dos iniciadores (5"- 3") T°C
Mycteria americana" WSp03 F-AGAAGCCAAATTGATTAGA 60°C
R-ACAAAGTTGCGGAGAA
WSpo8 TGTCTTTCCAGGTAGTTTT 60°C
TACAACTGTTCGTGCTTT
WSp0o9 GGTAACAGCGAGTTGGAT 60°C
TAATGCCAATAAGTGCTTAG
wSpui13 AGGGCTCATCAATAGTGT 60°C
GTTTGCCCACTGTGTCAACT
WwSul14 AAATGAGCACGGTATT 60°C
GTTTCTGTGTTAGTGGCTAAG
WSuls8 CATATACTAACTGGGTTTAATC 55°C
GTTGTTCTGCGTTATTC
WSp20 CGGGCCTTTATCTATC 55°C
ACAGTACCAAACCATTCA
WwSpu23 TTTTGGTGGGATTCATA 55°C
ATAAAAGGGTTAGAAAGACT
WSu24 GTAAGGCATGAGAGACTAAG 55°C
GTGTGATTTAGGATTGTT
Platalea ajaja’ Aajul F-GATCACCACCATCTTAAATGATAA 55°C
R-CTTCTGTTTGCCTCACATGG
Aaju2 F-CTTGATGCAAAGGAAACATCC 55°C
R-GAGGTGCTTCCAGTTTCCTG
Aaju3 F-CCCATGGCCACATTATAAACTT 55°C
R-GCTCTGGAGTAACTTGCTGGA
Aajus F-GGCTGAACACTGTTGTGCTCT 58°C
R-GAACCAAGCCTCCCTGAATA
WSu03 F-AGAAGCCAAATTGATTAGA 60°C
R-ACAAAGTTGCGGAGAA
Ardea alba® Ah211 F-GCTCATCAGGAGTTGAATCTGGC 57°C
R-TCTGTCATTCAGCAATGGACC
Ah217 F-GCTCAGGCTCTGCTTTGTCTAC 57°C
R-CACAGATTCAAAACAAGCACCATGC
Ah320 F-TTAGGAGCAAGATTTTAAAGAAGGTGC 55°C
R-AAGTGCTGGGTCATACTGGAATAG
Ah414 F-CATTCCAGCTGCTCTTCATTCTTG 56°C
R-GGCAAAAGCAACTAGGGGC
Ah522 F-TTGTGGGACTAAACAGTGAAGCAG 56°C
R-CAAAGCTGATTTAAAGATGTTCCATCCC
Ah630 F-TCCTCCTTCACAATGCTACTTGC 55°C
R-CGGCAGGCAGTATTATTTCAGTGG
WSu03 F-AGAAGCCAAATTGATTAGA 60°C
R-ACAAAGTTGCGGAGAA

1) Tomasulo-Seccomandi e cols., 2003; 2) Sawyer e Benjamin, 2006; 3) MacGuire e Noore, 2002 (locos
desenvolvidos em Ardea herodias).

As reacdes de amplificacdo dos marcadores de microssatelites seguiram

protocolos diferentes para cada espécie, como descritos em seguida:
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v Cabeca-seca: As reacdes de amplificacdo tiveram volume final de 10 ul, com:
tampé&o para PCR (10 mM Tris pH 8,8 25°C; 50 mM KCIl; 0,8% Nonidet P40), 2,5 mM
MgCl,, 0,15 mM dNTPs (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra), 0,5 U
Taq DNA Polimerase (Fermentas Inc., Glen Burnie, MD, EUA) e aproximadamente 50
ng de DNA molde. As concentra¢cdes dos oligonucleotideos iniciadores forward e
reverse (marcados com os fluorocromos HEX e FAM; Alpha DNA, Montreal, Quebec,
Canada) variaram entre 0,16 uM e 0,80 puM para permitir a realizacdo de reacdes de
amplificacdo com varios iniciadores simultaneamente. O programa de amplificacdo foi
0 seguinte: desnaturacao inicial por 5 min. a 94°C; cinco ciclos a 94°C por 20 s., 20 s. &
temperatura de hibridag&o mais alta dos iniciadores utilizados e 20 s. a 72°C; 21 ciclos a
94°C por 20 s., 20 s. a temperatura de hibridacdo mais alta (diminuindo-se -0,5°C por
ciclo, touchdown) e 20 s. a 72°C; 10 ciclos a 94°C por 20 s., 20 s. a temperatura de
hibridagdo mais baixa e 20 s. a 72°C; extensdo final de 10 min. a 72°C seguida de

manutencdo dos tubos a 4°C até a sua retirada do aparelho de ciclagem térmica.

v Colhereiro: As reacbes de amplificacdo tiveram volume final de 10 ul, com:
tampdo de PCR com 10 mM Tris pH 8,8 25°C; 50 mM KCI e 0,8% Nonidet P40
(Fermentas Inc., Glen Burnie, MD, EUA), 1,5 mM MgCl,, 0,4 uM de cada iniciador
(marcados com os fluorocromos HEX e FAM, Alpha DNA, Montreal, Quebec,
Canadd), 150 uM de cada dANTP (Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
Inglaterra), 0,5 U Tag DNA Polimerase (Fermentas Inc, Glen Burnie, MD, EUA) e
aproximadamente 40 ng de DNA molde. O programa de amplificagdo incluiu:
denaturacdo da dupla fita de DNA por 3 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 50 s. aa
94°C, 50 s. a temperatura de hibridacdo de cada iniciador e extensdo por 50 s. a 72°C,
seguidos de um passo final de extensdo por 5 min. a 72°C, e manutencdo dos tubos a

4°C até a sua retirada do aparelho de ciclagem térmica.

v Garca-branca-grande: As reagdes de amplificacdo dos microssatélites utilizados

basearam-se nos protocolos padronizados por Souza (2008), com algumas

modificagdes, dependendo do loco:

. Para os locos Ah211 e Ah320, as reagdes tiveram volume final de 15 pl, com:
tampé&o para PCR [75 mM Tris HCL pH 9,0 25°C; 50 mM KCL; 20 mM (NH,4),SO,.
(Biotools B&M Labs, S.A., Madrid, Espanha)], 1,5 mM MgCl, 0,2 mM dNTPs
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra), 1U Taq DNA Polimerase
(Biotools B&M Labs, S.A., Madrid, Espanha), 0,20 uM de cada iniciador (forward e
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reverse, marcados com os fluorocromos TET e HEX) e aproximadamente 100 ng de
DNA genémico como molde. O programa de amplificagdo comecou com um ciclo de
desnaturacdo a 94°C por 90 s., seguido por 30 ciclos de: 94°C por 30 s., hibridacdo a
temperatura especifica do iniciador (MCGUIRE E NOOR, 2002) por 30 s. (reducdo de
0,1°C por ciclo, touchdown), extensdo a 72°C por 45 s., seguidos de um passo final de
extensdo a 72°C por 10 min., e manutengdo dos tubos a 4°C até a sua retirada do

aparelho termociclador.

e Para os locos Ah414, Ah217, Ah522 e Ah630 foram utilizados protocolos
diferentes dos anteriores, pois os oligonucleotideos forward usados na amplificacdo
desses locos traziam uma “cauda M13”, permitindo a utilizacdo do protocolo de
marcacdo fluorescente dindmica (BOUTIN-GANACHE et al., 2001; SCHUELKE et al,
2000) (detalhes dessa metodologia estdo no Apéndice C).

O rendimento dos produtos de amplificacdo foi avaliado atraves de
eletroforese em géis de agarose (2%, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA), corados
com Brometo de Etideo (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA). Depois da eletroforese a
10 V/cm durante 25 minutos em cuba para eletroforese horizontal (Gibco BRL, New
York, EUA), visualizaram-se as bandas relativas aos fragmentos amplificados nos géis,
utilizando-se um transiluminador MacroVue UVis-20 (Hoefer Inc., San Francisco,
EUA) e lampadas de luz ultravioleta (GE Healthcare do Brasil Ltda., So Paulo,
Brasil). Os produtos que apresentaram bandas intensas e nitidas sob luz UV foram
utilizados em seguida para determinacdo dos fenétipos em locos mdltiplos de cada

individuo.

2.4.3 ldentificacdo dos fendtipos nos locos de microssatélites

Os fendtipos nucleares nos locos de microssatélites foram determinados para todos os
ninhegos coletados das trés espécies estudadas, com auxilio de um aparelho
sequenciador  automatico  MegaBACE™1000 (GE  Healthcare/Amersham,
Buckinghamshire, Inglaterra), nas dependéncias do Laboratério de Imunogenética
(Departamento de Genética e Evolugdo - UFSCar). Os produtos de PCR foram diluidos
até 20 vezes, dependendo do seu rendimento e 2 pl dessa dilui¢do foram combinados
com 8 ul de uma mistura contendo o marcador para o MegaBACE™ ETS550-R (controle

interno de peso molecular) (GE Healthcare/Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra) e
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TWEEN 0,1% (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). Os produtos de PCR foram
preparados dessa forma (10 pl de volume final), colocados em placas de 96 pocos
(Axygen, Union City, EUA) seladas com Parafilm® (Pechiney, Menasha, EUA) as
quais foram submetidas a leitura laser no sequenciador automatico. Os eletroferogramas
produzidos apos leitura pelo seqlienciador foram analisados mediante o programa
computacional MegaBACE™ Fragment Profiler v2.2 (GE Healthcare/Amersham,
Buckinghamshire, Inglaterra), a fim de se identificar os fendtipos nos locos multiplos
para cada individuo estudado. Para se estimar o tamanho molecular dos fragmentos
correspondentes a cada um dos alelos dos individuos analisados, levaram-se em conta
os tamanhos indicados pelo programa e os ja descritos na literatura. Os dados de
genotipagem foram recolhidos inicialmente em planilhas de “Excel”, as quais serviram
de base para a posterior formatacdo, segundo requerimento de cada programa
computacional utilizado nas analises posteriores. As tabelas nas quais foram anotados
os alelos dos individuos para cada marcador foram inspecionadas visualmente a fim de

se excluir erros de digitacdo e de se assegurar a adequada denominacao dos alelos.

2.4.4 Validagdo dos iniciadores heterdlogos utilizados em Ardea alba

Como os iniciadores de amplificacdo utilizados em Ardea alba foram originalmente
descritos para outra espécie (Ardea herodias, MCGUIRE E NOOR, 2002), averiguou-se
se a regido amplificada em A. alba correspondia realmente a uma sequéncia repetitiva.
Produtos resultantes da amplificacdo do loco Ah414 em A. alba foram sequenciados,
segundo o método de Cycle Sequencing (seqlienciamento em ciclo), utilizando-se o
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). As reacdes de sequenciamento foram preparadas separadamente para cada
iniciador, em tubos de 0.2 ml, com: 3.2 pmol de cada um dos iniciadores, 3ul de
BigDye Terminator Ready Reaction Mix, 3pl do tamp&o 200 mM Tris-HCI pH 9,0
25°C; 5 mM MgCI2; pH 9,0 25°C, 1 ul do produto de PCR, e H,0O ultra-pura até
completar o volume de 10 pl. O método de sequenciamento utilizado requer que 0s
produtos de PCR sejam previamente purificados. Para tal, utilizou-se o protocolo de
Werle et al. (1994), como se segue: para cada 8 pl de produto de PCR, foi adicionado 1
U da enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase; USB Corp., Cleveland, OH, EUA) e
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10 U da enzima EXOI (Exonuclease I; USB Corp., Cleveland, OH, EUA). Essa mistura
foi colocada a 37°C por 1 h e as enzimas foram posteriormente inativadas mediante
incubacdo por 15 min a 72°C. Aliquotas dos produtos das reacdes de sequenciamento
assim purificados foram colocadas em microtubos, devidamente acondicionados e
enviados ao Departamento de Tecnologia da UNESP, em Jaboticabal (SP), a fim de se
realizar o sequenciamento, propriamente dito, em sequenciador automatico ABI Prism®
3730 ou 3700 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

O fragmento resultante da amplificagdo com o iniciador descrito para
Ardea herodias foi analisado para verificar se continha uma repeti¢do de tipo SSR. A
sequéncia foi comparada com a base de dados de Nucleotideos (Nucleotides) do Centro
Nacional de Informacdo Biotecnoldgica dos EUA (National Center for Biotechnology
Information, NCBI), utilizando-se o recurso BLAST (disponivel em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn& BLAST_PROGRAMS=me
gaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_ DEFAULTS=0n&LINK_ LOC=blastho
me). Verificou-se se a sequéncia do fragmento amplificado em A. alba apresentava
homologia com alguma sequéncia da base de dados, pelo alinhamento com a ferramenta
“Blastn” e como “query” a regiao repetitiva: 3-
CCCTGCTAAAGTTTGGATGCAAATATTCTGCAGAAATAGCTCAGAAATCGT
ACTTTGCAG GTAAGTGTGTGTGTGTGTGTGT -5

2.5 Procedimentos de analise estatistica dos dados

2.5.1 Estimativas dos parametros genético-populacionais para subsidiar as posteriores
estimativas de parentesco

Foi realizada uma analise com o auxilio do programa computacional MICROCHECKER
(VAN OSTERHOUT et al., 2004) com o objetivo de se detectar a ocorréncia de erros
na determinacdo dos fenotipos durante a leitura dos eletroferogramas, assim como
também a presenca de picos ndo especificos nos mesmos, de fendbmenos como a
amplificagdo alelo-diferencial (allele dropout) e a ocorréncia de alelos nulos (falta de
amplificagdo de um dos alelos dos individuos diploides, causada por uma mutagdo na

regido de hibridacdo do oligonucleotideo iniciador ao DNA molde). Uma vez

50


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome

Mifio, ClI Material e Métodos

verificados os fendétipos individuais nos locos mdaltiplos, foram estimados: numero de
alelos por loco, freqiiéncias alélicas, heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho),
concordancia entre as proporcGes genotipicas observadas e esperadas segundo o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE; teste exato: GUO E THOMPSON, 1992; WEIR
E COCKERHAM, 1984), e possivel desvio do Desequilibrio de Ligagdo (LD).
Estimativas desses parametros foram calculadas com o auxilio dos programas
GENALEX v6.2 (PEAKALL E SMOUSE, 2006) e GENEpOP (RAYMOND E ROUSSET
1995). A Probabilidade de Excluséo (PE), apropriada para situaces nas quais nenhum
dos progenitores é conhecido, descrita por Garber e Morris (1983) e expressa em termos
de homozigotos por Jamieson e Taylor (1997), foi calculada pelo GENALEX v6.2,

segundo a equacéo:
Pe=1+4Xp'-4Xp’-32p’-8Ep?)’ +8(Epd) (Epd) +2E pi’y
em que p; é a frequéncia do alelo i-ésimo em um determinado loco.

A Probabilidade de Identidade (PI, estimativa da probabilidade média de que dois
individuos ndo relacionados, amostrados ao acaso da mesma populacdo, tenham o
mesmo fendtipo nos locos mdltiplos) combinando todos os locos (PAETKAU E
STROBECK, 1994) foi calculada pelo programa GENECAP (WILBERG E DREHER,
2004), de acordo com a seguinte formula:

Pm = Z .f:'ﬁ + E E I:EJ!J[J!J_.' 32

em que p; e p;sao as frequéncias do alelo i-ésimo e j-ésimo

As estimativas de parametros populacionais foram realizadas com base
nas amostras de individuos coletados em diferentes coldnias, dentro de cada regido
estudada (Tabela 2.4). Esse procedimento se justifica pelo fato de que quanto maior é o
numero de individuos analisados por amostra, maior serd a chance de que a amostra seja
realmente representativa da populacdo e maior precisdo tera a estimativa dos parametros
populacionais. Assim, havera menos viés no calculo de parametros baseados em
pardmetros populacionais, como por exemplo, o parentesco genético. A combinacdo de
colbnias das mesmas regides (Pantanal, Estado do Amapa e Estado do Rio Grande do
Sul) para estimativa dos parametros genético-populacionais se baseou na evidéncia de

que diferentes colonias dentro de uma mesma regido ndo apresentam diferenciacéo
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genética entre si (MINO E DEL LAMA, 2007; AVELAR, 2008; SOUZA, 2008) e

podem ser consideradas como uma mesma populagao.

Tabela 2.4. Numero de individuos (N) usados nas estimativas dos parametros genéticos
das populacbes de colhereiro (Platalea ajaja), cabeca-seca (Mycteria americana) e
garca-branca-grande (Ardea alba) do Estado do Amapa, Pantanal e Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil.

Estado do Amapa | Pantanal | Estado do Rio Grande do Sul
Espécie N N N
Platalea ajaja 39 38 74
Mycteria americana 72 92 -
Ardea alba - 57 41

2.5.2 Estimativas de parentesco genético

As estimativas de parentesco genético podem ser calculadas com base nos padrdes de
identidade-por-descendéncia, ou IBD (siglas em inglés de Identity by Descent), entre 0s
alelos que os individuos estudados possuem. Dois alelos que descenderam recentemente
(umas poucas geracdes atras) de um mesmo alelo ancestral sdo denominados “idénticos
por descendéncia”. Por exemplo, o alelo que um individuo recebe de um dos seus pais é
idéntico por descendéncia ao alelo desse pai; pode-se dizer, entdo, que esse individuo e
0 pai dele compartilham um par de alelos IBD e quantificar a relacdo que existe entre
eles supondo que a probabilidade de um par de alelos IBD neles é de um. Entdo, pode-
se concluir que, se dois individuos ndo apresentam nenhum alelo em comum, eles ndo
podem ser classificados como progenitor-prole. As inferéncias que se pode realizar
sobre graus de relacionamento genético sdo de dois tipos: i) 0s genétipos observados em
determinados individuos podem ser usados para distinguir um relacionamento entre um
conjunto de alternativas diferentes de relacionamento; e ii) 0s genétipos observados em
determinados individuos podem ser usados para se estimar o grau (desconhecido a
priori) dorelacionamento genético. Por exemplo, podemos utilizar 0s genétipos dos
individuos X e Y (Figura 2.7), que sdo filhos dos pais A e B, para concluir que eles
estdo relacionados em primeiro grau. Alternativamente, pode-se estimar o grau atual de
relacionamento entre X e Y (WEIR et al., 2006).
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A Irmdos completos
Afef) B(gh)  Progenitores
a d
b c
X (a.b) Y({cd) Prole

B
Progenie descendente de primos de primeiro grau

G (ij) H (Lm) Bisavés
C D E F Avos
\A/ \B/ Progenitores
u d (primos de 1° grau)
b ¢
X(ab) Y (cd) Progenie

Figura 2.7. Diagrama representativo de relagdes de parentesco entre individuos (modificada de Weir et
al. 2006).

A caracterizacdo do grau de parentesco genético entre dois individuos
baseia-se, entdo, na probabilidade de que os alelos que eles possuem sejam IBD, ou seu
“coeficiente de coancestralidade” (LYNCH E WALSH 1998; WEIR et al., 2006). Por
exemplo, na figura 2.7A, os individuos X e Y sdo irmaos completos e seus pais sdo A e
B. O alelo (a ou b) do individuo X tem a mesma probabilidade de ¥ de ter descendido
do mesmo alelo do progenitor (e, f, g ou h) do que um alelo (c ou d) do seu irmdo Y.
Essa origem comum significa que os dois alelos (um de X e outro de Y) séo IBD.
Portanto, o coeficiente de coancestralidade entre irmdos completos é de Y. Existe
também uma chance de %2 de que um alelo (a) de X tenha vindo do progenitor A e uma
chance de 2 de que a descenda de um ou de outro alelo (e ou f) de A. O coeficiente de
coancestralidade de progenitor-progenie €, portanto, também %. Podemos calcular o
namero de pares de alelos que quaisquer dois individuos compartilham: 0, 1 ou 2 (Ko, k1
e ky). Para o par de irmdos completos X e Y da figura 2.7A, o par de alelos a,c tem uma
probabilidade de % de ser IBD, independentemente do outro par de alelos, b,d. Os trés
eventos, nenhum, um ou os dois pares de alelos serem IBD sdo %, % e Y,
respectivamente. Para X, o alelo a deve ser IBD de um dos alelos do progenitor A,
enquanto que o alelo b ndo pode ser IBD de nenhum dos alelos de A. O evento de um
par de alelos IBD para o par progenitor-prole tem, entdo, uma probabilidade de um. Na
figura 2.7B, cada um dos alelos a, b, ¢ ou d, podem ter sido originados de qualquer um

dos alelos i, j, | ou m que sdo portados pelos avés G e H (Fig. 2.7B), 0os quais sdo
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compartilhados pelos primos de primeiro grau (A e B), dando como resultado 15
padrdes distintos de IBD entre os quatro alelos. As categorias de relacionamento
progenitor-prole e irmaos-completos sdo categorias de 1° grau (em média, os individuos
compartilham 50% dos alelos); as categorias av0s-netos, meio-irmaos e tios-sobrinhos
sdo classificadas como de 2° grau (em média, os individuos compartilham 25% dos
alelos); as categorias primos em 1° grau e bisavds-bisnetos consideram-se como de 3°
grau (em média, os individuos compartilham 12.5% dos alelos) e assim por diante
(BLOUIN, 2003).

A representacdo matematica das probabilidades de dois individuos
compartilharem 0, 1 ou 2 alelos por identidade por descendéncia nos seus genoétipos é
conhecido como “coeficientes k” (LYNCH E WALSH, 1998; BLOUIN, 2003).
Denomine-se ko, k; € ky as probabilidades de compartilhar 0, 1 ou 2 alelos IBD em um
determindo loco, respectivamente. Se dois individuos séo pai-filho, ko serd 0, k; sera 1, e
ko serd 0. Se dois individuos sdo irmaos completos, ko, ki e ky serdo 0,25, 0,5 e 0,25,
respectivamente (ver Tabela 2.5 para mais coeficientes k). Esses coeficientes k devem

somar 1.

Tabela 2.5. Lista dos coeficientes k para algumas categorias de relacionamento. k,, representa a
probabilidade de dois individuos compartilharem m alelos por Identidade por Descendéncia
dado um determinado relacionamento. ® representa o Coeficiente de consangiiinidade (Lynch e
Walsh 1998; ver mais abaixo).

Relacionamento Ko K1 Ko O =ki/4 + ky/2
Progenitor-prole 0 1 0 1/4
Irmaos-completos | 0,25 | 0,5 | 0,25 1/4
Meio-irmaos 05 | 05 0 1/8

N&o relacionados 1 0 0 0

O primeiro passo para se calcular probabilidades de IBD é expressar as
probabilidades genotipicas para pares de individuos como “probabilidades conjuntas”,
em funcgdo das probabilidades alélicas (WEIR et al., 2006). A probabilidade de que dois
individuos no relacionados e ndo endocruzados sejam dois homozigotos A;A; é P.*,
enquanto que, a probabilidade de que dois irméos-completos seja ambos homozigotos

AiA; é P12 (1 + P1)? / 4. Para um determinado individuo, os dois alelos em um loco
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podem ser IBD ou ndo-IBD com probabilidades F e (1 — F), respectivamente. Na
primeira situacdo, os alelos IBD devem ser ambos do mesmo tipo e a chance de que
sejam A; € a mesma de que nenhum dos dois seja desse tipo; € igual a frequéncia
populacional desse alelo. Se dois alelos em um loco ndo sdo IBD, esses sdo
independentes e cada um tem uma chance Py de ser do tipo A;. A probabilidade (Pr) de
um homozigoto A;A; é Pr(A;A;) = FPy + (1 — F)P;?e o resultado correspondente de um
heterozigoto A1A; (1 #2) é Pr(A1A2) = 2(1 — F)P1P; (O fator 2 permite que cada alelo
seja materno ou paterno). A mesma logica é seguida para se calcular as probabilidades
conjuntas de todos os pares possiveis de gendtipos relacionados, conforme

determinados relacionamentos.

2.5.3 Distincdo entre categorias de relacionamento

Quando ndo é possivel determinar com absoluta certeza qual é o relacionamento entre
dois individuos, pode se avaliar qual é o relacionamento mais provavel, conforme os
gendtipos observados, por meio do calculo da “razdo das verossimilhancas” entre as
probabilidades de dois relacionamentos alternativos. O método do tipo maxima
verossimilhancga, de maneira geral, envolve o processo de se estimar um determinado
parametro escolhendo-se os valores do mesmo que maximizam a probabilidade de um
determinado dado observado. Na estimativa das probabilidades de IBD que
caracterizam um relacionamento, o melhor procedimento € o de méaxima
verossimilhanga. Nesse procedimento, as probabilidades de IBD s&o escolhidas para
maximizar a probabilidade dos genotipos observados. A razdo das verossimilhancas, ou
likelihood ratio, representa a razdo de duas probabilidades para a mesma observacéao
(gendtipos dos ninhegos amostrados dentro de um mesmo ninho), calculada sob
hipoteses alternativas (relacionamentos). Esta razdo se calcula dividindo-se a
probabilidade do par observado de genotipos usando-se as probabilidades de identidade-
por-descendéncia para um determinado relacionamento, pela probabilidade dos
gendtipos usando-se as probabilidades de identidade-por-descendéncia para um
relacionamento alternativo. A razdo da verossimilhanca é uma variavel continua que
pode ter qualquer valor ndo negativo; valores maiores suportam o relacionamento que se

usou como numerador (BLOUIN, 2003). O procedimento de inferéncia sobre
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relacionamentos genéticos tem uma natureza probabilistica, pois a escolha de qual alelo
um individuo transmitird para a progénie é feita ao acaso, mas o uso da razdo da
verossimilhanca permite que a maior quantidade de informacdo possivel sobre o

relacionamento seja extraida dos genétipos observados (BLOUIN, 2003).

2.5.4 Abordagens metodoldgicas para inferéncias de parentesco genético

As abordagens metodoldgicas baseadas em marcadores moleculares para a inferéncia de
parentesco genético entre os individuos podem ser classificadas em duas categorias. A
primeira utiliza um estimador de “momentum” para o célculo do parentesco entre um
par de individuos: uma quantidade continua definida em termos de probabilidades de
IBD (e.g., LYNCH, 1988; QUELLER E GOODNIGHT, 1989; RITLAND, 1996;
LYNH & RITLAND, 1999). Estimadores de “momentum” como, por exemplo, os
desenvolvidos por Queller e Goodnight (1989), Ritland (1996), Lynch e Ritland (1999),
e Wang (2002) tém sido os mais utilizados. A segunda categoria usa uma abordagem de
verossimilhanca para determinar, a partir dos gendtipos, a probabilidade de um par de
individuos se relacionarem de uma determinada forma (irmdos completos, meio-irméaos,
etc.) (e.g. MARSHALL et al., 1998; MOUSSEAU et al., 1998; GOODNIGHT E
QUELLER, 1999; THOMAS E HILL, 2000). Considerando-se as limitacdes dos
métodos e empregando-se as devidas correcdes, disponiveis na maioria dos softwares
utilizados, é possivel obter-se estimativas adequadas das relacfes de parentesco entre
individuos em populagdes naturais (BLOUIN, 2003; JONES et al., 2010).

A similaridade genética entre individuos tem sido estimada com base em
dois métodos classicos, as medicdes estatisticas, como a correlacdo, e as medicGes de
IBD (QUELLER E GOODNIGHT, 1989). Duas categorias principais de estimadores de
parentesco genético sdo atualmente utilizadas: 1) “Métodos dos momentos” (MM); e 2)
Maxima verossimilhanga (ML, das siglas em inglés de Maximum Likelihood), descritos
pioneiramente por Thompson (1975) e utilizados para distinguir entre duas hipoteses de

relacionamento.

2.5.4.1 Estimadores do tipo “métodos dos momentos ” (methods-of-moments, MM)
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Os estimadores de tipo MM sdo normalmente utilizados para calcular valores de
similitude genética em termos de “probabilidades de Identidade-por-Descendéncia”.
Queller & Goodnight (1989) foram os primeiros a desenvolverem estimadores de
parentesco genético de tipo “métodos dos momentos’ (MM), que podem ser aplicados a
marcadores genéticos de tipo microssatélites. Esses estimadores foram posteriormente
melhorados e reformulados por Ritland (1996) e Lynch e Ritland (1999). Um estudo
recente de Csilléry et al. (2006) avaliou o desempenho de varios estimadores de
parentesco em populacfes naturais e demonstrou que os estimadores de Ritland (1996),
Lynch & Ritland (1999), e Queller e Goodnight (1989) tiveram seu desempenho melhor
caracterizado (CSILLERY et al., 2006). No presente estudo, levou-se em consideracéo
o sugerido por Csilléry e cols. (2006) e calcularam-se os estimadores de Lynch &
Ritland (1999) (L&R) e Queller e Goodnight (1989) (Q&G). Os programas
computacionais GENALEx (PEAKALL E SMOUSE, 2006) e KINGROUP
(KONOVALOV et al., 2004) foram utilizados para o célculo desses estimadores.

O estimador de parentesco de Lynch e Ritland (1999) pode ser descrito como:

I|I.:\'I: |_ 'rjl:".. + 'rjl:ll :l Ll I|I.:\I i.l' -l'jl:;l. L 'rjl'll :l - "].'I|I.:\'I:I|I.:\I I:

F=

i1 _'rj.'f:'l.'l'Jf +p) _-1-I||__~I:I|-_a

considerando dois individuos dipldides, genotipados para quatro alelos de dois
locos, sendo o individuo 1 AjA; e o individuo 2 AA, se A;e Ajsao iguais dj= 1; e se A;
e A séo diferentes ;= 0; n = nimero de alelos e p; é a frequéncia do alelo i na
populagéo.

O estimador de Queller e Goodnight (1989) é definido utilizando-se a

mesma linguagem, como:

Db+ 0+ 8 08— Pi—p;

=

1+ 'Li."i' - .'_.'I'?.:

Queller e Goodnight (1989) sugeriram para calcular o estimador multilocos que
pode-se somar 0os numeradores e 0s denominadores de cada um de maneira separada e
depois dividir um pelo outro.

A significancia das estimativas de parentesco genético (obtidas pelos
estimadores de Q&G e L&R) pode ser averiguada a partir de uma distribuicdo nula
(BELKHIR et al., 2002) e calculando-se os valores P. O procedimento de re-

amostragem de Guo e Thompson (1992) é utilizado para gerar 0s pares da hipGtese-
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nula, com escolha casual de alelos, sem reposi¢éo, do conjunto de alelos presentes na
amostra populacional. Foi demonstrado que com 17.000 pares gerados como hipétese

nula os valores de P podem ser obtidos com uma precisdo de 0,01.

Estimativas negativas de r podem ser entendidas como uma medida de
quao mais baixa é a probabilidade de coalescéncia relativa de um par de individuos,
com relacdo a probabilidade média de todos os pares considerados da populacdo de
referéncia, ou seja, esses individuos apresentam menor nimero de alelos idénticos-por-
descendéncia do que o esperado (ROUSSET, 2002). Esta interpretacdo se aplica as
estimativas negativas obtidas pelo estimador de parentesco de Q&G (1989) e de L&R
(1999) e isso os torna ndo-enviesados (CSILLERY et al 2006). Valores de parentesco
genético negativos possuem um significado biologico bastante interessante: i) quanto
mais negativo o valor de r, mais certeza pode-se ter de que os individuos que estamos
avaliando ndo estdo relacionados; ii) esses valores podem ajudar a detectar numa
populacdo os individuos que sdo migrantes ou que carregam alelos novos
(KONOVALOV E HEG, 2008).

2.5.4.2 Estimadores de tipo “mdxima verossimilan¢a” (maximum likelihood, ML)

Thompson (1975) foi o primeiro a desenvolver estimadores de parentesco genético de
tipo “maxima verossimilanga” e, a partir do seu trabalho, novos estimadores foram
descritos. O programa ML-RELATE (KALINOWSKI et al., 2006), utilizado no presente
estudo, utiliza os coeficientes k para descrever as relacdes genealdgicas entre 0s
individuos. Podem-se representar os coeficientes k que representam as relacfes

genealdgicas entre dois individuos como pontos em um grafico (Fig. 2.8).
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Figura 2.8. Coeficientes k de algumas categorias de relacionamento (U: ndo-relacionados; 1C:
primos em primeiro grau; 2C: primos em segundo grau; FS: irmdos-completos; HS: meio-
irmaos; PO: pogenitor-prole; M: gémeos monozig6ticos). A figura esta construida de maneira
que o parentesco aumenta a direita e ao extremo superior do gréafico. Figura adaptada de
Kalinowski et al. (2006).

Se os individuos ndo forem endogdmicos, hd uma relacdo entre 0s

coeficientes k e 0 seu parentesco genético (r), de maneira que:

r= lkl + k..
2 s
1)

O relacionamento entre dois individuos pode ser estimado a partir de dados genéticos
pelo célculo da verossimilhanca dos pontos no espaco-k (LYNCH E WALSH, 1998;
BLOUIN, 2003). Chame-se K ao vetor representado pelos trés coeficientes k, K =
{ko,k1, ko}. Por definicdo, a verossimilhanca de K, [L(K)] € igual & probabilidade de se
observar determinados dados genéticos presentes em um individuo, conforme o
relacionamento K (KALINOWSKI et al, 2006). A estimativa de maxima
verossimilhanga do relacionamento entre dois individuos é realizada buscando-se em
todo o espaco paramétrico de K aqueles valores que maximizam L(K) e inserindo esses
valores na equacdo (1). A “rotina de otimizagdo simples” € boa para se realizar essa

busca (KALINOWSKI et al., 2006). Como o espaco paramétrico de K pode ter varios
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picos de varias “alturas”, sempre ¢ melhor comegar a busca partindo de varios pontos, o
que é feito pelo programa ML-RELATE, o qual insere diferentes valores de K na equagao
da verossimilhanca (cada um correspondente a um relacionamento distinto) e determina
qual é o valor que maximiza o resultado (KALINOWSKI et al., 2006). De maneira
geral, as categorias de relacionamento que se encontram perto umas das outras no

espaco-k sdo mais dificeis de serem diferenciadas.

No presente estudo, o programa ML-RELATE (KALINOWSKI et al 2006)
foi utilizado para estimativas de parentesco, supondo a ocorréncia de alelos nulos ou
ndo na amostra e realizando-se a correspondente correcdo. Este procedimento foi
empregado com o intuito de avaliar e comparar as estimativas calculadas tanto na

presenca como auséncia dos alelos nulos

2.5.5 Prova de hipoteses

Outros procedimentos para se investigar o relacionamento entre dois individuos,
complementares ao calculo dos valores de parentesco genético par-a-par (BLOUIN,
2003), sdo: i) distinguir, mediante um procedimento estatistico, entre duas hipéteses de
relacionamento a priori; e ii) determinar, estatisticamente, quais relacionamentos estdo
de acordo com os dados genotipicos observados nos individuos analisados (intervalos
de confianga). O programa computacional ML-RELATE (KALINOWSKI et al., 2006)
oferece esses dois testes. A primeira prova pode ser ilustrada com um exemplo: dois
ninhegos foram amostrados dentro de um mesmo ninho e se supde que sejam irmaos-
completos (ou seja, que um mesmo casal seja 0 genitor de ambos). Genétipos em locos
maultiplos sdo obtidos para cada um dos individuos e a analise pelo programa ML-
RELATE indica que eles sdo irmdos-completos, mas a verossimilhanca de um
relacionamento de tipo meio-irmdos é muito semelhante a obtida para irmé&os-
completos. Neste caso, pode-se utilizar uma prova estatistica para se decidir qual dos
dois relacionamentos ¢ o “verdadeiro”: chame-se de Kpresuposto @ representagéo dos
coeficientes k para o relacionamento pressuposto pelas observacdes ecoldgicas (no caso,
0 de irméos-completos) e Kaiermativo @ representacdo dos coeficientes k para o

relacionamento que resultou em uma verossimilhanca um pouco menor daquela do
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primeiro relacionamento (no caso, a de serem meio-irmdos), define-se a prova

estatistica A como:
A = Ln [L (Kpresuposto) / L (Kahernati\/o)] (equa(}éo 2em Ka|in0WSki et al., 2006) (2)

A distribuicdo amostral de A € obtida a partir de simulagdes de gendtipos de pares de
individuos relacionados segundo as duas alternativas e calcula-se A para cada par
simulado (no presente estudo foram simulados 1.000 pares). Essas simulages sé@o
realizadas em duas etapas: na primeira, 0 numero de alelos idénticos por descendéncia é
obtido de K e, na segunda, os genotipos sao escolhidos dado um determinado K. Esse
procedimento é realizado varias vezes (no presente estudo foram 10.000 vezes) e
registra-se a quantidade de eventos em que as simulagdes chegaram a um valor A igual
ou maior do que o observado — esse numero representa o valor P da prova estatistica.
Caso esse valor de P seja pequeno, a hipdtese alternativa € rejeitada. Caso ele seja
grande, ambas as hipoteses (a pressuposta e alternativa) explicam os dados genéticos
analisados (KALINOWSKI et al., 2006).

Em muitos casos, o pesquisador ndo tera um relacionamento pressuposto
para avaliar contra uma determinada alternativa. Nesses casos, sera Util se ter uma
listagem de todos os relacionamentos que estdo de acordo com os dados genéticos
estudados (KALINOWSKI et al., 2006). O programa ML-RELATE oferece também uma
maneira de se obter significancia estatistica das razdes da verossimilhanca (likelihood
ratios) e utiliza simulacGes para obter a distribuicdo desse parametro. Chame-se Ky ao
relacionamento possivel entre dois individuos que serd posto a prova, Ky, a estimativa

de K entre dois individuos, obtida por maxima verossimilhanga, A’ define-se como:

Ln [L(Kwm) / L(Kqun)] (equagdo 3 em Kalinowski et al. 2006) (3)

A significancia de A’ ¢ obtida através de simulagdes de pares de gendtipos com a
hipotese nula e calcula-se A’ para cada um dos pares simulados. Isso é realizado varias
vezes (0 numero de vezes é escolhido pelo pesquisador) e registra-se a quantidade de
eventos em que as simulacdes chegaram a um valor A’ igual ou maior ao observado,
esse numero representa o valor P da prova estatistica. Caso esse valor de P seja
pequeno, a hipotese nula é rejeitada. Caso ele seja grande, a hipdtese nula ndo é
rejeitada e esse relacionamento € incluido na lista dos que estdo de acordo com os dados
genéticos analisados (KALINOWSKI et al., 2006). Esse procedimento repete-se com

todos os relacionamentos de interesse.
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De maneira andloga ao ML-RELATE, 0 programa KINGROUP
(KONOVALOV et al., 2004), realiza uma analise de tipo “maxima verossimilhanca”
para calcular a verossimilhanca de um determinado par de individuos estar relacionado
segundo uma hipdtese determinada pelo pesquisador (hipdtese primaria). Testes podem
ser feitos, através de simulagdes, para comparar a significAncia dessa relacdo de
parentesco com a significancia da hipdtese alternativa (também especificada pelo
pesquisador). Esta abordagem € poderosa, flexivel e permite que os individuos sejam
classificados em categorias de relacionamento ainda que um baixo ndmero de
marcadores seja utilizado (HENSHAW et al., 2000; ORTEGA et al., 2003). A
abordagem utilizada no programa KINGROUP baseia-se na descrita por Goodnight e
Queller (1999) para se distinguir entre hipoteses diferentes de relacionamento entre dois
individuos, a partir de dados de marcadores moleculares co-dominantes. Este método
calcula a probabilidade de dois individuos compartilharem alelos por “identidade-por-
descendéncia”, dada uma determinada hipétese de relacionamento (Likelihood of Odds,
LOD). Esse LOD é sempre expresso em termos de LOD ratio, ou seja, a razdo entre o
LOD de uma hipotese primaria e 0 LOD de uma hipotese alternativa, como medida da
significancia estatistica de cada uma das hipdteses. Ambas as hipdteses sdo
especificadas pelo pesquisador, com base nas informagfes ecoldgicas disponiveis. Um
valor alto da razdo LOD favorece a hipotese primaria, enquanto que um valor pequeno
ndo lhe da suporte. Como a determinacdo da significancia estatistica dos valores da
razdo LOD é um processo dificil, 0 método de Goodnight e Queller (1999) baseia-se em

simulagoes.

O processo de simulacdo comeca escolhendo um genétipo individual ao
acaso (X) e utiliza as frequéncias alélicas do conjunto de dados para calcular a
probabilidade do individuo apresentar um determinado alelo. Em seguida, a simulacao
determina o genétipo do individuo Y, utilizando as frequéncias alélicas populacionais e
segundo um relacionamento com o individuo X definido pelo pesquisador (por
exemplo, irmdos completos). O programa KINGROUP realiza esse processo quantas
vezes 0 pesquisador determine e sempre levando em conta o relacionamento definido
como hipotese primaria. O valor da razdo LOD que exclua 95% desses pares assim
criados correspondera ao nivel de significancia de P, = 0.05, e esses valores serdo
comparados com os valores de P calculados para cada par observado na nossa amostra
(GOODNIGHT E QUELLER, 1999). O poder deste método depende, por um lado, das
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categorias de relacionamentos que se pretende distinguir e, por outro, do nimero de
locos analisados. Algumas categorias de relacionamento sdo faceis de serem
distinguidas com poucos locos (GOODNIGHT E QUELLER, 1999). De acordo com
Goodnight e Queller (ver tabela 3 em GOODNIGHT E QUELLER, 1999), somente
dois locos sdo necessarios para aceitar corretamente 50% dos pares relacionados pela
hipotese priméaria, com um nivel de significancia de P, = 0.05, quando a comparagéo
hipétese  primaria/hipétese  alternativa corresponde a irmaos-completos/nédo-

relacionados.

No presente estudo, os programas KINGROUP (KONOVALOV et al.,
2004) e ML-ReELATE (KALINOWSKI et al., 2006) foram utilizados para realizar as
provas de hipdteses da seguinte maneira: uma primeira prova foi realizada considerando
como hipotese primaria (H,) a existéncia de um parentesco de tipo “irmaos-completos”
entre os ninhegos amostrados dentro de um mesmo ninho, e definindo como hipotese
alternativa (H) o “nao-relacionamento”. Nos casos em que as primeiras analises de ML
realizadas pelo programa ML-RELATE indicaram uma categoria de relacionamento
como mais provavel entre um determinado par de individuos diferente de irméos-
completos, as provas de hipdtese foram realizadas definindo aquela categoria como
hipotese primaria. Todas as provas foram conduzidas com 10.000 permutagdes de

gendtipos/relacionamento.

2.5.6 Andlise do desempenho dos estimadores de parentesco genético

Uma das caracteristicas mais aparentes dos estimadores de parentesco é a sua grande
variancia estatistica. Isto acontece porque muitos estimadores podem ter valores “nao-
permitidos” (ou seja, biologicamente nao-significativos), como os valores maiores que
um, ou negativos. Para for¢a-los a entrar na categoria dos valores “permitidos”, deve-se
introduzir um viés estatistico, geralmente na direcdo positiva (RITLAND, 2000). O
desejavel é que os estimadores de parentesco genético megcam a variancia real no
parentesco, resultado das varias categorias de relacionamento presentes ao mesmo
tempo numa dada amostra (RITLAND, 2000; RUSSELLO E AMATO, 2004). Existe
uma maneira de se calcular a variancia real presente na amostra, utilizando um

procedimento baseado na Andlise de Variancia simples (ANOVA), com dados de pelo
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menos dois marcadores (RITLAND, 2000). Este método se baseia na independéncia
estatistica de estimativas realizadas com diferentes marcadores (por exemplo, o produto
das estimativas realizadas com base em dois marcadores diferentes € uma estimativa
ndo-enviesada de r). Deve-se chamar a atengdo para o fato de que a variancia é um
pardmetro populacional e ndo individual e por isso ttm menos erro estatistico do que a
estimativa de parentesco genético par-a-par (RITLAND, 2000). Neste estudo, para
calcular as variancias de amostragem do estimador de parentesco genético de Queller e
Goodnight (1989) e de Lynch e Ritland (1999), foi utilizada uma abordagem por
simulacdo, de acordo com o sugerido por Van de Casteele e cols. (2001). O programa
KiNnGRouP (KONOVALOQV et al., 2004) foi empregado para gerar, ao acaso, genétipos
de 1.000 pares de individuos nao-relacionados (UR), 1.000 pares de meio-irméos (HS) e
1.000 pares de irmdos completos (FS). Os dados de entrada oferecidos ao programa
computacional para gerar esses genotipos foram: nimero de locos, frequéncias alélicas
populacionais de cada loco e nimero de individuos a serem gerados. As freqiiéncias
alélicas populacionais foram aquelas calculadas com base nos conjuntos de individuos
apresentados na tabela 2.4, para cada espécie. Os valores médios de parentesco genético
(r) foram calculados para cada um dos 1.000 pares de cada categoria de relacionamento
criados pelo programa computacional e foram comparados com os valores tedricos
esperados para cada categoria (UR: 0; HS: 0,25; FS: 0,5), para se estimar o viés do
estimador empregado. Testes-t de duas caudas foram utilizados para se avaliar
estatisticamente a significancia do viés. A variancia ao redor da média teorica esperada
para cada categoria de relacionamento foi estabelecida como correspondente a variancia
apresentada por cada estimador. As analises estatisticas foram realizadas no programa
BIoSTAT (AYRES et al., 2003).

O programa IREL v1.0 (GONCALVES DA SILVA E RUSSELLO,
2009), disponivel em
http://www.gentools.ecgl.ok.ubc.ca:8080/webMathematica/irel/irel.html, calculou, com
base nas frequéncias alélicas populacionais oferecidas pelo pesquisador, as proporc¢des
de erro tedricas esperadas na classificagdo de pares de individuos, como as fraches
erroneamente classificadas de 1.000 pares de UR, FS e HS gerados ao acaso pelo
programa. As taxas de erro observadas na classificacdo do conjunto real de dados
(ninhegos das trés espécies estudadas, amostrados dentro dos mesmos ninhos), foram

calculadas como a percentagem de pares de ninhegos nos quais houve discordancia na
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categoria de relacionamento indicada pelos diferentes métodos empregados (ver secao
2.5.6). Também foi calculada, com base em simulacdes, a percentagem da variancia real
nos relacionamentos representada pelos diferentes estimadores de parentesco genético,
usando um cenario com 80% de irmados completos, 10% de meio-irmdos e 10% de néo-
relacionados (cenario I em RUSSELLO E AMATO, 2004). Esse cenério foi escolhido,
pois esta mais de acordo com o padrdo de parentesco esperado na nossa amostra,
assumindo monogamia genética entre os adultos das espécies estudadas. O programa

IREL v1.0 auxiliou neste ultimo calculo.

Como os estimadores de parentesco se baseiam numa amostra
populacional para comparar os alelos do par de individuos analisados com os alelos da
populacdo, é ideal que a estimativa das frequéncias alélicas populacionais seja calculada
com base numa amostra grande, e que ndo inclua aos genotipos do par de individuos
que estdo sendo avaliados para parentesco (KONOVALOV E HEG, 2008). Neste
estudo calcularam-se os valores de parentesco genético par-a-par para 0s ninhegos
amostrados nos mesmos ninhos colocando no arquivo de entrada do programa
KINGROUP, as frequéncias alélicas populacionais calculadas com base nas amostras
mencionadas na tabela 2.4. De qualquer maneira, as analises realizadas com a opcao
“bias correction”, que tira do calculo das frequéncias alélicas os individuos que estdo

sendo avaliados para parentesco, ndo mudou nossas inferéncias.

2.5.7 Reconstrucdo de relacionamentos em auséncia de informacéo parental

Quando a informacdo genética dos progenitores ndao se encontra disponivel para
contrasta-la com a da progénie, podem ser utilizados métodos de agrupamento de
individuos segundo o seu grau de relacionamento (JONES et al., 2010). Neste estudo
foram empregados dois programas computacionais baseados em abordagens diferentes

para agrupar ninhegos com base nos seus fen6tipos em locos maltiplos.

Uma das ferramentas estatisticas empregadas foi desenvolvida por Smith
(2001) e Herbinger et al. (2006), implementada no programa PEDIGREE 2.2 (disponivel
em: http://herbinger.biology.dal.ca:5080/Pedigree/). Este programa divide os individuos
em categorias de relacionamento, calculando primeiramente as razdes de

verossimilhanca (LR, likelihood ratios) para cada par de individuos, considerando-0s
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irmaos completos versus ndo relacionados, segundo os seus fenoOtipos em locos
maltiplos. Em seguida, o programa usa esses LR para calcular um valor (score)
associado com uma determinada particdo, para cada par de individuos presente nesse
grupo (particdo). As particbes sdo geradas de maneira tal que 0s scores sejam
maximizados. O programa constroi as particbes usando um processo do tipo Cadeia de
Markov Monte Carlo (MCMC) e encontra a particdo que maximiza todos 0s scores.
Este método cria, primeiramente, uma particao e depois vai avaliando, um por um, pares
de individuos para verificar se poderiam ser colocados dentro da mesma particdo gerada
originalmente. Neste estudo, foram realizadas 10 MCMC diferentes com 0s mesmos
parametros, para minimizar a variacdo possivel entre processos. Os parametros
oferecidos pelo usuario ao programa foram: 100.000 iteragdes; “full-sib constraint”, ou
seja, a colecdo de gendtipos em cada grupo deve ser estritamente compativel com as leis
da heranca de Mendel e o produto de um acasalamento entre dois individuos; uma
temperatura inicial de 10 (que define a velocidade na qual o algoritmo “percorre” o
espaco de amostragem). Quanto maior a temperatura, maior a probabilidade de que o
algoritmo ndo fique “preso” num maximo local, mas também se corre o risco de que o
algoritmo nunca chegue ao maximo absoluto. Uma temperatura de 10 foi recomendada
pelos autores do programa como sendo boa para a maioria das situagdes. Uma
temperatura de 30, também utilizada na nossa analise, ndo mudou os resultados. Usou-
se um “peso” 2, 0 que permite que possiveis meio-irmdos incluidos na amostra
(relacionados em segundo grau) possam ser agrupados junto com os de primeiro grau
(irmaos completos). O peso 2, utilizado em conjunto com a “full-sib constraint”
minimiza o erro de se agrupar individuos ndo-relacionados (manual de usuario do
PEDIGREE). O programa estabeleceu-se a “semente” (valor de partida para a Cadeia de
Markov) ao acaso. Também foi utilizado um peso 1, para se maximizar o agrupamento

de somente irmaos-completos.

O programa PEDIGREE 2.2 pode avaliar a significancia estatistica das
particOes. Para tal fim é calculado um valor, chamado de “coesdo”, que ¢ a média
aritmética do logaritmo decimal dos LRs usados na reconstrucdo do grupo,
considerando-se todos os pares de individuos do grupo. Um valor alto de coeséo indica
que, em media, esses individuos sdo mais fortemente relacionados dentro do grupo do
que o resto dos pares. Para se estabelecer se os individuos ndo tenham sido agrupados

por PEDIGREE 2.2 somente como consequéncia de um possivel artefato da analise, o
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programa oferece uma abordagem baseada em re-amostragem dos dados, de maneira tal
de tornar randémico, mediante permutacdo da colecdo de gendtipos, o conjunto original
de dados. Cada permutacdo resulta num novo conjunto de dados com exatamente o
mesmo numero de individuos e as mesmas frequéncias alélicas do que a nossa amostra
original, mas no novo conjunto, todos os individuos s&o ndo-relacionados ao restante
dos individuos. Em outras palavras, as similaridades genotipicas do novo conjunto de
dados véo refletir, agora, a identidade-ao-acaso (identity by chance) e ndo a IBD. Neste
estudo foram gerados 1.000 conjuntos de dados “randomizados” ¢ foram aplicados os
mesmos parametros de analise usados no nosso conjunto de dados originais. Isto
permitiu gerar uma distribuicdo nula dos atributos de cada particdo (ou seja, do grau
médio de relacionamento no conjunto de dado) a partir da realizacdo de inferéncias

estatisticas da particdo “real” (empirica).

A outra abordagem foi desenvolvida por Wang (2004) e Wang e
Sancture (2009) e é empregada no programa CoLONY (JONES E WANG, 2009). Este
programa foi usado para se reconstruir grupos de ninhegos relacionados em primeiro
grau (irmdos completos) e em segundo grau (meio-irmaos). Esse metodo utiliza uma
abordagem baseada na verossimilhanca da genealogia inteira e aplica um algoritmo de
tipo “simulated annealing” para procurar a configuragdo com maxima verossimilhanca
(WANG J., manual de usuario do COLONY). O programa usa um método similar a de
MCMC, mas com um melhor controle da ‘“aceitacdo™ da configuragdo, baseado na
“temperatura”. Partindo de uma configuracdo inicial na qual todos os individuos sdo
nédo-relacionados, gera-se uma mudanga na configuracdo para se criar configuracoes
novas. As verossimilhancas da nova e da antiga configuracdo sdo calculadas e
comparadas para se determinar se a nova configuracdo é aceita ou rejeitada (se a
verossimilhanga for maior). Calcula-se uma taxa de “aceitagdo” da configuragdo com
base na temperatura, nos valores de verossimilhanca antigo e novo e comparam-se com
o valor gerado de uma distribuicdo nula. Se o valor nulo for menor do que a taxa de
aceitacdo, a nova configuracdo se mantém, embora seja inferior & antiga. O programa
faz isso para evitar ficar “preso” num maximo local. Quando os marcadores moleculares
utilizados na andlise ndo sdo muito informativos, recomenda-se realizar corridas
diferentes do programa, sob os mesmos parametros, mas com uma ‘“‘semente” diferente
e identificar os agrupamentos de individuos consistentemente recuperados em todas as

corridas. Esses grupos representam relacionamentos “confiaveis” (WANG J., manual

67



Mifio, ClI Material e Métodos

de usuario do CoLONY). Neste estudo, foram realizadas 10 réplicas de 10 corridas do
programa, com 0s seguintes pardmetros: machos e fémeas monogamicos, frequéncias
alélicas calculadas pelo usuério, comprimento medio da corrida, individuos dipléides,
tamanho das familias ndo limitado, marcadores co-dominantes, e taxas de erro de

genotipagem de 0.001.

2.5.8 Classificacdo dos ninhegos em categorias de relacionamento

A classificacdo final dos pares de ninhegos analisados neste estudo em categorias de
relacionamento foi obtida segundo um procedimento de oito passos, baseado na
concordancia entre os resultados dos varios programas e dos procedimentos empregados
(Figura 2.9). Primeiramente, foram calculados os valores de r com o estimador que
melhor se desempenhou em cada situacdo, de acordo com as simula¢fes previamente
desenvolvidas. Em seguida, foram avaliados os valores de r e, com base neles,
empregou-se 0 método proposto por Blouin et al. (1996). Esse método baseia-se em
“valores de corte” (cut-off values) para classificar um par de individuos como
relacionados de acordo com certa categoria de relacionamento. Esses valores de corte
sdo determinados considerando-se as curvas de distribuicdo dos valores de r simulados
obtidos a partir das frequéncias alélicas da nossa amostra para cada categoria de
relacionamento e que podem ser diferentes dos esperados em populacfes ideais
(BLOUIN et al., 1996). Esses valores de corte sdo estabelecidos como 0s pontos médios
entre as médias das curvas de distribuicdo dos valores de parentesco genético par-a-par
para pares de individuos simulados de acordo com as categorias de relacionamento (UR,
HS e FS; BLOUIN et al.,, 1996). Para estabelecer os valores de corte das nossas
amostras, foram gerados, com base nas frequéncias alélicas populacionais calculadas
como descrito anteriormente, 1.000 pares de individuos UR, 1.000 pares de HS e 1.000
pares de FS. Os valores de parentesco genetico calculados para cada um dos pares
embasaram as curvas de distribuicdo desses valores, nas quais foram determinados os
pontos médios entre as médias de cada categoria. Para isso foi empregado o programa
computacional iREL v1.0 (GONCALVES DA SILVA E RUSSELLO, 2009). Uma vez
obtidos os valores de corte, comparou se cada valor de r para todos os pares de ninhegos

analisados e classificaram-se 0s pares segundo esses valores. Em seguida, foram
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realizadas estimativas de maxima-verossimilhanga dos relacionamentos entre o0s
individuos de cada par de ninhegos analisados. A seguir, compararam-se 0S
relacionamentos indicados pelos dois métodos (valores de corte e maxima
verossimilhanca) e se verificou se havia concordancia entre eles. Em caso de
concordancia, a analise prosseguia com o desenvolvimento de provas de hipdteses para
se verificar a significancia do relacionamento indicado com relacdo as alternativas
possiveis. Caso o relacionamento indicado obtivesse suporte estatistico, a andlise
prosseguia com o agrupamento dos individuos segundo o seu grau de relacionamento
genético (utilizando dois métodos “filosoficamente” diferentes, ver se¢do anterior). Os
resultados dessas andlises foram analisados posteriormente para se identificar os
agrupamentos de individuos que recuperassem 0s ninhegos amostrados dentro dos
mesmos ninhos. Esse procedimento de oito passos foi aplicado a todos os pares de
ninhegos de cabeca-seca, colhereiro e garca-branca-grande coletados nas coldnias
reprodutivas (Tabela 2.6).

2.5.9 Atribuicao de paternidade e maternidade em familias de colhereiro

As analises de atribuicdo de paternidade e maternidade em familias de colhereiro
criadas em cativeiro foram realizadas pelo programa CErRvuUS v3.0 (KALINOWSKI et
al., 2007). Esse programa aplica uma abordagem de méaxima verossimilhanca para
encontrar, num conjunto de progenitores candidatos, 0 mais provavel de ser o pai
verdadeiro de um determinado ninhego. A partir de simulac@es, o programa calcula a
distribuicdo do estatistico Delta, a diferenca das razdes das probabilidades de dois
progenitores candidatos serem o progenitor verdadeiro. O valor Delta é utilizado para
estabelecer o nivel de confianca na atribuicdo de paternidade (ou maternidade) para
cada candidato. O pesquisador fornece ao programa: as freqiiéncias alélicas
populacionais, o numero de possiveis candidatos, e a propor¢do de candidatos
amostrados. Na nossa analise, houve casos em que um dos progenitores (fémeas ou
machos) estava registrado nos studbooks dos zooldgicos. Nesses casos, 0 outro
progenitor foi “procurado” pelo programa CERVUS, levando em conta os gendtipos da
prole e do pai “conhecido”. Nessa andlise foram considerados como candidatos os
animais machos ou fémeas que se encontravam no mesmo zooldgico e que tinham ao

menos trés anos a mais de idade do que os filhotes analisados (informagéo disponivel
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nos studbooks; SAWYER, 2002). Foram usados 0s seguintes parametros de
configuracdo do programa CeRvuUs: 10.000 simulagbes, 84% dos candidatos
amostrados, 99% de gendtipos disponiveis e 1% de erro de genotipagem. A maternidade
e/ou paternidade foi atribuida com uma confianca de 95%, levando em conta o valor
Delta. Nos casos em que nenhum pai estava registrado no studbook do zool6gico como
sendo responsavel por determinado ninhego, o programa CEerRvus foi usado para
identificar o par de progenitores mais provavel.

Tabela 2.6. Ninhegos, pares e ninhos de cabeca-seca, colhereiro e garga-branca-grande
amostrados no Amapa, Pantanal e Rio Grande do Sul, Brasil.

Cabeca-seca
Colbnia No. de ninhegos | No. de pares | No. de ninhos
Pantanal
Fazenda Ipiranga 13 8 6
Porto da Fazenda 24 12 12
Tucum 28 14 14
Presidente 18 9 9
Total 83 43 41
Amapé
Macacoari 109 94 42
Fazenda Zelandia 12 6 6
Fazenda Alegria 7 5 3
Ninhal Se Cria 68 46 30
Total 196 151 81
Colhereiro
Pantanal
Porto da Fazenda 15 9 7
Praialzinho 22 14 10
Total 37 23 17
Amapé
Fazenda Zelandia 23 16 10
Ninhal Se Cria 50 40 20
Total 73 56 30
Rio Grande do Sul
Banhado do Taim 83 68 35
Garca-branca-grande
Pantanal
Tucum 10 5 5
Porto da Fazenda 25 14 12
Praialzinho 30 15 15
Total 65 34 32
Rio Grande do Sul
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| Barra do Ribeiro 46 \ 35 \ 21 \

COMEGCO: Calcular os valores de parentesco genético par-a-par (r)

para todos os ninhegos amostrados dentro de um mesmo ninho.

l

Examinar osvaloresde r e aplicar o método
dos “valores de corte” (Blouin et al. 1996).

A 4 A 4

31 Determinar o relacionamento Calcular estimativas de relacionamento 32

compativel com o valor de r observado. | | baseadas em maxima-verossimilhanga.

v v

4 Se 3.1 e 3.2 indicarem a mesma categoria de
relacionamento, PROSSEGUIR; se nfdo, PARAR.
5 Realizar provas de hipoteses para avaliar a
significancia estatistica do relacionamento sugerido.
6 Se o relacionamento tiver suporte estatistico,

PROSSIEGUIR; se nao, PARAR.

: l

Agrupar os individuos de acordo com o seu grau de relacionamento,

usando verossimilhanga full-pedigree e partial pedigree.

Examinar os resultados e classificar os pares de ninhegos em
categorias de relacionamento.

Figura 2.9. Diagrama de fluxo do procedimento usado para classificar pares de ninhegos em
categorias de relacionamento, com base nos genotipos em locos nucleares multiplos. Esse
procedimento foi usado com ninhegos de colhereiro, cabeca-seca e garga-branca-grande,
amostrados dentro dos mesmos ninhos.
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2.5.10 Estimativa dos niveis de diversidade genética e estruturagdo populacional e
deteccdo de processos demograficos em populacdes de garca-branca-grande

A presencga de alelos nulos foi avaliada usando o programa MICROCHECKER 2.2.3 (VAN
OOSTERNHOUT et al., 2004). O numero de alelos por loco (A), as freqiéncias
alélicas, a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg) foram estimadas usando o
programa GENALEX 6.3 (PEAKALL E SMOUSE, 2006). Uma estimativa da riqueza
alélica (Ag) corrigida para tamanho populacional, baseada num método de rarefacdo, foi
calculada usando FSTAT (GOUDET, 1995). Testes para desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) foram realizados usando o método baseado em Cadeias de
Markov de Guo e Thompson (1992) no programa GENeEPoP 3.4 (RAYMOND E
ROUSSET, 1995) com 1.000 dememorizacBes, 1.000 corridas e 10.000 iteracdes.
Testes de desequilibrio de ligacdo (LD) foram conduzidos em GENEPOP 3.4. Corre¢des
para testes multiplos foram feitas seguindo o procedimento de Bonferroni (k) (RICE,
1989). Uma Anaélise da Variancia Molecular (AMovA) (EXCOFFIER et al., 1992) em
ARLEQUIN 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005) foi realizada para quantificar a distribui¢do
hierarquica da variabilidade genética dentro e entre as col6nias e as regides. Valores de
Fst (WEIR E COCKERHAM, 1984) foram obtidos, como medida da divergéncia
genética, usando o programa FSTAT (GOUDET, 1995). O valor de P critico para
significancia estatistica dos Fst foi corrigido para comparacGes multiplas, pelo
procedimento de Bonferroni (RICE, 1989). Foram realizados, também, testes de
atribuicdo de individuos a potenciais populacdes de origem usando a abordagem
Bayesiana de Rannala e Mountain (1997) em GENECLASS 2.0. (PIRY et al., 2004). Foi
demonstrado que esse método se comporta de melhor maneira que métodos baseados
em frequencia ou distancia (CORNUET et al., 1999; GOMEZ-UCHIDA et al., 2009).
Para essa analise, foram consideradas, primeiramente, as coldnias individuais como
sendo populacdes fonte e, numa segunda analise, consideramos as regides (Pantanal e
Rio Grande do Sul) como sendo unidades populacionais. O raciocinio por tras deste
método foi avaliar a existéncia de um grau leve de estruturacdo populacional entre

regides.

O isolamento pela distancia foi avaliado usando a regresséo linear
Reduced Major Axis (RMA) entre a distancia genética e a distancia geografica (teste de
Mantel), no programa IBDWS 3.16 (JENSEN et al., 2005). A distancia genética entre
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cada par de colbnias foi expressa como Fst/(1-Fst) e a distancia geogréafica foi
calculada no programa on-line http://www.go.ednet.ns.ca/~larry/bsc/jslating.html. A
distancia geografica expressou-se em valores logaritmicos, para ser aplicada no modelo
de espaco bidimensional (ROUSSET, 1997). Ja que a regressdo do teste de Mantel
contém comparagdes maltiplas, se realizaram 1.000 randomizagdes para calcular a sua
significancia. Os intervalos de confianga de 99% foram estimados com 1.000

permutacdes de pares independentes de populacdes.

A diferenciacdo genética entre colbnias foi investigada usando uma
andlise Bayesiana no programa STRUCTURE 2.2.2 (PRITCHARD et al., 2000). A
maioria dos parametros foi configurada de acordo com seus valores default, segundo o
sugerido pelos autores do programa. Foi escolhido um modelo de mistura das
populacdes, e a opcao de freqiiéncias alélicas correlacionadas, pois essa configuracao é
considerada adequada nos casos em que pode haver estruturagédo populacional leve
(FALUSH et al., 2003; EVANNO et al., 2005). O grau de mistura entre as coldnias, a,
foi inferido a partir dos dados e do pardmetro da distribuicdo das frequéncias alélicas, A,
foi 1. Foram estabelecidos periodos de “aquecimento” da Cadeia de Markov de
150.000, mas corridas do programa com periodos maiores de “aquecimento” ndo
mudaram os resultados. Testou-se um intervalo possivel de Ks desde 1 até 10 (0 nimero
total de colénias amostradas). Para cada grupo de dados, correu-se o programa 20 vezes,
com o objetivo de inferir a verossimilhanca dos valores de K. Os valores logaritmicos
da verossimilhanga foram obtidos de K = 1 até K = 10, com cinco iteracdes entre cada
valor de K. Para identificar o valor mais provavel de K a partir das simulac@es, usamos
0 método de Pritchard et al. (2000) de identificacdo da maior probabilidade posterior
dos dados e também analisamos a assimetria na probabilidade individual de

pertencimento a cada grupo (graficos de valores de Q) para diferentes K.

Foi averiguada a presenca de sinais genéticos de uma possivel reducao
do tamanho populacional em todas as col6nias usando tanto a abordagem desenvolvida
por Cornuet e Luikart (1996) em BOTTLENECK 1.2.02 (Piry et al. 1999), quanto
calculando o indice de Garza e Williamson (2001). Com BOTTLENECK assumiu-se um
modelo misto de mutacdo de microssatélites (TPM) (com 70% de mutacdes de passo
simples e 30% de mutacdes de multiples passos), pois esse modelo mutacional poderia
ser mais conservativo (LUIKART E CORNUET, 1998; GOMEZ-UCHIDA et al.,

2009). Também examinamos a distribuicdo das frequéncias alélicas em cada colénia
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para detectar possiveis desvios do esperado sob equilibrio entre mutacdo-deriva (em
populacOes estaveis espera-se uma distribuigdo com forma de “L”, LUIKART et al.,
1997). O indice de Garza-Williamson (valor M) foi calculado em ARLEQUIN 3.0
(EXCOFFIER et al., 2005). Essa estatistica mostra-se sensivel as reducles
populacionais, pois durante um evento de reducdo demografica o0 nimero de alelos é
usualmente mais reduzido que o intervalo entre tamanhos alélicos. O valor de M é
determinado comparando-o com uma distribuicdo de valores de M calculada de
populacdes tedricas sob equilibrio mutacéo-deriva. Supde-se que esse indice seja bem
pequeno em populagBes que passaram por um evento de redugdo demogréfica e que
esteja perto de 1 em populages estaveis (GARZA E WILLIAMSON, 2001).

74



Capitulo 3
Resultados

75



Mifio, ClI Resultados

3.1 Pardmetros genéticos populacionais para subsidiar analise de
parentesco em cabeca-seca, colhereiro e garca-branca-grande

Para subsidiar as analises de parentesco, foram estimados parametros genético-
populacionais nas amostras de cabeca-seca, colhereiro e garca-branca-grande. A anélise
no programa MICROCHECKER n&do detectou erros na nomenclatura dos alelos em

nenhuma das espécies estudadas.

As populacdes de cabeca-seca do Estado do Amapa e do Pantanal
apresentaram 27 alelos nos nove locos de microssatélites. Ndo houve evidéncias de
desvios significativos do EHW em nenhuma amostra nem loco (Tabela 3.1). O Pantanal
apresentou uma Hg média de 0,408 e uma Ho média de 0,457 e no Estado do Amapé
apresentou uma Heg média de 0,358 e uma Hop média de 0,316. A probabilidade

combinada de excluséo de 0,95 foi obtida considerando todos os locos.

Nas populagdes de colhereiro foram encontrados, em cinco locos de
microssatélites, 35 alelos no Estado do Amap4, 34 alelos no Pantanal e 36 no Estado do
Rio Grande do Sul (Tabela 3.2). N&o houve evidéncias de desvios significativos do
EHW em nenhuma amostra nem loco (Tabela 3.2). A Hg média do Estado do Amapa foi
0,634, no Pantanal foi 0,607 e no Estado do Rio Grande do Sul foi 0,646. A Ho média
foi 0,450 no Estado do Amapa, 0,561 no Pantanal e 0,613 no Estado do Rio Grande do
Sul. A probabilidade combinada de excluséo para todos os locos foi 0,99.

Nas populacdes de garca-branca-grande foram detectados desvios
significativos do EHW e alelos nulos (ver mais abaixo neste paragrafo) e, por esse
motivo, as estimativas de pardmetros genético-populacionais apresentam-se para cada
colénia individualmente. Em algumas coldnias, o programa MICROCHECKER detectou
evidéncia significativa da presenca de alelos nulos no loco Ah522. Esses alelos podem
explicar o excesso de homozigotos verificado pelos valores de F;s positivos e
significativamente diferentes de zero nas colonias BR, SM e MA (Estado do Rio
Grande do Sul) (Tabela 3.3). O numero de alelos por loco por coldnia variou entre 2 e
16 e o numero total de alelos foi 50 na amostra completa (Pantanal e Estado do Rio
Grande do Sul) (Tabelas 3.3 e 3.4). A probabilidade combinada de exclusdo para todos
os locos foi 0,99 e a probabilidade de identidade combinada foi 0,00004. Os niveis de

diversidade genética variaram entre coldnias e locos e a He variou desde 0,350 (colonia
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PO) até 0,566 (BR) (Tabelas 3.3 e 3.4). Nas colénias do Estado do Rio Grande do Sul, o
teste global para concordancia com o EHW revelou desvios nos locos Ah414 e Ah522
(P < 0.001) (Tabela 3.3). O exame para cada col6nia revelou que os locos Ah217,
Ah414, Ah522 e WSO03 estiveram fora do EHW em BR, os locos Ah414 e Ah522 em
SM, o loco WS03 em MA e o loco Ah217 em PG (Tabela 3.3). O valor global de Fs
para as colonias do Estado do Rio Grande do Sul (0,159) ndo diferiu significativamente
de zero, apos correcdo para comparagdes multiplas (procedimento de Bonferroni). A He
por loco variou entre 0,091 (SE) e 0,914 (BR) e a Hop variou entre 0,086 e 0,865 (BR)
(Tabela 3.3). Nas colonias do Pantanal, o teste global para concordancia com o EHW
revelou desvios nos locos Ah414 e Ah630 (P < 0.001). O exame para cada coldnia
individual revelou que os locos Ah414 e WS03 estdo fora do equilibrio em PRA,
enguanto que o loco Ah630 esta fora do equilibrio em PF (Tabela 3.4). O valor global
de Fs para as colbnias do Pantanal (0,106) ndo diferiu significativamente de zero, apds
correcdo para comparagdes multiplas (procedimento de Bonferroni). A He por loco
variou entre 0,167 (FI) e 0,938 (PF), e a Ho variou entre 0,167 (PO) e 0,999 (BG)
(Tabela 3.4).

3.2 Desempenho dos estimadores de parentesco genético

Os indices de Q&G e de L&R ndo apresentaram desvios significativos dos valores
tedricos esperados para os pares de UR, HS e FS obtidos por simulacdo, ap6s correcdo
de Bonferroni, como indicam os valores de P dos testes t de duas caudas, nas
populacbes de colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-grande (Tabela 3.5). O indice de
Q&G mostrou uma variancia menor de amostragem para a maioria das categorias de
relacionamentos usando-se as freqliéncias alélicas observadas nas populacfes das duas
espécies, como indicado pelas simulacdes de Monte Carlo (Tabela 3.5). As
percentagens de variacdo nas estimativas de parentesco explicadas pelo parentesco
verdadeiro da amostra foram maximizadas pelo indice de Q&G (colhereiros: Estado do
Amapé: 27,68%, Pantanal 22,99%, Estado do Rio Grande do Sul: 24,51%; cabeca-seca:
Estado do Amapa: 19,70%, Pantanal: 27,70%; garca-branca-grande: Pantanal: 26,08%,
Estado do Rio Grande do Sul: 26,44%).
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Tabela 3.1. Pardmetros de variacdo genética nas populacdes de cabeca-seca do Pantanal e do Estado do Amapa, baseados em nove locos de
microssatélites. Para cada loco apresentam-se: o numero de individuos analisados (N), o nimero de alelos (A), a heterozigosidade observada (Ho)
e esperada (Hg), a probabilidade dos testes exatos para desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (Penw), a probabilidade de exclusdo(Pg) e a
Probabilidade de Identidade (PI: Jamieson e Taylor 1997) para combinacgéo de locos.

Pantanal Estado do Amapé

Locos N | A He Ho Pepw Pe PI N | A He Ho Pepw Pe Pl

wWSp03 |70 | 30,577 0,271 | 0,058 | 0,52 | 0,0200 | 55 | 3 | 0,369 | 0,164 | 0,051 | 0,52 | 0,0220
WSuo8 | 74 | 2 | 0,477 | 0,324 | 0,053 | 0,28 | 0,0077 | 71| 2 | 0,492 | 0,479 | 0,360 | 0,28 | 0,0081
WSp09 | 74 | 30,053 | 0,054 | 0,229 | 0,52 | 0,0050 | 72 | 2 | 0,080 | 0,083 | 0,887 | 0,28 | 0,0060
wSu13 | 75| 210,278 | 0,280 | 0,112 | 0,28 | 0,0026 | 70 | 3 | 0,281 | 0,271 | 0,750 | 0,52 | 0,0031
wsSul4 | 71 |4 0,646 | 0,634 | 0,879 | 0,68 | 0,0006 | 72 | 5 | 0,627 | 0,556 | 0,365 | 0,77 | 0,0007
wWSp18 | 75| 2| 0,499 | 0,520 | 0,054 | 0,28 | 0,0002 | 71 | 3 | 0,500 | 0,507 | 0,052 | 0,52 | 0,0003
WSu20 | 74 | 4 | 0,252 | 0,041 | 0,059 | 0,68 | <0,001 | 72 | 3 | 0,213 | 0,097 | 0,054 | 0,52 | <0,001
WSp23|75|3]0,464 | 0,373 | 0,287 | 0,52 | <0,001 | 64 | 3 | 0,488 | 0,500 | 0,188 | 0,52 | <0,001
WSu24|75|40,195| 0,173 | 0,886 | 0,68 | <0,001 | 71| 3 | 0,169 | 0,183 | 0,084 | 0,52 | <0,001

Tabela 3.2. Parametros de variacdo genética em populacGes de colhereiro do Estado do Amapa, Pantanal e Estado do Rio Grande do Sul,
baseados em dados de cinco locos de microssatélites. Para cada loco apresentam-se: o nimero de individuos analisados (N), o nimero de alelos
(A), a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg), a probabilidade dos testes exatos para desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (Penw),
a probabilidade de exclusdo(Pg) e a Probabilidade de Identidade (PI: Jamieson e Taylor 1997) para combinacéo de locos.
Regido Estado do Amapa Pantanal Estado do Rio Grande do Sul
Loco N A Ho He Pepw Pl N A Ho He Pepw Pi N A Ho He Pepw PI
Aajul | 39| 11| 0,820 | 0,831 | 0,275 | 0,050 |38 110,816 0,808 |0,195| 0,062 | 74| 10 | 0,878 | 0,898 | 0,059 | 0.064
Aaju2 | 39| 10 | 0,590 | 0,677 | 0,150 | 0,006 |38 10 | 0,605 |0,707 | 0,951 | 0,007 | 74| 11 | 0,649 | 0,671 | 0,073 | 0,009
Aaju3 | 39| 6 | 0,436 | 0,554 | 0,118 | <0,001 | 38| 7 | 0,526 | 0,631 | 0,858 | <0,001 | 74| 7 | 0,662 | 0,662 | 0,116 | <0,001
Aaju5 | 39| 6 | 0,538 | 0,635 | 0,120 | <0,001 | 38| 4 |0,474|0,397 | 0,817 | <0,001 | 74| 6 | 0,500 | 0,523 | 0,268 | <0,001
Ws03 [ 39| 2 | 0,405 | 0,473 | 0,185 | <0,001 | 38| 2 | 0,384 |0,491 | 0,116 | <0,001 | 74| 2 | 0,378 | 0,477 | 0,076 | <0,001
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Tabela 3.3. Parametros de variagdo genética baseados em sete locos de microssatéllites nas populacGes da garca-branca-grande (Ardea alba

Resultados

egretta), em cinco col6nias reprodutivas do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. N, nUmero de amostras por loco; A, nimero de alelos; AR,
riqueza alélica; Ho, heterozigosidade observada; Hg, heterozigosidade esperada; Penw, probabilidade dos testes exatos para equilibrio de Hardy-
Weinberg; G-W, indice de Garza e Williamson (2001). Valores de Fs significativos estdo em itélico; valores de P significativos para o desvio de
EHW se mostram em negrito (nivel de significancia ajustado para comparac¢des multiplas: 0,00143). Mono: monomorfico.

Rio Grande do Sul

Locos de microssatélites

Colénia Ah211| Ah217 | Ah320 | Ah414 | Ah522 | Ah630 | WSpO3
N 37 36 37 36 36 37 35

A 2 7 4 14 15 3 2

Barra do Ribeiro Ar 1,099 | 4103 | 3,907| 7431 8515| 216| 1,093
ER Ho 0541| 0611| 0865| 0861| 0,639| 0324| 0,086

He 0,462 | 0623| 0,742| 0,868 | 0,914| 0349| 0,401

Fss | -0,173| 0,019 -0,168| 0,008 | 0,304 | 0,072| 0,789

Pew | 0,258 | 0,000 | 0,000 0,000| 0,146 | 0925| 0,000

G-W | 0667 0466| 0444| 0424| 0,600 0,667 0,667

N 11 11 11 11 11 11 11

1 4 4 9 9 2 3

Santa Maria (SM) Ar 1| 37394 3636| 7,18| 7,817| 1,879| 2,758
Ho 0,000 0455| 0818| 0,727 | 0273| 0,182| 0,364

He 0,000 | 0,403| 0,714| 0,853 | 0,909 | 0,173| 0,329

Fus - -0,136 | -0,154 | 0,153 | 0,710 | -0,053 | -0,111
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Penw | Mono. 0,987 | 0465| 0,009| 0,002 0,740 0,909
G-W - 0,307| 0,571| 0,310| 0,667 | 0,600 0,667
N 11 11 11 11 11 11 11
A 2 4 5 10 8 2 3
Serrinha (SE) Ar 1,636 2909 | 4514| 7,899 | 6,973 | 1,636 2,636
Ho 0,091 0,273 | 0545| 0,818 | 0,636 | 0,091 0,273
He 0,091 0,260 | 0,775 0,892 | 0,883 | 0,091 0,481
Fis 0,000 | -0,053| 0,306 | 0,086 | 0,289 | 0,000 0,444
Perw 0,875 1,000 | 0,141 0,483 | 0,061| 0,875 0,338
G-W 0,667 0,363 | 0,444 | 0,238 | 0,600 | 0,600 0,667
N 9 9 9 9 9 9 9
A 1 5 4 7 7 2 3
Mariante (MA) Ar 1 466 | 3,778 | 6,467 | 6536 | 1,778 2,96
Ho 0,000 0,556 | 0,889 | 1,000 0,333 | 0,111 0,444
He 0,000 0,621| 0,732| 0,850 | 0,882 | 0,111 0,523
Fis - 0,111| -0,231| -0,190 | 0,636 | 0,000 0,158
Penw | Mono. 0,205| 0,557 | 0,741| 0,092 | 0,860 0,018
G-W - 0,464 | 0,563 | 0,118 | 0,667 | 0,600 0,667
N 7 7
A 4 4 5

Resultados
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Pantano Grande (PG) Ar 2 4 4 5 6 3 3
Ho 0,286 0,286 | 0,714 | 0,714 | 0,714 | 0,286 0,857

He 0,440 0,396 | 0,692 | 0,824 | 0,791 | 0,275 0,714

Fis 0,368 0,294 | -0,034| 0,143 | 0,104 | -0,043 -0,22

Perw 0,427 0,029 | 0,103| 0,336 | 0,063 | 0,978 0,164

G-W 0,354 0,56 0,6 0,25 | 0,667 0,74 0,667

Resultados

Tabela 3.4. Parametros de variacdo genética baseados em sete locos de microssatéllites nas populacdes da garca-branca-grande (Ardea alba
egretta), em cinco colénias reprodutivas do Pantanal, Brasil. N, nimero de amostras por loco; A, nimero de alelos; AR, riqueza alélica; Ho,
heterozigosidade observada; Hg, heterozigosidade esperada; Penyw, probabilidade dos testes exatos para equilibrio de Hardy-Weinberg; G-W,
indice de Garza e Williamson (2001). Valores de Fs significativos estdo em italico; valores de P significativos para o desvio de EHW se mostram
em negrito (nivel de significancia ajustado para comparac¢Ges multiplas: 0,00143). Mono: monomorfico.

Pantanal Locos de microssatélites
Colbnia Ah211 | Ah217 | Ah320 | Ah414 Ah522 | Ah630 | WSp03
N 10 10 10 10 10 10 10
A 2 5 4 9 8 3 2
Tucum (TUC) Agr 1,984 | 4,053 | 3,615 6,052 6,159 | 2,457 2
Ho 0,500 | 0,900 | 0,700 0,700 0,600 | 0,300 | 0,200
He 0,395 | 0,674 | 0,658 0,832 0,889 | 0,416 | 0,505
Fis -0,286 | -0,361 | -0,068 0,166 0,337 | 0,289 | 0,617
Penw 0,292 | 0,754 | 0,457 0,252 0,136 | 0,667 | 0,065
G-W 0,667 | 0,470 | 0,454 0,363 0,185| 0,600 | 0,600
n 22 22 22 22 22 22 22
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A 2 6 4 10 16 3 2

Porto da Fazenda (PF) AR 1,999 | 3,902 | 3,286 4,683 7,616 | 2,807 1,947
Ho 0,591 | 0,773 | 0,636 0,500 0,864 | 0591| 0,364

He 0,502 | 0,660 | 0,665 0,703 0,938 | 0559 | 0,359

Fis -0,182 | -0,176 | 0,044 0,294 0,081 | -0,058 | -0,012

Penw 0,338 | 0,240 | 0,052 0,130 0,428 | 0,023 | 0,869

G-W 0,667 | 0,400 | 0,571 0,254 0,209 | 0,600 | 0,667

ne 24 24 24 24 24 24 21

A 2 5 4 8 14 2 2

Praialzinho (PRA) Agr 1,999 | 3,327 | 3,074 4,59 6,607 | 1,993 | 1,937
Ho 0,708 | 0,833 | 0,750 0,583 0,667 | 0,458 | 0,143

He 0,503 | 0,633 | 0,655 0,751 0,899 | 0,467 | 0,345

Fis -0,422 | -0,326 | -0,148 0,227 0,263 | 0,019| 0,592

Perw 0,031 0,269 | 0,723 | 0,00004 0,974 | 0,993 | 0,008

G-W 0,667 | 0,454 | 0,667 0,363 0,278 | 0,667 | 0,600

n. 6 6 6 6 6 6 6

A 2 2 4 4 4 1 2

Fazenda Ipiranga (FI) AR 1,833 | 1,833 | 3,818 3,667 3,652 1 2
Ho 0,167 | 0,167 | 0,667 0,333 0,333 | 0,000| 0,333

He 0,167 | 0,167 | 0,712 0,697 0,561 | 0,000 | 0,545

Fis 0,000 | 0,000 | 0,070 0,545 0,429 - 0,412

Resultados
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Penw 0,824 | 0,824 | 0,677 0,372 0,062 | Mono. | 0,414

G-W 0,667 | 0,550 | 0,600 0,254 0,326 - 0,600

ne 5 5 5 5 5 5 5

A 2 4 3 4 5 2 2

Baia de Gaiva (BG) Ar 2 4 3 4 5 2 2
Ho 0,200 | 0,800 | 0,999 0,600 0,400 | 0,200 | 0,600

He 0,200 | 0,644 | 0,711 0,778 0,844 | 0,200 | 0,467

Fis 0,000 | -0,280 | -0,481 0,250 0,556 | 0,000 | -0,333

Penw 0,804 | 0,898 | 0,373 0,475 0,349 | 0,804 | 0,338

G-W 0,600 | 0,469 | 0,667 0,463 | 220,000 | 0,600 | 0,667

Resultados
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As taxas de erro esperadas na classificagdo dos relacionamentos foram
calculadas com base nos valores de corte especificos das popula¢fes ecoldgicas e
especies. Essas taxas indicaram que o indice de Q&G apresentou 0 menor erro na
classificacdo de individuos em categorias de relacionamento (Tabela 3.6). A taxa
esperada de sucesso na classificacdo de colhereiros ndo-relacionados, obtida pelo indice
de Q&G, variou entre 64,4% e 81,63% (como pode se inferir a partir da Tabela 3.6).
Para cabeca-seca, essa taxa variou entre 73,8% e 85,6% (como pode se inferir a partir da
Tabela 3.6). Na garca-branca-grande, as taxas de sucesso na classificacdo de individuos
ndo-relacionados pelo indice de Q&G variaram entre 67,40 e 87,80% (como pode se
inferir a partir da Tabela 3.6). Com base em simulagdes feitas com nossos conjuntos de
dados, as taxas de erro na classificacdo de individuos pertencentes a categorias de
relacionamento adjacentes (por exemplo, FS e HS), pelo indice de Q&G variaram entre
25% e 35,6% no colhereiro (considerando as trés regides), entre 24,3% e 34,3% no
cabeca-seca e entre 23% e 32,6% na garca-branca-grande (Tabela 3.6). Para categorias
ndo-adjacentes de relacionamento (por exemplo, UR e FS), no entanto, essas proporcdes
foram menores: 17,4% - 22,2% no colhereiro, 14,4%-17,5% no cabeca-seca e 12,2%-
17,6% na garga-branca-grande (Tabela 3.6). Tendo o indice de Q&G superado o indice
de L&R quanto ao desempenho em nosso conjunto de dados, optou-se pelo seu uso para
a classificacdo dos pares de ninhegos amostrados nas col6nias reprodutivas brasileiras

de cabeca-seca e colhereiro (ver mais abaixo).

As curvas de distribuicdo dos valores de parentesco genético (indices de
Q&G e de L&R) para pares de ninhegos obtidos por simulacdo com base nas
frequéncias alélicas das amostras de colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-grande do
Estado do Amap4, Pantanal e Estado do Rio Grande do Sul mostram-se nas figuras D1 a
D14 (Apéndice D). Os valores de corte especificos para se distinguir entre categorias de
relacionamento nas amostras analisadas foram determinados como os pontos médios
das médias dessas curvas e apresentam-se na Tabela 3.7. Esses valores foram utilizados
como um subsidio a classificagdo dos pares amostrados nas coldnias reprodutivas,

segundo o procedimento de Blouin et al. (1996).
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Resultados

Tabela 3.5. Parentesco genético * erro padrao do indice de Queller e Goodnight (1989) (Q&G) e de Lynch e Ritland (1999) (L&R) para 1.000
pares simulados de individuos ndo-relacionados (UR), meio-irmaos (HS), e irmdos-completos (FS), com base nas frequiéncias alélicas observadas
nas amostras de colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-grande do Estado do Amapa, Pantanal e Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As
variancias para cada categoria de relacionamento estéo entre parénteses, com as menores variancias em negrito. Os valores de P para testes t de
duas caudas para avaliar a diferenca com os valores tedricos esperados de parentesco (UR: 0; FS: 0,50; HS: 0,25) estdo em italico [ (t0.05(2),999
= 1.962; valor de P critico ap6s corre¢do de Bonferroni = 0.0166].

Colhereiro
Regido Amapa Pantanal Rio Grande do Sul
Relac. UR HS FS UR HS FS UR HS FS
Q&G -0,004+0,089 0,245+0,067 0,484+0,074 | -0,017+0,009 | 0,242+0,035 | 0,482+0,011 | 0,013+0,028 | 0,235+0,039 | 0,495+0,023
(0,086) (0,082) (0,070) (0,068) (0,086) (0,085) (0,055) (0,098) (0,090)
0,6255 0,6145 0,0576 0,0990 0,4206 0,0456 0,2109 0,1361 0,6007
L&R -0,008+0,045 0,245+ 0,016 0,517+0,095 | -0,003+0,005 | 0,264+ 0,065 | 0,514+ 0,036 | 0,010+0,037 | 0,265+0,059 | 0,520+ 0,019
(0,039) (0,076) (0,265) (0,105) (0,183) (0,276) (0,103) (0,191) (0,378)
0,1903 0,6092 0,3080 0,7121 0,3009 0,3850 0,1741 0,2751 0,3114
Cabeca-seca
Regido Amapé Pantanal
Relac. UR HS FS UR HS FS
Q&G -0,002+0,015 0,224+0,0128 0,469+0,012 -0,015+0,015 | 0,251+0,010 | 0,482+0,009
(0,0798) (0,0964) (0,0814) (0,0798) (0,0986) (0,0850)
0,2315 0,0517 0,5364 0,3138 0,8738 0,0507
L&R 0,008+0,009 0,249+0,014 0,489+0,013 0,008+0,009 | 0,270+0,014 | 0,508+0,014
(0,1248) (0,2086) (0,1811) (0,2271) (0,2030) (0,2013)
0,3452 0,9333 0,4193 0,3452 0,1578 0,5822
Garca-branca-grande
Pantanal Rio Grande do Sul
Relac. UR HS FS UR HS FS
Q&G -0,067+0,017 0,265+0,075 0,523+0,007 -0,006+0,008 | 0,264+0,006 | 0,483+0,042
(0,0628) (0,0056) (0,0324) (0,0345) (0,0784) (0,0673)
0,7564 0,3452 0,5674 0,2398 0,4537 0,7453
L&R 0,006+0,056 0,198+0,035 0,456+0,078 0,102+0,023 | 0,231+0,102 | 0,453+0,023
(0,1237) (0,1865) (0,2876) (0,2190) (0,2109) (0,4318)
0,1656 0,2930 0,4783 0,3421 0,4234 0,5421
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Tabela 3.6. Taxas de erro esperadas para classificacdo dos pares de individuos de colhereiro, cabega-seca e garca-branca-grande, para os indices
de Queller e Goodnight (1989) (Q&G) e Lynch and Ritland (1999) (L&R), estimadas como a proporgéo classificada erroneamente (Class. como)
de 1.000 pares de nao-relacionados (UR), meio-irmdos (HS) e irmdos-completos (FS), obtidos por simulacdo (Relac. sim), com base nas
freqiéncias alélicas observadas em amostras populacionais de colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-grande do Estado do Amap4, Pantanal e
Estado do Rio Grande do Sul (Brasil) (simulac6es realizadas de acordo com Russello e Amato, 2004).

Colhereiros Cabeca-seca Garca-branca-grande
Amapé Pantanal Rio Grande Amapé Pantanal Pantanal Rio Grande
do Sul do Sul
Estimador Q&G | L&R | Q&G | L&R | Q&G | L&R | Q&G | L&R | Q&G | L&R | Q&G | L&R | Q&G | L&R
Relac. Class.
sim. como
FS UR |0,174 {0,219 | 0,195 | 0,233 | 0,181 | 0,239 | 0,170 | 0,217 | 0,175 | 0,215 | 0,122 | 0,199 | 0,130 | 0,204
UR FS 10,184 0,112 | 0,222 | 0,165 | 0,215 | 0,133 | 0,147 | 0,198 | 0,144 | 0,186 | 0,172 | 0,245 | 0,176 | 0,243
HS FS |0,323 0,313 | 0,356 | 0,341 | 0,342 | 0,324 | 0,339 | 0,343 | 0,343 | 0,359 | 0,320 | 0,344 | 0,318 | 0,346
FS HS ]0,299|0,334| 0,315 | 0,346 | 0,286 | 0,344 | 0,275 | 0,333 | 0,302 | 0,334 | 0,301 | 0,359 | 0,305 | 0,358
UR HS ]0,3190,216 | 0,245 | 0,268 | 0,356 | 0,375 | 0,262 | 0,318 | 0,243 | 0,313 | 0,230 | 0,335 | 0,231 | 0,336
HS UR |0,317 | 0,377 | 0,332 | 0,383 | 0,250 | 0,362 | 0,325 | 0,381 | 0,314 | 0,379 | 0,326 | 0,397 | 0,326 | 0,394

Tabela 3.7. Valores de corte para distinguir entre categorias de relacionamentos, para os indices de Queller e Goodnight (1989) (Q&G) e Lynch
e Ritland (1999) (L&R), estabelecidos como os pontos médios entre as médias das curvas de distribuicdo dos valores de parentesco genético par-
a-par para 1.000 pares néo-relacionados (UR), meio-irmdos (HS), e irmdos-completos (FS), obtidos por simulacdo, com base nas frequéncias
alélicas observadas em amostras populacionais de colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-grande do Estado do Amap4, Pantanal e Estado do Rio
Grande do Sul (Brasil) (simulagdes realizadas de acordo com Russello e Amato, 2004).

Colhereiro Cabeca-seca Garca-branca-grande
Amapé Pantanal Rio Grande Amapé Pantanal Pantanal Rio Grande do

do Sul Sul
Estimador Q&G | L&R | Q&G | L&R | Q&G | L&R | Q&G | L&R | Q&G | L&R L&R Q&G L&R | Q&G

Relacionamentos

UR-HS 0,129 | 0,125 | 0,131 | 0,127 | 0,134 | 0,127 | 0,130 | 0,132 | 0,127 | 0,131 0,124 0,123 | 0,125 | 0,121
UR-FS 0,255 | 0,252 | 0,253 | 0,252 | 0,263 | 0,249 | 0,260 | 0,259 | 0,252 | 0,255 0,372 0,368 | 0,372 | 0,367
FS-HS 0,377 | 0,375 | 0,375 | 0,377 | 0,374 | 0,371 | 0,373 |0,384 | 0,371 | 0,373 0,251 0,245 | 0,251 | 0,247
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3.3 Parentesco entre ninhegos de colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-

grande

Os valores de parentesco genético entre pares de ninhegos de colhereiro, cabega-seca e
garca-banca-grande, a categoria de relacionamento mais provavel identificada por ML e
o0 resultado dos testes de hipdteses para estabelecer significancia dos relacionamentos
sugeridos por ML estdo apresentados nas tabelas E1 a E7 (Apéndice E). Com base
nesses resultados e aplicando-se o critério de concordancia entre os diversos métodos de
analise, chegou-se numa classificacdo final dos pares de ninhegos analisados, conforme

descricao abaixo.

Na amostra de cabeca-seca, foram classificados 14,95% dos pares de
ninhegos analisados, incluindo 17,22% dos pares amostrados no Estado do Amapa, e
6,97% dos pares amostrados no Pantanal (Tabela 3.8 e Tabelas E1 e E2). O nimero de
pares classificados como UR, FS e HS em cada regido esta apresentado na tabela 3.8.
Em termos de ninhos, foram classificados todos os pares de ninhegos de cabeca-seca
amostrados dentro de trés ninhos no Pantanal (7,31% dos ninhos amostrados nessa

regido) e de sete ninhos no Estado do Amapa (11,11%).

Com relacdo aos colhereiros, foram classificados 25,17% dos
pares de ninhegos analisados, incluindo 23,31% dos pares amostrados no Estado do
Amapa, 30,43% dos amostrados no Pantanal e 25% dos pares amostrados no Estado do
Rio Grande do Sul (Tabela 3.8, e Tabelas E3, E4 e E5). O nimero de pares classificados
como UR, FS e HS em cada regido esta apresentado na tabela 3.8. Em termos de ninhos,
foram classificados todos os pares de ninhegos amostrados dentro de quatro ninhos do
Estado do Amap4, quatro ninhos do Pantanal e seis ninhos do Estado do Rio Grande do
Sul.

Para a garca-branca-grande, foram classificados 36,23% dos pares
de ninhegos analisados, incluindo 29,41% dos pares do Pantanal e 42,86% dos pares do
Estado do Rio Grande do Sul (Tabela 3.8 e Tabelas E6 e E7). O nimero de pares
classificados como UR, FS e HS em cada regido esta apresentado na tabela 3.8. Dos
ninhos amostrados no Pantanal, 10 (31,25%) tiveram todos os seus pares classificados
em uma categoria de relacionamento (Tabela E6). No Estado do Rio Grande do Sul, 15
ninhos (71,43%) apresentaram todos 0s seus pares classificados em alguma categoria de
relacionamento (Tabela E7).
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Tabela 3.8. Numero de pares de colhereiros, cabeca-seca e garca-branca-grande
amostrados em coldnias reprodutivas do Estado do Amapa, Pantanal e Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil que foram analisados para parentesco genético. As categorias de
relacionamento para cada par foram determinadas através da inspecdo dos valores de
parentesco genético, aplicacdo do método dos “valores de corte” (Blouin et al. 1996),
determinacdo de vinculos por maxima verossimilhanga e técnicas de reconstrucdo de
relacionamentos (resultados nas tabelas B1 a B7). UR: ndo-relacionados, HS: meio-
irmaos, FS: irmdos-completos.

Colhereiro
Regido Pares Pares Relacionamento identificado
estudados classificados
UR HS FS
Amapé 56 13 0 0 13
Pantanal 23 7 2 1 4
RS 68 17 7 1 9
Total 147 37 9 2 26
Cabeca-seca
Regiao Pares Pares Relacionamento identificado
estudados classificados
UR HS FS
Amapa 151 26 19 0 7
Pantanal 43 3 3 0 0
Total 194 29 22 0 7
Garca-branca-grande
Regido Pares Pares Relacionamento identificado
estudados classificados
UR HS FS
Pantanal 34 10 0 0 10
RS 35 15 0 0 15
Total 69 25 0 0 25

3.4 Comparacdes intraespecificas e interespecificas dos valores de
parentesco médio e das distribui¢bes das categorias de relacionamento dos
pares de ninhegos

O valor médio de parentesco genético entre individuos nas populacGes ecologicas pode
indicar como se distribui a variabilidade genética nas mesmas. Se o valor de parentesco
médio for maior do que o esperado para uma populacdo de individuos agrupados ao
acaso (ou seja, sem nenhuma preferéncia de agregacdo de parentes), poderd se inferir

sobre o comportamento da espécie. No presente estudo comparamos para cada espécie,
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os valores médios de parentesco obtidos dentro e entre ninhos amostrados em cada
regido. O valor de parentesco médio entre ninhos deveria refletir o esperado numa
amostra de individuos nao-relacionados, pois essa base amostral compreendia um
individuo por ninho. O valor de parentesco médio dentro dos ninhos deveria refletir o
esperado para irmaos-completos, segundo a nossa hipdtese de monogamia genética nas

trés espécies estudadas.

Para o cabeca-seca, 0s valores de parentesco médio observados dentro
dos ninhos néo diferiram significativamente dos observados entre ninhos no Pantanal (P
= 0,1095) nem no Estado do Amapa (P = 0,9651). O valor médio de parentesco
genético observado dentro dos ninhos diferiram significativamente do esperado para FS
e HS tanto no Pantanal quanto no Estado do Amapa (valores de P < 0,0001) (Tabela
3.9). Por outro lado, esses valores ndo diferiram significativamente do valor de
parentesco entre individuos ndo-relacionados em nenhuma das regibes estudadas, de

acordo com testes t de duas caudas (valores de P: Amapéa = 0,1888; Pantanal = 0,0751).

Para os colhereiros, os valores de parentesco médios observados entre
ninhos diferiram significativamente dos observados dentro dos ninhos no Pantanal (P =
0,0011), no Estado do Amapéa (P = 0,0087), e no Estado do Rio Grande do Sul (P =
0,0064). Os valores de parentesco genético observados dentro dos ninhos no Estado do
Rio Grande do Sul néo diferiram significativamente do esperado para UR (P = 0,1809)
(Tabela 3.9). Ao contrario, os valores médios de parentesco genético observados dentro
dos ninhos de colhereiro do Pantanal e do Estado do Amapéa diferiram
significativamente do esperado para UR (P: Amapa = 0,0039; Pantanal = 0,0008). Os
valores médios de parentesco genético observados dentro dos ninhos amostrados no
Pantanal e no Estado do Amapa nao diferiram significativamente do r esperado para HS
(P: Estado do Amapa = 0,2414; Pantanal = 0,5189). Ao contrario, os valores de
parentesco médios observados dentro dos ninhos no Rio Grande do Sul diferiram
significativamente do esperado para HS (P = 0,0039).

Para a garga-branca-grande, em ambas as regides amostradas, os valores
de parentesco médios observados dentro dos ninhos diferiram significativamente dos
observados entre ninhos (P < 0,0001). Os valores observados dentro dos ninhos do
Pantanal (Tabela 3.9) diferiram significativamente do esperado para FS e para UR
(teste-t de duas caudas: P < 0,0001), mas néo diferiram significativamente do esperado

para HS (P = 0,4118). No Estado do Rio Grande do Sul, os valores de parentesco
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genético observados dentro dos ninhos (Tabela 3.9) diferiram significativamente do

esperado para UR (P < 0,0001), HS (P = 0,0044) e FS (P = 0,0013).

Tabela 3.9. Valores de parentesco genético (indice de Queller e Goodnight 1989,
Q&Gr) + Erro Padrdo (E.P.) observados dentro e entre ninhos em col6nias de
colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-grande do Estado do Amapd, Pantanal e do
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, estimados com base em locos de microssateélites.

Colhereiro
Regido Q&Gr + E.P.
Pantanal Entre ninhos 0,0072 + 0,0260
Dentro de ninhos 0,3098 + 0,0766
Amapa Entre ninhos 0,0152 + 0,0120
Dentro de ninhos 0,1643 + 0,0609
Rio Grande do Sul | Entre ninhos -0,0813 + 0,0057
Dentro de ninhos 0,0355 + 0,0658
Cabeca-seca
Regido r+E.P.
Pantanal Entre ninhos 0,0052 + 0,0057
Dentro de ninhos -0,1090 + 0,0597
Amapa Entre ninhos -0,0653 + 0,0456
Dentro de ninhos -0,0600 + 0,0365
Garca-banca-grande
Regido r+E.P.
Pantanal Entre ninhos -0,0150 + 0,0050
Dentro de ninhos 0,2807 + 0,0369
Rio Grande do Sul | Entre ninhos -0,0250 + 0,0110
Dentro de ninhos 0,3664 + 0,0382

As comparagdes intraespecificas (Fig. 3.1a) entre regides
revelaram que a proporcao de ninhos de cabeca-seca no Estado do Amapa com todos 0s
seus pares classificados (11,11%) néo diferiu significativamente da proporc¢éo de ninhos
do Pantanal que tiveram todos os pares classificados (7,31%) (P = 0,5359). A proporg¢éo
de ninhos de colhereiro que tiveram todos os seus pares classificados (Estado do Amapa
= 13,33%; Pantanal = 23,52%; Estado do Rio Grande do Sul = 17,14%) foi semelhante
em amostras das trés regides analisadas (P para as comparagdes: Estado do Amapa —
Pantanal = 0,4620; Estado do Amapa — Estado do Rio Grande do Sul = 0,7149; Pantanal

— Estado do Rio Grande do Sul = 0,6581). A propor¢do de ninhos de garca-branca-
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grande do Estado do Rio Grande do Sul com todos os pares classificados ndo diferiu
significativamente da proporcdo de ninhos do Pantanal que tiveram todos os pares
classificados (P = 0,0917).

Para o cabeca-seca, a percentagem de pares amostrados no Estado do
Amapa que foram classificados numa categoria de relacionamento nédo diferiu
significativamente do ndmero de pares classificados no Pantanal (P = 0,1161). Da
mesma maneira, 0 numero de pares classificados como UR no Estado do Amapa néo
diferiu do nimero de UR do Pantanal (P = 0,3320).

Para os colhereiros, o nimero total de pares do Estado do Amapa
classificados numa categoria de relacionamento ndo diferiu significativamente do
nimero de pares classificados no Pantanal (P = 0,6124), nem do nimero de pares
classificados no Estado do Rio Grande do Sul (P = 0,8565). O numero de pares de
ninhegos de colhereiro amostrados no Pantanal que foram classificados numa categoria
de relacionamento ndo diferiu significativamente do nimero de pares classificados no
Estado do Rio Grande do Sul (P = 0,7018). O numero de pares classificados como UR
no Pantanal ndo diferiu significativamente do nimero de UR no Estado do Rio Grande
do Sul (P = 0,8383). O nimero de pares FS no Estado do Amapa nao diferiu
significativamente do nimero de FS no Pantanal (P = 0,6374), nem do Estado do Rio
Grande do Sul (P = 0,2276). O nimero de FS no Pantanal ndo diferiu significativamente
do nimero de FS no Estado do Rio Grande do Sul (P = 0,6773). O nimero de HS no
Pantanal diferiu significativamente do nimero de HS no Estado do Rio Grande do Sul
(P =0,0129).

Para a garca-branca-grande, o numero total de pares de ninhegos
classificados como FS no Pantanal ndo diferiu significativamente do obtido no Estado
do Rio Grande do Sul (P = 0,4244). Nenhum par foi classificado como HS nem como
UR por todos os métodos no Estado do Rio Grande do Sul, ndo sendo possivel essa

comparacao entre regides para essa categoria de relacionamento.

As comparagOes interespecificas (Fig. 3.1b) revelaram que a
percentagem de pares de cabeca-seca que foram classificados numa categoria de
relacionamento nédo diferiu significativamente da percentagem de pares de colhereiros
classificados (P = 0,0535), mas diferiu significativamente da percentagem de pares de

garca-branca-grande classificados (P = 0,0044). A percentagem de pares de colhereiros
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classificados numa categoria de relacionamento ndo diferiu significativamente da

percentagem de pares de garga-branca-grande que foram classificados (P = 0,2234). A

percentagem de pares de ninhegos de cabeca-seca classificados como UR (11,34%) néo

diferiu significativamente de percentagem em colhereiro (6,12%) (P = 0,1211). Néo

houve UR na garca-branca-grande.
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Figura 3.1. A. Total de pares de ninhegos de colhereiro, cabeca-seca e garca-
branca-grande classificados como irméos-completos (FS), meio-irméos (HS) e ndo-
relacionados (UR) por colonia; B. Por especie, percentagens relativas de pares
classificados em cada categoria de relacionamento (segundo dados da tabela 3.8).

3.5 Paternidade e parentesco genetico em colhereiros de cativeiro
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De acordo com informacGes fornecidas pelos zooldgicos dos EUA nos quais foram
amostradas familias de colhereiro, as supostas maes estavam registradas para 72% dos
25 ninhegos disponiveis e 0s supostos pais estavam registrados para 84% desses
ninhegos (Tabela 2.2). As analises baseadas em microssatélites e maxima
verossimilhanga confirmaram a maternidade e a paternidade para os machos e as fémeas
registrados no studbook dos zooldgicos para as familias #1, #2, #4, #8 e #17 e para 0s
ninhegos DZ39 e DZ42 da familia #14 (Tabelas 3.10 e 3.11). Nenhum dos métodos
usados confirmou supostos genitores nas supostas familias #11, #12 e #13 e para 0s
ninhegos DZ40 e DZ41 da suposta familia #14 (Tabelas 3.10 e 3.11).

Nos casos em que somente a suposta made estava registrada (quatro
supostas familias), uma andlise de maternidade foi conduzida para se verificar se esse
animal registrado no studbook estava, de fato, relacionado com o ninhego conforme
uma relacdo de pai-filho (PO). Por exemplo: o individuo FW15 foi considerado como a
mae de FW19 e FW21, e FW19 foi registrado como a méde mais provavel de FW20
(Tabelas 2.2 e 3.10). Em algumas familias, a suposta mée listada no livro do zoolégico
ndo foi confirmada, como € o caso do individuo SCZ45 que ndo esteve relacionado
conforme uma relacdo PO com o individuo, DZ30 (Tabela 3.10). Da mesma forma, nos
casos em que somente 0 suposto pai estava registrado (quatro supostas familias), a
analise de paternidade confirmou a paternidade nos acasalamentos #3, #10 e para 0s
ninhegos SCZ47 e SCZ48 no acasalamento #16 (Tabela 3.11).

Nos casos em que os individuos registrados nos zooldgicos como sendo
0s parentais dos ninhegos ndo foram confirmados pela andlise genética, ou em que 0s
parentais ndo estavam registrados nos livros, foram realizadas analises genéticas para se
identificar os pais mais provaveis dentre todos os candidatos. As analises encontraram
as maes mais provaveis para 0s ninhegos das supostas familias #3, #9, #10 e #16
(Tabela 3.10) e os pais mais provaveis nos grupos #5, #6 e #7 (Tabela 3.11). Em alguns
casos, foi necessario encontrar o par de parentais mais provaveis e as analises geneticas
baseadas em maxima verossimilhanca indicaram esses pares nos grupos #11, #12, #13 e
#14 (Tabelas 3.10 e 3.11).

As analises de parentesco também foram utilizadas nas amostras de
cativeiro para se avaliar o grau de relacionamento genético entre individuos
considerados irméos-completos ou meio-irmaos (Tabela 3.12). Foi identificado que os

individuos de quatro dos pares analisados ndo estavam relacionados entre si (Tabela
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3.12). Somente 42.8% de sete pares de supostos irmdos registrados nos zooldgicos
foram confirmados como sendo FS (Tabela 3.12).
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Tabela 3.10. Resultados da analise de maternidade para 25 ninhegos registrados nos studbooks de trés zooldgicos nos EUA, com base em locos
de microssatélites e méxima verossimilhanca. Q&Gr: indice de parentesco de Queller & Goodnight (1989); H./H;: hipdtese nula/ hipotese
alternativa; P: valor de probabilidade do teste de hipdteses (P < 0.005 implica que a hipotese alternativa estd mais de acordo com os dados do que
a hipotese nula); PO: progenitor-progénie; UR: ndo-relacionado; NA: ndo-disponivel.

Grupo Ninhego Data de nascimento Suposta mae | Analise de Q&Gr? H./H, P Mae mais Q&G H./H, P
maternidade provavel
#1 FW10 Junho 1981 FW15 Positiva 0,731 PO/U 0,0145
#1 FW12 Junho 1981 FW15 Positiva 0,686 PO/U 0,0412
#2 FW13 Maio 1993 FW12 Positiva 0,755 PO/U 0,0043
#3 FW16 Junho 1978 NA FW15 0,791 PO/U 0,0183
#4 FW17 Maio 1993 FW16 Positiva 0,391 PO/U 0,0109
#5 FW19 Junho 1989 FW15 Positiva 0,568 PO/U 0,0212
#6 FW20 Junho 1994 FW19 Positiva 0,768 PO/U 0,0245
#7 FW21 Julho 1980 FW15 Positiva 0,590 PO/U 0,0093
#8 Dz31 Agosto 1992 SCZ43 Positiva 0,563 PO/U 0,0459
#9 DZ32 Julho 1994 NA SCZ45 0,267 PO/U 0,0023
#10 DZ33 Julho 1995 NA DZ28 0,348 PO/U 0,1880
#10 DZ34 Julho 1995 NA DZ28 0,021 PO/U 0,2253
#11 DZ35 Julho 1996 SCZ43 Negativa -0,095 U/PO 0,0000 DZ26 0,755 PO/U 0,0258
#12 DZ36 Junho 2000 DZ29 Negativa -0,076 U/PO 0,0000 DZ26 0,755 PO/U 0,0005
#12 DZz37 Junho 2000 DZ29 Negativa 0,145 U/PO 0,0163 DZ26 0,510 PO/U 0,0297
#13 DZ38 Junho 2000 DZ28 Negativa -0,057 U/PO 0,0000 DZ29 0,739 PO/U 0,0695
#14 DZ39 Junho 2000 DZ26 Positiva 0,530 PO/U 0,0238
#14 DZ40 Junho 2000 DZ26 Negativa 0,002 U/PO 0,0044 DZ29 0,739 PO/U 0,0785
#14 Dz41 Junho 2000 DZ26 Negativa -0,352 U/PO 0,0000 DZ34 1,000 PO/U 0,0001
#14 Dz42 Julho 2000 DZ26 Positiva 0,376 PO/U 0,0058
#15 SCZ45 Junho 1988 DZ30 Negativa -0,003 U/PO 0,0000 FW15 0,091 PO/U 0,3050
#16 SCZ47 Julho 1992 NA SCZ43 0,550 PO/U 0,0794
#16 SCZ48 Julho 1994 NA SCZ45 0,360 PO/U 0,0284
#16 SCZ49 Julho 1996 NA SCZ43 0,203 PO/U 0,1379
#17 SCZ51 Fevereiro 2001 SCZz45 Positiva 0,730 PO/U 0,0107

a Valor de parentesco genético para o ninhego e a mae registrada nos studbooks dos zooldgicos; b Valor de parentesco genético para o ninhego e
a mde mais provavel (identificada pelas analises de maternidade realizadas no presente estudo).
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Tabela 3.11. Resultados da analise de paternidade para 25 ninhegos registrados nos studbooks de trés zooldgicos nos EUA, com base em locos
de microssatélites e méxima verossimilhanca. Q&Gr: indice de parentesco de Queller & Goodnight (1989); H./H;: hipdtese nula/ hipotese
alternativa; P: valor de probabilidade do teste de hipdteses (P < 0.005 implica que a hipotese alternativa estd mais de acordo com os dados do que
progenitor-progénie; UR: ndo-relacionado; NA: ndo-disponivel.

a hipotese nula); PO:

Grupo | Ninhego | Data de nascimento | Suposto pai | Analise de | Q&Gr® | Hy/H, P Pai mais | Q&Gr’ | Hy/H; P
paternidade provavel

#1 FW10 Junho 1981 FW11 Positiva 0,580 | PO/U | 0,0092

#1 FW12 Junho 1981 FW11 Positiva 0,662 | PO/U | 0,0120

#2 FW13 Maio 1993 FW10 Positiva 0,881 | PO/U | 0,0008

#3 FW16 Junho 1978 FW11 Positiva 0,639 | PO/U | 0,0225

#4 FW17 Maio 1993 Fw21 Positiva 0,409 | PO/U | 0,0032

#5 FW19 Junho 1989 NA FW10 0,369 | PO/U | 0,0082
#6 FW20 Junho 1994 NA FW11 0,365 | PO/U | 0,1672
#7 FW21 Julho 1980 NA FW11 0,523 | PO/U | 0,8583
#8 Dz31 Agosto 1992 SCz44 Positiva 0,380 | PO/U | 0,0210

#9 DZ32 Julho 1994 SCZ46 Negativa 0,167 | U/PO | 0,0000 | SCZ44 0,817 | PO/U | 0,0359
#10 DZ33 Julho 1995 SCz44 Positiva 0,384 | PO/U | 0,0209

#10 DZ34 Julho 1995 SCZ44 Positiva 0,311 | PO/U | 0,0229

#11 DZ35 Julho 1996 SCZ44 Negativa -0,498 | U/PO | 0,0000 | SCZ46 0,255 | PO/U | 0,0042
#12 DZ36 Junho 2000 DZz32 Negativa -0,246 | U/PO | 0,0000 DZ25 0,622 | PO/U | 0,1125
#12 Dz37 Junho 2000 DZz32 Negativa -0,474 | U/PO | 0,0000 DZ25 0,245 | PO/U | 0,1360
#13 DZ38 Junho 2000 DZ33 Negativa -0,194 | U/PO | 0,0000 DZ32 0,817 | PO/U | 0,0527
#14 DZ39 Junho 2000 DZ25 Positiva 0,697 | PO/U | 0,0373

#14 DZ40 Junho 2000 DZ25 Negativa -0,102 | U/PO | 0,0000 DZ32 0,450 | PO/U | 0,1047
#14 Dz41 Junho 2000 DZ25 Negativa -0,372 | U/PO | 0,0000 DZ33 0,728 | PO/U | 0,0049
#14 Dz42 Junho 2000 DZ25 Positiva 0,716 | PO/U | 0,0073

#15 SCZ45 Junho 1988 NA DZ32 0,267 | PO/U | 0,3914
#16 SCZ47 Junho 1992 SCZ46 Positiva 0,388 | PO/U | 0,0295

#16 SCZ48 Junho 1994 SCZ46 Positiva 0,500 | PO/U | 0,0317

#16 SCZ49 Junho 1996 SCZ46 Negativa 0,007 | U/PO | 0,1508 | SCZ44 | 0,487 PO/U | 0,082
#17 SCZ51 Fevereiro 2001 SCZ48 Positiva 0,589 | PO/U | 0,0110

a Valor de parentesco genético para o ninhego e o pai registrado nos studbooks dos zoologicos; b Valor de parentesco genético para o ninhego e
o0 pai mais provavel (identificado pelas analises de maternidade realizadas no presente estudo).
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Tabela 3.12. Parentesco genético, relacionamento mais provavel (MLR) e resultado dos
testes de hipoteses para pares de ninhegos de colhereiro supostamente aparentados, de
acordo com os registros dos zooldgicos (#), ou de acordo com a analise genética
realizada no presente trabalho (NR), com base em locos de microssatélites. Q&Gr:
indice de parentesco de Queller & Goodnight (1989); Ho/Hi: hipdtese nula/ hipbtese
alternativa; P: valor de probabilidade do teste de hipoteses (P < 0.005 implica que a
hipdtese alternativa esta mais de acordo com os dados do que a hipotese nula); UR: ndo-
relacionado.

Grupo | Par de ninhegos | Q&Gr | MLR | Ho/H; P
#1 FW10-FW12 | 0.733 | FS | FS/U | 0.0243
#10 Dz33-Dz34 | 0483 | FS | FS/U | 0.0022
#12 Dz36 -Dz37 | 0.264 | FS | FS/U | 0.0763
#14 Dz39-Dz40 | 0.079 | UR | U/FS | 0.0859
#14 Dz39-DZz41 |-0.311| UR | U/FS | 0.0027
#14 Dz39-Dz42 | 0.735 | FS | FS/U | 0.0127
#14 DzZ40-Dz41 |-0.421| UR | U/FS | 0.0066
#14 Dz40-Dz42 |-0.072| UR | U/FS | 0.0202
#14 Dz41-Dz42 |-0.248 | UR | U/FS | 0.0048
#16 | SCZ47-SCz48|-0.083 | UR | FS/U | 0.8456
#16 | SCzZ47-SCZz49|-0.111| UR | FS/U | 0.7987
#16 | SCZ48-SCz49| 0.188 | UR | FS/U | 0.5496
NR FW10-FW16 | 0577 | UR | FS/U | 0.2157
NR FW12 -FW16 | 0510 | FS | FS/U | 0.3100
NR Dz36-DZz39 | 0597 | FS | FS/U | 0.0430
NR Dz36 -DZ42 | 0.731 FS FS/U | 0.0008
NR Dz37-DZ39 | 0.333 | FS | FS/U | 0.0962
NR Dz37-Dz42 |-0.333| UR | U/FS | 0.7748
NR Dz38-Dz40 | 0.213 | FS | FS/U | 0.0500

3.6 Diferenciacédo genética entre col6nias reprodutivas da garca-branca-

grande

Os pardmetros de variabilidade genética determinados nas col6nias de garca-branca-
grande do Pantanal e do Estado do Rio Grande do Sul estdo apresentados nas tabelas 3.3
e 3.4, respectivamente. Os padrdes de distribuicdo de diversidade, descritos a seguir,
foram estimados com base nesses pardmetros genético-populacionais. O procedimento
Bayesiano de Rannala e Mountain (1997) para atribuicdo de individuos as populacdes,
baseado em probabilidades genotipicas, revelou que 38,7% dos individuos foram
corretamente atribuidos as suas col6nias de origem. Quando as regides foram
consideradas nessa analise como unidades populacionais, a percentagem de individuos

corretamente atribuidos subiu para 80,2%.
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A abordagem Bayesiana do programa STRUCTURE foi usada para se
determinar o nimero de populagdes de garca-branca-grande no centro/oeste brasileiro e
para se avaliar se era possivel detectar estruturacdo genética em auséncia de informacao
geografica. Independentemente do modelo de distribuicdo das frequéncias alélicas
usado, a probabilidade posterior dos dados [Ln P(D)] foi maior para K =3 (Fig. 3.2).
No entanto, com base nas probabilidades individuais de atribuicdo de genotipos (Fig.
3.3), 0 nimero mais provavel de unidades populacionais parece ser dois (Fig. 3.3a).
Essa afirmacdo baseia-se no fato de que com K =3 trés das coldnias reprodutivas do
Pantanal (Tucum, Porto da Fazenda e Praialzinho) foram claramente distinguiveis das
coldnias reprodutivas do RS (SM, SE, MA e PG), enquanto que os individuos de BG e
FI (Pantanal) foram assinalados as popula¢6es do RS com probabilidades mistas (Fig.
3.3b). J& com K =2 a maioria dos individuos foi fortemente atribuida a um dos dois
grupos populacionais (Fig. 3.3a), o qual seria indicativo da real estruturacdo

populacional.
-1900.00

-1850.00 -
200000 1 o

-2050.00

LnP(D)
*

-2100.00
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-2200.00 - L L L | L | | | L I

Figura 3.2. Resultado da andlise Bayesiana de estruturacdo genética para a
determinacdo do numero de grupos em 142 individuos de Ardea alba de colénias
reprodutivas do Pantanal e do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Mostra-se o
logaritmo da probabilidade média dos dados LnP(D) para cada K (1-10) em 20 corridas
independentes do programa, indicando que trés seria 0 numero mais provavel de grupos.
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Figura 3.3. Probabilidades de atribuicdo de individuos, baseadas em seis locos de
microssatélites, para a K =2 e b K= 3. As barras representam, para cada individuo, as
probabilidades de pertencimento aos grupos inferidos. Os individuos sdo representados
como colunas e as linhas pretas separam as col6nias analisadas neste estudo. As
abreviacdes das colonias mostram-se na tabela 2.1.

O valor global de Fsr (0,062) foi estatisticamente significativo (P <
0,001) apds correcdo para comparagdes multiplas, revelando a existéncia de
estruturacdo genética entre as populacdes de garca-branca-grande do Pantanal e do
Estado do Rio Grande do Sul. Os valores de Fsr par-a-par entre col6nias foram
calculados depois de se excluir o loco Ah522 da analise (com evidéncia de alelos nulos)
e aplicando-se a correcdo para comparagdes multiplas. Os valores obtidos revelam
diferenciacdo genética significativa entre PRA e as colénias TUC e PO no Pantanal
(Tabela 3.13); entre PRA e todas as col6nias do Estado do Rio Grande do Sul; entre PF
e todas as colonias do Estado do Rio Grande do Sul, exceto PG, e entre TUC e BR
(Tabela 3.10).

Foi desenvolvida, também, uma andlise da varidncia molecular
(AMOVA) (Tabelas 3.14, 3.15 e 3.16). Em concordancia com o revelado pelo Fsr, a
AMOVA evidenciou que uma porc¢do significativa da variabilidade genética (5,10%)
encontra-se dividida entre as colonias do Estado do Rio Grande do Sul e o Pantanal
(Tabela 3.16) e entre as col6nias dentro das regides (2,37%) (Tabela 3.16). A maior
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parte da variabilidade genética estd distribuida entre individuos dentro das col6nias
(Tabela 3.16).
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Tabela 3.13. Valores de Fsr par-a-par (acima da diagonal) entre colonias da garca-branca-grande do Pantanal e do Rio Grande do Sul, Brasil.
Valores de P (abaixo da diagonal) significativos apds correcdo de Bonferroni mostram-se em negrito [nivel ajustado de significancia (5%) para
comparag6es multiplas: 0,001]. Os nameros de individuos analisados por col6nia mostram-se em parénteses na diagonal. A abreviacdo de cada

col6nia é como se mostra na tabela 2.1.

Colodnia TUC PF PRA Fl BG BR SM SE MA PG
TUC (10) 0,018 0,0002 | 0,078 0,1089 | 0,0002 | 0,0026 | 0,0593 | 0,0182 | 0,0017
PF 0,0311 (22) 0,0051 | 0,002 0,0940 | 0,0002 | 0,0002 |0,0002 |0,0002 | 0,0017
PRA 0,1068 0,0304 (21) |0,0002 | 0,0033 | 0,0002 |0,0002 |0,0002 |0,0002 | 0,0004
Fl 0,0571 0,1339 0,2067 (6) 0,6233 | 0,0228 | 0,5084 | 0,8788 | 0,4497 | 0,3911
BG 0,0012 0,0601 0,1224 | -0,0247 (5) 0,3202 | 0,5871 | 0,7266 | 0,4304 | 0,2888
BR 0,0331 0,0326 0,0753 | 0,0546 | 0,0003 | (37) 0,0024 | 0,0346 | 0,002 | 0,0944
SM 0,0653 0,1207 0,1823 | 0,0206 |-0,0146 | 0,0415| (11) | 0,7800 | 0,5026 | 0,2569
SE 0,0362 0,1144 0,1883 |-0,018 |-0,0258 | 0,0342 | -0,0172 | (11) 0,8515 | 0,7311
MA 0,0436 0,1218 0,1803 | 0,0125 | -0,0228 | 0,0365 | -0,0075 | -0,0201 9) 0,2426

PG 0,0524 0,0794 0,1365 | -0,0041 | 0,0157 | 0,0171| 0,0577 | 0,0104 | 0,0177 (7
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Tabela 3.14. Andlises de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) para
individuos de garca-branca-grande amostrados em cinco col6nias reprodutivas do
Pantanal brasileiro. Fontes da variacdo, graus de liberdade (g.l.), percentagens da
variancia explicadas por uma componente especifica, estatistica F e probabilidades (P)
dos testes para se detectar desvios da hipotese nula de ndo diferenca na percentagem de
variabilidade genética entre coldnias com relacdo a populacéo total.

Fonte da variacdo | g.l. | % Variancia | Estatistica F P
Entre colonias 4 13% 0,126 0,010
Dentro das 62 87%

colénias

Total 66 100%

Tabela 3.15. Andlises de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) para
individuos de garca-branca-grande amostrados em cinco colbnias reprodutivas do
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Fontes da variagéo, graus de liberdade (g.l.),
percentagens da variancia explicadas por uma componente especifica, estatistica F e
probabilidades (P) dos testes para se detectar desvios da hipdtese nula de ndo diferenca
na percentagem de variabilidade genética entre colénias com relacéo a populacéo total.

Fonte da variacdo | g.l. | % Variancia | Estatistica F P
Entre colonias 4 4% 0,039 0,010
Dentro das 70 96%

colénias

Total 74 100%

Tabela 3.16. Andlises de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) para
individuos de garca-branca-grande amostrados em coldnias reprodutivas do Pantanal e
do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Fontes da variagéo, graus de liberdade (g.l.),
percentagens da variancia explicadas por uma componente especifica, estatistica F e
probabilidades (P) dos testes para se detectar desvios da hipétese nula de ndo diferenca
na percentagem de variabilidade genética entre coldnias e regides com relacdo a
populacéo total.

Fonte da variagdo g.l. | % Variancia | Estatistica F P
Entre regides 1 2,37% 0,074 0,0000
Entre colonias dentro de 8 5,10% 0,052 0,0000
regioes

Dentro das colénias 274 92,53% 0,023 0,0244
Total 100%

A figura 3.4 mostra um gréafico das distancias genéticas corrigidas par-a-

par [Fst/(1 — Fst)] versus a distancia geogréfica entre as coldnias amostradas no
Pantanal e Estado do Rio Grande do Sul. N&o foi encontrada correlagdo significativa

entre as medidas de distancia geografica e de distancia genetica pela analise de RMA
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(teste de Mantel), resultado esse que indica que a distancia geografica entre as colonias
ndo pode, por si s6, explicar a distancia genética observada entre elas (r*= 0,043, P =
0,2980).
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Figura 3.4. Relacdo entre a distancia genética par-a-par (Fst) e a distancia geografica,
em kilémetros, entre col6nias reprodutivas de Ardea alba do Pantanal e do Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil (teste de correlagdo de Mantel, r 2 = 0,0433, P = 0,2980).

O teste de Wilcoxon para deteccdo de sinais genéticos de gargalos
populacionais, realizado assumindo um modelo misto de mutacdo dos microssatélites,
ndo revelou nenhuma evidéncia genética de reducdo de tamanho nas populacbes
analisadas (todos os valores de P > 0,05). O teste baseado na distribuicdo das
frequéncias alélicas diferiu significativamente do esperado para populacdes estaveis,
mostrando diferenga significativa do modelo de distribuig¢do com forma de “L” nas
colénias TUC e FI (Pantanal) e em PG (Estado do Rio Grande do Sul). O indice médio
de Garza-Williamson foi 0,477 em TUC e 0,499 em FI, e 0,548 em PG.
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Estudos que objetivam caracterizar o sistema de acasalamento dos individuos nas
populacGes com base na informagdo genética geralmente comparam os genétipos dos
adultos (par reprodutivo) com os gendtipos da progénie da qual eles cuidam. E possivel
inferir se a progénie pode ser explicada pelos genotipos dos adultos amostrados junto a
ela por meio dessa comparacdo baseada nas leis Mendelianas de heranca. No caso dos
genotipos da progénie ndo serem compativeis com os dos supostos pais, outros adultos
estédo envolvidos na producdo da mesma. Esse tipo de estudo ndo tem sido realizado em
populacdes naturais de Ciconiiformes, devido a dificuldade de se coletar amostras de
familias completas para genotipagem, pois os adultos de colhereiro, cabeca-seca e
garca-branca-grande se afastam dos ninhos quando se sentem ameagados. Esse
comportamento é observado, por exemplo, quando pesquisadores entram nas coldnias
reprodutivas para realizar a coleta de amostras. Nessa ocasido os adultos voam para
longe dos ninhos, inviabilizando a obtencdo das amostras bioldgicas dos mesmos. Na
proposta inicial deste estudo, foi sugerido o emprego de métodos de amostragem néo-
invasiva, como, por exemplo, a coleta de penas dos adultos nos ninhos, para se obter
amostras de familias completas, ja que os ninhegos seriam amostrados com a coleta de
sangue ou penas em crescimento. Esse método de amostragem, no entanto, ndo
funcionou na pratica. O acesso aos ninhos em col6nias reprodutivas de colhereiro,
cabeca-seca e garca-branca-grande restringe-se ao periodo em que 0s ninhegos
apresentam de 2 a 4 semanas €, nessa época, ndo mais encontramos penas dos adultos
nos ninhos. O esfregaco da superficie externa dos ovos para obtencdo de DNA materno
(SCHMALTZ et al., 2006), é outra técnica cuja viabilidade poderd ser testada nas
colbnias reprodutivas brasileiras de Ciconiiformes. A amostragem ndo-invasiva através
do esfregaco dos ovos requer 0 acesso as coldnias reprodutivas logo apds a oviposicdo
(1 a 2 dias) e, nesse periodo, a entrada dos pesquisadores nas col6nias causa maiores
disturbios do que no periodo em que ninhegos possuem de 2 a 4 semanas. Soma-se a
isto o fato de predadores aéreos (por ex., o Caracara, Caracara plancus; o urubu-de-
cabeca-preta, Coragyps atratus; o gavido-preto, Buteogallus urubitinga) estarem
presentes na maioria das colnias reprodutivas brasileiras de aves aquaticas, em especial
no Pantanal (BOUTON, 1999). Essas aves predam ovos e ninhegos mais novos.
Segundo Bouton (1999) o gavido-preto pode agir ainda na presenca dos adultos nos
ninhos, enquanto que o caracara e o urubu agem quando os adultos se afastam dos
ninhos. Como os adultos deixam o0s ninhos desprotegidos se houver presenca de

humanos na coldnia, a entrada dos pesquisadores nas col6nias logo apds a oviposi¢do
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podera aumentar o risco de predacdo dos ovos. Assim, esse risco maior de perda de
ninhos podera inviabilizar a aplicacdo do método do esfregaco dos ovos. Além disso,
esta técnica requer a manipulagdo dos ovos, operagdo essa que requer a permanéncia
dos pesquisadores nas col6nias por algum tempo, estendendo o periodo em que 0S 0VOS
estariam expostos nao s6 aos predadores, mas também as condicdes climaticas adversas
(calor ou frio em excesso). De qualquer maneira, a real viabilidade da aplicacdo do
método de esfregaco de ovos em col6nias reprodutivas de colhereiro, cabeca-seca e
garca-branca-grande ainda precisa ser avaliada. Testes futuros em populacfes naturais
dessas espécies poderdo ser prioritariamente realizados onde a ameaca de predadores

aéreos € menor, como nas coldnias da América do Norte.

No presente estudo, procurou-se inferir sobre o sistema genético de
acasalamento, do colhereiro, cabeca-seca e garc¢a-branca-grande, sem informacéo
genética dos parentais, examinando-se o grau de relacionamento genético entre
ninhegos amostrados dentro dos mesmos ninhos. O método empregado apresentou
limitagdes (discutidas na se¢éo 4.1), mas permitiu identificar ninhegos ndo-relacionados
dentro dos ninhos de colhereiro e cabeca-seca, amostrados em diferentes colbnias
reprodutivas (ver secdo 4.2). As mesmas analises realizadas em garca branca grande,
detectaram, com suporte estatistico, apenas a presenca de irmaos-completos dentro dos
ninhos (ver secdo 4.2). As implicacGes dos nossos achados para o sistema genético de

acasalamento das espécies estudadas discutem-se na secéo 4.2.

As ferramentas da genética molecular foram também utilizadas para
verificar as relagcdes de parentesco entre adultos e filhotes e entre supostos irmédos em
familias de colhereiro mantidas em cativeiro, em zoolégicos dos EUA (sec¢do 4.3). Por
meio de analises de atribuicdo de paternidade e maternidade e de parentesco entre
ninhegos foram detectados erros nos registros dos zooldgicos, resultantes da
identificacdo de vinculos biol6gicos com base nas observa¢des comportamentais. Foram
identificados acasalamentos entre individuos aparentados que ndo tinham sido
identificados pelo pessoal dos zooldgicos. Com relacéo a isso, o problema pode estar na
forma como estas observacdes foram feitas. Se as observagdes foram em sessdes, e ndo
continuas, pode ser que a copula fora do par ndo tenha sido identificada. As implicacdes
dos nossos achados para a manutencdo da diversidade genética das populagdes de

cativeiro discutem-se na secéo 4.3.
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Para subsidiar as analises especificas de parentesco genético, foram
estimados parametros genético-populacionais nas trés espécies estudadas. Na garca-
branca-grande foi realizado um estudo mais aprofundado de genética de populagdes,
que permitiu identificar o ndmero de grupos genéticos que compdem a populacédo
analisada, atribuir os individuos as populacGes de origem e detectar diferenciacdo
genética entre col6nias reprodutivas do Pantanal e do Rio Grande do Sul (ver se¢éo 4.4).
As possiveis causas e implicaces dessa estruturacdo genética para a conservacao dessas

populacgdes discutem-se na secédo 4.4.

4.1 Validacdo e avaliacdo das limitacbes dos métodos empregados na
determinacéo do parentesco genético em populacdes naturais de colhereiro,

cabeca-seca e garca-branca-grande

A estimativa da probabilidade dos dados (gendtipos) sob diferentes categorias de
relacionamento foi selecionada por ser uma estratégia valiosa para se determinar o
relacionamento entre pares de ninhegos em populacbes naturais de aves (BLOUIN,
2003). A essa abordagem foi acrescida a analise de probabilidade e de maxima
verossimilhanga (conduzidas com os programas CERVUS e ML-RELATE) que permitem
extrair a maior quantidade de informacdo possivel dos genotipos observados (BLOUIN,
2003; MILLIGAN, 2003; WEIR et al., 2006). Os métodos de verossimilhanca e de
fracionamento (como os usados na analise de parentesco dos colhereiros de cativeiro)
compensaram as possiveis deficiéncias do conjunto de dados disponivel (JONES E
ARDREN, 2003). ModificacGes recentes e melhoras nas equacfes para o céalculo dos
estimadores de parentesco e das probabilidades de relacionamentos foram incorporadas
nos programas de andlise utilizados neste estudo (KALINOWSKI et al., 2007).
Ressalta-se ainda que as abordagens por simulagdo (como as conduzidas com o
programa IREL e CERVUS) foram essenciais para estabelecer significancia estatistica nas
andlises de parentesco e na atribuicdo de paternidade (QUELLER E GOODNIGHT,
1989; MARSHALL, 1998).

O desempenho dos estimadores de parentesco genético tem sido avaliado
independentemente por varios autores que utilizaram organismos com diversos sistemas
de acasalamento e estruturas sociais, assim como diversos conjuntos de dados

(simulagbes computacionais e dados empiricos) e estruturas genético-populacionais
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diferentes (LYNCH E RITLAND, 1999; RITLAND, 2000; BLOUIN, 2003;
MILLIGAN, 2003; VAN DE CASTEELE et al., 2001; CSILLERY et al., 2006). Nesses
estudos, foi observado que o desempenho dos estimadores ¢ influenciado pelo nimero
de locos, pelo polimorfismo dos mesmos e pelo padrdo de distribuicdo das frequéncias
alélicas na populacédo de referéncia. Estudos de genética de populacdes e parentesco em
populagdes naturais sdo limitados, na maioria das vezes, pela inexisténcia de um
namero desejavel de marcadores genéticos espécie-especificos (BLOUIN, 2003). No
grupo das aves, em particular, existe um numero limitado de locos variaveis de
microssatélites e a abundéncia de sequéncias de microssatélites nos genomas das aves é
menor do que, por exemplo, nos mamiferos (PRIMMER et al., 1997). A hipotese para
explicar essa menor ocorréncia de microssatélites compara as aves com o ancestral
comum dos amniotos (SHEDLOCK et al., 2007) e propde ter havido uma perda geral de
sequéncias repetitivas na linhagem das aves, 0 que teria levado a evolu¢do de um
genoma “minimalista” do grupo (BRANDSTROM E ELLEGREN, 2008).

Quando nao ha marcadores especificos da espécie de interesse disponivel
para uso, uma estratégia interessante é o uso de marcadores heterol6gos. No presente
estudo foram usados em garca-branca-grande (Ardea alba) locos descritos para Ardea
herodias (MCGUIRE E NOOR, 2002), padronizados por Souza (2008). O uso desse
tipo de marcadores implica, as vezes, numa maior probabilidade de incidéncia do
fendmeno dos “alelos nulos” (CALLEN et al., 1993). Esse fendbmeno é um obstaculo
metodoldgico que, se ndo identificado, pode dificultar a interpretacdo dos dados
genético-populacionais e até induzir conclusdes errdneas nas anélises de paternidade e
parentesco (WAITS et al., 2001; HOFFMAN E AMOQOS, 2005). A ocorréncia de alelos
nulos é causada geralmente por um evento mutacional no sitio de hibridacdo dos
oligonucleotideos iniciadores ao DNA molde (ISHIBASHI et al., 1996), levando a uma
falha durante a amplificacdo por PCR de um dos alelos dos individuos e & identificacdo
erronea de heterozigotos como homozigotos. A frequiéncia desse evento e o seu efeito
nas estimativas de parentesco podem ser avaliados supondo equilibrio de Hardy-
Weinberg na populacdo analisada (BROOKFIELD, 1996; KALINOWSKI, 2006).

A analise dos microssatélites de Ardea herodias, neste estudo, revelou
evidéncias de alelos nulos no loco Ah522. Esse loco é o mais informativo do conjunto
de marcadores disponiveis em Ardea alba, pois apresentou o maior nimero de alelos

(16) (ver mais abaixo nesta secdo). Segundo Wagner et al. (2006), o célculo das
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estimativas de parentesco genético sera mais preciso com inclusdo dos locos com alelos
nulos nas analises, do que excluindo esses dados. A justificativa para a inclusdo desses
locos se baseia na quantidade de informacdo que eles podem aportar a analise
(WAGNER et al., 2006). Para incluir locos com alelos nulos nas analises de parentesco,
entretanto, devem ser realizadas correcGes adequadas nos métodos empregados. No
presente trabalho, a anélise de parentesco foi conduzida com um programa que j& possuli
a correcao metodologica correspondente (programa ML-Relate) e cujo uso foi validado
por estudos com diversos organismos e conjuntos de dados (KALINOWSKI et al.,
2006). Para verificar se o loco Ah522 nédo estaria causando estimativas enviesadas de
parentesco, calculou-se também o parentesco entre ninhegos excluindo-se esse loco da
base de dados. A comparagdo entre os resultados obtidos com e sem o loco Ah522
revelou que, embora os valores absolutos de parentesco genético par-a-par tenham se
alterado em valor absoluto, essas mudancas ndo implicaram em mudancas na
classificacdo dos pares de ninhegos. Concluiu-se, portanto, que o uso do loco Ah522,
mesmo com alelos nulos, ndo alterou nossas inferéncias sobre parentesco genético em

populacdes naturais da garca-branca-grande.

A andlise do polimorfismo nos locos de microssatélites usados no
colhereiro (cinco locos), cabecga-seca (nove) e garga-branca-grande (sete) revelou que as
populacbes das trés espécies apresentaram entre 27 e 50 alelos, com uma média de 3
alelos por loco no cabeca-seca, 7,2 no colhereiro e 7,1 na garca-branca-grande (Tabelas
3.1 a3.4). O loco mais polimdrfico (Ah522, garca-branca-grande) apresentou 16 alelos.
Duas populacbes se apresentaram monomorficas na garca-branca-grande, uma para o
loco Ah211 e a outra para o loco Ah630. Desconsiderando essas populacdes, a He
média por loco variou, em todas as populaces e espécies, entre 0,086 e 0,938. A
probabilidade de exclusdo dos marcadores usados nas trés espécies foi alta (0,95% -
0,99%) e semelhante a reportada em outros estudos de parentesco, paternidade e
sistemas de acasalamento (por exemplo, WHITTINGHAM et al., 2003; CHIVER et al.,
2008).

Para maximizar o nimero de locos de microssatélites nos estudos futuros
de genética de populacGes e parentesco para colhereiro e garga-branca-grande poderao
ser incluidos alguns dos 23 locos recentemente descritos por Yeung et al. (2009), em
Platalea minor (Ciconiiformes: Treskhiornithidae). De acordo com esses pesquisadores,

os locos apresentaram entre trés e 18 alelos em P. minor e dez deles amplificaram em
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um individuo de Ardea alba. Poderdo ainda ser incluidos alguns dos 12 locos de
microssatélites descritos na garca Egretta rufescens que possuem entre 2 e 10 alelos por
loco (A. Hill e C. Green,comunicacédo pessoal).

O grau de parentesco medio da populacdo de referéncia (background
relatedness) também influencia a estimativa de relacionamento genético entre
individuos além do numero e do grau de polimorfismo dos marcadores moleculares
usados (CSILLERY et al., 2006). Nas simulages conduzidas neste estudo para avaliar a
percentagem de variancia do estimador que pode ser explicada pela variancia de
parentesco nas populacdes estudadas verificou-se que até 27,70% da variancia do
estimador pode corresponder a variacdo nas populacfes (ver primeiro paragrafo da
secdo 3.2). Esse nivel de variancia intrinseca parece ser caracteristico do estimador de
Queller e Goodnight (1989) (CSILLERY et al., 2006). O aumento do ndmero de
marcadores moleculares usados nas estimativas de parentesco pode abaixar um pouco a
variancia dos estimadores, mas a verdadeira composi¢cdo da amostra, em termos da
proporcdo de individuos com diferentes categorias de relacionamento, estabelece um
limite por cima do qual mesmo analisando um grande nimero de marcadores, a
variancia ndo diminuira (CSILLERY et al., 2006). Determinar a percentagem da
variancia do estimador explicada pela verdadeira natureza do parentesco da amostra é
um passo importante quando o valor de parentesco genético par-a-par vai ser a Unica, ou

a principal, variavel explanatdria na analise.

Em situacbes em que o numero e/ou o grau de polimorfismo dos
marcadores genéticos é limitado, como no presente estudo, uma anélise do desempenho
dos estimadores de parentesco genético no contexto especifico das populacfes que estdo
sendo estudadas se faz necessaria e é importante para ajudar a classificar melhor os
individuos de acordo com o seu grau de parentesco (BLOUIN, 2003; VAN DE
CASTEELE et al., 2001; RUSSELLO E AMATO, 2004). As analises de desempenho
dos indices de parentesco realizada no contexto do nivel de informacdo genética
disponivel nas amostras de colhereiro, cabega-seca e garga-branca grande revelaram que
0 poder dos marcadores utilizados para distinguir entre categorias adjacentes de
relacionamento (UR-HS e HS-FS) foi relativamente baixo (taxas esperadas de sucesso
entre 64,4% e 72,5%, como inferido da Tabela 3.6). Por outro lado, as taxas de sucesso
esperadas para se identificar individuos n&o-relacionados foram maiores (77,8% -

87,8%, como inferido da Tabela 3.6), 0 que resulta importante no contexto da nossa
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analise, pois as nossas inferéncias subsequentes estiveram baseadas na presenca de
ninhegos ndo-relacionados nos ninhos. Os valores obtidos para taxa de sucesso na
distingéo de pares de ninhegos ndo- relacionados foram semelhantes aos reportados por
Van Horn et al. (2008) num estudo sobre a habilidade de se inferir relacionamentos
bioldgicos a partir do indice de parentesco par-a-par. Nesse estudo, foi calculado o
indice de parentesco genético de Queller e Goodnight (1989) para individuos cuja
genealogia era conhecida, tendo os autores encontrado entre 88,34% e 100% de sucesso
na deteccdo de individuos ndo-relacionados na amostra. Em estudos independentes, Van
Horn et al (2008) e Csilléry et al. (2006), avaliaram o desempenho dos estimadores de
parentesco genético em populacdes de vertebrados usando simulacGes e concluiram que,
quando marcadores moleculares sdo utilizados nas estimativas de parentesco, erra-se
menos na classificacdo de individuos ndo relacionados do que na identificacdo dos pares
relacionados em primeiro grau. Podemos afirmar, portanto, que a partir das evidéncias
obtidas no presente estudo e com base no demonstrado anteriormente por outros autores
(VAN HORN et al., 2008; CSILLERY et al., 2006) que mesmo com o uso de um
conjunto limitado de microssatélites pode-se ter bom suporte estatistico para os pares de

ninhegos ndo-relacionados da amostra estudada.

Conforme o discutido acima, o valor de parentesco genético par-a-par
possibilita a classificacdo dos pares de ninhegos como ndo-relacionados com bom
suporte estatistico. Apesar da taxas altas de sucesso na classificacdo dos pares de
ninhegos, optou-se por um critério mais rigoroso a fim de minimizar a possibilidade de
erro na classificagdo dos ninhegos, uma vez que as inferéncias subseqtentes sobre os
sistemas genéticos de acasalamento e comportamento reprodutivo das espécies
estudadas estdo embasadas nesses resultados. Para tal fim, incluiram-se outros
parametros além das estimativas do parentesco geneético par-a-par na classificacdo da
categoria de relacionamento entre os pares de ninhegos amostrados. O uso de diferentes
metodologias na classificacdo dos individuos em categorias de relacionamento tem sido
estimulado (VAN HORN et al, 2008), pois embora possa ser um critério exigente, prové
maior confianga nos relacionamentos inferidos e embasa melhor as conclusGes
subsequentes. O critério usado neste trabalho incluiu a concordancia entre os resultados
obtidos por metodologias baseadas em abordagens tedricas diferentes (maxima
verossimilhanca, probabilidades conjuntas e probabilidades simples). Como a aplicacéo

desse critério, as proporc¢des de pares de ninhegos classificados numa certa categoria de
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relacionamento neste trabalho foram relativamente baixas: colhereiros: 25,17%, cabeca-
seca: 14,95%, garca-branca-grande: 36,23%. Essas baixas proporcdes revelaram que
existiram discordancias entre as metodologias empregadas com relacdo a identificacdo
do relacionamento entre ninhegos, possivelmente devidas ao limitado poder do conjunto

de marcadores moleculares utilizados neste estudo.

De forma geral, os resultados obtidos no presente estudo ressaltam a
importancia de uma analise cuidadosa dos pardmetros genético-populacionais, assim
como do desempenho do conjunto de marcadores genéticos usados, no contexto
especifico da amostra disponivel, para depois se elaborar hipdteses a respeito de

aspectos importantes da biologia dos organismos (VAN HORN et al., 2008).

4.2 Parentesco entre ninhegos dentro dos ninhos e implicagcdes para 0s
sistemas genéticos de acasalamento do colhereiro, cabeca-seca e garca-

branca-grande

O presente trabalho revelou, através do uso de ferramentas genéticas, a presenca de
ninhegos nao-relacionados dentro dos ninhos de colhereiro (6,12% dos pares
analisados) e de cabeca-seca (11,34%) (Fig. 3.1). A existéncia de meio-irmaos foi
detectada sé em ninhos de colhereiro (1,36%). Embora tenha havido evidéncia genética
de pares de ninhegos nao-relacionados também em ninhos de garca-branca-grande, esse
resultado ndo apresentou suporte estatistico suficiente segundo o critério de
classificacdo de pares aplicado neste trabalho. Considerando o rigor na classificacdo dos
pares usado nesse estudo, pode-se inferir que ha, de fato, ocorréncia de pares ndo-
relacionados dentro dos ninhos nas populagdes naturais de cabeca-seca e de colhereiro.
A quantificacdo desse padrdao em cada espécie, entretanto, pode ter sido distorcida pelas
limitaces do ndmero de marcadores. Estariam esses dados refletindo o padrdo dos
sistemas de acasalamento dessas espécies ou refletindo o comportamento desses
ninhegos? As coletas foram realizadas quando o0s ninhegos ndo tinham muita
mobilidade e ndo temos evidéncia de que ninhegos de diferentes ninhos tivessem sido
misturados durante a amostragem em campo. Além disso, na espécie em que foi
encontrada maior propor¢do de ninhegos ndo aparentados, o cabega-seca, 0s ninhegos
permanecem nos ninhos. Os ninhegos de colhereiro apesar de terem maior mobilidade

do que os de cabega-seca, na idade da amostragem ndo tinham mobilidade suficiente
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para sair dos seus ninhos e pular para dentro de ninhos vizinhos. Descartada a hipotese
de mistura de ninhegos de ninhos diferentes, a ocorréncia de ninhegos néo-relacionados
e meio-irmdos nos mesmos ninhos pode ser interpretada como resultante de um sistema
de acasalamento genético diferente da monogamia nessas espécies. Parasitismo de
ninho intraespecifico (PNI) e paternidade extra-par (PEP) sdo dois comportamentos
reprodutivos que podem explicar nossos achados. De qualquer forma, como a
freqiéncia de UR detectados foi baixa, ndo invalida a monogamia como estratégia

adotada pela espécie.

Apesar de nem todas as copulas extra-par (CEP) resultarem em PEP,
uma fracdo delas pode ser bem sucedida e resultar em fertilizacdo e produgdo de
progénie. Observacdes comportamentais em algumas espécies de Ciconiiformes na
natureza dado suporte a ocorréncia de copulas extra-par: Platalea leucorodia
(AGUILERA E ALVAREZ, 1989); Ardea cinerea (RAMO, 1993; GLADSTONE,
1979), Ardea alba (WIESE, 1976; KREBS et al., 2004), Eudocimus albus (KUSHLAN,
1973; FREDERICK et al., 1987), Bulbucus ibis (FUYIKOA E YAMAGISHI, 1981,
MCKILLIGAN, 1990; SCHWAGMEYER et al., 1999), Eudocimus ruber (OLMOS E
SILVA E SILVA, 2003; ELBIN E BURGER, 2005) e Egretta eulophotes (WEI et al.,
2005).

Poucos estudos baseados em observagbes comportamentais tém sido
realizados para investigar ocorréncia de PNI nos Ciconiiformes, pois para identificar um
evento de parasitismo € preciso um investimento muito alto no trabalho de campo. Os
ovos e os filhotes resultantes de um evento de parasitismo intra-especifico sdo muito
dificeis (e em alguns casos impossiveis) de serem distinguidos morfologicamente dos
filhos de um determinado casal de aves. Ndo se tem até o momento, por exemplo,
estudos que avaliem se é possivel a distincdo morfologica entre ovos parasiticos e ndo
parasiticos nas espécies enfocadas nesse estudo. No cabeca-seca, ha registros de
ninhadas maiores do que a média e de ninhadas adicionais (ou seja, filhotes que
nasceram uma ou duas semanas depois da primeira eclosdo) e essas observacdes tém
sido interpretadas como evidéncia de parasitismo de ninho intraespecifico (COULTER
et al, 1999). Na mesma espécie, ninhadas de até quatro ninhegos de tamanhos bem
distintos entre um e outro ja foram observadas nas colbnias reprodutivas do Amapa
(Brasil) (S. N. Del Lama, com pessoal). Essas diferencas de tamanho entre ninhegos no

mesmo ninho tém sido interpretadas em outras espécies de aves como evidéncia indireta

113



Mifio, ClI Discussao

da ocorréncia tanto de PNI quanto de PEP (ADAHL et al., 2004; PAILLISSON et al.,
2008).

Apesar das dificuldades associadas ao estudo do PNI na natureza, alguns
estudos que utilizaram metodologias moleculares conjuntamente com técnicas de campo
e observacbes comportamentais tém revelado que esse comportamento € mais comum
do que se pensava até pouco tempo atras (LYON E EADIE, 2008; EADIE et al, 2010).
Mais de 230 espécies de aves mostram esse tipo de comportamento (EADIE 1998;
YOM-TOV2001) sendo especialmente comum nos Anseriformes (SAYLER, 1992) e
nos Ciconiiformes (HOOGLAND E SHERMAN, 1976; ROHWER E FREEMAN,
1989; BROWN E BROWN, 1996; YOM-TQOV, 2001). Observagdes comportamentais
na natureza ja evidenciaram a existéncia de parasitismo de ninho intraespecifico em seis
espécies coloniais de Ciconiiformes: Ardea purpurea, Ardeola ralloides, Egretta
rufescens, Ciconia maguari, Eudocimus albus (FREDERICK, 1986; KUSHLAN E
BILDSTEIN, 1992; YOM-TOV, 2001), Eudocimus ruber (HASS, 1996; OLMOS E
SILVA E SILVA, 2003). O PNI foi também reportado em outras aves aquéticas, como
0s patos (Aix sponsa, 96% dos ninhos com PNI, SEMEL E SHERMAN, 1986) e nas
andorinhas-do-mar (Chlidonias hybrida, até 26,7% das ninhadas parasitadas numa
colonia, PAILLISON et al., 2008).

Foi também revelado no presente trabalho que os valores médios de
parentesco observados entre ninhos nas populac@es naturais de cabega-seca do Pantanal
e do Amapa diferiram significativamente dos observados dentro dos ninhos. Esse
padrdo de parentesco esta concordante com a presenca de pares de ninhegos ndo-
relacionados dentro dos ninhos (como se discute mais abaixo nesta se¢do). Em
colhereiro, os valores médios de parentesco observados entre e dentro dos ninhos
também diferiram significativamente. Em colhereiro, foi observada uma tendéncia de
diferenciacéo entre regides quanto ao valor médio de parentesco observado dentro dos
ninhos, com valores mais proximos do esperado para irmaos-completos no Pantanal,
meio-irmdos no Amapa e nado-relacionados no Rio Grande do Sul. Essa tendéncia
apontaria para a existéncia de uma variacdo intraespecifica no sistema genético de
acasalamento do colhereiro, o que ja foi observado para outras espécies de aves
(GRIFFITH, 2002; NEUDORF, 2004). Essa variacdo intraespecifica pode ser uma
resposta comportamental frente a pressdes ambientais distintas nas regibes onde as

populagcdes se reproduzem (HAU, 2008). Estudos futuros poderdo auxiliar na
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investigacdo mais profunda da existéncia de variacdo intraespecifica relacionada a

diferencas ambientais no colhereiro.

4.2.1 Fatores que contribuem para uma maior ocorréncia de paternidade extra-par

(PEP) e parasitismo de ninho intraespecifico (PNI) em Ciconiiformes

As espécies de Ciconiiformes estudadas no presente trabalho exibem caracteristicas que
podem ndo favorecer a monogamia genética. Uma dessas caracteristicas é a reproducao
em colbnias. A “colonialidade” em aves pode ser definida como a reproducdo de um
grupo de individuos num espaco mais ou menos centralizado, do qual os residentes
partem, de tempos em tempos, & procura de alimento (BROWN E BROWN, 2001). Este
tipo de comportamento social é o segundo mais comum nas aves (BROWN E BROWN,
2001) e é especialmente comum nas aves aquaticas como os Ciconiiformes. A
reproducdo em colbnias aumenta as oportunidades de alguns integrantes do grupo
usufruir dos esforcos reprodutivos de outros da mesma espécie (BROWN E BROWN,
2001; GEFFEN E YOM-TQV, 2001; PAILLISSON et al., 2008; LYON E EADIE,
2008). As probabilidades de que um individuo possa enderecar os seus cuidados
parentais a prole de outro individuo ndo-aparentado sdo maiores nas colénias do que em
outros tipos de sistemas sociais (BROWN E BROWN, 1996). O “cuidado parental mal
enderegado” pode ocorrer dentro de coldnias de aves, por exemplo, quando ha copula
extra-par (CEP, i.e., acasalamento com parceiros distintos dos parceiros sociais) com
resultante paternidade extra-par (PEP) e quando hé& parasitismo de ninho intraespecifico
(PNI) (BROWN E BROWN, 2001). Esses comportamentos tém sido comumente
explicados do ponto de vista do individuo “parasitado”, mas podem desempenhar um
papel muito importante na evolu¢do do comportamento social de tipo “agrupamento”

(BROWN E BROWN, 2001).

A proposta de que a cépula extra-par ocorre com maior freqiiencia em
espécies com comportamento reprodutivo colonial do que em espécies solitarias €
antiga (GLADSTONE, 1979; M@LLER, 1985). Estudos mais recentes baseados tanto
em observagdes comportamentais quanto em evidéncias genético-moleculares, tém
confirmado essa hipotese (PAILLISONS et al., 2008). A colonialidade contribuiria,

nesse caso, porque oferece uma maior disponibilidade de parceiros reprodutivos ativos
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(M@LLER E BIRKHEAD 1992; YOM-TOV, 2001), reduzindo os custos individuais
resultantes da procura de parceiros reprodutivos distintos do parceiro social e
favorecendo a CEP (WESTNEAT et al., 1990; THUSIUS, 2001). A nidificagdo em
colbnias apresenta muitas oportunidades para os individuos engajarem-se em copulas
extra-par e a observacdo de que a CEP ¢é mais freqliente em espécies coloniais sugere
que a maior proximidade espacial dos potenciais parceiros sexuais nas especies favorece
esse comportamento (WESTNEAT E SHERMAN, 1997; BROWN E BROWN, 2001).
A frequéncia de CEP geralmente aumenta quanto maior for o tamanho da col6nia e sua
densidade (HOOGLAN E SHERMAN, 1976; M@LLER 1985; BROWN E BROWN,
1996; M@LLER E BIRKHEAD, 1993). A CEP pode resultar em custos e beneficios
para diferentes individuos dentro de uma col6nia; o estudo de como machos e fémeas
podem se beneficiar da CEP e de como essas vantagens podem explicar a evolucdo da
colonialidade tem sido intenso (BROWN E BROWN, 1996). O argumento da reducéo
dos custos reprodutivos associados & CEP nas coldnias foi proposto para explicar o grau
alto de CEP observado numa populacdo espanhola da garca Ardea cinerea
(Ciconiiformes) (RAMO, 1993). A importancia de se estudar a CEP em espécies
coloniais com ferramentas genético-moleculares se deve ao fato de que s6 com esses

dados genéticos seré possivel definir se a CEP resultou em PEP.

Outro fator que pode promover tanto CEP quanto PNI em aves coloniais
e gue também esta associado a colonialidade é o agrupamento dos integrantes da
coldénia num espago limitado (BIRKHEAD E M@LLER, 1992; STUTCHBURY E
MORTON, 1995). Isto porque a colonialidade implica em associacéo de individuos de
uma mesma espécie e do uso de um espago comum para a reproducdo delimitada no
tempo. Assim quando se estabelece uma colbnia reprodutiva, pode-se incrementar a
incidéncia de CEP. Esse argumento foi proposto para explicar as taxas altas de CEP e
PEP no tiziu (Volatinia jacarina) um Passeriforme tropical socialmente monogamico
(CARVALHO et al., 2006). O tiziu, assim como o colhereiro, o cabeca-seca e a garca-
branca-grande, reproduz-se durante periodos de tempo limitados, determinados pela
disponibilidade alimentar. Essa caracteristica favorece o agrupamento de individuos em
territérios também delimitados — a col6nia no caso das aves aquaticas e os locais de

forrageio no caso do tiziu — e aumenta as chances de CEP.

As colbnias reprodutivas brasileiras de cabeca-seca do Pantanal foram
estimadas em até 10.728 individuos (MORRISON et al., 2008), com ninhos distantes
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uns dos outros de 1 -3 m. (Del Lama, dados ndo publicados). Nas col6nias dos EUA, ja
foram observados até 25 ninhos numa s6 arvore (COULTER et al., 1999), numero
semelhante ao observado em colonias reprodutivas brasileiras (S. N. Del Lama et al.,
dados ndo publicados). O agrupamento de ninhos em espacos limitados aumenta a
chance das fémeas colocarem ovos em ninhos de outras fémeas da mesma espécie.
Dados disponiveis para uma col6nia reprodutiva do Rio Grande do Sul reportam 2.500
casais de oito espécies diferentes de Ciconiiformes nidificando numa éarea de dois
hectares, o que ilustra a situacdo de muitos casais num pequeno espago de colonia
(GIANUCA et al., 2009). Nessas situacOes de agrupamento, a competicdo pelo recurso
de nidificacdo pode ser alta, levando a que mais individuos possam ter suas chances de
reproducdo limitadas. Aqueles individuos que ndo foram bem sucedidos na nidificacdo
podem tentar copular com parceiros sociais de outros individuos e depois colocar seus
ovos em ninhos alheios. Portanto, o agrupamento delimitado no tempo e no espaco,

associado a alta competigdo por recursos, pode favorecer tanto a CEP quanto o PNI.

Outro fator que contribui para ocorréncia de PEP e PNI diz respeito a
sincronia “em escala fina” dos individuos dentro da coldnia. Quando uma coldnia se
estabelece, percebe-se que ha entre seus integrantes uma maior sincronia entre 0s
individuos quanto ao ciclo da reproducdo, porém nem todos os individuos colocardo
Seus ovos no mesmo exato momento, logo, sempre havera certa assincronia dentro da
colbnia. Dados quantitativos detalhados com relacdo a sincronia dos integrantes das
col6nias brasileiras de colhereiro, cabeca-seca e garca-branca-grande precisam ser ainda
analisados. Em cabeca-seca ha dados reportados nas col6nias da América do Norte que
sugerem que as col6nias com maior nimero de individuos permanecem ativas durante
periodos mais longos e sdo, portanto, menos sincronicas (no sentido “fino”) do que as
colénias menores (KAHL, 1964). Rodgers (1987) encontrou que quanto maior o
namero de integrantes, menor a sincronia das colénias em termos de desvio padrdo no
tempo de eclosdo. No presente trabalho, ndo foram detectadas diferengas significativas
na percentagem de individuos nao-relacionados encontrados dentro dos ninhos nas
colonias de cabeca-seca e colhereiro do Amapd, Pantanal e Rio Grande do Sul
(comparac@es intraespecificas, ver secdo 3.4). Esse resultado sugere que, se houver
alguma diferenca entre essas coldnias com relagdo a sincronia, isso nédo se refletiu no

nivel de PNI nas mesmas. De qualquer maneira, para esclarecer se ha relagdo entre a
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duracéo do ciclo reprodutivo e a frequencia de PNI e/ou CEP nessas espécies, estudos

detalhados futuros devem incluir a quantificacdo do nivel de sincronia intra-colonial.

4.2.2 Implicacgdes evolutivas da ocorréncia de copula extra-par e parasitismo de ninho

intraespecifico em Ciconiiformes

Que ganhos teriam os individuos que se engajam em copulas extra-par? Sabe-se que
fatores como a mortalidade dos adultos (quando alta), os niveis de cuidado parental, as
caracteristicas morfologicas dos individuos, a diversidade genética das populacdes,
entre outros fatores menos estudados, sdo variaveis importantes que ja tém sido
relacionadas a esse comportamento reprodutivo (PETRIE E M@LLER, 1991,
WESTNEAT E STEWART, 2003; PETRIE E KEMPENAERS, 1998; MAYS E HILL,
2004). A CEP tem alguns custos para os individuos que a protagonizam, pois pode
aumentar o risco de retaliagdo por parte dos parceiros sociais, com consequéncias
negativas para a reprodugdo “intra-par” e/ou sobrevivéncia dos filhotes “intra-par”.
Devido aos custos altos associados a CEP, as fémeas somente se envolvem nesse tipo de
acasalamento se os beneficios forem realmente grandes (AKCAY E ROUGHGARDEN,
2007). Dentre os possiveis beneficios de uma copula extra-par estdo os beneficios
genéticos; duas hipoteses principais tentam explicar como a CEP traz beneficios
genéticos: a “dos genes bons” e a “dos genes compativeis” (NEIFF E PITCHER, 2005).
A “hipotese dos genes bons” supde uma hierarquia que classifica machos da melhor a
pior “qualidade genética”, sendo os machos de maior qualidade os mais atrativos as
fémeas. A “hipdtese da incompatibilidade de genes” supde a interagdo entre as
contribuicdes gendmicas paterna e materna e afirma que as fémeas envolver-se-do em
CEPs para garantir uma contribuicdo paternal compativel com a materna. Outros
beneficios da CEP levam em conta aspectos ecoldgicos, como o direito da fémea de
forragear nos territorios dos machos extra-par (GRAY, 1997), a oportunidade de
investigar possiveis parceiros futuros (CEZILLY E NAGER, 1995) e o resguardo por
parte da fémea de uma possivel infertilidade do parceiro social (GRIFFITH, 2007). Os
machos, por sua vez, obtém beneficios nas CEPs aumentando seu sucesso reprodutivo
sem investimento parental adicional (WESTNEAT et al., 1990; BIRKHEAD E
M@LLER, 1992). O papel da selecdo sexual na evolucdo da cOpula extra-par tambem
tem sido investigado (WESTNEAT E STEWART, 2003; NEIFF E PITCHER, 2005).
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Segundo alguns autores, no caso dos Ciconiiformes os beneficios genéticos seriam mais
importantes do que os ecolégicos para os individuos que se engajarem em CEPs, ja que
em geral nem o territdrio nem o alimento resultam recursos atraentes para 0s parceiros
que procuram CEPs nas aves coloniais (AGUILERA E ALVAREZ, 1989). Com relagéo
aos custos da CEP, num estudo em Platalea leucorodia, os autores propdem que
nenhum dos custos associados a esse comportamento seria importante para essa espécie
(AGUILERA E ALVAREZ, 1989). Nesse estudo no foi observado abandono do ninho
por parte do parceiro social, nem agressdo aos parceiros “infi¢is”, nem competigdo ou
agressdo entre ninhegos (como seria esperado em consequéncia do menor grau de
parentesco entre eles) (AGUILERA E ALVAREZ, 1989). Extrapolando essas
observacdes as especies estudadas no presente estudo, pode-se pensar que os beneficios
das CEPs seriam maiores do que 0s custos para essas espécies, 0 que poderia favorecer
a ocorréncia desse comportamento reprodutivo nas mesmas, como sugerido pelas

evidéncias genéticas.

Com relacdo ao PNI, quais seriam 0s ganhos das fémeas com esse
comportamento? Pela PNI a fémea aumenta o seu sucesso reprodutivo relativo, pelo
incremento do nimero de ovos que possam, eventualmente, produzir ninhegos (ZINK,
2000; YOM-TOV, 2001). Dentro de uma col6nia, uma fémea pode usufruir dos
esforcos reprodutivos de outra fémea ao colocar seus ovos no ninho dela. A
proximidade espacial e a sincronia dos ninhos dentro de uma colénia reprodutiva podem
aumentar o acesso das fémeas “parasiticas” as suas potenciais hospedeiras e isso tem
levado a hipétese de que o PNI deve ser maior em espécies coloniais do que em
espécies com nidificacdo isolada (BROWN E BROWN, 1996). Foi proposto que o
parasitismo de ninho intraespecifico poderia contribuir com o aumento do sucesso
reprodutivo dos individuos, em espécies com custos altos associados ao cuidado
parental. A sobrevivéncia dos adultos nesses casos poderia ser afetada negativamente
pelos custos altos associados ao intenso cuidado parental dos filhotes. Dessa forma, para
um determinado adulto, o parasitismo de ninho intraespecifico poderia representar uma
maneira de reduzir 0s custos e, assim, aumentar 0 Seu sucesso reprodutivo
(ANDERSSON, 1984; YOM-TQV, 1980; ZINK, 2000). Além do mais, pela postura de
ovos em ninhos de outras fémeas da mesma espécie, uma fémea pode incrementar as
chances de que seus filhotes recebam um cuidado parental adequado, durante o

desenvolvimento, incluindo a protecdo frente a predadores (PAYNE, 1977). O
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parasitismo de ninho intraespecifico, portanto, representa uma alternativa interessante
quando séo grandes as probabilidades de perda de ovos e/ou filhotes por predacéo.
Dados disponiveis para uma col6nia reprodutiva de colhereiro do Rio Grande do Sul
indicam que no pulso reprodutivo 2008/2009 houve uma falha nos ninhos de 54%,
sendo que 29% dos ninhos falharam durante a incubacdo e 25% falharam durante o
desenvolvimento dos filhotes (GIANUCA et al., 2009). A predagédo foi a causa que
explicou a maior parte da falha ap6s-eclosdo (73%) (GIANUCA et al., 2009). Apesar de
ndo existirem dados dessa natureza para as colnias de colhereiro analisadas no presente
trabalho, pode se pensar que, em se tratando da mesma espécie e da mesma regido
geogréfica estudada, a pressdo de predacdo esta presente nelas em nivel semelhante do
que o observado nos estudos acima mencionados. Dados disponiveis para uma coldnia
reprodutiva do Pantanal, a col6nia de Porto da Fazenda, mencionam 16 potenciais
predadores das aves pernaltas e de seus ninhos e filhotes (BOUTON, 1999). Dentre os
predadores encontram-se mamiferos, répteis, e aves, sendo as aves de rapina as que
maiores disturbios causariam nas colénias. Em resposta a pressdo de predagdo, para
incrementar as chances dos seus filhotes sobreviverem, as fémeas podem colocar alguns
dos seus ovos em ninhos alheios e cuidar dos outros ela mesma. O parasitismo de ninho
intraespecifico também foi identificado como resposta a situacdes com competicdo
acirrada pelos recursos de nidificacdo, pois em condi¢bes ndo favordveis para o
estabelecimento do seu préprio ninho as fémeas parasiticas transferem seus esforcos de
cuidado parental para as fémeas melhores sucedidas, garantindo uma prole minima
(LYON E EVERDING, 1996).

O parasitismo de ninho intraespecifico ndo é outra coisa que um tipo de
parasitismo no qual o recurso explorado pela espécie parasita que usufrui do cuidado
parental da espécie parasitada (DANCHIN et al., 2008). O nivel de cuidado parental de
uma espécie, portanto, pode se relacionar com o nivel de PNI que ela apresenta e supde-
se que o PNI tenha evoluido somente em espécies que requerem de cuidado parental
(DANCHIN et al., 2008). Considerando a relacdo entre PNI e cuidado parental, a
diferenga observada no presente trabalho quanto as proporcdes de pares de ninhegos
nédo-relacionados encontradas no cabeca-seca e no colhereiro estdo de acordo com
esperado pelo padrdo de cuidado parental dessas duas especies: cabega-seca apresenta
maior nivel de cuidado parental e apresentou um maior grau de PNI; O colhereiro, que

ndo tem seu sucesso reprodutivo tdo diminuido pelo cuidado parental, pois seu nivel de
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cuidado parental € intermediario entre cabeca-seca e garca-branca-grande, apresentou
pouco PNI; Na garca, que apresenta o nivel mais baixo de cuidado parental, ndo foram
observados ninhegos ndo relacionados dentro dos ninhos. As diferencas quanto as
proporcbes de pares de ninhegos ndo-relacionados observadas no nosso trabalho
também poderiam ser explicadas pelo poder diferencial do conjunto de marcadores
utilizados, mas concordam com as diferengas ecoldgico-comportamentais das espécies

estudadas.

O parasitismo de ninho intraespecifico € um comportamento dindmico
nas populacdes, pois ja que os individuos de uma mesma espécie sdo 0s hospedeiros de
outros, esse comportamento ndo pode se fixar numa populagdo (ou seja, ndo pode ser a
Unica estratégia reprodutiva exibida pelos individuos). As vantagens do PNI sdo
maiores quando esse comportamento existe numa relativamente baixa freqiiéncia na
populacdo ja que muitos ninhos estardo disponiveis para serem parasitados. O sucesso
reprodutivo dos individuos que exibem PNI estard sujeito a uma dindmica evolutiva
dependente da frequéncia (VALPINE E EADIE, 2008). Niveis altos de PNI podem
diminuir o sucesso reprodutivo total da populacdo, ja que poderdo contribuir a
incrementar os niveis de abandono dos ninhos e/ou diminuir o sucesso na eclosédo dos
ovos ou na revoada dos ninhegos (EADIE et al., 1998). A selecdo do PNI como
estratégia evolutivamente estavel (EES), portanto, ndo sera possivel em longo prazo
nessas condi¢cbes (EADIE et al., 1998). Se confirmada a existéncia de PNI numa espécie
e/ou populacado, é importante que esse comportamento reprodutivo seja considerado no
contexto da dinamica da populacdo na qual ocorre (VALPINE E EADIE, 2008). No
planejamento de programas de manejo e conservacdo dessas populacfes deve ser
considerar a existéncia de PNI, em especial quando recursos como alimento e lugares de
nidificacdo sdo limitados. Nessas situacOes, a freqiiéncia de PNI pode aumentar e isso
pode levar, em longo prazo, a diminui¢do do tamanho efetivo das populagdes (EADIE
etal., 1998).

4.3 Paternidade e maternidade em populacdes de colhereiros de cativeiro

No presente trabalho foram realizadas analises de paternidade e maternidade com base
na informacéo genética para checar dados genealdgicos dos studbook para familias de

colhereiro mantidas em cativeiro. Os resultados obtidos a partir dessas anélises
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indicaram que uma relacdo do tipo progenitor-progénie foi confirmada para 61,5% dos
supostos parentais registrados nos zooldgicos, a maternidade foi confirmada para 61,1%
dos pares mae-filho registrados (Tabela 3.10) e a paternidade confirmada para 61,9%
dos pares pai-filho registrados (Tabela 3.11). Em 75% das situacdes nas quais somente a
mée estava registrada, a maternidade foi confirmada. De maneira anéloga, a paternidade
foi confirmada em 71,4% dos casos em que somente o pai estava registrado. Esses
resultados revelaram o grau de erro na atribuicdo de paternidade e maternidade dos

filhotes de colhereiro nascidos em cativeiro.

O intercdmbio entre zooldgicos de aproximadamente 500
colhereiros mantidos em cativeiro nos EUA tem sido usado como estratégia para
preservar a diversidade genética dos grupos ex-situ e como forma de salvaguardar o
sucesso reprodutivo dos animais por nascer (SAWYER E BENJAMIN, 2006). Essa
metodologia de manejo requer que a identificacdo dos individuos e das relacbes de
parentesco entre eles seja precisa, pois individuos menos aparentados deverdo ser
escolhidos para a reproducdo se o objetivo € o de preservar a diversidade genética.
Fatores como a falta de dimorfismo sexual secundario aparente no colhereiro podem
dificultar a identificacdo de pares reprodutivos e o registro correto de informacéo
genealdgica. Além disso, o agrupamento dos individuos dificulta as observagdes
detalhadas sobre seu comportamento e, em conseqiiéncia, a construcdo de genealogias
familiares precisas. Outras limitacdes, como a falta de pessoal responsavel pelos
registros nos studbooks e de tempo para se realizar observacdes comportamentais,
podem conduzir a erros na montagem desses registros que, se ndo detectados e
corrigidos a tempo, podem ter consequéncias fatais para o desenho e desenvolvimento

de programas de manejo de populagdes de cativeiro.

O uso de informagbes genealdgicas junto com informacdo
genética incrementa o poder para selecionar individuos nos programas de manejo,
minimiza a perda de variabilidade genética e aperfeicoa 0s programas de conservacao
(WANG, 2002). Dados genéticos devem ser utilizados, sempre que possivel, para se
verificar relagdes genealdgicas (VAN HORN et al., 2008). Andlises genéticas da
populagédo de colhereiros de cativeiro ajudaram a identificar a maternidade e
paternidade de sete ninhegos nascidos em 2000 (Tabelas 3.10 e 3.11), cujos registros
eram ambiguos. Identificou-se que um par de adultos era responsavel por quatro

ninhegos, outro par tinha gerado um ninhego e um terceiro par gerou 0s outros dois
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ninhegos. Além disso, as analises genéticas conduzidas no presente trabalho
identificaram corretamente uma atribuicdo errénea de paternidade resultante de um erro
de determinacdo do sexo por endoscopia realizada em um dos zooldgicos (SAWYER,
2002). Uma das contribui¢cBes mais importantes da analise genética dos colhereiros de
cativeiro foi a identificacdo dos pares de individuos mais provaveis de serem
progenitores dos filhotes que ndo tinham nenhum registro associado, seja de paternidade
como de maternidade. Esse procedimento revelou que alguns adultos tinham se
acasalado diversas vezes e produzido progénie, mas que essas progénies nao estavam
registradas nos studbooks. Outro resultado importante do presente trabalho foi a
identificacdo de que um dos colhereiros adultos era responséavel por um par de ninhegos
que, pela sua vez, tinham se acasalado e produzido progénie. Ambos os exemplos
ilustram casos de endocruzamento ndo identificados previamente pelo pessoal dos
zoologicos. Tais situacdes podem conduzir a perda de diversidade genética e a
expressdo de alelos deletérios recessivos (HUNTER E GIBBS, 2007) na populagao de
colhereiros de cativeiro. Esse efeito pode ser ainda maior nas populacdes norte
americanas de colhereiro porque seus niveis intrinsecos de diversidade podem ter sido
afetados pelo evento de reducdo demogréafica datada entre 1890-1920 (DUMAS, 2000).

Em concluséo, os resultados acima descritos mostram que a incluséo da
informacdo genética pode aumentar a precisdo da atribuicdo de paternidade e
maternidade em populacGes de colhereiro mantidas em cativeiro. O exemplo demonstra
que andlises genéticas podem ser conduzidas nos zooldgicos nos quais os colhereiros se
encontram, para manter ou aumentar a diversidade genética dessas populacBes. Essas
analises podem ser Uteis também para as populacfes de cativeiro de outras espécies de
Ciconiiformes, como Platalea minor que estad criticamente ameacada na natureza
(YEUNG et al, 2006). Com essa abordagem, maximizar-se-4& a preservacdo da
diversidade genética em cativeiro, requisito essencial para o sucesso de futuras
translocacbes em locais com habitat vidavel e/ou restaurado, mas nos que as espécies

tenham sido extintas.

4.4 Estruturacdo genética em populacbes brasileiras da garca-branca-

grande
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Com o objetivo de caracterizar o nivel de diversidade genética em populacbes naturais
de garca-branca-grande e de detectar sinais genéticos de processos demograficos, foram
utilizadas, neste estudo, métodos bem validados na literatura (e.g, PEARSE E
CRANDALL, 2004). A analise da diversidade genética nos locos de microssatélites nas
colbnias reprodutivas da garca-branca-grande do Pantanal e do Rio Grande do Sul
(Brasil) revelou que os valores médios de heterozigosidade observada (Tabelas 3.3 e
3.4) ndo indicam que essas populac¢bes tenham passado por eventos recentes de gargalo
populacional (ver mais abaixo). As col6nias reprodutivas de garca-branca-grande
possuem aproximadamente 10.000 individuos (MORRISON et al., 2008) e ndo ha
evidéncias documentadas de reducdo demogréfica recente nelas. Mesmo que néo
existam dados referentes a censos populacionais para as colonias de garcas do Estado do
Rio Grande do Sul, essas possuiriam também um ndmero grande de individuos,
segundo observacdes ecologicas (S. N. Del Lama, comunicacdo pessoal). De acordo
com esse dado, o tamanho populacional estimado para as col6nias de garga-branca-
grande do Estado do Rio Grande do Sul, usando DNA mitocondrial (DNAmt) foi de
aproximadamente 44.000 individuos (CORREA, 2009).

O método de deteccdo de reducdo demogréafica baseada na distribuicao
das freqiiéncias alélicas indicou diferenciacdo significativa do esperado em populagdes
estaveis para duas col6nias do Pantanal (TUC e FI) e uma do Estado do Rio Grande do
Sul (PG). Em concordancia com esse achado, os valores do indice de G-W nessas trés
colénias foram menores do que 0,68, indicando evidéncia genética de reducdo do
tamanho populacional (GARZA E WILLIAMSON, 2001). No entanto, os niveis de
diversidade genética observados (em termos de Hp) nessas trés col6nias e a evidéncia
de expansdo demografica encontrada no Pantanal e no Estado do Rio Grande do Sul
pelo uso do DNAmMt (CORREA, 2009), ndo sugerem que a reducdo demografica seja
uma hipétese plausivel de ter ocorrido nessas populacdes. Uma explicacdo alternativa
para a distribuicdo de frequéncias alélicas diferente do esperado para populacdes
estaveis e do valor baixo do indice de G-W poderia estar relacionada com a dinamica
dessas populacGes de garca. Devido & alta dependéncia das coldnias reprodutivas do
regime de chuvas, pode ter acontecido um menor recrutamento de individuos nessas
colbnias durante algum periodo anterior & amostragem deste estudo e as consequéncias

genéticas desse evento foram evidenciadas na nossa analise.
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A analise dos padroes de distribuicdo da diversidade genética baseada
nos locos de microssatélites (medida pelo Fst) evidenciou que as colénias de garca-
branca-grande do Pantanal encontram-se diferenciadas geneticamente das colonias do
Estado do Rio Grande do Sul (Fsr entre regides = 0,062, P = 0,001 e Tabela 3.13). Em
concordancia com o Fsr, a andlise hierarquica AMOVA indicou gue uma por¢édo
significativa da variagdo genética (5,10%) pode ser atribuida as diferencas entre as duas
regides e (2,37%) pelas diferencas entre as colonias dentro das regides (Tabela 3.16). A
hipétese de diferenciacdo genética entre regibes também ficou evidenciada pela
significancia estatistica do indice de fixacdo de Wright (Fct = 0,074) e pelas analises de
atribuicdo de individuos as suas populacdes de origem com base nas suas
probabilidades genotipicas. Quando as regides, ao invés das colbnias, foram
consideradas como unidades populacionais nessa ultima analise, houve um incremento
de 41,5% na proporcdo de individuos corretamente atribuidos as populac@es de origem.
A anélise Bayesiana de estruturacdo populacional também reforcou a diferenciacdo
genética entre regibes (Fig. 3.3). Apesar da diferenciacdo genética entre as populagdes
do Pantanal e do Estado do Rio Grande do Sul ter sido baixa, ela foi significativa e ndo
se pode descartar a possibilidade de que maiores graus de estruturacdo genética sejam

evidenciados com um incremento no nimero de locos de microssatélites analisados.

Um padrdo do tipo fluxo génico restrito pela distancia geogréafica nao
pode, por si sO, explicar a diferenciacdo genética significativa, detectada entre as
colbnias do Pantanal e do Estado do Rio Grande do Sul (teste de Mantel nédo
significativo). Uma hipotese para explicar essa diferenciacdo propde que a mesma pode
ser resultante da colonizacdo recente do Estado do Rio Grande do Sul por um grupo de
garcas cujas constituicdes genéticas diferiam da constituicdo das populacdes do
Pantanal. Essa proposta esta de acordo com o observado por Corréa (2009) que analisou
um fragmento de 586 pb da regido controladora do Dominio | do DNA mitocondrial da
garca-branca-grande e encontrou um tempo mais recente de expansdo populacional no
Estado do Rio Grande do Sul, com relacdo ao Pantanal. Segundo essa autora, o Rio
Grande do Sul teria sido colonizado pelas garcas 24.814 anos depois do que o Pantanal
(CORREA, 2009). A garca-branca-grande é bem conhecida pela sua distribuicio
cosmopolita e pelo seu grande potencial de colonizagdo de novas areas (KUSHLAN E
HANCOCK, 2005).
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Os padrGes de distribuicdo da diversidade genética descritos acima
levantam importantes questfes a respeito da caracterizacdo das potenciais unidades
populacionais para a conservacdo de espécies com ampla distribuicdo geogréfica, mas
com colbnias reprodutivas estabelecidas em locais bem definidos, como sugerido no
estudo de Bouzat et al. (2009) com o pingiim Spheniscus maguellanicus. Para o
pinglim, esses autores propuseram um modelo de metapopulagdes, no qual as colonias
reprodutivas individuais com maior nimero de individuos atuariam como fontes de
recrutamento de casais reprodutivos para as colonias menores (BOUZAT et al., 2009).
Esse modelo pode também ser aplicado a outras aves aquaticas cuja reproducdo ocorre
em coldnias e que exibem ampla dispersdo pos-reprodutiva, como € o caso da garca-
branca-grande.

No presente estudo foram encontradas evidéncias genéticas de que as
populacdes brasileiras da garca-branca-grande localizadas no Pantanal e no Estado do
Rio Grande do Sul seriam unidades populacionais independentes e, como tal, deveriam
ser consideradas separadamente no planejamento de programas de manejo para a
conservacdo da diversidade genética total da espécie. Tal medida de conservacdo, ao
mesmo tempo em que ajudaria a preservar a diversidade genética de populacGes com
constituicdes alélicas diferentes nos locos nucleares, também permitiria a conservacao
de genotipos submetidos a diferentes pressdes de selecdo. O Pantanal e o Rio Grande do
Sul tém biomas diferentes (ver se¢do 2.1 no Capitulo 2) e com dinamicas ecologicas
distintas que podem promover diversas respostas adaptativas nos organismos que neles
habitam. Para conservar efetivamente a biodiversidade como um todo é de interesse néo
somente conservar a componente genética dessa diversidade, sendo também os

processos e padrdes ecoldgico-evolutivos que a produzem (REUSCH et al., 2005).

Os resultados obtidos no presente estudo tém implicacdes importantes
para a conservacao das populacées brasileiras de garca-branca-grande. Pelo evidenciado
a partir do uso de marcadores geneticos, as populacdes do Estado do Rio Grande do Sul
teriam uma constituicdo genetica diferente das populagbes do Pantanal. A diversidade
genética fornece o material para a evolugdo por selecdo natural, portanto, para que as
populacbes possam responder a pressdes de selecdo diferentes é necessario que a maior
quantidade de alelos diferentes esteja disponivel para a selecdo agir (PETIT et al.,
1998). Na biologia da conservac¢do existe o “principio de complementaridade” que

objetiva maximizar o nimero de espécies protegidas e dos recursos naturais disponiveis
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(CABEZA E MOILANEN, 2001). Por exemplo, se houver um conjunto de
ecossistemas com diferente representatividade de espécies, todos eles deverdo ser
conservados, pois eles séo complementares no sentido de que maximizam a diversidade
de espécies a serem conservadas (MORITZ, 2002). O principio de complementaridade
foi aplicado a conservacgdo da diversidade intraespecifica por Moritz (2002) e Bonin et
al. (2007). Uma caracteristica importante desse conceito € que as popula¢fes ndo séo
consideradas independentemente pela sua diversidade genética intrinseca, mas sao
avaliadas comparativamente (em relacdo umas a outras) (BONIN et al., 2007). E
proposta do presente trabalho que esse principio seja aplicado a conservacdo das
populagdes de garca-branca-grande do Pantanal e do Estado do Rio Grande do Sul, pois
elas diferem significativamente nas suas constituicdes alélicas e essa abordagem
maximizaria a conservacao da diversidade da espécie. Como sugerido por Reusch et al.
(2005) e Bonin et al. (2007), além da importancia da conservacdo da diversidade
genética intraespecifica para a persisténcia das populacGes, espécies e ecossistemas,
essa diversidade permite a complementaridade de diferentes gendtipos para 0s processos

de adaptacéo ecoldgica.
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A concretizacdo dos objetivos estabelecidos no inicio do presente trabalho permitiu:

¢+ Estimar pardmetros genético-populacionais em colénias reprodutivas brasileiras de
cabega-seca (Mycteria americana), colhereiro (Platalea ajaja) e garga-branca-
grande (Ardea alba egretta), com base em marcadores moleculares nucleares de
tipo microssatélites que serviram para subsidiar as analises de parentesco e

genética de populacdes;

¢+ Evidenciar que o valor médio de parentesco genético entre individuos (de ninhos
diferentes) de colbnias reprodutivas brasileiras de cabeca-seca, colhereiro e garca-
branca-grande, estimado com base nos seus genotipos em mdultiplos locos de
microssatélites, ndo diferiu do esperado para ndo-relacionados. Esses resultados
apontam para a ndo-existéncia de padrdes do tipo “agrupamento de parentes” (Kin

clustering) nessas espécies;

%+ Estabelecer que o uso combinado de abordagens metodologicas diferentes para
estimativa de relacionamentos e identificacdo de vinculos, conjuntamente com a
analise do desempenho dos estimadores utilizados no contexto especifico da
amostra em estudo devem ser prioridade em estudos com objetivos semelhantes

aos do presente trabalho;

% Desenvolver uma metodologia de analise de dados com aplicabilidade geral em
estudos de parentesco genético, tanto em populacdes naturais quanto de cativeiro,
no contexto de informacdo genealdgica limitada e/ou amostras familiares

incompletas;

% Evidenciar que o grau de parentesco genético entre filhotes amostrados dentro dos
mesmos ninhos, estimado com base nos seus genétipos em multiplos locos de
microssatélites, diferiu significativamente do esperado para irmédos-completos em
cabeca-seca e em colhereiro. Isso aponta para a existéncia de um sistema genético

de acasalamento diferente da monogamia nessas espécies;

% Demonstrar que o uso de informacdo genética pode auxiliar na identificacdo de
individuos, paternidade, maternidade e vinculos de parentesco em populagdes de
cativeiro e que o uso dessa ferramenta € de grande importancia no planejamento e

desenvolvimento de programas de manejo dessas populagoes;

« Detectar diferenciacdo genética significativa entre as colonias reprodutivas de

garga-branca-grande do Pantanal e do Rio Grande do Sul, a qual deve ser levada
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em conta no momento da definicdo de unidades populacionais e tém importantes

implicacGes para a conservacdo e 0 manejo dessa espécie.
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Apéndice A

Descricdo da composicdo da amostra coletada durante uma expedi¢do, em 2007, as
colbnias localizadas no Amapa (AP), Brasil. Foram coletadas amostras de ninhegos de
105 ninhos de cabega-seca. Entre esses ninhos, 1,92% apresentavam quatro ninhegos,
29,52% trés ninhegos, 46,66% dois ninhegos, e 21,90% um unico filhote (Fig. Ala).
Somente 1,92% ninhos de cabeca-seca coletados nas col6nias do Amapa teve quatro
filhotes (Fig. Ala). Os ninhos pertenciam a quatro colénias: Macacoari (45,71%),
Fazenda Nova Zelandia (9,52%), Fazenda Alegria (3,82%), e Se Cria (40,95%) (Figura
Ala). Os ninhegos de cabeca-seca coletados no Amapa constituiram 151 pares de
supostos irmdos. Na expedi¢do ao Pantanal foram amostrados 104 ninhos de cabeca-
seca, dos quais 85,71% possuiam um ninhego e 14,29% dois ninhegos (Fig. Alb). Os

ninhegos coletados no Pantanal constituiram 42 pares de supostos irmé&os.
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Figura Al. Descri¢do da amostra coletada em termos do nimero de ninhos de cabega-seca com
um, dois, trés e quatro ninhegos, amostrados por col6énia no a) Amapa e b) Pantanal, em 2007 e
2008.

Dos 39 ninhos de colhereiro coletados no Amapa em 2007, 61,53% foram
coletados no ninhal Se Cria e 36,46% na Fazenda Nova Zelandia (Figura A2a). Dos
ninhos amostrados 43,59% apresentava dois ninhegos, 35,90% trés filhotes e 20,51%
um ninhego (Fig. A2a). Os ninhegos de colhereiro do Amapa constituiram 56 pares de
supostos irmdos. Na colénia Fazenda das Flores (RS), foram acessados 61 ninhos de
colhereiro, dos quais 42,62% conteve um ninhego, 37.70% dois ninhegos, 14,75% trés
ninhegos e 4,93% quatro ninhegos (Fig. A2b). Os ninhegos estudados do RS formavam
68 pares de supostos irmaos. No Pantanal, foram amostrados, em 2008, 38 ninhos de

colhereiro, dos quais 55,26% apresentavam um ninhego, 36,84% dois ninhegos e 7,90%
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trés ninhegos (Fig. A2c). Os ninhegos estudados do Pantanal constituiam 23 pares de

supostos irmaos.
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Figura A2. Descri¢do da amostra estudada em termos dos nimero de ninhos de colhereiro com
um, dois, trés e quatro ninhegos, refrentes as colonia do a) Amapa, b) Rio Grande do Sul e c)
Pantanal, em 2007 e 2008.

Seis ninhos de garca-branca-grande foram coletados no Amapa em 2007, dos
quais quatros ninhos continham dois ninhegos cada um (quatro pares de supostos
irméos) (Fig. A3a). Esses ninhos pertenciam a duas colonias: Macacoari (33,33%) e
Fazenda Nova Zelandia (66,67%) (Figura A3a). No Rio Grande do Sul, foram coletados
142 ninhos de garca-branca-grande, dos quais 86,62% possuiam um ninhego, 7,75%
dois ninhegos, e 5,63% trés ninhegos (Fig. A3b). Esses ninhos pertenciam a cinco
colbnias: Barra do Ribeira (28,87%), Santa Maria (23,94%), Serrinha (19%), Mariante
(16,19%) e Pantano Grande (12%). Os ninhegos de garca-branca-grande do Rio Grande
do Sul constituiram 35 pares de supostos irmdos. No Pantanal, foram coletados 60
ninhos de garga-branca-grande, dos quais 50% continham um ninhego, 46,66% dois
ninhegos, e 3,34 % trés ninhegos (Fig. A3c). Esses ninhos se referem a cinco colénias:
Tucum (16,68%), Porto da Fazenda (36,67%), Praialzinho (36,67%), Segala (8,34%), e
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Presidente (1,64%) (Figura A3c). Os ninhegos de garca-branca-grande do Pantanal

constituiram 34 pares de supostos irmaos.
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Figura A3. Descricdo da amostra analisada em termos do nimero de ninhos de garca-branca-
grande com um, dois, trés e quatro ninhegos, nas coldnias do: a) Amapa, b) Rio Grande do Sul,

e ¢) Pantanal, em 2007 e 2008.
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Apéndice B
Procedimento de extracdo de DNA das amostras de sangue e pena canhéao

Amostras de 20 pl de sangue ou o contetdo do raquis das penas canhdo foram
incubados em banho-maria a 55°C por 12-16 horas, com 220 pl de tampéo de lise TNE
(50 mM Tris-HCI, pH 8,5 25°C; 100 mM NaCl; EDTA 6,3 mM pH 7,5 25°C) e 10 pl de
Proteinase K (10 mg/ ul) (USB Corporation, Cleveland, OH, EUA). O isolamento do
DNA gendmico iniciou-se com a adicdo de 250 pl de Fenol (USB Corporation,
Cleveland, OH, EUA) em cada tubo, seguida de agitacdo manual suave por 10 min.
Posteriormente, a mistura foi centrifugada por 10 min. a 11.988 g (12.000 rpm), ap6s o
qual a fase superior da solucdo (sobrenadante) foi transferida para um tubo de 2,0 ml
esteril e misturada com uma solucéo de Fenol-Cloroférmio (1:1) (250 ul de solugdo por
tubo) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Repetiram-se 0s passos de agitacdo e
centrifugacdo acima descritos. A fase superior da solucdo resultante ap6s centrifugacéo
foi transferida para um novo tubo estéril e acrescida de 250 pl de ma mistura de
Cloroformio-Alcool Isoamilico (24:1) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Apds
vagarosa agitacdo por 10 min. e centrifugacdo por 10 min. a 11.988 g, os sobrenadantes
resultantes desse ultimo passo foram transferidos para tubos limpos, aos quais se
adicionou Acetato de Sodio 3M (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) (10% do volume
final) e Etanol Absoluto gelado (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) (250% do
volume final). Apos leve agitacdo, a mistura foi deixada em freezer a -20°C durante 12
horas (ou uma noite) para que o DNA precipitasse. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada por 30 min. a 12.000 rpm em centrifuga refrigerada (modelo 5417R
Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) para que precipitado de DNA ficasse no fundo
do tubo. O sobrenadante resultante deste ultimo passo (alcool) foi descartado e o
precipitado deixado a temperatura ambiente a fim de que o restante do Etanol
evaporasse. Apds esse processo foram acrescentados entre 100 e 200 pl, dependendo do
tamanho do precipitado, de dgua deionizada estéril para colocar 0 DNA em solugdo. A
possivel ocorréncia de contaminacdo durante o procedimento de extracdo de DNA foi
monitorada colocando, em cada conjunto de extracdes realizado, um tubo sem material
bioldgico, ao qual se efetuaram os mesmos procedimentos que aos demais tubos. A
manipulagdo de reagentes quimicos toxicos e/ou daninhos a saude foi realizada dentro
de uma capela de exaustdo e utilizando-se avental de protecdo individual e luvas

descartaveis.

157



Mifio, CI Apéndices

Apéndice C
Descricdo da metodologia de marcacéo fluorescente dinamica

A metodologia de marcacdo fluorescente dindmica envolve a adi¢do da sequencia M13 (5°-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3") ao iniciador forward especifico do par de
oligonucleotideos iniciadores que se quer marcar (STEFFENS et al., 1993; OETTING et al.,
1995). Na reacdo de PCR, os iniciadores forward e reverse sdo utilizados em conjunto com
um iniciador que possui a sequencia M13, conjugada a um fluorocromo na porcdo 5°. Esse
ultimo iniciador € a Unica fonte de fluorescéncia, e pode ser utilizado em combinacdo com
quaisqueer iniciador forward que tenha a sequencia M13, para gerar um produto de
amplificacdo fluorescente (ver Figura 24). Os produtos de PCR obtidos com os iniciadores
com a “cauda” M13 sdo exatamente equivalentes aqueles obtidos com os iniciadores sem a
sequencia M13, como demonstrado para mais de 40 marcadores investigados por Boutin-
Ganache e cols. (2001). Essa metodologia permite reduzir custos financeiros, aumentar a
especificidade e diminuir o tempo de trabalho no laboratério, pois permite padronizar reacdes
nas quais mais de um marcador é amplificado numa Unica reacdo (BOUTIN-GANACHE et
al., 2001). A concentragao final do iniciador com a “cauda” M13 (forward) na PCR deve ser
inferior @ metade da concentracdo do iniciador reverse e do iniciador “universal”, para
garantir que, durante os primeiros ciclos da reacdo, o fragmento amplificado seja o especifico
do loco de microssatélite. Nesse protocolo o iniciador universal M-13 serd incorporado aos
fragmentos somente depois que o iniciador forward-M13 fosse completamente utilizado. Nas
reacOes de amplificacdo dos marcadores em garca-branca-grande, com volume final de 15 ul
foram incluidos: tampéo para PCR [75 mM Tris HCL pH 9,0 25°C; 50 mM KCL; 20 mM
(NH,4)2SO,. (Biotools B&M Labs, S.A., Madrid, Espanha)], 1,5 mM MgCl,, 0,25 mM dNTPs
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK), 1U Tag DNA Polimerase (Biotools B&M
Labs, S.A., Madrid, Espanha), 0,20 uM do iniciador forward com adi¢do da sequencia M13,
0,80 uM do iniciador reverse, 0,80 uM do iniciador M-13 (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-
3’) com marcacao fluorescente varidvel (TET, HEX ou FAM; Alpha DNA, Montreal,
Quebec, Canada) e aproximadamente 100 ng de DNA gendémico como molde. Para a
hibridacdo do iniciador forward-M13 conjugado com o fluorocromo o programa de
amplificacdo requer a adi¢éo de oito ciclos finais a 53°C para (SCHUELKE 2000; e Fig. 24).
Dessa forma, a amplificagéo seguiu o seguinte programa: 94°C por 5 min.; 30 ciclos de: 94°C
por 30 s., temperatura de hibridacdo especifica do iniciador usado por 45 s. com reducdo de
0,1°C por ciclo (touchdown) e 72°C por 45 s.; oito ciclos de: 94°C por 30 s., hibrida¢do do
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iniciador M13-fluorocromo por 45 s. a 53°C e extensdo a 72°C por 45 s.; seguida de um passo
final de extensdo a 72°C por 10 min., e posterior manutencdo dos tubos a 4°C até a sua

retirada do aparelho termociclador.

’ %—»
Iniciador forward com "cauda” M13(-21) no extremo 5°

- —N Iniciador reverse

$Fas
C BaEs 5y g Iniciador "universal” M13(-21) conjugado com FAM
D
5 S oNa Y7774 CACA CACA R Termplate DNA ——s—3"

—Y

E I By g By

R W27 CACA.....(CA),.....CACA RN+

I

E

CACA R\

Figura C1. Esquema representativo de uma reacdo de amplificacdo de um fragmento de DNA realizada com
iniciadores com adicdo da sequencia M13. Durante os primeiros ciclos de amplificagéo, o iniciador marcado com
a sequencia M13 é incorporado ao produto de PCR (D). Esses produtos séo alvos de hibrida¢do com o iniciador
marcado com o fluorocromo (na figura, FAM), o qual é incorporado ao produto de amplificacdo durante os
Gltimos ciclos da PCR a 53 °C (E). O produto final de amplificacdo pode ser analisado em um sistema de
detecdo laser (F). (Figura adaptada de Schuelke 2000, Nature Biotechnology, 18: 233-234).
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Apéndice D

Gréaficos de distribuicdo dos valores de parentesco genético (r) par-a-par, estimados pelos
indices de Queller e Goodnight (1989) (Q&G) e de Lynch e Ritland (1999) (L&R), para 1.000
pares simulados de individuos nédo relacionados (UR), meio-irm&os (HS), e irmaos-completos
(FS), e para os pares de ninhegos amostrados dentro dos mesmos ninhos em colbnias
reprodutivas de cabeca-seca (Mycteria americana), colhereiro (Platalea ajaja) e garca-
branca-grande (Ardea alba) do Amap4, Pantanal e Rio Grande do Sul, Brasil. As simulagdes

fizeram-se com base nas frequéncias alélicas em locos de microssatélites observadas para

cada populacdo e espécie.
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Figura D1. Distribuigéo dos valores de parentesco par-a-par de Q&G para pares simulados de
Mycteria americana, com base nas frequéncias alélicas observadas no Estado do Amapa.

Observados: "@=: FS: '0'; HS: = UR: =O=.
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Figura D2. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de L&R para pares simulados de
Mycteria americana, com base nas frequéncias alélicas observadas no Estado do Amapa.

Observados: "@=: FS: 'O'; HS: = UR: =O=.
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Figura D3. Distribuigéo dos valores de parentesco par-a-par de Q&G para pares simulados de
Mycteria americana, com base nas freqliéncias alélicas observadas no Pantanal. Observados:
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Figura DA4. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de L&R para pares simulados de
Mycteria americana, com base nas frequéncias alélicas observadas no Pantanal. Observados:

*; FS: '0'; HS: '|:|'; UR: =O=.
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Figura D5. Distribuigéo dos valores de parentesco par-a-par de Q&G para pares simulados de
Platalea ajaja, com base nas freqiiéncias alélicas observadas no Estado do Amapa.

Observados: "“@=: FS: '0'; HS: = UR: =O=.
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Figura D6. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de L&R para pares simulados de
Platalea ajaja, com base nas freqiéncias alélicas observadas no Estado do Amapa.

Observados: "@=: FS: '0'; HS: = UR: =O=.
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Figura D7. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de Q&G para pares simulados de
Platalea ajaja, com base nas freqliéncias alélicas observadas no Estado do Rio Grande do Sul.

Observados: "@=: FS: <O Hs: == UR: =O=.
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Figura D8. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de L&R para pares simulados de
Platalea ajaja, com base nas frequéncias alélicas observadas no Estado do Rio Grande do Sul.

Observados: "@=: FS: 'O'; HS: = UR: =O=.
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Figura D9. Distribuigédo dos valores de parentesco par-a-par de Q&G para pares simulados de
Platalea ajaja, com base nas frequiéncias alélicas observadas no Pantanal. Observados: =@:

FS: '0'; HS: == UR: =O=.
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Figura D10. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de L&R para pares simulados
de Platalea ajaja, com base nas frequiéncias alélicas observadas no Pantanal. Observados:
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Figura D11. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de Q&G para pares simulados
de Ardea alba egretta, com base nas frequéncias alélicas observadas no Pantanal.

Observados: =@=: FS:

'O'; HS: '|:|'; UR: =O=.
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Figura D12. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de L&R para pares simulados
de Ardea alba egretta, com base nas frequéncias alélicas observadas no Pantanal.

Observados: "@=: FS: < Hs: == UR: =O=.
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Figura D13. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de Q&G para pares simulados
de Ardea alba egretta, com base nas frequéncias alélicas observadas no Estado do Rio Grande

do Sul. Observados: "@=: FS: 'O'; HS: = UR: =Om.
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Figura D14. Distribuicdo dos valores de parentesco par-a-par de L&R para pares simulados
de Ardea alba egretta, com base nas frequéncias alélicas observadas no Estado do Rio Grande

do Sul. Observados: "@=: FS: 'O'; HS: = UR: =O=.
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Apéndice E

Pares de ninhegos de cabeca-seca, colhereiro e gar¢a-branca grande amostrados dentro dos
mesmos ninhos em coldnias reprodutivas do Estado do Amap4, Pantanal e do Estado do Rio
Grande do Sul (Brasil) e cujos padrdes de relacionamento genético foram estimados com base
no uso de marcadores moleculares e metodologias de méxima verossimilhanca, reconstrucdo

de relacionamentos e testes de hipdteses.

Tabela E1. Pares de ninhegos de cabeca-seca (Mycteria americana) amostrados dentro de
ninhos em coldnias reprodutivas do Estado do Amapa, Brasil, analisados para parentesco
genético. Para cada par, mostra-se o0 valor de parentesco genético (indice de Queller e
Goodnight, 1989; Q&Gr), a categoria de relacionamento mais provavel identificada por
méaxima verossimilhanca (ML-R), o valor de probabilidade (P) do teste de hipoteses para se
estabelecer a significancia dessa categoria (Hp: hipdtese putativa; Ha: hipotese alternativa).
Um valor pequeno de P indica que a Hp esta mais de acordo com os dados do que a HA; valor
do score para reconstrugéo de relacionamentos pelo programa PEDIGREE (Herbinger, 2006) e
valor de probabilidade de reconstrucdo de FS pelo programa CoLONY (Jones e Wang, 2009).
Todas as estimativas calcularam-se com base nas freqliéncias alélicas observadas em nove
locos de microssatélites. NA: Nao aplicavel.

Ninho Par Q&Gr | ML-R | P(Ho/H,) | PEDIGREE®’ | CoLoNY* | Relac.
#1 L73-L75 | -0,2070 | UR** | UR/FS0,006 | 0,047 NA

#1 L74-L73 | -0,4175 UR | UR/FS0,054 | 0,243 NA

#1 L74—L75 | 04752 FS* | FS/UR0,043 | 4,819 NA

#2 L76 —L77 | 0,3456 FS FS/UR0,156 | 1,125 NA

#2 L76 —L78 | -0,1200 | UR* | UR/FS0,029 | 0,154 NA

#2 L77-L78 | 0,1994 HS HS/FS 0,185 0,826 NA

#3 L79-180 [ -0,2300 | UR* | UR/FS0,078 | 0,081 NA

#3 L79-181 | -0,1410 UR | UR/FS0,058 | 0,293 NA

#3 L80—L81 | 04274 HS HS/FS 0,182 1,665 NA

#4 L83-184 [ 01340 | UR* | UR/FS0,033| 0,179 NA

#4 182183 | 0,1843 HS | HS/FS 0,286 1,062 NA

#4 L82—-184 | 0,3899 HS HS/FS 0,209 0,895 NA

#5 L85-186 | -0,1110 | UR** [ UR/FS0,008 | 0,058 NA

#6 L87—-189 [ -0,0320 | UR** | UR/FS0,013 | 0,067 NA

#6 L88—L87 | 03779 HS HS/FS0,140 | 0,872 NA

#6 L88—L89 | 0,1360 HS HS/FS 0,284 2,997 NA

#7 L90—-191 | -0,621 | UR** | UR/FS0,000 | 0,012 NA UR
#8 L92-193 | -0,338 | UR** [ UR/FS0,000| 0,013 NA

#9 L94—-196 | 00630 | UR** | UR/FS0,011 | 0,094 NA

#9 L95-196 [ 01030 | UR* [ UR/FS0,031| 0,488 NA

#9 L94-195 | 03517 FS UR/FS 0,089 | 0,400 NA

#10 L97-198 [ -0,3120 | UR** [ UR/FS0,000 | 0,004 NA UR
#10 L98—-199 [ 00470 | UR* [ UR/FS0,031| 0,155 NA

#10 L97-199 | 0,3944 HS HS/FS 0,265 1,046 NA

#11 | L101-L102 | -0,1790 | UR** | UR/FS0,037 | 0,066 NA

#11 | L101-L103 | -0,2510 | UR** | UR/FS0,000 | 0,046 NA

#11 | L102-1103 | -0,1201 UR | UR/FS0,009 | 2450 NA
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#12 L104 - L105 | 0,1010 UR* UR/FS 0,032 0,175 NA

#12 L104 - L.106 | 0,3454 UR UR/FS 0,085 0,398 NA

#12 L105- 1106 | 0,0913 HS HS/FS 0,141 0,585 NA

#13 L107 - 1108 | -0,1640 UR** | UR/FS 0,003 0,024 NA

#14 L109- 1110 | -0,5170 UR** | UR/FS 0,003 0,024 NA

#15 L111-1112 | -0,5450 | UR*** | UR/FS 0,000 0,034 NA UR
#15 L111-1113 | -0,2950 UR** | UR/FS 0,015 0,078 NA

#15 L112-1113 | 0,0500 UR** | UR/FS 0,013 0,074 NA

#16 L114-1115| 0,6791 FS* FS/UR 0,017 8,772 1,000

#16 L114-1116 | 0,6295 FS* FS/UR 0,024 3,276 NA

#16 L115- 1116 | 0,4585 FS FS/UR 0,125 1,156 NA

#17 L117-1118 | -0,2820 UR** | UR/FS 0,011 0,231 NA

#17 L117-1119 | -0,3290 UR* UR/FS 0,001 0,005 NA

#17 L118-1119 | 0,1697 UR* UR/FS 0,012 1,343 NA

#18 L120-1121 | 0,2030 HS* UR/FS 0,024 0,145 NA

#19 L123-1124 | -0,0250 UR* UR/FS 0,019 0,101 NA

#20 L125—- L1126 | 0,0140 UR** | UR/FS 0,015 0,091 NA

#21 L127 - 1128 | -0,6050 UR** | UR/FS 0,013 0,153 NA

#22 L129-1131 | -0,2830 UR** | UR/FS 0,002 0,621 NA

#22 L129-1130 | 0,2210 FS FS/UR 0,233 0,026 NA

#22 L130-L131 | -0,0002 UR UR/FS 0,052 1,037 NA

#23 L132-1134 | 0,0150 UR** | UR/FS 0,016 0,087 NA

#23 L132 -1133 | -0,3866 UR UR/FS 0,081 0,365 NA

#23 L132-1135 | -0,2280 UR** | UR/FS 0,016 0,088 NA

#23 L133-1134 | 0,0330 UR* UR/FS 0,041 0,184 NA

#23 L134-1135 | 0,2080 HS* UR/FS 0,044 0,212 NA

#23 L133-L135 | 0,5160 FS FS/UR 0,067 2,501 NA

#24 L137-1L138 | 0,1520 HS* UR/FS 0,042 0,214 NA

#24 L136 - 1137 | -0,2140 UR UR/FS 0,064 0,295 NA

#24 L136 - 1138 | -0,0440 UR UR/FS 0,070 0,345 NA

#25 L139 - 1140 | 0,1040 HS* UR/FS 0,016 0,113 NA

#26 L141 1142 | -0,3700 UR** | UR/FS 0,003 0,074 NA

#26 L141 -1143 | 0,2760 HS* UR/FS 0,038 0,564 NA

#26 L142 - 1143 | -0,1590 HS HS/FS 0,088 0,086 NA

#27 L144 — 1145 | -0,0850 UR** | UR/FS 0,004 0,035 NA

#27 L145- 1146 | -0,3700 | UR*** | HS/FS 0,204 0,032 NA UR
#27 L145 - 1147 | -0,3360 UR** | UR/FS 0,003 0,090 NA

#27 L144 - 1146 | 0,6210 HS HS/FS 0,204 1,860 NA

#27 L146 — L147 | 0,2938 FS* FS/UR 0,034 0,481 NA

#27 L144 — 147 | 0,1146 UR UR/FS 0,068 0,773 NA

#28 L148 —L149 | 0,2092 HS HS/FS 0,060 0,562 NA

#29 L150 - L151 | -0,5630 | UR*** | UR/FS 0,000 0,004 NA UR
#29 L150-L152 | -0,8600 | UR*** | UR/FS 0,000 0,005 NA UR
#29 L151 - L1152 | 0,1415 UR* FS/UR 0,018 0,602 NA

#30 L154 — L155 | -0,2070 UR* UR/FS 0,045 0,268 NA

#30 L153 - L154 | 0,7929 FS* FS/UR 0,016 9,637 1,000

#30 L153 - L155 | -0,1267 UR UR/FS 0,057 0,360 NA

#31 L156 — L157 | 0,0420 UR* UR/FS 0,033 0,191 NA

#31 L156 — L158 | 0,0030 UR* UR/FS 0,025 0,189 NA

#31 L157 - L158 | -0,4240 | UR*** | UR/FS 0,000 0,012 NA UR
#32 L159 - L160 | 0,0020 UR** | UR/FS 0,015 0,095 NA

#32 L159 - L161 | -0,2620 | UR*** | UR/FS 0,000 0,011 NA UR
#32 L160- 1161 | 0,8418 FS** FS/UR 0,004 20,132 0,896 FS
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#33 L163-1164 | 0,1270 UR* UR/FS 0,034 0,224 NA

#33 L162 - 1L163 | 0,5479 FS** FS/UR 0,007 19,529 0,959 FS
#33 L162-1164 | 0,1098 UR** | UR/FS 0,007 0,391 NA

#34 L168 - L169 | -0,1530 UR** | UR/FS 0,005 0,049 NA

#35 L170-L171 | -0,4650 | UR*** | UR/FS 0,000 0,009 NA UR
#36 L173-1L174 | -0,4640 UR** | UR/FS 0,001 0,012 NA

#37 L175-L1L176 | -0,5070 UR** | UR/FS 0,001 0,014 NA

#38 L182-1183 | 0,2030 HS* UR/FS 0,023 0,165 NA

#39 L177-1178 | 0,2785 FS FS/UR 0,075 2,771 NA

#40 L179-1180 | 0,4448 FS* FS/UR 0,014 4,832 NA

#41 L182-1.184 | -0,4790 UR** | UR/FS 0,001 0,008 NA

#41 L183-1184 | -0,5010 UR** | UR/FS 0,013 0,090 NA

#41 L182 -1.183 | 0,1156 UR* UR/FS 0,030 0,165 NA

#42 L185-1186 | 0,0000 UR* UR/FS 0,015 0,099 NA

#43 L189 - 1190 | -0,2800 UR** | UR/FS 0,001 0,020 NA

#44 L191-1192 | -0,5320 | UR*** | UR/FS 0,000 0,003 NA UR
#45 L193-1194 | -0,1090 UR* UR/FS 0,039 0,175 NA

#46 L195- 1196 | -0,1632 HS HS/FS 0,088 0,518 NA

#AT L197-1198 | 0,3228 FS FS/UR 0,076 0,867 NA

#48 L199 - L.200 | -0,0030 UR* UR/FS 0,027 0,146 NA

#48 L199 1201 | 0,1060 UR* UR/FS 0,031 0,175 NA

#48 L200—-L201 | 0,7878 FS* UR/FS 0,047 3,721 NA FS
#49 L203-1204 | 0,1070 UR* UR/FS 0,020 0,151 NA

#50 L206 — L207 | 0,3852 FS** FS/UR 0,004 17,380 0,853 FS
#51 L209 - L210 | -0,4750 | UR*** | UR/FS 0,000 0,011 NA UR
#52 L214 - 1216 | -0,4030 | UR*** | UR/FS 0,000 0,005 NA UR
#53 L230—-L231 | 0,7906 FS FS/UR 0,001 13,754 1,000 FS
#54 L232-1233 | 0,2828 UR UR/FS 0,078 0,054 NA

#55 L212 - L213 | 0,2727 FS* FS/UR 0,033 1,042 NA

#56 L217-1218 | -0,6240 UR** | UR/FS 0,004 0,037 NA

#57 L219 - 1220 | -0,0160 UR* UR/FS 0,022 0,110 NA

#57 L219 1221 | -0,1430 UR** | UR/FS 0,001 0,016 NA

#57 L220-1221 | 0,5154 HS HS/FS 0,263 1,057 NA

#58 L222 -1223 | 0,0180 UR* UR/FS 0,015 0,228 NA

#58 L222 —1L.224 | 0,3304 HS HS/FS 0,056 1,425 NA

#58 L223 - 1224 | 0,2434 UR* UR/FS 0,016 3,202 NA

#59 L226 — L227 | -0,1630 UR** | UR/FS 0,012 0,224 NA

#59 L226 — L.228 | -0,1600 UR** | UR/FS 0,001 0,040 NA

#59 L227 - 1228 | 0,4986 FS** FS/UR 0,001 1,893 0,854

#60 L235-01L236 | -0,2380 UR** | UR/FS 0,001 0,013 NA

#61 L237 - 1238 | -0,1430 UR** | UR/FS 0,002 0,024 NA

#62 L239 - 1240 | 0,5397 FS* FS/UR 0,002 1,067 NA

#62 L239-1241 | 0,1662 UR UR/FS 0,152 0,007 NA

#62 L240-1241 | 0,3381 FS* FS/UR 0,014 1,098 NA

#63 L242 — L.243 | -0,1390 UR** | UR/FS 0,011 0,078 NA

#63 L242 — L.244 | -0,5060 UR** | UR/FS 0,002 0,023 NA

#63 L243 — 1244 | -0,1493 HS HS/FS 0,162 1,055 NA

#64 L245 - L.246 | -0,1440 UR** UR/FS 0,003 0,027 NA

#64 L246 — L247 | 0,1587 FS FS/UR 0,104 1,516 NA

#64 L245 - 1247 | -0,3080 | URR*** | UR/FS 0,000 0,027 NA UR
#65 L249 —L.250 | 0,2834 UR UR/FS 0,058 0,315 NA

#66 L251 - 1252 | 0,0532 UR UR/FS 0,053 0,298 NA

#67 L253 - 1254 | 0,1890 HS* UR/FS 0,033 0,190 NA
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#68 L255-1256 | -0,3680 | UR** | UR/FS 0,003 0,032 NA
#68 L255-1257 | -0,1730 | URR*** | UR/FS 0,000 0,009 NA UR
#68 L256 — L257 | 0,3320 HS HS/FS 0,289 4,816 NA
#69 L259 - 1L.260 | -0,6110 | URR*** | UR/FS 0,000 0,010 NA UR
#70 L261 - L262 | 0,5267 FS* FS/UR 0,015 11,707 1,000 FS
#70 L261 - L263 | 0,3536 FS* FS/UR 0,053 3,868 1,000 FS
#70 L262-1263 | 0,9990 | FS*** | FS/UR 0,000 15,724 1,000 FS
#71 L264 - 1L.265 | -0,0720 | UR** | UR/FS 0,003 0,034 NA
#12 L267 - L268 | -0,2380 | UR** | UR/FS 0,004 0,035 NA
#73 L272-1273 | -0,1740 | UR** | UR/FS 0,003 0,029 NA
#74 L274-L275 | 0,0470 UR** | UR/FS 0,001 0,005 NA
#75 L279 - L280 | -0,4890 folalel UR/FS 0,000 0,008 NA UR
#76 L277-1L278 | 0,0905 UR HS/FS 0,231 0,009 NA
#17 L283 —L284 | -0,1450 UR UR/FS 0,052 0,316 NA
#78 L285-L286 | -0,3081 UR UR/FS 0,099 0,518 NA
#79 L287 -L288 | 0,1032 UR* FS/UR 0,048 3,219 NA
#80 L289-1290 | -0,4710 | UR** | UR/FS 0,001 0,021 NA
#81 L291-1292 | -0,0820 UR* UR/FS 0,022 0,106 NA

8§ Os valores do programa PEDIGREE correspondem a FS ou HS, dependendo do par analisado (valor minimo,
amostras provavelmente ndo-relacionadas: para FS, = 0,00005, para HS = 0,0102; valor maximo, amostras
provavelmente relacionadas: para FS = 11663,6868, para HS = 177,4476);

1 Somente os valores de probabilidade para pares de FS reconstruidos com sucesso estdo disponiveis no
programa COLONY.

Tabela E2. Pares de ninhegos de cabeca-seca (Mycteria americana) amostrados dentro de
ninhos em col6nias reprodutivas do Pantanal brasileiro, analisados para parentesco genético.
Para cada par, mostra-se o valor de parentesco genético (indice de Queller e Goodnight, 1989;
Q&Gr), a categoria de relacionamento mais provavel identificada por maxima
verossimilhanga (ML-R), o valor de probabilidade (P) do teste de hipGteses para se
estabelecer a significancia dessa categoria (Hp: hipdtese putativa; Ha: hipotese alternativa).
Um valor pequeno de P indica que a Hp esta mais de acordo com os dados do que a HA; valor
do score para reconstrucdo de relacionamentos pelo programa PEDIGREE (Herbinger, 2006) e
valor de probabilidade de reconstrucdo de FS pelo programa CoLONY (Jones e Wang, 2009).
Todas as estimativas calcularam-se com base nas frequéncias alélicas observadas em nove
locos de microssatélites. NA: N&o aplicavel.

Ninho Par Q&Gr ML-R P(Hp/ Hp) PEDIGREE® | COLONY * | Relac.
#1 A041 - A042 | -0,1705 U* UR/FS 0,009 0,282 NA

#2 A046 — A047 | 0,2566 HS HS/FS 0,563 1,501 NA

#3 A048 — A049 | 0,0107 UR* UR/FS 0,027 0,032 NA

#4 A052 — A054 | -0,5596 | UR** | UR/FS 0,007 0,062 NA

#5 A058 — A059 | -0,2824 UR* UR/FS 0,020 0,133 NA

#6 A060 — A061 | -0,3873 | UR** | UR/FS 0,007 0,048 NA

#7 A062 — A063 | -0,3709 | UR** | UR/FS 0,000 0,074 NA

#8 A076 — A079 | -0,9777 | UR*** | UR/FS 0,000 0,002 NA UR
#9 A077 — A078 | -0,7724 | UR*** | UR/FS 0,000 0,007 NA UR
#10 A080 - A081 | -0,7787 | UR** | UR/FS 0,000 0,083 NA

#11 A003 - A004 | -0,5402 | UR** | UR/FS 0,003 0,052 NA

#12 A010 - A011 | -0,2356 | UR** | UR/FS 0,048 0,026 NA

#13 A012 — A013 | -0,0450 UR UR/FS 0,063 0,013 NA

#14 A017 — A018 | -0,0634 UR* UR/FS 0,020 0,009 NA

#15 A024 — A023 | -0,3650 UR UR/FS 0,083 0,031 NA

#16 A025 — A026 | 0,0061 UR* UR/FS 0,023 0,162 NA
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#17 A027 — A028 | -0,0567 UR* UR/FS 0,008 0,093 NA
#18 All7 - All6 | -0,212 UR** | UR/FS 0,006 0,006 NA
#19 Al120 - A119 | 0,0648 UR* UR/FS 0,032 0,127 NA
#20 Al122 — A123 | 0,0997 UR* UR/FS 0,031 0,177 NA
#21 Al24 - A125 | 0,3521 FS FS/UR 0,144 2,774 NA
#22 Al155 - A156 | -0,4181 UR* FS/UR 0,049 0,193 NA
#22 Al154 - A156 | 0,2536 HS HS/FS 0,23 1,212 NA
#22 A155 - Al154 | 0,4561 FS* FS/UR 0,049 2,684 NA
#23 Al64 — A165 | 0,0506 UR* UR/FS 0,028 0,178 NA
#24 Al70 - A169 | -0,008 UR** | UR/FS 0,003 0,023 NA
#25 Al72 - A173 | 0,1275 HS* UR/FS 0,033 0,156 NA
#26 Al76 — A177 | -0,2546 UR UR/FS 0,061 0,472 NA
#27 A185 - Al186 | -0,8415 UR* UR/FS 0,012 0,564 NA
#28 T03-T04 -0,096 UR UR/FS 0,054 0,257 NA
#29 T11-T12 0,5722 FS FS/UR 0,115 3,384 NA
#30 T16-T17 | -0,4711 UR* UR/FS 0,046 0,243 NA
#31 T22-T23 | -0,2582 | UR*** | UR/FS 0,001 0,048 NA UR
#32 T38-T39 | -0,1285 | UR** | UR/FS 0,008 0,049 NA
#33 T230-T231 | -0,1979 | UR** | UR/FS 0,005 0,035 NA
#34 T237-T238 | -0,1305 | UR** | UR/FS 0,008 0,051 NA
#35 T240-T241 | 0,4544 HS HS/FS 0,188 0,067 NA
#36 T244 —T245 | -0,5269 | UR** | UR/FS 0,000 0,003 NA
#37 T250-T251 | -0,2486 | UR** | UR/FS 0,002 0,031 NA
#38 T254 -T255 | 0,8280 FS* FS/UR 0,045 3,442 NA
#39 T257-T258 | 0,1434 UR* UR/FS 0,038 0,245 NA
#40 T259-T260 | 0,3055 FS* FS/UR 0,045 0,862 NA
#41 T270-T271 | 0,3416 FS FS/U 0,057 1,840 NA

8 Os valores do programa PEDIGREE correspondem a FS ou HS, dependendo do par analisado (valor minimo,
amostras provavelmente ndo-relacionadas: para FS, = 0,00001, para HS = 0,0159; valor maximo, amostras
provavelmente relacionadas: para FS = 2939,7257, para HS = 37,3238);

1 Somente os valores de probabilidade para pares de FS reconstruidos com sucesso estdo disponiveis no
programa COLONY.

Tabela E3. Pares de ninhegos de colhereiro (Platalea ajaja) amostrados dentro de ninhos em
col6nias reprodutivas do Estado do Amap4, Brasil, analisados para parentesco genético. Para
cada par, mostra-se o valor de parentesco genético (indice de Queller e Goodnight, 1989;
Q&Gr), a categoria de relacionamento mais provavel identificada por maxima
verossimilhanga (ML-R), o valor de probabilidade (P) do teste de hipoGteses para se
estabelecer a significancia dessa categoria (Hp: hipdtese putativa; Ha: hipoGtese alternativa).
Um valor pequeno de P indica que a Hp esta mais de acordo com os dados do que a HA; valor
do score para reconstrugédo de relacionamentos pelo programa PEDIGREE (Herbinger, 2006) e
valor de probabilidade de reconstrucdo de FS pelo programa CoLONY (Jones e Wang, 2009).
Todas as estimativas calcularam-se com base nas frequéncias alélicas observadas em cinco
locos de microssatélites. NA: Néo aplicavel.

Ninho Par Q&Gr ML-R P(Hp/ Hp) PEDIGREE® | COLONY * | Relac.
1 M121-M120 | 0,0997 UR UR/FS 0,0291 0,196 NA

1 M120-M119 | -0,2578 | yr* | UR/FS0,0128 0,005 NA

1 M121-M119 | -0,2579 | yr* | UR/FS0,0286 0,004 NA

2 M123-M122 | -0,0749 | yr* | UR/FS0,0087 0,081 NA

3 M145-M144 | 0,8167 | Es** | FS/URO0,0112 | 56,510 0,990 FS
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3 M146-M144 0,3134 HS FS/UR 0,0271 1,803 NA

3 M146-M145 0,1782 HS FS/UR 0,0953 0,810 NA

4 M154-M153 | 0,1708 HS HS/FS 0,3354 1,059 NA

5 M158-M157 | -0,1145 | yR** UR/FS 0,001 0,007 NA

6 M175-M173 0,1919 HS FS/UR 0,0865 1,129 NA

6 M175-M174 0,4652 FS* FS/UR 0,0221 4,675 0,229

6 M174-M173 0,3711 FS FS/UR 0,0865 0,606 NA

7 M181-M180 | 0,9900 FS*** | FS/UR 0,0000 | 2006,495 1,000 FS
8 M183-M182 | 0,2097 UR UR/FS 0,0038 0,009 NA

9 M185-M184 | -0,2578 | yr** | UR/FS 0,0023 0,024 NA

10 M246-M245 | -0,1349 UR* UR/FS 0,0366 0,166 NA

11 M307-M306 | -0,0637 UR UR/FS 0,0188 0,178 NA

12 M310-M309 | -0,1459 | yr#** | UR/FS 0,0053 0,029 NA

13 M315-M313 0,2702 UR* UR/FS 0,0274 0,212 NA

13 M314-M313 | 0,1802 HS FS/UR 0,0875 0,821 NA

13 M315-M314 0,0077 UR* UR/FS 0,0282 0,042 NA

14 M320-M319 | 0,9900 FS*** | FS/UR 0,0000 | 2542,181 1,000 FS
14 M321-M319 | 0,5679 | Es** | FS/UR0,0003 | 56,435 1,000 FS
14 M321-M320 0,5679 Fs** | FS/UR 0,0004 56,435 1,000 FS
15 M323-M322 | 0,4591 Fs** | FS/UR 0,0021 22,032 0,925 FS
16 M325-M324 | -0,1299 UR* UR/FS 0,0216 0,218 NA

17 M328-M327 | 0,8311 | gEs*** | FS/UR 0,0002 | 2686,353 1,000 FS
17 M328-M326 | -0,1641 UR* UR/FS 0,0022 0,058 NA

17 M327-M326 | -0,1641 | yr** | UR/FS 0,0003 0,020 NA

18 M333-M332 | -0,0652 UR* FS/UR 0,0641 0,087 NA

19 M336-M335 0,4657 HS HS/FS 0,3022 3,476 NA

19 M335-M334 | 0,4868 Fs** | FS/UR 0,0061 15,278 1,000 FS
19 M336-M334 0,3971 FS* FS/UR 0,0316 1,665 NA

20 M354-M353 0,4126 HS HS/FS 0,2831 0,700 0,008

21 M357-M356 0,1101 UR UR/FS 0,0762 3,134 NA

22 M361-M360 0,2428 UR FS/UR 0,0853 0,601 NA

22 M360-M359 | -0,0707 UR UR/FS 0,0660 0,086 NA

22 M361-M359 | -0,1640 | UR** | UR/FS 0,0044 0,043 NA

23 M364-M363 0,3711 FS FS/UR 0,0912 1,686 NA

23 M364-M362 0,3711 FS FS/UR 0,0886 1,171 NA

23 M363-M362 0,6514 Fs** | FS/UR 0,0021 12,175 1,000 ES
24 M369-M368 0,3711 FS FS/UR 0,1389 1,122 NA

24 M369-M367 0,1933 Hs** | FS/UR 0,0064 7,904 NA

24 M368-M367 | -0,2578 UR* UR/FS 0,0636 0,084 NA

25 M371-M370 | -0,0188 | yr** | UR/FS 0,0976 0,076 NA

26 M387-M385 0,4772 Fs** | UR/FS 0,0734 7,276 NA

26 M387-M386 | 0,3804 FS* FS/UR 0,0151 2,544 NA

26 M386-M385 0,1020 UR* UR/FS 0,0734 0,217 NA

27 M391-M390 | 0,5017 FS* FS/UR 0,0568 6,148 NA

27 M392-M390 | 0,4294 | Es**+ | FS/UR0,0085 | 6,611 0,541 FS
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27 M392-M391 | 0,0894 | UR* | HS/FS0,296 | 0,312 NA
28 M397-M396 | 0,5350 | Fs* | FS/UR0,0438 | 3,430 0,658 FS
28 M397-M395 | 0,2040 | pHs* | HS/FS0,041 | 2,408 NA
28 M396-M395 | 0,3791 | g+ | FS/URO0,0149 | 19,526 0,471 FS
29 M404-M403 | 0,3879 | fs* | FS/UR0,0289 | 2,051 NA
30 M413-M412 | 0,6271 | fFs* | FS/UR0,0429 | 4,864 0,975 FS

§ Os valores do programa PEDIGREE correspondem a FS ou HS, dependendo do par analisado (valor minimo,
amostras provavelmente ndo-relacionadas: para FS, = 0,00009, para HS = 0,0312; valor maximo, amostras
provavelmente relacionadas: para FS = 2686,3533, para HS = 66,9700);

1 Somente os valores de probabilidade para pares de FS reconstruidos com sucesso estdo disponiveis no
programa COLONY.

Tabela E4. Pares de ninhegos de colhereiro (Platalea ajaja) amostrados dentro de ninhos em
colbnias reprodutivas do Pantanal brasileiro, analisados para parentesco genético. Para cada
par, mostra-se o valor de parentesco genético (indice de Queller e Goodnight, 1989; Q&Gr), a
categoria de relacionamento mais provavel identificada por maxima verossimilhanca (ML-R),
o valor de probabilidade (P) do teste de hipdteses para se estabelecer a significancia dessa
categoria (Hp: hipotese putativa; Ha: hipotese alternativa). Um valor pequeno de P indica que
a Hp esta mais de acordo com os dados do que a HA; valor do score para reconstrucio de
relacionamentos pelo programa PEDIGREE (Herbinger, 2006) e valor de probabilidade de
reconstrucdo de FS pelo programa CoLONY (Jones e Wang, 2009). Todas as estimativas
calcularam-se com base nas frequéncias alélicas observadas em cinco locos de
microssatélites. NA: N&o aplicavel.

Ninho Par Q&Gr ML-R | P(He/H,) | PEDIGREE® | CoLONY* | Relac.
1 T34-T35 -0,1298 UR | UR/FS0,065 | 0,297 NA

2 T36-T37 -0,3618 | yr** | UR/FS0,008 | 0,078 NA

3 T59-T60 0,5183 FS FS/UR0,098 | 1,258 0,006

4 T74-T75 0,1415 FS FS/UR 0,087 | 1,237 NA

5 T80-T81 0,4948 FS FS/UR 0,064 | 0,340 NA

6 T99-T101 0,3610 FS FS/UR0,052 | 0,618 NA

6 T100-T101 | -0,0824 | yr** | UR/FS0,002 | 0,112 NA

6 T100-T99 -0,1967 HS | HS/FS0,067 | 1,488 0,716

7 T102-T103 0,6312 | fFs*** | FS/URO0,000 | 197,897 1,000 FS
8 T116-T117 05461 | gEg*** | FS/URO0,000 | 75,603 0,984 FS
9 T133-T134 0,3636 | Hs** | HS/FS0,001 | 2,413 NA

10 T136-T137 0,2032 HS* | HS/FS0,023 | 1,222 NA

11 T138-T139 0,0962 UR* | URIFS0,072 | 0,838 NA

12 T148-T149 0,7166 | Hg*** | HS/FS0,000 | 2,382 NA HS
13 T164-T165 0,6502 Fs* | FS/UR0,012 | 4,567 0,531 FS
14 T166-T167 0,1102 UR* | UR/FS0,031| 0,120 NA

15 T172-T173 0,2846 Fs* | FS/UR0,011 | 2,128 NA

15 T172-T174 | -0,0716 | yr* | UR/FS0,009 | 0,188 NA

15 T173-T174 0,5453 Fs** | FS/URO0,001 | 1,256 0,868 FS
16 T176-T177 0,5707 FS FS/UR0,072 | 0,920 0,002

17 T178-T180 0,3304 HS | HS/FS0,098 | 1,363 NA

17 T178-T179 | -0,4949 | yr*** | UR/FS0,000 | 0,027 NA UR

171



Mifio, CI Apéndices

17 | T179-T180 | -05439 | yrs** | UR/FS0,000 | 0021 | NA | yR |

§ Os valores do programa PEDIGREE correspondem a FS ou HS, dependendo do par analisado (valor minimo,
amostras provavelmente ndo-relacionadas: para FS, = 0,0017, para HS = 0,0426; valor maximo, amostras
provavelmente relacionadas: para FS = 197,8970, para HS = 24,0108);

1 Somente os valores de probabilidade para pares de FS reconstruidos com sucesso estdo disponiveis no
programa COLONY.

Tabela E5. Pares de ninhegos de colhereiro (Platalea ajaja) amostrados dentro de ninhos em
colbnias reprodutivas do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, analisados para parentesco
genético. Para cada par, mostra-se 0 valor de parentesco genético (indice de Queller e
Goodnight, 1989; Q&Gr), a categoria de relacionamento mais provavel identificada por
méaxima verossimilhanca (ML-R), o valor de probabilidade (P) do teste de hipdteses para se
estabelecer a significancia dessa categoria (Hp: hipétese putativa; Ha: hipotese alternativa).
Um valor pequeno de P indica que a Hp esta mais de acordo com os dados do que a HA; valor
do score para reconstrucdo de relacionamentos pelo programa PEDIGREE (Herbinger, 2006) e
valor de probabilidade de reconstrucéo de FS pelo programa CoLONY (Jones e Wang, 2009).
Todas as estimativas calcularam-se com base nas frequiéncias alélicas observadas em cinco
locos de microssatélites. NA: N&o aplicavel.

Ninho Par Q&Gr ML-R P(Ho/ Hy) | PEDIGREE® | COLONY * | Relac.
1 RS036-RS037 | 0,4085 Fs* | FS/UR 0,0699 2,360 NA FS
2 RS038-RS039 | -0,3787 | yr* | UR/FS0,0261 0,152 NA

3 RS040-RS041 | 0,3105 | Es** | FS/URO0,0502 | 4,003 NA

3 RS040-RS042 | -0,012 UR | FS/URO0,1012 0,382 NA

3 RS041-RS042 | 0,2806 HS* | FS/UR0,0633 2,222 NA

4 RS044-RS046 | 0,2991 FS FS/UR 0,1033 0,805 NA

4 RS044-RS045 | -0,5077 | yr*** | UR/FS0,003 0,036 NA UR
4 RS045-RS046 | -0,0856 | Hs* | HS/URO0,0929 | 3,041 NA

5 RS048-RS049 | 0,2354 | Fg*** | FS/UR 0,0579 1,521 NA

6 RS050-RS052 | -0,5369 | yr* | UR/FS0,0029 0,042 NA

6 RS050-RS051 | -0,5844 | yr** | UR/FS0,0103 0,071 NA

6 RS051-RS052 | 0,8536 | Es** | FS/URO0,0012 | 68,300 NA

7 RS053-RS054 | 0,6126 | Eg*** | FS/UR 0,0369 3,205 NA

8 RS060-RS062 | 0,1053 | Hs*** | FS/UR0,0139 | 18,337 NA

8 RS060-RS061 | -0,2368 | yr*** | FS/UR 0,0395 9,719 NA

8 RS061-RS062 | 0,1241 | Hg*** | HS/FS0,0146 | 19,047 NA HS
9 RS065-RS066 | -0,005 UR | UR/FS0,0272 0,151 NA

10 RS067-RS068 | 05711 | Es** | FS/UR0,0344 | 5,616 0.874 FS
10 RS067-RS069 | 0,2300 UR* | UR/FS0,0577 0,293 NA

10 RS068-RS069 | 05880 | Es** | FS/UR 0,0568 3,234 NA

11 RS070-RS073 | 0,1516 | yr* | UR/FS0,0267 0,172 NA

11 RS070-RS072 | -0,2766 UR | URJ/FS0,0445 0,254 NA

11 RS070-RS071 | -0,4226 | yr* | UR/FS0,0036 0,035 NA

11 RS071-RS072 | -0,0758 | Hs* | HS/IURO0,0504 | 2,737 NA

11 RS071-RS073 | -0,2308 | yr*** | UR/FS 0,0042 0,037 NA UR
11 RS072-RS073 | -0,7325 | yr*** | UR/FS 0,0000 0,002 NA UR
12 RS074-RS075 | 05822 | pg*** | HS/URO0,0374 | 2,793 0,976 FS
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13 RS076-RS077 | 05859 | pg+++ | FS/URO0,0000 | 211,314 0.810 FS
14 RS079-RS080 | 0,7455 | pg<+* | HS/UR 0,0504 | 56,161 0.030 FS
14 RS079-RS081 | -0,4915 | UR | HS/UR0,0810 | 0,196 NA
14 RS080-RS081 | -0,5027 | yr*** | UR/FS0,0004 | 0,012 NA UR
15 RS082-RS083 | -0,0705 | Hs* | HS/UR0,0580 | 2,671 NA
16 RS084-RS086 | 0,428 | UR | URIFS0,0500 | 0,268 NA
16 RS085-RS086 | -0,2963 | UR** | UR/FS0,0000 | 0,018 NA
16 RS085-RS084 | -0,3191 | yUR* | UR/FS0,0008 | 0,071 NA
17 RS087-RS090 | 0,3600 | yUR* | UR/FS0,0316 | 0,231 NA
17 RS087-RS088 | 0,3043 | Hs | FS/URO0,2688 | 1,252 NA
17 RS087-RS089 | 00102 | UR | UR/FS0,0308 | 0,235 NA
17 RS088-RS089 | 00673 | yUR* | UR/FS0,0402 | 0,250 NA
17 RS088-RS090 | -0,0577 | UR** | UR/FS0,0057 | 0,060 NA
17 RS089-RS090 | 05257 | pg+* | FS/URO0,0176 | 14,438 0.661 FS
18 RS091-RS092 | -0,5046 | UR* | UR/FS0,0033 | 0,030 NA
19 RS094-RS095 | -0,3547 | yUR* | UR/FS0,0110 | 0,070 NA
20 RS096-RS097 | 02255 | UR | UR/FS0,0153 | 0,105 NA
21 RS101-RS102 | 0,5657 FS | FSIUR0,1091 | 0,693 NA
22 RS107-RS108 | 0,4048 ES | FSIUR0,0134 | 1,090 NA
23 RS109-RS111 | 00173 | Hs | HS/FS0,0264 | 1,405 NA
23 RS109-RS110 | -0,4152 | yr*** | UR/IFS0,0006 | 0,018 NA UR
23 RS110-RS111 | 0,6258 | pg+* | FS/URO0,0016 | 114,015 1.000 FS
24 RS112-RS113 | -002 | uUR* | UR/IFS0,009 | 0,070 NA
25 RS114-RS115 | -0,7176 | yr*=** | UR/FS0,0000 | 0,006 NA UR
26 RS117-RS120 | 0,3798 | pg«+* | FS/URO0,0932 | 1,976 NA
26 RS117-RS118 | 0,3548 | pg«+* | FS/JURO0,0911 | 1,976 NA
26 RS117-RS119 | 02287 | Ur* | URIFS0,0128 | 0,113 NA
26 RS118-RS120 | 0,7946 | pg<<* | FS/JURO0,0036 | 27,251 0.935 FS
26 RS118-RS119 | -0222 | UR* | UR/IFS0,0084 | 0,076 NA
26 RS119-RS120 | 00142 | yRr* | HS/UR0,1936 | 3,456 NA
27 RS121-RS122 | 02030 | Ffs | FS/URO,1625 | 0,933 NA
28 RS123-RS124 | 0,1035 | pgex* | HS/URO0,2213 | 1,542 NA
29 RS125-RS126 | -0,3898 | Hs | HS/FS0,0524 | 1,099 NA
30 RS127-RS128 | 0,4793 | Esx | FS/URO0,0517 | 2,138 NA
31 RS133-RS134 | 00868 | UR* | UR/FS0,0069 | 0,065 NA
32 RS135-RS136 | -0,7412 | UR** | UR/FS0,0001 | 0,0017 NA
33 RS138-RS140 | 0,6502 | g+ | FS/URO0,0104 | 3,084 NA
33 RS138-RS139 | 0,0848 | yr** | FS/URO0,1152 | 1,562 NA
33 RS139-RS140 | 0,3949 | pg+ | FS/URO0,0916 | 2,002 NA
34 RS141-RS142 | -0,5598 | yRr*** | UR/FS0,0000 | 0,009 NA UR
35 RS144-RS145 | 0,4765 | pge+* | FS/URO0,0027 | 34,936 1.000 FS

§ Os valores do programa PEDIGREE correspondem a FS ou HS, dependendo do par analisado (valor minimo,
amostras provavelmente ndo-relacionadas: para FS, = 0,0009, para HS = 0,0356; valor maximo, amostras
provavelmente relacionadas: para FS = 314,2217, para HS = 166,6132);

1 Somente os valores de probabilidade para pares de FS reconstruidos com sucesso estdo disponiveis no
programa COLONY.

173




Mifio, CI Apéndices

Tabela E6. Pares de ninhegos de garca-branca-grande (Ardea alba egretta) amostrados
dentro de ninhos em col6nias reprodutivas do Pantanal brasileiro, analisados para parentesco
genético. Para cada par, mostra-se 0 valor de parentesco genético (indice de Queller e
Goodnight, 1989; Q&Gr), a categoria de relacionamento mais provavel identificada por
méaxima verossimilhanca (ML-R), o valor de probabilidade (P) do teste de hipdteses para se
estabelecer a significancia dessa categoria (Hp: hipétese putativa; Ha: hipotese alternativa).
Um valor pequeno de P indica que a Hp esta mais de acordo com os dados do que a HA; valor
do score para reconstrucdo de relacionamentos pelo programa PEDIGREE (Herbinger, 2006) e
valor de probabilidade de reconstrucdo de FS pelo programa CoLONY (Jones e Wang, 2009).
Todas as estimativas calcularam-se com base nas frequéncias alélicas observadas em seis
locos de microssatélites. NA: N&o aplicavel.

Ninho Par Q&Gr | ML-R P(Hp/ Hp) PEDIGREE® | COLONY * Relac.
1 T1-T2 0,2316 HS HS/FS 0,0501 1,847 NA

2 T6-T7 0,2854 HS HS/FS 0,0858 1,093 NA

3 T8-T9 0,2891 HS HS/FS 0,0627 1,029 NA

4 T18-T19 | 0,5000 FS FS/UR 0,0015 | 26,907 FS
5 T28-T29 | 0,5000 FS FS/UR 0,0120 | 34,467 FS
6 T44 - T45 | 0,3056 HS HS/FS 0,1341 2,909 NA

7 T48 -T49 | 0,4202 HS FS/UR 0,0776 | 17,257 NA

8 T50-T51 | 0,2801 FS HS/FS 0,0252 1,564 FS
9 T53-T54 | 0,6315 FS FS/UR 0,0001 | 14,920 FS
10 T55-T54 | 0,1085 HS HS/FS 0,1508 3,567 NA

11 T53-T55 | 0,0000 UR UR/FS 0,0008 0,897 NA

12 T62-T63 | 0,5000 FS FS/UR 0,0968 | 12,291 FS
13 T72-T73 | 0,0000 UR UR/FS 0,0038 0,001 NA

14 T76 -T77 | 0,2378 UR UR/FS 0,0310 0,002 NA

15 T78-T79 | 0,0000 UR UR/FS 0,0002 0,104 NA

16 T85-T86 | 0,1615 UR UR/FS 0,0642 0,234 NA

17 T87-T88 | 0,2516 UR UR/FS 0,0712 0,542 NA

18 T93-T94 | 0,7295 FS FS/UR 0,0000 | 11,209 FS
19 T105-T106 | 0,1922 UR UR/FS 0,0853 0,287 NA

20 T114-T115 | 0,1490 UR UR/FS 0,0391 0,398 NA

21 T118-T119 | 0,0000 UR UR/FS 0,0032 0,453 NA

22 T112-T123 | 0,1111 UR UR/FS 0,0664 0,576 NA

23 T125-T126 | 0,500 FS FS/UR 0,0377 | 36,285 FS
24 T128 - T131 | 0,0477 UR UR/FS 0,0059 0,192 NA

25 T129-T130 | 0,3219 HS HS/FS 0,3240 1,287 NA

26 T140-T141 | 0,5611 FS FS/UR 0,0117 23,784 FS
27 T142 —T143 | 0,0000 UR UR/FS 0,0008 0,982 NA

28 T144 —T145 | 0,6240 FS FS/UR 0,0008 | 26,673 FS
29 T146 - T147 | 0,6153 FS FS/UR0,0039 | 21,739 FS
30 T162 - T163 | 0,3378 HS HS/FS 0,0975 3,187 NA

31 T168 - T169 | 0,2179 HS HS/FS 0,1142 3,019 NA

32 T168 - T170 | 0,0838 UR UR/FS 0,0229 0,748 NA

33 T169 - T170 | 0,0000 UR UR/FS 0,0118 0,728 NA

34 T182 - T183 | 0,3486 HS HS/FS 0,3380 4,274 NA

§ Os valores do programa PEDIGREE correspondem a FS ou HS, dependendo do par analisado (valor minimo,
amostras provavelmente ndo-relacionadas: para FS, = 0,0016, para HS = 0,0054; valor maximo, amostras
provavelmente relacionadas: para FS = 125,8743, para HS = 109,6389);
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1 Somente os valores de probabilidade para pares de FS reconstruidos com sucesso estdo disponiveis no
programa COLONY.

Tabela E7. Pares de ninhegos de garca-branca-grande (Ardea alba egretta) amostrados
dentro de ninhos na colbnia reprodutiva de Barra do Ribeiro (RS), Brasil, analisados para
parentesco genético. Para cada par, mostra-se o valor de parentesco genético (indice de
Queller e Goodnight, 1989; Q&Gr), a categoria de relacionamento mais provavel identificada
por maxima verossimilhanca (ML-R), o valor de probabilidade (P) do teste de hipoteses para
se estabelecer a significancia dessa categoria (Hp: hipdtese putativa; Ha: hipdtese alternativa).
Um valor pequeno de P indica que a Hp esta mais de acordo com os dados do que a HA; valor
do score para reconstrugédo de relacionamentos pelo programa PEDIGREE (Herbinger, 2006) e
valor de probabilidade de reconstrucdo de FS pelo programa CoLONY (Jones e Wang, 2009).
Todas as estimativas calcularam-se com base nas frequiéncias alélicas observadas em seis
locos de microssatélites. NA: Néao aplicavel.

Ninho Par Q&Gr | ML- P(Hp/ Hp) PEDIGREE® | COLONY * | Relac.
R

1 RS1-RS2 |0,2049 | HS | HS/FS0,0393 1,983 NA

2 RS3—RS4 |0,3415 | HS | HS/FS0,2839 2,783 NA

3 RS5-RS6 | 0,7895 | FS | FS/URO0,0000 | 24,902 FS
4 RS7—RS8 | 05942 | FS | FS/UR0,0082 | 21,339 FS
5 RS9-RS10 | 0,3656 | HS | HS/FS0,2352 1,849 NA

6 RS9 —RS11 | 0,3658 | HS | HS/FS0,3101 1,627 NA

7 RS10-RS11 | 0,500 | FS | FS/HS0,0343 | 22,998 FS
8 RS12-RS13 | 0,1122 | UR | URJ/FS 0,0646 0,029 NA

9 RS12—-RS14 | 05475 | FS | FS/UR0,0003 | 24,837 FS
10 RS13-RS14 | 0,1593 | UR | UR/FS0,0612 0,121 NA

11 RS15-RS16 | 0,6007 | FS | FS/URO0,0083 | 28,874 FS
12 RS17-RS18 | 0,6501 | FS | FS/URO0,0023 | 27,738 FS
13 RS17-RS19 | 0,2526 | UR | UR/FS 0,1462 0,782 NA

14 RS18 -RS19 | 0,0461 | UR | UR/FS0,0211 0,647 NA

15 RS20 -RS21 [ 0,5720 | FS | FS/URO0,0100 | 26,397 FS
16 RS20 —RS22 | 0,1604 | HS | HS/FS 0,0496 2,774 NA

17 RS21-RS22 | 0,7837 | FS | FS/UR0,0049 | 29,672 FS
18 RS24-RS25 | 02471 | FS | FS/URO0,0629 | 26,678 FS
19 RS27 —-RS28 | 0,2611 | HS | HS/FS0,2521 2,283 NA

20 RS29 - RS30 | 0,1076 | HS | HS/FS0,0241 1,637 NA

21 RS29—RS31 | 0,2934 | HS | HS/FS 0,4789 2,472 NA

22 RS30-RS31 | 04208 | FS | FS/URO0,0278 | 28,293 FS
23 RS32-RS33 | 0,3500 | HS | HS/FS0,1949 3,572 NA

24 RS32-RS34 | 0,7567 | FS | FS/HS0,0285 | 31,472 FS
25 RS33-RS34 | 0,1479 | UR | UR/FS0,0878 0,367 NA

26 RS36 - RS37 [ 0,3903 | FS | FS/URO0,0822 | 26,478 FS
27 RS36 - RS38 | 0,5000 | FS | FS/URO0,0841 | 32,890 FS
28 RS37-RS38 [ 0,7832 | FS | FS/URO0,0007 | 22,789 FS
29 RS39-RS40 | 0,2882 | UR | UR/FS0,1143 0,678 NA

30 RS39-RS41 | 0,1337 | UR | UR/FS 0,0245 0,781 NA

31 RS40 - RS41 | 0,0500 | UR | UR/FS0,1425 0,671 NA

32 RS42 —RS43 | 0,1846 | HS | HS/FS 0,1263 1,462 NA

33 RS44 —RS45 | 0,0677 | UR | UR/FS 0,0043 0,187 NA

34 RS46 —RS47 | 0,2691 | HS | HS/FS 0,0680 2,416 NA

35 RS48 - RS49 | 05275 | FS | FS/URO0,0072 | 12,716 FS
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§ Os valores do programa PEDIGREE correspondem a FS ou HS, dependendo do par analisado (valor minimo,
amostras provavelmente ndo-relacionadas: para FS, = 0,0006, para HS = 0,0073; valor maximo, amostras
provavelmente relacionadas: para FS = 245,8563, para HS = 76,9837);

i Somente os valores de probabilidade para pares de FS reconstruidos com sucesso estdo disponiveis no
programa COLONY.
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RESUMO

Uma revisao sobre sistemas de acasalamento e aspectos gerais da biologia reprodutiva em aves aquaticas
neotropicais foi desenvolvida para avaliar o conjunto de publicacdes na literatura e nortear estudos futuros
nesse grupo. Foram analisados 34 artigos cientificos, classificados em dois temas principais: “sistemas de
acasalamento” (10) e “biologia reprodutiva” (24). Sistemas de acasalamento foram estudados em nove espécies
de aves neotropicais, pertencentes a quatro familias: Anatidae, Diomedeidae, Sulidae e Threskiornithidae. Em
56% das espécies foram reportadas copulas e/ou fertilizagdo extra-par, em 22% monogamia, em 11% bigamia
e em 11% parasitismo de ninho. Dados gerais de biologia reprodutiva foram levantados em 30 espécies
neotropicais, sendo 20 de aves marinhas e 10 de aves lacustres. Os trés enfoques mais comuns encontrados
nesses estudos foram cronologia reprodutiva (73% das espécies), tamanho das ninhadas em namero de
ovos (80%) e sucesso reprodutivo avaliado pelo numero de ovos eclodidos (73%). Apenas uma espécie da
familia Sulidae (Sula leucogaster) e uma da Threskiornithidae (Eudocimus ruber) foram estudadas sob os
dois enfoques. Uma andlise conjunta dos dados levantados revelou que as aves marinhas e os Ciconiiformes
tém sido extensivamente estudados quanto as caracteristicas reprodutivas gerais, porém seus sistemas de
acasalamento nao foram ainda bem investigados.
Palavras-chave: Acasalamento, aves aquaticas, comportamento reprodutivo, neotropical.

ABSTRACT

MATING SYSTEMS AND REPRODUCTIVE BIOLOGY OF NEOTROPICAL WATERBIRDS.
The present paper reviews the published information on the mating systems and reproductive biology of
Neotropical waterbirds. Thirty-four scientific articles were included, which were divided into two main
themes: “mating systems” (10 articles) and “reproductive biology” (24 articles). Extra-pair copulation and/
or fertilization were reported to occur in 60% of the Neotropical species investigated, while monogamy was
reported in 22%, bigamy in 11% and nest parasitism in 11%. General aspects of reproductive biology of 30
species were more extensively reviewed, of which 20 were seabirds and 10 were lacustrine species. Aspects
most frequently described were reproductive chronology (73% of species), clutch size (80%) and reproductive
success defined by the number of hatched eggs (73%). Only one species in Sulidae (Sula leucogaster) and one
in Threskiornithidae (Eudocimus rubber) were studied for both, mating system and reproduction. A global
analysis of the available data revealed that seabirds and Ciconiiformes birds were most intensively studied in
terms of reproductive biology, while their mating systems remain largely uninvestigated.
Keywords. Breeding, mating system, neotropical, waterbirds.

RESUMEN

SISTEMAS DE APAREAMIENTO Y BIOLOGIA REPRODUCTIVA EN AVES ACUATICAS
NEOTROPICALES. Se realizd una revision bibliografica sobre sistemas de apareamiento y biologia
reproductiva de aves acuaticas neotropicales para recopilar informacidn sobre la literatura actualizada y para
direccionar futuros estudios en este grupo. Treinta y cuatro articulos cientificos fueron analizados y clasificados
de acuerdo con sus temas principales: “sistemas de apareamiento” (10) y “biologia reproductiva” (24). En
60% de las publicaciones sobre espécies neotropicales, fueron registrados eventos de copula extra-par y/o de
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fertilizacion extra-pareja; en 22% fue observada monogamia; en 11% bigamia y en 11% parasitismo de nido.

Caracteristicas generales de la reproduccion fueron descritas para 30 especies, siendo 20 aves marinas y 10

especies lacustres. Las caracteristicas mas cominmente descritas en las especies analizadas fueron: cronologia

reproductiva (73%), tamafo de la nidada (80%) y éxito reproductivo de los pichones definido por el porcentaje

de huevos que eclosionaron (73%). Solamente una especie de la familia Sulidae (Sula leucogaster) y una de la

familia Threskiornithidae (Eudocimus ruber), fueron estudiados en ambos aspectos (sistema de apareamiento

y biologia). Un analisis global de los datos reveld que diversos aspectos de la biologia reproductiva han sido

intensivamente estudiados en las aves marinas y los Ciconiformes, mientras que sus sistemas de apareamiento

no fueron aun bien estudiados.

Palabras clave: aves acuaticas, neotropical, reproduccion, sistema de apareamiento.

INTRODUCAO

A regido biogeografica neotropical inclui os
paises da América do Sul, as ilhas do Caribe e suas
vizinhangas (Wetlands International 2006). Essa
regido possui mais de 3.800 espécies de aves (Stotz
et al. 1996, Collar et al. 1997), o que representa
aproximadamente um terco de todas as espécies de
aves do mundo (Orme et al. 2005). Sete dos paises
mais ricos em diversidade de aves, incluindo o Brasil,
estdo localizados nesta regido (Mittermeier et al.
1999). A avifauna neotropical encontra-se ameacada
por processos provocados
ocupagdo humana. Esses distirbios tém aumentado

principalmente pela

rapidamente nas regides neotropicais e, para a
avifauna brasileira, Marini & Garcia (2005) ressaltam
que a degradagdo do habitat e a caga para o comércio
ilegal s3o as principais ameagas.

Segundo IUCN (2008), o total de espécies de
aves ameacadas no mundo ¢ de 1.222, sendo que
22,4% dessas pertencem as ordens de aves aquaticas:

Anseriformes (43 espécies), Charadriiformes
(76), Ciconiiformes (31), Pelecaniformes (25),
Podicipediformes (8), Procelariformes (78) e

Spheniciformes (13). No Brasil, o IBAMA (2003)
classificou 160 espécies de aves como ameacadas e
12% desse total pertence ao grupo das aves aquaticas.
Um exemplo de ave aquatica neotropical ameagada
de extingdo € o albatroz Phoebastria irrorata, que
se reproduz no complexo de Galapagos (Birdlife
International 2008).

O termo “aves aquaticas” (waterbirds) refere-se as
espécies que dependem dos habitats aquaticos para
forrageamento, reproducao ou moradia. Neste trabalho
foi adotada a classificagdo da Wetlands International
(2006) que considera aves aquaticas algumas espécies
Anhimidae,

pertencentes as familias Ardeidae,
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Anatidae, Anhingidae, Aramidae, Balaenicipitidae,
Burhinidae, Charadriidae, Ciconiidae, Dromadidae,

Erypygidae,
Haematopodidae,

Gaviidae, Glareolidae, Gruidae,

Ibidorynchidae, Jacanidae,
Heliornithidae, Laridae, Pedionomidae, Pelecanidae,
Phalacrocoracidae, Phoenicopteridae, Podicipedidae,
Rallidae,
Rynchopidae, Scopidae, Scolopacidae, Sternidae,
Threskiornithidae e Thinocoridae.

Grande proporcao das populacdes de aves aquaticas

ocorre nos paises neotropicais (Frederick et al. 1997).

Recurvirostridae, Rostratulidae,

Segundo o censo neotropical de aves aquaticas, o Brasil
possui 14% do total das espécies desse grupo (Lopez-
Lantis & Blanco 2005). Aves aquaticas sdo conside-
radas boas bioindicadoras no monitoramento das areas
alagaveis nas quais habitam porque suas atividades
reprodutivas estdo estreitamente relacionadas as flu-
tuagoes hidrologicas desses ambientes (Kushlan 1993,
Figueira et al. 2006). Conhecer aspectos da biologia
basica dessas espécies, como 0 seu comportamento
reprodutivo, ¢ chave na definicao das prioridades para
a conservagao das mesmas (Quader 2005). Um aspecto
importante da biologia reprodutiva das aves refere-se
a identificacdo dos seus sistemas de acasalamento.
Quatro tipos principais de sistemas foram propostos,
conforme o numero de f€émeas ou machos por unidade
reprodutiva (Emlen & Oring 1977, Shuster & Wade
2003): a monogamia, com uma fémea ¢ um macho
por unidade reprodutiva, a poligamia, incluindo mais
de uma fémea (poliginia e poliginandria) ou mais de
um macho (poliandria e poliginandria) e o sistema pro-
miscuo, no qual ndo se estabelece uma unido estavel
entre os membros dos dois sexos.

A visdo dominante no campo do comportamento
reprodutivo em aves durante varias décadas consi-
derava a maioria das espécies socialmente monoga-
mica, com um macho e uma fémea associando-se
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para reproducao e criagdo dos filhotes (Lack 1968).
Esse conceito mudou radicalmente com a utilizagao
de ferramentas da genética molecular, quando foram
detectados indices de fertilizacdo extra-par (FEP)
em quase 80% das espécies estudadas (Griffith ez al.
2002). A grande maioria dos estudos sobre sistemas
de acasalamento em aves foi realizada nas espécies
de regides temperadas e com Passeriformes. Infor-
macdes sobre espécies de aves neotropicais sdo
escassas. Um maior investimento no estudo desse
grupo tem sido recomendado (Macedo 2008, Macedo
et al 2008).

As aves aquaticas neotropicais tém sido estudadas
quanto a outros aspectos gerais da sua biologia repro-
dutiva como a duragao e cronologia dos ciclos repro-
dutivos, estratégia de escolha dos substratos para a
constru¢ao de ninhos, censos das colonias reprodu-
tivas, sucesso reprodutivo e causas de mortalidade de
ovos ¢ filhotes, entre outros. O acesso a esse tipo de
informagdo pode embasar estudos posteriores sobre 0s
sistemas de acasalamento nessas espécies. Com esses
parametros, fica mais facil a defini¢do da logistica para
obtencdo de amostras para as analises genéticas e o
planejamento das observagdes comportamentais.

Dentro deste contexto, o presente trabalho objetiva
apresentar uma revisdo dos estudos sobre sistemas
de acasalamento e aspectos gerais da biologia
reprodutiva em aves aquaticas neotropicais. A analise
dos dados podera nortear estudos futuros nas espécies
desta regido, provendo informagdes que contribuirdo
para a conservacao dessa avifauna.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho de revisdo baseou-se na literatura
sobre a biologia reprodutiva de espécies neotropicais,
publicada até setembro de 2008, em 36 jornais e
periddicos, nas areas de biologia geral, ornitologia e
ecologia comportamental, muitos deles especificos
dessa regido biogeografica. As seguintes fontes
bibliograficas foram consultadas: Animal Behaviour,
Behavioral Ecology, Biological Journal of the
Linnean Society, Biotropica, Biota Neotropica,
BMC Evolutionary Biology, Cotinga, Ecology,
Ecotropica, El Hornero, Emu, Evolutionary Ecology,
1bis, International Waders Studies, Journal of Avian
Biology, Journal of Field Ornithology, Journal of

Ornithology, Journal of Zoology, Nature, Oecologia,
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Oecologia Brasiliensis, Ornithological Monographs,
Ornitologia Neotropical, Pacific Costa Avifauna,
Revista de Biologia Tropical, Revista Brasileira de
Ornitologia (Ararajuba), Revista Huitzal, Revista
Ornitologia  Colombiana, Science, Studies in
Avian Biology, Studies on Neotropical Fauna and
Environment, The Auk, The Condor, Trends in Ecology
and Evolution, Waterbirds e Wilson Bulletin. Algumas
destas revistas foram pesquisadas pelo Searchable
Ornithological Research Archive (SORA). Os
arquivos internos de cada revista foram investigados
utilizando como critério de busca o uso das palavras-
chave ou expressdes: “sistema de acasalamento”,

LIS

“biologia reprodutiva”,

LT3

paternidade”, “parentesco” e
“comportamento reprodutivo”. A busca foi realizada
usando as palavras nas linguas portuguesa, inglesa
e espanhola, optando-se pela busca selecionada por
“qualquer uma das palavras” e restringindo depois
os resultados, conforme o objetivo. Nos casos
em que a revista nao possuia ferramenta de busca
interna revisaram-se um a um, todos os volumes
publicados. Além da busca especifica por revistas,
realizou-se uma busca através da ferramenta virtual
“Google Académico” (http://scholar.google.com),
utilizando-se o mesmo conjunto de palavras-chave e
expressdes. Um tUnico livro publicado no Brasil foi
incluido na andlise (Olmos & Silva e Silva 2003),
considerando a importdncia de suas informagdes
para o estudo dos sistemas de acasalamento de aves
aquaticas neotropicais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa nos jornais e periddicos considerados
fontes importantes de informagdo sobre biologia de
aves resultou em 34 registros cientificos especificos
sobre sistemas de acasalamento (10) (Tabela I)
e biologia reprodutiva (24) (Tabelas II e III) das
aves aquaticas neotropicais. Na Tabela I foram
acrescentadas dez publicagdes sobre sistemas de
acasalamento em populagdes de aves aquaticas nao
neotropicais, relativas a espécies pertencentes as
mesmas familias estudadas na regido neotropical. Os
24 artigos foram classificados em dois subgrupos: 13
estudos nas espécies de aves marinhas (Tabela II) e
12 estudos em Ciconiiformes (Tabela II). Trés artigos
sobre censos em areas reprodutivas foram incluidos
na discussao.

Oecol. Bras., 13(1): 141-152, 2009
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Tabela L. Sistemas de acasalamento em espécies de aves aquaticas neotropicais (*) e ndo neotropicais (**). FEP: Fertiliza¢do extra-par; CEP: Cépula
extra-par; NN: Numero de ninhos analisados; NI: Numero de individuos analisados; Mol: evidéncia molecular; Ecol: evidéncia ecologica.

Table 1. Mating systems in Neotropical (*) and non-Neotropical (**) waterbird populations. FEP: Extra-pair fertilization; CEP: Extra-pair

copulation; NN: Number of nests analyzed; NI: Number of individuals analyzed; Mol: Molecular evidence; Ecol: Ecological (behavioral) evidence.

Familia e espécie Tipo de Fenomeno observado e Regido N amostral Referéncia
evidéncia prevaléncia NN NI
Familia Sulidae
Sula neuboxii Ecol. CEP 13,3% fémeas * - 26 Osorio-Beristain
CEP 4,0% machos - & Drummond 1998
Sula dactylatra Mol. (DNA) monogamia 100% * 13 - Baumgartem et al. 2001
Sula granti Mol. (DNA) monogamia 100% * 23 - Anderson & Borg 2006
Sula leucogaster Ecol. bigamia 100% * 2 - Castillo-Guerrero et al. 2005
Sula neuboxii 2 -
Familia Anatidae
Anas strepera Mol. (DNA) FEP 27,6% filhotes ok 29 261  Peters et al. 2003
Anas bahamensis Ecol. CEP 23,0% copulas * - 156  Sorenson 1992
Anas platirhynchos Mol.(Alozimas) FEP 3,0% filhotes o 46 298  Evarts & Williams 1987
Anas bahamensis Ecol. CEP 100,0% 3 6 McKinney et al. 1985
Anas flavirostris CEP 100,0% 2 5
Chen rossi Mol. (DNA) CEP 38,0% copulas ok 27 - Dunn et al. 1999
Chen. caerulescens e Ecol. FEP 2,4% filhotes
CEP 33,0% copulas 23 -
FEP 5,0% filhotes
Cygnus attratus Mol. (DNA) FEP 15,1% filhotes ok 85 320 Kraaijeveld et al. 2004
Familia Threskiornithidae
FEudocimus albus Ecol. Parasitismo de ninho 4,42% ** 113 - Frederick & Shields 1986
Eudocimus albus Ecol. CEP 6,1% ok 83 166  Frederick 1987
Eudocimus ruber Ecol. Baixo parasitismo de ninho  * 215 - Olmos & Silva e Silva 2003
Platalea leucorodia Ecol. CEP 60,0% machos *ok - 50 Aguilera & Alvarez 1989
CEP 75,0% fémeas
Platalea ajaja Mol. (DNA) FEP 50,0% filhotes * 28 62 Miflo ef al. (submetido)
Familia Diomedeidae
Thalassarche melanophris ~ Mol. (DNA) FEP 0,0-9,0% filhotes ok 90 256 Burg & Croxall 2006
Thalassarche chrysostoma FEP 3,0-10,0% filhotes 90 263
Diomedea exulans FEP 6,0-21,0% filhotes 147 419
Diomedea exulans Mol. (DNA) FEP 10,7% filhotes Hx 75 226  Jouventin et al. 2007
Thalassarche cauta Mol. (DNA) FEP 7,0-10,0% filhotes *x 46 29 Abbott et al. 2006
e Ecol.
Phoebastria irrorata Mol. (DNA) FEP 25,0% familias * 17 51 Huyvaert et al. 2000
Phoebastria irrorata Mol. (DNA) CEP 63,6% fémeas * - 154 Huyvaert et al. 2006
e Ecol. CEP 71,7% machos

FEP 16,9% filhotes

SISTEMAS DE ACASALAMENTO

Apesar do crescimento da Ornitologia Neotropical
nas ultimas duas décadas (Vuilleumier 2003, Garcia-
Moreno et al. 2007), o nimero de artigos encontrados
(10) versando sobre sistemas de acasalamento,
copulas extra-par (CEP) e FEP nas aves aquaticas
Resultado

neotropicais foi considerado baixo.

Oecol. Bras., 13(1): 141-152, 2009

semelhante foi reportado por Stutchbury & Morton
(2008) para espécies neotropicais de Passeriformes.
Dos 10 artigos encontrados, cinco basearam-se
em evidéncias exclusivamente ecologicas, quatro
utilizaram ferramentas da genética molecular e em
um deles foram empregadas ambas as abordagens.
Os trabalhos exclusivamente ecologicos foram reali-
zados no periodo entre 1985 e 2006, enquanto que,
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os baseados na abordagem molecular foram desen-
volvidos entre 2000 e 2008. A expansao do uso dos
marcadores moleculares pelos pesquisadores na area
de genética molecular ocorreu durante a década de
90 (Schlotterer 2004), periodo esse que coincide com
o maior envolvimento dos profissionais dessa area
nos estudos comportamentais. Contudo, segundo
Huyvaert et al. (2006), o uso de marcadores mole-
culares ndo substitui a observagdo comportamental,
pois somente o uso concomitante das duas metodolo-
gias torna possivel a discussao das causas da variagdo
no comportamento monogamico.

As quatro familias de aves aquaticas relacionadas
na Tabela I pertencem as quatro ordens onde € maior
o numero de espécies ameacadas (IUCN 2008). Os
niveis de FEP foram muito variaveis entre as espécies
neotropicais (0 — 50% dos filhotes) (Tabela I), foi
encontrada variacdo até mesmo entre populagoes de
uma mesma espécie (Huyvaert et al. 20006).

A familia Sulidae apresentou maior niimero de
espécies neotropicais estudadas quanto ao sistema
de acasalamento (4), sendo que, nas demais foram
avaliadas apenas duas espécies/familias. Na familia
Sulidae, as publicagdes baseadas em observacdes
ecologicas apontaram para a ocorréncia de CEP
e bigamia (Osorio-Beristain & Drummond 1998,
Castillo-Guerrero et al. 2005), enquanto que os estudos
genéticos evidenciaram monogamia (Baumgarten et
al. 2001, Anderson & Borg 2006). A ocorréncia de
monogamia nesta familia € interessante, pois espécies
dessa familia apresentam niveis altos de cuidado
parental, tanto na fase de incubagdo quanto durante o
crescimento dos filhotes (Martins & Dias Filho 2003).
O cuidado parental ¢ um carater geralmente presente
nas aves monogamicas, mas nao pode ser considerado
como explicagdo universal para a evolugdo da
monogamia porque nem toda espécie monogamica
apresenta cuidado parental (Dunbar 1995).

Na familia Anatidae, bigamia e CEP foram
detectadas inicialmente em trés pares da marreca-
toicinho (4nas bahamensis), com uma abordagem
ecologica (McKinney er al.1985). Num estudo
posterior, mais abrangente, na mesma espécie,
Sorenson (1992) determinou a freqiiéncia de CEP em
156 individuos. Na marreca-pardinha (4. flavirostris),
foi registrada também bigamia, mas numa amostra
muito pequena (1 macho e 4 fémeas) (McKinney
et al. 1985). Nas outras espécies ndo neotropicais

pertencentes ao género Anas (2) e aos geéneros
Chen (2) e Cygnus (1) a FEP ficou evidenciada por
marcadores moleculares e dados ecologicos.

Na familia Treshkiornitidae, os resultados nas
espécies neotropicais Eudocimus ruber e Platalea
ajaja puderam ser comparados com os obtidos nas
espécies co-genéricas ndo neotropicais (E. albus e
P. leucorodia). As abordagens ecologica e genética
apontaram semelhancas nos niveis de ocorréncia
de CEP e FEP nas espécies do género Platalea. Da
mesma forma, evidéncias de parasitismo de ninho
foram detectadas em E. ruber ¢ E. albus (Tabela I).

Na familia Diomedeidae, a espécie neotropical
Phoebastria irrorata, ameacada de extingao (IUCN
2008), apresentou indices altos de FEP. Num estudo
preliminar com 16 familias completas dessa espécie
e utilizando marcadores moleculares, Huyvaert
et al. (2000) evidenciaram FEP em 25% das
familias. Para investigar melhor a ocorréncia desse
comportamento, esse estudo foi ampliado incluindo
98 pares de maes-filhos, pais sociais e todos os
individuos presentes na colonia na mesma estagdo
reprodutiva (Huyvaert et al. 2006). Nesse segundo
estudo, observagdes comportamentais detalhadas
e dados moleculares demonstraram taxas altas de
CEP e FEP. Os machos que chegavam mais cedo
a colonia durante a estagdo reprodutiva tinham
maiores oportunidades de CEP e as taxas altas de
FEP estavam relacionadas com essa data de chegada
e com a defesa de territorio e guarda da parceira.
Esse estudo demonstra a importancia da utilizagao
conjunta de abordagens genéticas e ecoldgicas para
esclarecer questdes relacionadas ao comportamento
reprodutivo das aves aquaticas. Nas outras quatro
espécies ndo-neotropicais da familia Diomedeidae,
foram detectados indices variaveis de FEP (0-21%).
Como o comportamento nao monogamico nao ¢
comum nos Procellariformes, esse grupo merece ser
mais estudado (Jouventin et al. 2007).

Das 20 espécies relacionadas na Tabela 1,
apenas duas se comportaram como geneticamente
monogamicas e esse parece ser o padrdo cada vez mais
comum nos estudos em aves: a condi¢do monogamica
como excecdo. Cézilly & Danchin (2008) propdem
um investimento maior no esclarecimento dos
fatores ecoldgicos e das estratégias dos sexos que
levam uma populagdo ou espécie a apresentar padrao
monogamico ao invés de se procurar explicar os
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beneficios das estratégias alternativas ou mistas de
reprodu¢do (monogamia-FEP).

O Brasil possui 14% do total das aves aquaticas
neotropicais e pesquisadores com potencial para
expandir os dados em sistemas de acasalamento
desse grupo. No entanto, a genética no pais, tem sido
mais utilizada para resolver questdes relacionadas
a sistematica e a taxonomia dos grupos das aves do
que aos estudos comportamentais (Borges 2008).
Um importante avangco na compreensdo desses
aspectos da ecologia comportamental dependera
de maior cooperagdo entre ecologos e geneticistas,
interacdo essa a ser fomentada nos foruns nacionais
de ornitologia, ecologia e genética.

ASPECTOS GERAIS DE BIOLOGIA
REPRODUTIVA

Estudos dos sistemas de acasalamentos dependem
da localizagdo dos ninhos e colonias, da identifica¢do
dos periodos reprodutivos e do levantamento de
caracteristicas reprodutivas para que a coleta dos
dados e amostras possa ser programada. Dados gerais
de biologia reprodutiva das espécies de aves aquaticas
neotropicais foram pesquisados visando facilitar
estudos futuros sobre sistemas de acasalamentos nesse
grupo. Foram analisadas 24 publicagdes referentes
a 30 espécies, sendo 20 espécies de aves marinhas
(Tabela II) e 10 pertencentes a ordem Ciconiiformes
(Tabela III). Onze familias foram estudadas quanto
a biologia reprodutiva, enquanto que apenas quatro
tiveram seus sistemas de acasalamento estudados. As
familias Sulidae e Threskiornithidae, representadas
pelas espécies Sula leucogaster e E. ruber foram
estudadas sob os dois enfoques.

Oito desses 24 trabalhos foram desenvolvidos no
Brasil, sendo dois deles em aves marinhas (Tabela II)
e seis em Ciconiiformes (Tabela III). As populagdes
estudadas estdo localizadas nas regides costeiras
do Maranhdo, Sdo Paulo e Santa Catarina, ¢ no
interior de Rio Grande do Sul. O maior volume das
publicacdes brasileiras € proveniente das regides
sudeste-sul do Brasil, coincidindo com a maior
presenga de ornitélogos nessas regides. O nimero de
teses de mestrado e doutorado em temas ornitoldgicos,
levantados por Borges (2008), naregido sudeste (57%)
e sul (18%) de um total de 505 teses de 43 instituigdes
de ensino e pesquisa brasileiras confirmam essa
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distribuicao. Segundo Borges (2008), as pesquisas
ornitologicas brasileiras enfocam principalmente
os temas das comunidades, do comportamento e da
sinecologia; sendo a biologia reprodutiva um dos
temas especificos mais comuns (9%).

Trés enfoques foram os mais comuns nos estudos
de biologia reprodutiva avaliados: a cronologia
reprodutiva (73% das espécies), o tamanho das
ninhadas em termos de nimero de ovos (80%) e o
sucesso reprodutivo avaliado pelo nimero de ovos
eclodidos (73%). O tdépico “cronologia reprodutiva”
inclui todas as fases do ciclo reprodutivo e a duragao
temporal de cada uma delas, desde a formagao dos
pares, a construcdo dos ninhos, o periodo de incubagao
dos ovos, a eclosdo dos ovos até a saida dos filhotes
do ninho. O nimero de ovos por ninhada foi utilizado
como base na definicdo do sucesso reprodutivo das
aves, seja em termos de niimero de ovos eclodidos
como em numero de filhotes que sairam do ninho. Os
dados sobre a constru¢ao dos ninhos necessitam de um
maior tempo de observagdo, com a chegada precoce
do pesquisador aos locais de nidificagdo, motivo
esse que pode justificar o menor nimero de registros
nesse conjunto (56% das espécies). As avaliagdes do
tamanho e peso dos ovos e curvas de crescimento dos
filhotes envolvem a entrada na colonia, o acesso aos
ninhos e a manipulagdo dos ovos e filhotes. Esse maior
esfor¢co pode explicar a menor propor¢do observada
de espécies com esse tipo de informacao (30% das
espécies).

Mais de 80% dos artigos incluiram dados
referentes a mais de um ciclo reprodutivo (Tabelas
IT e III), permitindo avaliacdes comparativas de
sucesso reprodutivo e mortalidade da prole em
estacdes reprodutivas diferentes, assim como suas
possiveis causas. A maioria das espécies estudadas
se reproduz em colonias e em nove estudos os dados
se restringiram a uma Unica coldnia, sendo trés em
aves marinhas e seis em Ciconiiformes. Os tamanhos
das coldnias das espécies estudadas sdo diversos € o
nimero de ninhos observados por colonia variou de
30 na colonia de Cochlearius cochlearius (Tabela
IIT) a 458 na colonia de Phalacrocorax albiventer
(Tabela II).

Fica evidenciada uma falta de sistematizacdo
na coleta de dados sobre as causas da mortalidade
da prole, seja na fase dos ovos ou dos filhotes,
dificultando uma analise comparativa (Tabelas II
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e III). Uma padronizacdo na coleta desses dados
permitira a quantificacdo dos pardmetros associados
aos efeitos dos distirbios antropicos nas colonias
de aves aquaticas acessadas. Essa discussdo merece
ocupar os foéruns dos ornitélogos neotropicais,
pois mesmo os conceitos de distarbio, tolerancia
¢ habituagdo ndo estdo completamente claros
para os investigadores (Nisbet 2000). Avaliag¢des
desses fatores serdo particularmente importantes
no monitoramento de coldnias reprodutivas dos
Ciconiiformes, onde niveis de predacdo aérea sdo
influenciados pelos distirbios antropicos. Nessas
coldnias, predadores oportunistas dependem do
afastamento dos adultos dos ninhos para acessarem
os ninhos e se alimentarem dos ovos e filhotes. No
Pantanal brasileiro, Bouton et al. (2005) verificaram
um aumento na populacdo de predadores aéreos,
em especial do urubu-de-cabega-preta (Coragyps
atratus) ¢ do caracara (Caracara plancus), em
decorréncia da presenca de pescadores e bovinos nas
regides proximas as colonias reprodutivas de cabega-
seca (Mycteria americana), de colhereiro (P. ajaja) ¢
da garcga-branca-grande (Ardea alba).

Trés publicacdes sobre censos de individuos
durante a época reprodutiva ndo foram incluidas
nas tabelas e estdo citadas a seguir. Ramo & Busto
(1988) avaliaram a populacgao das colonias do guara-
vermelho (E. ruber) nos Llanos venezuelanos,
fazendo um censo populacional durante os anos de
1983 e 1984. Os autores encontraram em 1983, 22
colonias com 64.439 pares e, em 1984, sete colonias
com 42.236 pares. Comparando os dados obtidos no
trabalho com os reportados até aquela data, os autores
concluiram que a diminui¢do na area de nidificagdo
coincidiu com a construgdo de represas na area,
devido ao incremento da atividade pecuaria regional.
Yamashita & Valle (1990) descreveram as caracte-
risticas de 13 colonias reprodutivas de aves aqua-
ticas de Ciconiiformes no Pantanal Matogrossense,
acessadas no periodo de 1979 a 1983. Os autores
apresentaram dados sobre censos, composicao das
colonias mistas, localizagdo e caracteristicas gerais
do substrato vegetal de cada unidade e ressaltaram
os efeitos dos ventos fortes e do turismo predatorio
como os mais danosos para os ovos e filhotes. Hass
et al. (1999) descreveram a distribui¢do espacial
dos ninhos de uma colonia de 3.500 individuos de
guara-vermelho (E. ruber) na Ilha do Cajual (Mara-

nhao, Brasil). Os autores evidenciaram que a sele¢ao
de habitat pelo guarad-vermelho parece estar mais
associada ao grau de distirbio antrépico do que as
caracteristicas ambientais. E interessante notar que E.
ruber apresenta diversas caracteristicas reprodutivas
estudadas, mas seu sistema de acasalamento esta por
ser esclarecido. Como suas populagdes tém declinado
acentuadamente nos ultimos anos na América Central
e do Sul (Ramo & Busto 1988, Santos et al. 2005) o
estudo dessa espécie deveria ser priorizado.

CONCLUSOES

Os dados levantados no presente trabalho reve-
laram que 56% das espécies de aves aquaticas
neotropicais estudadas apresentam CEP e/ou FEP
em graus variaveis, 22% monogamia, 11% bigamia
e 11% parasitismo de ninho. Para nortear a escolha
das espécies aquaticas neotropicais a serem estudadas
futuramente, devem ser priorizadas as espécies cujas
colonias reprodutivas ou ninhos ja foram localizados,
e que possuem maior nimero de dados relativos aos
seus ciclos reprodutivos. Uma interseccdo entre os
dados das Tabelas I, II e III revelou que as aves mari-
nhas e os Ciconiiformes tém sido extensivamente
analisados quanto as caracteristicas gerais reprodu-
tivas, mas seus sistemas de acasalamento ndo estdo
ainda bem investigados.
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ABSTRACT  This study constitutes a first approach to evaluate the use of genetic information and
relatedness estimators in the investigation of questions related to mating system and parentage in
ex situ and in situ populations of the Roseate Spoonbill. We assessed the parentage assignments in 17
supposed families from US captive populations and investigated the genetic relationships among 67
nestlings sampled within 28 nests in Brazilian natural breeding colonies. Estimations of genetic
relatedness values, hypothesis testing methods, simulations and maximum likelihood approaches were
performed on data from four microsatellite loci. Parentage was confirmed in 61.5% of the registered
parent—offspring relationships at zoo parks. Inconsistencies in assignments were investigated and the
likely parents were identified for most of the hatchlings. Matings among relatives, not previously
noticed based on behavioral observations, were identified by the use of genetic analyses. In natural
populations, 33% of the sampled dyads were confidently classified as full-sibs. Above 25% of the
analyzed dyads were unrelated, indicating that more than one parent-pair may have been responsible
for the progeny. Our results demonstrate that genetic information can augment the precision in
parentage assignment in captive Roseate Spoonbill populations, and this approach can contribute to
their management and conservation. Results obtained using three different methodologies are
concordant and point to the existence of a mating system other than monogamy for this species in the
wild. The approaches implemented in this study can be applied to other waterbird species in which
capture of adults is difficult. J. Exp. Zool. 311A:453-464, 2009. © 2009 Wiley-Liss, Inc.
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The assessment of genetic relatedness among
individuals is a powerful tool for investigating
issues such as mating systems, parental care,
dispersal and other biological parameters in
natural and captive populations (Frankham et al.,
2002; Avise, 2004). Parentage studies using mole-
cular techniques have played a major role in the
research on the evolution and behavioral ecology of
organisms revealing unsolved aspects of reproduc-
tive biology and natural history of species (Avise,
2004). For example, the traditional view of mating
systems in birds was revolutionized when modern
molecular methods demonstrated that most spe-
cies were not genetically monogamous (Griffith
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et al, 2002). As the vast majority of these
investigations have been performed on passerines
and temperate species, the need for genetic
studies on mating systems among Neotropical and
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nonpasserine birds is evident (Stutchbury and
Morton, 2008).

The Roseate Spoonbill (Platalea ajaja, Linnaeus
1758; Aves: Ciconiiformes) is a widely distributed
Neotropical aquatic bird that breeds colonially
from the southeastern United States of America
(US) to central Argentina (Sick, ’97). They are
considered monogamous in the wild based on
behavioral observations of one pair during
one reproductive cycle (Sibley, 2001). Brazilian
natural populations were estimated at 2,400 birds
(Yamashita and Valle, ’90), and they are found in
several wetlands at different latitudes, such as
along the equatorial line in the state of Amap4, in
the center West of the country, in the Pantanal
region (Yamashita and Valle, ’90) and in the South
of the country in the state of Rio Grande do Sul
(Encarnacdo and Diniz, ’92). Spoonbill popula-
tions in the US underwent a profound bottleneck
from 1890 to 1920 (Powell and Bjork, '90), and this
species is listed as one of special concern by the
Florida Fish and Wildlife Conservation Commis-
sion (2008). Nowadays, approximately 500 Roseate
Spoonbills are maintained in captivity in US
zoological parks (Sawyer and Benjamin, 2006).
Ecological observations in zoo parks have indi-
cated the occurrence of extra-pair copulations and
infant care by individuals other than parents
(Sawyer, 2002). Therefore, the actual mating
systems of wild and captive Roseate Spoonbills
remain undefined, complicating the management
of captive populations and the accurate planning
of conservation programs.

The management of captive or reintroduced
endangered species can make use of marker-based
studies related to parentage and Kkinship that
provide conservation-relevant information (Avise,
2004). Molecular markers can help verify breeding
records and correct ‘‘studbook’ errors, determine
relatedness among captive individuals and help to
avoid loss of diversity and inbreeding (Eding and
Meuwissen, 2001; Caballero and Toro, 2002;
Russello and Amato, 2004). When the goal is to
maximize genetic diversity in captive breeding
programs, genetic analyses can identify individuals
that may be given priority for breeding. Genetic
analyses also help to better understand behavioral
aspects of a species when mating cannot be
observed directly in nature (Zenuto et al., ’99).
Molecular marker-based relatedness estimators and
proper statistical approaches to analyze them
provide tools for inferring relationships among
individuals with unknown ancestry, in the absence
of pedigree information (Russello and Amato, 2004).

J. Exp. Zool.
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The aim of this study was to use genetic
information to verify parentage in ex situ popula-
tions of the Roseate Spoonbill by estimating values
of genetic relatedness, and by using hypothesis
testing methods and maximum likelihood (ML)
approaches, based on four microsatellite data. The
same methodologies were also applied to estimate
values of genetic relatedness between supposed
siblings, sampled within nests, in in-situ Brazilian
natural breeding colonies. The analyses presented
here constitute a first approach to clarify aspects
of the genetic mating system in the Roseate
Spoonbill, which may improve the management
and conservation of this species.

MATERIAL AND METHODS

Sample, DNA extraction and
microsatellite genotyping

Blood samples were collected from 51 captive
Spoonbills: Fort Worth Zoo (IN =22), Dallas Zoo
(N=20) and Sedgwick County Zoo (N =09).
Families (17) constituted from 35 of these
Spoonbills, listed putative parents and offspring,
are shown in Table 1.

TABLE 1. Roseate Spoonbill reported families from three
zoological parks in the US

Putative parents

Reported

mating Sire Dam Putative offspring
¥1 FwWi1 FW15 FW10, FW12

#2 FW10 FW12 FW13

#3 FW11 NA FW16

14 Fw21 FW16 FW17

#5 NA FW15 FW19

16 NA FwW19 FW20

7 NA FW15 Fw21

18 SCZ44 SCZ43 DZ31

19 SCZ46 NA DZ32

$10 SCZ44 NA DZ33, DZ34

$11 SCZ44 SCZ43 DZ35

$12 DZ32 DZ29 DZ36, DZ37

¥13 DZ33 DZ28 DZ38

$14 DZ25 DZ26 DZ39, DZ40, DZ41, DZ42
$15 NA DZ30 SCZ45

¥16 SCZ46 NA SCZ47, SCZ48, SCZ49
$17 SCZ48 SCZ45 SCZ51

Total 10 10 25

DZ, Dallas Zoo; FW, Fort Worth; SCZ, Sedgwick County Zoo; NA,
information not available.
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Blood samples of 241 individuals were collected
from Brazilian breeding colonies at the Pantanal
region (PAN, 16°39'S; 57°10W; N =58), Rio
Grande do Sul (RS, 32°29'S, 52°32’'W; N = 76) and
the Amapa state (AP, 01°09'N, 050°24'W; N = 107).
From this total, 67 were from nestlings of 2-3 weeks
old belonging to 28 nests (PAN = 12 nests, N = 29;
RS, 1 nest, N = 2; AP, 15 nests, N = 36). At this age,
nestlings present little mobility and remain inside
the nest where they were born (Dumas, 2000). DNA
was extracted from samples using Proteinase K
digestion followed by a modified phenol:chloroform
extraction procedure (Sambrook and Russell, 2001).

Species-specific  microsatellite  loci  Aajul
(F: 5-GATCACCACCATCTTAAATGATAA-3,
R: 5-CTTCTGTTTGCCTCACATGG-3'), Aaju2
(F: 5-CTTGATGCAAAGGAAACATCC-3, R: 5'-
GAGGTGCTTCCAGTTTCCTG-3'), Aaju3 (F:
5-CCCATGGCCACATTATAAACTT-3', R: 5'-
GCTCTGGAGTAACTTGCTGGA-3') and Aajub
(F: 5-GGCTGAACACTGTTGTGCTCT-3/, R: 5-
GAACCAAGCCTCCCTGAATA-3) (Sawyer and
Benjamin, 2006) were used to genotype each
sample. Each set of amplification reactions was
prepared including a control blank and using
filtered tips in a UV-sterilized cabinet. Reactions
were carried out in a GeneAmp 2400® Thermal
Cycler (PerkinElmer, Foster City, CA) in 25uL
mixes containing: 20-50ng of template DNA,
0.4 pM of each primer, 150 uM of each dANTP and
0.5 U Tag DNA polymerase (Fisherbrand, Houston,
TX and Fermentas, Fermentas Inc, Glen Burnie,
MD) in buffer with 1.5mM MgCl,. Basic PCR
reactions were as follows: 3 min at 94°C, followed by
35 cycles of 50sec at 94°C, 50sec at annealing
temperature and 50 sec at 72°C, then finished with
5min at 72°C. Optimization of PCR conditions
involved adjustment of the annealing temperature
and/or the MgCl, concentration (Sawyer and Ben-
jamin, 2006). The PCR amplification products from
US zoo samples were analyzed by 7.5% nondenatur-
ing polyacrylamide gel electrophoresis with staining
by ethidium bromide (Sawyer and Benjamin, 2006).
PCR produ(T:;%s from wild samples were sized in a
MegaBACE 1000 automatic sequencer using Gen-
size ET Rox 550 as internal standard (Amersham
Biosciences, Piscataway, NdJ). Electropherograms
were analyzed using MegaBACE Fragment
Profiler ~ software (Amersham Biosciences).

Data analyses

Standard population genetic parameters were
computed as support for subsequent relatedness
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estimations. The genotypes of 51 captive Spoon-
bills were used to generate the input distribution
for calculations relative to the ex situ populations.
Additionally, genotypes of 174 unrelated (UR)
individuals sampled at different regions were used
to estimate population parameters in wild popula-
tions. Allelic frequencies, expected heterozygos-
ities (He), Hardy—Weinberg equilibrium and
exclusionary probability of parentage according
to the equation la in Jamieson and Taylor (’97)
were estimated by GenAlEx6 software (Peakall
and Smouse, 2006). The Probability of Identity
(Paetkau and Strobeck, '94) was determined for
each sample using the software Genecap (Wilberg
and Dreher, 2004).

To verify the parentage assignments according
to pedigree records and behavioral observations at
the zoos we used three different approaches. First,
we computed the Queller and Goodnight’s (’89)
unbiased microsatellite-based relatedness estima-
tor, denoted here as Q&Gr, between the offspring
and both putative parents, based on microsatellite
data, using Kingroup program (Konovalov et al.,
2004). Second, the most likely relationship
between supposed parents and offspring was
estimated using ML-Relate program (Kalinowski
et al., 2006). This program uses simulations and a
ML approach, based on genotypic data, to compare
putative relationships with alternative ones
(Kalinowski et al., 2006). Third, ML-Relate was
also used to perform a preliminary hypothesis
testing analysis assuming as null hypothesis (H;)
a relationship of parent-offspring (PO) or full-sibs
(FS), depending on what pair of individuals was
being tested, vs. an alternative hypothesis (H;) of
unrelatedness. In cases when the most likely
relationship reported by the program differed
from the derived reported pedigree and ecological
observations, we performed complex hypothesis
testing. This procedure assumed as H, the most
likely relationship, according to the previously
undertaken calculations, and as H; the relation-
ship derived from behavioral observations of
individuals and zoological data. All the specific
hypotheses testing were performed with 10,000
randomizations.

Paternity assignments in captive samples were
performed using CERVUS version 3.0 (Kalinowski
et al., 2007). From simulated data sets, this
program calculates expected distributions of the
statistic Delta, the difference in likelihood ratios
between the two most likely candidates to be the
parents of a certain offspring. A critical Delta
value is generated and used to produce confidence
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levels in assignments of parentage. In these
simulations, population allele frequencies, num-
ber of possible candidate parents and proportion of
candidate parents sampled were taken into
account. For parentage analysis, the sire or dam
was considered as “known’’ if registered in the
studbook data, and the candidate fathers (drawn
from studbook data) were then tested. The follow-
ing parameters were used: 10,000 simulations, two
candidate parents, 84% of candidate parent
sampled (from results of preliminary analyses),
99% of genotypes available, 0.01% of loci mistyped
and 1% of error rate. Parentage was assigned to
putative parent only when the Delta value for a
95% confidence level was achieved. Another
approach, also implemented in CERVUS 3.0, was
applied to assign the two most likely parent-pair to
a given offspring. In cases in which one parent was
not registered, the software searched for the most
likely parent-pair among all the candidate ones
(those listed in the studbook data and which were
born at least three years before the candidate
offspring; according to Sawyer, 2002).

Misclassification rates of the relatedness
estimator

A simulation approach was performed to deter-
mine the sampling variances of Q&Gr across an
array of known relationship classes (Van de
Casteele et al., 2001). The program Kingroup
(Konovalov et al., 2004) was employed to randomly
generate genotypes of 1,000 pairs of UR indivi-
duals, 1,000 pairs of half-sibs (HS) and 1,000 pairs
of FS. The input data for simulations consisted of
the number of individuals to be generated,
number of loci and frequencies of alleles at each
locus. Allele frequencies at four loci were calcu-
lated from the same set of 174 UR Roseate
Spoonbills used for the estimation of population
genetic parameters (see previous section). Mean
relatedness values were then calculated for the
simulated pairs of each relationship category and
compared with theoretically expected mean
relatedness values (UR, 0.0; HS, 0.25; FS, 0.5), to
compute the bias of the employed estimator. Two-
tailed ¢-tests were used to evaluate the significance
of the bias. Sampling variance of the estimator
was calculated as the variance of the relatedness
estimates for each simulated data set. All statis-
tical analyses were performed using XLSTAT 2009
(http://www.xlstat.com/en/products).

Empirical misclassification proportions for
assigning dyads to a specific relationship category
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were calculated as the fraction misclassified out of
1,000 randomly generated pairs of UR, HS and FS,
following Blouin et al. ("96). This ‘“‘cut-off value”
method estimates the probability that a pair of one
type of relationship would be misclassified as
belonging to another type by establishing the
midpoints between the means of the distributions
of pairwise relatedness estimates (Q&Gr) for
simulated dyads as cut-off value (Blouin et al.,
’96). Similarly, actual misclassification rates for
wild Roseate Spoonbills were calculated as the
fraction of dyads misclassified out of the total
number of presumed UR, FS and HS according to
the previously calculated and empirically deter-
mined cut-off values. The program iRel v1.0
(Gongalves da Silva and Russello, in preparation)
was used to compute these rates using as input
data the same set of genotypes from sampled UR
individuals and population genetic parameters
(see previous section).

RESULTS

Population parameters

The number of alleles per locus varied between
three and nine in zoo samples and five and ten in
natural populations. Total number of alleles was
26 in captive samples, and 36 in wild samples.
Expected heterozygosities (He) ranged from 0.590
(Aaju3) to 0.810 (Aajul) in captive samples, and
from 0.491 (Aaju5) to 0.768 (Aajul) in wild
samples. None of the loci tested deviated signifi-
cantly from Hardy-Weinberg equilibrium. The
combined exclusionary probability for the four
loci was 0.90 in captive samples, and 0.96 in wild
samples. Probability of identity was 0.0003 for US
zoos’ samples, and 0.00011 for wild samples.

Performance of the relatedness estimator

The mean pairwise relatedness (Q&Gr) values
calculated from the simulated distributions for wild
Spoonbills were —0.0028 for UR, 0.6265 for F'S and
0.2458 for HS. Similarly, mean r values for the
simulated relatedness distributions from captive
Spoonbills were: 0.0145 for UR, 0.5825 for FS and
0.2730 for HS. These values did not show significant
departure from theoretically expected relatedness
values (P>0.005; P =0.0611). For wild and
captive samples, the sampling variances of the
Q&Gr estimator were, respectively: 0.0985 and
0.1034 for UR pairs, 0.0674 and 0.0738 for simulated
HS and 0.0547 and 0.0456 for simulated F'S.
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Cut-off values for all relationship comparisons in
wild samples, empirically established as the mid-
point of the distributions of simulated pairwise
relatedness values for the specified categories were
0.1186 for UR-HS, 0.3701 for HS-FS and 0.2386
for FS-UR. Empirical rates of misclassification for
discriminating dyads ranged from 11.4% (UR-HS)
to 35.5% (HS-FS) in wild samples (Table 2). The
empirically determined Type II error of the Q&Gr
statistic ranged from 11.5 to 20%, as evidenced by
the proportions of HS and FS simulated pairs
misclassified as pertaining to a lower relationship
category (Table 2). Observed misclassification
rates for wild samples of the Roseate Spoonbill,
according to the empirically determined cut-off
values formerly calculated from simulated data,
ranged from 0 to 23.8% (Table 2). The observed
Type II error of the Q&Gr estimator ranged from
0 to 22%, as evidenced by the proportions of HS
and FS nestlings misclassified as pertaining to a
lower class of relationship (Table 2).

Cut-off values for captive samples were as
follows: UR-HS, 0.1294; HS-FS, 0.3602; UR-PO,
0.2480; UR-FS, 0.2405 and HS-PO, 0.3676. There
were no captive parent—offspring dyads classified
as belonging to a different relationship category
other than the one suggested according to these
values (Tables 3 and 4).

Parentage and genetic relatedness in
captive populations

Recorded mating pairs and presumed offspring
were listed in the specimen reports. Ancillary data
provided by each zoo revealed that sires were

TABLE 2. Misclassification proportions for Q&Gr according
to Blouin et al. (‘96) estimated for randomly generated dyads of
the Roseate Spoonbill from Brazilian natural breeding colonies

Simulated Misclassified Empirical Observed
relationship as’ proportion proportion
UR HS 0.114 0.238
HS UR 0.200 0.222
HS FS 0.355 0.000
FS HS 0.170 0.190
UR FS 0.133 0.095
FS UR 0.115 0.000

Empirical proportion calculated as the fraction misclassified out of
1,000 randomly generated pairs of: unrelated (UR), half-sibs (HS) and
full-sibs (F'S). Observed proportion calculated as the fraction mis-
classified out of the total number of actual UR, F'S and HS according to
empirically determined cut-off values.

ICut-off values for all comparisons empirically established as the
midpoint of the distributions of pairwise relatedness values for the
specified relationship categories: UR-HS =0.1186; HS-FS=0.3701;
FS-UR = 0.2386.
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registered in the zoos’ studbooks for 84% of the 25
nestlings analyzed, and dams were recorded for
72% (Table 1). Microsatellite genotyping was
carried out to validate parentage assignment in
Spoonbill families from zoological parks. Paren-
tage assignment, ML approaches and genetic
relatedness estimations supported a PO relation-
ship between both putative sires and dams in
matings #1, #2, #4, #8 and #17 and for offspring
DZ39 and DZ42 of mating #14 (Tables 1, 3 and 4).
Neither approach confirmed parentage for off-
spring and both recorded parents in matings #11,
#12 and #13 and for offspring DZ40 and DZ41 in
mating #14 (Tables 1, 3 and 4).

When only the putative dam was documented
(four matings), maternity assignment tests were
performed to verify whether the registered bird
was, in fact, the most likely mother for the
offspring. For example, FW15 was confirmed to
be the dam of FW19 and FW21, and FW19 was the
most likely dam of FW20 (Tables 1 and 3). In some
families, the putative dam listed in the studbook
was not confirmed, for example, SCZ45 was not
related in the expected way to its supposed
mother, DZ30 (Table 3). Similarly, in those cases
where only the putative sire was documented (four
matings), paternity assignment tests were per-
formed to verify data. Relatedness tests, ML
approaches and paternity assignments confirmed
fatherhood for putative sires registered in matings
#3, #10 and for offspring SCZ47 and SCZ48 in
mating #16 (Table 4). All confirmed and excluded
parent—offspring relationships were consistent
with the cut-off values empirically determined
for the captive population using simulations (see
previous section).

When parentage assignments were incorrect, or
when only one putative parent was registered in
the studbook, ML approach and hypothesis testing
analysis were applied to find the most likely
parent among all the candidate ones. Analyses
indicated the most likely dams for progeny in
matings #3, #9, #10 and #16 (Table 3) and sires in
matings #5, #6 and #7 (Table 4). Similarly, results
of the search for parent-pairs identified possible
parents for offspring in matings #11, #12, #13 and
$#14 (Tables 3 and 4). When multiple offspring
were produced, the same methodology was applied
to verify the putative relationships among them
(Table 5). A UR relationship was significantly
confirmed by each approach for four analyzed
dyads (Table 5). Only three of the seven (42.8%)
supposedly full-sibling pairs recorded by the zoos
were confirmed as being fully related (Table 5).
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TABLE 3. Maternity assignment tests for 25 Roseate Spoonbill offspring registered in studbooks from three US zoological parks,
based on microsatellite data

Putative Assignment Possible
Mating Offspring Hatch date dam test Q&Gr! Hy/H; P value dam Q&Gr? Hg/H; P value
$1 FW10 June 1981 FW15 Positive 0.731 PO/U 0.0145
#1 FwWi12 June 1981 FW15 Positive 0.686 PO/U 0.0412
#2 FW13 May 1993 FW12 Positive 0.755 PO/U  0.0043
#3 FW16 June 1978 NA FW15 0.791 PO/U 0.0183
t4 FwW17 May 1993 FW16 Positive 0.391 PO/U 0.0109
5 FW19 June 1989 FW15 Positive 0.568 PO/U 0.0212
16 FW20 June 1994 FW19 Positive 0.768 PO/U  0.0245
7 Fw21 July 1980 FW15 Positive 0.590 PO/U  0.0093
#8 DZ31 August 1992 SCZ43 Positive 0.563 PO/U 0.0459
#9 DZ32 July 1994 NA SCZ45 0.267 PO/U 0.0023
#10 DZ33 July 1995 NA DZ28 0.348 PO/U 0.1880
#10 DZ34 July 1995 NA DZ28 0.021 PO/U 0.2253
$11 DZ35 July 1996 SCZ43 Negative —0.095 U/PO 0.0000 DZ26 0.755 PO/U 0.0258
#12 DZ36 June 2000 DZ29 Negative —0.076 U/PO  0.0000 DZ26 0.755 PO/U  0.0005
$12 DZ37 June 2000 DZ29 Negative 0.145 U/PO 0.0163 DZ26 0.510 PO/U 0.0297
#13 DZ38 June 2000 DZ28 Negative  —0.057 U/PO  0.0000 DZ29 0.739 PO/U 0.0695
$14 DZ39 June 2000 DZ26 Positive 0.530 PO/U 0.0238
$14 DZ40 June 2000 DZ26 Negative 0.002 U/PO 0.0044 DZ29 0.739 PO/U 0.0785
#14 DZ41 June 2000 DZ26 Negative —0.352 U/PO  0.0000 DZ34 1.000 PO/U 0.0001
#14 DZ42 July 2000 DZ26 Positive 0.376 PO/U  0.0058
#15 SCZ45 June 1988 DZ30 Negative —0.003 U/PO  0.0000 FW15 0.091 PO/U 0.3050
$16 SCZ47  July 1992 NA SCZ43  0.550 PO/U  0.0794
#16 SCZ48 July 1994 NA SCZ45 0.360 PO/U 0.0284
#16 SCZ49 July 1996 NA SCZ43 0.203 PO/U 0.1379
¥17 SCZ51  February 2001  SCZ45 Positive 0.730 PO/U  0.0107

Q&Gr: Queller and Goodnight (’89) estimator. Ho/H;: null vs. alternative hypothesis; P value: corresponds to hypothesis testing; o <0.05 implies

H, acceptance; PO, parent—offspring; U, unrelated; NA, not available.

!Genetic relatedness value for offspring and dam registered at the studbook.
2Genetic relatedness value for offspring and possible dam (identified by maternity assignment in this study).

Inconclusive results were obtained by analyses on
other reported relationships, mainly resulting
from the difficulty in distinguishing between HS
and FS (Table 5).

Genetic relatedness in natural populations

Genetic information on four microsatellite loci
together with relatedness estimation, ML ap-
proach, hypothesis testing and the ‘“‘cut-off value”
method were applied to check the genetic relation-
ships among wild Spoonbill chicks sampled within
the same nests. A total of 51 dyads were analyzed
(Table 6). Each of the implemented approaches
confidently identified 13 UR dyads (25.5%)
(Table 6). Similarly, 17 of the analyzed dyads
(33%) can be confidently considered F'S (Table 6).
Five dyads were confidently identified as HS by all
the methodologies applied. Seven dyads, with
significant P-values, were classified differently by
the ML method and the “cut-off value’’ method as
follows: three of them were considered F'S by the
Blouin et al. ("96) method and HS by the ML
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method; four dyads were considered UR by the
“cut-off value’” method and as HS by the ML
technique. For nine dyads, lack of significant
values from hypothesis testing impaired a final
confirmation of their -classification: two were
considered by both approaches as being HS; one
showed a marginally significant P-value for UR by
both methods and the remaining six presented
different results depending on the method
(Table 6). It is interesting to note that inside two
nests (nests 9 and 28) we found both UR and fully
related dyads classified confidently by the three
methodologies applied.

DISCUSSION

Understanding the mating system of a species is
essential for successful conservation programs and
it may improve the calculation of parameters such
as minimum viable population size (Frankham
et al., 2002). This study checked studbook data by
genetic analyses of parents and offspring from
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TABLE 4. Paternity assignment tests for 25 Roseate Spoonbill offspring registered in studbooks from three US zoological parks,
based on microsatellite data

Hatch Putative Assignment Possible

Mating Offspring date sire test Q&Gr! Hy/H; P value sire Q&Gr? Hg/H; P value
$1 FW10 June 1981 FW11 Positive 0.580 PO/U 0.0092

#1 FwWi12 June 1981 FW11 Positive 0.662 PO/U 0.0120

$2 FW13 May 1993 FW10 Positive 0.881 PO/U 0.0008

#3 FW16 June 1978 FW11 Positive 0.639 PO/U 0.0225

t4 FW17 May 1993 Fw21 Positive 0.409 PO/U 0.0032

5 FW19 June 1989 NA FW10 0.369 PO/U 0.0082
#6 FW20 June 1994 NA FwWi1 0.365 PO/U 0.1672
7 FW21 July 1980 NA FWi11 0.523 PO/U 0.8583
#8 DZ31 August 1992 SCZ44 Positive 0.380 PO/U 0.0210

9 DZ32 July 1994 SCZ46 Negative 0.167 U/PO 0.0000 SCZ44 0.817 PO/U 0.0359
#10 DZ33 July 1995 SCZ44 Positive 0.384 PO/U 0.0209

#10 DZ34 July 1995 SCZ44 Positive 0.311 PO/U 0.0229

$11 DZ35 July 1996 SCZ44 Negative —0.498 U/PO 0.0000 SCZ46 0.255 PO/U 0.0042
#12 DZ36 June 2000 DZ32 Negative —0.246 U/PO  0.0000 DZ25 0.622 PO/U 0.1125
$12 DZ37 June 2000 DZ32 Negative —0.474 U/PO 0.0000 DZ25 0.245 PO/U 0.1360
#13 DZ38 June 2000 DZ33 Negative —0.194 U/PO  0.0000 DZ32 0.817 PO/U 0.0527
t14 DZ39 June 2000 DZ25 Positive 0.697 PO/U 0.0373

$14 DZ40 June 2000 DZ25 Negative —0.102 U/PO  0.0000 DZ32 0.450 PO/U 0.1047
#14 DZ41 June 2000 DZ25 Negative —0.372 U/PO  0.0000 DZ33 0.728 PO/U  0.0049
#14 Dz42 July 2000 DZ25 Positive 0.716 PO/U 0.0073

#15 SCZ45 June 1988 NA DZ32 0.267 PO/U 0.3914
$16 SCZ47  July 1992 SCZ46 Positive 0.388 PO/U  0.0295

#16 SCZ48 July 1994 SCZ46 Positive 0.500 PO/U 0.0317

#16 SCZ49 July 1996 SCZ46 Negative 0.007 U/PO 0.1508 SCZ44 0.487 PO/U 0.082
¥17 SCZ51  February 2001  SCZ48 Positive 0.589 PO/U 0.0110

Q&Gr: Queller and Goodnight (’89) estimator. Ho/H;: null vs. alternative hypothesis; P value: corresponds to hypothesis testing; o <0.05 implies

H, acceptance; PO, parent—offspring; U, unrelated; NA, not available.

1Genetic relatedness value for offspring and sire registered at the studbook.
2Genetic relatedness value for offspring and possible sire (identified by paternity assignment in this study).

captive families. Additionally, it contributed to
better understanding of the mating system of the
Roseate Spoonbill in the wild by helping to
disentangle the relationships among nestlings
sampled at natural breeding colonies.

Limitations of genetic analysis for
discriminating among relationships in the
Roseate Spoonbill

In this study, calculation of a symmetric regres-
sion-based relatedness estimator, ML approaches
and hypothesis testing analyses were used for the
first time to verify pedigree information and to
compute genetic relatedness in the Roseate Spoon-
bill. Each one of the available methods of inferring
relatedness from genetic data has inherent limita-
tions (Van Horn et al., 2008). For example,
marker-based relatedness estimators usually show
a large sample variance as a consequence of the
variance in identity-by-descent among loci, and
the variance in identity-by-state for alleles that

are not identical by descent (Lynch and Ritland,
’99; Russello and Amato, 2004). This variance can
be reduced by increasing the number of poly-
morphic loci or by choosing the appropriate
estimator. The number of loci available for the
Roseate Spoonbill is low, but they enclose a
reasonable amount of heterozygosity, a desirable
property for reducing sampling variance (Ritland,
’96). The exclusion probability obtained for cap-
tive samples with this panel of microsatellite loci
was similar to the one reported by other authors
for paternity analysis and mating systems studies
(e.g., Whittingham et al., 2003; Chiver et al.,
2008). It was suggested by Csilléry et al. (2006)
that adding more polymorphic markers will result
in a significant improvement of the average
performance of the relatedness estimators only if
the population has a high relatedness variance. As
the sampling variance of the simulated related-
ness distributions based on observed allele fre-
quencies for wild and captive Roseate Spoonbill
populations was relatively small, we can presume
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TABLE 5. Genetic relatedness values, most likely relationship

and results of hypothesis testing analyses for Roseate Spoonbill

sibling pairs from recorded and not recorded (NR) matings of

individuals from three US zoological parks, based on micro-
satellite genotyping data

Most likely

Mating Sibling pair Q&Gr relationship Ho/H; P value

1 FW10-FW12 0.733 FS FS/U 0.0243
10 DZ33-DZ34 0.483 FS FS/U 0.0022
12 DZ36-DZ37 0.264 FS FS/U 0.0763
14 DZ39-DZ40 0.079 U U/FS  0.0859
14 DZ39-DZ41  —0.311 U U/FS 0.0027
14 DZ39-DZ42 0.735 FS FS/U 0.0127
14 DZ40-DZ41  —-0.421 U U/FS 0.0066
14 DZ40-DZ42  —0.072 U U/FS  0.0202
14 DZ41-DZ42  —0.248 U U/FS  0.0048
16 SCZ47-SCZ48 —0.083 U FS/U 0.8456
16 SCZ47-SCZ49 —0.111 U FS/U 0.7987
16 SCZ48-SCZ49  0.188 U FS/U  0.5496
NR FW10-FW16 0.577 U FS/U 0.2157
NR FW12-FW16 0.510 FS FS/U  0.3100
NR DZ36-DZ39 0.597 FS FS/U 0.0430
NR DZ36-DZ42 0.731 FS FS/U  0.0008
NR DZ37-DZ39 0.333 FS FS/U  0.0962
NR DZ37-DZ42  —0.333 U U/FS 0.7748
NR DZ38-DZ40 0.213 FS FS/U  0.0500

Q&Gr: Queller and Goodnight (’89) estimator. Ho/H;: null vs.
alternative hypothesis; P value: corresponds to hypothesis testing;
0<0.05 implies H, acceptance; PO, parent-offspring; U, unrelated;
FS, full-siblings; HS, half-siblings.

that including more microsatellites might not be
strictly necessary to substantially increase the
power of the relatedness estimations.

The power of the panel of markers used to
distinguish among first-order and UR individuals
was evaluated by estimating misclassification
rates, using ‘“‘cut-off values”, according to Blouin
et al. ('96). Misclassification rates observed for
captive and wild samples of the Roseate Spoonbill
addressed by means of simulation approaches
were small (Table 2).

When distinguishing among supposed sibs (full
or half) and UR individuals, it is important to
minimize the Type II error, the proportion of
individuals misclassified as belonging to a lower
category of relationship. In this study, this propor-
tion was low according to performed simulations
(Table 2), a result that confirms that the employed
markers can discriminate between first-order
and UR individuals in a degree good enough to
have confidence in parentage assignment and for
addressing the mating system-related questions.

Considering that it is expected a priori that a
pair of young birds in a nest would be FS rather
than HS or UR, a valuable approach is to estimate
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the probability of the data under each opposing
relationship category, and then select the category
that yields the highest likelihood (Blouin, 2003).
Hypothesis testing and likelihood approaches
implemented in this study to test the probability
of one pair falling into one category vs. another is
well supported (Blouin, 2003; Milligan, 2003; Weir
et al., 2006). Likelihood methods allow the extrac-
tion of most information about the relationship
from the observed genotypes (Weir et al., 2006).
Moreover, likelihood and fractional assignment
techniques can compensate for deficiencies of the
data set (Jones and Ardren, 2003). CERVUS 3.0
corrects for multiple comparisons and it has
revised equations that offer a substantial increase
in power to assign parentage (Kalinowski et al.,
2007). Simulation approaches as those employed
by all the software used in this work are useful for
discovering ways of augmenting the success of
paternity assignment, for example, strengthening
efforts to increase sampling of candidate parents
(Marshall et al., ’98). Finally, simulation techni-
ques assist in the attainment of statistical sig-
nificance for the assigned relationships (Queller
and Goodnight, ’89).

Parentage and genetic relatedness in
captive populations

The exchange of approximately 500 Roseate
Spoonbills that are maintained in US zoological
parks has been used as a strategy to preserve the
genetic diversity of captive populations and guar-
antee the genetic fitness of future progeny
(Sawyer and Benjamin, 2006). This management
practice relies upon the accuracy of zoo studbook
data for the choice of less related individuals for
reproduction. However, complete and consistent
pedigrees are often unavailable in many captive
populations. The lack of apparent sexual dimorph-
ism among adults of the Roseate Spoonbill can
make it difficult to identify breeding pairs and
impair the correct recording of pedigree informa-
tion. Besides, individuals are often kept in large
groups or colonies, making it difficult to control
individuals for pairing, which increases the cost of
building individual pedigrees. Because of complex-
ities in pedigree building, such as limitations in
resources and time, significant errors could occur
in current lineage data of this species, leading to
severe consequences in breeding design and
management of captive populations.

Molecular marker information used together
with pedigree data increases the power of selection
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TABLE 6. Genetic relatedness values, most likely relationship and results of hypothesis testing analyses based on microsatellite
genotyping data for Roseate Spoonbill nestlings sampled within the same nest at Brazilian natural breeding colonies

Nest Individuals Q&Gr Most likely relationship Hy/H, P value
PAN

1 B003-B004 0.210 HS HS/FS 0.2309

2 B007-B008 0.704 FS FS/U 0.0001***

2 B007-B009 0.137 HS HS/U 0.0000™**

2 B008-B009 0.377 FS FS/U 0.0138*

3 B030-B031 0.476 HS HS/FS 0.3243

4 B036-B037 —0.003 U U/FS 0.0147*

4 B037-B038 0.082 HS HS/FS 0.3091

4 B036-B038 —0.197 U U/FS 0.0066™*

5 B054-B055 0.466 FS FS/U 0.0103*

6 B061-B062 0.659 FS FS/U 0.0239*

7 B069-B073 0.326 U U/FS 0.0848

8 B081-B084 -0.197 U U/FS 0.0203*

9 R901-R902 0.243 HS HS/FS 0.2350

9 R901-R903 —0.405 U U/FS 0.0082**

9 R902-R903 0.002 U U/FS 0.0496™

9 R902-R904 —0.002 U U/FS 0.0452*

9 R903-R904 -0.075 U U/FS 0.0516

9 R901-R904 0.474 FS FS/U 0.0405*

10 R911-R912 —0.035 HS HS/FS 0.3096

11 404-409 —0.064 FS FS/U 0.1159

11 404-410 0.316 U U/FS 0.1272

11 409-410 —0.022 U U/FS 0.0004***

12 A070-A069 —0.051 FS FS/U 0.0375*
RS

13 RS12-RS13 -0.204 U U/FS 0.0186*
AM

14 M359-M360 0.106 HS HS/FS 0.00005™**

14 M359-M361 0.034 HS HS/FS 0.00002***

14 M360-M361 0.262 HS HS/FS 0.00003***

15 M122-M123 —0.085 U U/FS 0.0038**

16 M144-M145 0.860 FS FS/U 0.0055™*

16 M144-M146 0.723 FS FS/U 0.0305™*

16 M145-M146 0.568 FS FS/U 0.0436™

17 M153-M154 0.387 HS HS/FS 0.0005**

18 M157-M158 -0.194 U U/FS 0.0003**

19 M173-M174 0.674 FS FS/U 0.0529*

19 M173-M175 0.504 FS FS/U 0.0206*

19 M174-M175 0.645 FS FS/U 0.0414*

20 M180-M181 1.000 FS FS/U 0.0000***

21 M182-M183 0.317 HS HS/FS 0.0003**

22 M184-M185 —0.083 U U/FS 0.0023**

23 M245-M246 0.423 HS HS/FS 0.0004**

24 M306-M307 0.201 HS HS/FS 0.1500

25 M313-M314 0.492 HS HS/FS 0.0003**

25 M313-M315 0.200 HS HS/FS 0.0004™*

25 M314-M315 0.106 HS HS/FS 0.0005**

26 M319-M320 1.000 FS FS/U 0.0000***

26 M319-M321 0.914 FS FS/U 0.0000***

26 M320-M321 0.914 FS FS/U 0.0001***

27 M322-M323 0.711 FS FS/U 0.0394*

28 M327-M328 0.830 FS FS/U 0.0002**

28 M326-M327 -0.301 U U/FS 0.0066™*

28 M326-M328 —0.0009 U U/FS 0.0080*

Q&Gr: Queller and Goodnight ('89) estimator; Hy/H7: null vs. alternative hypothesis; PO, parent-offspring; U, unrelated; FS, full-siblings; HS, half-
siblings; AM: Amapa; PAN: pantanal; RS: Rio Grande do sul; P-value: corresponds to hypothesis testing: *** indicates o = 99.9%, ** indicates o= 99%, *
indicates o = 95%.
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schemes, minimizing genetic deterioration and
optimizing conservation programs (Wang, 2002).
According to Van Horn et al. (2008), genetic data
may be useful to verify pedigree relationships. Our
results indicated that parent-offspring relation-
ships were confirmed in only 61.5% of the total
parent—offspring pairs analyzed at zoo parks
(Tables 3 and 4); motherhood was confirmed for
61.1% of the PO dyads studied (Table 3) and
assigned fatherhood based on behavioral observa-
tions was confirmed for 61.9% of the total sire—off-
spring pairs analyzed (Table 4). In 75% of the
situations in which only the dam was registered,
maternity assignments were correct, assumably
because egg-laying females are easily identified.
Similarly, when only sires were recorded, the
paternity was correctly assigned for 71.4% of the
sire—offspring pairs.

One of the most important contributions of the
genetic analyses to pedigree building was the
identification of the most likely parent-pair for all
descendants. This procedure revealed that some
individuals mated several times in different repro-
ductive seasons generating numerous offspring,
although zoo personnel did not record all these
matings. Another important finding was that one
Spoonbill parented two nestlings that mated later
and produced an offspring. Both these examples
illustrate cases in which inbreeding remained
unidentified based solely on behavioral observations.
Such situations may increase the loss of genetic
diversity and result in the expression of recessive
deleterious alleles (Hunter and Gibbs, 2006) in the
captive population of Roseate Spoonbills.

It is worth noting that all the methodologies
applied here correctly assigned the seven nestlings
born in the summer of 2000, whose studbook
records were ambiguous. The results indicated
that one pair parented four nestlings, another pair
parented one nestling and a third dyad parented
two other nestlings. Additionally, genetic analyses
performed in this study correctly identified a
mistaken parentage assignment originating from
the incorrect sex-typing of an individual during
endoscopy at the zoo (Sawyer, 2002).

In summary, our results show that inclusion of
genetic information can augment the precision
of parentage assignment in captive populations of
the Roseate Spoonbill. Whenever possible, indivi-
dual relationships should be classified by combin-
ing genetic data with ecological observations.
Hence, we propose the use of genetic approaches
to correctly identify familial relationships and to
estimate genetic relatedness to assure that birds

J. Exp. Zool.

C.I. MINO ET AL.

exchanged between facilities, or mated within, will
maintain or increase genetic diversity in the
populations.

Genetic relatedness in natural populations

The study of mating systems in the wild is
particularly demanding in the Roseate Spoonbill,
and in waterbirds in general, because adults are
very difficult to capture within nests to obtain
complete family samples, impairing detailed geno-
type comparisons between parents and offspring.
Moreover, copulations are very difficult to observe
directly in nature and the lack of sexual dimorph-
ism complicates sex-differentiating observations.
One alternative to unravel aspects of a mating
system in cases like this is to deduct reproductive
behavior from molecular information on mater-
nity and paternity (Avise, 2004), as performed in
many recent studies (for example: Amavet et al.,
2008). As a first approach to clarifying the mating
system in the Roseate Spoonbill we investigated
genetic relationships among 67 supposed siblings
from 28 nests sampled in wild Brazilian breeding
colonies. Results from pairwise relatedness values,
hypothesis testing, ML approaches and ‘‘cut-off
value” method indicated that 33% of the analyzed
dyads were full-siblings. These progenies can be
explained assuming genetic monogamy between
nest-attending adult birds (Table 6). Alternatively,
fully related siblings can be the product of an
extra-pair mating and parental care being from
nest attending birds. If the latter is the case, nest
parasitism would be occurring, and the results
obtained in this study will represent an under-
estimation of the real frequency of extra-pair
mating. Additionally, 9.8% of analyzed dyads were
confidently assigned as HS (Table 6). UR indivi-
duals were detected in 25.5% of the sampled
dyads, suggesting that more than one parent-pair
might have been responsible for those nestlings.
Almost 14% of the dyads were misclassified by the
ML approach, but presented significant P-values
for hypothesis testing analysis. The remaining
17.4% did not result in significant classifications.

Results obtained using three different meth-
odologies to unravel relationships among nestlings
in natural populations are concordant and point to
the existence of a system other than monogamy
for this species in the wild. Extra-pair copulations
of the Roseate Spoonbill in situ is in agreement
with the reproductive behavior already observed
in other species of the order Ciconiiformes: the
Great-Egret, Ardea alba (Krebs et al., 2004), the
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White Ibis, Eudocimus albus (Frederick, ’87),
the Cattle Egret, Bulbucus ibis (McKilligan, ’90),
the Grey Heron, A. cinerea (Ramo,’93), the Scarlet
Ibis, E. ruber (Olmos and Silva e Silva, 2003; Elbin
and Burger, 2005) and the Chinese Egret, Egretia
eulophotes (Guo-An et al., 2005).

Further work with an extended empirical data-
set, comparisons of relatedness estimators and
approaches in kinship assessment, as well as a
greater sampling of natural populations within the
distribution range of the species, will improve the
analyses of research questions.

The strategy proposed in this work can be used
as a reference in studies with other species, such
as the Black-faced Spoonbill (P. minor), which is
critically endangered in nature (Yeung et al.,
2006). In cases like this, preserving the genetic
diversity in captivity is essential for future
reintroductions in places with viable or restored
habitat, but where the species has become extinct.
Furthermore, the approaches employed here will
be useful in studying questions about other species
where it is difficult to obtain samples from
complete families, and would help to answer
questions on aspects such as the evolution of
reproductive behavior.
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