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RESUMO
O colhereiro (Platalea ajaja, Aves: Threskiornithidae) ¢ uma ave aquética de porte médio, pernas
longas e cor rosada que nidifica em coldnias reprodutivas em areas alagadas desde a porcao
meridional dos Estados Unidos da América (EUA) até as pampas da Argentina. As colonias
brasileiras dessa espécie sao abundantes no Pantanal, na regido dos banhados do Rio Grande do
Sul e no norte do pais. Os adultos passam por duas mudas ao longo do ano que se sobrepdem, em
parte, ao ciclo reprodutivo. A espécie foi descrita como socialmente monogamica segundo
observacdes de campo de um tUnico casal. Neste trabalho, foram amostradas cinco colonias
reprodutivas pantaneiras ¢ uma colénia no Rio Grande do Sul, aplicaram-se estratégias
convencionais € uma abordagem ndo-invasiva de coleta de penas de adultos. Quatro locos de
microssatélites espécie-especificos e um heterélogo foram usados para: 1) caracterizar a
distribuicdo da variabilidade genética e os niveis de estruturagdo genética dentro e entre as
colonias; 2) estimar os niveis de parentesco genético entre ninhegos amostrados nos mesmos
ninhos com o objetivo de inferir sobre o comportamento reprodutivo dos adultos na natureza e 3)
estimar e comparar a distribuicdo da variabilidade genética e os niveis de parentesco genético
entre machos e fémeas adultos para inferir sobre padrdes de dispersdo natal na espécie. A
heterozigosidade media observada (0,575) foi comparavel a reportada para uma populacao de
individuos capturados na natureza e mantidos em cativeiro num zooldgico dos EUA. Os
resultados sdo discutidos supondo pouca perda de variabilidade na popula¢do norte-americana
apods a redugdo no tamanho populacional por ela sofrido, ou uma rapida recuperagdo da mesma.
Outra hipdtese ¢ levantada, considerando que as populacdes do Pantanal poderiam estar em
declinio. Nao foram encontradas evidéncias de estruturacdo genética nem diferenciagdo entre as
coldnias (Fsrglobal =-0.002, P: 0,59), o qual sugere a existéncia de altos niveis de fluxo génico
atual ou passado entre elas. Valores baixos, mas significativos, de parentesco genético foram
observados para alguns pares encontrados nos mesmos ninhos. Sugere-se que a copula extra-par
e/ou parasitismo de ninho, ja observados em individuos em cativeiro, podem ocorrer em
populacdes naturais, mas esses fatos devem ser mais profundamente investigados. A analises
comparativas demonstraram que a distribui¢do da variabilidade genética e os valores de
parentesco ndo diferiram entre machos e fémeas. A interpretacdo desses resultados indica que

ambos os sexos apresentariam padrdes semelhantes de dispersdo natal.



ABSTRACT

The Roseate Spoonbill (Platalea ajaja, Aves: Threskiornithidae) is a wading bird species which
breeds in wetland colonies from the southern United States (US) to the pampas of Argentina.
Brazilian colonies are abundant in the Pantanal region, Rio Grande do Sul marshes and in the
north region of this country. Adults undergo two annual molt periods which partially overlap with
the reproductive cycle. The species has been described as socially monogamous based on field
observations of only one couple. We sampled five Pantanal and one Rio Grande do Sul breeding
colonies, applying nestling blood and feather sampling and a new non-invasive methodology, the
collection of adult molted feathers. Four species-specific and one heterologous microsatellite
markers were used to characterize the genetic variability distribution and levels of genetic
structure within and between the colonies; to estimate levels of genetic relatedness between
nestlings found at the same nest to infer about breeding behavior in the wild; and to estimate and
compare the distribution of genetic variability and values of genetic relatedness between male
and female adults to infer about patterns of natal dispersal. Mean observed heterozigosity (0,575)
was comparable to the reported for a wild-caught population maintained in a US zoo. Results are
discussed supposing reduced losses of genetic variability in the US population after the
population decline undergone by it, or by a rapid recovery of this population after the bottleneck.
Another possibility was hypothesized considering that Brazilian Pantanal population may be
declining. No evidences were found of genetic structuring nor differentiation between the
colonies (global Fsr=-0.002, P: 0,59), thus suggesting the existence of high levels of recent or
past gene flow between them. Unexpected low relatedness values with significant probability
(LOD) values were observed for some dyads found at the same nests. We suggest that extra-pair
copulation and/or brood parasitism, already observed in captivity birds, can be occurring in
Roseate Spoonbill natural populations, but this fact may be further explored. Comparative
analyses showed that genetic variability distribution and relatedness values did not differ
significantly between male and female adult samples. The interpretation of these results indicates

that both sexes of Roseate Spoonbill apparently present similar patterns of natal dispersal.
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1. INTRODUCAO

1.1 Biologia da espécie Platalea ajaja.

1.1.1 Sistematica

A espécie Platalea ajaja (Vertebrata, Aves) pertence a familia
Threskiornithidae, ordem Ciconiiformes (Sick, 1997), composta por duas subfamilias
(Threskiornithinae e Plataleinae), com um total de 34 espécies (del Hoyo e cols., 1992). O
género Platalea inclui seis espécies, das quais somente uma (Platalea ajaja) ocorre no
continente americano. As relagdes filogenéticas entre as espécies de colhereiros nido estdo
ainda bem esclarecidas, mas de acordo com Hancock (1992), Platalea ajaja estaria mais
préxima do colhereiro amarelo da Australia (Platalea flavipes), do que dos taxons do velho
mundo (colhereiro euro-asiatico, Platalea leucorodia; colhereiro real Platalea regia;
colhereiro de face-negra, Platalea minor e colhereiro africano, Platalea alba). Em relagdo a
origem da espécie, fosseis de Platalea ajaja foram encontrados em sitios na Florida,
Califérnia (EUA) e no Peru (América do Sul) e atribuidos ao Pleistoceno-tardio (1,8 milhdes
a 10.000 anos atras). Um fo6ssil da espécie Ajaia chione, possivel ancestral de Platalea ajaja,
foi localizado na Florida (EUA) e atribuido ao periodo Irvingtoniano (1.3 milhdes-40.000

anos atras) (Emslie, 1995).

1.1.2 Descrig¢do morfologica, muda e reprodu¢do

O colhereiro ¢ uma ave pernalta de porte médio, com altura entre 75-80 cm e
peso de aproximadamente 1,2-1,8 kg. A envergadura das asas oscila entre 120-133 cm
(Hancock e cols., 1992; Bjork e Powell, 1996). O bico ¢ inicialmente tubular, mas com o

desenvolvimento adquire a forma tipica espatulada (formato de colher, o que d4 nome a

16



espécie), medindo em média 15-18 cm de comprimento nos individuos adultos (Bjork e
Powell, 1996). (Figural).

Os jovens possuem plumagem rosa claro, as pontas das coberteiras e penas
primarias s3o escuras e a cabega coberta de penas (Fig. 2). Depois da primeira muda pré-
basica, os jovens adquirem coloragdo rosea mais intensa no corpo e asas, a cabeca perde as
penas e a coloragdo rosada da plumagem do corpo intensifica-se, tornando-os mais
semelhante aos adultos. Durante a estacdo reprodutiva, os adultos apresentam plumagem de
coloragdo rosa carmesim, distinta dos tons roseos dos juvenis. Os adultos apresentam cabega
sem penas, com coloragdo esverdeada, pele negra ao redor dos olhos e nuca, saco gular com
coloragdo alaranjada brilhante e olhos vermelhos. O pescogo, topo das costas e o peito sdo
brancos, mas o restante da plumagem do corpo ¢ de cor rosa carmesim, com longas pernas
avermelhadas. A espécie ndo apresenta dimorfismo sexual secundéario, mas os machos sao
levemente maiores do que as fémeas. Fora do periodo reprodutivo, desaparecem os detalhes

na coloragdo rosa carmesim das asas e cauda (Sick, 1997).

Figura 2. Detalhes morfologicos ¢ o padrdo de plumagem caracteristico do colhereiro adulto
(Platalea ajaja) durante o periodo reprodutivo (coloragdo carmesim das asas e cauda).
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Figura 2. Ninhegos de colhereiro com a cabega coberta de penas e bico com formato tubular.

Os colhereiros se reproduzem numa variedade de ambientes aquaticos, ao
longo da sua distribui¢do, em manguezais, estuarios, pantanos, lagos e lagoas entre outros
(Dumas, 2000). Nidificam em coldnias, construindo ninhos em &rvores, arbustos ou sobre
juncos. Allen (1942), a partir da observagdo comportamental de um unico casal, descreveu
que o ninho ¢ construido basicamente pela fémea, usando material recolhido pelo macho.
Concluida a constru¢@o do ninho, a fémea copula diversas vezes com o macho e deposita de 2
a 3 ovos. O periodo de incubagdo ¢ de 22 dias (White e cols., 1982) e se inicia logo apos a
postura do primeiro ovo. Ambos os sexos se encarregam da incubagao dos ovos (Allen, 1942).
Os adultos retinem-se nas proximidades das colonias 1-2 meses antes de se acasalarem (Allen,
1942; White e cols., 1982). O periodo de atividade das coldnias reprodutivas varia de uma
regido para outra mas ¢ de aproximadamente cinco meses por ano. Os acasalamentos ocorrem
em sincronia com o periodo de seca e os filhotes nascem quando a disponibilidade alimentar ¢
maior nas regides alagadas. Os pares geralmente constroem seus ninhos durante o inverno
(estagdo seca) no Pantanal (julho/agosto) e na primavera, no Rio Grande do Sul

(outubro/novembro). Os casais de colhereiros podem se agrupar em coldonias reprodutivas
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grandes com pares de outras espécies como o cabega-seca (Mycteria americana) € a garga
branca grande (Ardea alba) (Yamashita ¢ Valle, 1990; Dumas, 2000), ou nidificam em
coldnias menores, especificas da espécie.

Os filhotes nascem brancos e com aproximadamente 50g e ganham peso
rapidamente (White e cols., 1982). Apods o 14° dia de idade, os jovens sdo capazes de andar e
podem explorar os arredores do ninho (Bjork e Powell, 1994). Os jovens introduzem o bico na
lateral do bico dos pais até atingir a garganta, alimentando-se do alimento trazido por ambos
os pais. Com aproximadamente seis semanas de vida os filhotes sdo capazes de voar (White e
cols., 1982) mas permanecem até aproximadamente dois meses na coldnia e proximidades,
podendo ser alimentados pelos pais nesse periodo (Powell e Bjork, 1990).

Aproximadamente aos trés anos de idade, os filhotes adquirem a plumagem
caracteristica de adultos, depois de terem passado por quatro mudas (Bent, 1926; Allen, 1942,
Palmer, 1962). Os adultos passam por duas mudas anualmente, uma parcial antes do ciclo
reprodutivo e outra completa depois do ciclo reprodutivo. Periodos de reproducdo, muda e
migragdo sdo mais conhecidos para a populagdo norte americana. No hemisfério norte, os
ciclos de reproducdo e muda se sobrepdem até certo ponto (Fig. 3). Uma maior sobreposi¢ao
entre os periodo da reprodugdo ¢ da muda ¢ esperada nas espécies de aves Neotropicais
(Foster, 1974, Farnsworth e Simons, 2001). Esse periodo maior de sobreposi¢do nas
populacdes neotropicais permite a amostragem simultinea de duas geragdes nas colonias
reprodutivas: a coleta de sangue ou penas dos ninhegos ¢ a coleta de penas rosa carmesim no

solo abaixo dos ninhos, resultante da muda dos adultos.
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Figura 3. Periodos dos ciclos reprodutivos, das mudas e da migracdo das populagdes de
colhereiro nos Estados Unidos. Listras largas representam picos de atividades; listras finas
indicam pouca atividade. As letras maiusculas no circulo externo se referem aos meses do
ano. (modificado de Dumas, 2000).

1.1.5 Distribui¢do geogradfica, dispersdo e migra¢do

O colhereiro (Platalea ajaja) ¢ uma ave Neotropical cuja area de distribuigdo,
embora descontinua, estende-se desde o centro da Argentina até o sul dos Estados Unidos da
América (EUA) (Fig. 4). Nos EUA procriam ao longo das costas dos estados do Texas,

Louisiana e sul da Florida e, em menor propor¢ao, no interior da Florida e Louisiana.

Censos informativos sobre o numero de individuos por colonia e o niimero
total de colonias reprodutivas na América do Sul, em especial no Brasil, ndo foram ainda
realizados. As populagdes distribuidas desde o sul dos Estados Unidos até o centro da

Argentina e Chile sdo consideradas com pouco risco de extingdo e o total estimado de
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individuos esta entre 10.0000-250.000 (Canevari, P. 1993; Byers e cols., 1995). Registros de
grandes concentracdes dessas aves foram documentados nas regides ao leste dos Andes e na
por¢do sul, préximo ao centro da Argentina. Colonias ao longo da costa Atlantica ja foram
identificadas na Colombia e Venezuela. Na Coldmbia, foram encontrados somente ao leste de
Cartagena e individuos vagando foram vistos no interior dos Llanos, Cauca e Valle
Magdalena (Hilty e Brown, 1986). Na Venezuela, a espécie nidifica nos Llanos, mas se
apresenta também ao longo do Rio Orinoco e no delta do Amacuro (Meyer de Schauensee e
Phelps, 1978). Ao longo da costa do Atlantico, individuos foram registrados no Suriname, e
uma colonia foi documentada em 1967, proxima a Gandu (Haverschmidt e Mees, 1994). Sao
raros na Guiana Francesa (Tostain e cols., 1992). No Brasil, associacdo de individuos em
pequenos grupos ja foi reportada em diversas regides. No Brasil central, grupos foram
monitorados durante ciclo reprodutivo na regido do Pantanal, nos estados de Mato-Grosso e
Mato Grosso do Sul (Yamashita e Valle, 1990, Dubs, 1992). Coldnias reprodutivas foram
também localizadas no estado do Rio Grande do Sul (Belton, 1994; Silva e Bello Fallavena,
1995), na regido costeira do norte, na ilha do Cajual e delta do Rio Paranaiba, no estado do
Maranhdo (Oren, 1991). Na Argentina, colonias foram localizadas ao sul de Coérdoba e
Buenos Aires. No leste do Uruguai, ocorréncias ja foram reportadas (Blake, 1977; Narosky e
Yzurieta, 2003) e no Chile foram vistos ocasionalmente (Araya e Chester, 1993). Fora da
época reprodutiva, os registros da espécie sdo comuns apenas para populacdes dos Estados

Unidos de América.

As populagdes de Platalea ajaja dispersam apos ciclo reprodutivo ao longo da
sua distribuicao geografica. A dispersao pds-reprodutiva esta relacionada aos ciclos de seca e
inundagdo e com a conseqiiente variagcdo na disponibilidade alimentar das areas ocupadas. No
estado da Louisiana (EUA), por exemplo, individuos dispersam depois da reproducdo para o

interior do continente, em resposta a diminui¢do da concentragdo de alimento nas areas
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alagadas. No Brasil, na regido do Pantanal e dos banhados do Rio Grande do Sul, os adultos
migram para outras regides onde permanecem fora do ciclo reprodutivo, mas os locais onde as
aves passam esse periodo ndo foram ainda determinados. Silva e Bello Falavena (1995)
sugerem que apds a época reprodutiva na regido sul do Brasil, os filhotes de colhereiro
dispersam em varias dire¢des. Um individuo anilhado, enquanto ninhego, no Rio Grande do
Sul foi recuperado no Espirito Santo (aprox. 1147 km do local de anilhamento) (Silva e Bello
Falavena, 1995). Outros jovens foram recuperados em diversas regidoes dos estados de Sao
Paulo e Espirito Santo, sugerindo que a migracdo pds-reprodutiva ocorre na dire¢ao

sul—norte.
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Figura 4. Distribuicdo da espécie Platalea ajaja no continente americano. (tomado de
http://www.natureserve.org/infonatura).
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1.2 Estrutura genética das populacgdes

1.2.1 Uso dos microssatélites na determinagdo da estrutura genética das populagoes

A populagdo ¢ uma unidade ecologica e evolutivamente funcional que pode ser
definida como um conjunto de individuos da mesma espécie, com um mesmo sistema de
acasalamento (Templeton, 2006). As popula¢des da maioria das espécies apresentam algum
grau de estruturagdo genética. De acordo com Templeton (2006), diversos fatores podem
influenciar na distribui¢do da variabilidade genética dentro e entre populagdes, entre os quais
podemos destacar as barreiras ambientais, os processos historicos e os historicos de vida. A
estruturacdo das populagdes ¢ influenciada também pelo sistema de acasalamento, tamanho
populacional, presenga e intensidade do fluxo génico e estrutura etaria dos individuos dentro
das mesmas. Informagao acerca dessa estruturagdo e da distribui¢ao da variabilidade genética
nas populacdes ¢ de fundamental importancia para a definicdo de Unidades de Manejo (UM)
da espécie ao longo de sua area de distribui¢ao. Uma vez definida, cada unidade podera ser

manejada independente, garantindo sua preservagao.

O uso de marcadores moleculares tem permitido a determinagdo da estrutura
genética das populagdes. Uma grande variedade desses marcadores estd disponivel para
analises genéticas. Entre os critérios considerados na escolha dessa ferramenta estdo as
caracteristicas da espécie em estudo, o problema a ser abordado e a disponibilidade de tempo
e dinheiro por parte do pesquisador. Com o desenvolvimento da técnica de PCR, a estrutura
genética das populagdes tem sido mais frequentemente estudada mediante o uso direto de
marcadores baseados nos polimorfismos de DNA, com padrdes de heranga nuclear ou

mitocondrial (Avise, 1994).

Os microssatélites (ou STR, do inglés, Sequence Tandem Repeats, Tautz e cols,

1989) sdo marcadores moleculares constituidos de pequenas unidades repetidas e justapostas
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de DNA (de um a seis pares de bases), espalhados no genoma dentro de seqiiéncias tunicas do
genoma. Os STRs tém sido encontrados nos genomas de todos os organismos eucariotos
estudados até o presente e, em menor freqiiéncia, nos procariotos e eubactérias (Tautz e cols,
1989). Sao classificados, segundo a sua composic¢ao de bases, em trés familias: os simples, os
compostos e os interrompidos (Jarne e Lagoda, 1996) (Figura 5). Os alelos nos diferentes
locos sao identificados apo6s amplificagio PCR especifica, mediante o uso de
oligonucleotideos iniciadores especialmente desenhados para hibridizar com as seqiiéncias
flanqueadoras desses locos. Os fragmentos amplificados sdo depois separados, de acordo com
o seu tamanho, mediante eletroforese em gel ou capilar. Diversas analises tém demonstrado
que os microssatélites sdo co-dominantes ¢ herdados de maneira mendeliana (Jarne e Lagoda,
1996). Além disso, esses marcadores sdao altamente polimdrficos nas populagdes naturais e, na

maioria das vezes, sdo considerados neutros desde o ponto de vista da Sele¢ao Natural.

Simples CACACACACACACACA
Composto CACACACAGAGAGAGA
Interrompido CATTCACATTCACATTC

Fig.5 Classificacdo dos microssatélites segundo composi¢do de suas seqiiéncias repetitivas
(modificada de Jarne e Lagoda, 1996).

Um dos maiores impedimentos para o uso de microssatélites na analise de
populacdes naturais ¢ o desenvolvimento dos oligonucleotideos iniciadores especificos para
regides flanqueadoras, passo necessario para amplificacdo dessas regides do genoma. Em
aves, particularmente, esse processo ¢ mais dificil, pois esses organismos apresentam uma
baixa freqiiéncia de microssatélites no genoma quando comparados com outros vertebrados
(Primmer e cols, 1997). Uma vez que oligonucleotideos iniciadores sdo desenvolvidos para
uma espécie, entretanto, esses podem ser usados no estudo de populacdes de espécies

filogeneticamente relacionadas (Primmer e cols, 1996, 2005). Existem na literatura varios
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trabalhos que empregam essa estratégia com oligonucleotideos iniciadores heterdlogos
(Brunner e cols., 1998; Johnsen e cols., 1998; Arguedas e Parker, 2001; Palo ¢ cols., 2001).

A andlise da estrutura das populagdes utilizando microssatélites como
marcadores depende da compreensdo correta dos mecanismos mutacionais que explicam a
origem da variacdo genética desses marcadores. O desenvolvimento de estatisticas que
possam refletir adequadamente a estruturagdo das populagdes também depende do
conhecimento desses mecanismos. A taxa de mutagdo ¢ de particular importancia, pois ¢ ela
que determina a geragdo e o nivel da variabilidade genética das populacdes (Jarne e Lagoda,
1996). As taxas de muta¢io dos microssatélites nas populagdes naturais vio desde 10 até
10? eventos por loco por geragio (Li, 2002) e, em conseqiiéncia, esses marcadores
apresentam um grande nimero de alelos independentes, fornecendo um alto poder estatistico
na detecgdo de estruturagdo genética das populagdes (Kalinowski, 2002). Segundo Ellegren
(2000), o principal mecanismo mutacional que explica o surgimento de alelos nesses locos ¢ o
deslizamento da DNA Polimerase durante a replicacdo (Replication Slippage, em inglés). Os
modelos de mutagdo dos microssatélites sdo ainda objetos de estudo, existindo evidéncias a

favor de diferentes propostas (Ellegren, 2000; Kruglyak e cols, 2000; Whittaker e cols, 2003).

1.2.2 Estrutura Genética de Populagoes de Aves

Em termos de preservacao das espécies de aves aquaticas, de acordo com
Kushlan (1992) e Friesen (1997), os maiores esfor¢os devem ser focados no “deme” ou
populacdo local intercruzante, pois essa ¢ a unidade de conservagdo a ser manejada. No caso
da conservagdo de uma espécie de ave aquatica na qual as populagdes diferem geneticamente
umas das outras, serd necessario a manutenc¢ao da variacao genética apresentada por cada uma
das unidades populacionais independentes. Por outro lado, se a espécie apresenta um alto grau

de fluxo génico e, portanto, uma grande homogeneidade genética entre as populacdes ao
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longo de sua area de ocorréncia, sua protegdo nao implicara na preservagdo de todas as

populagdes (Friesen, 1997).

A estrutura genética das populagdes de aves tem sido mais profundamente
estudada nos Passeriformes de modo geral do que nos outros grupos de aves. Dentro desse
grupo, os géneros de climas temperados tem sido os mais estudados. Entre os escassos
estudos realizados em espécies de aves neotropicais podemos citar os trabalhos de Brown e
cols. (2004), McDonald (2003) e Francisco (2005). Esses autores estudaram a estruturagao
genética de diferentes populagdes de espécies de Passeriformes da Costa Rica, da Amazonia e

da Mata Atlantica, respectivamente, usando locos de microssatélites.

Nas populagdes de aves aquaticas, os estudos de estruturagdo também sdo mais
comuns entre espécies de climas temperados do que nas espécies tropicais. A estrutura
genética de trés populagdes de duas espécies de albatrozes da Nova Zelandia, Thalassarche
cauta e T. steadi, foi determinada por Abbott e Doublé (2003), baseando-se em dados de seis
locos de microssatélites. Nesse estudo, os autores reportaram altos niveis de diferenciagdo
genética entre as duas espécies, diferenciacdo entre as populagdes de 7. cauta e nao
diferencia¢do entre as populagdes de 7. steadi. Desde o ponto de vista da conservacao,

recomendam, portanto, considerar as populagdes de 7. caudata como unidades independentes.

No grupo das aves neotropicais, podem-se destacar os trabalhos de
Baumgarten (2003) com atobas das espécies Sula dactylatra e Sula leucogaster
(Pelecaniiformes, Aves), as quais que se reproduzem no litoral brasileiro, e o de Faria (2005),
que estudou trés espécies de trinta-réis da costa brasileira analisando niveis de variabilidade
genética e estrutura populacional mediante seqiiéncias do DNAmit e microssatélites. Essa
autora encontrou padrdes diferentes de estruturagcdo para ambos os tipos de marcadores nas
espécies estudadas e evidenciou a aplicagdo conjunta desses marcadores para a deteccdo de
eventos historicos distintos ocorridos nas populagdes. Um outro grupo de aves neotropicais
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que tem sido intensivamente estudado desde o ponto de vista biogeografico e sistematico,
com o uso de diferentes marcadores moleculares, ¢ o dos Psitacideos (Miyaki e cols., 1998;

Ribas e cols., 2004, 2005).

Estudos genéticos em populagdes brasileiras de espécies de aves aquaticas da
ordem Ciconiiformes tém sido desenvolvidos principalmente na familia Ciconiidae. Os
trabalhos de Lopes (2002), Rocha e cols. (2002, 2004) ¢ Tomasulo-Secomandi (2004)
evidenciaram baixos niveis de diferenciagdo genética entre coldnias pantaneiras e entre
colonias do cabecga-seca (Mycteria americana) brasileiras ¢ dos EUA, mediante o uso de

marcadores alozimicos e de microssatélites.

Na familia Treskiornithidae, a espécie asidtica ameagada de extingdo Nipponia
nippon foi estudada por Zhang e cols (2004), mediante o seqiienciamento de 648 pares de
bases da regido controladora do DNA mitocondrial. Os autores reportaram baixos niveis de
variabilidade genética (avaliada pelos indices de diversidade haplotipica e nucleotidica) e
recomendaram cautela nos planos de manejo para re-introducao de populacdes desta espécie.
Dentro do género Platalea, Yeung e cols. (2006) estudaram outra espécie ameacgada, o
colhereiro de cabega preta, Platalea minor, endémica do leste asiatico. Esses autores
aplicaram uma abordagem genético-demografica, estimando o tamanho das populagdes da
espécie a partir do polimorfismo de uma regido de 2369 pares de bases, referente a trés genes
codificadores de proteinas do DNAmit. Com uma amostra de 87 individuos, os autores
estimaram um tamanho populacional historico de 10320 individuos e apontaram a ocorréncia
de uma reducdo pronunciada no tamanho da populacao, dado que os registros atuais estimam
um total de 1206 individuos da espécie no mundo todo. Dentre as possiveis causas levantadas
para explicar esta reducdo populacional, os autores citam o uso de pesticidas e a poluigdo

ambiental.
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Na espécie Platalea ajaja Sawyer (2002) descreveu quatro locos de
microssatélites variaveis e analisou a variabilidade genética em amostras de individuos
criados em cativeiro e de uma pequena amostra (15) de individuos selvagens mantidos em
cativeiro, provenientes da regido sul dos EUA. Nas analises da diversidade genética de duas
geragdes de oito individuos criados em cativeiro, o autor concluiu que houve perda de
variabilidade genética na populacdo de zooldgico, em comparacdo com a diversidade
apresentada pelos individuos da populagdo selvagem, e supde que esta redugdo se deve a

endogamia ocasionada por acasalamentos entre individuos aparentados.

No tnico estudo de genética de populagdes naturais brasileiras de colhereiro,
Santos (2005) analisou a variabilidade genética de um fragmento de 483 pares de bases do
primeiro dominio da regido controladora do DNAmit, em amostras de quatro colonias do
Pantanal ¢ uma do Rio Grande do Sul (Banhado do Taim). O autor ndo encontrou
diferenciagdo genética entre as populagdes das duas regides, avaliada em termos de Fisr e
considerou as populacdes estudadas como pertencentes a uma mesma unidade de manejo. No
mesmo estudo, analise da distribuicdo de freqii€éncias relativas das diferencas pareadas
(mismatch distribution) revelou a provavel ocorréncia de uma expansdo populacional recente

na populacao dos colhereiros no Pantanal.

1.3 Estudos de parentesco mediante uso de microssatélites

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

Ch. Darwin, 1859.

O parentesco entre os individuos formadores de uma populacdo natural ou
deme, ¢ um dos fatores que influenciam na estruturagdo genética das populacdes. Estudos de
parentesco genético podem esclarecer aspectos da biologia das espécies, como por exemplo, o
comportamento reprodutivo. A aplicagdo recente da genética molecular a investigagdo dos

sistemas de acasalamento e parentesco entre individuos dentro das populagdes tem fornecido
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grande quantidade de informacao acerca da biologia de muitos organismos (Taylor e cols,
1997). Os microssatélites foram introduzidos nas andlises de parentesco por Queller e cols.
(1993), e sdo considerados marcadores ideais para esse tipo de estudo (Webster ¢ Westneat,
1998; Webster e Reichart, 2005). Essas analises tém sido realizadas para uma grande
variedade de organismos, incluindo as aves (Webster, Chuang-Dobbs e Holmes, 2001,
Alderson e cols., 2001; Bentzen e cols., 2001; Hoglund e Shorey, 2003; Caparroz, 2003;

Bouzat e Johnson, 2004; Gibson e cols., 2005; Webster e Reichart, 2005).

Uma das principais vantagens do uso de microssatélites nos estudos de
parentesco ¢ que esses sdo marcadores co-dominantes, permitem, portanto, a distingdo dos
individuos homozigotos e heterozigotos, e as comparacdes diretas entre individuos. A alta
taxa de mutacdo nos locos dos microssatélites ¢ também favoravel nas estimativas de
parentesco genético, pois resulta numa grande quantidade de alelos por loco, diminuindo a
chance de dois individuos ndo relacionados compartilharem esses alelos (Webster e Reichart,
2005). A metodologia de amplificacdo por PCR utilizada para amplificar esses marcadores
permite que pequenas quantidades de DNA obtidas, por exemplo, mediante amostragem nao-

invasivas, sejam usadas nestas analises (Pearce e cols, 1997).

Os microssatélites apresentam também algumas desvantagens que devem ser
levadas em conta na hora da analise de dados. Entre elas, encontra-se o fendmeno dos “alelos
nulos”, causado geralmente por um evento mutacional no lugar de hibridagdo dos
oligonucleotideos iniciadores ao DNA molde (Ishibashi e cols, 1996). A presenga de uma
mutagdo nesses sitios causa falha na amplificacdo de um dos alelos do individuo, resultando
na classificagdo erronea de heterozigotos como homozigotos. Técnicas estatisticas para
estimar o efeito desse fendmeno foram desenvolvidas, mas devem ser cautelosamente tratadas
(Brookfield, 1996). Estimativas de parentesco baseadas em microssatélites podem ser

robustas se um bom numero de locos for empregado. Varios métodos tém sido desenvolvidos
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para inferir parentesco a partir desse tipo de dados (Queller e cols, 1993; Blouin, 2003). Entre
os métodos mais utilizados estdo os “softwares” que aplicam abordagens de tipo maxima
verossimilhanga para calcular a categoria mais adequada de relacionamento entre dois
individuos, levando-se em conta seus genotipos e a distribuicdo dos genotipos na populagao
(ex: RELATEDNESS 5.0.8, Queller ¢ Goodnight, 1989 ¢ KINSHIP, Goodnight e Queller,

1999).

Os microssatélites sdo poderosas ferramentas na determinagdo de parentesco
em casos de conjuntos complexos de dados. Liliandt e cols. (2001) determinaram a
paternidade de 298 individuos nas populagdes da espécie Perisoreus infaustus, o gaio-da-
Sibéria, mediante o uso de nove locos polimorficos de microssatélites. Os autores
conseguiram identificar os pais de 89% de todos os jovens estudados e sugeriram que
informagdo prévia sobre as identidades das maes ou sobre a formagao dos casais ¢ importante
para a correta determinacdo da paternidade em populagdes com estrutura familiar nessa
espécie. Liliandt e cols. (2003) desenvolveram um projeto de longa duracdo no gaio-da-
Sibéria, utilizando andlises de microssatélites do DNA extraido de penas em crescimento ¢
sangue para esclarecer relagdes de parentesco entre grupos familiares territoriais. Os autores
reportaram que dos 311 grupos que incluiam individuos que nao eram donos dos territdrios
analisados, 74% eram familias com individuos em reproducgdo e 1-3% delas incluiam filhos;
26% dos grupos eram casais com filhos de outros individuos. Suas observagdes sugeriram
que, independentemente do parentesco genético, os individuos se beneficiavam das

associagoes territoriais.

Estudos sobre estrutura familiar e sistemas de acasalamento em populagdes
naturais de aves como os citados acima, sao dificilmente executados porque a informagao dos
genotipos de todos os individuos que compdem as familias nem sempre ¢ obtida. Por

exemplo, os colhereiros adultos, parentais dos ninhegos, se comportam de forma inquicta e
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sao dificilmente capturados. A abordagem invasiva como a coleta de sangue utilizada na
amostragem dos ninhegos ndo pode ser utilizada, portanto, na coleta de amostras dos adultos
nessa espécie, dificultando os estudos de parentesco dessas familias. Em termos de
comportamento reprodutivo, Platalea ajaja foi descrita como socialmente monogamica, mas
essa afirmagdo estd baseada somente na observacdo de um casal no campo (Dumas, 2000).
Colhereiros criados em cativeiro foram vistos realizando cépulas extra-par e cuidando de ovos
que nao pertenciam ao casal (Chris Brown, com. pess. ao Sawyer G, 2002). Essas observagdes
foram confirmadas geneticamente pelo Sawyer (2002). Se esse comportamento nao-
monogamico ocorre nas coldnias reprodutivas de colhereiro na natureza ¢ uma questao a ser

investigada.

1.4 Padrdes de dispersao natal

O grau de dispersao ¢ um dos fatores que influenciam na distribuicdo da
variabilidade genética nas populagdes (Surridge e col., 1999). As aves apresentam maior grau
de dispersao quando comparadas com outros vertebrados distribuidos nas mesmas areas
geograficas (Avise, 1994). Embora tenham sido observadas algumas exce¢des, na maioria das
espécies de aves o padrao observado de dispersiao ¢ sexo-diferenciado e as fémeas sao
usualmente mais dispersivas do que os machos (Greenwood e Harvey, 1982). Ferramentas
genéticas, incluindo as estimativas de parentesco, t€ém sido muito importantes no estudo da
dispersdo em varias espécies de aves (Steiner, 2005; Wright e cols., 2005). Diversos estudos
tétm demonstrado que os padrdes de estruturacdo em escala fina podem providenciar
evidéncias sobre a dispersao dos individuos (Queller e Goodnight, 1989; Rousset, 2000; Stow

e cols., 2001).

Para espécies pertencentes a ordem Ciconiiformes, a filopatria natal nao esta
completamente esclarecida. Frederick e Ogden (1997) compararam os niveis de filopatria

entre duas espécies dessa ordem: Mycteria americana (Ciconiidae) e Eudocimus albus
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(Treshkiornithidae) e concluiram que os individuos de E. albus dispersaram mais € sao mais
ndémades. O grau de filopatria em Platalea ajaja ndo foi suficientemente investigado. O tnico
estudo do qual se tem conhecimento ¢ o de Silva e Bello Falavena (1995), no qual foram
anilhados 1226 ninhegos de colhereiros no Rio Grande do Sul. Baseados na recaptura de 35
individuos, os autores propdem uma tendéncia a filopatria natal na espécie sem especificar se

ha diferencas na magnitude da dispersao de cada sexo.

2- JUSTIFICATIVA

Espécies que apresentam ampla distribui¢do no continente americano, como o
colhereiro (Platalea ajaja) podem ter se tornado vulneraveis em algumas regides, enquanto
que, em outras podem ter permanecido estaveis. Segundo a perspectiva da genética de
populagdes, a reducdo no numero de individuos das populagdes de aves, implica numa
redu¢do no tamanho efetivo dessas populacdes, podendo resultar num efeito chamado de
gargalo populacional. A redugdo no pool génico das populagdes localizadas na América do
Norte pode ter implicado em perda de variacdo genética total entre os sobreviventes desse
processo populacional, resultando numa maior homogeneidade genética da populacdo e,
consequentemente, no aumento da vulnerabilidade da espécie com relagdo as diferentes
pressoes evolutivas. As conseqiiéncias dessa redugdo populacional para a espécie, entretanto,
poderdo ser mais ou menos graves, dependendo da estrutura genética de suas populacdes. Se
as populacdes de Platalea ajaja estiverem estruturadas espacialmente, isto €, diferenciadas, o
declinio populacional pode ter afetado apenas a populacdo norte-americana. Se ha troca
génica entre as populagdes vizinhas, o efeito ja pode ter sido tamponado pela entrada de genes
provenientes das populagdes vizinhas, uma vez que j& se passaram 16 geragoes (7

anos/geragao) desde a redugao populacional no norte.
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Dumas (2000) ressaltou a necessidade de serem desenvolvidos estudos nas
populacdes de Platalea ajaja. Santos (2005) estudou as populagdes naturais brasileiras
utilizando um fragmento parcial da regido controladora do DNAmit, ndo encontrando
diferenciacdo genética entre as colonias do Pantanal, nem entre o Pantanal e o Banhado do
Taim (RS). Uma expansdo populacional recente no Pantanal foi sugerida pela andlise da
distribuicdo unimodal do histograma de freqliéncias relativas das diferengas pareadas e testes
de neutralidade (Santos, 2005).0 tnico estudo desenvolvido com marcadores nucleares foi
realizado por Sawyer (2002), em populagdes norte americanas de cativeiro. Nessa amostra,
proveniente de zooldgicos norte americanos, o autor encontrou um baixo nivel de
variabilidade com relacdo a ocorréncia de locos de microssatélites estimada por Linn (1993),
com aproximadamente um microssatélite para cada 1.6-4.0 Mb. Além disso, dos 32 locos de
microssatélites isolados na espécie apenas cinco se mostraram polimoérficos, sendo um ligado
ao sexo. Sawyer (2002) considerou baixo o nivel de variabilidade genética encontrado no seu
estudo com relagdo a freqliéncia dos microssatélites, numa amostra de colhereiros norte-

americanos de trés zooldgicos.

Neste trabalho, propde-se analisar a distribuicdo da variabilidade genética em
cinco colonias reprodutivas de colhereiro, utilizando marcadores de microssatélites,
considerados neutros e altamente varidveis. Considerando a baixa ocorréncia de locos
polimorficos de microssatélites em colhereiro reportada por Sawyer (2002), serdo testados
locos heterologos além dos espécie-especificos. Caso ndo sejam encontradas evidéncias de
diferenciagdo genética entre as colonias, a hipdtese de altos niveis de fluxo génico (atual ou
passado) entre as populagdes de colhereiro serd aceita. Caso os microssatélites revelem

diferenciagdo genética, propor-se-ao outras causas para explicar esses achados.

Em termos de sistema de acasalamento, a espécie tem sido descrita como

socialmente monogamica, embora essa informacdo baseia-se sO em observagdes
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comportamentais de um casal realizadas no campo. Por outro lado, evidéncias moleculares
foram reportadas por Sawyer (2002) de que, em cativeiro, os adultos copulam com parceiros
extra-par e cuidam de ovos alheios, confirmando observagdes comportamentais realizadas no
zoologico de Bronx NY, EUA (Chris Brown, com. pess. ao Sawyer, 2002). O sistema de
acasalamento do colhereiro na natureza ndo foi ainda estudado, devido a dificuldade de se
coletar amostras de familias completas, procedimento esse que envolve a captura dos
individuos adultos. Neste trabalho, sera estudado o parentesco genético entre os filhotes
encontrados nos mesmos ninhos para inferir sobre o comportamento reprodutivo de
colhereiros na natureza. Caso o parentesco entre os ninhegos esteja dentro do valor teérico
esperado para irmaos-completos, a hipotese de monogamia genética sera confirmada. Caso os
valores de parentesco genético entre esses ninhegos diferirem significativamente do esperado
para individuos relacionados em primeiro grau, a hipotese de monogamia genética ndo sera

aceita, e outras causas para explicar os valores observados serdo supostas.

A ocorréncia e os padroes de dispersdo natal na espécie serdo investigados
utilizando uma abordagem genética (metodologia indireta). Pardmetros populacionais e graus
de parentesco genético serdo estimados independentemente ¢ comparados entre os adultos de
cada sexo. Caso esses pardmetros diferirem significativamente entre machos e fémeas adultos,
um padrio de dispersdo sexo-diferenciado serd proposto para explicar os achados. Caso os
sexos ndo apresentem diferengas significativas entre eles em relacdo as estimativas de
variabilidade genética e parentesco, um padrdo semelhante na dispersdo em ambos os sexos

serd proposto para a espécie.
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OBJETIVOS

Objetivo principal

7

< Caracterizar geneticamente as populacdes das colonias reprodutivas brasileiras de
colhereiro, Platalea ajaja (Aves: Threskiornithidae) mediante o uso de marcadores

moleculares variaveis € neutros, como os microssatélites.

Obijetivos especificos

+« Estimar o nivel e o padrdo de distribui¢do da variabilidade genética em cinco coldnias
brasileiras de colhereiros, representantes da regido central do pais (Pantanal) e uma
coldnia do sul (Banhado do Taim, RS), usando locos de microssatélites especificos e

heterdlogos.

7
*

Inferir sobre o comportamento reprodutivo do colhereiro mediante estimativas de

parentesco genético entre filhotes encontrados nos mesmos ninhos.

K/

« Inferir sobre padroes de dispersdo natal mediante comparagdo entre estimativas da
distribuicdo da variabilidade genética e valores de parentesco, calculados para
amostras de adultos, de ambos os sexos, em cinco colonias reprodutivas brasileiras de

colhereiro.

36



Material e Métodos



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Foram utilizadas duas estratégias de amostragem: a coleta de sangue e penas
em crescimento de ninhegos, retirados dos ninhos e retornados apds manipulagdo, e a coleta
de penas da muda dos adultos no solo das colonias reprodutivas (amostragem ndo-invasiva).
Durante os ciclos reprodutivos ocorridos entre 1997 e 2003 foram coletadas amostras de
sangue € penas em crescimento em colonias na regido norte do Pantanal Norte Mato-
Grossense brasileiro em: Baia de Gaiva (16°35°06.0”” S, 57°14°03.7"> O e 16°34’55.7”’S
57°10°0), Quila (17°17°08.9”°S, 56°21°07.3°0), Fazenda Camalote (16°51°10.0”’S,
56°50°05.9°0), Fazenda Ipiranga (16°25°25.7°°S, 56°36'58.0’’0O) e Porto da Fazenda
(16°27'S; 56°07°0). No Pantanal Sul, as amostras foram coletadas na Fazenda Retirinho
(19°50°S; 56°02°0). Também foram coletadas amostras representativas de uma coldnia

reprodutiva do Rio Grande do Sul (Banhado do Taim, 32°29’S, 52°32°0) (Tabela I, Fig. 6).

Pela estratégia de amostragem nao-invasiva nesta espécie, foram coletadas um
total de 97 penas provenientes da muda dos adultos na vizinhanga dos ninhos no solo das
colonias reprodutivas: Fazenda Ipiranga, Sdo Bom Jesus (S16°47°54.2”°, 056°37°23.9”"),
Fazenda Camalote, Baia de Gaiva e Quili (Tabela II). As penas dos colhereiros adultos
possuem uma coloragdo rosa carmesim escura que permite diferencid-las perfeitamente das

dos ninhegos, coloridas de rosa muito claro (Fig.7).
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Figura 6. Mapa que indica os pontos no territorio brasileiro de coleta de amostras de
colhereiro.

Tabela I. Locais de coleta de amostras de sangue ¢ penas em crescimento de ninhegos de
colhereiro coletadas em sete colOnias reprodutivas brasileiras. N: nimero de amostras
coletadas. O sexo foi determinado molecularmente (ver sec¢do Sexagem Molecular).* Um
individuo nao sexado.

POPULACAO N ANO DE COLETA FEMEAS MACHOS

Baia de Gaiva (MT) 21 2003 8 12*
Quilu (MT) 2 2003 1 1
Fazenda Camalote (MT) 2 2003 1 1
Fazenda Ipiranga (MT) 8 2003 4 4
Porto da Fazenda (MT) 8 2000 3 5
Fazenda Retirinho (MS) 18 1999 10 8
Banhado do Taim (RS) 13 2002 5 7*

TOTAL 72 32 38
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Tabela Il. Locais de coleta de amostras de penas de individuos adultos de colhereiro
coletadas no solo de seis colonias reprodutivas do Pantanal brasileiro. N: nimero de amostras
coletadas. O sexo foi determinado molecularmente (ver sec¢do Sexagem Molecular).* Alguns
individuos ndo sexados.

POPULACAO N ANO DE COLETA FEMEAS MACHOS
Baia de Gaiva (MT) 30 2003 15 14*
Quila (MT) 6 2003 4 2
Fazenda Camalote (MT) 15 2003 6 9
Fazenda Ipiranga (MT) 7 2003 4 3
Fazenda Ipiranga (MT) 6 2004 2 3*
Sdo Bom Jesus (MT) 33 2003 15 15%
TOTAL 97 46 46
s “‘-w
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Figura 7. Pena de muda de colhereiro com coloragdo carmesim escura, caracteristica dos
adultos, coletada no solo das coldnias reprodutivas.

4.2 Extracdo de DNA de sangue e penas em crescimento

O DNA do sangue e das penas em crescimento foi extraido pelo método
convencional de fenol-cloroférmio (Sambrook e cols., 2001). Utilizaram-se 30ul de papa de
hemacias ou 100 pl do conteudo das penas em crescimento, aos quais foram adicionados
220ul de tampao de lise (Tris-HCI 10mM, pH 8,5 e KCI1 50mM) e 0,15 mg. de proteinase K e
a mistura foi homogeneizada. Apds homogeneizacao, a solucao foi incubada em banho-maria
por 12 horas a uma temperatura de 55°C. A extracao iniciou-se com a adicao de 250ul de

fenol em cada microtubo e a agitacdo por 10 min, seguida de centrifugacdo por 10 min a
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12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e misturado com uma solugdo
de fenol-cloroférmio 1:1 (250ul por tubo). A mistura foi agitada vagarosamente por 10 min. e
centrifugada por 10 min a 12.000rpm. Finalmente, o sobrenadante foi transferido para tubo
estéril e acrescido de uma mistura de 250ul de cloroférmio-isoamilico 24:1. A p6s vagarosa
agitacao por 10 min e centrifugacdo por 10 min a 12.000 rpm., os sobrenadantes resultantes
desse ultimo passo foram transferidos para tubos limpos, aos quais se adicionou acetato de
sodio 3M (10% do volume) e 250% do volume de etanol absoluto gelado. Apos leve agitagao
e centrifugacdo por 10 min a 12.000 rpm., O sobrenadante foi descartado e o precipitado
deixado a temperatura ambiente a fim de que o etanol evaporasse. ApoOs esse processo foram
acrescentados entre 100 a 200ul de agua destilada para que o DNA fosse re-suspendido.

A quantificagdo das amostras de DNA foi realizada utilizando um
espectrofotometro (Beckman, DU 520, com lampada UV). Depois de quantificadas, as
amostras foram diluidas em agua destilada a fim de se obter uma concentragdo de DNA de

40ng/ul por amostra. O DNA diluido foi estocado em freezer a -20°C.

4.3 Extracao de DNA de penas de muda

Neste trabalho, padronizou-se o protocolo de extracdo de DNA de penas de
muda dos individuos adultos, coletadas no solo das coldnias reprodutivas. Para obtencao de
uma boa quantidade de DNA, com qualidade suficiente para a posterior amplificacdo dos
marcadores moleculares escolhidos foi usada uma parte da pena aonde se encontra um
coagulo de sangue, resultante do desenvolvimento da mesma (Fig. 8). Horvath e cols. (2005)
descreveram essa regido como boa fonte de DNA para estudos ndo-invasivos em aguias
imperiais espanholas (Aquila heliaca). No protocolo padronizado no presente trabalho o
procedimento de extragdo de DNA reportado por esses autores foi modificado e testado com

penas de colhereiro.
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As penas foram limpas com a ajuda de uma escova de dentes embebida em
alcool 70% até que ndo restasse qualquer sujeira visivel. Cortou-se a regido que se estende
desde a ponta da pena até o umbilico superior, aonde se encontra um codgulo de sangue,
aproximadamente uns 5 cm. O material foi picado (~150 mg. de pena) e colocado em
microtubos de 2ml. Adicionaram-se 500ul de solugdo de extragdo (1XTNE: H20; Tris-HCl
50mM; NaCl 100mM; EDTA 6.3mM pH?7.5); 0,30 mg. de Proteinase K e 8ul de SDS 25%.
Em seguida, a mistura foi incubada a 37°C em banho-maria durante a noite. No dia seguinte,
foram adicionados mais 0,20 mg de Proteinase K a mistura a qual foi agitada vagarosamente
em agitador orbital a temperatura ambiente durante uma hora. Apds esse passo, a mistura foi
retornada ao banho-maria por 24 horas. O procedimento de adicdo de enzima e agita¢ao foi
repetido durante 7 dias. Apos esse periodo, o tecido da pena foi dissolvido pela atividade
enzimatica, tornando a solugdo viscosa e esbranquicada. A extragdo de DNA foi realizada
seguindo o protocolo convencional de extragdo com fenol: cloroférmio (Sambrook e cols.,
2001). Apos precipitagdo e secagem o DNA foi re-suspendido em agua destilada estéril e

quantificado. Diluicdes do DNA estoque foram feitas na concentragao de 40 ng/pl.

4.4 Amplificacdo dos locos de microssatélites

Foram testados quatro locos de microssatélites descritos para P. ajaja por
Sawyer (2002): Ajul, Aju2, Aju3 e AjuS. Além disso, foram testados 13 oligonucleotideos
iniciadores heterdlogos descritos para descritos para cabeca-seca (Mycteria americana),

espécie pertencente a mesma ordem do que colhereiro (Van Den Bussche e cols., 1999;

Tomasulo-Seccomandi e cols., 2003) (Tabela III).
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Figura 8. Tlustra¢do de uma pena tipica de ave. A) Detalhe da vista posterior da base da pena.
B) Corte longitudinal do calamus. Sao mostradas as duas éareas utilizadas para extracdo de
DNA: 1: parte basal do calamus e 2: coagulo de sangue no umbilico superior (extraido de
Horvath e cols., 2005). A regido 2 foi utilizada neste trabalho.

A amplificagcdo usando oligonucleotideos heterélogos na espécie estudada foi
otimizada testando-se varias condi¢des de reagdo e varios ciclos de PCR nos quais foram
modificadas temperatura e tempo de duragdo de cada passo, assim como o nimero de ciclos.
As condicdes de amplificagdo mais eficientes foram obtidas num volume final de 25 pl com
os seguintes reagentes: 10 mM Tris (pH 8.4), 50 mM KCI, 2,5 mM Mg2+C12, 0,25 mM
dNTPs, 1 U Tag DNA polimerase (Biotools), 10 uM de cada iniciador (forward e reverse), 50
pg.de BSA (albumina de soro bovino) e 120 ng de DNA gendmico como molde. Os
programas de PCR padronizados foram os seguintes: um ciclo de desnaturagdo a 96°C por 5
min., seguido de 20 ciclos a 96°C por 45 seg, 30 seg a temperatura de hibridagdo (ver Tabela
IIT), e um passo de extensdo de 90 seg a 72°C; 10 ciclos a 96°C por 45 seg, 30 seg a
temperatura de hibrida¢ao -0,5°C por ciclo (touchdown) , € um passo de extensdo de 90 seg a
72°C; seguidos de 10 ciclos a 96°C por 45 seg, 30 seg a 55°C, 53°C ou 50°C (dependendo do

iniciador), € um passo de extensdo de 90 seg a 72°C . Todas as reagdes foram terminadas com

um passo de extensao final de 5 min a 72°C.
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Tabela I11. Oligonucleotideos iniciadores de replicagdo testados em colhereiro.

Temp. de Sequéncia
Loco  Sequéncia do iniciador forward (5-3") hibridacao repetitiva Reft.
WSp03 AGAAGCCAAATTGATTAGA 60°C (AG)12 2
WSu04 TCATGTGTACACATAGGAAAAAGT 60°C (GT);s 1
WSu06 AGTACATGAGGAGATGGAAGTCTG 60°C (GT)14 1
WSu08 TGTCTTTCCAGGTAGTTTT 60°C (AC)y 2
WSu09 GGTAACAGCGAGTTGGAT 60°C (AAC), 2
WSul3 AGGGCTCATCAATAGTGT 60°C (AC)10 2
WwSuli4 AAATGAGCACGGTATT 60°C (AAGG), 2
WSul7 GGCAAGCTGTTATAQCTAAT 60°C (AAGG)o(AAAG)s 2
WwSuls8 CATATACTAACTGGGTTTAATC 55°C (AAGG)e 2
(AAAG)s(AAGG)s
WSul9 AACAAGTGGAGCATGTG 55°C (AC)s 2
WSu20 CGGGCCTTTATCTATC 55°C (AGAT) 2
WSu23 TTTTGGTGGGATTCATA 55°C (AGAT)s 2
WSu24 GTAAGGCATGAGAGACTAAG 55°C (AG)3 2
Aajul  GATCACCACCATCTTAAATGATAA 55°C (GAT);s 3
Aajp 2 CTTGATGCAAAGGAAACATCC 55°C (AACT);sTA(CTTT)s 3
CT(CTTT);
Aaju 3 CCCATGGCCACATTATAAACTT 55°C (GAT)13 3
Aaju 5 GGCTGAACACTGTTGTGCTCT 58°C (GAT),T(GAT);s 3

11 Van Den Bussche e cols. 1999
2 Tomasulo-Seccomandi e cols. 2003
3 Sawyer, 2002

As reagdes de PCR com oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos

“Aaj” foram padronizadas num volume final de 25 pl utilizando: 10 mM Tris (pH 8,4), 50

mM KCI, 50 pg de BSA, 2,5 mM Mg2+C12, 0,25 mM dNTPs, 0,5 U Tag DNA polimerase,

0,1mM de cada iniciador (forward e reverse) e 120 ng de DNA genomico. Os programas do

termociclador incluiram: um passo de desnaturacdo a 96°C por 5 min, seguidos de 10 ciclos a

96°C por 45 seg, mais 45 seg nas temperaturas de hibridacdo correspondentes € um min a

72°C; mais 10 ciclos a 96°C por 30 seg, 30 seg as temperaturas de hibridagdo (-0,5°C por

ciclo programa “touchdown”) e um min. a 72°C; e mais 10 ciclos a 96°C por 30 seg, 50°C ou

53°C (dependendo do iniciador) por 30 seg ¢ um min.a 72°C Todos os ciclos foram

terminados com um passo de extensdo final de 10 minutes a 72°C. As reagdes foram
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realizadas num termociclador GeneAmp® 2400 PCR System (Applied Biosystems). Os

produtos de PCR foram visualizados em géis de agarose 3% corados com brometo de etideo.

Os oligonucleotideos iniciadores “forward” wusados portavam marcacao
fluorescente o que permitiu a identificacdo dos genotipos dos individuos em cada loco por
eletroforese capilar, utilizando o sistema MegaBACE™1000 (Amersham Biosciences). Os
eletroferogramas foram analisados pelo software GeneticProfiler usando MegaBACE™ ET

Size Standard (Amersham Biosciences) marcado com ROX como marcador padrio interno.

4.5 Sexagem Molecular

A sexagem molecular foi realizada segundo o método de Griffiths e cols.
(1998) a partir do DNA extraido das amostras de sangue, penas em crescimento e penas
coletadas no solo das colonias reprodutivas. As amplificagdes do intron do gene CHD
(Griffiths e cols., 1998) foram feitas utilizando oligonucleotideos iniciadores P, e Ps e um
volume final de 10 pl. contendo: 50 mM KCI; 10mM Tris-HCI (pH 8,3); 2,25mM Mg2+C12;
50ug de BSA; 0,25mM de cada dNTP; 10uM de cada iniciador (forward e reverse), 1 U de
Taq polimerase (Biotools) e 120 ng de DNA gendmico como molde. As reagdes de
amplificacdo foram realizadas num termociclador GeneAmp® 2400 PCR System (Applied
Biosystems), com um passo de desnaturagdo a 94°C (4 min), cinco ciclos a 94°C (30 seg.),
47°C (30 s) e 72°C (30 seg.), seguidos de 35 ciclos a 94°C (30 seg.), 47°C (20 seg.) e 72°C
(20 seg.) e um passo final de extensdo a 72°C (5 min). Os produtos de PCR foram

visualizados em géis de poliacrilamida 10% corados com nitrato de prata.

4.6 Analise de dados

4.6.1 Estimativas de variabilidade genética
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Para realizar as analises das estimativas de variabilidade genética foram excluidos:
sete individuos de Baia de Gaiva, dois de Fazenda Ipiranga, dois de Porto da Fazenda, trés de
Fazenda Retirinho e trés da colonia de Rio Grande do Sul, por terem sido capturados no
mesmo ninho e, por tanto, considerados aparentados com outros individuos da mesma
colonia. Além disso, um individuo de Baia de Gaiva foi excluido porque ndo foi possivel
genotipa-lo para a maioria dos locos. Esse individuo foi achado morto e o seu DNA pode ter
se encontrado muito degradado para a amplificagdo dos microssatélites. As amostras de Quila
e Fazenda Camalote, com s6 dois ou trés individuos que provinham do mesmo ninho, também
foram excluidas para as analises das estimativas de variabilidade genética.

As freqii€ncias alélicas, a heterozigosidade esperada (He) e a observada (Ho)
foram calculadas usando o programa GENEPOP versdo 3.4 (Raymond e Rousset, 1995). A
riqueza alélica foi calculada segundo El Mousadik e Petit (1996) utilizando-se o software
FSTAT (versdo 2.3.9.2, Goudet, 2001). O programa BIOSTAT 3.0 (Ayres e cols., 2003) foi
utilizado para realizar analise de regressdo linear simples entre o nimero de alelos por loco e
o tamanho amostral. Testou-se a hipdtese de Equilibrio de Hardy-Weinberg mediante o teste
exato (Haldane, 1954, Weir, 1990, Guo e¢ Thompson, 1992), com ajuda do programa
GENEPOP versdo 3.4 (Raymond e Rousset, 1995). As significancias das diferengas entre os
valores observados e os esperados das freqiiéncias genotipicas foram testadas pelo mesmo
software segundo Weir e Cockerham (1984) e Robertson e Hill (1984). O Desequilibrio de
Fase Gamética entre os locos analisados foi verificado utilizando-se também o pacote
GENEPOP versdo 3.4 (Raymond e Rousset, 1995) o qual checa se os gen6tipos de um dado
loco sdo independentes dos genotipos de outro loco. O mesmo programa foi utilizado para o
calculo do nimero de migrantes por geracdo (Nm) segundo Slatkin (1985) e corrigido
segundo Barton e Slatkin (1986). O estimador &, do parametro Fsr (1- Hs/Ht) foi determinado

de acordo com Weir e Cockerham (1984), com ajuda do programa FSTAT versdo 2.3.9.2
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(Goudet, 2001). O estimador Rgr foi calculado segundo Rousset (1996) pelo programa
GENEPOP. O Conteudo de Informagdo Polimorfica (PIC, Bolstein, 1980) por loco foi
calculado usando-se o programa CERVUS (Marshall, 1998). As heterozigosidades foram
comparadas com os valores observados por Sawyer (2002) mediante o teste G de contingéncia

(Zar, 1996), calculado pelo programa BIOSTAT 3.0 (Ayres e cols., 2003).

Os niveis de estruturagdo genética nas populacdes estudadas foram avaliados
pela Andlise de Variancia Molecular (AMOVA, Excoffier e cols., 1992), com ajuda do
“software” ARLEQUIN (Schneider e cols., 2000). Essa analise esta baseada na variagdo das
freqliéncias alélicas e leva em conta o numero de mutagdes entre os diferentes haplotipos
encontrados nas populagdes, considerando uma estruturagcao populacional pré-definida que ¢
testada pelo software. Os componentes da varidncia molecular foram explicados pelas
diferengas intra-individuais, inter-individuais e inter-populacionais.

As distancias genéticas entre as cinco colonias estudadas foram calculadas
segundo Nei (1978), com ajuda do programa Dispan (Ota, 1993). Essas distancias foram

utilizadas para a construgdo de uma arvore pelo método de UPGMA (Sneath e Sokal, 1973),

facilitando a visualizagdo das relagcdes genéticas entre as ditas colonias.

Analises de alocagao dos adultos amostrados nao-invasivamente as populagdes
aonde as amostras de pena foram coletadas foram realizadas com auxilio do programa
GENECLASS versao 2 (Piry e cols., 2004). Esse programa leva em conta os gendtipos multi-

locos e as freqiiéncias alélicas para alocar individuos nas populagdes de origem.

4.6.2 Validag¢do da amostragem ndo-invasiva

Os programas API-CALC (Ayres e Overall, 2004) e GENECAP (Willberg e

Dreher, 2004) foram empregados no calculo das Probabilidades de Identidade (PI), levando
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em conta diferentes parametros populacionais. O programa API-CALC (Ayres e Overall,
2004) calcula PI usando a férmula de Paetkau e Strobeck (1994) modificada, para levar em
conta os efeitos de estruturagdo populacional e a presen¢a de individuos possivelmente
aparentados na amostra. O programa GENECAP calcula a probabilidade de diferentes
individuos de a mesma populagdo compartilhar genétipos segundo Paetkau e Strobeck (1994).
A probabilidade para todos os locos foi calculada multiplicando-se as probabilidades

individuais.

4.6.3 Estimativas de parentesco genético entre ninhegos

Os valores de parentesco genético entre os individuos de cada colonia foram
estimados mediante a estatistica » (Queller e Goodnight, 1989), definida como a probabilidade
de um alelo do individuo x ser idéntico por descendéncia a um alelo do individuo y. Nesta
analise foi utilizado o programa RELATEDNESS 5.0.8 (Queller e Goodnight, 1989). O
programa calcula » dando pesos diferentes a cada alelo, isto €, os valores dos alelos sdo
inversamente proporcionais as suas freqiiéncias na populacao, de maneira que alelos raros tém

maior peso (Queller and Goodnight, 1989). A férmula geral derivada pelos autores ¢é:

Y (Py—P)
= x k 1

Y (Px—P)

x k1

onde, Px ¢ a freqiiéncia do alelo encontrado no loco & e posicao alélica /; Py ¢ a freqiiéncia do
mesmo alelo em um grupo de individuos encontrados na mesma populag@o onde esta inserido
o individuo x; e P* ¢ a freqiiéncia do alelo na populacdo em conjunto, excluindo da mesma

todos os possiveis parentes de x (Queller ¢ Goodnight, 1989). Os valores tedricos esperados
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de » sao 0,5 (irmaos completos), 0,25 (meio irmaos) e 0,0 (individuos nao relacionados).
Valores negativos de » podem ocorrer se as freqiiéncias génicas dos individuos comparados

diferirem em direcdo oposta com relagdo a média populacional (Queller e Goodnight, 1989).

Para estimar a significancia estatistica dos valores de r calculados pelo
programa acima, foram feitas varias simulagdes de valores de parentesco esperados para
duplas geradas ao acaso, levando-se em conta as freqiiéncias alélicas observadas em filhotes
(excluindo-se os pares encontrados nos mesmos ninhos) nas colonias amostradas (1000
simulagdes) no programa KINSHIP 1.3.1 (Goodnight e Queller, 1999). Este programa calcula
a probabilidade de dois individuos estarem relacionados segundo hipoteses primarias
escolhidas pelo pesquisador versus uma hipotese nula de ndo relacionamento. O valor dessa
probabilidade ¢ apresentado como LOD (probabilidade da hipdtese primaria/ probabilidade da
hipdtese nula). Valores altos de LOD favorecem a hipotese primdria, enquanto que valores
baixos rejeitam a hipétese primaria em favor da hipotese nula. Nas hipoteses primarias
testadas neste trabalho, os individuos achados no mesmo ninho foram considerados como
meio irmaos (r,=r,= 0,25) ou irmdos completos (r,=r,= 0,5) (dois testes de hipoteses
independentes), enquanto que na hipdtese nula os individuos foram considerados como nao

relacionados (7,=r,= 0,0).

4.6.4 Padroes de dispersdo natal

O comportamento dispersivo dos colhereiros foi examinado, de maneira
indireta, segundo proposta de Goudet e cols. (2002). Varias estimativas da distribui¢do da
variabilidade genética foram determinadas separadamente para amostras de machos e fémeas
adultos de uma mesma colonia. Os gendtipos nos seis locos de microssatélites foram
identificados a partir do DNA extraido das penas da muda dos adultos e usados no célculo dos

testes de média da alocagdo (mAlc); variancia da alocacdo (vAlc), Fs;; Fis e diversidade
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génica (Hs). O programa FSTAT versao 2.9.3.2 (Goudet, 2001) foi usado no célculo de todas
estimativas para ambos os sexos € nas comparacdes entre elas. Todos os testes realizados

foram unicaudais com 10.000 ramdomizagdes.
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5 RESULTADOS

5.1 Amostragem nao-invasiva de adultos de colhereiro

No presente trabalho foi utilizada pela primeira vez uma abordagem ndo-
invasiva para amostrar populagdes de individuos adultos de colhereiros presentes nas colonias
reprodutivas. Penas perdidas durante a muda reprodutiva, de coloragao rosa-carmesim, foram
coletadas no solo das colonias visitadas para a identificacdo dos genotipos dos individuos
adultos, (i.e., os parentais dos ninhegos presentes nas colonias). O protocolo de extracdo de
DNA dessas penas foi padronizado neste trabalho e resultou na obtencdo de material de boa
qualidade para a posterior amplificagdo dos marcadores escolhidos (ver se¢des 5.2 ¢ 5.3). Em

média, cada pena rendeu 1200 ng. de DNA, com pouca ou nenhuma degradagao (Fig. 9).

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 9. Fotografia de gel de agarose 1,5% no qual se mostra 0 DNA gendmico extraido de penas de muda de
adultos de colhereiro coletadas no solo das colonias reprodutivas brasileiras. Linhas 1 a 7: DNA extraido de
penas; Linha 8: DNA extraido de sangue com concentragdo de 40ng/ul (controle de rendimento).

A sexagem molecular, utilizando DNA extraido de pena ou sangue, foi
realizada pela amplificacdo do gene CHD, segundo o método de Grifftihs e cols. (1998). A
amplificagdo nos machos, o sexo homogamético nas aves, resultou na amplificacdo de um
fragmento Z-especifico de 390 pares de bases e, nas fémeas, de dois fragmentos, um de 390
pb Z-especifico e outro de 396 pares de bases W-especifico (Figura 10), esperado para o sexo

heterogamético.
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Figura 10. Fotografia de um fragmento de gel de poliacrilamida 10% mostrando os padrdes de amplificagdo do
gene CHD em machos (390 pb, linhas 1, 3 e 6) e fémeas (390 ¢ 396 pb, linhas 2, 4, 5 e 7) em colhereiro.

Em estudos de genética de populagdes nos quais se utiliza a amostragem nao-
invasiva, ¢ importante conhecer o poder do conjunto de marcadores escolhidos para
identificar corretamente aos individuos, a fim de que as posteriores analises dos resultados
nao sejam inadequadamente realizadas. A Probabilidade de Identidade (PI) ¢ uma medida
que estima esse poder para a identificagao de individuos na populacao. Neste trabalho, a PI
segundo Paetkau e Strobeck (1994) calculada considerando somente os locos especificos foi
de 0,00015. A Probabilidade Total de Identidade (P,.), calculada mediante a formulagdo
utilizada no software API-CALC (Ayres e Overall, 2004), considerando auséncia de
estruturacdo populacional, foi de 0.000000243. A tabela IV mostra os valores de
probabilidades acumulativas observadas nos seis locos, calculadas pelo mesmo método. A
Probabilidade Cumulativa Total foi 0.0000016. Esses valores expressam o alto grau de
discriminacao dos genotipos nesses locos como observado qualitativamente na analise de 30
penas da muda reprodutiva dos colhereiros adultos coletadas no solo da colonia Sao Bom
Jesus, as quais apresentaram cada um delas um gendtipo distinto nos seis locos de

microssatélites (Apéndice 1).
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Tabela IV. Probabilidades de Identidade (PI) acumulativas e total, nos seis locos de microssatélites, para as
amostras de pena coletadas no solo de cinco coldnias reprodutivas brasileiras de colhereiro.

Locos Probabilidade de Idenidade
Acumulativa
Aajl 0.038113
Aajl, Aaj3 0.001914
Aajl, Aaj3, Aaj2 0.000164
Aajl, Aaj3, Aaj2, Aaj5 0.000027
Aajl, Aaj3, Aaj2, Aaj5, WS03 0.000005
Aajl, Aaj3, Aaj2, Aaj5, WS03, WS09 0.000002
Probabilidade de Identidade total 0.0000016

5.2 Estimativas de variabilidade genética

Dos 13 locos heterdlogos testados somente dois mostraram-se polimorficos
apos identificagdo dos genotipos mediante eletroforese capilar em seqiienciador automatico.
Nos locos WS04 e WS20 foi observada amplificacdo de fragmentos de tamanho esperado,
mas ambos se apresentaram monomorficos apds genotipagem em eletroforese capilar
(Fig.11). Os locos variaveis foram o WS03, que apresentou trés alelos (170, 173 e 176 pb), e
o loco WS09, que apresentou dois alelos (271 e 273 pb). A figura 12 mostra os
eletroferogramas que confirmaram o polimorfismo nesses dois locos, WS03 ¢ WS09. Quando
a analise no loco WS09 foi expandida para um niimero maior de amostras verificou-se que o
loco se comportava como monomorfico em quatro das cinco coldnias analisadas, sendo
polimdrfico apenas na coldonia Sdo Bom Jesus e, por esse motivo, foi excluido das estimativas
de variabilidade genética posteriores. Com os outros locos heterélogos, numerosas tentativas
foram realizadas modificando-se as concentragdes de co-fator da enzima (magnésio), primers,
enzima polimerase e reagentes estabilizantes (BSA, DMSO, detergentes), mas ndo se obteve
sucesso na amplifica¢do nos locos WS06, WS08, WS13, WS14, WS17, WS18, WS19, WS23

e WS24.
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Figura 11. Fotografia de um gel de agarose 3% no qual se mostram os fragmentos obtidos na amplificagéo
usando iniciadores heter6logos para o loco WS04 em colhereiro. Linhas 1 a 8: colhereiro, linha 9: cabega-seca
(controle de amplificagdo), linha 10: controle de contaminacdo (sem DNA).
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Figura 12. Eletroferogramas mostrando os padrdes de amplificagdo nos locos heter6logos WS03 (a) e WS09 (b)
em colhereiro.

Nos quatro locos de microssatélites previamente isolados no colhereiro por Sawyer
(2002), as amostras testadas se mostraram polimoérficas em todas as coldnias analisadas.
Como exemplo, a figura 13 mostra os padrdes de amplificacdo do loco Aaj3 visualizados em

eletroforese em gel de agarose 3%.

55



8 9 10 11 12 13 14

Figura 13. Fotografia de um gel de agarose 3% no qual se mostram os fragmentos de amplificagdo do loco Aaj3
em colhereiro. Linhas. 1, 2, 3, 5. 6, 7, 8 e 14: individuos homozigotos. Linhas. 4, 9, 10, 11, 12 e 13: individuos
heterozigotos.

Tabela V. Locos de microssatélites utilizados na analise de variabilidade genética das col6nias reprodutivas de
colhereiro. Na: namero de alelos por loco, PIC: Contetido de Informagéo Polimérfica.

Loco Na PIC Tamanho dos Referéncia
fragmentos
WS03 3 0.369 170-176 Tomasulo-Seccomandi e cols, 2003
WS09 2 0.020 273-276 Tomasulo-Seccomandi e cols, 2003
Aaju 1 10 0.785 157-184 Sawyer, 2002
Aaju 2 9 0.682 165-245 Sawyer, 2002
Aaju 3 7 0611 137-203 Sawyer, 2002
Aaju 5 5  0.380 164-215 Sawyer, 2002

Considerando todos os locos, o numero de alelos por loco variou desde 2
(WS09) até 10 (Aajl) (Tabela V). No total, 34 alelos foram detectados em todas as coldnias.
Um minimo de 17 alelos foi detectado tanto na colonia Fazenda Ipiranga quanto em Porto da
Fazenda, enquanto que, o maior nimero de alelos foi observado em Baia de Gaiva (26 alelos).
Oito alelos foram privados, ou seja, ocorreram somente numa colonia: quatro em Baia de
Gaiva e trés em Fazenda Retirinho ¢ um em Banhado do Taim (Tabela VI). A figura 14

mostra graficamente a distribuicao dos alelos em cada colonia reprodutiva.

Os valores médios de diversidade alélica variaram desde 2.69 até 3.04 nas
colonias estudadas (Tabela VII). A heterozigosidade média observada (Ho) para todas as
coldnias incluindo os cinco locos foi de 0.575. A heterozigosidade média para cada colonia
variou desde 0.499 (Fazenda Ipiranga) at¢ 0.712 (Porto da Fazenda) (Tabela VII). As
heterozigosidades médias observadas por loco foram: 0.768 (Aajul), 0.622 (Aaju2), 0.637
(Aaju3), 0.491 (Aajus), e 0.360 (WS03). O nimero médio de alelos por loco esta relacionado

positivamente ao tamanho amostral (F = 1071.02, P = 0.001) segundo teste de regressao
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linear simples. Excluindo o loco heter6logo (WS03), a heterozigosidade média observada foi

de 0,630.

As estimativas de Fjs (Tabela VII) para cada colonia ndo diferiram
significativamente de zero (P > 0.05), o qual revela que as freqiiéncias genotipicas estdo de

acordo com o esperado para uma populagdo com acasalamento ao acaso (Hartl e Clark, 1997).

Uma primeira analise de estatistica F° foi feita para verificar se havia
estruturacdo genética nas populacdes estudadas, considerando-se o conjunto de todas as
coldnias. O Fgr global ndo foi significativo (Fsr- -0.002, P: 0,59) (Tabela VIII). Com o intuito
evidenciar algum tipo de estruturacdo ndo detectado nessa andlise geral, agrupou-se as
colonias do Pantanal (Baia de Gaiva, Fazenda Ipiranga, Fazenda Retirinho e Porto da
Fazenda) e compararam-se com a populacdo da colonia geograficamente mais distante,
Banhado do Taim (Rio Grande do Sul). O valor de Fsr também nesse caso nao diferiu de zero
(Fsr: -0.00168; P: 0,60). Numa analise comparativa entre os pares de colonias, os valores de
Fgr variaram desde -0.020 (Fazenda Ipiranga vs. Porto da Fazenda) até 0.015 (Baia de Gaiva
vs. Banhado de Taim), ndo sendo diferindo significativamente de zero (P > 0.05). Os valores
de Rsr também foram baixos e nao significativos. Em resumo, nio foi encontrada nenhuma
evidéncia de estruturagdo populacional significativa nas amostras estudadas.

O numero de migrantes por geracdo (Nm), calculado corrigindo-se para o

tamanho amostral, foi de 4,29.
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Tabela V1. Freqiiéncias alélicas nos seis locos de microssatélites analisados nas amostras de cinco col6nias
reprodutivas brasileiras de colhereiro.

Populagao Baia de Fazenda Porto da Fazenda Banhado do
Gaiva Ipiranga Fazenda Retirinho Taim (RS)
Loco
WS03
Alelo 170 0.000 0.000 0.000 0.036* 0.000
Alelo 173 0.300 0.417 0.300 0.321 0.458
Alelo 176 0.700 0.583 0.700 0.643 0.542
Aajul
Alelo 160 0.200 0.167 0.100 0.231 0.167
Alelo 163 0.133 0.167 0.100 0.269 0.167
Alelo 169 0.167 0.082 0.100 0.077 0
Alelo 172 0 0 0 0 0.083*
Alelo 175 0 0 0 0.077* 0
Alelo 178 0.200 0 0 0 0.083
Alelo 181 0.033 0 0 0.038 0
Alelo 184 0.167 0.417 0.400 0.308 0.458
Alelo 187 0.033 0 0 0 0
Alelo 190 0.067 0.167 0.300 0 0.042
Aaju 2
Alelo 225 0 0 0 0.033* 0
Alelo 227 0.036 0 0 0.067 0
Alelo 229 0.071* 0 0 0 0
Alelo 233 0.179 0.167 0.125 0.200 0.167
Alelo 237 0 0 0.125 0.033 0.042
Alelo 241 0.071 0 0 0.033 0.083
Alelo 245 0.500 0.667 0.250 0.367 0.458
Alelo 249 0.143 0.083 0.250 0.267 0.250
Alelo 253 0 0.083 0.250 0 0
Aaju 3
Alelo 170 0.071* 0 0 0 0
Alelo 173 0 0.084 0.250 0.067 0.250
Alelo 176 0.536 0.583 0.500 0.667 0.417
Alelo 197 0.143 0.250 0.250 0.067 0.125
Alelo 203 0.143 0.083 0 0.167 0.208
Alelo 206 0.036* 0 0 0 0
Alelo 209 0.071 0 0 0.032 0
Aaju b
Alelo 194 0.036 0 0 0 0.125
Alelo 197 0.036* 0 0 0 0
Alelo 200 0.321 0.083 0.333 0.133 0.167
Alelo 203 0.607 0.917 0.667 0.800 0.708
Alelo 209 0 0 0 0.067 0

* Alelo presente apenas nessa populagio
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Figura 14. Distribui¢ao das freqiiéncias alélicas dos locos de microssatélites Aajl e Aaj2 em cinco coldnias
reprodutivas brasileiras de colhereiro.
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Figura 14 (cont.). Distribui¢ao das freqiiéncias alélicas dos locos de microssatélites Aaj3 e Aaj5 em cinco
colodnias reprodutivas brasileiras de colhereiro.
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Figura 14 (cont.). Distribuigdo das freqliéncias alélicas do loco de microssatélites WS03 em cinco colonias
reprodutivas brasileiras de colhereiro.

Tabela VIII. Valores de Fgr (Weir e Cokerham, 1984 abaixo a diagonal) e Rsr (Rousset, 1996; acima da
diagonal) nas populagdes comparadas par-a-par, usando dados dos cinco locos polimoérficos de microssatélites.
Os maiores valores estdo em negrito.

Baia de Fazenda Porto da Fazenda Banhado do
Gaiva Ipiranga Fazenda Retirinho Taim
Baia de Gaiva * -0.042 0.026 -0.017 -0.021
Fazenda Ipiranga 0.001 * -0.048 0.005 -0.039
Porto da Fazenda -0.011 -0.020 * 0.090 0.003
Fazenda Retirinho 0.005 -0.016 -0.007 * 0.012
Banhado do Taim 0.015 -0.016 -0.017 0.001 *

Em concordancia com os resultados reportados acima, a AMOVA demonstrou
que a maior parte da variacdo genética total presente nas colonias pode ser explicada pelas

diferengas entre os individuos dentro de cada uma das populagdes (Tabela IX).

61



Tabela VII. Estimativas de diversidade genética baseadas em dados de cinco locos de microssatélites, em cinco
coldnias reprodutivas brasileiras de colhereiro.

Populagéo

Baia de Gaiva

Fazenda Ipiranga

Porto da Fazenda

Fazenda Retirinho

Banhado do Taim
(RS)

Total por loco

GD: Diversidade Génica; A: Diversidade alélica; Hz: Heterozigosidade esperada; Hy: Heterozigosidade

Estimativa

Loco
WS03
0.438
1.908
0.434
0.333
0.239

0.567
1.992
0.621
0.166
0.706

0.450
1.967
0.467
0.667
-0.333

0.511
2.142
0.521
0.214
0.581

0.523
1.984
0.554
0.417
0.203

0,360

observada; Fs :Weir e Cockerham, 1984.

Loco
Aajul
0.867
4328
0.869
0.933
-0.077

0.817
3.811
0.879
0.667
0.184

0.800
3.762
0.844
0.800
-0.000

0.801
3.695
0.797
0.692
0.136

0.750
3.553
0.750
0.750
-0.000

0,768

Loco
Aaju 2
0.712
3.359
0.712
0.714
-0.004

0.550
2.773
0.667
0.667
-0.212

0.875
4.393
0.893
1.000
-0.143

0.771

3.567
0.772
0.800
-0.037

0.716
3.257
0.721
0.833
-0.164

0,622

Loco

Aaju 3

0.692
3.273
0.685
0.500
0.279

0.617
2.909
0.636
0.833
-0.351

0.750
2.929
0.821
0.500
0.333

0.533
2.632
0.579
0.600
-0.125

0.735
3.235
0.735
0.750
-0.021

0,637

Loco
Aajus
0.541
2.355
0.545
0.643
-0.188

0.167
1.992
0.318
0.167
-0.000

0.500
2.000
0.533
0.667
-0.333

0.348
1.978
0.349
0.400
-0.151

0.470
2.309
0.532
0.583
-0.242

0,491

Média

0.456
3.044
0.649
0.624
0.038

0.449
2.695
0.624
0.499
0.080

0.422
3.010
0.711
0.712
-0.052

0.995
2.800
0.603
0.541
0.087

0.993
2.867
0.658
0.666
-0.043

0,630

Tabela IX Anéalise AMOVA da distribuigdo dos componentes da variabilidade genética total presente nas
colodnias reprodutivas de colhereiro.

Fonte de
Variacéao
Entre Grupos
Entre Populacdes
dentro de Grupos
Dentro das
populacdes
Total

Indices de Fixacdo
Fgr: -0.00168
Fgc: -0.00812
Fer: 0.00638

Graus de
Liberdade

2
2

101

105

Soma dos
Quadrados

2.506
2.191

125.850

130.547

Componentes da

Variancia
0.00794
-0.01004

1.24S604

1.24395

Percentagem de
Variacéo

0.64
-0.81

100.17
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Distancias genéticas (Nei, 1978) estimadas entre as colonias variaram entre -
0,052 e 0,028, valores esperados para distancias entre populagdes de uma mesma espécie
(Tabela X). A menor distdncia genética foi observada entre as colonias de Fazenda Ipiranga e
Porto da Fazenda, e entre as colonias de Baia de Gaiva e Banhado do Taim foi observado o
maior valor. Na Figura 14 estdo representadas graficamente as relagcdes genéticas entre as
coldnias numa arvore construida pelo método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean, Sneath ¢ Sokal, 1973), com base nos valores das distancias de Nei

(1978).

Tabela X. Distancias genéticas (Nei, 1978) (erro padrdo) entre todos os pares de populagdes de colhereiro
analisadas, calculadas a partir das freqiiéncias alélicas nos cinco locos de microssatélites. O maior ¢ 0 menor
valor estdo assinalados em negrito.

Baia de Fazenda Porto da Fazenda Banhado
Gaiva Ipiranga Fazenda Reitirinho do Taim
Baia de Gaiva *

Fazenda 0,004 *

Ipiranga (0,028)

Porto da -0,018 -0,052 *

Fazenda (0,033) (0,042)

Fazenda 0,009 -0,012 -0,021 (0,023) *

Retirinho (0,016) (0,020)

Banhado do 0,028 -0,026 -0,041 (0,014) 0,000 (0,016) *
Taim (0,029) (0,017)
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79 FI
PF
FR
39 BT
BG

Figura 15. Arvore UPGMA (Sneath e Sokal, 1973) construida a partir das distdncias genéticas (Nei, 1978)
estimadas usando freqii€ncias alélicas nos cinco locos de microssatélites, nas cinco populacdes das colonias
reprodutivas brasileiras de colhereiro. FI: Fazenda Ipiranga, PF: Porto da Fazenda, FR: Fazenda Retirinho, BT:
Banhado do Taim, BG: Baia de Gaiva. Os numeros nos ramos indicam o nivel de suporte de cada um deles
(bootstrap).

Os testes de alocacdo dos individuos adultos aos locais nos quais as amostras
de pena foram coletadas evidenciaram que 14,6% dos machos foram corretamente alocados

nesses locais enquanto que 29,5% das fémeas foram alocadas com sucesso.

5.3 Estimativas de parentesco genético entre ninhegos de colhereiro

Em uma primeira anélise do parentesco genético (r) médio considerando todos
os filhotes de colhereiro de cada colonia, excluindo os encontrados nos mesmos ninhos, nao

diferiu significativamente de zero (» =—0.014+ 0.0003, n = 68).

Com o intuito de inferir sobre o comportamento reprodutivo dos adultos na
natureza foi estimado o parentesco genético () entre os pares de ninhegos amostrados no
mesmo ninho, a partir dos gendtipos identificados nos cinco locos polimorficos de
microssatélites. A significancia desses valores foi testada mediante valores de probabilidade
(LOD) calculados com base das curvas de simulagdo dos valores de parentesco esperados para
pares de individuos gerados ao acaso, levando-se em conta as freqiiéncias alélicas nas
coldnias amostradas. Nessa analise foram excluidos os filhotes encontrados no mesmo ninho,

para evitar bies no resultado. As curvas teoricas apresentaram regides de sobreposi¢cdo entre
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elas, mas a curva de simulagdo para individuos ndo relacionados e meio—irmaos

diferenciaram-se mais da esperada para a dos irmaos completos (Fig. 15).

Os pares de individuos foram classificados em trés classes, segundo a proposta
do Blouin e cols. (1996). Foram utilizados os valores intermediarios entre os valores tedricos
esperados para cada categoria de parentesco (irmdos completos, meio-irmios e nao
aparentados) para defini¢do das faixas e classificacdo dos pares. Por exemplo, o ponto medio
entre 0,25 (esperado para meio - irmaos) ¢ 0,50 (esperado para irmaos completos) é de 0,375.
Todo par que apresentou um valor de » acima deste valor foi classificado como “irmaos
completos”. Do total de 16 pares analisados, cinco foram classificados como irmaos
completos (B007-B008; B054-B055; B069-B073; B081-B084 ¢ R901-R902, trés como meio
irmaos (B007-B009; B409-B410 ¢ RS12-RS13) e oito apresentaram valores esperados para

individuos ndo relacionados (Table XI).

200 —
180 — Nao relacionadas ... o |
1~~~ Irmios completos 7 B .
OC 1604 . -. Meio-irmios - «MJ B
A N R
n 1404 s / ; \ \\
t 1 Y/ b '
a 1204 S / R |
g 100 / ! B "
mo Fl ! AU
80+ }f ! i \ 4
B0 — ¢ g A Y
. A / 5
40 / ’ \ )
] / : "\
20 - / d \\:\
4 "/ - o
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Valores de parentesco simulados

Figura 16. Curvas de simulagdo dos valores de parentesco entre pares de individuos, geradas
ao acaso levando-se em conta as freqiiéncias alélicas nos cinco locos de microssatélites e as
amostras das cinco colonias reprodutivas.
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Alguns dos pares classificados como nao relacionados sdo provenientes de
ninhos onde foram encontrados trés filhotes. Por exemplo, no ninho dois de Baia de Gaiva a
comparagdo par-a-par entre os individuos BO07-B009 resultou num valor de » de 0,229, que
estd dentro do esperado para meio — irmaos. O valor de esses individuos serem realmente
meio — irmdos foi significativo (LOD: 0,671, P< 0.05) (Tabela XI). Por outro lado, a
comparagdo par-a-par entre os individuos B008-B009 pertencentes ao mesmo ninho,
apresentou um valor de r esperado para individuos nao relacionados. Dado que os valores de
desses individuos serem meio irmdos ou irmaos completos nao foram significativos (LOD MI
= 0,225, LOD IC = 0,413, P>0.05) a hipotese de que seriam nao relacionados ndo foi
rejeitada. Uma situagdo diferente foi observada num outro ninho entre os individuos R901,
R902 e R903 de Fazenda Retirinho. O parentesco genético entre o individuo R903 e qualquer
dos outros dois ninhegos apresentou valores negativos. Quando testadas as hipdteses de todas
as possiveis categorias de parentesco entre esses individuos, os valores de LOD nao foram

significativos.

5.4 Estimativas dos padrdes de dispersao natal em colhereiro

A comparacdo entre estimativas de variabilidade genética nas amostras de
DNA extraido de penas de muda de 34 machos e 38 fémeas adultos, nas cinco coldnias
reprodutivas, foi realizada para inferir sobre os padroes de dispersdo natal nos dois sexos.
Nenhum dos parametros estimados diferiu significativamente entre machos e fémeas (Tabela
XII). O parentesco genético (r) foi calculado independente para machos e fémeas como
medida indireta da existéncia de padroes de dispersdo sexo-diferenciais. Os valores de r
médio foram de -0,037 para machos e de -0.038 para as fémeas, nao diferindo

significativamente entre eles (Tabela XII, Fig. 16).

66



Tabela XI. Valores de parentesco genético, r, (Queller ¢ Goodnight, 1989) entre pares de ninhegos de
colhereiro, amostrados no mesmo ninho, usando dados nos cinco locos de microssatélites. LOD: Likelihood of

Data, score.

* P<0.05
** P<0.01
**% P<0.001

Colbnia Ninho Individuo  Valor de r par-a-par LOD
Baia de Gaiva 1 B003-B004 0,043 0.159
Baia de Gaiva 2 B007-B008 0,637 1.797**
Baia de Gaiva 2 B007-B009 0,229 0.671%*
Baia de Gaiva 2 B008-B009 0,100 0.225
Baia de Gaiva 3 B030-B031 0,095 0.033
Baia de Gaiva 4 B036-B037 0,080 -0.226
Baia de Gaiva 4 B037-B038 -0,090 -0.441
Baia de Gaiva 4 B036-B038 -0,085 -0.507

Quilu 1 B054-B055 0,392 52.087%**
Fazenda Ipiranga 1 B069-B073 0,530 0.149
Fazenda Ipiranga 2 B081-B084 0,690 12.960%***
Fazenda Ipiranga 3 B409-B410 0,143 5.671%**
Fazenda Retirinho 1 R901-R902 0,473 0.516
Fazenda Retirinho 1 R901-R903 -0,546 -0.480
Fazenda Retirinho 1 R902-R903 -0,143 -0.078
Banhado do Taim 1 RS12-RS13 0.342 10.321%**

Tabela XII. Valores de estimativas de Fg Fgr diversidade génica (Hs), média e variancia de alocagdo (mAic e
vAlc, respectivamente) e parentesco genético () para machos e fémeas adultos de cinco colonias reprodutivas
brasileiras de colhereiro (Numero de amostras analisadas).

Estimativa Macho-Macho Fémea-Fémea Valor P
Fis -0.079 -0.086 0.515
Fqr -0.006 -0.012 0.470
Hs 0.595 0.611 0.272
mAlc 0.003 -0.003 0.515
vAlc 3.526 3.559 0.380

r -0.038 (43) -0.037 (44) 0.580 (72)
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Figura 17. Grafico de box plot dos valores de parentesco observados entre individuos
encontrados nos mesmos ninhos, entre machos e entre fémeas de cinco colonias reprodutivas
brasileiras de colhereiro. Note-se que a dispersdo dos valores de parentesco entre fémeas em
torno a média populacional, ¢ maior.
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6. DISCUSSAO

6.1 Amostragem ndo-invasiva

A amostragem ndo-invasiva e subseqliente utilizagdo do DNA extraido dessas
amostras na amplificacdo de marcadores moleculares t€ém revolucionado a biologia da
conservagdo. Essa estratégia metodologica tem sido utilizada no monitoramento de
populacdes de varias espécies de organismos de dificil coleta e/ou ameagados de extingdo
(Parsons, 2005; Roon e cols., 2005). Trabalhos t€ém sido realizados, por exemplo, em ursos
(Woods e cols., 1999; Bellemain e cols., 2005), baleias corcundas (Paslb@ll e cols., 1997),
ledes de montanha (Ernest e cols., 2000), elefantes (Eggert e cols., 2003), texugos (Frantz e
cols., 2004) e coiotes (Prugh e cols., 2005). Em aves, a estratégia de amostragem nao-invasiva
restringe-se a coleta de penas. Apenas dois estudos de genética de populagdes com essa
estratégia de amostragem foram reportados previamente ¢ ambos se referem a espécies de
ambientes secos. Segelbacher e cols. (2003) documentaram diferenciagdo genética entre
populagdes do tetraz-europeu (Tetrao urogallus), ao longo de um gradiente espacial, usando
cinco locos de microssatélites espécie-especificos e cinco locos heterdlogos. Os autores
encontraram niveis crescentes de estruturagdo nas populagdes dos ambientes continuos até os
fragmentados. Rudnick e cols. (2005) utilizaram penas de muda para confirmar a monogamia
genética das aguias imperiais (Aquila heliaca), num estudo de longo prazo numa reserva
natural da Russia.

A amostragem ndo-invasiva foi testada nesse trabalho, pela primeira vez, no
monitoramento das espécies de aves de areas imidas, como os colhereiros. A coleta de penas
da muda pré-reprodutiva dos adultos, no solo das colonias reprodutivas de colhereiro provou
ser uma abordagem apropriada para estudos de genética de populacdes na espécie. Foi

possivel coletar um bom numero de penas provenientes da muda dos adultos embaixo das
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arvores nas coldnias onde se encontravam os ninhos e o DNA obtido dessas penas apresentou
alta concentragdo e boa qualidade. Em alguns casos, a amostragem de penas da muda permitiu
a obtengdo de amostras representativas de colonias nas quais ndo foi possivel a coleta de
sangue dos ninhegos. Por exemplo, a colonia de Sio Bom Jesus foi visitada somente no final
do ciclo reprodutivo, quando os filhotes ja estavam voando e as amostras nesse caso se
restringiram as penas de muda. Os colhereiros apresentam uma muda pré-reprodutiva e outra
pos-reprodutiva, como reportado para algumas espécies de aves tropicais (Foster, 1974,
Farnsworth e Simons, 2001). O fato dessas mudas se sobreporem parcialmente ao ciclo
reprodutivo minimiza o esforgo-coleta, pois permite a obtengdo numa mesma expedi¢do ao

campo de amostras de filhotes e adultos.

O protocolo da extragdo do DNA padronizado a partir das penas de muda
possibilitou a obtencdo de material de boa qualidade e em quantidade suficiente para a
amplificagdo de um bom niimero de marcadores moleculares. Foi utilizada uma regido da
pena descrita como fonte de células sangiiineas, descrita por Horvath e cols. (2005) num
estudo na espécie Aquila adalberti (Aguia Imperial Espanhola). O protocolo original descrito
por esse autor, entretanto, foi modificado de maneira de se obter uma extracdo mais
econdmica ¢ eficiente. O uso desse protocolo resultou num DNA quase completamente
integro extraido das penas, um resultado bem diferente do obtido por Segelbacher (2002) na
espécie Tetrao urogallo, na extragdo de DNA de penas de muda. Considerando a boa
qualidade do DNA obtido das penas dos colhereiros, podemos concluir que as condigdes
climaticas dos habitats imidos ndo influenciam negativamente na conservacao do material
coletado. As penas amostradas podem ter permanecido no chdo de uma semana a 2 meses
(desde a muda pré-reprodutiva até o comego da coleta no periodo reprodutivo), podem ter
sofrido a agdo da dgua das chuvas e foram estocadas em freezer por até sete meses até seu

processamento. Os resultados apresentados demonstraram que o tempo e as condigdes de
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armazenamento das penas ndo comprometeram o isolamento do DNA genomico de boa

qualidade.

Entre as condi¢des do protocolo que mais influenciaram o sucesso da extracao
do DNA podemos citar a quantidade de enzima Proteinase K empregada, a incubagdo no
banho-maria numa temperatura adequada para a enzima (37°C) e a agitacdo vagarosa da
mistura apds adigdo de Proteinase K. Esses fatores possibilitaram a correta dissolucdo dos
tecidos da pena e a conseqiiente liberacdo do DNA. As penas de colhereiro medem entre 15 e
25 cm. (Fig. 7) e o coagulo de sangue estd bem visivel na regido indicada por Horvath (2005)

num intervalo que compreende 3 cm, facilitando a obten¢do de uma boa quantidade de DNA.

O DNA isolado das penas foi utilizado como DNA molde na amplificacdo de
um bom numero de marcadores moleculares (ver secdo seguinte), entre eles, os ligados ao
sexo. Outros autores reportaram baixa eficiéncia na amplifica¢dao de alguns locos, incluindo o
gene CHD, quando DNA era extraido com kits comerciais a partir de penas coletadas no solo
(Segelbacher, 2002, Bush e cols., 2005). Contrariamente ao citado na literatura, a sexagem
das penas de colhereiros adultos foi bem sucedida e permitiu o estudo posterior de aspectos
relacionados a dispersdo, os quais ndo poderiam ter sido investigados sem uma amostra
sexada dos adultos formadores das coldnias (ver secdo Padroes de Dispersdo Natal).

A amostragem nao-invasiva, acoplada ao uso de um painel de marcadores
polimérficos permitiu a individualizagdo das penas de colhereiro, pois a Probabilidade de
Identidade calculada foi muito baixa. Com apenas dois locos espécie-especificos mais
variaveis na espécie, a probabilidade de se encontrar dois genotipos iguais numa amostra foi
de uma em mil individuos. Esses valores garantem que penas de muda provenientes de um
mesmo individuo sejam identificadas e excluidas da amostra, um resultado importante na
validagdo do uso de penas coletadas no solo em estudos populacionais. Na amostra analisada

ndo encontramos duas penas com o mesmo genodtipo, exemplo na amostra de 30 penas
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coletadas no solo de uma colénia. No caso de duas penas apresentarem o mesmo genoétipo,
uma podera ser descartada da analise por completa coincidéncia dos perfis genéticos, uma
condicao dificil de ser explicada pelo acaso.

As populacdes de aves possuem alta sensibilidade as mudancas ambientais e,
por esse motivo, tém sido utilizadas como bioindicadoras dos habitats ocupados durante seus
ciclos reprodutivos (Kushlan, 1993). Uma das principais dificuldades para o uso das
populacdes de aves aquaticas como bioindicadoras é a dificuldade relativa a captura e
amostragem desses organismos (Kushlan 1993). Os resultados do presente trabalho validam a
metodologia ndo-invasiva de coleta de penas de muda como uma ferramenta para o

monitoramento genético dessas populagdes de aves que vivem ou se reproduzem em areas

alagadas.

6.2 Estimativas de variabilidade genética e estruturagdo populacional

O genoma das aves contém dez vezes menos microssatélites do que o genoma
dos outros organismos (Primmer e cols., 1997). Linn (1993) sugeriu que a espécie Platalea
ajaja apresenta baixa variabilidade em relagdo a ocorréncia de marcadores de microssatélites,
aproximadamente um a cada 1.6-4.0 Mb. Sawyer (2002) também encontrou baixo nivel de
freqiiéncia dos microssatélites, numa amostra de 51 colhereiros provenientes de trés
zoologicos dos EUA isolou 32 locos de microssatélites na espécie, sendo apenas cinco deles
polimérficos. Levando-se em conta essas referéncias, estudaram-se neste trabalho locos
espécie-especificos e locos heterdélogos. Na abordagem heterologa, iniciadores de replicagao
caracterizados para uma espécie filogeneticamente relacionada foram usados na amplificagao
de regides gendmicas de colhereiro. No nosso caso, testamos em colhereiro os
oligonucleotideos iniciadores isolados para cabega-seca (Van den Bussche e cols., 1999;

Tomasulo-Seccomandi e cols., 2003) , uma espécie da mesma ordem que Platalea ajaja.
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Entre os parametros que mais contribuiram para o sucesso da amplificagdao dos
locos heter6logos em colhereiro, podemos citar a diminui¢do na temperatura de hibridagao
utilizada, segundo esquema de amplificagdo do tipo “touchdown” (Don e cols., 1991). Nesse
esquema, a temperatura diminui a cada ciclo de uma forma estabelecida pelo pesquisador (no
nosso caso, meio grau por ciclo), com o objetivo de maximizar a especificidade da hibridacao
entre o iniciador ¢ 0 DNA molde nos primeiros ciclos de PCR. Na amplifica¢do heterologa, ¢
esperada certa propor¢do de ndo-homologia entre a regido de anelamento dos iniciadores e o

DNA da espécie estudada.

De um total de 13 locos heterdlogos testados, nove ndo amplificaram, dois
amplificaram, mas se mostraram monomorficos nos individuos analisados e os dois restantes
foram polimorficos. Lopes (comm. pess.) testou em tuiuia (Jabiru mycteria) os mesmos
oligonucleotideos iniciadores descritos para cabeca-seca, usados no presente trabalho,
encontrando de um total de 16 locos 10 polimoérficos. Essas trés espécies pertencem a ordem
Ciconiiformes, mas dentro dessa ordem o cabeca-seca e o tuiuiu estao classificados na mesma
familia (Ciconiidae), enquanto que, o colhereiro encontra-se na familia Threskiornithidae.
Nossos resultados estdo de acordo com o reportado na literatura (Galbusera e cols., 2000,
Primmer e cols., 2005) que pressupde que a percentagem de locos heterélogos polimorficos
nas espécies de ave diminui quando se aumenta a distdncia filogenética entre espécie
analisada e a espécie na qual foram isolados os marcadores. Embora s6 um loco heterélogo
tenha se mostrado util nas nossas andlises, a amplifica¢do heter6loga foi validada como uma
estratégia para analise de variabilidade nas espécies nas quais os marcadores especificos nao

foram ainda descritos ou quando o repertorio dos locos ¢ limitado (Primmer, 1996).

Quando os microssatélites especificos de colhereiro (Sawyer, 2002) foram
testados no presente trabalho, esses apresentaram um melhor desempenho quanto ao tempo

empregado na padronizagdo das reagdes de PCR, na eficiéncia da amplificacdo e no nivel de
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polimorfismo. Todos os quatro locos analisados mostraram niveis variaveis de polimorfismo
na espécie com numeros de alelos por loco que variaram desde 5 (Aaj5) até 10 (Aajl). Nossos
resultados concordam com o reportado por Sawyer (2002) no estudo de 51 individuos
selvagens mantidos em cativeiro nos EUA. Nesse trabalho, o autor encontrou que o loco Aajl
foi o que apresentou maior numero de alelos, enquanto que, o loco Aaj5 apresentou o menor,
da mesma forma que neste trabalho. Alguns alelos das populagdes norte-americanas
apresentaram tamanhos diferentes dos alelos nos mesmos locos das populagdes brasileiras.

Por exemplo, os alelos 187 e 190 do loco Aajl e os alelos 197 e maiores do loco Aa;j3.

De um total de seis locos de microssatélites utilizados na analise, cinco se
mostraram polimorficos nas coldnias analisadas, enquanto que, um dos heterologos (WS09)
foi monomorfico em quatro das cinco colonias. As heterozigosidades nas populagdes
brasileiras de colhereiro (71 individuos) nao diferiram significativamente da observada na
unica populacdo dos EUA (15 individuos) avaliada por Sawyer (2002), apesar das diferencas
no tamanho amostral entre esse estudo ¢ o do autor norte americano (2002). Esses achados
indicam que houve pouca perda de variabilidade genética nas populagdes da Florida ou que
ocorreu rapida recuperagdo das populacdes durante as 16 geragdes passadas desde a redugao
do tamanho populacional observado no periodo de 1890 a 1920 (considerando 7
anos/geracao). Uma outra explicacdo para a semelhancga encontrada entre a heterozigosidade
reportada no presente trabalho e a da populacdo dos EUA estaria baseada na suposi¢ao de que
as populacdes do Pantanal brasileiro estariam passando por um declinio (del Hoyo, 1992),
com a conseqliente perda de variabilidade. Um estudo com uma amostra mais representativa
de diversas regidoes de América do Norte e do Brasil esclarecerd quais hipdteses sao

verdadeiras.

As taxas de heterozigotos observadas em todas as colonias brasileiras de

colhereiro foram maiores do que as reportadas para outras espécies de Ciconiiformes.
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Colonias pantaneiras de cabeca-seca apresentaram, por exemplo, um nivel de
heterozigosidade média de 0,30, considerando-se os dados de 16 locos de microssatélites
espécie-especificos (Tomasulo-Secomandi, 2004), enquanto que, populagdes pantaneiras de
tuiuia (Lopes e cols., 2005) apresentaram um valor de 0,41, baseando-se nos dados de 10
locos de microssatélites heterélogos. Os niveis de variabilidade genética detectados nos
colhereiros foram também maiores do que os reportados para populagdes norte-americanas de

cabega-seca (0,39, Van Den Bussche et al., 1999).

No presente estudo, ndo foram encontradas evidéncias de diferenciagdo
genética e estruturagdo populacional nas colonias reprodutivas brasileiras de colhereiro. Os
valores de Fgsr observados foram baixos (de -0,0204 a 0,0153) e ndo diferiram
significativamente de zero. Os testes de alocacdo também ndo conseguiram alocar
adequadamente uma grande parte dos individuos, apoiando a ndo existéncia de diferenciagao
genética entre as colonias. Para explicar a distribuicdo homogénea da variabilidade genética,
podemos sugerir que existe fluxo génico atual entre as colonias, ou que as colonias trocaram
migrantes no passado e o tempo transcorrido desde entdo ndo foi suficiente para tornar essas
populacdes geneticamente diferenciadas. O Nm calculado por geragdo baseado no estimador €
do Fr, foi relativamente alto, revelando que houve homogeneizagao genética das colonias. As
estimativas de nimero de migrantes baseadas no Fsr, contrariamente as baseadas no Rgr,
desempenham-se bem quando o nimero de locos analisados ¢ o tamanho amostral sdo
pequenos, (Gaggiotti e cols., 1999). Nossos achados concordam com o sugerido nos estudos
prévios com DNA mitocondrial (2005). Estudos baseados com DNAmit e microssatélites
desenvolvidos em outras espécies de aves aquaticas da familia Ciconiidae, como o tuiuii e o
cabega-seca, reportaram também baixos niveis de estruturacdo nas populagdes pantaneiras.
Lopes (2002) e Del Lama e cols (2002) avaliaram niveis de estruturacdo populacional em

cinco coldnias do cabeca-seca, Mycteria americana, do Pantanal brasileiro mediante a analise
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de locos alozimicos. Dos 22 locos analisados sO sete resultaram polimoérficos e os dados
evidenciaram baixa estruturagdo genética nas colonias estudadas. Os autores sugeriram a
existéncia de um alto nivel de fluxo génico entre as colonias, e essa hipdtese foi apoiada pelo
nimero alto de migrantes estimado usando esses marcadores. Nos trabalhos de Rocha e cols.
(2004) foram comparados niveis de variabilidade genética e estruturacdo populacional em
nove coldnias brasileiras de cabeca seca mediante dados de oito locos alozimicos e quatro
locos de microssatélites. Esses autores reportaram que os niveis de estruturacdo populacional
encontrados entre as colonias brasileiras foram baixos e ndo significativos entre as populagdes
brasileiras. Ainda em Mycteria americana, Tomasulo-Seccomandi (2004) avaliou e comparou
os niveis de variabilidade genética e estruturagcdo populacional de 9 colonias norte-americanas
e 11 colonias do Pantanal brasileiro usando dados de nove locos de microssatélites. Foram
encontrados baixos niveis de estruturagdo genética entre as populagdes dos EUA e auséncia
de diferenciacdo entre as populagdes do Pantanal. Sugere-se que o fluxo génico entre as
coldnias brasileiras seria maior do que o fluxo entre as norte-americanas. O trabalho de Lopes
e cols. (2006 no prelo) com DNA mitocondrial (DNAmit) apoiou esses achados, ja que os
autores encontraram baixos niveis de diferenciacao genética entre as populagdes Pantaneiras.
Como ndo foi evidenciada diferenciagdo genética entre as colonias de
colhereiro estudadas no presente trabalho, estas poderiam ser tratadas como uma unica
unidade de manejo desde o ponto de vista da conservacao dessas populagdes. Por outro lado, ¢
importante levar em conta que o desempenho relativo das estimativas de diferenciagdo
genética e estruturagdo dependem da aplicabilidade dos modelos usados nos programas que
auxiliam nos calculos de ditas estimativas e de um niimero de pressupostos que nem sempre
sao cumpridos nas populagdes naturais (Balloux e Lugon-Moulin, 2002). Entre esses
pressupostos, encontra-se o modelo mutacional dos marcadores utilizados, no caso, os

microssatélites. O modelo mais simples de mutacdo que pode se aplicar aos microssatélites,
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conhecido como Modelo Passo a Passo (SMM, do Inglés, Stepwise Mutation Model; Ohta e
Kimura, 1973), assume que o comprimento dos STRs aumenta em uma unidade por mutacao
e que as expansdes e contragdes sdo igualmente freqiientes. Esse modelo tem sido apoiado por
evidéncias experimentais recentes (Whittaker e cols, 2003) apesar de se ter demonstrado que a
taxa de mutagdo aumenta com o maior tamanho dos alelos (Ellegren, 2000; Kruglyak e cols,
2000), uma evidéncia de que o surgimento de alelos ndo seria totalmente aleatorio.

Além disso, as decisdes de manejo baseadas somente em informagdo genética
que ¢ parcial sdo, algumas vezes, inadequadas. Por exemplo, adaptagdes ecologicamente
importantes aos diferentes habitats locais podem simplesmente passar despercebidas nesse
tipo de analise. Uma das colOnias estudadas neste trabalho (Banhado do Taim, RS) estd
localizada em um ambiente litordneo, diferente do ambiente pantaneiro. At¢ o momento, ndo
se sabe se existe alguma adaptacao local dos colhereiros a esse tipo de ambiente. Por isso, se
desconhece até que ponto o fato de considerar as colonias brasileiras como uma tnica unidade

de manejo seria prejudicial para os individuos que se reproduzem em ditas coldnias.

6.3 Estimativas de parentesco entre ninhegos de colhereiro

As andlises de parentesco genético baseados em marcadores de microssatélites
sdo uteis na melhor compreensdo dos padrdes de estruturacdo em escala fina das populagdes
naturais de uma variedade de taxa, incluindo o das aves (Piertney, 1998; Webster, Chuang-
Dobbs e Holmes, 2000, Alderson e cols., 2001; Bentzen e cols., 2001; Webster e Reichart,
2005). Estudos envolvendo diversas espécies de aves tém estimado parentesco genético com o
objetivo de inferir sobre comportamento reprodutivo, na sua maioria em espécies com
comportamentos particulares, como por exemplo, as que fazem leks (Hoglund e Shorey, 2003;

Bouzat e Johnson, 2004; Gibson e cols., 2005).
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Nas espécies neotropicais os estudos sao menos freqlientes, mas podemos citar
o trabalho de Hoglund e Shorey (2003), no qual foram utilizados oito locos polimoérficos de
microssatélites para avaliar a estrutura genética de populagdes da rendeira formadora de leks
(Manacus manacus). Esses autores reportaram que alguns dos machos dos leks eram
aparentados, com valores de parentesco (r) esperados para irmaos completos € meio irmaos, €
sugeriram que os machos tém mais chances de se estabelecerem num /lek, se individuos

relacionados geneticamente ja estdo presentes no grupo.

Um dos principais achados do presente trabalho foi o de que as populagdes de
colhereiro estudadas ndo se encontram estruturadas em escala fina. Os baixos valores de
parentesco genético identificados entre os individuos dentro das colonias sdo indicativos de
que a maioria dos individuos de uma dada colonia ndo sdo geneticamente relacionados. O
parentesco médio entre os individuos ndo foi alto em nenhum grupo particular, como seria
esperado caso essas colonias apresentassem algum nivel de estruturagdo genética. Por
exemplo, Friesen e cols. (1996) estudaram a diferenciacdo microgeografica dentro de uma
colonia de Uria lomvia da Noruega e encontraram, usando proteinas ¢ DNAmit, que dentro
das colonias ocorriam grupos mais relacionados, a pesar da diferenciagdo genética ndo ter

sido observada em escalas maiores, como na comparagao entre colonias.

No presente estudo, procurou-se inferir sobre o sistema de acasalamento dos
adultos na natureza mediante uma abordagem genética indireta, estimando-se o nivel de
parentesco genético entre filhotes encontrados nos mesmos ninhos. Essa abordagem ja foi
empregada para estudar comportamento reprodutivo em varias espécies de aves, por exemplo,
arara-canindé (4ra arauna) (Caparroz, 2003). No presente trabalho, utilizando a classificagao
proposta por Blouin (1996), do total de 16 pares de ninhegos de colhereiro analisados, cinco
foram classificados como irmaos completos, trés como meio-irmads € oito como nao

aparentados. Em trés casos, foram coletados trés individuos por ninho e as andlises de
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parentesco demonstraram que alguns dos pares do mesmo ninho se encontravam pobremente

relacionados ou ndo eram aparentados (Tabela XI).

Segundo observagdes de campo restritas a um unico casal, o colhereiro seria
socialmente monogamico, com ambos os membros do par contribuindo para a construcao do
ninho (Dumas, 2000). Para explicar os nossos achados nas populagdes naturais, podemos
sugerir a existéncia de copula extra-par e/ou parasitismo de ninho, como observado (Brown,
C. comm. pess. ao Sawyer, 2002, pp.289) e confirmado geneticamente (Sawyer, 2002) para
aves mantidas em cativeiro. Sawyer (2002) em um estudo de familias de colhereiro mantidas
em cativeiro em um zoologico dos EUA, evidenciou paternidade extra-par baseando-se em
dados levantados em quatro locos de microssatélites. Em dez de 25 familias estudadas, ambos
os pais ou um deles foram excluidos do vinculo através da andlise qualitativa e comparagao

dos genotipos dos casais e supostos filhotes.

E interessante notar que a ocorréncia de fertilizagdo extra-par ja foi observada
em ninhos com trés ninhegos em outras espécies de aves, nas quais as fémeas podem se
envolver em copulas extra-par para aumentar o seu sucesso reprodutivo chocando uma maior
proporc¢ao de ovos (Gray, 1997). A copula extra-par poderia ser uma estratégia reprodutiva
dos Threskiornihideos, ja que esse comportamento tem sido observado para outras espécies da
familia. Baseados em observagdes ecoldgicas, Elbin e Burger (2005) reportaram a ocorréncia
deste fendmeno em 32 % do total das copulas do guard-vermelho (Eudocimus ruber) em

cativeiro.

Em termos de comportamento reprodutivo, o campo da ornitologia vem sendo
revolucionado pelo desenvolvimento das técnicas moleculares, as quais t€ém contribuido
sobremaneira para evidenciar que a maioria das aves, antes consideradas como socialmente
monogamicas (Greenwood, 1980), na verdade apresentam niveis altos de acasalamento extra-
par. Griffith e cols. (2002) revisaram a freqii€ncia da ocorréncia de copula extra-par nos
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passeriformes e evidenciaram que somente 14% das espécies levantadas sdo geneticamente

monogamicas, enquanto que 86% restante apresentam niveis varidveis de poliandria.

Por outro lado, as curvas de simulagdo dos valores de parentesco entre pares
gerados ao acaso, levando-se em conta as freqiiéncias alélicas observadas em ninhos de
colhereiro diferentes dos analisados, apresentaram uma area grande de sobreposicao,
especialmente com relagdo as curvas de meio-irmaos ¢ ndo relacionados, dificultando assim
as conclusdes em relacdo ao comportamento reprodutivo do colhereiro. Uma estratégia para
aumentar o poder das analises de parentesco ¢ utilizar um maior nimero de locos. Blouin
(1996), por exemplo, a partir de dados em 20 locos de microssatélites em uma populacao
natural de ratos discriminou irmaos completos dos ndo relacionados, € méio-irmaos de irmaos
completos ou ndo relacionados, em 80% das andlises. No presente trabalho foram utilizados
todos os locos polimorficos espécie-especificos que se reportaram até entdo na literatura, mais
um loco heterdlogo. Para aumentar o nimero de locos de microssatélites nas analises de
parentesco, poder-se-ia testar a amplificagdo dos marcadores mais polimoérficos descritos na
espécie Nipponia nippon (Ji e cols., 2004) e na espécie Eudocimus ruber (Santos e cols.,

2006), pois ambas pertencem também a familia Threskiornithidae.

6.4 Padrdes de dispersdo natal em colhereiro

A estrutura genética das populagdes ¢ influenciada, entre outros fatores, pelo
grau de filopatria natal da espécie, definida como o movimento do individuo de seu local de
nascimento até o local onde se dd o inicio de sua reproducdo. Quando os adultos sdo
altamente filopatricos ¢ esperado um alto grau de diferenciacdo genética entre as diferentes
areas de reprodugdo da espécie e, portanto, um alto grau de estruturagdo populacional. Em
populacdes naturais de aves a dispersao ¢ geralmente maior entre as fémeas, enquanto que os

machos sdo mais sedentarios, e retornam em maior propor¢do ao local de nascimento para sua
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reproducao (Greenwood, 1980). Na maioria das familias de aves, esse ¢ o padrao observado,
sendo poucas as excegoes observadas, restritas a familia dos anatideos, na qual os machos sao
mais dispersivos. No Unico registro anterior a esse estudo sobre os movimentos de dispersao
em colhereiro, Silva e Bello Fallavena (1995) sugeriram uma tendéncia a filopatria natal

baseando-se em dados ecologicos de anilhamento de filhotes no Rio Grande do Sul.

No presente trabalho foi empregada uma abordagem genética, ndo utilizada até
entdo nessa espécie, para se estimar os padrdoes de dispersdo natal.Varios parametros
genéticos foram estimados separadamente para amostras de machos e fémeas adultos e depois
comparados entre si com o intuito de evidenciar diferencas entre os sexos quanto a
distribuicdo da variabilidade genética. As andlises comparativas desses pardmetros entre
fémeas e machos, ndo evidenciaram diferencas significativas, o qual aponta para uma
aparente semelhanga nos padroes de dispersdo para ambos os sexos. Porém, como outros
fatores influenciam na estruturagdo populacional, a alta filopatria natal nem sempre resulta em
altos niveis de estruturacdo populacional. Por exemplo, em um estudo com seis locos de
microssatélites em albatrozes da espécie Thallasarche bulleri bulleri em trés ilhas da Nova
Zelandia, Van Bekkum e cols. (2006) encontraram auséncia de estruturacdo genética
populacional apesar dos altos niveis de filopatria natal registrados para essa espécie (por
experimentos de marcagdo e recaptura). Os autores supdem que os atuais niveis de fluxo
génico sdo suficientes para manter a homogeneidade das populagdes. Portanto, ndo se poderia
descartar que em colhereiro existam padroes de dispersio sexo-diferenciados, nao

adequadamente detectados pela metodologia empregada no presente trabalho.

Neste ponto, ¢ importante notar que o poder dos testes usados para se estimar a
dispersao diferencial com base nas ferramentas genéticas depende de varios fatores. Goudet e
cols. (2002) discutiram os métodos para se estimar dispersdo sexo-diferencial com a utilizagao

de marcadores de heranca bi-parental e co-dominantes. Apos a analise do desempenho de
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varios testes, em diferentes situagdes de amostragem e com varios nimeros de alelos por loco,
os autores concluiram que esses testes dependem, na maioria das vezes, da propor¢ao
amostrada da populagdo. Outro ponto importante que influencia a sensibilidade desses testes ¢
a magnitude do desvio na dispersdao. Os testes apresentam-se mais poderosos na deteccao do
desvio quando a magnitude do mesmo ¢ grande (da ordem de 80 dispersores para 20
filopatricos). Dessa maneira, se os marcadores utilizados e a amostra analisada no presente
trabalho, ndo permitiram a detec¢do da existéncia de um possivel desvio sexo-diferencial na
dispersao, esse achado ndo pode excluir a possibilidade da sua existéncia. Uma boa estratégia
para se aumentar o poder de deteccdo no caso de colhereiro, seria ampliar o esfor¢o amostral
por coleta (Goudet e cols., 2002). Nesse sentido, a metodologia de amostragem ndo invasiva
de penas da muda dos adultos no solo das colonias reprodutivas, testada e padronizada neste

trabalho, facilitara tal procedimento.
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7. CONCLUSOES

*
L X4

A aplicagdo da estratégia de amostragem nao-invasiva somada ao uso de marcadores
moleculares, contribuiu para o levantamento de uma maior quantidade de informagao
biolodgica relevante na espécie Platalea ajaja. Essa metodologia se constitui numa
ferramenta muito 1til para o monitoramento de populagdes de aves aquaticas com
biologia semelhante a da do colhereiro e, em conseqiiéncia, contribuird para subsidiar

politicas de conservac¢ao dos ambientes nos quais elas habitam.

Os dados de marcadores nucleares neutros (microssatélites) ndao evidenciaram
estruturacao populacional nem diferenciagdo genética entre as populagdes brasileiras
de colhereiro estudadas no presente trabalho. Dita auséncia de estruturagdo
populacional pode ser explicada pela ocorréncia atual de troca de individuos entre as
colonias reprodutivas ou pela existéncia de fluxo génico passado, os quais
contribuiram para a homogeneizagdo genética das populagdes, ndo tendo decorrido,

desde entdo, suficiente tempo para torna-las geneticamente diferentes.

Evidéncia genética demonstra que a monogamia social proposta para a espécie nao
explica as relagdes de parentesco genético determinadas para ninhegos encontrados no
mesmo ninho. A ocorréncia de copula extra-par e/ou parasitismo de ninho merecem

ser mais bem investigados em populagdes naturais de colhereiro.

Estimativas de pardmetros genéticos calculadas independentemente para adultos de
ambos 0s sexos e comparadas entre si, indicaram que a magnitude da dispersdo

pareceria ser semelhante para machos e fémeas da espécie.
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9. APENDICE

Genodtipos em seis locos de microssatélites e sexo de 30 amostras de penas de adultos de
colhereiro coletadas na coldnia reprodutiva de Sao Bom Jesus. S/D: Sem dado.

Amostra  Sexo WS03 WS09 Aajul Aaju2 Aajud3 Aajub
RCO1 Fémea 174/176 273/273 160/160 245/249 173/176 203/203
RC02 Macho 174/174 273/273 169/178 229/233 173/176 203/203
RCO03 Fémea 174/176 273/273 178/184 233/245 176/203 200/203
RC04 Macho 176/176 273/276 160/169 241/249 176/197 203/203
RCO05 Fémea 174/176 273/273 160/163 229/249 197/203 200/203
RCO06 Macho 174/176 273/273 163/184 245/249 173/206 200/203
RC09 Fémea 174/176 273/276 166/178  S/D  176/209 197/200
RC10 Fémea 174/176 273/273 184/190 233/245 173/176 200/206
RCI11 Macho 174/174 273/273 160/160 233/241 173/176 200/209
RC12 Macho 174/176 273/273 178/184 241/249 176/176 194/200
RCI13 Fémea 174/176 273/276 160/169 233/245 176/197 197/203
RC14 Fémea 176/176 273/273 166/169 229/233 197/203 200/203
RCI16 Fémea 176/176 273/276 178/184 245/249 176/176 203/209
RC17 Macho 174/176 273/273 178/190 233/245 173/176 203/203
RCI18 Fémea 174/176 273/276 184/190 229/233 173/176 203/203
RC20 Macho 174/174 273/276 163/184 245/249 176/206 203/203
RC21 Fémea 174/176 276/276 160/166 229/233 203/209 197/203
RC22 Fémea 176/176 273/273 169/184 241/245 197/203 200/203
RC24 Macho 174/176 273/273 184/184 245/249 173/176 200/209
RC25 Fémea 174/176 273/276 178/184 245/249 S/D 197/200
RC26 Macho 174/176 273/273 169/178 229/245 176/197 200/203
RC27 Macho 174/176 273/273 160/163 233/233 197/206 203/203
RC28 Macho 176/176 273/276 163/178 229/233 203/209 203/203
RC29 Fémea 174/174 273/273 160/184 233/249 173/176 197/203
RC30 Macho 174/176 273/276 184/184 245/245 176/197 200/206
RC31 Macho 176/176 273/273 178/184 245/249 176/176 203/203
RC32 Fémea 174/174 273/273 163/169 233/245 173/176 203/203
RC33 Macho 174/176 273/276 160/166 229/241 173/176 200/203
RC34 Macho 174/176 273/273 169/184 245/249 176/203 194/203
RC35 Fémea 174/174 273/276 160/169 241/245 173/197 203/203
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