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RESUMO

Bubulcus ibis (garca-vaqueira) € um ardeideo cuja presenca na América do Sul foi
reportada pela primeira vez no final do século XIX e ja na década de 1950 encontrava-
se espalhada por todo o continente. O presente estudo teve por objetivo analisar a
distribuicdo da diversidade genética nas populacdes africanas e brasileiras de B.
ibis visando compreender os processos que modelaram os padrdes de colonizagdo da
area nao-nativa no Brasil. Foi estudada a variacdo genética da regido controladora (RC)
do DNA mitocondrial (DNAmit) (N = 412 africanas e 177 brasileiras) e dos genes
ATPases 6 e 8 do DNA mitocondrial (N = 108 africanas e 49 brasileiras) e do intron 5
do gene nuclear Transforming growth factor beta-2 (TGFB2) (N = 96 africanas e 50
brasileiras). Niveis de diversidade genética encontrados foram semelhantes entre as
regides africanas, exceto pela menor diversidade encontrada na Africa do Sul. Os testes
de neutralidade, as curvas de mismatch distributione o Bayesian Skyline
Plot evidenciaram uma expansdo demogréafica na populagdo total africana, datada por
essa Ultima metodologia em 15 mil anos atras, ocorrida apos o ultimo maximo glacial.
Esses resultados foram discutidos supondo que eventos climaticos dessa época
produziram os padrBes encontrados no presente da distribuicdo da diversidade genética.
Os testes de AMOVA e os Fsypar a par mostraram auséncia de diferenciacdo entre
quase todas as populacbes africanas e quando achada, envolveram as populacdes da
Africa do Sul e/fou da Nigéria. As populacbes brasileiras ndo se diferenciaram
geneticamente, nem apresentaram desvios do tamanho efetivo ao longo do tempo. A
variabilidade genética avaliada pelos genes do DNAmit e do DNA nuclear foram
semelhantes nas populacdes brasileiras e africanas, sugerindo a ocorréncia de maltiplos
eventos de introducdo. Uma provavel rota de migracdo entre os dois continentes foi
suposta nesse estudo baseando-se nos registros historicos e nos dados genéticos (graus
de diferenciacdo e compartilhamento de hapl6tipos): aves partiriam da costa oeste da
Africa, passando por ilhas oceanicas e/ou arquipélagos como Cabo Verde e chegariam

ao continente sul americano pelo norte e/ou sul do litoral brasileiro.

Palavras chave: Bubulcus ibis, filogeografia, historico demografico, invasao biologica,

estruturacdo populacional.



ABSTRACT

The cattle egret (Bubulcus ibis [Ardeidae]) was first reported in the New World in the
late nineteenth century and has been found scattered throughout the Americas since the
1950s. The aim of the present study was to analyze the distribution of genetic diversity
in African and Brazilian populations of the cattle egret to understand the process of
colonization of the non-native area in the Brazil. Genetic variation in the mitochondrial
DNA (mtDNA) Control Region (CR) (n = 412 African and 177 Brazilian individuals),
in ATPase 6 and 8 genes (n = 108 African and 49 Brazilian individuals) and in the
intron 5 of the nuclear transforming growth factor beta-2 gene (n = 96 African and 50
Brazilian individuals) were evaluated. Genetic diversity across regions of Africa was
similar, except for the lesser diversity found in South Africa. Neutrality tests, mismatch
distributions and Bayesian skyline plots revealed demographic expansion in the overall
African population, dated by the latter method as 15000 years before the present,
occurred after the last glacial maximum. The findings were discussed hypothesizing that
past climatic events have shaped the current distribution of genetic diversity. AMOVA
and pairwise Fst tests revealed a lack of differentiation among nearly all African
populations. The few cases of differentiation involved the South African and/or
Nigerian populations. Brazilian populations exhibited no genetic structure or effective
size deviations over time. Mitochondrial and nuclear DNA genetic variability
demonstrated similar levels of genetic variation between the Brazilian and African
populations, suggesting multiple introduction events. Based on historical and genetic
data (differentiation levels and shared haplotypes), we propose a likely migration route
between both continents departing from West Africa, passing through oceanic islands
and archipelagos, such as Cape Verde, and finally arriving in the Americas on the

northern and/or southern coast of Brazil.

Keywords: Bubulcus ibis, phylogeography, demographic history, biological invasion,

population structure.
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1. INTRODUCAO

1.1. A espécie alvo e sua biologia

Bubulcus ibis (LINNAEUS, 1758) é conhecida no Brasil pelo nome comum de garca-
vaqueira. Essa espécie pertence a familia Ardeidae e a ordem Pelecaniiformes.
Conhecem-se trés subespécies diferenciadas pela colora¢do da plumagem reprodutiva e
pelo tamanho (TELFAIR 11, 2006). Bubulcus i. ibis, cuja distribuicio abrange a Africa,
o sul da Europa e oeste da Asia e que mais recentemente colonizou o Novo Mundo.
Bubulcus i. coromandus que ocupava ancestralmente a Asia e que chegou durante o
século passado a Oceania. Bubulcus i. seychellarum que apresenta uma distribuicéo
restrita ao arquipélago das ilhas Seychelles (ao leste da Africa) (KUSHLAN;
HANCOCK, 2005; KUSHLAN; HAFNER, 2000; TELFAIR II, 2006). Durante o
século XX, as populacbes desta espécie se expandiram tanto em namero de individuos
quanto na area de sua distribuicdo geogréfica, de maneira impressionante, tendo-se
atualmente registros dessa ave em quase todo o mundo (KUSHLAN; HANCOCK,
2005) (Figura 1). A unica subespécie que serd o foco do presente trabalho é a Bubulcus

ibis ibis, mas serd mencionado o nome da espécie (B. ibis).

Figura 1. Distribuicdo mundial da garca-vaqueira. Coloragdes diferentes indicam as regides onde a
espécie foi reportada como residente, onde ela ndo se reproduziu e onde ocorre apenas na temporada

reprodutiva

g

[l Residente
[l Nio reprodugio
[[]Ocorréncia durante a temporada reprodutiva

Fonte: KUSHLAN; HANCOCK, 2005

B. ibis pode habitar em areas Umidas e alagadas, manguezais, campos de pastagem,

acudes, granjas, zonas urbanas e até locais de residuos sélidos (TELFAIR 11, 2006; Sl



BACHIR et al., 2012a). Essa grande variedade de ambientes, que incluem zonas
altamente antropizadas permitem-lhe ocupar nichos que normalmente néo séo habitados
por outras espécies. Essa plasticidade é uma das razdes pelas quais B. ibis atualmente

tenha uma distribuicdo cosmopolita.

A garca-vaqueira geralmente forrageia em grupo e associada com animais de pastagem
(SIEGFRIED, 1971). Essa associacdo parece ser do tipo comensalismo (HEATWOLE,
1965). Ela tem sido reportada tanto na Africa como na América e ocorre
preferencialmente com animais de grande porte como elefantes, bufalos, zebras, bois e
gnus (GRIMES, 1987; BURGER; GOCHFELD, 1989; SICK, 1997). No entanto, foi
também reportada a associagdo dessa espécie com o avestruz comum da mesma forma
que com esses grandes mamiferos (KAMLER; SUINYUY; GOULDING, 2008). Como
resultado do comensalismo, a captura das presas € energeticamente mais eficiente
(SEEDIKKOYA; AZEEZ; SHUKKUR, 2005). Dada essa associacdo, & bastante
provavel que a expansdo da garca-vaqueira tenha sido favorecida pelo aumento da

atividade pecuéria tanto na Africa como na América.

Outra caracteristica de B. ibis é seu habito alimentar generalista. Sua dieta inclui insetos,
aranhas, acaros, repteis, anfibios e roedores. (FOLK et al. 2000; SI BACHIR, et al.,
2001; SHARAH; ALI; MOHAMMED, 2008). A pesar de que a garca-vaqueira prefere
0s ortopteros, pode capturar outras presas segundo a disponibilidade deles no local e na
estacio (BELLA; AZEVEDO-JUNIOR, 2007; SHARAH; ALI; MOHAMMED, 2008).
Sendo essa outra das suas qualidades com as quais ela pode-se adaptar a diversos

ambientes.

As caracteristicas reprodutivas deste ardeideo permitem-lhe variar o periodo de
nidificagdo, segundo a disponibilidade de alimento. Podem fazer duas posturas por ano
e, sob condicBes favoraveis, podem fazer posturas todos os meses do ano (SICK, 1997).
Colocam de 2-5 ovos em uma variedade de arvores, arbustos e até no solo. A
reproducdo ocorre geralmente em areas rodeadas por corpos de &gua, com abundante
fauna de insetos (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). Devido as suas caracteristicas
reprodutivas podem gerar populacfes que superam os 260,000 individuos num mesmo
sitio (Delta Central do Rio Niger na Republica de Mali em 1995) (KUSHLAN;
HAFNER, 2000).



Durante as épocas reprodutivas algumas colbnias alcancam grandes densidades
tornando o espaco e alimentos escassos. Sob essa pressdo, principalmente os juvenis
tendem a dispersar-se erraticamente, podendo se afastar grandes distancias da colonia
original em um comportamento conhecido como wandering (SIEGFRIED, 1971;
BROWDER, 1973; SI BACHIR et al., 2008). Esse fendmeno comportamental se
diferencia da migracdo. Os processos migratorios sdo realizados com regularidade
anual, além de que pelo menos um dos sexos apresenta filopatria (BROWDER, 1973).
As migracOes de B. ibis geralmente sdo realizadas em pequenas revoadas, em resposta a
pressdo ambiental, evitando-se os tempos de chuva e de bruma (KUSHLAN;
HANCOCK, 2005).

Uma das perguntas que surge ao se estudar espécies invasoras € qual poderia ser o
impacto da espécie invasora sobre espécies nativas. B. ibis compete com outras espécies
de gargas com as que co-habita (BURGER, 1978). O comportamento agressivo de B.
ibis durante a nidificacdo favorece que essa garca ocupe os locais de maior qualidade
em relacdo as outras espécies (DAMI; BENNETS; HAFNER, 2006). Além disso, pode
capturar pequenos filhotes de aves aquaticas (STONE; ANDERSON, 1988). No
entanto, é dificil avaliar a magnitude do impacto que ela tem sobre espécies nativas. A
pesar disso, em ilhas oceénicas onde as espécies nativas e invasoras disputam sobre um
espaco reduzido, esse impacto pode ser mais evidente. Na ilha de Fernando de Noronha,
a garca-vaqueira invadiu colbnias de espécie nativas como Sula sula e deslocou a
reproducdo as espécies dessa area (BARBOSA-FILHO et al., 2009). Nesse mesmo
ambiente, as populagdes invasoras da garca-vaqueira tém predado o lagarto endémico
Euprepis atlanticus que pode ser extinto, caso ndo haja um controle (SILVA-JR;
PERES-JR; SAZIMA, 2005).

Por outro lado, quando a espécie atinge tamanhos populacionais muito altos produz
muitos residuos que podem causar a eutrofizacdo da agua e consequentemente
mudangas no ecossistema (BELLA; AZEVEDO-JUNIOR, 2004; PHILLIPS;
WIEDENFELD; SNELL, 2012). Outro ponto negativo é a provavel introdugdo de
parasitas e virus originais da area africana da garca-vaqueira nas outras especies de
garcas nativas como Ardea alba e Egretta thula que nidificam conjuntamente com a

espécie em nosso pais.



1.2. Processos de invasao e disperséo de B. ibis

Uma invasao pode ser descrita por um processo complexo subdividido em uma série de
etapas que comega com o transporte de uma espécie para fora da sua &rea de
distribuicdo natural, seguido da introducdo, estabelecimento e dispersdo da espécie
invasora na nova area (BLACKBURN; LOCKWOOD; CASSEY, 2009). Davis (2009)
sugere um outro modelo mais simples para explicar o processo de invasdao no qual
enfatiza apenas dois passos: a dispersdo e o estabelecimento, mas ambos ocorreriam de

forma dinamica e ciclica.

Um dos fatores mais importantes para o sucesso do estabelecimento é a pressdo de
propagulo (LOCKWOOD; CASSEY; BLACKBURN, 2005; SIMBERLOFF, 2009).
Essa pressdo é definida pela quantidade de individuos (tamanho do propagulo) e pelo
numero de eventos de introducdo (nimero de propagulos) (LOCKWOOD; CASSEY;
BLACKBURN, 2005). A pressdo de propagulo determinara ainda a diversidade
genética da populacdo introduzida e a intensidade do efeito fundador na populacéo
exotica na nova area (BLACKBURN; LOCKWOOD; CASSEY, 2009). Durante uma
introducdo, o esperado sera que apenas uma pequena parte da diversidade genética seja
levada para a nova area. No entanto, se 0s processos de introducdo forem sucessivos ou
procedentes de vérias regides a quantidade de variacdo podera ser inclusive maior do
gue nas zonas nativas (WILSON et al., 2009).

Espécies de aves podem ser introduzidas em habitats exoticos pelo homem ou de
maneira natural (BLACKBURN; LOCKWOOD; CASSEY, 2009). Nesse ultimo
contexto, B. ibis pertence a um pequeno grupo de aves de origem no Velho Mundo, que
chegaram ao Novo Mundo, sem aparente intervencdo humana (RAPPOLE;
DERRICKSON; HUBALEK, 2000). Para esse estudo utilizou-se a definicdo de
populacdo invasora como um grupo de individuos que se introduziu numa nova area,
estabeleceu-se, aumentou em tamanho populacional e dispersou-se geograficamente
(ESTOUP; GUILLEMAUD, 2010).

1.2.1. A invasdo da garca-vaqueira no continente americano
A hipdtese mais aceita supde que a garca-vaqueira partiu da costa noroeste da Africa,
atravessou o0 Oceano Atlantico e chegou ao nordeste da América do Sul (TELFAIR II,

1983; TELFAIR 11, 2006). A primeira vista pode se duvidar que uma ave atravesse um



oceano (distancia aproximada desde Senegal até a Guiana é de 2800 km), mas dados

paralelos detalhados a seguir dao suporte a tal travessia.

Figura 2. Mapa dos ventos do Oceano Atlantico com vorticidade absoluta e 850-hPa de pressdo

atmosférica.
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Fonte: http://www.atmos.albany.edu/student/carl/weather/maps/vort/atlantic/28.png.

Aves dessa espécie tém sido encontradas por embarcacGes, procurando por reflgio, no
meio do Oceano Atlantico (SICK, 1997). Além disso, populacbes da espécie foram
encontradas em ilhas com poucos habitantes humanos como na de Santa Helena (1800
km de distancia da Africa) e Tristdo da Cunha (2800 km de distancia da Africa),
localizadas entre esses dois continentes (SIEGFRIED, 1978; TELFAIR II, 2006). O
trajeto seria facilitado pelos ventos alisios, ventos que sopram constantemente dos
tropicos para o equador, em baixas altitudes (SICK, 1997; TELFAIR 1I, 2006). Como se
observa na Figura 2, as correntes de ventos sopram desde o oeste da Africa até o norte
de América do Sul a uma presséo de 850 hPa (esperada para altitudes entre 1000 - 2000
m sob condicbes ambientais de 15°C e 0% de umidade relativa)
(http://lwww.atmos.albany.edu/student/carl/weather). ~ Estudos  fisiologicos  tém
demonstrado que essa ave possui a capacidade de manter vbos a velocidade entre 50 —
90 Km/h, & altitude de 1-2 km por mais de 40 horas (MADDOCK; BRIDGMAN, 1992;



BRIDGMAN; MADDOCK, 1994). Esses dados apoiam a hipotese de que esta ave

chegou ao continente americano com seus proprios recursos.

Figura 3. Mapa de América do Sul mostrando as datas e paises ~AS Pprimeiras avistagens da
onde foram avistadas pela primeira vez as gargas-vaqueiras. L .-
pelap gareas-vaq especie na América datam de

<1944 1877-1882 no Suriname (na
época Guiana Holandesa) e em
1911-1912 na Guiana (Guiana
Inglesa) onde se estabeleceram
40 anos depois (TELFAIR I,
1983) (Figura 3). No Brasil, a

presenca desta garca foi

1916-1917 2
95
1958

reportada pela primeira vez na
Ilha de Marajé (regido norte)
em 1962 (SICK, 1965).

Em poucos anos, a espécie se
disseminou até atingir a regiao
mais sul do continente
americano, em 1977, e também
0 norte, alcangando a América
Central e do Norte (STRANGE,

Fonte: TELFAIR 11, 1983. 1979; CROSBY, 1972).

Atualmente a garca-vaqueira se reproduz no Brasil, tendo o status de residente, segundo
a lista das aves do Brasil 10? edicdo (2011) desenvolvida pelo Comité Brasileiro de
Registros Ornitologicos (CBRO).

1.2.2. A disperséo da garga-vaqueira no continente africano

B. ibis estava inicialmente espalhada pela faixa tropical do continente africano
(SIEGFRIED, 1978; TELFAIR IlI, 2006). Chapin (1932) publicou um mapa com as
provaveis areas de reproducio e ocorréncia da garca-vaqueira na Africa, no qual pode-
se ver que em algumas areas onde hoje ocorrem colonias reprodutivas na época so

reportavam ocorréncia (Figura 4A). Siegfried (1965) publicou registros de reproducao



dessa ave naquela época na regifo da Africa do Sul e esses dados foram agregados aos
do mapa original da figura 4A. Quando comparadas as distribuicdes do comeco do
século XX e a atual, podemos observar que a area de nidificacdo aumentou, e
atualmente abrange praticamente o continente todo, com excecdo dos desertos do
Sahara e da Namibia que sdo representados em branco (Figura 4B). O aumento da
densidade populacional e de zonas de reproducgdo de B. ibis ocorreu em varias regides
do globo desde o inicio do século passado. As populacbes do sul da Africa, por
exemplo, aumentaram de tamanho populacional entre os anos 1920 — 40 em resposta a
uma revolucdo tecnoldgica nos sistemas de irrigacéo, na agricultura e criagdo de gado
nessa regido (SIEGFRIED, 1965; KUSHLAN; HANCOCK, 2000). No século XIX na
Argélia a espécie tinha um habitat muito restrito, mas nos ultimos 50 anos comegou a se
expandir e entre os anos 1999 e 2007, sua populacdo triplicou em nimero nesse pais e
sua area de distribuicdo aumentou (BALSAC; MAYAUD, 1962; SI BACHIR et al.,
2012 b).

Figura 4. Mapas mostrando a distribuicdo de B. ibis no continente africano. A) Mapa mostrando as areas
de reproducdo e ocorréncia de B. ibis em 1920. B) Mapa mostrando as areas de reproducdo e ocorréncia
atuais de B. ibis.

Reprodugéo Reprodugio

Ocorréncia ¢ Ocorréncia

Fonte: A) CHAPIN, 1932; SIEGFRIED, 1965. B) KUSHLAN; HANCOCK, 2005.

Na regido ocidental da Africa a garca-vaqueira apresenta caracteristicas migratorias,
procurando zonas com precipitacdo (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). No pais de
Guiné-Bissau foi catalogada como comum e abundante inclusive durante a época seca,
apesar de se ter indicios de ocorrer migracdo para o sul, durante esse periodo
(NIKOLAUS, 2000; WALSH, 1987). Foi encontrada também nesse pais, tanto em

zonas proximas da costa como continentais, em ambientes de tipo savana e em areas de



cultivo (DEMEY, 1995; NIKOLAUS, 2000). No Senegal foi vista de forma abundante
nas cidades de Dakar, Louga, Kaolack (SAUVAGE; RODWELL, 1998). Em Gana, a
espécie é comum e esta amplamente distribuida, com periodos de nidificacdo na época
umida, entre maio até julho (HELSENS, 1996). Um pouco mais ao sul, no W National
Park (Nigéria) foram encontradas com maior frequéncia durante a época seca, junto
com aves que chegam de outros lugares da faixa conhecida como Sahel (CRISLER;
JAMESON; BROUWER, 2003). A gar¢a-vaqueira habita também as zonas umidas do
bosque de Kumbira na Angola, que € um hotspot de biodiversidade da avifauna africana
(SEKERCIOGLU; RILEY, 2005).

As condigBes ambientais dos verdes na Africa do Sul (novembro-fevereiro) favorecem o
incremento de espécies de insetos que sdo a principal fonte de alimento da garca-
vaqueira, fornecendo o habitat adequado para o seu desenvolvimento (SIEGFRIED,
1972). Na provincia de North-West na Africa do Sul ¢ avistada de forma abundante
(HUDSON; BOUWMAN, 2006). Na ilha de Robben (localizada a 11 km de Cape Town
- Africa do Sul), entretanto, teve pouca ocorréncia entre 1977-2001 (UNDERHILL;
WHITTINGTON; CALF, 2001).

Durante o inverno (abril - agosto) as populacdes do sul da Africa migram em direcdo a
area central do continente (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). Em paises como o Congo,
B. ibis tem sido vista frequentemente voando entre os meses de janeiro e abril no Irangi
Forest, mas tambem foi encontrada no ambiente urbano forrageando lixo (RICHARDS,
1982; KIZUNGU, 2001). Na capital de Camardes foi avistada, primeiramente em
nimero pequeno, apenas entre os meses de janeiro a maio, nos anos 1993-5
(QUANTRILL; QUANTRILL, 1998). Scholte, De Kort e Van Werrd (1999)
posteriormente a reportaram como uma espécie residente em Camar@es durante todo o
ano, sendo muito abundante na area de Warza—Lagone, com periodos de nidificacdo

entre junho e agosto.

1.3. A filogeografia e o processo de invasao

A filogeografia analisa os padrdes filogenéticos e a distribuicdo geografica das
populacbes ou espécies proximamente relacionadas ou co-distribuidas (AVISE et al.,
1987; HICKERSON et al., 2010).



As sequéncias de DNA mitocondrial tém sido escolhidas como regides ideais para esse
tipo de estudo pela sua suposta caréncia de recombinacéo, grande nimero de cépias por
célula e répida taxa de evolucdo (AVISE, 2009). Uma recente revisdo em estudos
filogeogréaficos de aves demonstra que o DNA mitocondrial fornece resultados mais
precisos do que os dados pelos marcadores nucleares, em populacdes que passaram por
curtos periodos de isolamento (ZINK; BARROWCLOUGH, 2008).

Uma das limitacdes do uso de DNAmit é a possibilidade de recombinacdo no genoma
mitocondrial (ROKAS; LADOUKAKIS; ZOURO, 2003; TSAOUSIS et al., 2005).
Outro problema ocorre quando regides do genoma mitocondrial sdo inseridas no DNA
nuclear (NUMTS). Um estudo no genoma completo de Gallus gallus, indicou
entretanto, que esses eventos de inser¢do sdao muito raros e tem curto cumprimento
(PEREIRA; BAKER, 2004). Além disso, duplicacGes de genes do genoma mitocondrial
poderiam causar ruido nos estudos de histéria populacional. Esse tipo de fendmenos tem
sido reportado em espécies de aves (CHO et al., 2009; MORRIS-POCOCK et al.,
2010). Uma outra limitacdo do uso desse marcador se deve ao fato que ele representa
apenas a heranca uniparental materna, ndo representa a histdria de toda a populacdo
(HARE, 2001).

Os marcadores nucleares possuem algumas desvantagens como sua menor taxa de
evolucdo em comparacdo aos mitocondriais (BROWN, 1983). Apresentam, portanto
uma menor resolucdo para determinar processos populacionais recentes (estruturagdo
genética, flutuagdes demogréficas) (ZINK; BARROWCLOUGH, 2008). No entanto, se
é possivel avaliar varios loci, a precisdo da estimativa de parametros populacionais é
aumentada (BRITO; EDWARDS, 2008). A recombinac¢do € um fator que pode enviesar
os resultados, mas a solugdo consiste em identificar e eliminar as regides com presenca
de recombinagdo na analise. O problema de se determinar a fase alélica dos individuos
heterozigotos pode ser resolvido com estratégias estatisticas usando também o programa
PHASE (STEPHENS et al.,, 2001; STEPHENS; DONNELLY, 2003) ou com a

clonagem dos genes génicos nesses individuos.

Alguns exemplos que ilustram a utilidade das ferramentas genéticas nos estudos de

invasdes serdo citados a seguir:
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O primeiro deles teve como espécie alvo a Rana catesbeiana, originaria da América do
Norte que foi introduzido na Europa no século XIX. Ficetola, Bonin e Miaud (2008)
compararam as distribui¢cdes geogréaficas da variacdo genética do gene mitocondrial da
Citocromo oxidase b na regido de origem e na colonizada recentemente. Os autores

determinaram o numero de individuos e de introduces, além das populagdes-fonte.

Um panorama um pouco distinto foi o apresentado por Fleischer e col. (2008) que
estudaram Corvus corax, cujas populacGes sofreram um incremento rapido desde os
anos 50, no deserto de Mojave (California e Nevada, USA). Com o intuito de
determinar se o aumento populacional tinha sido gerado pela migracdo das populagdes
das regides vizinhas ou se era devido ao crescimento das populacdes do deserto. Eles
estudaram a dindmica do fluxo génico nessas areas, usando a regido controle do
DNAmit e oito loci microsatélites. Embora os resultados fornecidos por ambos 0s
marcadores foram de diferentes magnitudes, as tendéncias de fluxo génico entre o oeste
e o0 noroeste do deserto (California) se mantiveram. O estudo concluiu que o incremento

demogréfico foi gerado pela invasdo das populacdes vizinhas da costa sul de Califérnia.

Rollins e col. (2011) estudaram a espécie Sturnus vulgaris, introduzida
aproximadamente ha 60 anos na Australia. O estudo consistiu em avaliar os padrdes
geograficos da diversidade genética entre as populacdes do sudeste (registrada como a
primeira introducdo), do leste (recente colonizacdo) da Australia, e da Grd Bretanha
(populacgdo de origem) para procurar de vestigios de eventos demogréficos deixados no
genoma. Eles usaram a regido controle do DNA mitocondrial de amostras recentes e de
museu. Os autores conseguiram determinar padrGes de expansdo espacial e de
miscigenacdo antes da introducdo. Comparando esses resultados da regido controladora
e de microsatélites num estudo prévio (ROLLINGS et al., 2009) concluiram que a
regido controladora do DNAmit oferece maior informacdo para estudar processos de

invasao.

Pelos exemplos expostos esta justificada a utilizacdo do DNA mitocondrial no estudo
dos processos de invasdo. A inclusdo do marcador nuclear permitira reforcar ou refutar
algumas conclusdes obtidas pelos marcadores mitocondriais, sobretudo na determinacgéo

das provaveis populagdes de origem.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
e Compreender o histdrico da invasdo e a colonizagdo do continente sul
americano, em especial do territorio brasileiro pela espécie B. ibis pela

abordagem genética.

2.2. Objetivos especificos
e Determinar como a diversidade genética das populacdes de garca-vaqueira esta

distribuida no Brasil e nas regides de distribuicdo geografica original na Africa.

e Determinar pela analise filogeografica qual a origem africana das populagdes sul

americanas e estabelecer uma provavel rota de chegada ao continente americano

e Detectar possiveis eventos demograficos historicos que possam ter influenciado

0 padrdo de distribuicdo da diversidade genética atual do ardeideo em estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostra

Amostras de sangue e pena de B. ibis foram coletadas em quatro regides do Brasil
(norte, nordeste, sudeste e sul) e em sete paises da Africa (Cabo Verde, Senegal, Guiné
Bissau, Gana, Nigéria, Quénia e Africa do Sul.) (Tabela 1, Figuras 5 e 6). Todas as
amostras foram provenientes de colOnias reprodutivas, com excecdo da amostra da
cidade de Praia (Cabo Verde), constituida de penas coletadas de um pouso, e da amostra
de Fernando de Noronha, constituida de amostras de sangue, coletada de adultos
capturados em locais de forrageamento. Ambas as amostras séo de ilhas posicionadas
entre a costa africana e a brasileira. Essas duas amostras foram incorporadas unicamente
a andlise do processo de colonizacdo. O gene da regido controle do DNAmit de todas as
amostras de penas e das amostras de sangue de Fernando de Noronha, Pernambuco, Séo

Paulo e Rio Grande do Sul foram amplificadas e sequenciadas por Moralez — Silva,

2013 e foram incluidas nas analises desse estudo.

Tabela 1. Descri¢do geografica dos locais de coleta.

Pais Coldnia Abreviatura Latitude Longitude Tipo de tecido
Guiné Bissau Ilha de Bandim IB GB N 12°07'10.92" 0O 015°40'12.84" Sangue
Guiné Bissau  Atanque AT GB N 12°25'47.64" 0O 016°05'25.98" Sangue
Guiné Bissau llha do Patrdo IP GB N 11°15'49.62" 0O 015°46'28.80" Sangue
Senegal Zoo — Dakar Z00 SE N 14°43'39.18" 0O 017°25'53.70" Sangue
Senegal Parc Somone PS SE N 14°29'51.66" O 017°04'55.86" Sangue
Senegal Thies TH SE N 14°47'47.34" 0O 016°55'52.98" Sangue
Gana Korle Lagoon KL GN N 05°32'17.51" 0O 000°13'12.14"  Sangue - Pena
Gana Bansom Colony BC GN N 05°06'28.50" O 001°54'12.60" Sangue
Nigéria Fobour Kasa FK NG N 09°51'51.62"  E 009°02'44.95" Sangue
Nigéria Kurra Falls KF NG N 09°25'53.51"  E 009°00'02.27" Sangue
Nigéria Fusa FU NG N 09°52'47.68"  E 008°58'15.49" Sangue
Nigéria Toro TO NG N 10°02'04.99"  E 009°02'19.10" Sangue
Africado Sul  Paarl PA AS S 33°41'03.06"  E 018°59'01.86" Sangue
Africado Sul  Boschenmeer Golf State BG AS S33%45'00.00"  E 018°59'00.00" Sangue
Africado Sul  Rondevlei RO AS S 34°03'45.54' E 018°29'43.5" Sangue
Quénia Nairobi NA Q S 01°19'00.00"  E 036°51'00.00" Pena
Cabo Verde Praia cv S 14°56'00.00"  E 23°31'00.00" Pena
Brasil Para PA N-BR S00°30'19.50" O 049°13'46.08" Sangue
Brasil Rio Grande do Norte RN NE-BR S 05°37'27.72" 0 036°52'33.6" Sangue
Brasil Fernando de Noronha FN NE-BR S 3°52'00.00" 0 032°26'00.00" Sangue
Brasil Pernambuco PE NE-BR S 8°52'00.00" 0 036°28'00.00" Sangue
Brasil Séo Paulo SP SE-BR S 22°30'00.00" O 047°35'00.00" Sangue
Brasil Rio Grande do Sul RS S-BR S30°01'00.00" O 051°31'00.00" Sangue
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Figura 5. Mapa do Brasil mostrando os locais coletados, cada ponto representa uma colénia reprodutiva.
1. Para. 2. Rio Grande do Norte. 3. Ilha de Fernando de Noronha. 4. Pernambuco. 5. Sdo Paulo. 6. Rio
Grande do Sul.

Figura 6. Mapa da Africa mostrando os paises coletados. Cada ponto representa duas-trés colbnias
reprodutivas amostradas em cada pais, com excegdo de Cabo Verde que é uma amostra de um pouso (ver
Tabela 1) 1. Cabo Verde. 2. Senegal. 3. Guiné Bissau. 4. Gana. 5. Nigéria. 6. Quénia. 7. Africa do Sul.
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3.2. Métodos

3.2.1. Extracao do DNA

O DNA das amostras de sangue da garca-vaqueira foi extraido utilizando-se um
protocolo modificado de Sambrook e Russell (2001). Misturou-se 30ul de papa
hemacias com 220ul de tampao de lise (Tris-HCI 10mM, pH 8.5 ¢ KCI 50mM) e 20ul
de proteinase K (20mg/ml). A mistura foi incubada em banho-maria por
aproximadamente 12 horas & uma temperatura de 55°C. Posteriormente, as amostras
foram extraidas por separacdo de fase e centrifugadas trés vezes (12000rpm por 10’
cada uma): ap0s a mistura e agitacdo suave com 250ul de fenol, com 250ul de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e com 250ul de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1). Apo6s cada separacdo, foi resgatada a fase aquosa. O DNA foi precipitado com
adicdo de acetato de sodio 3M (10% do volume) e etanol absoluto gelado (250% do
volume da solucdo aquosa contendo o DNA) e permanéncia a -18°C (por no minimo
60’). Apds a precipitagdo, foram realizadas duas lavagens do DNA com 750l de alcool
70%. Apos a primeira foi feita uma centrifugagéo a 12000rpm por 30’ e ap6s a segunda,
outra a 12000rpm por 10’, descartando-se sempre 0 sobrenadante. Apos o descarte do
etanol, os tubos foram deixados abertos por 12 horas a temperatura ambiente para que o
restante de alcool se evaporasse. O DNA foi ressuspendido em 50ul, 75ul ou 100ul de
agua milliQ autoclavada, o volume foi estimado de forma proporcional ao tamanho do
pellet. Cada solugdo de DNA estoque foi quantificada aplicando-se 2ul no NanoVue

Spectrophotometer (GE) e em seguida diluida com &gua para 20ng/ul.

3.2.2. Amplificagcdo do DNA

3.2.2.1. RC do DNAmit

Um gene de aproximadamente 700pb da regido 5’ da regido controladora do DNAmit
(RC), foi amplificado usando-se 0S primers Ardea L3:
CACCTAACACAAAACACAAAC e Ardea H1: CGTCTGTATGCTCACGTCTTC,
desenvolvidos por Corréa, T. C. (2009). Cada reacdo continha 20ng de DNA genémico,
tampdo da Taqg Polimerase (Tris-HCI 80mM e (NH4).SO, 20mM), 2mM de MgCl,,
0.75U de Taq Polimerase, 200uM de cada desoxinucleotideo, 0.4uM de cada iniciador e
agua estéril para completar o volume final de 12.5ul. As condigdes do programa de PCR
touchdown foram seguidas segundo o protocolo de Corréa, T. C. (2009): desnaturacédo
inicial de 96°C por 5’; 5 ciclos de 94°C por 30°’, 60°C por 30°, 72°C por 60°’; seguido
de 21 ciclos de 94°C por 30°’, 58°C por 30°’(diminuindo 0.1°C a cada ciclo), 72°C por
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60’’; e um passo de extensdo final a 72 °C por 10’ no termociclador Eppendorf

Mastercycler Gradient® ou no Applied Biosystems Veriti™,

3.2.2.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

A regido completa das ATPases 6 e 8 do DNAmIt com 815pb foi amplificada usando-se
os primers L-Lys: 5- CTATGTAACAGCGCTAGCCTT - 3 e H-COIll: 5'-
GTGGTAGGAGTGTGCTTGGT- 3,  desenvolvidos neste  estudo. Esses
oligonucleotideos foram desenhados com base nas sequéncias dos genomas
mitocondrias completos de Egretta eulophotes (Ciconiiformes: Ardeidae)
(NC_009736), Ardea novaehollandiae (Ciconiiformes: Ardeidae) (DQ780878),
Nycticorax nycticorax (Ciconiiformes: Ardeidae) (JN018412), Ixobrychus cinnamomeus
(Ciconiiformes: Ardeidae) (HQ690247) e Nipponia nippon (Ciconiiformes:
Threskiornithidae) (AB104902.1). Cada reacdo de PCR com volume final de 12.5ul
continha: 20ng de DNA gendmico, tampédo da Taq Polimerase (Tris-HCI 80mM e
(NH4)2SO4 20mM), 2mM de MgCl,, 0.75U de Taq Polimerase, 200uM de cada
desoxinucleotideo, 0.4 pM de cada iniciador e agua estéril. As condi¢des de cada reagédo
foram as seguintes: desnaturagao inicial de 95°C por 5°, seguida de 35 ciclos de 95 °C
por 30°, 62°C por 30, 72°C por 1’ e uma extensdo final de 72°C por 10’ no

termociclador Applied Biosystems Veriti™,

3.2.2.3. Intron 5 do gene nuclear Transforming growth factor beta-2

Foi amplificado o intron 5 do gene Transforming growth factor beta-2 (TGFB2),
usando-se  0os  primers  E4: GAAGCGTGCTCTAGATGCTG e  E6:
AGGCAGCAATTATCCTGCAC, com um tamanho esperado de aproximadamente
540pb (PRIMMER et al., 2002). Cada reagdo de PCR com o volume final de 12.5ul
continha: 20ng de DNA gendmico, tampdo da Taq Polimerase (Tris-HCI 80mM e
(NH4)2SO4 20mM), 2mM de MgCl,, 0.75U de Taq Polimerase, 200uM de cada
desoxinucleotideo, 0.4 uM de cada primer e &gua estéril. As condi¢des de cada reacéo
foram: desnaturagdo inicial de 95°C por 1°, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30,
62°C por 30°’, 72°C por 45’ e uma extensao final de 72°C por 10’ nos termocicladores

Eppendorf Mastercycler Gradient® ou Applied Biosystems Veriti™.
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3.2.3. Avaliacéo da amplificacdo por PCR

Os produtos de PCR foram separados apds eletroforese horizontal a 80V por 30" em gel
de agarose 2%, corado com brometo de etideo e foram visualizados num
transiluminador. O tamanho dos genes amplificados foi verificado comparando-se sua

migracdo com a do padrdo de peso molecular 100pb (DNA Ladder, Fermentas).

3.2.4. Purificac¢ado dos produtos de PCR

Os genes amplificados foram purificados com a adi¢éo de enzimas segundo o protocolo:
a 8ul de produto de PCR foram adicionados 10U de EXO | (Exonuclaease |, GE®) e 1U
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, GE®). Essa mistura foi incubada a 37°C por 60°,
seguida de incubacdo a 80°C por 15’ no termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient® ou Applied Biosystems Veriti™. A qualidade e a quantidade do DNA foram

avaliadas ap0s eletroforese em gel de agarose 1%.

3.2.5. Sequenciamento do DNA

As amostras purificadas foram diluidas para uma concentracdo de 50ng/pl. Foram
realizadas reacdes de sequenciamento usando-se o BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) . A 1ul de DNA do produto de PCR purificado
(50ng/ul), foram misturados 1ul de Big-Dye, 1uM de iniciador, tampéo Tris-HCI 60mM
pH 9.0, contendo 1.5mM MgClI; e agua milli-Q até se completar 10ul de volume final.
As reacbes foram realizadas segundo os protocolos de amplificacdo ja descritas, no
termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient® ou Applied Biosystems Veriti™. Os
eletroferogramas foram gerados utilizando-se o sequenciador capilar automatico ABI
Prism 3730, do Departamento de Tecnologia da Universidade Estadual Paulista —
UNESP — Campus de Jaboticabal.

3.2.6. Anédlise dos dados

3.2.6.1. Analise das sequéncias de DNA

3.2.6.1.1. Edicéo dos eletroferogramas

O programa Codon Code Aligner version 4.0 (CodonCode Corporation, Centerville
MA, USA) foi utilizado na edicdo dos eletroferogramas obtidos apds corrida em
sequenciador capilar. As posicdes nas sequéncias analisadas com a presencga de dois

picos no intron do gene nuclear TGFB2 foram consideradas em heterozigose.
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3.2.6.1.2. Validagéo das sequéncias de DNA

Cada sequéncia foi comparada com a base de dados de sequéncias de DNA do GenBank
com o algoritmo Megablast (ZHANG et al., 2000; MORGULIS et al., 2008), para se
descartar o uso de sequéncias decorrentes de amplificacdes cruzadas ou de produtos
inespecificos. Sequéncias de DNA que ndo produzissem nenhum hit com as do
GenBank, que apresentassem maior semelhanga com espécies diferentes as da Classe

Aves ou com regides geneticas diferentes a esperada, seriam descartadas da anélise.

3.2.6.1.3. Alinhamento das sequéncias

As sequéncias de DNA de cada marcador foram alinhadas com o uso do programa
Clustal X2 (LARKIN et al., 2007). Cada alinhamento foi checado visualmente usando-
se 0 programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011).

3.2.6.1.4. Analise de possiveis homoplasias da RC do DNAmit

Para evidenciar se ocorreu saturacdo mutacional foi tracado um grafico do nimero de
mutacdes em relacdo a distancia genética, usando-se o modelo Kimura 2 parametros
(K2P) no programa DAMBE (XIA; XIE, 2001). Caso ocorra saturagdo mutacional nas
transicBes ou transversfes, as curvas atingirdo um plateau. Foi construido ainda um
gréfico da diversidade nucleotidica encontrada nos genes de 20pb ao longo da sequéncia
estudada, usando-se o programa DNAsp 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009). Esse grafico
permitiu evidenciar as regides com maior variabilidade, onde podem ocorrer os sitios
homoplasticos. Além disso, realizou-se o teste de quatro gametas de Hudson e Kaplan
(1985) para se determinar os pares de sitios que podem formar quatro tipos de gametas.
O teste foi desenvolvido originalmente para se determinar o menor nimero de eventos
de recombinagéo nas amostras de DNA, mas, nesse estudo foi utilizado para evidenciar

possiveis sitios com homoplasias.

3.2.6.1.5. Resolucdo da fase gamética dos alelos do TGFB2

O programa PHASE v2.1.1 (STEPHENS et al., 2001; STEPHENS; DONNELLY,
2003) inserido no DNAsp 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009) foi utilizado para fornecer a
combinacéo dos alelos mais provaveis de cada sequéncia, isto € a sua fase gamética. As

posicOes que foram resolvidas com uma probabilidade menor do que 0.90 foram
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tratadas como missing data e as restantes foram nomeadas segundo a nomenclatura
IUPAC.

3.2.6.1.6. Teste de Recombinacao

Com o intuito de se investigar se eventos de recombinacdo explicavam a variagédo
encontrada nos genes génicos estudados foram realizados trés diferentes testes no
programa RDP3 (MARTIN et al., 2010). Os métodos analisados foram RDP (MARTIN;
RYBICKI, 2000), GENECONV (PADIDAM; SAWYER; FAUQUET, 1999;
SAWYER, 1989), MAXCHI (SMITH, 1992; POSADA; CRANDALL, 2001).

3.2.6.2. Estimativas dos parametros populacionais

Nas analises com populacdes africanas, a amostra de Cabo Verde ndo foi incluida
porque por ser proveniente de um pouso e poderia envolver individuos de outras
regides. Essa amostra foi, entretanto, incluida nas analises feitas com amostras do Brasil

e Africa.

3.2.6.2.1. Diversidade Genética

Pelo programa DNAsp 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009) foram determinados o numero
de sitios segregantes (S), o numero de haplétipos (H), os indices de diversidade
haplotipica (Hd) e nucleotidica (r) e as duas estimativas do parametro 0 (0 e 6)) para
cada populacdo. Foi calculado para cada indice o desvio padrdo pressupondo a nédo
ocorréncia de recombinacdo. A diversidade haplotipica é a probabilidade de dois
hapldtipos escolhidos aleatoriamente serem diferentes na amostra (NEI, 1987). A
diversidade nucleotidica € a média do numero de diferencas das sequéncias comparadas
par a par, ponderada pelo nimero de sitios de nucleotideos do locus (NEI, 1987). O
parametro 6 ¢ definido como sendo igual a 4Neu para um gene autossomico de um
organismo diploide, onde Ne é o tamanho efetivo ¢ p € a taxa de mutagdo por sitio por
geragdo. O Oy € calculado no equilibrio de sitios infinitos, sendo igual a média do
ndmero de diferengas das sequéncias comparadas par a par (TAJIMA, 1983). 6 €
estimado no equilibrio de sitios infinitos a partir do nimero de sitios segregantes (S) e
do tamanho amostral (WATTERSON, 1975; TAJIMA, 1993). Os valores dos indices de
diversidade genética achados nas populac6es africanas e brasileiras foram comparados

estatisticamente mediante o teste de Mann-Whitney.
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3.2.6.2.2. Testes de neutralidade

Foram aplicados os testes de neutralidade de Tajima (D), de Fu (Fs) e de Ramos-Onsins
e Rozas (R2), pelo programa DNAsp 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009). O D de Tajima
(TAJIMA, 1989) compara as estimativas de 0 (8 e () usando um modelo de sitios
infinitos sem recombinacdo. O Fs de Fu (FU, 1997) avalia a probabilidade de se
observar uma amostra neutral aleatéria com um numero de alelos similar ou menor do
que o observado, usando-se 0 6 como estimador de 0. O Fs esta baseado também em
um modelo de sitios infinitos sem recombinacdo. O R2 (RAMOS-ONSINS; ROZAS,
2002) esta baseado na diferenca entre 0 nimero de mutacdes em um locus de um Unico
individuo (singleton) e a média do nimero de diferencgas das sequéncias comparadas par
a par. Dos testes anteriores, 0 Fs e R2 sdo 0s mais potentes na deteccdo dos desvios
demogréaficos (RAMOS-ONSINS; ROZAS, 2002). A significancia estatistica dos testes
de neutralidade foi calculada usando-se 1000 réplicas de simulacBes de coalescéncia e
mantendo-se fixo o ndmero de sitios segregantes. As simula¢Ges foram computadas
usando-se 0 modelo neutro de sitios infinitos e pressupondo-se a estabilidade
demogréafica de uma populacdo de tamanho grande (HUDSON, 1990). Os valores de
significancia estatistica dos testes de neutralidade foram corrigidos com a metodologia
descrita por Benjamini e Hochberg (1995) no programa SGoF+ (CARVAJAL-
RODRIGUEZ; DE UNA-ALVAREZ, 2011).

3.2.6.2.3. Distribuicdo das diferencas pareadas nucleotidicas dos haplétipos
(mismatch distribution)

As mismatch distributions foram obtidas para cada locus e populagdo estudados pelo
programa DNAsp 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009). E esperado que a mismatch
distribution apresente forma multimodal em populaces em equilibrio demogréafico e
forma unimodal em populagdes que sofreram expansdo populacional recente
(ROGERS; HARPENDING, 1992). Para avaliar se ocorreu crescimento-diminuicéo da
populacdo (ROGERS; HARPENDING, 1992) foi também calculado o parametro
estatistico raggedness (rg) (HARPENDING, 1994). Valores altos de rg sdo esperados
nas distribui¢cbes multimodais (estabilidade demogréfica) e valores baixos de rg em
distribui¢cbes com forma unimodal (expansdo demogréafica). A significancia estatistica
foi calculada usando-se simulagdes de coalescéncia. O modelo de crescimento-
diminuicdo populacional apresenta trés parametros: tempo em unidades de tempo

mutacional desde o crescimento-diminui¢cdo demografico (t) (t = 2ut; sendo “u” a taxa
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de mutacdo por locus e geragdo e “t” o tempo em geragdes) ¢ os valores de 0 antes
(inicial) e apds (final) o crescimento-diminuig¢do populacional. Os valores de 6 inicial e
1 foram estimados, fixando-se o 0 final como infinito (ROGERS, 1995). Também foi
calculada a soma das diferencas entre o observado e esperado para o modelo de
expansdo demografica ao quadrado (SSD), usando-se o programa Arlequin 3.5
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Com esse mesmo programa foi estimada a
significancia com teste de 10000 permutagdes. Os valores de significancia estatistica do
rg e SSD foram corrigidos, segundo a metodologia descrita por Benjamini e Hochberg
(1995) no programa SGoF+ (CARVAJAL-RODRIGUEZ; DE UNA-ALVAREZ, 2011).

3.2.6.2.4. Mudancas ao longo do tempo dos tamanhos efetivos populacionais

A metodologia do Bayesian Skyline Plot (DRUMMOND et al., 2005) foi aplicada para
se investigar sobre a histéria demografica das populac@es africanas de B. ibis, usando-se
0 programa Beast 1.7.4 (DRUMMOND et al., 2012). Essa abordagem permite analisar
as flutuagdes dos tamanhos efetivos ao longo do tempo, além de calcular os intervalos
com 95% de confianca da tendéncia demografica. O programa Beast realiza uma analise
estimando as genealogias com uma abordagem bayesiana. O Bayesian Skyline Plot foi
obtido usando-se 0o modelo HKY. Foi utilizada uma taxa de mutacéo igual 1x10®
substituicOes/sitio/ano para a regido ATPase 6 e 8, pressupondo-se um rel6gio
molecular reportado para aves como 2% de divergéncia por milhdo de anos (WEIR;
SCHLUTER, 2008). Dado que a RC do DNAmit possui uma variagdo maior do que
resto do genoma mitocondrial ndo pode ser usada a mesma taxa de substituicdo das
ATPases 6 e 8. Usar uma taxa de substituicdo reportada na literatura também seria
incorreto por que foram retiradas algumas posi¢es da andlise. A taxa de mutacao
reportada por Weir e Schluter (2008) foi corrigida para a RC do DNAmit. Essa correcao
consistiu em usar o principio de que as taxas de mutacdo dos genes deveriam ser
proporcionais as divergéncias intraespecificas. As distancias genéticas intraespecificas
estimadas usando-se 0 modelo Kimura 2 parametros e o programa MEGA 5 (TAMURA
et al., 2011) foram 0.0013 e 0.0008 para RC e ATPase 6 e 8, respectivamente. A taxa de
substituicio da RC do DNAmit corrigida foi 1x10® x 0.0013/0.0008 = 1.63x10°®
substituicBes/sitio/ano. A taxa de mutagdo utilizada para o ntron nuclear foi 1.35x107°
(ELLEGREN, 2007; SLY et al., 2011). As corridas foram realizadas pressupondo um
relogio molecular estrito. Cada corrida consistiu de uma cadeia de MCMC de tamanho

igual a 100 000 000, amostrando as genealogias e parametros a cada 1000 passos.
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3.2.6.2.5. Estruturacéo populacional

No programa Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) foram calculados os
valores de Fst par a par entre as populagcfes estudadas. A significancia estatistica foi
estimada, usando-se o valor de p critico de 0.05 e realizando-se um teste de 10000
permutacdes. Os valores de significancia estatistica foram corrigidos, segundo a
metodologia descrita por Benjamini e Hochberg (1995) no programa SGoF+
(CARVAJAL-RODRIGUEZ; DE UNA-ALVAREZ, 2011). Essa corregéo evita o erro
tipo | (falso positivo), produto das comparacGes multiplas. Para se verificar se as
populacdes estdo geneticamente estruturadas foi também utilizada a AMOVA (Anélise
MOlecular de VAriancia) segundo a metodologia proposta por Excoffier e col. (1992).
A AMOVA permitiu verificar como a variancia total esta distribuida entre os niveis
hierarquicos. Foram feitas duas comparacGes para cada marcador: 1) Os niveis
hierarquicos das coldnias e da populacio total da Africa. 2) Os niveis hierarquicos das
colbnias, das colbnias agrupadas em paises da Africa e da populacio total da Africa.
Para cada nivel hierarquico foi calculada uma covariancia, a qual foi utilizada para se
estimar os indices de fixacdo de Wright (1951, 1965) e a porcentagem de variacdo
explicada pela divisdo da populacdo em cada nivel hierarquico. Além disso, foi testado
0 modelo de isolamento por distancia realizando-se o teste de Mantel no mesmo
programa. Esse teste foi usado para verificar se havia correlagdo significativa entre as
matrizes de distancia genética e de distancia geogréafica. Para corroborar essa correlacao
as analises foram feitas com dois conjuntos de dados: 1) Todas as colénias da Africa, 2)
todas as colonias da Africa exceto as da Africa do Sul. Esse ultimo teste foi rodado para
verificar se ndo existia nenhum viés causado pelas populacdes geograficamente mais
afastadas. As distancias geogréaficas foram estimadas em quilémetros usando-se a

ferramenta de medicao no programa Google Earth.

3.2.6.2.6. Rede de haplétipos

Foram construidas redes de haplétipos com a aplicacdo do programa Networks 4.6 e
usando-se a metodologia median joining (BANDELT et al.,, 1999). Na rede, cada
hapl6tipo foi representado de forma circular, cujo diametro é proporcional a ocorréncia
dele na amostra. Além disso, cada haplotipo teve sua ocorréncia dividida
proporcionalmente a presenca dele nas populagdes amostradas, cada uma delas
representada por uma cor. Foram construidas duas redes para cada gene uma com

apenas as amostras africanas e a outra que compara as amostras africanas e brasileiras.
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise das sequéncias e alinhamento multiplo

4.1.1. Validacgao das sequéncias de DNA

4.1.1.1. RC do DNAmit

A comparagdo das sequéncias obtidas de B. ibis com as depositadas no GenBank
revelaram que os 10 primeiros hits corresponderam & RC do DNAmit de ardeideos com
uma cobertura entre 50 e 75%, com e-value entre 9.107% e 10 e a maxima identidade
entre 80 e 85%. Esses resultados s@o evidéncias de que as sequéncias de DNA obtidas

nesse estudo ndo séo produtos de contaminagéo.

4.1.1.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

Os 10 primeiros hits com o Genbank corresponderam aos genes das ATPases 6 e 8 de
aves. Entre esses, cinco pertenceram a familia Ardeidae, trés a Pelicanideae, uma a
Gruidae, uma a Gaviidae, com uma cobertura entre 80 e 99%, com e-value de zero e
méaxima identidade entre 83 e 91%. Esses dados corroboram que a regido sequenciada

do DNA corresponde a esperada.

4.1.1.3. TGFB2 do DNA nuclear

Os 10 primeiros hits com o Genbank corresponderam ao intron 2 do gene TGFB2 de
aves. Das sequéncias com maiores scores duas pertenciam a familia Ardeidae, uma a
Ciconiidae, uma a Spheniscidae, duas a Accipitridae, duas a Hydrobatidae, uma a
Balaenicipitidae e uma a Phoenicopteridae. A porcentagem de cobertura encontrada

variou de 97 a 100%, o e-value foi zero e a maxima identidade variou entre 92 e 99%.

4.1.2. Andlise de homoplasias e caracteristicas do alinhamento da RC

Um fragmento de 616pb da RC do DNA foi analisado para um conjunto de 609
individuos de garca-vaqueira (432 da Africa e 177 do Brasil). Desse total de sequéncias
de B.ibis analisadas, um conjunto de 161 (46 africanas e 115 brasileiras) foi obtido por
Moralez-Silva E. N. (2013) e analisado conjuntamente com os dados produzidos nesse
estudo. Foi encontrada variacdo em 7.06% dos sitios de nucleotideos e a presenca de
duas posi¢des com indels. Dada a alta variagdo encontrada na regido ndo-codificante do
DNAmit, é razoavel supor que algumas posi¢des apresentem homoplasias. O grafico do

namero de transi¢Bes e transversdes versus a distancia genética mostrou que nem as
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transversdes ou transicdes alcancaram o plateau caracteristico da saturacdo mutacional
(Figura 7). Por outro lado, o grafico de diversidade nucleotidica ao longo da sequéncia
do fragmento evidenciou que existem algumas regides que mostram maior variagdo

qguando comparadas as outras do mesmo fragmento estudado (entre os sitios 150-250 e

300-320) (Figura 8).

Figura 7. Grafico do nimero de transi¢des e transversdes versus a distancia genética par a par, calculada
segundo o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura 2 parametros (K2P).
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Figura 8. Diversidade nucleotidica da RC do DNAmit de B. ibis encontrada ao longo do gene analisado.
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O teste de recombinacdo de Hudson e Kaplan (1985) mostrou 55 pares de sitios com
quatro tipos de gametas. Esses pares de sitios envolviam as posicdes 9, 14, 54, 56, 157,
184, 220, 232, 258, 259, 315, 317, 320, 337, 339 e 347. Os sitios localizados nas regides
de variabilidade alta do fragmento (Figura 8) e que formaram quatro tipos de gametas
com pelo menos outros dois sitios foram retirados das analises posteriores. As posi¢des
que preenchiam esses dois requisitos foram: 157, 184, 220, 232, 258, 315, 317, 320 e
337. O grafico da diversidade nucleotidica apos a retirada destes sitios, mostrou apenas
um pico de variacdo (entre as posi¢des 200-250), mas com a metade da altura maxima
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achada anteriormente (Figuras 8 e 9). Apds esse expurgo, o teste de Hudson e Kaplan

(1985) ndo detectou nenhum par de sitios envolvendo quatro tipos de gametas.

Figura 9. Diversidade nucleotidica da RC do DNAmit de B. ibis avaliada a cada 20 nucleotideos no gene
da RC, apds a retirada dos sitios com suspeita de conter informagéo homoplastica.
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Além da retirada dos sitios com suspeita de conter informacdo homoplasica foi também
retirada das analises posteriores uma regido com 81 bases ndo-variaveis na porcao 3’ do
gene. Apoés esse tratamento, o alinhamento da RC do DNAmit apresentou 526pb e 33

posicOes variaveis.

4.1.3. Caracteristicas do alinhamento das ATPases 6 e 8

Um gene dos genes ATPase 6 e 8 foi seqlienciado para 157 individuos de garca
vaqueira (108 africanos e 49 brasileiros) e a analise conjunta produziu um alinhamento
de 815pb, sem presenca de indels (delecdes ou insercdes). Apenas 1.84% dos sitios

estudados apresentaram alguma substituicéo.

4.1.4. Resolucdo da fase gamética e caracteristicas do alinhamento de TGFB2

Um fragmento do intron nuclear TGFB2 de 480 pb foi amplificado e sequenciado com
sucesso em 144 individuos (94 da Africa e 50 do Brasil). Nove sitios (1.87% do total)
foram variaveis e todos apresentaram pelo menos um individuo em heterozigose (Figura
10). Quatro deles foram representados por apenas um individuo amostrado. O algoritmo
do programa PHASE resolveu a fase gamética nos cinco sitios restantes (1.04% do total

de sitios), com todos os individuos com uma probabilidade maior do que 0.9.



25

Figura 10. Eletroferograma do intron TGFB2 de um individuo africano de B. ibis mostrando a posi¢édo
261 em heterozigose. A) Fita sequenciada com o primer E4. B) Fita sequenciada com o primer E5.
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G

4.1.5. Recombinacéo
Nenhum dos trés testes utilizados evidenciou presenca de eventos de recombinagdo nas

sequéncias das trés regides génicas estudadas.

4.2. Indices de diversidade genética das populacdes africanas (area nativa) de B.
ibis

indices de diversidade foram estimados para conjuntos diferentes e a partir das
sequéncias geradas para os trés genes. Foi avaliada a diversidade nas colénias,
consideradas unidades populacionais basicas, nos paises onde as col6nias foram
amostradas e nas regides que incluiam os paises de uma mesma regido geografica. Os
desvios padrdes encontrados foram altos para 0(w) e 0(S), produzindo assim intervalos
de confianga grandes. Como o tamanho amostral das col6nias africanas foi pequeno nas
analises das sequéncias do TGFB2 e ATPases 6 e 8 os valores das diversidades
genéticas estimados nesse nivel podem ter sido enviesados. Os valores dos indices
foram, entretanto, comparados para se determinar se existe alguma tendéncia de se

apresentar valores altos ou baixos de diversidade nos locais amostrados.
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4.2.1. RC do DNAmit

As amostras da populagcéo de Praia (Cabo Verde) foram de penas coletadas em um
pouso e ndo provenientes de local de nidificagdo, como as demais amostras africanas.
Como ndo ha nidificacdo nas ilhas desse pais, as amostras cabo-verdianas correspondem
a individuos migrantes, ndo residentes no local. Os indices de diversidade determinados
para Cabo Verde néo diferiram dos determinados para as col6nias africanas continentais
(Tabela 2).

Encontrou-se que a amostra de Senegal apresentou 0 maior valor em todos os indices de
diversidade ao nivel de pais (Tabela 2). Quando se detalha essa diversidade ao nivel de
coldnias percebe-se que essa diversidade alta é explicada pela encontrada na colbnia
localizada dentro do Zooldgico de Senegal, a mais diversa também quando comparada a
todas outras amostradas. As amostras de Senegal e Guiné Bissau quando juntadas numa
regido mostraram que essa regido € a que detem valores de diversidade mais altos.
Outro ponto a destacar foi que a Africa do Sul apresentou os menores valores de

diversidade.

Tabela 2. indices de diversidade genética da RC do DNAmit nas populagdes africanas de B. ibis. N:
tamanho amostral, S: nimero de sitios segregantes, H: nimero de haplétipos, Hd: diversidade haplotipica,
DP — 7 desvio padrdo de m, 0(x): pardmetro theta baseado em =, DP - 6(n): desvio padrdo de 6(x), 6(s):
parametro theta baseado em S e DP - 6(S): desvio padrdo de 0(S).

N S H Hd DP-Hd =« DP-n O(m) DP-6(t) O(S) DP-0(S)

IB-GB 24 4 4 0308 0118 0.00078 0.0004 0.409 0.390 1.071 0.613
AT-GB 31 8 9 069 0.087 0.00185 0.0003 0.968 0.677 2.003 0.907
IP-GB 6 3 4 0800 0172 0.00191 0.0006 1.000 0.775 1314 0.910

GB 61 9 10 0561 0.074 0.00143 0.0003 0.748 0560 1.923 0.799
Z00-SE 42 11 11 0779 0.054 0.00219 0.0003 1.150 0.759 2556  1.035
PS-SE 20 4 5 0442 0.133 0.00093 0.0003 0.489 0.438 1.127 0.652
TH-SE 3 8 9 0682 0.078 0.00163 0.0003 0.854 0.619 1943 0.871
SE 97 15 15 0.688 0.048 0.00174 0.0002 0912 0.638 2914 1.013
GB-SE 158 18 19 0.641 0.041 0.00161 0.0002 0.846 0.604 3.193 1.019

PR-CV 20 5 6 0.658 0.096 0.00152  0.0003 0.795 0.600 1.409 0.759

KL-GN 38 6 8 0589 0.088 0.00176 0.0004 0.920 0.650 1.428 0.695
BC-GN 22 4 5 0528 0118 0.00115 0.0003 0.602 0.498 1.097 0.631

GN 60 9 11 0571 0.075 0.00158 0.0003 0.826 0.599 1.930 0.803

FK-NG 27 6 8 0.678 0.092 0.00182 0.0004 0.952 0.672 1557 0.775
KF-NG 25 8 8 0.710 0.088 0.00187 0.0004 0.980 0.687 2119 0.979
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FUNG 25 8 7 0590 0.112 0.00164 0.0004 0.860 0.628 2.119 0.979
TO-NG 24 4 5 0438 0.121 0.00093 0.0003 0.486 0.434 1.071 0.613

NG 101 15 15 0.611 0.055 0.00159 0.0002 0.833 0599 2.892 1.002
NA-QE 14 3 4 039% 0.159 0.00082 0.0004 0.429 0411 0943 0.613
PA-AS 25 4 5 0577 0105 0.00140 0.0003 0.733 0.564 1.059 0.605
BG-AS 28 6 6 0529 0105 0.00165 0.0004 0.860 0.625 1542 0.766
RO-AS 26 7 8 0.665 0101 0.00193 0.0004 1.009 0.701 1.834 0.876

AS 79 8 9 0489 0.068 0.00112 0.0002 0.582 0.474 1.619 0.687
Africa 412 25 25 0.491 0.030 0.00113 0.0001 0.586 0.472 3.790  1.037

4.2.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

As amostras de Guiné Bissau apresentaram os valores mais altos de Hd e © ¢ a Nigéria

apresentou os segundos valores mais altos para esses mesmos indices e o valor mais alto

de 0O(S)(Tabela 3). Esses valores altos encontrados para Nigéria se devem

principalmente aos valores de diversidade achados em Fusa (Nigéria), 0s quais estdo

acima da média das outras coldnias. Como nos resultados baseados na RC, a Africa do

Sul apresentou os menores valores de Hd e . Na colonia de Rondevlei (Africa do Sul),

por exemplo, foi achado apenas um haplétipo.

Tabela 3. indices de diversidade das ATPses 6 e 8 do DNAmit nas populacdes africanas de B. ibis. N:
tamanho amostral, S: nimero de sitios segregantes, H: nimero de haplétipos, Hd: diversidade haplotipica,
DP — &: desvio padrdo de =, 6(r): parametro theta baseado em =, DP - 6(x): desvio padrdo de 6(x), 0(S):
pardmetro theta baseado em S e DP - 6(S): desvio padréo de 6(S).

N S H Hd DP-Hd = DP-m O DP-0() 0(S) DP-(S)

IB-GB 10 2 3 0511 0.1643 0.00068 0.00025 0.556 0.494 0.707  0.539
AT-GB 8 3 3 0607 01640 000162 0.00044 1.321 0915 1.157 0.781
IP-GB 3 1 2 0667 03140 0.00082 0.00102 0.667 0.666 0.667  0.666
GB 21 4 5 0548 0.1187 0.00108 0.00029 0.876 0.640 1.112  0.641
ZOO-SE 12 2 3 0318 0.1637 0.00058 0.00032 0.470 0439 0.662  0.501
PSSSE 5 2 3 0302 0.1640 0.00123 0.00034 1.000 0.796 0.960 0.758
TH-SE 5 1 2 0400 02373 0.00049 0.00029 0400 0.435 0480 0.480
SE 22 4 5 0468 01228 0.0079 0.00024 0.641 0519 1.097 0.631
GB-SE 43 6 7 0498 0.0865 0.00090 0.00020 0.749 0564 1.387  0.669
KL-GN 9 2 2 0389 0.1644 000095 0.00040 0.778 0.622 0.736  0.563
BC-GN 8 2 3 0464 00400 0.00062 0.00029 0500 0471 0771  0.593
GN 17 3 4 0419 01413 0.00077 0.00030 0.647 0527 0.887 0571
FK-NG 7 1 2 028 01964 0.00035 0.00040 0.286 0.622 0.408 0.563
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KF-NG 6 2 2 0333 0.2152 0.00082 0.00053 0.667 0.587 0.876 0.684
FU.NG 7 5 5 0905 0.1033 0.00245 0.00042 2.000 1.276 2.041  1.223
TO-NG 7 1 2 0286 0.1964 0.00035 0.00024 0.286 0.341  0.408  0.409
NG 27 6 7 0507 01149 0.00103 0.00028 0.860  0.626  1.557  0.775
PA-AS 6 3 4 0800 0.1721 0.00125 0.00038 1.000 0.775 1314 0.910
BG-AS 8 2 2 0.250 0.1802 0.00061 0.00044 0.500 0.471 0.771  0.593
RO-AS 7 0 1 0.000 0.0000 0.00000 0.00000 0.000 0.000 0.000 0.000

AS 21 4 5 0352 01314 0.00057 0.00025 0.467 0.424 1112 0.641
Africa 108 12 13 0.455 0.0581 0.00085 0.00013 0.703 0.535 2.284  0.838

4.2.3. TGFB2 do DNA nuclear

Os valores dos indices de diversidade calculados ao nivel de pais ou regido foram

bastante homogéneos (Tabela 4). Ao nivel das colénias os valores de Hd e = se

diferenciam um pouco mais, mas alguns tamanhos amostrais foram pequenos como o da

Ilha do Patrdo (IP- GB), o que pode ter introduzido um viés nessas comparagdes.

Tabela 4. indices de diversidade do intron nuclear TGFB2 nas populacBes africanas de B. ibis. N:
tamanho amostral em ndmero de cépias do intron, S: nimero de sitios segregantes, H: nimero de
haplotipos, Hd: diversidade haplotipica, DP — = desvio padrdo de &, 6(x): parametro theta baseado em ,
DP - 0(m): desvio padrdo de 0(x), 0(s): parametro theta baseado em S e DP - 6(S): desvio padrdo de 6(S).

N S H Hd DP-Hd =a DP-m 6(m) DP-Om 6@S) DP-0(S)

IB-GB 18 4 5 0712 0074 00022 0.0004 1.039 0725 1163 0.677
AT-GB 16 4 6 0742 0084 00023 00005 1.125 0772 1125 0.707
IP-GB 4 3 3 0.833 0222 00035 00013 1.667 1216 1.636 1.186
GB 38 4 6 0703 0051 0.0023 00003 1.084 0729 0.952 0.533

ZOO-SE 24 4 5 0754 0048 0.0024 00003 1.163 0777 1.071 0.613
PSSSE 8 2 3 0679 0122 00017 0.0004 0.821 0653 0771 0.593
TH-SE 10 2 3 0711 0086 00019 0.0004 0.889 0675 0.707 0.841
SE 42 4 5 0717 0041 00022 00003 1.048 0711 0930 0.518

GB-SE 80 4 6 0703 0.032 00022 00002 1.054 0.707 0.808  0.440
KL-GN 14 3 4 0582 0.137 00023 00007 1.121 0775 00943 0.613
BC-GN 14 3 4 0736 0075 00022 0.0003 1.033 0732 0943 0.613
GN 28 4 5 0664 0076 00022 00004 1.074 0730 1.028 0.583

FK-NG 14 5 6 0813 0074 00028 00005 1.363 0.894 1572 0.872
KF-NG 8 2 3 0679 0122 00016 00004 0.786 0.633 0771  0.593
FUNG 14 3 5 0791 0067 00027 0.0004 1286 0857 00943 0.613
TO-NG 10 4 5 0800 0100 00026 0.0006 1.222 0.846 1414 0.861
NG 46 5 7 0744 0037 00024 00003 1.161 0763 1.138 0.582
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PA-AS 16 3 4 0.750 0.073 0.0024 0.0004 1.150 0.784 0.904 0.584
BG-AS 12 5 5 0.667 0141 0.0023 0.0007 1.106 0.776 1.656 0.932
RO-AS 6 3 3 0733 0155 0.0026 0.0010 1.267 0.919 1314 0.910

AS 34 5 6 0713 0.058 0.0024 0.0003 1.148 0.762 1223 0.636

Africa 188 5 8 0714 0.019 0.0023 0.0001 1.107 0.728 0.860  0.418

4.3. Estruturacéo populacional das populacdes africanas (area nativa) de B. ibis
4.3.1. RC do DNAmit

A AMOVA foi desenvolvida considerando-se diferentes niveis hierarquicos. Na
primeira analise foi feita uma analise global das coldnias africanas que revelou que
2.22% da variacéo total foram explicados pela variancia entre col6nias e o valor de ®sr,
apesar de baixo, foi significativo (p<0.05) (Tabela 5). Na segunda anélise da AMOVA,
foram incluidos dois niveis hierdrquicos, o das colénias e o dos paises (Tabela 6).
Quando as coldnias foram agrupadas em paises, apenas 1.27% da variacdo foi explicada
pela variancia entre os paises (e dct ndo significativo p>0.05), 1.12% da variancia
explicava as diferencas encontradas entre as colonias dentro de um pais (®Psc ndo
significativo) enquanto que porém a variancia entre os individuos dentro das populagdes
foi significativa, ®st (p<0.05) (Tabela 6). O Fsr par a par foi calculado considerando as
colbnias africanas da garca-vaqueira como unidades populacionais e alguns pares
apresentaram valores significativos, especialmente nas comparacdes envolvendo duas
colbnias da Africa do Sul (BG e RO) (Tabela 7). Entretanto, esses valores resultaram

ndo significativos ap6s a correcao estatistica de Benjamini-Hochberg (Tabela 7).

No geral, os resultados da AMOVA e Fst par a par mostraram uma baixa diferenciacao
ou completa auséncia de diferenciacdo populacional entre coldnias. Esse resultado
justifica as andlises posteriores com o agrupamento de colénias em regides. Como as
populacbes amostradas no Senegal e Guiné Bissau estavam separadas por
aproximadamente 300 km e nédo foi encontrado nenhum valor de Fsr significativo entre
suas colonias, esses dois paises foram agrupados e tratados como uma Unica regido nas

analises subsequentes.

Tabela 5. AMOVA global das populagdes africanas de B. ibis usando como marcador a RC do DNAmit.
Os valores de p<0.05 foram considerados significativos e ressaltados em negrito.
Somados Componente % de
Fonte de variagéo G.L. cuadrados devariacdo  variacdo

Entre as col6nias 15 11.154 0.01068 2.22
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Dentro das colnias 396 186.332 0.47053 97.78
Total 411 197.485 0.48121

D7 0.02219 (p=0.00000)
G.L.: Graus de liberdade

Tabela 6. AMOVA global das populacGes africanas de B. ibis agrupadas por paises usando como
marcador a RC do DNAmit. Os valores de p<0.05 foram considerados significativos e ressaltados em
negrito.

Somados Componente % de Indicesde  Valores de
Fonte de variacéo G.L. quadrados devariacdo variagdo fixacdo p
Entre os paises amostrados 5 5.08 0.00612 1.27 ®cr: 0.01269 0.05059
Entre coldnias dentro dos paises
amostrados 10 6.074 0.0054 1.12 Dy 0.01134 0.06911
Dentro das col6nias 396 186.332 0.47053 97.61 ®Dgr: 0.02389 0.00010
Total 411  197.485 0.48205

G.L.: Graus de liberdade

A analise de Fstpar a par foi repetida considerando-se as cinco regides africanas como
unidades populacionais: Guiné Bissau-Senegal, Gana, Nigéria, Africa do Sul e Quénia
(Tabela 8). Essa andlise revelou diferenciacdo significativa entre Africa do Sul em
relacdo as outras regides, exceto com Quénia. A diferenciacdo detectada com a regido
de Gana ndo foi significativa ap6s a correcdo pela metodologia de Benjamini e
Hochberg (1995).

O teste de Mantel mostrou uma correlacdo significativa entre a matriz de distancia
genética (Fst / 1- Fst) e a matriz de distancia geografica (p = 0.008) entre as regides
amostradas (Figura 11). Essa correlagdo significativa ndo se manteve, entretanto,

quando foram retiradas da analise as coldnias da Africa do Sul (p = 0.2584).

Figura 11. Teste de Mantel entre as entre as matrizes de distancia genética da RC do DNAmit e a
distancia geografica das coldnias africanas de B. ibis.
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Tabela 7. Fst par a par entre as colonias africanas de B. ibis usando como marcador a RC do DNAmit. Os valores em negrito sdo significativos para p < 0.05. Nenhum valor
foi significativo ap6s a correi¢do de Benjamini-Hochberg.

1B GB AT GB IPGB ZOOSE PSSE TH SE KL GN  BCGN FK NG KF NG FUNG TONG NAQE PA AS BG AS RO AS

IB GB -

AT GB 0.0172 -

IPGB  0.0450 -0.0877 -

ZOOSE 0.0025 -0.0006 -0.0496 -

PSSE -0.0074 0.0237 0.0565 0.0164 -

THSE 0.0129 -0.0036 -0.0485 -0.0063 0.0142 -

KLGN 0.0207 0.0152 -0.0286 0.0176 0.0073  0.0075 -

BCGN -0.0155 0.0306 0.0495 0.0164 0.0214 0.0409 0.0514 -

FKNG 0.0331 0.0404 0.0128 0.0534 0.0182 0.0576 0.0191  0.0455 -

KFNG -0.0088 0.0178 0.0071 0.0140 -0.0046 0.0335 0.0162 -0.0052 0.0100 -

FUNG 0.0000 0.0168 0.0011 0.0109 -0.0155 0.0076 0.0104 0.0244 0.0053  0.0050 -

TONG 0.0149 0.0349 0.0311 0.0240 0.0169 0.0145 0.0141 0.0410 0.0226 0.0252 -0.0046 -

NAQE -0.0071 0.0274 0.0627 0.0207 -0.0213 0.0247 0.0167 0.0122 0.0132 -0.0106 -0.0203 -0.0120 -

PAAS 0.0296 0.0075 -0.0455 0.0129 0.0247 0.0015 -0.0112 0.0538 0.0267 0.0194 0.0134 -0.0151 0.0145 -
BGAS 00721 0.0601 -0.0111 0.0648 0.0619 0.0705 0.0383 0.0616 0.0308 0.0426 0.0602 0.0486  0.0459  0.0290 -
ROAS 0.0258 0.0357 -0.0275 0.0313 0.0398 0.0370  0.0334 0.0207 0.0318 0.0202 0.0316 -0.0022 0.0071 -0.0008 -0.0061 -

Tabela 8. Fsr par a par entre as regifes africanas de B. ibis usando como marcador a RC do DNAmit. Os valores em negrito sdo significativos para p < 0.05. * Indica os
valores significativos apds a correi¢do de Benjamini-Hochberg.

Guiné Bissau- Senegal ~ Gana  Nigéria Quénia  Africa do Sul

Guiné Bissau- Senegal -
Gana 0.0036 -

Nigéria 0.0192* 0.0024 -
Quénia 0.0075 -0.0045 -0.0176 -

Africa do Sul 0.0359* 0.0155 0.0230* 0.0087 -
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4.3.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

A AMOVA feita considerando-se as col6nias africanas como unidades populacionais
mostrou que 3.36% da variancia total foram explicados pela diferenciagdo entre
colbnias, mas o valor de ®gst ndo foi significativo (p>0.05) (Tabela 9). Quando a
AMOVA foi realizada considerando-se os dois niveis hierarquicos, agrupando-se as
coldnias em paises (Tabela 10), o resultado revelou que o agrupamento em paises nao
explica a variancia encontrada. Nenhum dos indices de fixacdo mostrou valores

significativos nessa anélise.

Tabela 9. AMOVA global das populacfes africanas de B. ibis usando como marcador as ATPases 6 e 8
do DNAmit. Os valores de p<0.05 foram considerados significativos e ressaltados em negrito.

Fonte de variagdo G.L. Soma dos quadrados Componente de variacdo % de variacio

Entre as col6nias 14 5.953 0.01184 3.36
Dentro das col6nias 93 31.667 0.34051 96.64
Total 107 37.620 0.35235

®s7: 0.03360 (p= 0.14624)
G.L.: Graus de liberdade

Tabela 10. AMOVA global das populagdes africanas de B. ibis agrupadas por paises usando como
marcador as ATPases 6 e 8§ do DNAmit. Nenhum valor foi significativo para p<0.05.

Somados  Componente % de indices de Valores de
Fonte de variacdo G.L. quadrados de variacdo variacao fixacdo P
Entre os paises amostrados 4 1.103 -0.01078 -3.07 ®cr:-0.03073 0.84683
Entre coldnias dentro dos paises
amostrados 10 4.85 0.02109 6.01 Dgc: 0.05832 0.08297
Dentro das col6nias 93 31.667 0.34051 97.06 ®Dgr: 0.02938 0.14238
Total 107 37.62 0.35081

G.L.: Graus de liberdade

Na analise dos Fst par a par entre as colonias da Africa (Tabela 11) apenas dois pares de
colonias foram significativamente diferentes entre si (ZOO-SE e FU-NG; PS-SE e RO-
AS). Apbs a correcdo com a metodologia de Benjamini e Hochberg (1995) essa
diferenciacéo resultou ndo significativa. Quando se analisaram 0s Fst par a par entre as

regibes, os valores foram baixos e ndo diferiram significativamente entre si (Tabela 12).

O teste de Mantel revelou que nédo existe correlagdo entre a matriz de distancia genética
(Fst/ 1- Fst) € a matriz de distancia geogréafica (r = 0.1143) (Figura 12). Esse resultado
se manteve quando foi realizada a analise sem considerar as colonias da Africa do Sul
(p = 0.4885).
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Tabela 11. Fsr par a par entre as col6nias africanas de B. ibis usando como marcador as ATPases 6 ¢ 8 do DNAmit. Os valores em negrito sdo significativos para p < 0.05.
Nenhum valor foi significativo apds a corre¢do de Benjamini-Hochberg.

IL GB AT GB IP GB ZOOSE PSSE TH SE KL GN BC GN FK NG KF NG FU NG TO NG PA AS BG AS RO AS
IL GB -
AT GB 0.0979 -
IP GB -0.2025 -0.1048 -
Z00 SE -0.0595 0.1333  -0.1613 -
PS SE 0.1330 -0.0894 -0.1651 0.1951 -
THSE 0.0266 0.1519  0.0407 0.0234 0.3000 -
KL GN -0.0151 -0.0612 -0.1635 0.0019 0.0124 0.0542 -
BC GN -0.0567 0.1169 -0.1354 -0.0567 0.2000 -0.0089 -0.0032 -
FK NG -0.1011 0.1033  -0.1667 -0.1044 0.2090 0.0107 -0.0296 -0.1040 -
KF NG -0.0730 0.0663  -0.2000 -0.1260 0.1153 -0.0091 -0.0306 -0.0713 -0.1025 -
FU NG 0.1301 -0.0910 -0.0938 0.1696 -0.0895 0.1476 -0.0147 0.1393 0.1250 0.0826 -
TONG -0.1011 0.1033  -0.1667 -0.1044 0.2090 0.0107 -0.0296 -0.1040 -0.1667 -0.1025 0.1250 -
PA AS -0.0417 0.0646 -0.1875 -0.0274 0.0909 -0.0154 -0.0139 -0.1132 -0.0670 -0.0714 0.0775 -0.0670 -
BG AS -0.0567 0.1169 -0.1354 -0.0567 0.2000 -0.0089 -0.0032 -0.0667 -0.1040 -0.0713 0.1393 -0.1040 -0.0448 -
RO AS 0.0278 0.2208  0.3000 0.0012 0.4531 0.0729 0.0870 -0.0182 0.0000 0.0278 0.2222 0.0000 0.0278 -0.0182 -

Tabela 12. Fsy par a par entre as regifes africanas de B. ibis usando como marcador as ATPases 6 € 8 do DNAmit. Nenhum valor foi significativo para p < 0.05.

Guiné Bissau- Senegal Gana Nigéria  Africa do Sul
Guiné Bissau- Senegal -
Gana -0.02423 -
Nigéria -0.02126 -0.03488 -
Africa do Sul 0.02965 -0.00737 0.01653 -
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Figura 12. Teste de Mantel entre as matrizes de distancia genética das ATPases 6 e 8 do DNAmit e a
distancia geografica das coldnias africanas de B. ibis.
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4.3.3. TGFB2 do DNA nuclear

Os resultados da AMOVA considerando as colénias como unidades populacionais
mostraram que a variacdo ndo é explicada pela diferenciacdo entre as coldnias pois 0
®gr foi negativo e ndo significativo (Tabela 13). A AMOVA com dois niveis
hierarquicos, agrupando as col6nias em paises, revelou que apenas 1.37% da variancia
total sdo explicados pela diferenciacdo entre os paises amostrados, porém os valores dos

indices de fixacdo ndo foram significativos (Tabela 14).

Na andlise dos Fst par a par entre as col6nias africanas foi detectada diferenciacao
significativa apenas entre PS-SE e PA-AS (Tabela 15). Os Fst par a par calculados entre
as regides africanas mostrou haver diferenciagio significativa entre Africa do Sul e
Guiné Bissau — Senegal (Tabela 16). Apos correcdo de Benjamini e Hochberg (1995),

nenhum dos valores de Fst de ambas as tabelas foram significativos (Tabelas 15 e 16).

Tabela 13. AMOVA global das populagdes africanas de B. ibis usando como marcador o intron nuclear
TGFB2. Os valores de p<0.05 foram considerados significativos e ressaltados em negrito.

Fonte de Somados Componente % de
variagao G.L. quadrados devariacdo  variacdo
Entre as coldnias 14 6.182 -0.00978 -1.77
Dentro das
coldnias 173 97.36 0.56278 101.77
Total 187 103.543 0.553

ds7: -0.01768 (p= 0.81267)
G.L.: Graus de liberdade
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Tabela 14. AMOVA global das populagdes africanas de B. ibis agrupadas por paises usando como
marcador o intron nuclear TGFB2. Os valores de p<0.05 foram considerados significativos e ressaltados
em negrito.

Somados Componente % de Indices de Valores de
Fonte de variacdo G.L. quadrados devariacdo variacdo fixacdo P
Entre os paises amostrados 4 2.442 0.00758 1.37 ®cr: 0.01368 0.17871
Entre coldnias dentro dos paises
amostrados 10 3.74 -0.0163 -2.94 Dgc: -0.02983 0.90980
Dentro das col6nias 173 97.36 0.56278 101.57 ®g7: -0.01574 0.81366
Total 187 103.543 0.55406

G.L.: Graus de liberdade

O teste de Mantel mostrou haver correlacédo significativa entre as matrizes de distancias
genéticas entre as col6nias e as distancias geograficas entre elas (p = 0.0057). Apesar
disso, o valor do coeficiente de correlagdo entre as matrizes foi baixo (r = 0.3265)
(Figura 13). Entretanto, a correlagéo foi ndo significativa quando foi realizada essa

analise sem considerar as coldnias da Africa do Sul (p = 0.1837).

Figura 13. Teste de Mantel entre as matrizes de distancia genética do intron do TGFB2 do DNA nuclear
e a distancia geografica entre as col6nias africanas de B. ibis.
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Tabela 15. Fsr par a par entre as coldnias africanas de B. ibis usando como marcador o intron nuclear TGFB2. Os valores em negrito sdo significativos para p < 0.05. Nenhum
valor foi significativo apds a corre¢do de Benjamini-Hochberg.

IL-GB AT-GB IP-GB ZOO-SE PS-SE TH-SE KL-GN  BC-GN  FK-NG KF-NG FU-NG  TO-NG PA-AS BG-AS RO-AS
IL-GB -
AT-GB  -0.0527 -
IP-GB -0.1209 -0.1131 -
ZOO-SE  -0.0302 -0.0079 -0.1204 -
PS-SE -0.0239 -0.0497 -0.0137 0.0362 -
TH-SE -0.0532 -0.0808 -0.0601 0.0219 -0.1041 -
KL-GN -0.0150 -0.0225 -0.1542 0.0155 0.0701 0.0025 -
BC-GN -0.0614 -0.0511 -0.1068 -0.0434 -0.0212 -0.0439 -0.0051 -
FK-NG -0.0420 -0.0236 -0.1310 -0.0541 0.0085 -0.0001 0.0106 -0.0575 -
KF-NG -0.0835 -0.0629 -0.1089 -0.0520 -0.0480 -0.0714 0.0016 -0.0886 -0.0667 -
FU-NG -0.0228 0.0006 -0.1628 -0.0485 0.0761 0.0494 -0.0166 -0.0329 -0.0550 -0.0296 -
TO-NG -0.0574 -0.0419 -0.1348 -0.0591 -0.0349 -0.0266 0.0251 -0.0649 -0.0781 -0.0896 -0.0456 -
PA-AS 0.0566 0.0957 -0.0655 -0.0049 0.1429 0.1545 0.1228 0.0443 -0.0189 0.0335 -0.0175 -0.0304 -
BG-AS 0.0108 0.0350 -0.0378 -0.0034 0.0169 0.0486 0.1258 0.0022 -0.0379 -0.0384 0.0237 -0.0740 -0.0125 -
RO-AS -0.1039 -0.0992 -0.2477 -0.0757 -0.0312 -0.0813 -0.1099 -0.0898 -0.0855 -0.1112 -0.0944 -0.0971 0.0054 -0.0110 -

Tabela 16. Fsr par a par entre as regides africanas de B. ibis usando como marcador as intron nuclear TGFB2. Os valores em negrito sdo significativos para p < 0.05. Nenhum
valor foi significativo apds a corre¢do de Benjamini-Hochberg.

Guiné Bissau-Senegal Gana Nigéria Africa do Sul
Guiné Bissau-Senegal -
Gana -0.0100 -
Nigéria -0.0013 -0.0017 -
Africa do Sul 0.0357 0.0536 -0.0067 -
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4.4. Histérico Demografico das populagdes africanas (area nativa) de B. ibis

Os testes de neutralidade foram aplicados supondo que os efeitos da selegéo sobre as
regides genéticas estudadas nao sao suficientemente para produzir desvios significativos
nos testes avaliados. Caso ocorram, podem ser atribuidos ao efeito da variacdo no

tamanho populacional.

4.4.1. RC do DNAmit

Os resultados revelaram que as populacdes das regiGes africanas provavelmente
passaram por expansao populacional (Tabela 17). Os testes Fs de Fu, o D de Tajima e o
R2 de Ramos-Onsins e Rozas apresentaram desvios significativos para todas as regides.
Os gréaficos unimodais obtidos nas curvas de mismatch distribution e os valores ndo
significativos do indice de raggedness reforcam a hipOtese de ndo equilibrio
demografico (Figura 14). No entanto, o valor de SSD para a Africa do Sul foi
significativo (p < 0.05) ap6s a corre¢do de Benjamini-Hochberg (1995). Esse resultado
indica que a curva de mismatch distribution observada para essa populacdo ndo esta de

acordo com a esperada segundo 0 modelo de expansdo demografica.

Tabela 17. Testes de neutralidade e estatisticos para as curvas de mismatch distribution baseados na RC
do DNAmit nas populac@es africanas de B. ibis. Fs (Fu, 1997), D (Tajima, 1989), R2 (Ramos-Onsins &
Rozas, 2002) e rg (Harpending et al., 1993) e SSD. Em negrito os valores significativos (p= 0.05). *
Indica os valores significativos ap6s a corre¢do de Benjamini-Hochberg.

Regido Fs D R2 Rg SSD
Guiné Bissau-Senegal  -17.834* -1.98400* 0.0249* 0.1165 0.00827
Gana -7.6230* -1.54955* 0.0467* 0.0930 0.00448
Nigéria -12.537* -1.96790* 0.0317* 0.0878 0.00302
Quénia -2.2880* -1.67053 0.1368 0.1682 0.00527
Africa do Sul -6.1700* -1.61230* 0.0397* 0.1199 0.08946*
Africa -32.312*%  -2.19045* 0.0124* 0.1191 0.0029

A reconstrucdo das histérias demograficas das populac6es africanas de B. ibis foi feita
usando-se 0 Bayesian Skyline Plot e revelou estabilidade demogréafica em Gana e
Nigéria. Se houve crescimento populacional nessas populacdes ele ocorreu em Guiné
Bissau - Senegal e Africa do Sul os quais apresentaram alguns sinais, mas muito fracos
(Figura 15). Quando todas as populagdes africanas foram agrupadas ficou mais evidente

um aumento no tamanho efetivo, ocorrido ha 15 000 anos atras.
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Figura 14. Gréficos de mismatch distribution determinados a partir da variacdo encontrada nas
sequéncias da RC do DNAmit para populacdes africanas de B. ibis. Em vermelho mostra-se a distribuicéo
observada e em verde a esperada para uma populagdo em desequilibrio demografico. A) Guiné Bissau —
Senegal; B) Gana; C) Nigéria; D) Quénia; E) Africa do Sul e F) Africa (total).
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Figura 15. Histérias demogréaficas das populacdes africanas de B. ibis baseadas na RC do DNAmit,
usando-se a metodologia Bayesian Skyline Plot. A linha preta é a mediana estimada e as duas linhas azuis
mostram o limite inferior e superior a 95% de credibilidade. A) Guiné Bissau — Senegal; B) Gana; C)
Nigéria; D) Africa do Sul e F) Africa (total).
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4.4.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

O teste de Fu resultou em valores negativos e significativos de Fs para as regides de
Senegal-Guiné Bissau, Nigéria, Africa do Sul e Africa total (Tabela 18), porém apenas
Nigéria, Africa do Sul e Africa total permaneceram significativos apés corre¢do de
comparag6es multiplas de Benjamini-Hocheberg (1995). O parametro D de Tajima foi
significativo para a Africa do Sul, porém esse valor resultou ndo significativo apds a
correcdo de comparagdes multiplas de Benjamini-Hocheberg (1995). O teste R2 foi
significativo para a Nigéria, Africa do Sul e Africa total, mas os valores nio
permaneceram significativos para Nigéria e Africa do Sul, ap6s a correcao estatistica. A

curva de mismatch distribution da Nigéria foi diferente das outras e aproximou-se da
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forma bimodal. O SSD mostrou que as curvas de Guiné Bissau-Senegal, Africa do Sul e

Africa total ndo diferem do modelo unimodal (Figura 16).

Tabela 18. Testes de neutralidade e estatisticos para as curvas de mismatch distribution baseado nos
dados dos genes das ATPases 6 e 8 do DNAmit, nas populacfes africanas de B. ibis. Fs (Fu, 1997), D
(Tajima, 1989), R2 (Ramos-Onsins & Rozas, 2002), rg (Harpending et al., 1993) e SSD. Em negrito
mostram-se os valores significativos (p % 0.05). * Indica os valores significativos apds a correcao de
Benjamini-Hochberg.

Regido Fs D R2 rg SSD

Guiné Bissau - Senegal -3.253 -1.20882 0.0674 0.0763 0.0006
Gana -1.153 -0.76702 0.1180 0.1747 0.2577*
Nigéria -3.495* -1.31089 0.0756 0.1836 0.3797*
Africa do Sul -3.127* -1.65358 0.0904 0.1907 0.0009
Africa -10.508* -1.81851* 0.0318* 0.1218 0.00537

Figura 16. Gréficos das curvas de mismatch distribution baseadas nos genes das ATPases 6 e 8 nas
populacGes africanas de B. ibis. Em vermelho mostra-se a distribui¢do observada e em verde a esperada
para uma populacdo em desequilibrio demografico. A) Guiné Bissau — Senegal; B) Gana; C) Nigéria; D)
Africa do Sul e E) Africa (Total).
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Pela andlise do Bayesian Skyline Plot verificou-se que ha estabilidade demografica nas
regides africanas, com uma variacdo muito pequena na regido de Guiné Bissau-Senegal
(Figura 17). Porém, para a populacio da Africa total o resultado foi diferente: houve um
crescimento populacional desde a coalescéncia (15 000 anos atras) até 5 000 anos atras.

Figura 17. Histérias demograficas das popula¢des africanas de B. ibis usando-se a metodologia Bayesian
Skyline Plot baseada nas ATPases 6 e 8 do DNAmit. A linha preta é a mediana estimada e as duas linhas

azuis mostram o limite inferior e superior a 95% de credibilidade. A) Guiné Bissau — Senegal; B) Gana;
C) Nigéria; D) Africa do Sul; F) Africa (total).
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4.4.3. TGFB2 do DNA nuclear

Ndo foram detectados desvios significativos da neutralidade ou desequilibrio
demogréafico com os dados do marcador nuclear (TGFB2) (Tabela 19). Apesar disso, 0s
valores de Fs de Fu foram todos negativos. Os valores de raggedness foram pequenos,
condigéo essa comumente achada em populagdes com mismatch distribution unimodal.

Os valores de SSD observados foram baixos e mais de 5% dos valores de SSD
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simulados para expansao demogréafica foram menores do que os observados. Além disso,
os gréaficos observados foram semelhantes aos esperados para populagdes em
crescimento ou diminuicdo demogréfico (Figura 18).

Tabela 19. Testes de neutralidade e estatisticos das curvas de mismatch distribution do intron nuclear

TGFB2 nas populacdes africanas de B. ibis. Fs (Fu,1997), D (Tajima, 1989), R2 (Ramos-Onsins & Rozas,
2002), rg (Harpending et al., 1993) e SSD. Nenhum valor foi significativo para p<0.05.

Regido Fs D R2 rg SSD

Guiné Bissau-Senegal -0.408 0.63081 0.1318 0.0836 0.00422
Gana -0.520 0.11755 0.1336 0.0411 0.00185
Nigéria -1.577 0.05135 0.1155 0.0877 0.00060
Africa do Sul -1.074 -0.16195 0.1133 0.0557 0.00526
Africa -1.015 0.5552 0.1107 0.0763 0.00311

Figura 18. Graficos de mismatch distributions do intron TGFB2 das populagdes africanas de B. ibis. Em
vermelho mostra-se a distribuicdo observada e em verde a esperada para uma populacéo em desequilibrio
demografico. A) Guiné Bissau — Senegal; B) Gana; C) Nigéria; D) Africa do Sul e E) Africa (total).
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A reconstrucéo das histdrias populacionais revelou estabilidade demografica nas regioes
africanas (Figura 19). Houve um leve crescimento desde a coalescéncia na populagéo da
Nigéria. A populagio da Africa total mostrou um pequeno aumento demografico nos
ultimos 15 000 anos aproximadamente.

Figura 19. Histérias demograficas das populacGes africanas de B. ibis baseadas nos dados do intron do
TGFB2 do DNA nuclear, usando-se a metodologia Bayesian Skyline Plot. A linha preta é a mediana
estimada e as duas linhas azuis mostram o limite inferior e superior a 95% de credibilidade. A) Guiné
Bissau — Senegal; B) Gana; C) Nigéria; D) Africa do Sul e F) Africa (total).
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4.5. Rede de Haplotipos da populacdo nativa de B. ibis

4.5.1. RC do DNAmit

A rede de haplétipos da RC do DNAmit apresenta-se em forma de estrela. Esse padréo é
esperado quando a populacdo passou por expansdo populacional (Figura 20). O
hapl6tipo H1 encontra-se no meio da rede e foi o haplétipo com a maior ocorréncia,
presente em todas as localidades. Nem sempre o hapl6tipo mais comum é o ancestral,

mas nesse conjunto de dados h& maior probabilidade que seja porque além da
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ocorréncia ele estd posicionado na parte central da rede. Alguns haplétipos encontrados
nas extremidades dos ramos da rede se apresentaram em frequéncia alta e estdo bem
distribuidos (H2, H4 e H5).

Figura 20. Rede de haplotipos baseada na variacdo da RC do DNAmit nas populacdes africanas de B.
ibis. Os haplétipos estdo representados por circunferéncias cujo tamanho é proporcional a sua ocorréncia.
Na parte inferior esta a legenda com a cor de cada populacdo e a escala. Os nimeros em vermelho
indicam a posicéao do sitio onde ocorreu a substituigdo dentro do gene estudado.
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4.5.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

A rede tracada com os dados desse marcador mostra auséncia de estruturacdo da
diversidade genética (Figura 21). A presenca de varios haplotipos em baixa frequéncia,
separados por uma unica substituicdo entre haplétipos frequentes, e bem distribuidos
geograficamente € esperada quando ocorre desequilibrio demogréafico recente. Além
disso, a rede apresenta dois sitios com duas substituicbes que formam uma reticulagédo
(sitios 242 e 427), pois as duas mutagbes ocupam as mesmas posicdes em hapldtipos

diferentes.
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Figura 21. Rede de haplétipos baseada na variacdo do gene das ATPases 6 e 8 do DNAmiIt nas
populacGes africanas de B. ibis. Os haplotipos estdo representados por circunferéncias cujo tamanho é
proporcional a sua ocorréncia. Na parte inferior a direita esta a legenda com a cor de cada populacdo e a
escala. Os nimeros em vermelho indicam a posicdo dentro do gene do sitio onde ocorreu a substituicdo.
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4.5.3. TGFB2 do DNA nuclear
Como no caso anterior a rede baseada nos dados desse marcador nuclear mostra
auséncia de estruturacdo genética (Figura 22). Cinco (H1, H2, H3, H4 e H5) dos oito
haplo6tipos encontrados estdo presentes em todas as localidades amostradas. Os outros
trés haplotipos (H6, H7 e H8) ocorreram em baixa frequéncia. Como no caso anterior,

foi também observada presenca de reticulacao (sitios 261 e 29) na rede.

Figura 22. Rede de hapl6tipos baseado na variacao do intron nuclear TGFB2 nas populacGes africanas de
B. ibis. Os hapldtipos estdo representados por circunferéncias cujo tamanho é proporcional a sua
ocorréncia. Na parte inferior a direita estid a escala e na superior & esquerda a legenda das cores. Os
nameros em vermelho indicam a posic¢do dentro do gene do sitio onde ocorreu a substituicéo.
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4.6. Parametros geneéticos nas populacgdes brasileiras (area colonizada) de B. ibis
4.6.1. Diversidade genética das populacdes brasileiras de B. ibis

4.6.1.1. RC do DNAmit

A populacdo de Pernambuco apresentou os maiores indices de variabilidade em
comparacdo as das outras populacdes brasileiras (Tabela 20). Fernando de Noronha
apresentou o menor valor de Hd. O menor valor de 6(w) foi encontrado na colbnia
paraense. A populagdo menos diversa avaliada pelo 0(S) e a segunda menos diversa em
termos de & foi a de Fernando de Noronha.

Tabela 20. indices de diversidade da RC do DNAmit nas populacdes brasileiras de B. ibis. N: tamanho
amostral, S: nimero de sitios segregantes, H: nimero de haplétipos, Hd: diversidade haplotipica, DP —
Hd: desvio padrdo de Hd, =: diversidade nucleotidica, DP — &: desvio padrdo de =, 6(x): parametro theta

baseado em &, DP - 6(x): desvio padrdo de 6(m), 6(s): parametro theta baseado em S e DP - 6(S): desvio
padrdo de 6(S).

N S H Hd DP-Hd b DP -xn O(r) DP-6(w) 6(S) DP-0(S)

PA N-BR 30 5 6 053 0099 0.00118 0.0003 0.616 0500 1.262 0.661
RN NE-BR 32 5 6 0633 0065 0.00175 0.0003 0915 0.650 1.242 0.648
FN NE-BR 32 4 5 0532 0087 000121 0.0003 0.633 0508 0.993 0.560
PE NE-BR 22 6 6 0797 0.052 0.00255 0.0004 1338 0.863 1.646 0.833
SP SE-BR 31 4 4 0568 0.078 0.00167 0.0004 0.877 0.632 1.001 0.566
RS S-BR 30 5 5 0536 0.097 0.00141 0.0004 0.740 0564 1262 0.661
Brasil 177 10 11 0.595 0.035 0.00160 0.0002 0.839 0.600 1.739  0.657

4.6.1.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

A populacdo mais diversa pelo Hd foi a de Pernambuco e pelos outros indices foi a do
Rio Grande do Sul (Tabela 21), A populacdo amostrada no Para apresentou apenas um
haplotipo para esse marcador e seus indices de diversidades foram igual zero (Tabela
21).

Tabela 21. indices de diversidade das ATPases 6 e 8 do DNAmit nas populagdes brasileiras de B. ibis. N:
tamanho amostral, S: nimero de sitios segregantes, H: nimero de haplétipos, Hd: diversidade haplotipica,
DP — Hd: desvio padrdo de Hd, =: diversidade nucleotidica, DP — n: desvio padrdo de =, 6(x): parametro
theta baseado em =, DP - 6(x): desvio padrdo de 6(x), 6(s): parametro theta baseado em S e DP - 8(S):
desvio padrdo de 6(S).

N S H Hd DP-Hd T DP-z O(w) DP-0(m) 6(S) DP-6(S)
PAN-BR 10 0 1 0.000 0.0000 0.00000 0.00000 0.000 0.000 0.000 0.000
RNNE-BR 10 1 2 035 0.1590 0.00045 0.00020 0.356 0.375 0.353 0.354
FNNE-BR 7 1 2 0286 0.1960 0.00035 0.00024 0.286 0.341 0.408 0.409
PENE-BR 7 2 3 0.714 01270 0.00106 0.00027 0.857 0.682 0.816 0.632
SPSE-BR 7 2 3 0524 0.2090 0.00073 0.00033 0.571 0.521 0.816 0.632
RS S-BR 8 3 3 0464 02000 0.00115 0.00060 0.929 0.710 1.157 0.781

Brasil 49 5 6 0.389 0.0840 0.00062 0.00015 0.481 0423 1121 0.572
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4.6.1.3. TGFB2 do DNA nuclear

Pernambuco mostrou o maior valor de Hd e de = entre todas as colonias amostradas
(incluindo as da Africa) (Tabelas 22). Essa populagdo também mostrou os mais altos
valores registrados no Brasil em termos de 6(n) e 6(S). A populacdo menos variavel

segundo esses parametros foi a do Rio Grande do Norte.

Tabela 22. indices de diversidade do TGFB2 do DNA nuclear nas brasileiras de B. ibis. N: tamanho
amostral em nimero de cdpias do intron, S: nimero de sitios segregantes, H: nimero de haplétipos, Hd:
diversidade haplotipica, DP — Hd: desvio padrdo de Hd, n: diversidade nucleotidica, DP — =: desvio
padrdo de =, O(): pardmetro theta baseado em =, DP - 6(w): desvio padrdo de 6(x), 6(s): parametro theta
baseado em S e DP - 6(S): desvio padrdo de 6(S).

N S H Hd DP-Hd T DP-z O(m) DP-6(r) 6O(S) DP-6(S)
PAN-BR 12 4 4 0.788 0.090 0.0029 0.0005 1.409 0926 1325 0.794
RNNE-BR 8 1 2 0536 0123 0.0011 0.0003 0.536 0.493 0.386 0.386
FNNE-BR 22 4 4 0641 0.082 0.0022 0.0005 1.039 0.719 1.097 0.631
PENE-BR 16 5 6 0.858 0.054 0.0035 0.0004 1683 1.040 1507 0.826
SPSE-BR 22 5 6 0745 0.064 0.0027 0.0005 1312 0.850 1372 0.733
RSS-BR 20 3 4 0647 0.072 0.0017 0.0003 0.816 0611 0.846 0.540

Brasil 100 5 6 071 0.031  0.0024 0.0002 1.171 0.760 0.966 0.479

As populacdes amostradas nas regides brasileiras mostraram que a populacdo de
Pernambuco apresenta os maiores niveis de diversidade segundo todos os indices
usados e dados da RC do DNAmit e do intron do TGFB2. Em contraste o Rio Grande
do Sul apresentou as mais altas diversidades (w, 0(m) e 6(S)) pelos dados dos genes das
ATPases 6 e 8. Dependendo do indice e do marcador analisado, as populacdes do Par4,
Rio Grande do Norte e Fernando de Noronha apresentaram os menores valores de

diversidade genética.

4.6.2. Diferenciacdo genética entre as populagdes brasileiras (area colonizada) de
B. ibis

4.6.2.1. RC do DNAmit

Os valores do Fst par a par entre as colonias brasileiras foram baixos e, na sua maioria,
ndo significativos (Tabela 23). ApOs a correcdo estatistica, a diferenciacdo detectada
entre os pares de populaces Pernambuco e Pard, Pernambuco e Rio Grande do Sul ndo

foram significantes.

Tabela 23. Fsrpar a par entre as populacfes brasileiras de B.ibis usando o gene da RC do DNAmit. Os
valores em negrito sdo significativos (p<0.05). Nenhum valor foi significativo apds a correcdo de
Benjamini-Hochberg.

PA N-BR RN NE-BR FN NE-BR PE NE-BR SP SE-BR RS S-BR
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PA N-BR -
RN NE-BR 0.0122 -
FN NE-BR -0.0029 -0.0057 -
PE NE-BR 0.0492 0.0116 0.0163 -
SP SE-BR 0.0020 -0.0251 0.0054 0.0275 -
RS S-BR -0.0130 0.0154 0.0208 0.0523 -0.0065 -

4.6.2.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

Os Fsr par a par entre as populacdes brasileiras mostraram diferenciacdo significativa
entre os pares Pernambuco e Pard, Pernambuco e Sdo Paulo, mas apos a correcdo de
comparagGes maltiplas nenhum valor permaneceu significativo (Tabela 24).

Tabela 24. Fsypar a par entre as populacfes brasileiras de B.ibis usando o gene das ATPases 6 e 8 do

DNAmit. Os valores em negrito sdo significativos (p<0.05). Nenhum valor foi significativo apos a
corre¢do de Benjamini-Hochberg.

PA N-BR RN NE-BR FN NE-BR PE NE-BR SP SE-BR RS S-BR

PA N-BR -
RN NE-BR 0.11111 -
FN NE-BR 0.05405 0.05923 -
PE NE-BR 0.47103 0.14038 0.33333 -
SP SE-BR 0.09091 0.06667 0.01067 0.26878 -
RS S-BR 0.10576 -0.06025 0.04465 -0.02114 0.03509 -

4.6.2.3. TGFB2 do DNA nuclear
Nenhum dos valores de Fstpar a par entre as populacdes brasileiras foram significantes
e, no geral, foram muito baixos (Tabela 25).

Tabela 25. Fsypar a par entre as populacdes brasileiras de B.ibis usando o gene do intron do TGFB2 do
DNA nuclear. Nenhum valor foi significativo para p<0.05.

PA N-BR RN NE-BR FN NE-BR PE NE-BR SP SE-BR RS S-BR

PA N-BR -
RN NE-BR -0.0118 -
FN NE-BR 0.0019 0.0826 -
PE NE-BR -0.0106 -0.0270 0.0852 -
SP SE-BR -0.0249 -0.0218 -0.0117 -0.0051 -
RS S-BR -0.0103 -0.0521 0.0900 -0.0360 -0.0097 -

4.6.3. Histérico Demografico das populagdes brasileiras (area colonizada) de B. ibis
Os testes de neutralidade e as estatisticas da mismatch distribution foram calculados
considerando-se o total dos individuos do Brasil para os dados dos genes da ATPase 6 e
8 e do intron do TGFB2, pois o tamanho amostral foi muito pequeno para cada
subpopulacdo brasileira. Nos dados da RC de DNAmit, essa analise foi detalhada a

nivel subpopulacional.
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4.6.3.1. RC do DNAmiIt

Desvios significativos da neutralidade ndo foram detectados para a maioria das
populacdes brasileiras (Tabela 26). Apenas a populacdo do Para mostrou uma diferenca
significativa em relagdo ao modelo neutro pelo teste Fs, porém essa diferenca ndo foi
suportada apds a correcéo estatistica. Por outro lado, as curvas da mismatch distribution
e os valores ndo significativos de SSD encontrados para quase todas as populagdes
brasileiras (exceto para S&o Paulo) ndo permitiram rejeitar a hipdtese de expansdo
populacional (Tabela 26 e Figura 23). O Bayesian Skyline Plot revelou estabilidade
demogréfica (Figura 24).

Tabela 26. Testes de neutralidade e os estatisticos da mismatch distribution da RC do DNAmit nas
populacbes brasileiras de B. ibis. Fs (FU, 1997), D (TAJIMA, 1989), R2 (RAMOS-ONSINS; ROZAS,

2002), rg (HARPENDING et al., 1993) e SSD. Os valores em negrito sdo significativos (p<0.05). *
Indicam os valores significativos apos a corre¢do de Benjamini-Hochberg.

Fs D R2 Rg SSD
PA N-BR -3.200 -1.39642 0.0730 0.1517 0.02153
RN NE-BR -1.832 -0.70521 0.0927 0.0857 0.01098
FN NE-BR -1.776 -0.91529 0.0877 0.1294 0.01482
PE NE-BR -1.243 -0.58041 0.1169 0.0893 0.00746
SP SE-BR 0.116 -0.3148 -0.3148 0.0505 0.27012*
RS S-BR -1.423 -1.12808 0.0763 0.0756 0.01290

Brasil -5.177 -1.2251 0.0422 0.0743 0.00608
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Figura 23. Curvas de mismatch distributions baseadas nos dados da RC do DNAmit nas populacBes
brasileiras de B. ibis. Em vermelho mostra-se a distribuicdo observada e em verde a esperada para uma
populacdo em desequilibrio demografico. A) Para; B) Rio Grande do Norte; C) Fernando de Noronha; D)
Pernambuco; E) Sdo Paulo; F) Rio Grande do Sul; G) Brasil (total).

0.5 - Exp Exp
0.4 ---o-- Obs ---&-- Obs
0.3
0.2
0.1+
0. A . =
10 15 20 25 0 1 10 15 20 25
Pairwise Differences Pairwise Differences
|
0.5 Exp Exp
0.4 ---g-- Obs ---g-- Obs
0.3
0.2
(0.1
. A - . =
0 5 10 15 20 25 0 10 20 30
Panwise Differences Pairwise Differences
0.5
Exp q Exp
0.4
---&-- Obs ---g-- Obs
0.3
0.2
0.1+
0. 4
10 19 20 0 5 10 19 20 25
Pairwise Differences Pairwise Differences
0.4 Exp
---o-- Obs
0.3
0.2
0.1 -
0.
10 15 20 25
Pairwise Differences




o1

NexT

1ET

1.E8]

/—\\\

Figura 24. Historia demografica da
populacéo brasileira de B. ibis usando
a metodologia Bayesian Skyline Plot
baseada na RC do DNAmit. A linha
preta é a mediana estimada e as duas
linhas azuis mostram o limite inferior
e superior a 95% de credibilidade.
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4.6.3.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

O valor significativo de Fs de Fu e o valor de SSD ndo significante para a mismatch

distribution, obtidos para os dados com esse marcador na populacdo brasileira indicam

que pode ter ocorrido desequilibrio demografico num passado recente (Tabela 27 e

Figura 25). Por outro lado, a reconstrucdo da histéria demografica pelo Bayesian Skyline

Plot mostrou estabilidade demogréafica na populacao brasileira de B. ibis.

Tabela 27. Testes de neutralidade e os estatisticos da mismatch distribution das ATPases 6 e 8 do
DNAmit na populacdo brasileira de B. ibis. Fs (FU, 1997), D (TAJIMA, 1989), R2 (RAMOS-ONSINS;
ROZAS, 2002), rg (HARPENDING et al., 1993) e SSD. Os valores em negrito sdo significativos

Figura 25. Curva de mismatch distribution
baseada nos dados dos genes das ATPases
6 e 8 do DNAmiIt da populagdo brasileira
de B. ibis. Em vermelho mostra-se a
distribuicdo observada e em verde a
esperada para uma populagdo em

(p=<0.05).
Fs R2 Rg SSD
Brasil -3.425 -1.38918 0.0599 0.1501 0.00089
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Figura 26. Histéria demografica da

populacéo brasileira de B. ibis usando-se a
metodologia  Bayesian  Skyline  Plot
o 19 baseada nos genes ATPases 6 e 8 do
; - | DNAmit. A linha preta ¢ a mediana
estimada e as duas linhas azuis mostram o
limite inferior e superior a 95% de
credibilidade.
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4.6.3.3. TGFB2 do DNA nuclear

Os testes de neutralidade ndo resultaram em valores significativos, mas o valor do SSD
foi baixo e ndo significante, resultado que n&o descarta a forma unimodal da mismatch
distribution, esperada para uma condicdo de ndo-equilibrio demografico (Tabela 28 e
Figura 27). A historia demografica da populacdo brasileira pela metodologia do
Bayesian Skyline Plot mostrou uma tendéncia a estabilidade demogréafica com uma leve

tendéncia a diminuigéo do tamanho populacional, nos ultimos 20 000 anos (Figura 28).

Tabela 28. Testes de neutralidade e os estatisticos da mismatch distribution do intron nuclear TGFB2 na
populacédo brasileira de B. ibis. Fs (Fu, 1997), D (Tajima, 1989), R2 (Ramos-Onsins & Rozas, 2002), rg
(Harpending et al., 1993) e SSD. Nenhum valor foi significativo para p<0.05.

Fs D R2 rg SSD
Brasil 0.127 0.45325 0.1171 0.052  0.0007

— Exp
Figura 27. Grafico da Mismatch
---&-- Obs distribution do intron nuclear do TGFB2
da populacéo brasileira de B. ibis. Em
vermelho mostra-se a  distribuicdo
observada e em verde a esperada para
uma populacdo em  desequilibrio
demografico.
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Figura 28. Histdria demogréfica da
populacdo brasileira de B. ibis usando
a metodologia Bayesian Skyline Plot
184 baseada no intron do TGFB2 do DNA
nuclear. A linha preta é a mediana
estimada e as duas linhas azuis
mostram o limite inferior e superior a
1E5 95% de credibilidade.
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4.7. Analise comparativa entre as populacdes brasileiras e africanas de B. ibis

4.7.1. Diversidade Genética

Um achado interessante foi que a populacdo de Pernambuco mostrou indices maiores de
variabilidade (m na RC do DNAmit, Hd e 6(m) no intron do TGFB2), em comparagao
com as outras populagbes. No entanto, o teste de Mann-Whitney mostrou que néo
existem diferencas significativas entre os valores de todo os indices de diversidade
genética achados nas populacdes africanas e brasileiras (para os trés fragmentos génicos

analisados).

4.7.2. Diferenciacdo genética entre as populacgdes africanas e brasileiras de B. ibis
4.7.2.1. RC do DNAmiIt

Verificou-se que existe uma diferenciacdo genética significativa para a maioria dos
valores de Fst par a par determinados para os pares de popula¢des formados por um
integrante brasileiro e um africano (Tabela 29). As exce¢fes sdo para as populacdes do
Paré e do Rio Grande do Sul que nao diferiram significativamente das de Guiné Bissau-
Senegal, Gana e Quénia. Além disso, Cabo Verde ndo se diferenciou significativamente
de nenhuma das populages brasileiras.

Tabela 29. Fspar a par entre populacdes das regides africanas e as brasileiras de B.ibis usando o gene da

RC do DNAmit. Os valores em negrito sdo significativos (p<0.05). * Indica os valores significativos ap6s
a correcdo de Benjamini-Hochberg.

Guiné Bissau — Africa do
Senegal Gana Nigéria Quénia Sul Cabo Verde
PA N-BR -0.0095 0.0180 0.0342* 0.0350 0.0468* -0.0066
RN NE-BR 0.0416* 0.0804* 0.1099* 0.1067* 0.1056* 0.0222
FN NE-BR 0.0248* 0.0629* 0.0834* 0.0937* 0.0818* 0.0185
PE NE-BR 0.0786* 0.1065* 0.1383* 0.1211* 0.1329* 0.0172
SP SE-BR 0.0223 0.0526* 0.0787* 0.0782* 0.0822* 0.0111

RS S-BR -0.0016 0.0183 0.0354* 0.0278 0.0499* 0.0003
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4.7.2.2. ATPases 6 e 8 do DNA mitocondrial

Comparando-se os valores de Fst par a par entre populacfes brasileiras e as africanas
observa-se diferenciacio significativa entre a Africa do Sul e Pernambuco, mas essa
diferenciacdo ndo se manteve apos a correcdo de Benjamini-Hochberg (1995) (Tabela
30). As amostras do Rio Grande do Norte e do Rio Grande do Sul foram as que
mostraram 0s niveis mais baixos de diferenciacdo, quando comparadas com as regifes
da Africa.

Tabela 30. Fsy par a par entre as regides africanas e as brasileiras de B.ibis usando o gene das ATPases 6
e 8 do DNAmit. Os valores em negrito sdo significativos (p<0.05). Nenhum valor foi significativo ap6s a
correcdo de Benjamini-Hochberg.

Guiné Bissau-Senegal ~ Gana  Nigéria Africa do Sul

PA N-BR 0.0584 0.0362  0.0354 -0.0251
RN NE-BR -0.0429 -0.0487 -0.0454 -0.0338
FN NE-BR 0.0538 0.0241  0.0258 -0.0100
PE NE-BR 0.0471 0.1123  0.0561 0.2652
SP SE-BR 0.0768 0.0447  0.0442 0.0327
RS S-BR -0.0608 -0.0620 -0.0591 0.0191

4.7.2.3. TGFB2 do DNA nuclear

Os valores de Fsrpar a par baseados nesse marcador entre as populacdes da Africa e do
Brasil revelaram uma baixa diferenciacdo genética. Foi encontrada diferenciacdo
significativa apenas entre a Africa do Sul e Pernambuco, Africa do Sul e Rio Grande do
Sul, porém essa diferenciacdo ndo se manteve significativa ap6s correcdo estatistica
(Tabela 31).

Tabela 31. Fsy par a par entre as regifes africanas e as brasileiras de B.ibis usando o gene do intron
TGFB2 do DNA nuclear. Os valores em negrito sio significativos (p<0.05). Nenhum valor foi
significativo apds a corre¢do de Benjamini-Hochberg.

Guiné Bissau - Senegal Gana  Nigéria Africa do Sul

PA N-BR -0.0236 -0.0062 -0.0078 0.0223
RN NE-BR -0.0282 0.0008 -0.0010 0.0304
FN NE-BR 0.0563 0.0463  -0.0009 -0.0045
PE NE-BR -0.0014 -0.0107  0.0317 0.0936
SP SE-BR -0.0149 -0.0198 -0.0282 -0.0054

RS S-BR -0.0186 -0.0231  0.0121 0.0718

4.7.3. Rede de hapldétipos

4.7.3.1. RC do DNAmit

A topologia da rede de haplotipos envolvendo as populagdes brasileiras e africanas se
apresentou em forma de estrela (Figura 29). Destacam-se trés haplotipos nos extremos

da rede, encontrados unicamente nas populacbes brasileiras (H_27, H_28 e H_29)
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(Figura 29 e Tabela 32). Além disso, seis haplotipos foram compartilhados entre a
populacéo da regido africana nativa e a colonizada brasileira(H_1,H 2,H 4, H 5, H_8
e H_14).

Figura 29. Rede de hapl6tipos baseada na variagdo da RC do DNAmit nas populacbes africanas e
brasileiras de B. ibis. Os haplétipos estdo representados por circunferéncias cujo tamanho é proporcional
a sua ocorréncia. Na parte inferior a direita estd escala e legenda. Os nimeros em vermelho indicam a
posicdo dentro do gene do sitio onde ocorreu a substituicao.

H_28¢7)

H_23

2 @ Cabo Verde
@ Guine Bissau - Senegal

25 O

H_11 @ @ Nigeéria

Africa do Sul

@0

Tabela 32. Ocorréncia dos haplétipos da RC do DNAmit nas regides amostradas de B. ibis.

Guiné i

Cabo Bissau — Africa PA RN FN PE SP RS

Verde Senegal Gana Nigéria Quénia doSul N-BR NE-BR NE-BR NE-BR SE-BR S-BR
H_1 12 102 45 76 12 56 20 17 22 8 19 20
H_2 9 3 3 3 1 1
H_3 1 2 1
H_ 4 5 21 5 4 3 5 10 8 9 8 5
HS5 1 9 1 1 3 2 1 2 3
H 6 1 2
H_7 1 1
H_8 3 1 2
H_9 3
H_10 1 3
H_11 1 1
H_12 1
H_13 1
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H_14 1 1 1
H_15 1

H_16 2
H_17

H_18

H_19

H_20

H_21

H_22 1

H_23 1

H_24 1

H25 1

H_26 1

H_27 1

H_28 1 1 2 2
H 29 2 2

L
-
(4]

4.7.3.2. ATPases 6 e 8 do DNAmit

A rede de haplétipos desse marcador mostra haplotipos em alta freqiiéncia, separados
por poucas substituicGes de haplétipos que ocorreram em baixa frequéncia (Figura 30).
Foram encontrados trés haplétipos exclusivos do Brasil, posicionados nos extremos da
rede (H_14, H_15 e H_16) (Tabela 33 e Figura 30). Além disso, foram achados quatro
haplotipos compartilhados entre a populacdo africana nativa e a colonizada brasileira
(H1,H 2 H 4eH.5).

Figura 30. Rede de hapl6tipos baseada na variagdo das ATPases 6 e 8 do DNAmit nas populacGes
africanas e brasileiras de B. ibis. Os haplétipos estdo representados por circunferéncias cujo tamanho é
proporcional a sua ocorréncia. Na parte inferior a direita est4 escala e legenda. Os nlmeros em vermelho
indicam a posicéo dentro do gene do sitio onde ocorreu a substituico.

@ Guiné Bissau-Senegal

@
@ Nigéria
@ Africa do Sul
O
10

©
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Tabela 33. Ocorréncia dos haplétipos das ATPases 6 e 8 do DNAmit nas regides amostradas de B. ibis.

Guiné Bissau Africa do PA RN FN PE SP RS
— Senegal Gana Nigéria Sul N-BR NE-BR NE-BR NE-BR SE-BR S-BR

H_1 6 1 2 1 2 3 1
H_2 30 13 19 17 10 8 6 3 5 6
H_3 1
H_4 3 2 2 1

H_5 1

H_6 1

H_7

H_8

H_9

H_10 1

H_11

H_12

H_13

H_14 1

H_15 1
H 16 1

4.7.3.3. TGFB2 do DNA nuclear

A rede dos haplétipos desse marcador apresentou seis haplétipos compartilhados entre
os dois continentes (H_1,H 2, H 3, H 4, H 5e H_7) (Tabela 34 e Figura 31). N&o foi
encontrado com esse marcador nenhum haplétipo exclusivo da regido brasileira. Dois

hapl6tipos ocorreram apenas nas populagdes africanas H 6 e H_8.

Figura 31. Rede de hapl6tipos baseada na variacdo do intron nuclear TGFB2 nas populagdes africanas e
brasileiras de B. ibis. Os haplétipos estdo representados por circunferéncias cujo tamanho é proporcional
a sua ocorréncia. Na parte inferior & direita esta escala e legenda. Os nimeros em vermelho indicam a
posicdo dentro do gene do sitio onde ocorreu a substitui¢éo.
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Tabela 34. Ocorréncia dos haplétipos do intron do TGFB2 do DNA nuclear nas regiées amostradas de B.

ibis.
Guiné Bissau- i PA FN PE SP RS
Senegal Gana Nigéria AfricadoSul N-BR NE-BR NE-BR NE-BR SE-BR S-BR
H_1 6 1 2 1 3 2 2 1 1
H_2 34 15 16 5 5 12 9 10
H_3 26 16 16 2 2 6 7
H_4 8 7 1 3 1
H_5 5 3 1 2 2
H_6 1
H_7 1 1 2 2 2
H 8 1
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5. DISCUSSAO

5.1. Homoplasias da RC do DNAmit

Registro na literatura tém demonstrado que parte da variacdo encontrada na RC do
DNAmit em algumas populacdes é explicada pela presenca de sitios homoplasticos
(WAN; LIU; ZHANG, 2012). A inclusdo dessas regides homoplasticas em analises
genéticas pode dificultar as interpretac@es dos sinais filogeogréaficos (AVISE, 2000). No
presente trabalho foram adotados dois critérios que permitiram identificar os sitios
homoplasticos para que fossem em seguida retirados das analises desenvolvidas. Foram
descartados os sitios de nucleotideos que pareados com pelo menos outros dois
apresentaram quatro tipos de gametas, segundo o teste de Hudson e Kaplan (1985) e
sitios que se encontravam em regides com altos valores de m. Segundo esses critérios,
foram identificados e expurgados nove sitios homoplasticos no gene estudado da RC de
B. ibis.

O padréo de variacdo achado na RC do DNAmit pode ser explicado por varios eventos
que sdo discutidos a seguir. A duplicacdo da regido controladora do DNAmit é um deles
e tem sido reportada em varias espécies de aves, incluindo em um membro da familia
Threskiornithidae (filogeneticamente proxima a Ardeidae) (EBERHARD; WRIGHT;
BERMINGHAM, 2001; ABBOTT et al., 2005; CHO et al., 2009). Esses rearranjos
génicos criam a possibilidade de conversdo génica e evolucdo em concerto que
dificultam o estudo dos padrdes microevolutivos (TATARENKOQOV; AVISE, 2007).
Eventos de recombinacdo tem sido reportados também no DNAmMmit em varios taxa
animais (PIGANEAU; GARDNER; EYRE-WALKER, 2004). A recombinacdo pode
causar ambiguidade na resolucdo da histéria evolutiva de um hapl6tipo (TEMPLETON
et al., 2000). No entanto, Berlin, Smith e Ellegren (2004) demonstraram em duas
espécies de aves (Parus caeruleus e Falco peregrinus) que as homoplasias da RC do
DNAmit ndo foram originadas por recombinacdo. Em nosso estudo, os testes de
recombinacdo RDP (MARTIN; RYBICKI, 2000), GENECONV (PADIDAM;
SAWYER; FAUQUET, 1999; SAWYER, 1989) e MAXCHI (SMITH, 1992;
POSADA; CRANDALL, 2001) ndo mostraram evidéncia de recombinagdo, mas pelo
teste de Hudson e Kaplan (1985) (que pressupde um modelo mutacional de sitios
infinitos) foram encontrados sitios com mais de quatro tipos de gametas, considerados

como recombinantes. A regido controladora apresenta uma taxa de substituicdo
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aproximadamente 7.5 vezes mais rdpida do que o resto do genoma mitocondrial
(QUINN’S, 1992; WENINK et al., 1996). Essa elevada taxa de mutacdo pode causar
saturacdo mutacional, produzindo regides homoplasticas. No entanto, a saturacdo
geralmente é atingida quando a divergéncia do conjunto de dados estudados supera 0s
10% (RUOKONEN; KVIST, 2002), porem no nosso estudo essa divergéncia foi menor
do que 1%. Além disso, o grafico de transi¢Ges e transversdes versus distancia genética
ndo evidenciou saturacdo mutacional nos dados analisados. O fato de se estudar uma
regido tdo variavel que foge do modelo de sitios infinitos sugere que as homoplasias se
devam a heterogeneidade das taxas de evolugéo entre os sitios. Apds 0 expurgo desses
sitios, a RC do DNAmiIt se manteve como a mais informativa, apresentando uma maior

porcentagem de sitios polimdrficos em comparagdo com os outros genes estudados.

5.2. Diversidade Genética nas populacdes africanas de B.ibis

Rollins e col. 2011 sugeriram o uso do 6(S) para se avaliar a diversidade genética de
populacbes que tenham sofrido flutuagdes demograficas muito recentes, como no caso
daquelas presentes em areas recém colonizadas, ap0s invasfes. Verificamos nesse
estudo (Tabelas 2, 3 e 4), entretanto, que os desvios padréo estimados para 6(S) e para o

0(m) foram muito altos, tornando as comparagdes desses valores pouco robustas.

A amostra de Senegal apresentou os maiores valores de diversidade genética com todos
os indices estimados para a RC do DNAmit, o marcador mais variavel analisado. Esse
valor pode estar enviesado pelos valores altos encontrados na coldnia localizada no
Zooldgico de Dakar. Os dados do fragmento das ATPases 6 e 8 revelaram pelo valor de
0(S) a Nigéria com uma diversidade 40% maior do que encontrada em Guiné Bissau.
Esse alto valor da Nigéria de 6(S) seria explicado por um excesso de alelos raros nesse
pais, evidenciados também na rede de haplotipos (Figura 21). Esse valor pode ter sido
enviesado pelos altos valores encontrados na populagdo de Fusa. Assim, tanto para o
Senegal (RC do DNAmiIt) como para a Nigéria (ATPases 6 e 8), 0s niveis altos de
diversidades genéticas podem ser explicados pelos achados em Unica colbnia
(Zooldgico-Senegal, Fusa-Nigéria). Observa-se que caso essas duas col6nias sejam

expurgadas da analise, a homogeneidade torna-se ainda maior entre essas regides.

A populacio da Africa do Sul mostrou menores niveis de diversidade genética pelas

duas regides mitocondriais, um resultado que pode estar relacionado com as mudangas
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climaticas ocorridas durante o Pleistoceno tardio. Durante esse periodo, ocorreu o
ultimo méximo glacial caracterizado por baixos niveis de precipitagdo e queda na
temperatura da Africa. Essas mudancas foram mais drésticas na regido sul da Africa do
que na regido equatorial (LEZINE et al., 2013). Na regido tropical da Africa existiram
areas com melhores condicdes que poderiam ter servido de locais de refugio (ANHUF
et al., 2006). A regifo da Africa do Sul teria sido abandonada pelas populag@es durante
o ultimo méaximo glacial e depois recolonizada ap6s esse periodo de mudancas

climaticas, explicando assim a menor variabilidade genética achada.

Dados de diversidade baseados no intron nuclear revelaram valores semelhantes de
diversidade genética entre as coldnias e também entre os paises africanos amostrados.
Essa maior homogeneidade poderia ser explicada pela taxa de mutacdo mais baixa do
genoma nuclear, pelo alto fluxo génico e pelos mecanismos de heranca dos genes
autossomicos (VILLABLANCA; RODERICK; PALUMBI, 1998).

5.3. Estruturacdo populacional das populacdes africanas de B. ibis

As amostras foram coletadas em areas geograficamente distantes e os resultados da
AMOVA apontaram para uma baixa estruturacdo populacional. Os Fst par a par entre as
regides africanas mostraram resultados semelhantes. Dos fragmentos dos trés genes
analisados, o mais variavel (RC do DNAmit) forneceu os maiores valores de
diferenciacdo entre as regides africanas. A Africa do Sul se diferenciou
significativamente de duas regides amostradas (de Guiné Bissau-Senegal e da Nigéria).
O teste de Mantel foi significativo para 0 modelo de isolamento por distancia, com o0s
dados dos dois genes (RC do DNAmit e TGFB2). Entretanto, essa correlacdo parece ser
causada por um viés das coldnias mais afastadas que sdo também as mais diferenciadas
localizadas na Africa do Sul. Quando a amostra desse pais foi retirada da anélise, a
correlagéo desapareceu.

As amostras dos paises de Gana e Quénia foram menores e podem ndo ser
representativas das diversidades populacionais desses dois paises. Os valores de Fst ndo
significativos entre a Africa do Sul e esses dois paises podem ser, portanto, explicados
por uma limitacdo da amostragem e ndo por nao-diferenciacdo real entre essas duas
populagdes. Por outro lado, a diferenciacio significativa entre a Africa do Sul e Guiné

Bissau-Senegal e da Nigéria pode ser suportado pelas diferencas entre as condi¢des
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climaticas encontradas nessas areas (KOTTEK et al., 2006), as quais podem fazer com
que pressbes de selecdo locais modelem a distribuicdo da diversidade genética

encontrada.

Como explicar a diferenciacéo entre a Nigéria, localizada mais no interior do continente
e a regido de Guiné Bissau — Senegal, localizada na costa noroeste africana? A regido
amostrada da Nigéria esta posicionada no interior e apresenta um pool génico diferente
das populagdes encontradas na costa. As garcas vaqueiras quando se dispersam seguem
rotas de migracdo e uma das provaveis rotas deve ser a que acompanha a costa oeste do
continente. Segundo essa hipGtese, as populacdes do litoral noroeste da Africa
migrariam e se utilizariam das linhas costeiras para se orientar, movimentando-se no
sentido norte - sul, ao longo da costa (GILL, 2007). Segundo esse padrdo, 0s migrantes
da costa noroeste nao trocariam integrantes de outras populac@es, localizadas mais no

interior do continente, explicando essa diferenciacdo populacional.

Dados dos fragmentos das ATPases 6 e 8 e do intron nuclear do TGFB2 apresentaram
menor nivel de variacdo e ndo resultaram em valores de Fst par a par estatisticamente
significativos entre si, porém os maiores valores encontrados envolveram a regido da
Africa do Sul.

A baixa estruturacdo encontrada entre as populacdes dos paises africanos de B. ibis pode
ser explicada pelo seu comportamento migratério sazonal e pelos deslocamentos
erraticos dos individuos juvenis (KUSHLAN; HANCOCK, 2005; BROWDER, 1973).
Diversos grupos de aves apresentam uma capacidade de dispersdo alta o que promove 0
fluxo génico entre populacdes e resulta numa baixa estruturacdo genética, reportada
para diversas espécies (BURG; CROXALL, 2001; CADENA, 2011; CABANNE et al.,
2012), apresentando algumas delas padrdes sazonais migratérios (LIU; KELLER;
HECKEL, 2011; KRAUS et al., 2013) e outros padrdes para aves ndo-migratdrias
(KEKKONEN et al., 2011). A estruturagdo genética baixa encontrada entre popula¢tes
de B. ibis é, portanto, um padrdo esperado para espécies como a dessa garga que

apresenta caracteristicas migratorias e alta capacidade de disperséo.

As estimativas de subdivisdo populacional de Fst pressupdem que as populagcOes

estejam no equilibrio deriva genética-migracdo (WRIGHT, 1931). O tempo para se
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alcancar esse estado de equilibrio pode demorar um ndmero grande de geracdes,
dependendo da taxa de migracdo (m) e do tamanho efetivo (Ne) (CROW; AOKI, 1984).
A equacdo estimada por Crow e Aoki (1984) mostra que quanto maior a m, menor o
tempo para se alcancar o equilibrio e se 0 m for muito pequeno esse tempo vai depender
diretamente do Ne. Como a garca-vaqueira apresenta alta capacidade dispersora, ela tera
uma taxa alta de migracdo (espera-se um alto m), logo, em poucas geracbes as
populacdes atingirdo esse equilibrio. Esse equilibrio deriva-fluxo génico seré alcancado
em um namero menor de geracOes para 0s genes mitocondriais do que para 0s genes
nucleares (ZINK; BARROWCLOUGH, 2008). Essas previsfes indicam que apesar de
se terem passadas poucas geracdes desde o inicio da colonizacdo pela garca vaqueira de
algumas regides estudadas, os valores encontrados de Fsr foram calculados em uma
condicdo de equilibrio ou quase equilibrio deriva-fluxo genético. Apesar das limitacdes,
a estatistica F tem sido usada para evidenciar diferenciacdo em estudos de populacGes
invasoras de vérias espécies (FLEISCHER et al., 2008; GHABOOLI et al., 2011,
GONCALVES et al., 2010; WAN; LIU; ZHANG, 2012).

Os valores de Fst podem ser enviesados pela taxa de mutacdo do gene estudado, pela
selecdo natural e/ou por eventos histéricos (NEIGEL, 1997; TEMPLETON, 2006).
Maiores valores de Fst sdo esperados, por exemplo, quando calculados com base em
regibes génicas com taxa alta de substituicdo (EFREMOV, 2005). Os maiores niveis de
diferenciacdo encontrados pela RC do DNAmit em relagdo aos determinados com 0s
outros genes é esperado por essa diferenca na taxa de mutagdo. Os valores de Fst podem
ser enviesados pela selecdo. Valores baixos de Fst sdo esperados quando 0s genes
estudados estdo sob efeito da selecdo negativa ou balanceadora, enquanto que valores
altos de Fst sdo esperados sob o efeito da selecdo positiva (NIELSEN, 2005;
BARREIRO et al, 2008). Efeitos da selecdo podem ser evidenciados num locus e nos
loci ligados. Os resultados obtidos nesse estudo apontam baixos niveis de estruturacao
pelos dois sistemas analisados (DNA nuclear e mitocondrial), descartando que o efeito
da selecdo tenha influenciado o padrdo encontrado. Outra condigdo que pode levar a um
viés no Fst é quando ocorre miscigenagdo entre populagdes geneticamente diferenciadas
(TEMPLETON, 2006). Os resultados desse estudo mostraram uma baixa estruturacao
entre populacdes, logo, se ocorreu miscigenagédo, ela ndo resultou em algum sinal

detectavel.
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5.4. Historico demografico das populacdes africanas de B. ibis

Os sinais de expansdo variaram conforme a variabilidade do marcador. A RC do
DNAmit foi a que mostrou resultados mais evidentes de sinais de expansdo, enquanto
que as evidéncias foram fracas ou inexistentes pelo genes das ATPases 6 e 8 e do intron
nuclear. Os dados dos fragmentos mitocondriais revelaram desvios da neutralidade ou
ndo equilibrio demogréafico em vérias populacBes africanas. No entanto, foram
encontrados valores significativos de SSD para os dados de RC da Africa do Sul. As
curvas de mismatch distributions baseadas na variacdo das ATPases 6 e 8 para Gana e
Nigéria se apresentaram como bimodais. Provavelmente por esse motivo os SSD
resultaram significativos também para esses dois paises. Quando a mismatch
distribution apresenta padrdo bimodal, esse pode ser um sinal do resultado de
miscigenacdo de linhagens divergentes (TAYLOR; KELLER, 2007). Apesar dos testes
de neutralidade ndo serem significativos para a regido nuclear, o analise de SSD néo
rejeitou a hipotese de expansdo demografica. Os introns nucleares possuem uma taxa de
substituicdo aproximadamente 30 vezes menor do que a da RC (PETERS et al., 2008).
O programa PHASE ndo conseguiu resolver as mutac@es raras, diminuindo os sitios
varidveis do gene nuclear para quase metade da variacdo encontrada. Essa perda de
informac&o pode ter enviesado as estimativas dos testes de neutralidade e estatisticos da
mismatch distribution (GARRICK; SUNNUCKS; DYER, 2010). O sinal de expansao
pouco intenso baseado no gene nuclear pode ser devido a sua baixa variacdo somada a
impossibilidade do PHASE de resolver alelos raros em heterozigose, enviesando o

resultado.

O Pleistoceno foi uma era geoldgica compreendida desde 1.8 milhdes de anos até 12
milhares de anos atras, caracterizada por mudancas climaticas drasticas (NILSSON,
1983; GIBBARD; VAN KOLFSCHOTEN, 2004). Um dos fen6menos climéticos
importantes desse periodo foi Ultimo méximo glacial. O dltimo méaximo glacial é
definido como a época em que o nivel do mar e os mantos de gelo alcangcaram o
maximo, ocorrido aproximadamente ha 20 milhares de anos antes do presente (CLARK
et al., 2009). Durante esse periodo, a temperatura da Africa provavelmente foi 5°C em
média menor do que a atual, assim como a precipitacdo foi entre 15 a 20% menor
(MOREAU, 1963; PARTRIDGE; SCOTT; HAMILTON, 1999; GASSE, 2000). Essas
condicGes criaram um ambiente desfavoravel para as garcas vaqueiras que dependem de

areas alagadas. Essas aves sdo gregarias e se relnem em pousos a beira de corpos



65

d’agua todos os dias fora do periodo de nidificacdo. Durante seu ciclo reprodutivo, essas
aves se reunem em col6nias que geralmente estdo posicionadas proximas a lagoas,
represas, ou inseridas dentro do mangue. Como explicado no item 5.2. dessa discusséo,
regibes com essas caracteristicas permaneceram disponiveis apenas nas regides
equatoriais durante o ultimo méaximo glacial. A suposicédo levantada partir dos dados de
expansao foi que durante o Gltimo méaximo glacial, as populacdes das gar¢as dos locais
onde as mudancas foram mais drésticas (latitudes maiores) migraram para regides
equatoriais e ali permaneceram até que as condic¢Ges climaticas se restabeleceram nas
regibes de maiores latitudes. O crescimento populacional detectado estaria ocorrendo

apos o final do altimo méximo glacial.

Desde o inicio do século XX individuos de B. ibis comecaram a nidificar em novas
regibes da Africa e as suas populacdes aumentaram em tamanho e na sua éarea de
distribuicdo (SKEAD, 1952; TELFAIR, 2006; SI BACHIR et al., 2011). A expanséo
agricola, a expansao da pecuéria e as mudancas tecnolégicas nos sistemas de irrigacéo
na Africa promoveram esse rapido crescimento populacional (SKEAD, 1952;
SIEGFRIED, 1965). A expansdo do tamanho efetivo detectada nesse estudo foi datada
pelo Bayesian Skyline Plots h4 15000 anos no passado. Dado que essa metodologia é a
mais robusta utilizada no nosso estudo para detectar flutuacbes demogréficas,
descartamos que os desvios dos testes de neutralidade detectados (Tabelas 17 e 18)
pudessem ser atribuidos a expansdo recente da populagdo africana, registrada no século

XX, mas sdo sinais do ocorrido em passado remoto.

Os Bayesian Skyline Plots das populac@es africanas individuais, construidos a partir dos
dados dos trés genes analisados, ndo mostraram desvios demograficos grandes. Esse
fato seria explicado porque a intensidade do sinal demografico pode variar segundo as
espécies e inclusive populaces (HO; SHAPIRO, 2011). Como as populac@es africanas
de B. ibis apresentaram baixa estruturacdo, repetiu-se a analise com todas as amostras
juntas. Nesse caso, na populacio da Africa total foram encontrados desvios

demogréaficos maiores.

A expansdo na populagéo africana foi detectada baseando-se nos dados das trés regides
génicas pela metodologia Bayesian Skyline Plot. No entanto, o sinal foi mais evidente e

robusto nas analises dos genes mitocondriais. Dado que o evento de expansdo
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populacional tem uma data recente (aproximadamente ha 15000 anos), seria esperado
que o sinal dos marcadores com maior taxa de substituicdo fosse o mais forte. Os
Bayesian Skyline Plots da RC do DNAmit e do intron do TGFB2 ndo mostraram
variacdo demografica antes do Gltimo méaximo glacial. Em comparacdo o Bayesian
Skyline Plot das ATPases 6 e 8 coalesceram ha apenas 15 mil anos. Esses resultados se
referem ao periodo do ultimo maximo glacial até hoje porque a assinatura genética de
contragbes demograficas acontecidas antes desse ultimo periodo glacial foi perdida,
impossibilitando que eventos historicos mais antigos fossem detectados por essa
metodologia (LARMUSEAU et al 2009; GRAN et al., 2012).

5.5. Rede de hapl6tipos das populac@es africanas de B.ibis

As redes de haplétipos baseadas nos genes mitocondriais mostraram topologias em
forma de estrela, caracterizadas por um haplétipo comum em alta freqiiéncia e diversos
hapldtipos em frequéncias mais baixas. Esse padrdo encontrado pode ser explicado
supondo um gargalo populacional que eliminou parte da variagdo, seguido por um
crescimento populacional (AVISE, 2000; HUANG; LIN, 2011). Outra explicacdo para
esse padrdo estaria baseada na suposicdo da ocorréncia de uma forte selecdo positiva
sobre o hapldtipo que se tornou 0 mais comum e sobre as regides génicas ligadas a ele
devido ao efeito carona, eliminando-se parte da variacdo da populacéo, relativa aos
haplotipos ndo selecionados (ROGERS, 1997; KIM, 2006). Nesse caso, a selecdo
ocorreria numa das localidades e a variante selecionada seria transportada para o resto
da populacdo, via fluxo génico, tendo sua freqiiéncia aumentada em diversas regides.
No entanto, os testes de neutralidade forneceram valores negativos e significativos, em
especial os que apresentam um maior poder estatistico para detectar expansdes (Fs de
Fu e R2 de Ramos-Onsins e Rozas) (RAMOS-ONSINS; ROZAS, 2002), descartando

assim a hipotese de que a selecao tivesse gerado esse padrao.

A disposicdo da rede baseada no intron nuclear mostra estabilidade demografica com
forte fluxo génico entre as populac@es africanas. O fato de néo se ter achado topologia
em formato estrela para o intron do TGFB2 pode estar relacionado a ndo resolucdo de
haplotipos pouco frequentes (ver item 5.4) ou a diferenca entre os sinais filogeogréaficos.
A literatura mostra um nimero grande de estudos em diferentes espécies onde 0s sinais
encontrados pelos genes nucleares e mitocondriais ndo sdo totalmente coincidentes
(GOMEZ-ZURITA; VOGLER, 2003; MONSEN; BLOUIN, 2003; TOEWS;
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BRELSFORD, 2012). Uma das possiveis causas para essa ndo concordancia é a
diferenca entre os padrdes de dispersdo de cada sexo (PETERS; BOLENDER;,
PEARCE, 2012). Os resultados mostram que o 70% dos haplétipos encontrados no
intron nuclear estdo distribuidos por todas as regides amostradas. Em contraste, apenas
16% dos haplétipos da RC (sem incluir Quénia) e 15% dos haplotipos das ATPases 6 e
8 foram amostrados em todas as populacdes africanas. Esse resultado seria explicado
supondo maior dispersdo por parte dos machos do que pelas fémeas. Essa hip6tese ndo
tem fundamentacdo cientifica porque esse padrdo de dispersdo ndo é o esperado para a
maioria dos grupos de aves, incluindo os da ordem dos Pelecaniiformes
(GREENWOOD, 1980). Uma outra hipGtese é a de que a selecdo natural estaria
eliminando parte da variacdo genética, tanto do genoma da mitocdndria quanto do
nuclear, resultando em perda do sinal filogeografico. Regides intrdnicas podem estar
envolvidas com eventos de splicing alternativo e assim determinadas variantes desses
introns podem influir diretamente no fendtipo e serem afetadas pela selecdo natural
(KE; ZHANG; CHASIN, 2008). No caso dos genes mitocondriais sob sele¢do, o
expurgo dos alelos poderia estar sendo contrabalancado com a taxa alta de mutacéo, ndo
afetando na deteccdo de padrdes filogeograficos (ZINK; DROVETSKI; ROHWER,
2006).

5.6. Diversidade Genética das populacdes brasileiras e africanas de B. ibis

A populacdo de Pernambuco foi a que apresentou uma maior diversidade dentre as
regides brasileiras. A colénia de Pernambuco pode ter sido formada por individuos
pouco experientes provenientes de diversos locais. Individuos juvenis de garca-vaqueira
dispersam erraticamente de col6nias de alta densidade por falta de alimento
(BROWDER, 1965). Quando véo se reproduzir os adultos experientes de aves coloniais
emigram menos de locais com alta qualidade, mantendo uma alta densidade nelas
(DANCHIN; BOULINIER; MASSOT, 1998), porém os migrantes juvenis podem nao
serem recrutados nas col6nias de qualidade mais alta e, para se reproduzirem, migrarem
para outros locais. Pernambuco reuniria assim individuos provenientes de outras regites

ou estaria recebendo migrantes novos vindos da costa africana.

Né&o foi detectada diferenca significativa entre os valores dos indices de variabilidade
genética entre as populacbes africanas e brasileiras, apesar dos valores ndo estarem

completamente concordantes, considerando-se 0s marcadores e indices usados.
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Populacdes invasoras podem apresentar valores altos de diversidade e inclusive maiores
do que as populag¢Bes nativas em dois cenarios: quando existem véarias populac6es-fonte
diferenciadas geneticamente entre si ou quando ocorreram varias introducdes. No caso
de duas populacdes diferenciadas serem introduzidas num mesmo local, seria produzida
uma populacdo colonizada mista com maior diversidade (KOLBE et al., 2004). Como
as populac@es africanas de B. ibis analisadas ndo mostraram subestruturacdo genética,
eventos de miscigenagdo ndo explicariam a diversidade encontrada no Brasil. Para se
analisar o segundo cenario € preciso avaliar-se 0s dados historicos. O primeiro registro
da garca-vaqueira no continente americano foi no final do século XIX, porém sua
expansdo no continente foi documentada a partir da década de 1950 (TELFAIR 11,
1983). Assumindo-se uma geracdo por ano, verifica-se que se passaram entre 75 e 100
geracOes desde o inicio de sua colonizacdo no Brasil. Como B. ibis desloca-se em
pequenos bandos (entre 10 — 75 individuos) (TELFAIR I1, 1983), ndo ¢é provavel que
um ndmero grande individuos tenha iniciado a populacdo do Brasil. Se o tempo é
insuficiente para que um grupo pequeno de individuos produzisse o grau de diversidade
encontrado nas populacGes brasileiras, a hipdtese mais provavel para explicar essa
diversidade encontrada no Brasil suporia diversas entradas que garantiriam a

manutencg&o da diversidade.

5.7. Diferenciacdo populacional entre as populacdes brasileiras e africanas

Os maiores e significativos valores de diferenciacdo genética foram achados nos dados
da RC do DNAmit do que pelos outros dois genes. Os valores de Fst par a par foram
significativos apds a correcdo estatistica de Benjamini-Hochberg (1995) para alguns
pares na Tabela 29: i) Nao ha diferenciacdo genética significativa das populacdes de
Guiné Bissau — Senegal, Gana e Quénia gquando comparadas com as do Para e Rio
Grande do Sul, ii) Ndo ha diferenciacdo entre todas as populagdes brasileiras e a de
Cabo Verde. Existem duas hip6teses que podem explicar esse padrdo: i) ocorréncia de
fluxo génico alto entre as populacdes brasileiras e as populacfes nativas; ii) os calculos
de Fst estariam enviesados pelo fato das populages ndo terem atingido o equilibrio
deriva-migragéo (FITZPATRICK et al., 2012).

Esse achado estd de acordo com o registro histérico de colonizagdo, pois o primeiro
registro de uma coldnia de garca vaqueira no Brasil foi na llha de Marajo (Pard) em

1964 (SICK, 1965) e 16 anos mais tarde a espécie foi reportada nidificando no Rio
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Grande do Sul (BELTON, 1984). A amostra de Cabo Verde foi incluida nessa analise
porque é um arquipélago localizado na costa africana, em posicdo geogréfica
estratégica, podendo funcionar como ponto de parada das gargas migratorias,
provenientes do sul europeu e pode ser um ponto atual intermediario de parada daquelas
que continuam migrando e chegardo até o continente americano. Logo, o estudo do pool
génico da populacdo dessa localidade pode contribuir para o estudo do processo de
colonizagdo do Brasil. Felicisimo, Mufioz e Gonzélez-Solis (2008) mostraram que uma
ave marinha (Calonectris diomedea) com padrdo de migracdo entre Africa e América
utiliza corredores de vento com menor custo de energia para realizar tal travessia. A
“via de velocidade alta” usada pelo Calonectris diomedea sai da regido ocidental da
Africa e chega nas costas do nordeste, sudeste e até no sul do Brasil. Essa mesma rota
poderia ter sido usada por B. ibis para chegar até litoral do Brasil. Em Cabo Verde nao
ha registro de presenca de colbnias de nidificacdo de B. ibis e essas ilhas parecem
funcionar como local de descanso dos individuos migratorios. Os achados nesse estudo
indicam que essas ilhas parecem fazer parte da rota Africa-América do Sul. Registros da
presenca da garca-vaqueira em ilhas oceanicas como na de Santa Helena (1800 km de
distancia da Africa) e Tristdo da Cunha (2800 km de distancia da Africa), localizadas
entre esses dois continentes sdo também indicativos dessa rota migratoria (TELFAIR 11,
2006). Valverde (2003) reportou que uma ave aninhada na Europa foi posteriormente
encontrada na América Central, o fato que demonstra a migracdo de B. ibis usando os

ventos aliseos.

5.8. Histdrico demografico das populacdes brasileiras de B. ibis.

A metodologia utilizada no nosso estudo pode detectar flutuacbes demogréaficas
ocorridas apos longos periodos temporais. Logo o esperado era que que 0s testes de
neutralidade, curvas e graficos determinados fossem pouco sensiveis a um sinal da

expansdo recente ocorrida na populagéo brasileira de garca vaqueira.

Né&o foram detectados sinais de flutuagdes do tamanho populacional no passado recente
da espécie no Brasil, mesmo com o marcador de evolucdo mais rapida (RC). Eventos de
expansdo na escala de tempo das invasdes bioldgicas (50 a 100 geracGes) parecem néo
ser detectaveis por causa da escala de tempo com que acontecem as mutacdes
(FITZPATRICK et al., 2012). Se flutuacGes demograficas tivessem sido detectadas nas

populagbes introduzidas estariam mais relacionados aos processos histéricos das
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populacdes-fonte, por causa do polimorfismo ancestral, do que a eventos de pos-
introducgdo. Registros de censo da espécie na América do Sul relatam que no ano 2002
existiam entre 11000 e 80000 pares de individuos na Venezuela e entre 33000 e 240000
na Argentina e Suriname (DELANY; SCOTT, 2002). DEVENISH e col. (Birdlife 2009)
estimaram que na regido Neotropical existem 3.250.000 espécimes de Bubulcus ibis.
Como a espécie ndo existia na América do Sul até sua introducgdo (no final do século
XIX), os censos demonstram um rapido aumento do tamanho populacional em poucas

geracdes.

5.9. Rede de haplotipos das populac@es africanas e brasileira de B. ibis

Haplotipos compartilhados entre a regido nativa e a colonizada podem dar um indicio de
conectividade entre as duas regides. Para se determinar a possivel regido-fonte foram
analisados com especial atencdo os haplétipos de pouca frequéncia na Africa. Cabe
mencionar que todos os haplétipos compartilnados entre as populacBes africanas e
brasileiras de B. ibis dos dois genes mitocondriais apresentaram pelo menos um
individuo da regido de Guiné Bissau — Senegal. 83% dos hapldtipos compartilhados do
intron do TGFB2 apresentaram pelo menos um individuo da regido de Guiné Bissau —
Senegal. Analisando-se os genes mitocondriais verificou-se que existem trés haplotipos
(dois baseados nas RC do DNAmit e um na ATPases 6 e 8) com baixa ocorréncia na
Africa, restritos unicamente a regido de Guiné Bissau — Senegal e compartilhados com
populacdes brasileiras. Esse padrdo ndo se repete nos haplétipos do TGFB2. Esses
dados qualitativos apontam a regido de Guiné Bissau — Senegal como uma possivel
populacdo fonte, de onde sairam os individuos que migraram para o Brasil. Essa rota
estaria de acordo com o mapa de ventos alisios (Figura 3) e com o corredor de ventos
com minimo custo de voo (entre a costa ocidental da Africa e Brasil) (FELICISIMO;
MUNOZ; GONZALEZ-SOLIS, 2008).

Os dois genes de DNAmit apresentaram seis hapldtipos restritos a populacéo brasileira
(3 no RC do DNAmit e 3 nas ATPases 6 e 8). Trés explicacdes alternativas podem ser
supostas para explicar a ocorréncia restrita desses haplétipos. i) Eles apareceram de
novo na populacdo brasileira por mutacéo, ii) Eles tiveram origem numa populacao
nativa ndo amostrada e/ou iii) Eles ndo foram amostrados nas populagdes africanas

estudadas. As hipoteses mais provaveis sobre a origem desses haplétipos seriam as duas
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ultimas, pois poucas geracdes ocorreram desde a chegada da garca-vaqueira no

continente americano.

5.10. Consideracdes finais

Ferramentas genéticas fornecem informacOes valiosas que podem ser usadas para se
desvendar os processos de invasdo. Na literatura podemos encontrar diversos exemplos
de como a genética, acoplada aos dados de registros histéricos, contribui para o
esclarecimento de rotas de colonizacdo de populagbes invasoras (ESTOUP;
GUILLEMAUD, 2010). E necessario, entretanto, ponderar que as metodologias atuais
apresentam vérias limitacfes devido as escalas de tempo nas quais 0S Processos
aconteceram (FITZPATRICK et al., 2012). Processos de colonizac¢do ndo causados pelo
homem e em espécies com capacidade dispersora alta (envolvendo geralmente baixa
estruturacdo populacional) sdo mais dificeis de serem estudados e o estabelecimento
preciso das populacGes-fonte e das rotas de invasdo nem sempre é determinado. O
padrdo de diversidade genética encontrado nas populagdes brasileiras, em comparagéo
com as africanas nesse estudo apontou para varias introducGes de garcas africanas no

Brasil e sugeriu uma provéavel rota de entrada.
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6. CONCLUSOES

Os niveis das diversidades genéticas das populagdes africanas de B. ibis séo
semelhantes entre si e estdo concordantes com a capacidade dispersora da espécie. A
Unica excecdo foi a Africa do Sul que apresentou menores niveis de diversidade. Os
resultados foram discutidos supondo que fendmenos climéaticos que ocorreram durante o
ultimo maximo glacial explicariam essa menor diversidade da Africa do Sul. Durante o
ultimo glacial, as populacdes da Africa do Sul provavelmente migraram para as regioes
equatoriais da Africa e apds esse periodo, ha aproximadamente 15 mil anos atras, essas

populacbes de garca-vaqueira se expandiram e recolonizaram as &reas originais.

Os resultados apontaram baixa estruturacdo entre as populacbes africanas. A
diferenciacio detectada entre a Africa do Sul e as outras populacdes foi explicada
supondo que a populacio da Africa do Sul ocupa um ambiente com clima diferente em
relagdo aos outros locais amostrados. A diferenciacdo encontrada entre Guiné Bissau-
Senegal e Nigéria foi discutida considerando-se as rotas migratérias e diferencas entre
grupos garcas que ocupam regides costeiras e no interior do continente nessa faixa

tropical.

Niveis de diversidades genéticas semelhantes foram encontrados nas populac@es nativas
e colonizadas de garca vaqueira, sugerindo que o processo de colonizacdo do continente
americano tenha envolvido multiplas introducfes. A baixa estruturacdo genética das
populacgdes de B. ibis dificultou o esclarecimento do processo de invasdo. Nosso estudo
mostrou, no entanto, que se juntando os dados historicos e os genéticos pode ser
estabelecida uma provavel rota de migracédo entre os dois continentes. Essa rota se inicia
na costa noroeste da Africa, envolve paradas em ilhas oceanicas como as de Cabo
Verde, e chega ao continente sul americano pelo norte e/ou sul do litoral brasileiro.

Dos trés genes analisados, foi o da RC do DNAmit que forneceu maior informagéao
tanto para resolver sobre o historico das populacdes das regides nativas quanto para
estabelecer possiveis rotas de migracdo (Africa-América). O uso desse marcador foi util
e permitiu reconstruir os processos que modelaram a distribuicdo das diversidades

genéticas atuais de B. ibis , na escala de tempo em que estes eventos aconteceram.
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