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Resumo 

 

Foram estudadas populações de Ardea alba egretta (garça-branca-grande) da família 

Ardeidae (Aves), amostradas em quatro regiões brasileiras, com latitudes diferentes (Rio 

Grande do Sul, Pantanal, São Paulo e Amapá). Oligonucleotídeos espécie-específicos 

desenvolvidos nesse estudo possibilitaram o seqüenciamento de um fragmento de 586 pb do 

Domínio I da região controladora do DNA mitocondrial em 194 individuos. Cinqüenta e oito 

sítios polimórficos foram encontrados, definindo 74 haplótipos. O haplótipo de maior 

freqüência foi o Hap9 e a maioria dos demais haplótipos apresentaram freqüências baixas. A 

diversidade nucleotídica média foi de 0,006 e a diversidade haplotípica média 0,908. A 

distribuição da diversidade nucleotídica seguiu ordem decrescente do Amapá > Pantanal > 

São Paulo > Rio Grande do Sul e as diferenças entre Amapá e as demais populações foram 

estatisticamente significativas. Os resultados da análise AMOVA indicaram que há 

diferenciação genética entre as populações das quatro regiões (Fct = 0,02145; p = 0,03324). 

Valores de Fst par-a-par revelaram baixa estruturação entre as colônias dentro de cada região, 

mas estruturação entre as quatro regiões foi detectada. Ficou evidente pelas análises de 

estruturação que a composição genética do Amapá difere das demais regiões estudadas. 

Significantes desvios nos testes de Fs de Fu, D de Tajima, R2 e as análises da distribuição das 

diferenças par-a-par (“mismatch distribution”) e redes haplotípicas em formato de estrela 

apontam para sinais de expansão demográfica nas populações do Rio Grande do Sul e do 

Pantanal. Para o Amapá apenas os desvios de Fs de Fu foram significativos e as curvas de 

“mismatch distribution” podem ser explicadas pelo padrão unimodal. A estimativa do tempo 

de expansão (τ) para o Rio Grande do Sul foi de 7.195 anos antes do presente, para o Pantanal 

foi de 32.009 e para o Amapá foi de 68.674, anos antes do presente. Os resultados obtidos 

foram concordantes com a hipótese de que a região equatorial possivelmente foi o refúgio 

para as populações dessa espécie durante glaciações ocorridas no Pleistoceno. 

 

 

 
Palavras chaves: DNA mitocondrial, garça-branca-grande, estruturação, expansão 
demográfica, Pleistoceno. 
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Abstract 

 

The present work studied populations of Ardea alba egretta (Great Egret) family Ardeidae 

(Aves), sampled from four Brazilian regions situated at different latitudes (Rio Grande do Sul, 

Pantanal, São Paulo and Amapá). Species-specific primers developed in this study allowed 

the sequencing of 194 individuals in the Domain I of mitochondrial DNA control region 

(fragment of 586 bp). Fifty-eight polymorphic sites were found, defining 74 haplotypes. 

Haplotype Hap9 was the most frequent and the majority of the remaining haplotypes occurred 

in low frequencies. Average nucleotide diversity was 0.006 and average haplotype diversity 

0.908. Distribution of nucleotide diversity followed a descending order: Amapá> Pantanal> 

São Paulo> Rio Grande do Sul, and the differences between Amapá and the other populations 

were statistically significant. Results of AMOVA analysis indicated that there is genetic 

differentiation among populations of the four regions (Fct = 0.02145, p = 0.03324). Values of 

the pairwise F-statistics showed low genetic structuring among the colonies within each 

region, but significant structuring among the four regions. It was evident by the analysis of 

structuring that the genetic composition of Amapá is different from other regions. Significant 

differences revealed by the tests of Fu's Fs, Tajima's D, R2 and analyses of mismatch 

distribution, together with star-shaped haplotype networks, indicated signals of demographic 

expansion in the populations of Rio Grande do Sul and Pantanal. For the Amapá population 

only biases of Fu's Fs were significant and the curves of "mismatch distribution" can be 

explained by the unimodal standard distribution. The estimated time of expansion (τ) for Rio 

Grande do Sul population was 7,195 years before present, for Pantanal population was 32,009 

and for Amapá population was 68,674. Obtained results are consistent with the hypothesis 

that the equatorial region likely was a refuge for populations of this species during the 

Pleistocene glaciations. 

 

 

 

 

Key words: Great Egret, mitochondrial DNA, structuring, Pleistocene, population expansion. 
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1 Introdução  

 

1.1 A família Ardeidae  

A família Ardeidae é uma das sete famílias de aves pertencentes à ordem 

Ciconiiformes e está amplamente distribuída pelo mundo. De acordo com a última proposta 

de classificação taxonômica, as 62 espécies descritas dessa família podem ser agrupadas em 

cinco subfamílias: Ardeinae, Botaurinae, Tigrisomatinae, Agamiinae e Cochleariinae 

(KUSHLAN; HANCOCK, 2005) (Figura 1). A origem da família é bem antiga, datada do 

Eoceno há 60-38 milhões de anos atrás. Alguns dos gêneros presentes hoje são muito velhos, 

como por exemplo, o gênero Ardea que é conhecido desde o Mioceno tardio, há sete milhões 

de anos atrás (HOYO et al., 1992; KUSHLAN; HANCOCK, 2005). No Brasil, a família está 

representada por 25 espécies, sendo a maioria de aves aquáticas, com porte variado, 

ocorrendo desde as garças grandes até os socós de menor porte.   

 

 
Figura 1: Diagrama da Família Ardeidae. (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). 

 

Os ardeídeos dessa família são reconhecidos por todo o mundo, sendo caracterizados 

pelas pernas e dedos compridos, bicos longos e pontiagudos e, na maioria das vezes, por 

pescoços finos e longos. Podem apresentar plumagens pretas, marrons, azuis, cinzas e 

brancas. Os adultos e jovens apresentam diferentes padrões de plumagem (SICK, 1997; 

SIGRIST, 2006). A cor da íris muda conforme o crescimento e o período reprodutivo, assim 

como o colorido das partes nuas que se intensifica durante este período e podem mudar de 
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coloração em questão de segundos ou minutos (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). A 

característica mais marcante e distinguível desta família é o seu pescoço em forma de “S” 

devido ao alongamento da sexta vértebra cervical. Essa característica permite retrair e 

estender o pescoço com grande facilidade, e ele fica geralmente contraído nas costas sobre o 

corpo durante o vôo (HOYO et al., 1992).  

As espécies forrageiam usando ampla variedade de técnicas na captura de suas presas, 

pois possuem hábitos alimentares diferentes. O tamanho e a forma do bico são especialmente 

importantes, pois estão envolvidos no tipo de presa. O comprimento do pescoço e das pernas 

tem relação com a profundidade da água freqüentada pelas diferentes espécies (HOYO et al., 

1992; McCRIMMON et al., 2001). A técnica de forrageamento mais usada pelos ardeídeos 

consiste no comportamento de espera: a ave fica parada ou faz pequenos movimentos na 

margem dos corpos d’água até que uma presa chegue perto e a ave com seu bico a capture. A 

dieta pode ser à base de peixes, anfíbios, serpentes aquáticas, pequenos mamíferos (ratos ou 

preás), moluscos e caranguejos. Todos os ardeídeos tendem a depender, em certo grau, de 

ambientes aquáticos durante seu ciclo anual (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). 

 As garças apresentam “egretas” (penas de adorno no dorso) e “topetes” durante seu 

ciclo reprodutivo, período em que são realizadas as elaboradas cerimônias de acasalamento. 

No grupo de garças encontramos espécies que nidificam isoladamente enquanto outras se 

reproduzem em colônias. E mesmo dentro do mesmo gênero como Ardea há diversidade de 

padrões, por exemplo, Ardea sumatrana faz ninho isolado, Ardea cocoi, se reproduz em 

colônias ou isoladamente e Ardea alba se reproduz em colônias na maioria das vezes, 

podendo também ser encontrada isoladamente. Em regiões temperadas, o período reprodutivo 

ocorre durante a primavera e o verão, quando as condições ambientais são mais propícias. Nas 

regiões tropicais a reprodução coincide com o período de estiagem, pois é quando os rios e 
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lagos se tornam mais rasos, facilitando a captura de presas pelas espécies aquáticas 

(KUSHLAN; HANCOCK, 2005; SIGRIST, 2006). 

Ao longo da história, as civilizações humanas têm se desenvolvido próximas de rios, 

lagos e oceanos, onde os seres humanos encontram fontes abundantes de alimentos. Estas 

áreas também são habitadas por integrantes da família Ardeidae e essa co-existência de 

humanos e ardeídeos têm gerado conflito, pois ambos dependem da água e estes habitats são 

facilmente susceptíveis a alterações (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). Muitas são as pressões 

sofridas por aves desta família além da ocupação e modificações ambientais antrópicas. Por 

muito tempo as garças foram caçadas, na pratica de esporte (Europa), foram servidas em 

pratos culinários (China, Madagascar, Índia e Europa), suas penas foram usadas nas 

decorações (chapéu) (America do Norte e Europa) e foram usadas também com propósitos 

medicinais (Índia) (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). Todas estas ameaças fizeram com que 

algumas espécies e populações da família estivessem atualmente em situação de risco, por 

todo o mundo, como exemplo Gorsachius magnificus, a espécies de Ardeidae mais ameaçada 

(na categoria EN – Ameaçada, IUCN - International Union for Conservation of Nature), e 

Egretta eulophotes (na categoria VU – Vulnerável, IUCN) (IUCN, 2009). Apenas uma 

espécie da família está ameaçada de extinção no Brasil: a espécie Tigrisoma fasciatum (socó-

boi-escuro) presente no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameaçada de Extinção 2008 (na 

categoria EN – Em Perigo) (MACHADO et al., 2008) e na Lista Vermelha da IUCN (na 

categoria LC - Pouco preocupante) (IUCN, 2009). 

 

1.2 A espécie estudada: Ardea alba egretta (garça-branca-grande) 

A espécie Ardea alba (LINNAEUS, 1758) está representada por três subespécies, com 

distribuições geográficas distintas: Europa ocidental (Ardea alba alba, LINNAEUS, 1758), 

Américas (Ardea alba egretta, GMELIN, 1789) e África (Ardea alba melanorhynchos, 
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WEGLER, 1827) (KUSHLAN; HANCOCK, 2005) (Figura 2). O presente estudo tem como 

interesse a garça-branca-grande (Ardea alba egretta) representante do continente americano. 

A posição taxonômica dessa espécie tem sido debatida. Classificada anteriormente no gênero 

Casmerodius, recebeu a denominação Casmerodius albus (e.g., HELLMAYR; CONOVER, 

1948; MEYER DE SCHAUENSEE, 1970; PINTO, 1938; PHELPS; PHELPS 1958), foi em 

seguida classificada no gênero Egretta. Payne e Risley (1976) propuseram o uso de Ardea 

alba com base em resultados da análise de caracteres osteológicos sendo que estudos 

comportamentais, bioquímicos e moleculares posteriores deram subsídio a essa classificação 

(CHANG et al., 2003; KUSHLAN; HANCOCK, 2005; McCRACKEN; SHELDON, 1998; 

SIBLEY; AHLQUIST, 1990; SHELDON et al., 1995; SHELDON, 1987). No Brasil, o 

Comitê Brasileiro de Registros Ornitológicos adotou a denominação Ardea alba 

(LINNAEUS, 1958), segundo Resolução nº 118 (10/10/2003) e tal nomenclatura passou a ser 

utilizada no país, sendo adotada ao longo deste trabalho. 

 

 

Figura 2: Distribuição global da espécie Ardea alba (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). 

 

A garça-branca-grande se caracteriza por ser grande e delgada, possuir corpo todo 

branco, pescoço longo, pernas pretas e longas plumas dorsais durante o período de 

reprodução. Os adultos possuem entre 85 e 102 cm de altura, a envergadura de suas asas pode 

chegar a 140 cm e pesam entre 930 e 1700g (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). Não 
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apresentam dimorfismo sexual, mas os machos são geralmente maiores que as fêmeas. A 

plumagem totalmente branca é ligeiramente alongada, mas não forma cristas (“topetes”). 

Durante o período reprodutivo um número aproximado de 50 “egretas” (plumas dorsais) 

alcança o comprimento de 50 cm ou mais, ultrapassando os limites das penas da cauda em 

aproximadamente 10 cm. O grande bico é amarelo com a ponta preta, a íris dos olhos é 

amarela e a face (loro, parte sem penas) é verde-amarelada. As pernas e os dedos são pretos 

(Figura 3) (KUSHLAN; HANCOCK, 2005; McCRIMMON et al., 2001; SICK, 1997).  

No período reprodutivo as colorações intensificam-se e mudanças ocorrem na 

coloração da íris que passa a ser vermelha, o bico apresenta uma coloração laranja e a face 

fica mais esverdeada. Foi observado que a intensidade dos padrões de coloração observada 

durante o período reprodutivo pode diferir geograficamente, como por exemplo, a parte 

superior do bico que pode apresentar a coloração vermelha e a ponta do bico preta.  Os jovens 

são iguais aos adultos, mas não apresentam a plumagem ornamental (KUSHLAN; 

HANCOCK, 2005).    

 

 

Figura 3: Adulto de Ardea alba egretta. Fica evidente o padrão da plumagem branca, o bico amarelo e as pernas 
pretas.  
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As garças-branca-grande podem nidificar sozinhas ou, como ocorre mais comumente, 

em colônias, também chamadas de “ninhais”, “viveiros” ou “garçais”. As colônias são 

freqüentemente mistas, compostas por outras espécies de garças (Ardea cocoi, Egretta thula e 

Bubulcus íbis), e podem conter espécies de outras famílias de aves aquáticas: biguatinga 

(Anhinga anhinga),  colhereiro (Platalea ajaja), cabeça-seca (Mycteria americana) (DE 

ARAUJO; NISHIDA, 2007; SOUZA, 2008; YAMASHITA; VALLE, 1990).  Nas colônias 

mistas, a garça-branca-grande é geralmente a primeira a chegar aos locais de reprodução, 

induzindo a nidificação de outras espécies (KUSHLAN; HANCOCK, 2005).  

Os adultos maduros se reúnem nas colônias que podem ter mais de 1.000 ninhos. As 

colônias permanecem ativas por cerca de 3 a 4 meses por ano. Os ninhos podem ser 

construídos bem próximos uns dos outros, ou mais distantes (espalhados) quando em colônias 

(KUSHLAN; HANCOCK, 2005). Colônias se formam sobre árvores com alturas diversas (de 

2 a 20 metros de altura) ou em arbustos nos brejais (0,5 m a 1,0 m de altura), podendo ser 

observadas em matas, campos inundáveis de ambientes dulcícolas ou em manguezais sob 

influência das regiões costeiras (McCRIMMON et al., 2001).  Os ninhos são construídos com 

gravetos e são forrados com materiais finos, possuindo dimensões que variam entre 80 e 

1.20cm de diâmetro, e 20cm de altura (Figura 4 A, B e D) (KUSHLAN; HANCOCK, 2005).     

Os casais são considerados socialmente monogâmicos durante a estação reprodutiva, 

mas cópulas extra-par já foram registradas em estudos comportamentais (GLADSTONE, 

1979; WIESE, 1976). Estudos genéticos com indivíduos de populações naturais estão sendo 

desenvolvidos no Laboratório Genética de Aves da UFSCar, para se verificar se há realmente 

ocorrência de fertilização extra-par (MIÑO, em preparação).  Os ovos são azuis-claros, sendo 

encontrados em média de 2 a 3 por ninho. O período de incubação é de 23 a 27 dias 

(PALMER, 1962) (Figura 4 C). O filhote jovem começa a sair do ninho entre 21 e 30 dias de 

idade (KUSHLAN; HANCOCK, 2005), aos 34 dias sai por períodos maiores e de 45 a 60 dias 
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deixa a colônia (DWYER, 1988). Os jovens provavelmente começam a se acasalar no seu 

segundo ano de vida (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). 

 

 
Figura 4: A- Colônia em arbustos (RS); B- Estrutura do ninho de A. alba egretta em árvores (MT); C- Ovos no 
ninho, verifica-se a coloração azul-claro; D- Ninhos em arvores (RS). 
 

Os ninhegos são cuidados e atendidos por ambos parentais, com freqüência variável 

provavelmente regulada pela disponibilidade alimentar (HOYO et al., 1992). Os pais não 

interferem na competição dos filhotes e não alimentam preferencialmente nenhum deles, 

estando o sucesso no crescimento dos ninhegos associado à sua capacidade de competição 

pelo alimento. Os filhotes mais velhos apresentam maior sucesso devido ao seu porte maior, à 

sua eficiência na obtenção de maiores porções de alimento e por se alimentarem mais 

rapidamente (BONNIE; MEDEIROS, 2004). O fenômeno conhecido como redução da 

ninhada devido ao fratricídio é quase regra nessa espécie. Níveis elevados de agressões 

ocorrem entre os filhotes mais velhos e os mais novos, geralmente levando a morte do mais 

novo (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). Esta agressividade é menor nos ninhos com apenas 
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dois filhotes e o fratricídio é mais observado quando há pouca disponibilidade alimentar 

(MOCK et al., 2005). Embora a agressão não esteja diretamente relacionada à disponibilidade 

alimentar, a sobrevivência dos ninhego está relacionada à quantidade de alimento e, talvez, ao 

tipo de alimento oferecido (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). A prevalência desse 

comportamento em espécies que alimentam seus filhos com pequenas presas, que podem ser 

mais facilmente monopolizadas, é maior do que nas espécies que alimentam sua ninhada com 

grandes presas que dificilmente serão monopolizadas. Um bom exemplo é dado em um 

trabalho realizado no Texas, onde ficou demonstrada agressão elevada (fratricídio) em garça-

branca-grande, mas não em garça-azul-grande (Ardea herodias) (HOYO et al., 1992).   

A distribuição geográfica das populações da garça-branca-grande é contínua por toda 

América do Sul (Figura 5). Na América do Norte, as populações se distribuem desde o sul do 

Canadá até o México, estando localizadas as regiões ocupadas durante o período reprodutivo 

no sul do Canadá, ao norte dos EUA e na costa do México (leste e oeste) (KUSHLAN; 

HANCOCK, 2005). Na América Central a espécie é considerada residente e apresenta sítios 

reprodutivos nas regiões úmidas intracontinentais e nas costeiras. As populações de regiões 

temperadas dispersam e migram de modo complexo, tendo sido propostos dois processos, 

ainda indistinguíveis, após o período reprodutivo dispersam em muitas direções e são 

regularmente reportadas ao norte das áreas de reprodução. As populações da America do Sul 

são reportadas no período pós-reprodutivo ao sul dos locais de nidificação. Na América do 

Sul são estimados de 246.000 a 915.000 indivíduos (MORALES, 2000), espalhados por toda 

a região até o sul do Chile, sendo as populações classificadas como residentes. No Brasil, 

colônias reprodutivas foram localizadas em diversas regiões do norte, centro-oeste e sudeste e 

sul do país (AOU, 1998; YAMASHITA; VALLE, 1990). 
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Figura 5: Distribuição da subespécie Ardea alba egretta no continente Americano (NatureServe: 
<http://www.natureserve.org/infonatura>. Acesso: Julho 2009). 
  

Poucos são os estudos ecológicos desta espécie na America do Sul. No entanto, esta 

espécie foi bastante estudada em conjunto com outras aves aquáticas na região de 

“Everglades” localizada na Flórida (EUA) e considerada uma das mais importantes áreas para 

forrageamento e reprodução de diversas aves aquáticas. Nestes estudos, foram observados que 

os padrões hidrológicos afetam muitos os aspectos da dinâmica populacional destas aves. A 

profundidade hidrológica é a variável que desempenha papel importante na determinação das 

áreas de forrageamento e no sucesso reprodutivo da garça-branca-grande, assim como de 

outras espécies estudadas (BANCROFT et al., 2002). O forrageamento da A. alba egretta 

ocorre em grupos ou, mais freqüentemente, de forma solitária. As aves se alimentam quase o 

dia todo, mas são mais ativas durante o amanhecer e o entardecer. A profundidade da água 

comumente escolhida está entre 20 e 40 cm e as aves geralmente forrageiam em áreas de 

vegetação abertas (KUSHLAN; HANCOCK, 2005; McCRIMMON et al., 2001).  
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Moreno e cols. (2004) investigaram se existia correlação entre a seleção da 

profundidade da água, a eficiência na captura de presas, tipos de itens alimentares, em duas 

espécies de garças (A. alba egretta e Egretta thula) na Lagoa Rodrigues de Freitas - RJ. Esses 

autores concluíram que não existe correlação significativa entre a eficiência de forrageamento 

e profundidade da água, mas as duas espécies diferiram significativamente em relação à 

profundidade da água e quanto aos itens alimentares. A. alba egretta capturou principalmente 

peixe em uma profundidade de 25 cm, enquanto que, E. thula forrageou a uma profundidade 

de 0 a 15 cm, capturando principalmente invertebrados. 

A espécie, por depender essencialmente dos aspectos hidrológicos da região onde está 

distribuída, pode ser usada como bioindicadora das alterações nos ecossistemas aquáticos 

(GRÜLL; RANNER, 1998). 

 

1.3 O uso do DNA mitocondrial como marcador molecular 

As mitocôndrias são pequenas organelas com formato oval envoltas por duas 

membranas altamente especializadas. É nas mitocôndrias que acontece a respiração aeróbica 

das células, o maior centro produtor de energia nos eucariontes. O DNA mitocondrial 

(DNAmit) apresenta-se como uma molécula circular, de fita dupla com cerca de 16 kilo bases 

ocorrendo em múltiplas cópias dentro de cada organela. A molécula de DNAmit contem 

informações para a síntese de 13 proteínas, dois RNA ribossômicos (RNAr) e 22 RNA 

transportadores (RNAt), além de uma região não codificadora onde é iniciada a replicação do 

DNAmit, chamada região controladora (ou D-loop) (DESJARDINS; MORAIS, 1990). A 

replicação do DNAmit é assincrônica com a divisão celular e de centenas a milhares de cópias 

do DNAmit são encontradas no citoplasma de células somáticas e germinativas de um 

indivíduo (AVISE, 2009). 
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A região controladora é geralmente considerada a parte mais variável do DNAmit, em 

termos de substituição, inserções/deleções (indels) e também por possuir números variáveis 

de repetições em tandem (siglas em inglês, VNTRs). O Domínio I desta molécula, adjacente 

ao RNAtGlu , contem a seqüência associada com a terminação da replicação da fita "pesada" e 

freqüentemente inclui VNTRs, responsáveis principalmente pela variação no comprimento 

interespecífico e pela heteroplasmia (presença de mais de um tipo de DNAmit em um 

indivíduo) intraespecífica (RANDI; LUCCHINI, 1998). O Domínio central é em geral o mais 

conservado, já o Domínio III, adjacente ao RNAtPhe, possui elevada variação devido a 

substituições nucleotídicas, a inserções e deleções e aos VNTRs (RANDI; LUCCHINI, 1998). 

Dentro da região controladora estão presentes blocos conservados denominados em inglês 

“conserved sequence blocks” (CSB).  

Vários fatores contribuem para um ritmo rápido de evolução do DNAmit (AVISE, 

2009). As altas taxas de mutação comumente observadas em vários genes mitocondriais 

podem ser explicadas pelos mecanismos ineficientes de reparo do DNAmit, pelo ambiente 

altamente oxidativo ao qual o DNAmit está exposto na organela mitocondrial e pelo fato do 

DNAmit não estar envolvido por histonas (AVISE, 2009). 

No final da década de 70, o DNAmit passou a ser utilizado em análises genéticas, 

sendo inicialmente estudado pelo método de RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism). As primeiras publicações utilizando polimorfismo do DNAmit, que pode ser 

considerado hoje um explícito estudo filogeográfico, foram realizadas em 1979 por Avise e 

cols. e foram realizados com Peromyscus e Geomys (AVISE, 2000).  

O DNAmit revelou-se um interessante marcador molecular por características como 

organização simples, herança uniparental (maternal) e, portanto haploidia, alta taxa de 

evolução e ausência de recombinação na maioria das espécies de aves (BERLIN et al., 2004). 

Atualmente, essa molécula vem sendo utilizada numa grande proporção de estudo cujas 
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questões a serem respondidas são diversas: estudos filogenéticos, estruturação populacional, 

histórico demográfico das populações e das espécies (AVISE, 2004; BALLARD; 

WHITLOCK, 2004). A grande maioria das publicações se referem às espécies do hemisfério 

Norte (e.g., FRIESEN et al., 2007; PAVLOVA et al., 2008; ZINK; BARROWCLOUGH, 

2008), sendo poucos os estudos realizados com populações e espécies do hemisfério sul. 

Observa-se, entretanto, um recente e crescente número de trabalhos de filogeografia 

intraespecífica, onde o DNAmit foi usado como marcador no estudo da avifauna em 

populações da America do Sul (ALEIXO, 2006, CABANNE et al., 2008; CABANNE et al., 

2007; CAPARROZ et al., 2009; LOPES et al., 2007).       

Com relação à família Ardeidae, o DNAmit foi usado num estudo baseado no gene do 

citocromo b, uma das regiões mais conservadas do DNAmit, para determinar as relações 

filogenéticas entre 15 espécies (SHELDON et al., 2000). Nesse estudo ficou evidenciada a 

proximidade filogenética da Ardea alba, Ardea herodias e Bubulcus íbis (Figura 6). 

 

 
Figura 6: Filogenia das 15 espécies da família Ardeidae estimada usando um fragmento do Cit b (retirada de 
SHELDON et al., 2000). *Espécies que não ocorrem no Brasil. A espécie Casmerodius albus corresponde a 
Ardea alba. 

 

Os genes constituintes da molécula do DNAmit são os mesmos para todos 

vertebrados, mas a posição destes genes é variável (PEREIRA, 2000).  Gibb e cols. (2007) 
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seqüenciaram o DNAmit da Ardea novaehollandiae e encontraram nessa espécie a mesma 

disposição dos genes no DNAmit identificada em G. gallus (DESJARDINS; MORAIS, 

1990), um padrão também observado para outros Ciconiiformes, como por exemplo, cabeça-

seca (M. americana) (LOPES, 2002) (Figura 7). 

  

 

Figura 7: Disposição das regiões flanqueadoras da região controladora (CR) ou D-loop (modificado de GIBB et 
al., 2007). 
 

1.4 Estudos filogeográficos e demográficos em Aves 

Estudos com enfoque filogeográfico ou que visam à determinação da estrutura 

populacional ou o histórico demográfico das populações têm revelado que muitas espécies de 

aves norte-americanas e européias foram fortemente afetadas pelos eventos glaciais passados. 

Estudo usando amostras de 12 diferentes sítios migratórios do Falconiforme norte-americano 

Accipiter striatus velox (298 indivíduos), por exemplo, revelou uma diferenciação genética 

entre as populações do leste e oeste. Os resultados são discutidos considerando que estas duas 

regiões foram afetadas diferentemente pelos eventos climáticos do Holoceno, sendo o tempo 

de expansão populacional mais recente na população oeste (7000 – 5000 anos atrás) (HULL; 

GIRMAN, 2005). 

Estudos filogeográficos podem prover informações úteis que ajudam na definição de 

unidades evolutivas e unidades de manejo e, desta forma, auxiliam na definição das 

estratégias de conservação de uma determinada espécie. No estudo baseado na região 

controladora e do citocromo b na espécie Tetrao urogallus, realizado por Segelbacher e 

Piertney (2007) verificou-se uma relação histórica entre as populações de 14 localidades da 
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Europa (N=221).  A estrutura filogeográfica da distribuição na população européia parece ter 

sido derivada de dois refúgios glaciais primários: um localizado na Ibéria e outro no leste 

europeu. Após a retração do gelo, as populações da iberianas permaneceram restritas, 

enquanto que, as outras regiões remanescentes da Europa foram recolonizadas pela população 

do refúgio oriental europeu. O padrão genético detectado desta espécie sustenta duas unidades 

evolutivas significativas dentro da Europa.             

Um estudo filogeográfico global baseado na seqüência de um fragmento de 584 pb da 

região controladora foi realizado numa amostra de 386 adultos da espécie de 

Procellariiformes, Oceanodroma castro, amostrados em oito regiões subtropical e tropical dos 

oceanos Atlântico e Pacifico. Neste estudo, ficou demonstrado que a estruturação 

populacional dessas regiões está associada às flutuações observadas nas condições 

oceanográficas, ocorridas durante o Pleistoceno, contradizendo a classificação original da 

espécie como sendo monotípica e com um fluxo gênico extensivo entre as colônias (SMITH 

et al., 2007).   

Em um estudo baseado na seqüência de um fragmento de 894 pb da região 

controladora em 78 indivíduos da espécie do pato-azul da Nova Zelândia, Hymenolaimus 

malacorhynchos, Robertson e cols. (2007) encontraram estruturação genética significativa 

entre as populações das Ilhas do Norte e do Sul, sendo que, o modelo de isolamento por 

distância explicou a diferença encontrada entre as populações da Ilha do Sul. Esse trabalho 

pretende subsidiar planos de translocação que deverão considerar as relações históricas 

existentes entre as populações. Segundo autores não devem ser realizadas translocações entre 

indivíduos da Ilha do Norte e do Sul essas deveriam ser restritas dentro de cada ilha. 

Marthinsen e cols. (2009) investigaram a estrutura genética das populações da coruja 

da neve, Bubo scandiacus com distribuição no círculo polar ártico em três regiões 

geograficamente separadas (Escandinávia, leste da Sibéria e América do Norte). Esse autores 
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analisaram dois genes mitocondriais, 510 pb da região controladora e 415 pb do citocromo b, 

e dois íntrons nucleares do cromossomo Z, VLDLR-9 e BRM-15, não foi encontrada 

estruturação filogeográfica entre as populações amostradas (N=40), e nem associação 

significativa entre os haplótipos e a localização geográfica das amostras estudadas. As 

estimativas de fluxo gênico foram altas no passado recente e possivelmente até hoje, 

indicando que as populações da coruja da neve constituem na perspectiva genética, uma 

população panmítica.  

Outro estudo realizado por Pavlova e cols. (2006) usando amostras de quinze pontos 

da Europa e Ásia também diagnosticou não estruturação filogeográfica em duas espécies de 

Passeriformes, da família Paridae (Parus major e Parus montanus), confirmando um estudo 

prévio que demonstrava ausência dessa estruturação. Com a utilização do gene completo do 

ND2, esta falta de estruturação filogeográfica foi corroborada para as duas espécies, assim 

como as prévias hipóteses de refúgios que supunham que as duas espécies tinham sofrido 

contração durante o último período glacial. P. major manteve um número pequeno de 

indivíduos no sul da Europa, já para P. montanus, concluiu-se que além da sobrevivência no 

período glacial no sudeste da Ásia, como anteriormente sugerido, foi sustentada a hipótese de 

uma população relativamente grande no norte da Eurásia que se expandiu depois para o leste. 

Esse trabalho demonstra como cada espécie pode responder diferentemente ao período 

glacial.    

No estudo filogeográfico realizado por Cabanne e cols. (2007) na espécie 

Xiphorhynchus fuscus, na Mata Atlântica do sudeste brasileiro, foi utilizada a variação 

genética detectada na região controladora (575 pb). Significante estruturação populacional, 

definida por três linhagens principais mitocondriais, foi encontrada e uma delas está associada 

à subespécie Xiphorhynchus fuscus tenuirostris e as outras duas linhagem à subespécie 

Xiphorhynchus fuscus fuscus (linhagem do Norte e linhagem do Sul). A diversificação 
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intraespecífica encontrada neste trabalho foi explicada pelo isolamento por distância, por 

eventos recentes de vicariância e pela expansão demográfica relacionada ao Pleistoceno e 

Holoceno. 

Joseph e Wilke (2007), baseando-se em seqüência mitocondriais do gene ND2 

(1041pb), investigaram a estrutura filogeográfica de três espécies de Passeriformes a fim de 

avaliar se essas passaram por expansões recentes (no Pleistoceno) em todo o continente 

australiano. A expansão populacional não pode ser rejeitada para nenhuma das espécies 

estudadas. Estas espécies apresentavam padrões fenotípicos estruturados geograficamente, 

mas ausência de estruturação avaliada pelo DNAmit foi observada. Concluiu-se que os 

padrões geográficos observados podem ter evoluído rapidamente em resposta aos gradientes 

ambientais, ou os fatores históricos podem estar operando há pouco tempo para serem 

detectados pelo ND2. 

Essa breve revisão demonstra que o DNAmit apresenta-se como uma eficiente 

ferramenta nos estudos filogeográficos, de estruturação populacional e de histórico 

demográfico das populações de aves como as abordadas neste estudo.   

 

1.5 A última glaciação na América do Sul  

Durante o Pleistoceno o clima tropical se modificou devido à diminuição da 

temperatura e do nível de precipitação (PRANCE, 1982). Na América do Sul os rios foram 

provavelmente afetados pelas mudanças climáticas e pelo abaixamento do nível do mar, áreas 

inundadas foram secadas e houve diminuição da cobertura vegetal (CLAPPERTON, 1993). 

Ab’Saber (1977) e Clapperton (1993) propuseram que durante o Último Máximo da 

Glaciação (UMG) a região do Pantanal apresentava um clima árido. Estudos mais recentes 

nas áreas vizinhas ao Pantanal propõem que a área da planície não se tornou tão árida como 

foi inicialmente proposto, mas que reteve certo grau de umidade e apresentou uma queda na 
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temperatura média de cerca de 6ºC (ASSINE; SOARES, 2004; FERRAZ-VICENTINI; 

SALGADO-LABORIAU, 1996; LEDRU et al., 1996). O grau da intensidade desses efeitos 

climáticos ainda está por ser determinado, mas é certo que os eventos paleoclimáticos 

provocaram mudanças drásticas na biodiversidade dos ecossistemas, principalmente no Alto 

Araguaia e Pantanal, pois esses sistemas dependem das águas das chuvas para sua inundação 

sazonal (JUNK, 2003).   

Ab’Saber (1977) e Clapperton (1993) propuseram que a região sul do país apresentou 

um clima mais seco e formações xerófilas com cactáceas na época do UMG. Behling (2002) 

analizando dados palinológicos na região sul e sudeste (RS, SC, PR, SP e leste de MG) 

propôs que na época do UMG predominou a vegetação de campos e um clima mais frio com 

fortes geadas e com temperatura média mínima de 10ºC.  

No norte do país, na região Amazônica, supõe-se que durante o Pleistoceno o clima foi 

frio e úmido (e. g. COLINVAUX et al., 2000) e a queda na temperatura foi de 5°C durante o 

UMG. Como demonstrado por Bush e cols. (2004) nos últimos 170.000 anos a região 

amazônica apresentou oscilações nos níveis de lagos, mas estes estavam presentes assim 

como a presença contínua de floresta por todo o último período glacial.    

O pico do Último Máximo da Glaciação segundo Thompson e cols. (2000), ocorreu 

mais tardiamente na região sul da América do Sul (20.000-18.000 anos atrás) do que nas 

regiões norte e centro (27.000 anos atrás). Existiram diferenças, portanto, na intensidade e na 

duração das alterações do clima nessas regiões de latitudes diferentes. Por exemplo, a queda 

na temperatura média foi para 5°C na região norte e de 6ºC para o Pantanal, enquanto que, 

uma queda ainda maior ocorreu no sul e sudeste do Brasil (entre 9 -12ºC) (THOMPSON et 

al., 2000). Da mesma forma prevê-se que a formação da atual planície alagável do Pantanal 

tenha ocorrido na transição do Pleistoceno/Holoceno (10.200-5.190) (ASSINE; SOARES, 
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2004; BEZERRA, 1999), enquanto que, condições de maior umidade no sul do país só foram 

recuperadas por volta de 3.000 anos atrás (BEHLING, 2002; BEHLING et al., 2004). 
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2 Justificativa 

As mudanças climáticas ocorridas durante o final do Pleistoceno podem não ter 

atingido todas as espécies de aves na mesma intensidade, mas por certo ocasionaram um 

impacto profundo na distribuição das espécies de aves aquáticas. O efeito pode ter sido maior 

nas populações das espécies dependentes de faixas de águas rasas para o forrageamento e de 

substrato vegetal para a construção de ninhos durante seus ciclos reprodutivos. A espécie A. 

alba egretta se inclui nesse grupo de aves, pois forrageia preferencialmente em águas de 20-

40 cm de profundidade e faz ninhos em arbustos e árvores. Se considerarmos que a glaciação 

afetou o nível de umidade das diversas regiões do país como Rio Grande do Sul, Pantanal e 

Amapá, podemos supor que as aves dessa espécie devem ter se deslocado para outros sítios 

onde as mudanças climáticas e geomorfológicas foram mais amenas. Um censo realizado 

anualmente no Reino Unido desde 1928 com Ardea cinerea demonstrou uma diminuição na 

população após inverno severos, seguida de recuperação ao longo do tempo (MARCHANT et 

al., 2004). Esse trabalho em outra espécie do mesmo gênero demonstra que as populações são 

afetadas por quedas nas temperaturas.    

Uma possível hipótese para o cenário durante os períodos glaciais é de que as 

populações da espécie A. alba egretta, podem ter se deslocado para regiões mais próximas do 

Equador, onde as mudanças climáticas foram menores e onde as áreas de forrageamento 

permaneceram disponíveis (COLINVAUX; DE OLIVEIRA, 2001; COLINVAUX et al., 

2000; JUNK, 2003). As populações de A. alba egretta estão amplamente distribuídas pelo 

nosso país e o estudo de populações posicionadas em diferentes latitudes permitirá verificar se 

estas populações foram afetadas de forma diferente durante o Ultimo Máximo da Glaciação. 

O Domínio I da região controladora (D-loop) foi selecionado para esse estudo por ser uma 

região variável do DNAmit e por não estar aparentemente sob seleção, permitindo um estudo 

intra especifico (AVISE, 2004).  
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Estudos baseados em DNAmit permitem esclarecer questões históricas das populações 

num passado mais distante, já estudos com marcadores com altas taxas mutacionais, como por 

exemplo, os microssatélites possibilitam o entendimento de um passado recente das 

populações (10 a 100 gerações) (FRIESEN et al., 2007; SELKOE; TOONEN, 2006). A 

comparação e/ou combinação destes dois marcadores pode fornecer respostas mais 

conclusivas sobre os padrões de evolução neutra das populações de uma espécie.  
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3 Objetivos 

• Avaliar a distribuição da diversidade genética dentro e entre as populações de 

Ardea alba egretta das regiões do Rio Grande do Sul, do Pantanal, de São 

Paulo e Amapá, com base nas seqüências da região controladora do DNA 

mitocondrial.  

 

• Verificar o histórico demográfico de populações de Ardea alba egretta em 

quatro regiões brasileiras e traçar um panorama filogeográfico da espécie. 

 

• Comparar os níveis de diversidade e estruturação encontrados pela análise de 

DNAmit com os encontrados pelo estudo de microssatélites, realizado por 

Souza (2008).  
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4 Material e Métodos 

 

4.1 Material 

 

4.1.1 Áreas de estudo: Rio Grande do Sul, Pantanal (MT), São Paulo e Amapá.   

O estado do Rio Grande do Sul ocupa uma área de 281.748,538 km², sendo banhado a 

leste pelo oceano Atlântico. O estado possui a segunda maior lagoa da América Latina, a 

Lagoa dos Patos, e mais duas grandes lagoas, a Lagoa Mirim e a Lagoa Mangueira. Associado 

a essas lagoas estende-se um complexo sistema de banhados, áreas úmidas e pequenas lagoas 

isoladas, além de algumas matas de restinga. O Parque Nacional da Lagoa do Peixe é o Sítio 

de Ramsar (Convenção sobre Zonas Úmidas - RAMSAR - Irã, 1971) do Rio Grande do Sul, 

esta convenção internacional tem como principais objetivos evitar a perda das zonas úmidas e 

promover a sua conservação, reconhecendo suas funções ecológicas fundamentais, seu valor 

econômico, cultural, científico e recreativo. O clima do estado é subtropical úmido, 

constituído por invernos e verões bem definidos, onde as temperaturas médias dos meses de 

verão ficam abaixo dos 22°C, em diversas regiões, as temperaturas, estão entre as mais baixas 

do inverno brasileiro, chegando a -6°C . As chuvas são bem distribuídas ao longo do ano, com 

médias de precipitaçao entre 1400mm a 2200mm (BEHLING, 2002).  Do ponto de vista 

ornitológico a região destaca-se pela variedade e extensão de suas áreas úmidas, com uma 

macrofauna bastante diversificada que sustenta uma avifauna aquática extremamente rica e 

abundante (BENCKE et al., 2007; SICK, 1997). Sobretudo no período pós-colheita (por 

exemplo, do arroz) muitas espécies se tornam numerosas como as garças (Ardeidae), o 

maçarico (Plegadis chihi), o colhereiro (P. ajaja) e o cabeça-seca (M. americana) (BENCKE 

et al., 2007). 
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O Pantanal localiza-se nos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, e nos países 

vizinhos do Brasil (Bolívia e Paraguai). É uma área com cerda de 200.000km2 de planícies 

alagadas, sujeitas a inundação anuais entre outubro e março, devido o transbordamento do Rio 

Paraguai e seus afluentes. Nos meses da vazante, formam-se baias de água doce ao lado de 

“salinas” de água salobra. Entre os meses de julho a outubro, aves como garças, colhereiros e 

cabeças secas nidificam nestes locais (SIGRIST, 2006). As chuvas que ocorrem na cabeceira 

dos rios ao norte são responsáveis por mais de 90% da água que alaga a planície aluvial 

(HAMILTON et al., 1996). A vegetação pantaneira é um mosaico de três regiões distintas: 

Amazônica, Cerrado e Chaco (Paraguaio- Boliviano) (JUNK et al., 2006). A vegetação do 

Pantanal não é homogênea e há um padrão diferente de flora de acordo com o solo e a 

altitude. A temperatura média anual varia de 20 a 28ºC. Pelas suas características e 

importância esta área foi reconhecida pela UNESCO em 2000,  como Reserva da Biosfera. 

Além disso, abriga dois grandes Sítios Ramsar, o Parque Nacional do Pantanal Mato-

Grossense e a Reserva Particular do Patrimônio Natural do SESC Pantanal.  

São Paulo ocupa uma área de 248.209,426 km², está localizado em uma latitude 

intermediária a Rio Grande do Sul e Pantanal, de clima subtropical com precipitações em 

torno de 1200 a 1400 mm e temperaturas anuais de 19 a 22 °C (PESSENDA et al., 2004). 

Estado conhecido mundialmete por suas riquezas econômicas, já perdeu grante parte de sua 

cobertura vegetal, reduzida com a expansão da agropecuária e das cidades. Suas florestas, 

cerrados, mangues, campos e restingas cobrem hoje apenas 13,9% do território paulista dos 

quais 77% pertence a proprietários particulares e 23% estão protegidos pelo Estado (BIOTA – 

FAPESP, 2006). 

O Estado do Amapá faz parte dos limites da Amazonia Legal, ocupando uma área de 

142.814,585 km² é um estado fortemente influenciado pelas águas, banhado pelo Oceano 

Atlântico e com importantes rios, como o Amazonas, Jari, Oiapoque, Araguari. O clima é 
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quente e úmido a cobertura vegetal é bastante diversificada, caracterizada principalmente pela 

Floresta Ombrófila Densa (Floresta Amazônica), Matas de Várzea, Igapós, Campos Alagáveis 

e nas áreas próximas ao litoral a vegetação encontrada é de manguezais, onde chama a 

atenção a grande quantidade de dormitórios de garças (A. alba, E. thula, Egretta caerulea), 

guarás (Eudocimus ruber) e colhereiros (P. ajaja), além de algumas cegonhas (M. americana, 

Ciconia maguari e Jabiru mycteria) (SOUZA et al., 2008). A temperatura média mensal do 

Amapá é de 25,6oC, a média anual de 24oC, com máxima e mínima de 30oC e 18oC, 

respectivamente (COUTO et al., 2001), o clima local apresenta duas estações bem definidas, 

verão e inverno. Os índices pluviométricos anuais ficam em torno de 2000mm a 3500mm 

(AB’SABER, 2003). A capital do estado, Macapá, está próxima ao “marco zero”, ou seja, 

próximo a linha do Equador, portanto o Amapá encontra-se em uma latirude que durante o 

UMG manteve suas caracteristicas mais estáveis, e possivelmete serviu como refugio (Figura 

8). 
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Figura 8: Localização das colônias amostradas em quatro regiões do Brasil.   
 

4.1.2 Amostras  

 No desenvolvimento deste estudo três cidades do Pantanal Mato-Grossense 

foram visitadas no fim do mês de agosto e inicio do mês de setembro (2008): Barão de 

Melgaço, Poconé e Cáceres. Um total de sete colônias ativas neste período foram 

identificadas, na qual foram acessadas cinco delas: Tucum, Porto da Fazenda, Praialzinho, 

Campo do Meio e Presidente, coletando-se 92 amostras de sangue. Todas as colônias 
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acessadas localizavam-se em terrenos seco e próximas de rios ou corixos, com exceção do 

ninhal Campo do Meio que não apresentava nem um tipo de corpo d’água perto. As colônias 

mistas incluíam as espécies A. alba egretta, M. americana e P. ajaja, variando no número de 

ninhos de cada espécie, mas com o predomínio de cabeça-seca. Algumas colônias como, por 

exemplo, Tucum e Porto da Fazenda, apresentavam grande assincronia, ou seja, possuía 

ninhos com filhotes em estágios diferentes de desenvolvimentos (desde ovos até jovem 

adultos). Foi verificada a presença de muitos predadores como urubus (Coragyps atratus) e 

carcarás (Polyborus plancus) em todas as colônias, mas no ninhal Praialzinho a freqüência foi 

menor que as demais localidades. Ainda para avaliar a região do Pantanal, foram utilizadas 

amostras já coletadas de duas colônias: Fazenda Ipiranga (coletadas em 1997) e Baía de Gaíva 

(coletadas em 2003).  

     A equipe do Laboratório Genética de Aves amostrou em janeiro de 2007, no Rio 

Grande do Sul, cinco colônias Barra do Ribeira, Santa Maria, Serrinha, Mariante e Pântano 

Grande, totalizando 170 amostras de sangue de filhotes de A. alba egretta. O Estado do 

Amapá foi acessado por dois anos onde 14 indivíduos foram amostrados, dentre eles estão 

amostras de sangue das colônias de Se Cria (coleta de 2006) e Macacoari (coletados em 

2007), e amostra de pena (amostragem não invasiva) de um pouso na Cidade de Amapá (AP). 

São Paulo foi representado por duas colônias totalizando 13 indivíduos, uma localizada dentro 

do Parque Zoológico Municipal Quinzinho de Barros na cidade de Sorocaba (2007), e outra 

colônia na área de mangue de Santos-Cubatão (1998). Apenas um indivíduo por ninho foi 

incluído na análise (Tabela 1). 
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Tabela 1: Localização geográfica dos locais nos quais se encontram as colônias reprodutivas acessadas, as 
siglas, número de indivíduos analisados e tipo de amostra para cada colônia. 

Populações Sigla N° de ind. analisados  Amostra  Coordenadas Geográficas 

Rio Grande do Sul       
Barra do Ribeira BR 19 Sangue S 30°16’46.7”/ W 51°23’52.3” 
Santa Maria SM 20 Sangue S 29°42’36.5”/ W 53°16’02.1” 
Serrinha SR 20 Sangue S 30°22’58.3”/ W 54°04’37.1” 
Mariante MA 20 Sangue S 29º40’48.4”/ W 51°58’07.0” 
Pântano Grande PG 17 Sangue S 30°10’58.3”/ W 52°20’51.6” 

Pantanal       
Tucum TU 10 Sangue S 16°26’31.8’’/ W 53°3’28.8’’ 
Porto da Fazenda PF 22 Sangue S 16°28’5.02’’/ W 56°7’35.7’’ 
Praialzinho PZ 22 Sangue S 16°46’4.6’’/ W 56°35’2.1’’  
Campo do Meio CM 5 Sangue S 16°18’59.1’’/ W 57°2’45.6’’ 
Presidente PR 1 Sangue S 16°43’13.6’’/ W 57°50’3.2’’ 
Baia de Gaíva BG 5 Sangue S 16°35’ / W 57°14’ 
Faz. Ipiranga FI 6 Sangue S 16°25’ / W 56°36’ 

São Paulo       
Zôo Sorocaba ZS 6 Sangue S 23°30’17.03”/ W 47°26’16.93”
Santos-Cubatão SC 7 Sangue S 23°55’31’’/ W 46°20’53’’ 

Amapá       
Se Cria SE 5 Sangue N 1°56’ / W 50°35’ 
Macacoari MC 2 Sangue N 0°26’60.0”/ W 50°40’0.0” 
Cidade do Amapá PA 7 Penas   N 2° 3’3.90”/ W 50°47’40.07” 

Total   194     

 

 Nas colônias onde os ninhos foram construídos em árvores altas e o acesso não foi 

possível apenas com as mãos ou vara com laço, utilizou-se escadas de 6m e/ou uso de 

equipamentos de escalada para a captura dos ninhegos. As amostras de sangue foram obtidas 

com a manipulação dos filhotes no entorno do ninhal e foi feita posterior devolução dos 

filhotes para os ninhos. Aproximadamente 0,2ml de sangue foram coletados da veia braquial 

com seringas e agulhas de 1ml, utilizando-se EDTA 3% como anticoagulante. O sangue foi 

transferido imediatamente para um microtubo com etanol absoluto. Foram tomadas medidas 

morfométricas dos ninhegos amostrados, tais como: peso e comprimento do tarso, do cúlmen 

e da asa. No laboratório o material foi armazenado em freezer a -20°C para posterior extração 

do DNA. Todos os ninhegos foram marcados com anilhas metálicas fornecidas pelo 
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CEMAVE (Centro Nacional de Pesquisa para Conservação das Aves Silvestres - ICMBio) 

(Figura 9). 

 

 
Figura 9: A- Acesso ao ninho com auxílio de escada; B- Coleta de amostra de sangue; C- Medida do cúlmen; D- 
Ninhego de A. alba egretta com anilha do CEMAVE.      
 

4.2 Métodos  

 

4.2.1 Extração de DNA 

No laboratório, foi realizada a extração de DNA das amostras de sangue 

correspondentes à coleta de 2008 e parte da coleta do RS de 2007, segundo o método fenol-

clorofórmio (SAMBROOK; RUSSELL, 2001) com algumas modificações: 30µl de papa de 

hemácias foram misturados a 220µl de tampão de lise (Tris-HCl 10mM, pH 8,5 e KCl 

50mM), 5 U de Proteinase K e 10µl de SDS 10%, esta mistura foi incubada em banho-maria 

por 12 horas a 37 ºC. A extração propriamente dita iniciou-se com a adição de 250µl de fenol, 
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seguida de agitação por 10 min., após esta etapa centrifugou-se por 10 min. a 12.000rpm. Os 

sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e acrescidos com 250µl de fenol-

clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1), as etapas de agitação e centrifugação foram 

repetidas. Os sobrenadantes foram novamente transferidos e acrescidos com 250µl de 

clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), seguiu-se novamente leve agitação e centrifugação. Os 

sobrenadantes resultantes deste último passo foram transferidos para tubos limpos, adicionou-

se acetato de sódio 3M (10% do volume transferido) e etanol absoluto gelado (250% do 

volume), O tubo foi invertido algumas vezes até a visualização das moléculas de DNA 

precipitadas. 

Os tubos contendo DNA e álcool foram deixados no freezer durante uma noite, para 

que a precipitação do DNA se completasse. Decorrido este período centrifugou-se os tubos 

por 30 min. a 12.000rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 500µl de etanol 

70% gelado para lavar o precipitado, centrifugou-se por 10 min. a 12.000rpm, descartou-se o 

etanol e repetiu-se este último passo de lavagem do DNA por mais uma vez. As amostras 

foram deixadas à temperatura ambiente para evaporação do álcool. O DNA foi ressuspendidos 

adicionando-se de 100 a 200µl de água destilada. As amostras foram quantificadas em gel de 

agarose 1%, aplicando-se em cada poço 1µl da solução de DNA e se comparando com um 

marcador de massa molecular (DNA Mass Ladder, Fermentas) e após a quantificação as 

amostras foram diluídas em água destilada para a concentração de DNA de 40ng/µl, a serem 

usadas nas amplificações por PCR. O DNA estoque e diluído foram estocados em freezer -

20°C. 

O DNA das amostras de penas foi extraído de acordo com protocolo desenvolvido por 

Miño e Del Lama (2009). Como as penas foram coletadas no solo, antes do inicio da extração 

as penas foram limpas com álcool 96% para se eliminar possíveis fontes de contaminação. A 

região do cálamo da pena, onde são encontrados restos celulares do tecido sangüíneo foi 
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picada com auxílio de uma tesoura estéril. Aproximadamente 5 mg deste tecido foram 

misturados a 500 µl de TNE 1x (H2O; 50 mM Tris-HCl; 100 mM NaCl e 6.3 mM EDTA pH 

7.5), 10 U de Proteinase K (Sigma-Aldrich) e 8 µl de SDS 25%. Esta mistura foi incubada em 

banho-maria à 37ºC por 7 dias, e a cada dia foi adicionado 5U de Proteinase K, seguido de 

leve homogeneização em agitador orbital por 1 hora. Decorrida uma semana de incubação, a 

extração foi iniciada segundo o método fenol-clorofórmio (SAMBROOK; RUSSELL, 2001) 

utilizado para as amostras de sangue descrito acima.  

O DNA das amostras coletadas em viagens de campo anteriores a 2008 que já havia 

sido extraído por outros membros do laboratório de Genética de Aves (DGE – UFSCar), e 

encontrava-se armazenado no banco de DNA desse laboratório foram novamente diluídos a 

fim de se obter novas soluções de 40ng/µl. 

 

4.2.2 Sexagem molecular 

 A sexagem molecular foi realizada segundo Griffiths e cols. (1998), após 

amplificações dos íntrons do gene CHD nos cromossomos W e Z, utilizando-se os 

oligonucleotídeos iniciadores P2 (5’ TCTGCATCGCTAAATCTTT 3’) e P8 (5’ 

CTCCCAAGGATGAGRAAYTG 3’) (GRIFFITHS et al., 1998). O volume final da reação de 

polimerase em cadeia (PCR) possuía 16µl, contendo: 7,5mg/µl de DNA, 10mM Tris-HCl (pH 

9), 50mM KCl, 20mM (NH4)SO4, 2mM MgCl2, 0.2µM de cada nucleotídeo, 10µM dos 

iniciadores P2 e P8, 0,5 U de Taq DNA polimerase (Biotools) e H2O. As reações foram 

realizadas num termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient®, com um ciclo de 

desnaturação inicial a 95°C por 3’, seguido de 30 ciclos de 95°C 30’’, 49°C 30’’ e 72°C 45’’, 

finalizado com uma extensão de 72°C por 5’.  

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 3%, corado 

com brometo de etídio, submetido à corrente de 30 mA por aproximadamente 3 horas. Ao 
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término da corrida o sexo dos indivíduos foram identificados pela visualização dos géis sob 

luz UV em transiluminador (Beckman, DU 520), com o auxilio de marcador de peso 

molecular de 100pb (DNA Ladder, Fermentas). 

Os desvios na razão sexual, ou seja, a proporção de machos e fêmeas de uma 

população, calculada a partir do número de machos pelo total de cada colônia e região foram 

testados segundo o teste de Qui-quadrado presente no programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 

2007). 

 

4.2.3 Amplificação do fragmento do Domínio I 

Não existiam descritos na literatura oligonucleotídeos iniciadores para a amplificação da 

região controladora da espécie A. alba egretta, portanto, para uma primeira amplificação desta 

região foram utilizados para a cadeia leve (L) oligonucleotídeos iniciadores universais, 

desenhados para amplificação do DNA mitocondrial das aves (SORENSON et al., 1999): 

 

L16206  5’ TAA ACH GCC CGA ATH GCC CC  3’  tm= 62°C 

L16525  5’  ACA AAC ACC ACC ARC ATH CCH CC  3’ tm= 58°C 

 

Para a cadeia pesada (H) foi utilizado um oligonucleotídeo desenhado para a região 

conservada CSB-1, desenhado a partir da seqüência da região controladora de G. gallus por 

Lopes e cols. (2006): 

 

HCSB-1  5’  TCC GAC AAG CAT TCA CTA AAT  3’ tm= 58°C 

 

Para os testes com as duas combinações de iniciadores, foram realizadas reações no 

volume final de 12,5µl segundo o protocolo: 9,5mg/µl de DNA, 75mM Tris-HCl (pH 9), 
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50mM KCl, 20mM (NH4)SO4, 2mM MgCl2, 0,25 µM de cada nucleotídeo,10µM de cada 

iniciador, 0,152mg/ml de BSA, 0,5 U de Taq DNA polimerase (Biotools) e H2O. A reação foi 

submetida à denaturação inicial de 96ºC por 5’, seguido de 5 ciclos de 94ºC 30’’, 51ºC 30’’, 

72ºC 1’, 21 ciclos de 94ºC 30’’, 51ºC 30’’, 72ºC 1’, sendo a temperatura 51ºC diminuída 

0,1ºC a cada ciclo (touchdown) e 10 ciclos de 94ºC 30’’, 45ºC 30’’, 72ºC 1’, finalizando com 

uma extensão de 72ºC por 10’ (Termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient®). 

Após a amplificação, os produtos obtidos foram seqüenciados. A partir destas 

seqüências foram desenhados novos oligonucleotideos iniciadores espécie-específicos mais 

internos. A seqüência completa do DNA mitocondrial de Ardea novaehollandiae obtida no 

Genebank (NC 008551) (GIBB et al., 2007), foi também utilizada durante a definição destes 

oligonucleotideos iniciadores. O programa GeneRunner 3.05 (Copyright © 1994) foi utilizado 

na avaliação dos novos iniciadores desenhados manualmente. Foram verificados parâmetros 

como a possível ocorrência de dímeros e formação de “hairpin loops”, a porcentagem das 

bases CG e as temperaturas de hibridação.  

Foram desenhados seis iniciadores espécie-específicos, três para a cadeia L (Ardea L1, 

Ardea L2 e Ardea L3) e três para cadeia H (Ardea H1, Ardea H2 e Ardea H3). As seqüências 

dos oligonucleotideos estão apresentadas a seguir: 

 

 Ardea L1 5’  AGT GTA CGG CTG TGC TTG AA  3’ tm= 60°C 

 Ardea L2 5’  TGA GTA ATG GTG GGC TGT GC  3’ tm= 62°C 

Ardea L3  5’ CAC CTA ACA CAA AAC ACA AAC 3’ tm= 58°C  

Ardea H1 5’  CGT CTG TAT GCT CAC GTC TTC  3’ tm= 64°C 

 Ardea H2 5’  CCG TCT CAT CCA GTT ATT CTT GC 3’ tm= 68°C 

Ardea H3  5’  GAA CGA CCA ATA GAT AAC CTG  3’  tm= 60°C  
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 Todas as combinações foram testadas e foi escolhido o par de oligonucleotideos que 

apresentou fragmento de amplificação mais próximo do esperado e de tamanho adequado para 

as análises subseqüentes. O fragmento amplificado no presente estudo utilizou o par de 

iniciadores Ardea L3 e Ardea H1 e as seguintes condições: 9,5mg/µl de DNA, 10mM Tris-

HCl (pH 9), 50mM KCl, 20mM (NH4)SO4, 2mM MgCl2, 0,25µM de cada nucleotídeo, 10 

µM de cada iniciador, 0,5 U de Taq DNA polimerase (Biotools) e água estéril. A reação, no 

volume final de 12,5µl, foi submetida à denaturação inicial de 96ºC por 5’, seguido de 5 

ciclos de 94ºC 30’’, 60ºC 30’’, 72ºC 1’, 21 ciclos de 94ºC 30’’, 58ºC 30’’, 72ºC 1’, sendo a 

temperatura 58ºC diminuída 0,1ºC a cada ciclo (touchdown) e 10 ciclos de 94ºC 30’’, 45ºC 

30’’, 72ºC 1’, finalizando com uma extensão de 72ºC por 10’ (Termociclador Eppendorf 

Mastercycler Gradient®). Os demais pares de oligonucleotideos utilizados durante as provas 

de padronização da região analisada, também seguiram este protocolo apenas com a mudança 

da temperatura de hibridação de cada iniciador.  

A amplificação dos produtos de PCR foi verificada por eletroforese em gel de agarose 

2%, corado com brometo de etídio, submetido à corrente de 60mA. Utilizou-se marcador de 

peso molecular de 100 pb (DNA Ladder, Fermentas) para conferir o tamanho do fragmento 

amplificado. 

 

4.2.4 Seqüenciamento 

Após a amplificação, os produtos de PCR foram purificados. A um volume de 8μl de 

produto de PCR, foram adicionados 1U da enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, 

USB®) e 10U de Exo I (Exonuclease I, USB®), esta reação foi submetida à uma hora a 37 ºC 

e 80 ºC por 15 min. no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient®. A qualidade da 

purificação, bem como a quantidade de DNA presente, foi avaliada em gel de agarose 1%, 

através da comparação com um marcador de massa molecular (DNA Mass Ladder, 



34 
 

 

Fermentas). As amostras purificadas foram diluídas em água estéril a fim de obter se um 

produto de aproximadamente 50ng/µl para a reação de seqüenciamento. 

A reação de seqüenciamento utilizando Big-Dye Terminator Cycle Sequencing kit 

(Perkin Elmer) foi realizada no próprio laboratório segundo instruções do fabricante do kit: 

foram misturados 1µl de Big-Dye, 1µl do DNA purificado (50ng/µl), 1µl do iniciador 

correspondente (10µM), 3µl de Tampão (200mM Tris-HCl pH 9.0, 5mM MgCl2) e 4µl de 

água estéril, totalizando um volume final de 10µl. Esta reação foi levada ao termociclador 

utilizado o mesmo programa usado para a amplificação do fragmento. As reações de 

seqüenciamento foram realizadas com cada um dos iniciadores a fim de obter seqüências 

“forward” e “reverse” da região amplificada.     

Os seqüenciamentos foram realizados utilizando-se o seqüenciador automático ABI 

Prism 3730 ou 3700, no Departamento de Tecnologia da Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho” – UNESP – Campus de Jaboticabal. 

 

4.2.5 Validação do fragmento da região controladora estudada  

 As seqüências completas dos DNAmit descritas de Ardea novaehollandiae (NC 

008551) (GIBB et al., 2007) e Egretta eulophotes (NC 009736) (ZHOU et al., 2008) 

disponíveis do NCBI (National Center for Biotechnology Information), foram utilizadas como 

base (“outgroup”) no alinhamento e validação das seqüências obtidas. O recurso blastn, do 

NCBI, para avaliar a similaridade entre seqüências também foi utilizado.    

Como tentativa de evitar NUMTs (do inglês, Nuclear Mitochondrial-like Sequences) o 

fragmento seqüenciado foi maior do que a região utilizada em todas as analises do trabalho 

(apenas Dom I), este fragmento completo englobou o RNAtGlu que flanqueia o Domínio I e 

parte do gene ND6. Utilizando o recurso ORF Finder (ORF - Open Reading Frame Finder) do 

NCBI o códon de iniciação (ATG – Met) do gene ND6 foi identificado sugerindo a 



35 
 

 

funcionalidade do mesmo. Além desta analise um alinhamento foi realizado no MultAlin 

(CORPET, 1988) entre indivíduos de A. alba egretta analisados (N= 6) e o RNAtGlu da A. 

novaehollandiae.  

Outra estratégia utilizada foi a comparação das proporções das bases nitrogenadas que 

compõem o domínio estudado, comparando com o esperado para o DNAmit de outras Aves 

(BAKER; MARSHALL, 1997) 

 

4.2.6 Analise das seqüências de DNA mitocondrial  

Os eletroferogramas das seqüências foram visualmente verificadas utilizando-se o 

programa Codon Code Aligner 1.5.2 (CodonCode Corporation, 2007) onde as seqüências 

“forward” e “reverse” de cada indivíduo foram alinhadas, obtendo-se um consenso. Com a 

utilização do programa BioEdit (HALL, 1999), através do ClustalW, as seqüências consenso 

foram alinhadas e manualmente verificadas. As estimativas de diversidade haplotípica (h) e 

nucleotídica (π) (NEI, 1987) foram computadas pelo programa Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et 

al., 2005). Estas estimativas podem ser utilizadas na investigação do histórico demográfico, 

onde altos valores de diversidade haplotípica e baixos valores de diversidade nucleotídica 

podem sugerir recente crescimento populacional, enquanto que altos valores de diversidade 

haplotípica e altos valores diversidade nucleotídica são indicativos de populações estáveis 

(MILA et al., 2000; HULL; GIRMAN, 2005). O teste estatístico t (amostras independentes) 

presente no BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), foi utilizado para avaliar a significância das 

diferenças nas diversidades observadas entre as colônias de cada região. Foi realizado um 

teste de correlação no programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007) entre as diversidades 

nucleotídicas e as latitudes das quatro regiões.    

A distribuição espacial da diversidade genética foi investigada através de estimativas de 

Fst par-a-par e da análise de variância molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992) 
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utilizando-se o programa Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005). Os índices de fixação da 

AMOVA foram aplicados para estimar a proporção de variação genética entre os grupos 

(Fct), entre populações e entre grupos (Fst) e entre populações dentro de grupos (Fsc). A 

significância destes parâmetros foi testada utilizando-se estatísticas de permutação não- 

paramétrica incorporadas no programa Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005).  

Como proposto por Ramos-Onsins e Rozas (2002) o rápido crescimento demográfico da 

espécie nas áreas amostradas foi inferido a partir da comparação entre os métodos estatísticos 

de Classe I: utiliza informações das freqüências mutacionais de sítios segregantes (D de 

Tajima e R2); Classe II: utiliza informações sobre a distribuição haplotípica (Fs de Fu); e 

Classe III: onde a informação utilizada é a distribuição das diferenças par a par das seqüências 

(“mismatch distribution”).  

A região do DNAmit estudada foi testada quanto a neutralidade utilizando diversos 

parâmetros. Os testes de neutralidade de Fs de Fu (FU, 1997) e D de Tajima (TAJIMA, 1989) 

realizados pelo Arlequin. Os testes de D* e F* de Fu e Li (1993) e R2 (RAMOS-ONSINS; 

ROZAS, 2002) foram realizados utilizando-se o programa DnaSP v. 5 (LIBRADO; ROZAS, 

2009). O Fs de Fu é um teste estatístico que utiliza informações sobre a distribuição dos 

haplótipos para testar especificamente o crescimento populacional e tem sido demonstrado 

estar entre os melhores, em comparações do poder estatístico, para tal detecção (FU, 1997; 

RAMOS-ONSINS; ROZAS, 2002). O teste de D de Tajima contrasta o número de diferenças 

nucleotídicas entre as seqüências (π) e o número de diferenças entre os sítios segregantes (θ). 

Expansões populacionais podem causar um desvio significativo negativo para D de Tajima 

(TAJIMA, 1989). As estatísticas D* e F* de Fu & Li (1993) foram calculadas para refinar as 

inferências sobre as causas de um eventual desvio da neutralidade já que estes testes são mais 

sensíveis a desvios decorrentes de seleção e não dos sinais de expansão populacional. Valores 

de Fs significativos e de D* e F* não significativos reforçam os indícios de expansão 
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demográfica, enquanto que o reverso sugere que os efeitos da seleção sejam mais 

pronunciados. O teste R2, desenvolvido por Ramos-Onsins e Rozas (2002) baseia-se nas 

diferenças entre o número de mutações únicas e o número médio de nucleotídeos. O teste de 

R2 parece ser mais adequado para análises de populações com tamanho amostral pequeno. 

A distribuição das diferenças nucleotídicas pareadas entre indivíduos (“mismatch 

distribution”) (HARPENDING, 1994; ROGERS; HARPENDING, 1992) permitem 

discriminar entre populações que permaneceram estáveis ao longo do tempo e populações que 

sofreram expansão demográfica recente. Populações estáveis e em equilíbrio entre mutação 

(que tende a aumentar a variação da população) e deriva (que promove a perda aleatória de 

variação), apresentam padrões de curvas multimodais. Por outro lado, populações que 

sofreram processo de expansão demográfica apresentam padrão unimodal devido à taxa de 

acumulação de novas mutações ser mais alta que a perda da variação por deriva (ROGERS; 

HARPENDING, 1992).  As curvas observadas e esperadas da “mismatch distribution” foram 

obtidas utilizando o programa DnaSP v. 5, a soma do desvio dos quadrados (SSD) calculado 

no Arlequin 3.1. A estatística “raggedness” (rg) (HARPENDING et al., 1993; 

HARPENDING, 1994) também foi utilizada para avaliar a homogeneidade da curva 

(“smoothness”) da “mismatch distribution”, que apresenta diferentes padrões para populações 

estáveis e populações em expansão, baixos valores de rg são esperados para o modelo de 

crescimento populacional, obtidos no DNAsp v. 5.  

A partir dos parâmetros demográficos obtidos na análise da “mismatch distribution” 

(Arlequin 3.1) como Tau, estimativa da idade de expansão (τ); e Theta 0 e Theta 1 são os 

tamanhos populacionais antes (θ0) e depois (θ1) da expansão. O tempo em anos desde 

expansão da população foi calculado através do modelo de Rogers e Harpending (1992) 

utilizando-se a fórmula t = τ/2u, onde u é traduzido como: mt x k (mt é a taxa de mutação por 

milhão de anos por tempo de geração; k é o tamanho da seqüência em pb). A taxa de mutação 
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de 2% sugerida convencionalmente pelo relógio molecular do DNAmit em aves parece não se 

aplicar as seqüências da região controladora, que tem sido empregado para a calibração taxas 

dez vezes mais rápidas (BAKER; MARSHALL, 1997). Portanto foram utilizadas taxas de 

mutação de 2%, 6% e 10% para a obtenção de um tempo médio em anos (SANTOS et al., 

2008), dois anos de tempo de geração (KUSHLAN; HANCOCK, 2005) e o tamanho de 

586pb do fragmento da região controle. 

Uma rede representativa da relação evolutiva entre os haplótipos (rede de haplótipos) foi 

gerada utilizando-se o programa TCS v. 1.18 (CLEMENT et al., 2000) implementado no 

pacote estatístico NCPA (PANCHAL, 2007). Este programa estima a relação entre os 

haplótipos através do método da parcimônia estatística e os agrupamentos são realizados a 

partir das mutações contidas nas seqüências. Foi realizada a partir da rede de haplótipos 

gerada com todas as localidades amostradas uma analise filogeográficas estatísticas, a “Nested 

Clade Analysis” (NCA) - designada atualmente “Nested Clade Phylogeographical Analysis” 

(NCPA) - a fim de uma análise da distribuição espacial da variabilidade genética 

(TEMPLETON, 2004; TEMPLETON, 1998; TEMPLETON et al., 1995), pois a NCPA testa 

a associação geográfica dos haplótipos levando em consideração a informação genealógica; e 

mais importante pode discriminar entre associações filogeográficas devido os efeitos 

recorrentes, mas restritos de fluxo gênico versos os eventos históricos (como fragmentação, 

colonização ou eventos de expansão) (TEMPLETON, 1998). As informações sobre os 

agrupamentos, tamanho das amostras e a localização geográfica de cada clado foram testadas 

através do teste exato de contingência de permutação incrementado no programa Geodis 2.6 

(POSADA et al., 2000). Para a realização desta análise, as coordenadas geográficas de cada 

população foram utilizadas no cálculo de dois parâmetros principais: a distância do clado (Dc 

– “clade distance”, que mede a distribuição geográfica de determinado clado) e a distância do 

clado “aninhado” (Dn – “nested clade distance”, que mede como um clado está 
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geograficamente distribuído em relação aos outros clados no mesmo nível). Valores 

significativos do teste exato de contingência implicam na rejeição da hipótese nula de não 

associação geográfica entre os haplótipos, uma interpretação biológica através de chave de 

inferência publicada por Templeton (2004) permitiu testar a hipótese estatística gerada. 

Árvores filogenéticas permitem inferir relações evolutivas entre as espécies. O programa 

MEGA 3.1 (KUMAR et al., 2004) foi utilizado para gerar a árvore de Neighbor-Joining dos 

haplótipos encontrados, utilizando 5000 “bootstrap” de repetições e o modelo de Kimura.  

Foram utilizadas três espécies como grupo externo, Ardea novaehollandiae (NC 008551) e 

Egretta eulophotes (NC 009736) cujas seqüências completas do DNAmit estão depositadas 

no banco de dados do NCBI, já as seqüência para Bubulcus ibis foram obtidas no grupo de 

trabalho do Laboratório Genética de Aves a partir do par de oligonucleotídeos Ardea L3 e 

Ardea H1 desenvolvidos.  
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5 Resultados  

 

5.1 Extração de DNA 

O DNA de todas as amostras obtidas durante a coleta de 2008 e parte das obtidas na 

coleta de 2007 foi extraído e quantificado com sucesso, como mostrado na figura 10. Após a 

quantificação, as amostras de DNA foram diluídas para 40ng/µl e o estoque armazenado no 

banco de DNA do Laboratório de Genética de Aves (DGE – UFSCar). 

  

 

Figura 10: Fotografia de um gel de agarose 1%, mostrando a quantificação do DNA extraído de sangue. M: 
Marcador de massa molecular (DNA Mass Ladder, Fermentas). 
 

5.2 Sexagem molecular 

A amplificação de íntrons de tamanhos diferentes nos cromossomos sexuais Z e W, 

usando os iniciadores P2 e P8 descritos por Griffiths e cols. (1998) foi bem-sucedida, como se 

pode observar na figura 11. Apenas não foi possível a amplificação de uma amostra de pena 

do Amapá. O tamanho do fragmento observado para o cromossomo Z foi de 390pb e para o 

W de 396pb, sendo observado na fêmea, o sexo heterogamético, duas bandas e nas amostras 

dos machos uma única banda. 
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Figura 11: Fotografia de um gel de agarose 3%, mostrando os fragmentos de amplificação de marcadores sexo-
específicos. Linhas 1, 5, 7 e 9, fêmeas (F) e linhas 2, 3, 4, 7, 6, 8 e 10, machos (M). 
 

Após a sexagem das amostras analisadas, obteve-se a proporção de machos (105) e 

fêmeas (88) mostrada na tabela 2. Os desvios na razão sexual das colônias não foram 

significativos. 

Tabela 2: Sexagem realizada nos indivíduos de A. alba egretta.     
   Razão Sexual  

Populações Machos  Fêmeas  Observado Esperado Valor de p 

Barra do Ribeira 8 11 0,42 0,50 0,8707 

Santa Maria 10 10 0,50 0,50 - 

Serrinha 14 6 0,70 0,50    0,3329 

Mariante 8 12 0,40 0,50 0,7506 

Pântano Grande 12 5 0,70 0,50 0,3809 
Total Região Sul 52 44 0,54 0,50 0,6647 

Tucum 5 5 0,50 0,50 - 

Porto da Fazenda 10 12 0,45 0,50 1.0 

Praialzinho 8 14 0,36 0,50 0,5427 

Campo do Meio 4 1 0,80 0,50 0,7403 

Presidente 1 - 1 0,50 - 

Faz. Ipiranga 5 1 0,83 0,50 0,5403 

Baia de Gaíva 4 1 0,80 0,50 0,7403 
Total Região Pantanal 37 32 0,54 0,50 0,7983 

Zôo Sorocaba 2 4 0,33 0,50 1.0 
Santos-Cubatão 3 4 0,42 0,50 0,7887 
Total Região São Paulo 5 8 0,38 0,50 0,8435 

Se Cria 4 1 0,80 0,50 0,7403 

Macacoari 2 - 1 0,50 - 

Cidade do Amapá 5 1 0,83 0,50 0,5403 
Total Região Amapá 6 1 0,85 0,50 0,3907 

Total  105  88 0,54 0,50 0,4447 
p = 0,05 
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5.3 Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores espécie-específicos para o Domínio I da 

região controladora     

Como relatado na seção Materiais e Métodos, os oligonucleotídeos iniciadores para a 

região controladora de A. alba egretta não tinham sido descritos anteriormente. A estratégia 

para amplificação inicial utilizada no presente trabalho foi baseada no uso do iniciador 

L16525 descrito por Sorenson e cols. (1999), localizado na porção do DNAmit denominada 

ND6 (NADH desidrogenase 6) e do uso do iniciador HCSB-1 descrito por Lopes e cols. 

(2006), localizado entre o segundo e o terceiro domínios da região controladora, numa região 

conservada na maioria das espécies de aves. Outra combinação com oligonucleotídeos 

iniciadores também foi testada, L16206 + HCSB-1, mas apresentou muitas bandas 

inespecíficas e baixo rendimento, sendo o uso desse conjunto descartado.  

Sete indivíduos foram amplificados com o conjunto L16525 + HCSB-1 e foi obtido 

um fragmento de um pouco mais que 1000 pb, com tamanho aproximado ao encontrado em 

outra espécie da mesma ordem, a espécie P. ajaja, usada como controle. Para eliminar as 

bandas inespecíficas que poderiam atrapalhar o seqüenciamento, a banda do fragmento 

candidato foi eluída do gel de agarose 2%, utilizando GFXTM PCR DNA e Gel Band 

Purification Kit (GE Healthcare) (Figura 12). Após sua eluição, este DNA foi submetido a 

uma nova reação de PCR, utilizando-se o mesmo protocolo apenas com uma modificação no 

volume de DNA que passou a ser de 160ng e uma modificação na temperatura de hibridação 

no programa do termociclador, sendo a temperatura de 52 ºC diminuída 0,1ºC a cada ciclo, até 

a temperatura de 49,9 ºC.  
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Figura 12: Fotografia de dois géis de agarose, mostrando: A- Amplificação de três indivíduos de A. alba 
utilizando os iniciadores L16525 e HCSB-1, B- Retirada do fragmento desejado de aproximadamente 1.000 pb. c 
= Platalea ajaja; M: Marcador de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder, Fermentas).  
 

Os produtos da reação de PCR referentes a sete indivíduos foram purificados e usados 

como molde nas reações de seqüenciamento, utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores 

L16525 e HCSB-1. 

Os eletroferogramas foram avaliados e depois de se chegar ao consenso de cada 

seqüência pela comparação entre as seqüências “forward” e “reverse”, foi realizado o 

alinhamento entre as sete seqüências. Observou-se que a qualidade das seqüências obtidas 

utilizando-se o iniciador L16525 foi significativamente inferior à das seqüências obtidas com 

o iniciador HCSB-1, localizado numa região mais conservada. A média do tamanho do 

fragmento obtido foi de 700 pb e para a confirmação de que este fragmento realmente 

pertencia à região controladora foi realizado um “blast” (cruzamento de informações), 

usando-se o programa Blastn do banco público de dados de seqüências NCBI. Essa análise 

revelou que as seqüências obtidas no presente trabalho apresentavam grande similaridade com 

a região controladora de outras espécies de aves.  

Após confirmação de que a região seqüenciada pertencia à região de interesse do 

estudo, foram desenhados os oligonucleotídeos iniciadores espécie-específicos. Inicialmente 

foram definidos quatro oligonucleotídeos espécie-específicos, dois para a cadeia L (Ardea L1 

e Ardea L2) e dois para cadeia H (Ardea H1 e Ardea H2) (Figura 13). Pela combinação desses 
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oligonucleotídeos esperava-se obter fragmentos de aproximadamente: 503 pb, 468 pb, 456 pb 

e 421 pb. 

    

 
Figura 13: Janela de interfase do programa Gene Runner 3.05 (Copyright © 1994) mostrando uma das 
seqüências de Ardea alba e os oligonucleotideos espécie-específicos desenhados neste trabalho (destacados em 
lilás = H2, roxo = H1, azul = L1 e vermelho = L2). 

 

Todas as combinações dos iniciadores desenhados apresentaram amplificações 

satisfatórias quanto à qualidade e rendimento, e os fragmentos obtidos apresentaram tamanhos 

esperados e bandas únicas nos géis de agarose. O par de iniciadores Ardea L2 e Ardea H2 foi 

escolhido, pois sua utilização resultava na obtenção de um fragmento maior, com o tamanho 

aproximado ao esperado de 500 pb (Figura 14). 

 Foram selecionados para esta etapa 27 indivíduos, sendo 12 do Rio Grande do Sul, 11 

do Pantanal, dois do Amapá e dois indivíduos do Zoológico de Sorocaba. Após a confirmação 

da amplificação, os produtos de PCR foram seqüenciados.  
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Figura 14: Fotografia de um gel de agarose 2%, mostrando os fragmentos de amplificação de oito indivíduos de 
A. alba egretta. C: controle negativo, sem DNA; M: Marcador de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder, 
Fermentas). 
  

O seqüenciamento dos 27 indivíduos resultou na obtenção de um fragmento de 485 pb 

que apresentou ótima qualidade nos eletroferogramas, com picos perfeitos e de ótima leitura. 

Não foi encontrada variação em aproximadamente 400 pb desse fragmento, sendo detectadas 

apenas seis substituições em 24 amostras.   

Considerando que esse nível de variação não permitia a análise filogeográfica, foram 

seqüenciados cinco indivíduos utilizando-se os iniciadores L16525 e HCSB-1 que resultou na 

obtenção de um fragmento de aproximadamente 900 pb. Quando esse conjunto de iniciadores 

foi novamente utilizado, a cadeia L apresentou uma leitura de melhor qualidade do que tinha 

apresentado na primeira tentativa de seqüenciamento, mas ainda bem inferior à qualidade dos 

picos dos eletroferogramas encontrados nas seqüências a partir do iniciador HCSB-1. Além 

destas amostras, foram seqüenciados mais 15 indivíduos de todas as colônias amostradas do 

Rio Grande do Sul, utilizando-se ainda os iniciadores Ardea L2 e Ardea H2, para a 

confirmação da ausência de variação nesta região.  

Após a análise manual das seqüências dos 39 indivíduos e o alinhamento ficou 

confirmado que a variação no fragmento obtido por amplificação com o par de iniciadores 

Ardea L2 e Ardea H2 era muito baixa para a análise intraespecífica pretendida neste estudo.  

 Dois novos oligonucleotídeos foram desenhados, um deles na fita H, visando diminuir 

a amplificação da região conservada próxima ao Domínio II (Ardea H3), e outro na fita L 
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(Ardea L3) dentro do gene ND6 (subunidade 6 da NADH desidrogenase), abrangendo 

portanto o RNA transportador da glutamina (RNAtGlu), posicionado na região flanqueadora do 

Domínio I (Figura 15).  

 

 

Figura 15: Ordem dos genes que ladeiam a região controladora do DNAmit em Ciconiiformes. Localização dos 
novos oligonucleotídeos iniciadores desenhados, em relação aos iniciadores L16525 e HCSB-1 e os tamanhos 
esperados para os fragmentos obtidos após amplificação com o uso destes iniciadores. Modificado a partir de 
Mindell e cols. (1998), tamanhos ilustrativos. 
 

Para testar os oligonucleotídeos iniciadores Ardea L3 e Ardea H3, 13 indivíduos 

tiveram seu DNAmit amplificado. O rendimento, a qualidade e o tamanho esperado de 500 pb 

para este fragmento foram obtidos de forma satisfatória.  Após esta verificação, os produtos 

de PCR foram purificados e seqüenciados com os dois iniciadores. A quantidade de variação 

encontrada com o uso deste par de oligonucleotídeos foi adequada, mas optou-se pela 

obtenção de um fragmento maior obtido com o uso do conjunto de oligonucleotídeos Ardea 

L3 e Ardea H1 (fragmento amplificado de 750pb) (Figura 16). O DNA extraído de penas 

também se mostrou adequado para as amplificações desse fragmento desejado. 
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Figura 16: Fotografia de um gel de agarose 2% mostrando o fragmento de 750 pb amplificado com o conjunto 
de iniciadores Ardea L3 e Ardea H1 em quatro indivíduos de A. alba egretta. C: controle negativo sem DNA; M: 
Marcador de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder, Fermentas). 
 

5.4 Validação do uso do fragmento amplificado da região controladora 

 Foi realizado um alinhamento com a sobreposição de todos os fragmentos 

amplificados com os conjuntos de oligonucleotideos utilizados (L16525+HCSB-1; Ardea L2 

e Ardea H2; Ardea L3 e Ardea H1). O tamanho do fragmento total obtido (900pb) é alto para 

se supor que teria sido incorporado ao DNA nuclear (RICHLY; LEISTER, 2004) logo, 

concluiu-se que as amplificações obtidas não corresponderiam a um NUMT e sim ao 

DNAmit. Além disso, verificou-se que seria improvável uma amplificação de NUMTs, pois o 

uso dos oligonucleotideos espécie-específicos resultava na amplificação de um fragmento 

total de 660 pb, incluindo o RNAtGlu que flanqueia o Domínio I e parte do gene ND6. Nas 

seqüências analisadas, a presença do códon de iniciação ATG (Met) do ND6 foi verificada 

antes do início do RNAtGlu. A figura 17 ilustra o alinhamento da região do RNAtGlu entre as 

espécies A. alba egretta e A. novaehollandiae, revelando a homologia entre elas e o códon 

iniciador do ND6. 

 

 
Figura 17: Alinhamento entre as seqüências do RNAtGlu de A. alba egretta (1) e de A. novaehollandiae (2), 
vermelho: forte homologia (acima de 90%), azul: fraca homologia (abaixo de 50%) e preto: diferenças entre as 
seqüências; Destaque para o códon de iniciação ATG (Met) do gene ND6. Fita do DNA molde para o gene ND6 
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(sentido 5’-3’, cadeia H). Para melhor visualização da figura, apenas um indivíduo de A. alba egretta foi 
utilizado no alinhamento. 
 

 A realização do “blast” no Blastn (NCBI) revelou que as seqüências obtidas com o 

conjunto Ardea L3 e Ardea H1 (selecionados para esse estudo) mostraram valores altos de 

similaridade com a região controladora de outras espécies de aves. Para espécies da mesma 

família a similaridade foi de 87% para Egretta eulophotes e 84% para Ardea novaehollandiae 

(ambas apresentam o genoma mitocondrial completo seqüenciado), e de 90% para a espécie 

Egretta rufescens cuja seqüência depositada no NCBI se refere apenas à região controladora. 

Nas espécies da mesma ordem dos Ciconiiformes foram encontradas similaridades de 79% 

para Nipponia nippon e 88% para Ciconia boyciana. Para espécies de outras ordens foram 

encontradas: em Pelicaniformes (Sula dactylatra 86%), em Procellariiformes (Oceanodroma 

castro 82%) e Gaviiformes (Gavia stellata 79%). 

A composição das bases nitrogenadas em valores relativos foram C: 25,70%, T: 

30,04%, A: 24,32% e G: 19,95%. A tabela 3 compara a proporções encontradas nesse estudo 

com as de outras espécies de Aves para esta região (Dom I) do DNAmit.  

 

Tabela 3: Proporções de bases nitrogenadas no fragmento da região controle (Domínio I).  
Espécie C% T% A% G% Referência  

A. alba egretta 25,70 30,04 24,32 19,95 Presente estudo 
Mycteria americana 29,67 27,13 30,63 12,57 Avelar, 2008 
Platalea ajaja 21,12 18,14 32,90 27,84 Santos et al., 2008 
Xiphorhynchus fuscus 25,00 31,00 27,70 16,30 Cabanne et al., 2007 
Média de 9 espécies 31,37 25,27 28,68 14,69 Baker; Marshall, 1997 

 

5.5 Diversidade Genética 

 As análises foram baseadas num fragmento de 586 pb da região controladora do 

DNAmit. Cinqüenta e oito sítios polimórficos foram encontrados no conjunto das seqüências 

analisadas, definindo 74 haplótipos entre os 194 indivíduos analisados, provenientes das 

colônias do Rio Grande do Sul, Pantanal, São Paulo e Amapá. Foram observadas 56 
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substituições, sendo sete transversões, 49 transições e duas inserções/deleções (indels). A 

razão entre transições e transversões foi de 7, um índice que está dentro da faixa esperada para 

valores relatados para outras espécies aves (BAKER; MARSHALL, 1997). 

O haplótipo de maior freqüência foi o Hap9, seguido pelo Hap7, Hap14, Hap27, Hap8 

e Hap15. A maioria dos haplótipos apresenta baixas freqüências com apenas um ou dois 

indivíduos (Tabela 4). A elevada freqüência do haplótipo Hap9 sugere que ele seja o mais 

ancestral. As amostras analisadas do Pantanal e Rio Grande do Sul apresentaram 25 

haplótipos exclusivos cada, São Paulo apresentou cinco haplótipos exclusivos e Amapá oito.  

A tabela 5 mostra a distribuição destes haplótipos nas colônias amostradas, segundo as 

regiões do país. 
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Tabela 4: Haplótipos encontrados no fragmento de 586 pb da região controladora, evidenciados pelos 58 sítios polimórficos. 
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N° 

Hap1 - C A A G T T C C C T C C T C C A G C T C G A C T A C T A T C G G G C G A G T G A T G G A T A T A C T A T T A T A T 4
Hap2 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap3 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
Hap4 . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . T C . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap5 . . . . A . . T . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . 1
Hap6 . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap7 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
Hap8 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . 7
Hap9 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
Hap10 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 1
Hap11 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . A . . . . . . . . . . . . . . T A . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap12 . . . . . . . T . . . . . C . T . A T . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap13 . . . . . . . T . . C . . C . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap14 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . A . . . . . . . . . . . . . . T . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
Hap15 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
Hap16 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . 3
Hap17 . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
Hap18 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . G . . . . . . . . . 1
Hap19 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . C T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap20 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap21 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
Hap22 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap23 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . G . . . . . . . . . 3
Hap24 A . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
Hap25 . . . . A C . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . 1
Hap26 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
Hap27 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
Hap28 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . A . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap29 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . A G . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap30 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap31 . . . G A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
Hap32 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . A . . . . . . . . . . . . . . T . . A . C . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap33 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
Hap34 . . . . A . . T . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . 1
Hap35 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . 5  
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N° 

Hap36 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . G . 1
Hap37 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . G . . . . . . . . . 1
Hap38 . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . A . A . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . 2
Hap39 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . 1
Hap40 . . . . A . . T . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . 1
Hap41 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . 1
Hap42 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A G . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap43 . . . . . . . T . . . . . C T . . A . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap44 . - . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap45 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T A . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap46 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . 1
Hap47 . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . G . 2
Hap48 A . . . A . . T T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap49 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . G . 3
Hap50 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . C . . . 1
Hap51 . . . . A . . T . . . . . C . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap52 . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . G . . C . . . . . . . . . . 1
Hap53 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . A . T . . . . . . . . . . . . T . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap54 . . . . . . C T . . . . . C . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . G . . . . . . . . . 1
Hap55 . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . C . . . . . . . . . . . . 1
Hap56 . . . . A . . T . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap57 . . . . . . C T . . . T . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . G . . . . . . . . . 1
Hap58 . . . . . . . T . . . . . C . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . G . 1
Hap59 . . . . A . . T . . . . . C . . . A . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap60 . . . . A . . T . . . . . . . . G . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . 1
Hap61 . . C . . . . T . . . . . C . . . A . . . A . . . . . . . . . . . . . . T . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap62 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . 1
Hap63 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . G . . . . . . . . . . . 1
Hap64 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap65 . . . . . . . . . . . . . C . . G A . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
Hap66 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . C . . . 1
Hap67 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A G . . . . . . . . . . . . . C . . . 1
Hap68 . . . . . . . . . . . . . C . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap69 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . 1
Hap70 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . 1  
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Hap71 . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap72 . . . . A . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . 1
Hap73 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . A . . . . . . G . . . . . . . . . . . 1
Hap74 . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . 3  

       H = Haplótipos encontrados; S = Sítios Polimórficos; Nº = Número de indivíduos em cada haplótipo.  
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Tabela 5: Distribuição dos haplótipos nas colônias amostradas das quatro regiões do Brasil. 
Regiões

Hap. BR SM SR MA PG TU PF PZ CM PR BG FI ZS SC SE MC PA Total
Hap1 1 1 1 1 4
Hap2 1 1
Hap3 2 2
Hap4 1 1
Hap5 1 1
Hap6 1 1
Hap7 1 2 1 1 4 9
Hap8 2 1 2 1 1 7
Hap9 5 5 8 7 10 1 7 4 1 2 2 4 56
Hap10 1 1
Hap11 1 1
Hap12 1 1
Hap13 1 1
Hap14 1 1 2 1 1 2 8
Hap15 1 1 1 2 1 1 7
Hap16 1 1 1 3
Hap17 1 1 1 1 4
Hap18 1 1
Hap19 1 1
Hap20 1 1
Hap21 1 2 1 3
Hap22 1 1
Hap23 1 1 1 3
Hap24 1 1 2
Hap25 1 1
Hap26 2 2
Hap27 1 2 2 1 1 1 8
Hap28 1 1
Hap29 1 1
Hap30 1 1
Hap31 1 1 2
Hap32 1 1
Hap33 2 2
Hap34 1 1
Hap35 1 2 1 1 5
Hap36 1 1
Hap37 1 1
Hap38 1 1 2
Hap39 1 1
Hap40 1 1
Hap41 1 1
Hap42 1 1
Hap43 1 1
Hap44 1 1
Hap45 1 1
Hap46 1 1
Hap47 2 2
Hap48 1 1
Hap49 1 2 3
Hap50 1 1
Hap51 1 1
Hap52 1 1
Hap53 1 1
Hap54 1 1
Hap55 1 1
Hap56 1 1
Hap57 1 1
Hap58 1 1
Hap59 1 1
Hap60 1 1
Hap61 1 1
Hap62 1 1

S. Paulo AmapáRio Grande do Sul Pantanal
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Regiões
Hap. BR SM SR MA PG TU PF PZ CM PR BG FI ZS SC SE MC PA Total

Hap63 1 1
Hap64 1 1
Hap65 1 3 4
Hap66 1 1
Hap67 1 1
Hap68 1 1
Hap69 1 1
Hap70 1 1
Hap71 1 1
Hap72 1 1
Hap73 1 1
Hap74 3 3
Total 19 20 20 20 17 10 22 22 5 1 5 6 6 7 5 2 7 194

Rio Grande do Sul Pantanal S. Paulo Amapá

 
 

As estimativas de diversidade haplotípica (h) e nucleotídica (π) (NEI, 1987) foram 

realizadas de duas formas: agrupando-se todos os indivíduos para avaliar a diversidade de 

cada região e numa analise subpopulacional em que os indivíduos foram agrupados segundo 

suas respectivas colônias (Tabela 6).  
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Tabela 6: Diversidade genética nas colônias de A. alba egretta em quatro regiões brasileiras  

Nº Sít. Colônias  
 

Nº 
Ind. 

Nº 
Haplótipos Polimórficos

h 
 

π 
 

Rio Grande do Sul 96 36 36 0,8586 +/-0,0335 0,005325 +/-0,003087 
BR 19 13 21 0,9298 +/-0,0466 0,006738 +/-0,003945 
SM 20 15 17 0,9421 +/-0,0432  0,005479 +/-0,003297 
SR 20 10 12 0,8368 +/-0,0757 0,003221 +/-0,002144 
MA 20 12 17 0,8789 +/-0,0654 0,006469 +/-0,003798 
PG 17 6 9 0,6544 +/-0,1223 0,004424 +/-0,002789 

      
Pantanal 71 37 38 0,9336 +/-0,0221 0,006586 +/-0,003711 

TU 10 10 18 1,0000 +/-0,0447 0,008851 +/-0,005294 
PF 22 13 18 0,8961 +/-0,0550 0,005260 +/-0,003170 
PZ 22 14 22 0,9394 +/-0,0325 0,007119 +/-0,004105 
CM 5 5 9 1,0000 +/-0,1265 0,006496 +/-0,004585 
PR* 1 1 0 -  - 
BG 5 4 7 0,9000 +/-0,1610 0,006154 +/-0,004376 
FI 6 5 9 0,9333 +/-0,1217 0,006268 +/-0,004254 
      

São Paulo 13 8 14 0,8846 +/-0,0699 0,005479 +/-0,003399 
ZS 6 6 13 1,0000 +/-0,0962 0,008775 +/-0,005715 
SC 7 2 2 0,5714 +/-0,1195 0,001954 +/-0,001636 

      
Amapá  14 11 16 0,9341 +/-0,0611 0,008246 +/-0,004807 

SE 5 5 11 1,0000 +/-0,1265 0,008547 +/-0,005839 
MC* 2 2 8 1,0000 +/-0,5000 0,013675 +/-0,014505 
PA 7 5 11 0,8571 +/-0,1371 0,008140 +/-0,005183 

Total 194 74 58 0,9079 +/-0,0005 0,006098 +/-0,003443 
Nº ind. = número de indivíduos amostrados; Nº hap. = número de haplótipos; Nº Sít. = número de sítios 
polimórficos, h = diversidade haplotípica e π = diversidade nucleotídica. * = estas colônias não representam 
unidades populacionais, portanto suas diversidades foram consideradas apenas para o cálculo regional e total.  

 

Verificou-se pelo teste estatístico t (amostras independentes) se as diferenças 

encontradas entre as diversidades haplotípicas e nucleotídicas das colônias eram significativas 

ou não, considerando-se primeiramente todas as colônias dentro de cada região, e depois as 

diversidades das regiões foram comparadas entre si.  As diversidades haplotípicas das quatro 

regiões não diferiram significativamente entre si. Por outro lado, a diversidade nucleotídica 

apresentou diferenças significativas entre as colônias do Rio Grande do Sul e as do Amapá 

(p= 0,0380). 

Utilizando-se as diversidades nucleotídicas e as latitudes das populações realizou-se 

um teste de correlação para cada população amostrada. A reta de regressão traçada 
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demonstrou associação significativa entre os pontos amostrados e os índices de diversidade 

nucleotídica (p= 0,0360), como pode ser visto no gráfico (Figura 18).  

 
Figura 18: Regressão linear da diversidade nucleotídica versos a latitude das colônias amostradas de A. alba 
egretta. F = 5,3503 (p = 0,0360); R2 = 23,71%.  

 

5.6 Estruturação populacional  

 Os resultados da Análise de Variância Molecular (AMOVA) para avaliação da 

distribuição da diversidade genética entre e dentro das populações estão apresentados na 

tabela 7. Este resultado indica que a maior parte da variação genética está contida dentro das 

populações e corresponde a 97,13%, sendo verificada diferenciação genética significativa 

entre as populações das diversas regiões (Fct) (p= 0,0033). 
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Tabela 7: Resultados da AMOVA global. 

Fonte de variação G.L Soma dos 
quadrados

Componente 
de variação 

% de 
variação

Entre as populações das regiões  
(RSxPanxSPxAmapá) 3 10,010 0,0382 2,14 

Fct = 0,02145; p = 0,03324*    

Entre as colônias das diversas regiões (colônias 
Rsxcolônias PanxcolôniasSPxcolôniasAmapá) 11 20,864 0,01289 0,72 

Fsc = 0,00739; p = 0,34018    

Dentre os indivíduos das colônias  
(colôniasxcolônias) 176 304,435 172,974 97,13 

Fst = 0,02868; p = 0,05572    
Total 190 335,309 170,921   

G. L. = grau de liberdade; * p = 0,05     
 

Foram excluídos dessas análises o indivíduo amostrado na colônia Presidente do 

Pantanal e os dois indivíduos amostrados em Macacoari, no Amapá, pois essas amostras não 

representavam unidades populacionais. 

A análise de Fst par-a-par revelou baixa estruturação entre as colônias, a tabela 8 

mostra os resultados obtidos. Os Fsts significativos para alguns pares de amostras podem 

estar enviesados devido ao baixo número de indivíduos amostrados/colônia. Por exemplo, a 

colônia Santos-Cubatão foi amostrada com sete indivíduos e foram encontrados apenas dois 

haplótipos, esta diversidade encontrada pode não ser representativa da população real.  

Nas comparações de Fst par-a-par foram detectados dois Fsts significativos (SR x MA 

e SR x PG) entre os dez calculados para as colônias do Rio Grande do Sul. Para a região do 

Pantanal, nenhum dos Fsts par-a-par foi significativo entre os 15 calculados para a região, 

assim como para o Amapá que não apresentou nenhum Fst significativo entre suas colônias. 

A única comparação entre as duas colônias de São Paulo foi significativa (ZS x SC), mas este 

resultado pode ser devido à amostragem inadequada da colônia de Santos-Cubatão. Enfim o 
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que se concluiu com o padrão observado é que não existe estruturação intra-regional para as 

populações dessa espécie, pois as colônias devem trocar integrantes entre os diversos sítios 

reprodutivos de uma região. 
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Tabela 8: Matriz de significância do Fst par-a-par. Diagonal inferior valores do Fst; diagonal superior valores de p significativos. 
  BR SM SR MA PG TU PF PZ CM BG FI ZS SC SE PA 

BR -                            

SM -0,02149 -                     0,00901**   0,00901** 
SR 0,01982 0,01073 - 0,00901** 0,01802**         0,00000**   0,00901** 0,01802** 0,01802** 0,00000** 
MA 0,00217 0,00643 0,11014 -                 0,01802**    

PG -0,01613 -0,01505 0,06573 -0,03203 -                    

TU -0,01170 -0,01672 0,09926 -0,04055 -0,02691 -             0,02703*    

PF 0,01714 0,00840 0,04173 0,04578 0,0132 0,01732 -           0,00901**   0,00000** 
PZ -0,00742 -0,01839 0,03895 -0,01571 -0,03071 -0,04393 0,00696 -         0,03604*    

CM -0,03551 -0,03084 0,08569 0,00503 0,02089 -0,04005 -0,02381 -0,01636 -            

BG -0,02424 0,04798 0,19006 -0,04937 -0,02429 -0,03847 0,08671 -0,01366 0,05612 -          

FI -0,05365 -0,04013 0,10556 -0,07611 -0,06529 -0,08827 0,01271 -0,05706 -0,0461 -0,07952 -   0,01802**    

ZS -0,00881 -0,01549 0,10652 -0,00663 0,02357 -0,04532 -0,0026 -0,01343 -0,09432 -0,00642 -0,08493 - 0,03604*    

SC 0,06179 0,09800 0,09506 0,13740 0,12543 0,13014 0,10043 0,09097 0,17542 0,17428 0,18184 0,13497 - 0,01802** 0,00901** 
SE -0,02606 -0,00721 0,15403 -0,06588 -0,01283 -0,10301 0,03226 -0,05034 -0,04762 -0,08586 -0,12561 -0,10991 0,17357 -  

PA 0,11597 0,16680 0,34779 0,04316 0,12287 0,00692 0,21421 0,07455 0,14082 -0,05331 0,02928 0,08567 0,34242 -0,05966 - 
Significância dos valores de *p = 0,05; **p = 0,01 
Siglas das colônias: BR- Barra do Ribeira; SM- Santa Maria; SR- Serrinha; MA- Mariante; PG- Pântano Grande; TU- Tucum; PF- Porto da Fazenda; PZ- Praialzinho; CM- 
Campo do Meio; BG- Baía de Gaíva, FI- Fazenda Ipiranga; ZS- Zoológico de Sorrocaba; SC- Santos-Cubatão; SE- Se Cria; PA- Cidade do Amapá.     
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 Considerando cada região como uma população, foi avaliada a estruturação genética 

entre as quatro regiões pelos valores de Fst par-a-par apresentados na tabela 9. Fica evidente 

nessa tabela que a composição genética do Amapá se diferencia das demais regiões estudadas. 

Esse resultado detalha a diferenciação encontrada pelo Fct na AMOVA global, demonstrando 

que a diferenciação encontrada na análise anterior se deve à população do norte do país.   

   

Tabela 9: Matriz de significância do Fst par-a-par para as quatro regiões. Diagonal inferior valores do Fst; 
diagonal superior valores de p significativos. 

  Rio Grande do 
Sul Pantanal Amapá São Paulo 

Rio Grande do Sul -  0,00901**  
Pantanal 0,00187 - 0,01802**  
Amapá 0,10921 0,06238 - 0,00901** 
São Paulo 0,01775 0,01882 0,12528 - 

Significância dos valores de *p = 0,05; **p = 0,01 
 

 Diante deste resultado foram realizadas analises de estruturação agrupando as 

populações do Rio Grande do Sul, Pantanal e São Paulo em uma única população e 

comparando a população do Amapá. Como pode ser verificado na tabela 10 da AMOVA e já 

demonstrado na analise anterior a maior parte da variação genética está contida dentro das 

populações. A análise de Fst confirma a diferenciação observada entre o Amapá e as demais 

localidades amostradas (Tabela 11).  

 

Tabela 10: Resultados da AMOVA. 

Fonte de variação G.L Soma dos 
quadrados 

Componente de 
variação 

% de 
variação 

Entre as populações   
(RS+Pan+SPxAmapá) 

1 6,519 0,18310 9,41 

Dentre os ind. das populações 
(RS+Pan+SP+Amapá) 

192 338,290 1,73193 97,13 

Total 193 344,809 1,94503   
Fst = 0,09414; p = 0,00293 G. L. = grau de liberdade; * p = 0,05   
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Tabela 11: Matriz de significância do Fst par-a-par duas populações. Diagonal inferior valor do Fst; diagonal 
superior valore de p significativo. 

  RS+PAN+SP Amapá 
RS+PAN+SP - 0,00901* 
Amapá 0,09414 - 

                     * p = 0,05 

 

5.7 Histórico demográfico  

 

5.7.1 Testes de Classe I e II 

Os resultados de estruturação populacional revelaram uma baixa subdivisão 

populacional regional, justificando o agrupamento de todas as colônias de cada região nas 

analises do histórico demográfico. Essas análises nos permitiram identificar alguns padrões na 

escala macro-regional. Apesar da ausência de estruturação entre as populações do Rio Grande 

do Sul, Pantanal e São Paulo, segundo propõem-se para o período glacial estas regiões foram 

afetadas diferentemente, portanto analisando as populações separadamente permite verificar 

como cada população de latitude diferente comportou-se.      

Os resultados dos testes de neutralidade, Fs de Fu (FU, 1997), D de Tajima (TAJIMA, 

1989), F* e D* de Fu e Li (FU; LI, 1993) e a estatística R2 (RAMOS-ONSINS; ROZAS, 

2002) estão apresentados na tabela 12.  

 

Tabela 12: Testes de Classe I e II para as quatro regiões. 
Teste Rio Grande Pantanal São Paulo Amapá 

   do Sul        
Fs  -26,31538** -25,97601** -2,01060 -4,01852* 
D   -1,69154* -1,58999* -1.20148 -0,16884 
F*  -3,36870** -2,93076** -1,16188 -0,42289 
D* -3,53750** -2,97680** -0,95172 -0,44318 
R2  0,0407**  0,0471** 0,0924 0,1235 

Significância dos valores de *p = 0.05 e **p = 0,01 (Correção de Bonferroni) 
 

 

5.7.2 Testes Classe III 
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Os resultados da “mismatch distribution”, distribuição das diferenças nucleotídicas 

pareadas (ROGERS; HARPENDING, 1992), revelaram padrões unimodais para as três 

regiões estudadas: Rio Grande do Sul, Pantanal e Amapá. Apenas a amostra de São Paulo 

apresentou-se com uma distribuição multimodal (Figura 19). 

 

Figura 19: Gráficos da “mismatch distribution” para Rio Grande do Sul, Pantanal, São Paulo e Amapá. 
 

 Para avaliar a significância das curvas da distribuição das diferenças pareadas foram 

estimados SSD e Raggedness (rg) que estão apresentados na tabela 13. Segundo a tabela 

abaixo, os valores de p para SSD não são significativos, indicando que as curvas observadas 

não diferiram significativamente do modelo de expansão populacional. O Raggedness (rg) 

testa a homogeneidade da curva e valores significativos, como os encontrados no Rio Grande 

do Sul, Pantanal e Amapá, são esperados para o modelo de crescimento populacional. 

 

Tabela 13: Testes de Classe III: valores de SSD e de Raggedness (r) para as regiões do Rio Grande do Sul, 
Pantanal, São Paulo e Amapá.  

 Região SSD Valores de p R Valores de p 
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Rio Grande do Sul  0,00527513 0,672 0,0121 0,007* 
Pantanal  0,00216474 0,756 0,0077 0,002* 
São Paulo 0,02552476 0,312 0,0909 0,389 
Amapá 0,00498262 0,880 0,0171 0,005* 

* p = 0,05 

 

 Parâmetros demográficos que descrevem a expansão populacional foram calculados 

a partir da “mismatch distribution”: estimativa do tempo de expansão (τ), e o tamanho da 

população antes (θ0) e depois (θ1) da expansão. Com o modelo de Rogers e Harpending 

(1992), foram calculados os possíveis tempos em anos desde a expansão para cada região. 

Como a região de São Paulo não tem sinais de expansão, este tempo não foi calculado para 

essa região (Tabela 14). Os valores obtidos para o Amapá são também considerados com 

reservas, pois os sinais de expansão nessa região são menores e a moda da “mismatch 

distribution” não se adere muito bem à curva esperada. Com os padrões dos tempos médios 

de expansão podemos supor que a população do Amapá é mais antiga que as demais. 

 

Tabela 14: Parâmetros demográficos. 
P α 0,05 Rio Grande do Sul Pantanal Amapá 

Τ 0,660 2,936  6,299 
θ0 3,043 2,936  0,002 
θ1 44,795 16,553 19,197 

Taxas de 
mutação    

2% 14.078 62.627 134.364 
6% 4.692 20.875 44.788 

10% 2.815 12.525 26.872 
Tempo médio 

em anos 7.195 32.009 68.674 
 

5.8 Rede haplotípica e Nested Clade Phylogeographical Analyses (NCPA) 

 A figura 20 apresenta a rede de haplótipos completa, gerada a partir dos dados de 

194 indivíduos das quatro localidades. A presença de círculos menores, ligados aos haplótipos 

identificados corresponde a haplótipos “intermediários” ou não amostrados (“0-step”). Como 
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já verificado por sua freqüência o Hap9 mostra-se como o mais basal e a partir dele outro 

haplótipos surgiram.  

 As redes de haplótipos das populações regionais: Rio Grande do Sul (Figura 21), 

Pantanal (Figura 22), São Paulo (Figura 23) e Amapá (Figura 24) revelaram um padrão em 

formato de estrela, com exceção do Amapá que não apresenta um padrão claro. As de mais 

redes apresentam um haplótipo com alta freqüência e diversos outros haplótipos relacionado 

com baixas freqüências, sugerindo expansão populacional. Nota-se que alguns haplótipos 

considerados não amostrados em algumas localidades foram “preenchidos” em outras, como 

por exemplo, o Hap9 que aparece como dado não amostrado no Amapá, mas a partir da rede 

de haplótipos completa pode ser identificado como “0-step”. 

 
Figura 20: Rede de haplótipos completa incluindo as populações de A. alba egretta das quatro regiões 
brasileiras. 
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Figura 21: Rede de haplótipos observada para as amostras de A. alba egretta do Rio Grande do Sul. 
 

 
Figura 22: Rede de haplótipos observada para as amostras de A. alba egretta do Pantanal.  
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Figura 23: Rede de haplótipos observada para as amostras de A. alba egretta de São Paulo. 

 
Figura 24: Rede de haplótipos observada para as amostras de A. alba egretta do Amapá. 
 

 A partir da rede de haplótipos do fragmento do Domínio I e dos agrupamentos 

utilizados na NCPA apresentados na figura 25, foram observados 36 clados em quatro níveis, 

incluindo o cladograma total. Associação significante entre os clados e a distribuição 

geográfica foi observada em quatro clados (Tabela 15). Utilizando-se a chave de inferências, 

foram observados indicativos de expansão contínua para o clado 1.1. Os clados 1.31 e 3.2 os 

quais incluíam indivíduos apenas do Rio Grande do Sul, Pantanal e Amapá apresentaram 
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fluxo gênico restrito com isolamento por distância. Em apenas um dos clados (3.3) não foi 

possível obter resultado conclusivo, como apresentado na tabela 15.   

 

Tabela 15: Teste exato de contingência do NCPA. Interpretação dos resultados significativos obtidos na NCPA 
dos dados apresentados na figura 25.  

Clado Qui-quadrado Chave de inferências Evento demográfico 

1.1 54.3328  
(p = 0.0100) 1 N, 2 N, 11 S e 12 N  Expansão Contínua 

1.31 17.0625  
(p = 0.0100) 1 N, 2 S, 3 N e 4 N 

Fluxo Gênico Restrito  
com Isolamento por Distância 

3.2 8.0385  
(p = 0.0120) 1 N, 2 S, 3 N e 4 N 

Fluxo Gênico Restrito  
com Isolamento por Distância 

3.3 17.5885  
(p = 0.0120) 1 N, 2 N, 11 N e17 N  Resultado Inconclusivo 

      N = Não; S = Sim 
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Figura 25: Rede de haplótipos e agrupamentos para a realização da NCPA. Verde- Rio Grande do Sul; Vermelho- Pantanal; Amarelo- Santos-Cubatão; Azul- Amapá.
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5.9 Análise filogenética por Neighbour-joining (NJ) 

 Na construção da árvore filogenética com os 74 haplótipos encontrados foram 

utilizadas três espécies como grupo externo: Bubulcus ibis, Ardea novaehollandiae e Egretta 

eulophotes. Nenhum padrão filogeográfico foi associado à árvore traçado pelo método 

Neighbour-joining. A árvore com todos os haplótipos amostrados enraizou com “bootstrap” 

elevado para as espécies usadas como “outgroup”, evidenciando uma maior proximidade da 

A. alba egretta com B. ibis, corroborando o estudo filogenético realizado por Sheldon e cols. 

(2000) baseado no citocromo b (Figura 26).   
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Figura 26: Árvore de Neighbour-joining de 586pb da região controladora de A. alba egretta. Grupo externo 
Bubulcus ibis, Ardea novaehollandiae e Egretta eulophotes. Valor dos ramos acima do bootstrap de 50%. 
Verde- Rio Grande do Sul; Vermelho- Pantanal; Amarelo- Santos-Cubatão; Azul- Amapá.  
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6 Discussão  

 

6.1 Uso do DNAmit nos estudos de filogeografia e histórico demográfico  

 O conjunto de oligonucleotideos espécie-específicos desenvolvidos neste trabalho 

proporcionou amplificações com bons rendimentos, permitindo que as reações de 

seqüenciamento fossem feitas em condições ótimas. Essa estratégia de amplificar genes 

vizinhos à região D-loop com iniciadores já descritos e de redesenhar os iniciadores é uma das 

formas de se evitar a amplificação dos NUMTs. Apenas uma única banda foi amplificada com 

o uso desses oligonucleotídeos. A semelhança na composição das bases nitrogenadas com 

outras reportadas na literatura, o alto grau de similaridade com as seqüências da região 

controladora das espécies Ardea novaehollandiae e Egretta eulophotes e o seqüenciamento do 

RNAtGlu, gene vizinho à região D-loop, são evidências de que o fragmento utilizado nas 

análises não foi um gene incorporado na região nuclear e sim uma porção da região 

controladora do DNAmit. 

Este conjunto de oligonucleotídeos foi testado numa amplificação heteróloga, na 

espécie B. íbis, resultando em amplificações de qualidade e mostrando-se apropriado para 

possíveis estudos em genética de populações nesta espécie. 

 O nível de variação do Domínio I da região controladora do DNAmit se mostrou 

adequado para responder às questões pretendidas neste estudo, contribuindo para investigação 

do histórico demográfico dessas populações e na verificação de associação entre os haplótipos 

e a distribuição geográfica da espécie.  Os dados gerados contribuem para um melhor 

entendimento da distribuição da variação genética intra-específica das populações brasileiras 

de A. alba egretta e determina os padrões histórico-demográficos dessas populações.     
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6.2 Diversidade Genética entre colônias e regiões 

 Uma grande diversidade haplotípica foi encontrada para as populações de A. alba 

egretta (0,9079 +/-0,0005), totalizando 74 haplótipos nas populações das quatro regiões 

brasileiras analisadas. A diversidade haplotípica reflete a probabilidade de dois haplótipos 

escolhidos ao acaso serem diferentes em uma população, já a diversidade nucleotídica (π) 

reflete a probabilidade de dois nucleotídeos homólogos, escolhidos ao acaso, serem diferentes 

em uma população. Esse último índice de diversidade é menos influenciado pelo tamanho 

amostral do que a diversidade haplotípica (NEI; LI, 1979) e, por este motivo, é um índice 

mais adequado para a comparação da variabilidade genética entre populações e entre espécies 

diferentes. 

 Quando comparamos a diversidade nucleotídica entre as colônias analisadas, 

verificamos que as colônias Tucum (Pantanal) e Se Cria (Amapá) apresentam as maiores 

diversidades, enquanto que, a menor diversidade nucleotídica foi observada na colônia de 

Santos-Cubatão (São Paulo). É interessante notar que as maiores diversidades ocorreram em 

regiões mais preservadas e o menor índice foi detectado em uma região altamente degradada 

como a de Cubatão (OLMOS; SILVA, 2003).  Na analise entre as regiões amostradas fica 

evidente que a região do Amapá é a mais diversa (Tabela 6), sendo a diversidade nucleotídica 

de suas colônias estatisticamente diferente da encontrada para as colônias do Rio Grande do 

Sul, segundo teste-t. A distribuição da diversidade em ordem decrescente do Amapá > 

Pantanal > São Paulo > Rio Grande do Sul confirma o padrão esperado para uma maior 

diversidade nas regiões equatoriais. Segundo hipótese levantada, as regiões equatoriais 

apresentam vestígios dos supostos refúgios para essas populações durante os períodos glaciais 

e apresentariam os maiores índices de diversidade. Os resultados encontrados apóiam tal 

suposição. 
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 A partir da regressão linear entre as diversidades nucleotídicas e latitude (Figura 18) 

que as maiores diversidades são encontradas em latitudes menores. Uma tendência 

semelhante foi observada por Brito (2005) em Strix aluco, quando foram propostos possíveis 

refúgios para esta espécie de coruja. Os menores níveis de diversidade genética seriam 

esperados nas populações do Pantanal, São Paulo e Rio Grande do Sul, segundo a hipótese de 

que estas populações seriam descendentes das populações que permaneceram posicionadas na 

região equatorial (Amapá). Logo, o padrão observado em populações de maior latitude seria 

esperado porque apenas parte da diversidade genética existente na população original estaria 

representada nas populações colonizadas (CHEVIRON et al., 2005; PETERS et al., 2009). 

 Na região do Amapá onde foi encontrada maior diversidade genética pela análise de 

DNAmit, as populações da espécie podem ter permanecido estáveis e as possíveis reduções 

populacionais não foram tão intensas durante o período glacial. As populações desta região 

(ou latitude) merecem ser mais estudadas, com um aumento do número de indivíduos 

analisados, para se esclarecer, pelo uso do DNAmit ou dos marcadores nucleares, se a 

hipótese de uma maior estabilidade populacional devido a uma menor intensidade nas 

modificações climáticas está correta. O fato do haplótipo ancestral (Hap9) ser mais freqüente 

no Rio Grande do Sul, no Pantanal e em São Paulo e não ter sido observado na amostra 

estudada do Amapá aponta para um déficit amostral da região.   

 Souza (2008), baseando-se em dados de sete locos de microssatélites, demonstrou 

não haver diferenças significantes entre as heterozigosidades esperadas (He) determinadas nas 

colônias amostradas (Rio Grande do Sul, Co-Sud = Pantanal e São Paulo, Amapá). Uma 

tendência maior de diversidade no sul foi encontrada por Souza (2008), com um maior valor 

médio de He (He = 0,515) e um valor menor para a região norte (He = 0,434). Como os testes 

estatísticos demonstraram que estas diferenças não foram significativas esses resultados não 

contradizem os achados pelo DNAmit.   
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 Foi realizada uma análise comparativa entre a diversidade nucleotídica determinada 

nesse estudo e as de outras espécies aquáticas pertencentes à mesma ordem. Foram 

considerados apenas dados referentes às populações de aves do Pantanal em estudos que 

analisaram a mesma região, Domínio I, do D-loop. Verificou-se que a diversidade observada 

na população de A. alba egretta (π = 0,006) é maior que a de P. ajaja (π = 0,004, SANTOS et 

al., 2008) e a de Jabiru mycteria (π = 0,004, LOPES et al., 2007), e similar à observada em M. 

americana (π = 0,006, AVELAR, 2008). Quando comparamos estes valores de diversidade ao 

censo populacional dessas espécies no Pantanal, encontramos uma relação entre as espécies 

que apresentam o maior número de indivíduos e os maiores índices de diversidade. Em censos 

realizados no Pantanal, por exemplo, estima-se que existam de 19.960 (Mato Grosso) 

(YAMASHITA; VALLE, 1990) a 12.715 indivíduos (Mato Grosso do Sul) (MORRISON et 

al., 2008) de A. alba egretta, 2.495 indivíduos de P. ajaja, 27.445 indivíduos de M. 

americana (YAMASHITA; VALLE, 1990) e 6.790 indivíduos de J. mycteria (MORRISON 

et al., 2008). 

 

6.3 Estruturação populacional 

 A baixa estruturação encontrada dentro do estado do Rio Grande do Sul neste estudo 

com DNAmit está em concordância com Souza (2008) que utilizou a mesma base amostral e 

dados de sete locos de microssatélites. Segundo os conjuntos de dados, nucleares e 

mitocondriais, as colônias da região sul podem ser consideradas como pertencentes a uma 

única população.  

 As colônias do Pantanal não apresentaram estruturação genética entre elas, desta 

forma a região pode ser considerada como uma população única. Um resultado semelhante foi 

obtido na região norte onde focou evidenciada a ausência diferenciação intra-colônias do 

Amapá. O estado de São Paulo apresentou uma baixa estrutura entre suas duas colônias, mas 
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devido ao baixo número de indivíduos amostrados e colônias não podemos descartar a 

hipótese de considerar estas colônias pertencentes a uma mesma população.  

 Baseando-se nos dados de DNAmit foi detectada estruturação genética avaliada pelo 

Fst par-a-par e pela AMOVA apontando diferenciação genética entre o Amapá e as demais 

regiões estudadas. Por outro lado, as regiões do Pantanal, São Paulo e Rio Grande do Sul não 

apresentaram diferenciação entre si.  

Souza (2008) utilizou microssatélites para investigar a diversidade genética e a 

estruturação populacional das populações A. alba egretta em quase todas as colônias incluídas 

nesse estudo. Verificou-se que as populações do Rio Grande do Sul se diferenciavam de São 

Paulo e de Mato Grosso, mas São Paulo e Mato Grosso não se diferenciavam entre si, e a 

amostra do estado do Amapá não se diferenciou das demais (SOUZA, 2008).  

Como explicar a não concordância entre os resultados de diferenciação encontrados 

pelo estudo do DNAmit e pelos microssatélites? 

A ausência de diferenciação genética encontrada entre a população do Amapá com as 

demais localidades descritas por Souza (2008) pode ser explicada pelo número pequeno de 

indivíduos amostrados (N= 5) pela autora. As comparações com o presente estudo, baseado 

num tamanho amostral maior (N= 14) podem ser discordantes. O fato do haplótipo mais 

freqüente (Hap9) nas demais regiões, não ser amostrado no Amapá evidencia um déficit 

amostral até para esse estudo com DNAmit que demonstrou diferenciação genética com 

outras regiões. Supõe-se, portanto, que um panorama diferente poderá ser encontrado nas 

análises utilizando microssatélites com a ampliação do número de indivíduos analisados.         

A diferenciação genética encontrada por Souza (2008) para o Rio Grande do Sul em 

relação às demais populações está baseada nos dados de um único loco de microssatélites 

(Ah522) entre os sete analisados.  Esse loco apresentou grande número de alelos, ocorrência 

de alelos nulos e desvios de Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) em todas as colônias. A 
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autora demonstra que quando os dados desse loco são retirados da análise, a diferenciação 

genética desaparece, logo, essa diferenciação genética pode ser real ou um artefato resultante 

da presença dos alelos nulos em alta freqüência no loco Ah522, uma condição suposta por 

Chapuis e Estoup (2007). Se real, essa não concordância entre os resultados dos dois 

marcadores quanto à diferenciação do Rio Grande do Sul poderá ser explicada pelas taxas 

mais altas de mutação dos locos de microssatélites (10-2 – 10-6 eventos por locos por mutação) 

(LI et al., 2002) que levariam a detecção mais precoce de diferenciação do que pela região do 

DNAmit (2% mutações por sítio por milhões de anos) (BAKER; MARSHALL, 1997).  

A falta da diferenciação encontrada pelo estudo do DNAmit entre as regiões (São 

Paulo, Pantanal e Rio Grande do Sul) é um padrão esperado supondo um passado histórico 

comum onde tais populações estiveram reunidas em uma única população. A falta de 

diferenciação ocorreria porque o tempo requerido para haver diferenciação detectável pelo 

DNAmit não teria sido suficiente, devido à baixa taxa mutacional deste marcador em 

comparação com a taxa mutacional dos locos dos microssatélites.  

 

6.4 Filogeografia 

A NCPA, denominada por Templeton (2004) como filogeografia estatística, aplicada à 

rede de haplótipos, tem recebido algumas criticas de outros autores ao longo dos anos (e.g. 

KNOWLES; MADDISON, 2002; KNOWLES, 2008). Templeton (2004), entretanto, 

argumenta que a NCPA é eficaz nas interpretações filogeográficas onde o cenário de uma 

hipótese a priori está disponível.  Além disso, Templeton (2009) demonstra que o índice de 

75% de erro tipo I não tem validade lógica, pois os testes realizados por Panchal e Beaumont 

(2007) confundem três fontes de erro e o índice de 75% não é suportado pelas simulações de 

Knowles e Maddision (2002) quando usado qualquer versão da chave de inferência do NCPA 

desde 2003. Desta forma apenas é aceitável a taxa de cerca de 23% de erro tipo I para um 
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único loco, com a NCPA utilizada atualmente (TEMPLETON, 2009). Desta forma, 

considerando a NCPA como um método útil para descrever a distribuição geográfica dos 

haplótipos, a análise foi considerada neste estudo.  

 A NCPA revelou resolução genética suficiente para detectar o processo histórico de 

expansão no clado 1.1, processo esse detectado com outras analises, corroborando assim a 

expansão demográfica para as populações das regiões do Rio Grande do Sul, Pantanal e 

Amapá de A. alba egretta. Fluxo gênico restrito com isolamento por distância foi 

diagnosticado pela NCPA em dois clados (Tabela 13) envolvendo haplótipos pertencentes ao 

Amapá, Pantanal e Rio Grande do Sul. Esse resultado está concordante com os padrões mais 

recentes de diferenciação identificados também pelo DNAmit nas análises da AMOVA e Fst 

par-a-par (Tabela 7 e 8). Em estudo realizado com Chamaea fasciata (Passeriforme) na 

Califórnia, a NCPA também corroborou os dados de “mismatch distribution” e Fs de Fu, 

indicando expansão populacional recente, sendo a região sul o refúgio durante o Pleistoceno, 

os autores deste estudo também evidenciaram fluxo gênico rescrito com isolamento por 

distância em um clado, demonstrando uma diferenciação em um passado recente (BURNS; 

BARHOUM, 2006). 

 

6.5 Histórico demográfico  

 Desvios foram observados nos métodos estatísticos segundo as três classes 

propostas por Ramos-Onsins e Rozas (2002). A força destes testes, segundo os autores, pode 

ser avaliada na interpretação dos resultados obtidos. Os testes de Classe I utilizam 

informações das freqüências mutacionais de sítios segregantes (D de Tajima e R2); os de 

Classe II utilizam informações sobre a distribuição haplotípica (Fs de Fu); e os de Classe III 

utilizam a distribuição das diferenças par a par das seqüências (“mismatch distribution”). 
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 Supondo que o fragmento do Domínio I da região controladora do DNAmit analisado 

nesse estudo não está sob o efeito de seleção, pode-se interpretar os desvios observados como 

resultantes de mudanças no tamanho demográfico das populações estudadas. Desvios nos 

testes de Fs de Fu, D de Tajima, R2 e análises da distribuição das diferenças pareadas 

apontaram para sinais de expansão demográfica nas populações do Rio Grande do Sul e do 

Pantanal. Uma evidencia paralela dessa expansão é a forma da rede haplotípica encontrada 

(formato de estrela) nas amostras das regiões do Rio Grande do Sul e Pantanal, padrão esse 

indicativo de crescimento populacional. Uma grande congruência entre os resultados dos 

testes foi observada para as regiões avaliadas, sendo São Paulo a única localidade na qual 

sinais de expansão demográfica não foram verificados. O sinal de expansão identificado no 

Amapá foi menor, pois apenas os desvios de Fs de Fu e as análises da distribuição das 

diferenças par-a-par foram significativos. Por se tratar de uma amostra pequena, o teste de 

maior força para identificar este sinal no Amapá seria o teste de R2 que não foi significativo 

(RAMOS-ONSINS; ROZAS, 2002).   

Nas populações do Rio Grande do Sul e Pantanal, os testes de neutralidade F* e D* de 

Fu e Li (FU; LI, 1993) apresentaram desvios significativos. Como esses testes são mais 

sensíveis aos desvios decorrentes da seleção (“background selection”) (PECK; CONGDON, 

2004) do que aos da expansão, não ficou descartada a possibilidade de que esses desvios 

observados sejam decorrentes a seleção, como também pela expansão populacional ou da 

somatória de ambos. Quando comparamos os desvios obtidos nas demais analises (R2 e 

“mismatch distribution”) verificamos que os sinais de expansão populacional são mais 

pronunciados, principalmente no Pantanal e Rio Grande do Sul.  

Se as mudanças climáticas ocorridas no Amapá não foram tão intensas as populações 

presentes são prováveis descendentes das populações que permaneceram na região equatorial. 

Segundo esse modelo, mudanças climáticas teriam sido menores no Pantanal e São Paulo do 
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que no Rio Grande do Sul. Assim o esperado seria que a espécie em estudo deveria ter 

recolonizado a região do Pantanal a mais tempo do que o Rio Grande do Sul. A utilização do 

DNA mitocondrial como marcador genético, permitiu comprovar esta hipótese, de que 

colonização do Pantanal foi mais antiga que no Rio Grande do Sul (Tabela 12). Outra 

evidência paralela desse processo foi a detecção de um gradiente de diversidade genética no 

sentido menor- maior latitude das populações, segundo o parâmetro diversidade nucleotídica 

(Tabela 6).   

Outras espécies de aves aquáticas da America do Sul que tiveram seu histórico 

demográfico investigados apresentaram padrões similares aos encontrados no presente estudo 

em A. alba egretta. O estudo realizado com populações tuiuiús (J. mycteria) e cabeças-secas 

(M. americana) no Pantanal revelou um histórico compatível com deslocamentos das 

populações durante as mudanças climáticas do Pleistoceno e uma expansão demográfica 

recente na região. O tempo médio de expansão no Pantanal foi determinado em 30.843 anos 

antes do presente para M. americana e 14.233 para J. mycteria (LOPES et al., 2007). Outro 

trabalho também realizado no Pantanal com o colhereiro (P. ajaja) identificou um tempo 

médio de expansão de 25.733 anos antes do presente (SANTOS et al., 2008). Esses dados 

estão concordantes com o tempo encontrado para a mesma região no presente estudo, cujo 

tempo médio de expansão foi de 32.009 anos antes do presente. Segundo os tempos estimados 

para as diversas espécies, A. alba egretta teria sido a primeira a expandir sua população no 

Pantanal, após o período de glaciação. Essa hipótese está concordante com a biologia da 

espécie em questão, pois dentre as mencionadas ela é a que suporta as temperaturas mais 

baixas. Se verificarmos a distribuição geográfica atual da espécie, vamos observar que ela está 

presente em regiões desde o norte dos Estados Unidos (KUSHLAN; HANCOCK, 2005) até o 

Chile onde as temperaturas são menores (Figura 5). Na figura 27 pode se observar que a 

distribuição atual das espécies M. americana, P. ajaja e J. mycteria é menor do que a 
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distribuição da A. alba egretta. É interessante notar A. alba egretta resiste temperaturas mais 

baixas chegando a se reproduzir em latitudes altas na América do Norte. Essa característica 

corrobora os tempos de expansão encontrados, pois as quatro espécies possivelmente 

colonizaram a região do Pantanal em épocas diferentes, sendo afetadas diferentemente 

durante o período glacial.  

 
Figura 27: Distribuição no continente Americano das espécies: Jabiru mycteria (A); Mycteria americana (B); 
Platalea ajaja (C) (NatureServe: <http://www.natureserve.org/infonatura>. Acesso: Setembro 2009). 

 

Os tempos médios de expansão distintos encontrados para o Rio Grande do Sul, 

Pantanal e Amapá apóiam a hipótese de que nas regiões mais próximas ao Equador foram 

menos afetadas durante o período glacial e ali as condições climáticas foram mais estáveis. A 

recolonização e estabelecimento das populações de garça-branca-grande nas regiões 

posicionadas em latitudes maiores, ocorreu só quando houve o retorno de condições 

ambientais mais favoráveis. No sul do país é suposto que ondas intensas de frio atingiram seu 

máximo aproximadamente 19 mil anos antes do presente, e após esta data o degelo iniciou-se 

(CRUZ et. al., 2006). O tempo de 7.195 para o restabelecimento da população nessa região 

corrobora que as populações demoraram mais para se expandir nessa área que permaneceu 

por mais tempo, mais fria e menos úmida. 

     

 



81 
 

 

6.6 Implicações conservacionistas e perspectivas futuras  

 O alto índice de diversidade nucleotídica encontrado e a diferenciação genética entre 

as populações A. alba egretta do norte com as populações do centro-oeste, sudeste e sul do 

país, recomenda uma atenção especial para a população da região do norte do país. O 

monitoramento e a proteção das áreas de forrageamento e reprodução da espécie devem ser 

realizados, com intuito de preservar sua diversidade já que a região é detentora da maior 

diversidade genética de A. alba egretta do Brasil. Apesar da ausência de estruturação entre as 

populações do Pantanal, São Paulo e Rio Grande do Sul, estas regiões não deveriam ser 

tratadas a priori como uma unidade única, pois a utilização de apenas uma abordagem 

(genética) pode ser insuficiente para isso. De acordo com Allendorf e Luikart (2007), muitas 

informações, incluindo as características ambientais, devem ser integradas para a 

identificação de unidades de conservação. Como cada região apresenta características 

ambientais muito distintas, estas populações podem mostrar adaptações ecológicas.  

Com a ampliação do número de amostras de outras localidades, em especial do norte 

do país poderá se confirmar a hipótese de que essas populações são as ancestrais das demais e 

de se traçar um panorama filogeográfico mais claro para a espécie. Além disso, caso existam 

outras unidades populacionais distintas, essas poderão ser identificadas, como a detectada 

neste trabalho para a população do Amapá.  

Uma questão interessante a ser abordada em trabalhos futuros será a investigação do 

nível de diversidade das populações de garça-branca-grande na América do Norte, e se estas 

populações estão estruturadas com relação às populações sul-americanas. Além disso, como 

os limites da distribuição das subespécies não estão muito claros, estudos filogeográficos 

globais poderão ser desenvolvidos para esclarecer como diferem as subespécies da Europa e 

da África com relação à subespécie americana. 
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7 Conclusão  

- Os oligonucleotideos espécie-específicos desenvolvidos no presente trabalho, Ardea L3 e 

Ardea H1, para a amplificação do Domínio I da região controladora (D-loop) do DNAmit 

permitiram a amplificação de um fragmento de uma região com nível de variabilidade 

compatível com a proposta de investigação do histórico demográfico e filogeografia da 

espécie em estudo, A. alba egretta. 

- Foi evidenciada grande diversidade genética nas populações estudadas de A. alba egretta, 

totalizando 74 haplótipos nas quatro regiões do país. A diversidade nucleotídica evidenciou 

que a região do Amapá foi a mais diversa. A distribuição da diversidade em ordem 

decrescente foi Amapá > Pantanal > São Paulo > Rio Grande do Sul confirmam o padrão 

esperado de uma maior diversidade nas regiões equatoriais, prováveis refúgios para essas 

populações durante os períodos glaciais. 

- Foi detectada diferenciação genética pelo DNAmit entre o Amapá e as demais localidades 

estudadas, enquanto que as regiões do Pantanal, São Paulo e Rio Grande do Sul não se 

diferenciaram entre si. A falta da diferenciação entre as regiões (São Paulo, Pantanal e Rio 

Grande do Sul) pode ser explicada supondo um passado histórico comum dessas populações. 

A conservação da população do Amapá merece atenção especial por sua divergência genética 

e por apresentar alta diversidade.   

- Os estudos de histórico demográfico evidenciaram sinais de expansão nas populações do Rio 

Grande do Sul e Pantanal e um sinal menor para o Amapá. Os tempos de expansão para as 

populações posicionadas em latitudes diferentes de A. alba egretta indicaram que elas foram 

afetadas diferentemente pelas glaciações durante o Pleistoceno. A espécie parece ter sido a 

primeira a recolonizar as áreas de maior latitude, em comparação com outros ciconídeos. 
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