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RESUMO

O tapicuru, Plegadis chihi (Vieillot, 1817) (Pelecaniformes, Threskiornithidae) é uma
ave aguatica migratéria que se reproduz em col6nias no sul do Brasil. Essa espécie
tem sido pouco estudada do ponto de vista genético. Nesse trabalho, nos
caracterizamos geneticamente duas populagbes do Rio Grande do Sul e
classificamos filhotes coletados no mesmo ninho em uma categoria de parentesco
(irmao-completos, meio-irmaos ou nao-relacionados). O DNA foi extraido a partir de
penas em crescimento e tecidos musculares de amostras de 247 ninhegos e
amplificado via PCR. Foram testados 44 locos de microssatélites desenvolvidos para
espécies pertencentes a trés familias de aves: Threskiornithidae, Ciconiidae e
Ardeidae. Os locos que amplificaram apds as reacdes de PCR foram genotipados e
seis deles se apresentaram polimorficos. O nimero de alelos variou de dois (NNNF5)
a 10 (Aajul) e a heterozigosidade média esperada e observada foram 0,572 e 0,552,
respectivamente. Os locos NnNF5 e Eru6 foram excluidos das andlises de
estruturacdo genética por se apresentarem em desequilibrio de ligacdo com os locos
Eru5 e Eru4, respectivamente. A andlise de AMOVA mostrou que a maior parte da
diversidade esta presente dentro das populacbes e ndo entre elas. O Fst foi
pequeno, mas significativo (0,009, p = 0,05), mostrando uma baixa diferenciacao
genética entre as duas colbnias. Os resultados sugerem que as populacdes estao
pouco estruturadas e que ocorre fluxo génico entre elas. A sexagem molecular ndo
detectou desvio da razdo observada entre machos e fémeas em relacdo a razao
esperada (1:1). O grau de parentesco foi determinado para 106 pares de ninhegos
retirados do mesmo ninho, com os dados dos locos Aaju3, Eru2, Eru4, Eru5 e Eru6,
sendo possivel a classificacdo de 55% dos pares numa categoria de parentesco.
Dentre os pares de ninhegos que foram classificados: 62% sao irmaos-completos,
5% meio-irmaos e 33% nao-relacionados. Esses padrdes de parentesco evidenciam
que o sistema de acasalamento ndo € apenas monogamico, mas que também pode
estar ocorrendo fertilizacdo extra-par e parasitismo de ninho, em menor escala.

Palavras chave: TAPICURU. PLEGADIS CHIHI. MICROSSATELITE. ESTRUTURA
POPULACIONAL. PARENTESCO.



ABSTRACT

The white-faced ibis, Plegadis chihi (Vieillot, 1817) (Pelecaniformes,
Threskiornithidae) is a migratory waterbird that breeds in colonies in the southern of
Brazil. In point of view of genetics, this species was not studied. In this study we
genetically characterized two populations from Rio Grande do Sul, and we classified
nestlings sampled inside the same nests in one category of relatedness (full-siblings,
half-siblings or unrelated). We extracted DNA from 247 nestlings (either from growing
feathers or muscle tissue) and amplified it by PCR. We screened 44 microsatellite
heterologous loci developed for species belonging to: Threskiornithidae, Ciconiidae
and Ardeidae families. Individuals were genotyped at successfully amplified loci, and
six loci proved to be polymorphic. The number of alleles per locus ranged from two
(NnNF5) to 10 (Aaju3), and average expected and observed heterozygosities were
0.572 and 0.552, respectively. NnNF5 and Eru6 were excluded from the analysis of
genetic structure since they are in linkage disequilibrium with Eru5 and Eru4,
respectively. The AMOVA analysis showed that most of the genetic diversity is
distributed within populations, and not between populations. The Fsr value, although
small, was significant (0.009, p = 0.05), indicating that there is low differentiation
between colonies studied. The results suggest that populations are structured and
that little gene flow occurs between them. The ratio between males and females in
our samples was not different from the expected 1:1. One hundred and six pairs of
nestlings taken from the same nests, using Aaju3, Eru2, Eru4, Eru5 e Eru6 loci, were
inspected for relatedness. Our analytical procedure allowed us to identify the kinship
of 55% of the pairs. Among the classified pairs of nestlings we found: 62% of full-
siblings, 5% of half-siblings and 33% of unrelated nestlings. Relatedness categories
found between pairs of nestlings are showing that genetic monogamy is not the only
mating system, but extra-pair fertilization and brood parasitism can be occurring.

Key words: WHITE-FACED IBIS. PLEGADIS CHIHI. MICROSATELLITE.
POPULATION STRUCTURE. KINSHIP.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

As aves aquaticas incluem espécies ecologicamente dependentes de areas
Umidas para forragear, reproduzir ou morar. Geralmente voam em grandes
agrupamentos e representam um dos maiores indicadores da riqueza e da
diversidade desse ecossistema. Segundo Wetlands International (2006), as familias
que abrangem aves aquaticas sdo: Ardeidae, Anhimidae, Anatidae, Anhingidae,
Aramidae, Balaenicipitidae, Burhinidae, Charadriidae, Ciconiidae, Dromadidae,
Gaviidae, Glareolidae, Gruidae, Eurypygidae, Ibidorhynchidae, Jacanidae,
Haematopodidae, Heliornithidae, Laridae, Pedionomidae, Pelecanidae,
Phalacrocoracidae, Phoenicopteridae, Podicipedidae, Rallidae, Recurvirostridae,
Rostratulidae, Rynchopidae, Scopidae, Scolopacidae, Sternidae, Threskiornithidae e
Thinocoridae. Nesse estudo, enfocaremos uma espécie da familia Threskiornithidae
denominada popularmente como tapicuru, com distribuicdo geogréfica restrita ao sul

do pais.
1.1 A espécie estudada: Plegadis chihi
1.1.1 Sistemética

A espécie Plegadis chihi (Vieillot, 1817) (tapicuru) € uma ave aquatica
pertencente a familia Threskiornithidae, até recentemente classificada na ordem
Ciconiiformes (SICK, 1997), mas revista por Chesser et al. (2010a) como
pertencente a ordem Pelecaniformes. Nessa nova classificacdo, as familias
Threskiornithidae e Ardeidae foram incluidas na ordem Pelecaniformes e apenas a
familia Ciconiidae permaneceu na ordem Ciconiiformes (CHESSER et al., 2010a). A
familia Threskiornithidae tem sido subdividida, de acordo com a morfologia do bico,
em duas subfamilias: a Threskiornithinae (ibis) com o bico estreito e curvo, e a
Plataleinae que possui 0 bico achatado na ponta, em forma de colher (MATHEU;
DEL HOYO, 1992). A primeira inclui o guara, o tapicuru e as curicacas, enquanto
qgue, a subfamilia Plataleinae compreende os colhereiros. Essa subdivisdo ndo tem
sido evidenciada em estudos recentes baseados em dois genes do DNA

mitocondrial, os quais revelam que o grupo Threskiornithinae parece ser mais basal
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Introducéo

em relacdo a Plataleinae (CHESSER et al., 2010b). Os primeiros fosseis desta

familia datam de 60 milhdes de anos no Eoceno.

A maioria dos taxonomistas considera o tapicuru como espécie, Plegadis
chihi, entretanto, outros o classificam como uma subespécie do ibis preto (Plegadis
falcinellus) (PALMER, 1962; PARKES, 1955; MATHEU; DEL HOYO, 1992). Ha
controvérsias na taxonomia interna de toda a familia e mais estudos sdo necessarios

para solucionar estas questdes.
1.1.2 Morfologia

O tapicuru é uma ave pernalta de porte médio, o comprimento total varia de
46 a 56 cm, sua altura média é de 53 cm com peso variando entre 450 e 525 ¢
(RYDER; MANRY, 1994). O corpo € alongado, mas robusto e o pescoco é longo.
Seu bico é caracteristicamente longo, fino e curvo, perfeitamente adaptado para
submergir na 4gua ou lama. Possui plumagem de cor castanho chocolate, suas asas
e cauda sao coloridas de verde violaceo-purpureo (SICK, 1997), o bico e os pés séo
escuros, os loros nus e a iris vermelha (Figura 1). As asas sao relativamente longas
e largas e permitem uma batida de voo rapido e forte. Voam em grandes bandos em
longas filas ou em formacdes cuneiformes, 0 que aparentemente da ao grupo

algumas vantagens aerodinamicas.

| O

‘A ] . » £ : \ - 1 - g ?
Figura 1: Foto de Plegadis chihi adulto. Nota-se a plumagem castanho chocolate; os loros nus;
bico longo, fino e curvo; e a iris avermelhada.
14



Introducéo

A plumagem no periodo reprodutivo muda na cabeca, pescoco, parte das
costas e da asa para um castanho escuro com verde metalico e bronze luminoso; a
pele facial torna-se avermelhada, as asas arroxeadas e plumagem branca aparece
separando a testa da face (Figura 2). A plumagem juvenil é geralmente mais escura

do que a dos adultos, com pequenas partes nuas na cabeca.

7 ~aivh B ~ (. 4

Figura 2: Foto de Plegadis chihi no periodo reprodutivo. Suas asas estao coloridas de um castanho

escuro, com verde e bronze metalicos, as pernas avermelhadas e a uma plumagem branca aparece
separando a testa da face.

Nesta espécie ha duas mudas por ciclo. A muda pré-reprodutiva tende a ser
parcial, envolvendo apenas algumas areas do corpo, enquanto que a muda pos-
reprodutiva é completa (MATHEU; DEL HOYO, 1992).

1.1.3 Distribuic&o e Migracéao

Estas aves migratorias ocorrem na Ameérica do Norte nos Estados Unidos
(DARK-SMILEY; KEINATH, 2003) e no México (RYDER; MANRY, 1994). No periodo
reprodutivo sdo encontradas nos Estados Unidos, no norte da Califérnia, leste de
Oregon, sul de Idaho, oeste e sudeste de Wyoming, sul de Alberta, Montana, e norte
e sul de Dakota; no México ocorrem ao noroeste de lowa, sul de Durango, Jalisco e
nos lagos Tampico e Tabasco (DARK-SMILEY E KEINATH, 2003). Na América do
Sul, ocorrem principalmente na Bolivia central, Paraguai, no extremo sul do Brasil
(PETRY; FONSECA, 2005; SICK, 1993), do sul até o centro do Chile, na Argentina
(RYDER; MANRY, 1994) e no Uruguai (ACOSTA et al. 2010) (Figura 3).

15



Introducéo

Ocasionalmente ocorrem na Guatemala e na Costa Rica (DARK-SMILEY; KEINATH,
2003). No Brasil podem ser avistados também nos estados de S&o Paulo, Rio de
Janeiro e Mato Grosso (SICK, 1997).

Il Residente permanente

B Residente no periodo reprodutivo
Residente no periodo néo reprodutivo
Migrante passageiro

TS0 0 750 Kilometers
L=

Figura 3: Distribuicdo de Plegadis chihi nas Américas
Fonte: NatureServe, 16/12/2010

O tapicuru é uma espécie altamente mobil e € considerado nébmade quando
ndo esta se reproduzindo. Todas as populacbes de Plegadis chihi, apds o periodo
reprodutivo, apresentam algum movimento de adultos. No hemisfério norte, as
populacdes dos Estados Unidos migram em direcdo ao sul para passar o inverno na
América Central (MATHEU; DEL HOYO, 1992). Algum movimento do leste para o
oeste também ja foi evidenciado pela recuperacao de duas aves anilhadas em Utah
e Nevada, recuperadas na Califérnia (RYDER; MANRY, 1994). H& poucas
informacgdes sobre as populacdes desta espécie na Ameérica do sul, o que se sabe é
qgue elas ndo migram, mas movimentos irregulares locais foram reportados como,
por exemplo, a descoberta de aves anilhadas em Santa Fé (Argentina) encontradas
no mesmo ano no Rio Grande do Sul (Brasil) (SICK, 1997). Os movimentos

irregulares em niveis regionais sao interpretados como uma resposta as mudancas
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sazonais (padrBes de chuva e niveis de 4gua), porque esses fatores influenciam o
suprimento de alimento e a disponibilidade dos locais de nidificagdo (MATHEU; DEL
HOYO, 1992).

1.1.4 Habitat e Alimentacao

Esta espécie habita principalmente ambientes alagados de agua doce, como
pantanos pouco profundos, lagoas e banhados, mas é encontrada também, em
estuarios e areas costeiras. Prefere areas com vegetacdo do tipo junco (Scirpus
spp.) ou taboa (Typha spp.). Os poleiros sdo normalmente em arvores, mas algumas
vezes no chdo, podendo estar localizados a varios quildmetros de onde as aves
forrageiam. Descansam em poleiros proximos ou dentro da colbnia vérios dias antes

do inicio da nidificacdo (ALFORD, 1978).

Como as outras aves do grupo ibis sdo altamente gregarios. Os poleiros sao
comunitérios e os bandos se locomovem entre as areas de alimentacéo, reproducéo
e descanso, assim como, durante a migracdo. Alimentam-se durante o dia,
principalmente em campos inundados agricolas (alfafa, arroz, grdo, cevada e aveia)
e em outros campos alagados (RYDER; MANRY, 1994). Ocupam regularmente
certas areas no inverno e durante a reproducdo, mas vagueiam comumente

dependendo das condi¢Bes de agua e alimento disponivel (RYDER, 1967).

Os principais alimentos consumidos sao invertebrados aquaticos,
especialmente, larvas de insetos, crustaceos, minhocas, sanguessugas € moluscos,
mas consomem também, pequenos peixes e plantas aquaticas. Forrageiam

inserindo o bico no solo tmido ou apanhando a presa na superficie da agua.
1.1.5 Reproducéao

Nidificam anualmente em grandes colbnias reprodutivas, formadas as vezes
em companhia de outras aves aquaticas, principalmente garcas e cegonhas. No
Brasil costumam nidificar juntamente com Phimosus infuscatus. As colbnias estédo
usualmente em vegetacdo emergente (taboa ou junco), em arvores baixas sobre a
agua rasa ou no chdo, em pequenas ilhas. Colénias sobre a 4gua ou em ilhas

oferece alguma protecdo contra predadores terrestres. A dindmica dos ninhos pode
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ser altamente assincronica e, no meio de um ciclo reprodutivo, podem ser
encontradas dentro de uma mesma colbnia, aves fazendo a corte, outras
construindo ninhos, filhotes menores e outros ja voando (IVEY; SEVERSON, 1984).
Os ninhos séo construidos com o acumulo de diversos materiais, tal como grama,

junco e ramo.

A filopatria ao local da coldnia é baixa, como a de outros ibis, pois nidificam
onde encontram maior disponibilidade alimentar (RYDER, 1967). Alguns locais de
colénias, entretanto, sdo usados repetidamente por varios anos (IVEY et al., 1988).
Na América do Norte, o periodo reprodutivo comeca na primavera e se estende de
abril a junho, enquanto que, na América do Sul, ocorre no periodo de novembro a

janeiro.

O sistema de acasalamento € pouco conhecido, mas pesquisadores
acreditam ser monogamico (DARK-SMILEY; KEINATH, 2003; RYDER; MANRY,
1994). A postura ocorre geralmente de manha, em um periodo de cinco a oito dias
(CAPEN, 1977). Cada casal produz uma ninhada por periodo reprodutivo, com as
fémeas colocando geralmente de trés a quatro ovos por ninhada. Ninhadas com um
ou dois ovos podem estar incompletos (abandonados) ou podem refletir perda de
ovos nao detectados (CAPEN, 1977; KANEKO, 1972; STEELE, 1980). Apenas dois
filhotes sobrevivem, na maioria das vezes, principalmente devido ao tamanho da
postura e as condi¢des climaticas (frio, umidade e altas temperaturas). Os ovos sao
incubados durante vinte dias. Ambos os adultos participam da constru¢éo do ninho e
cuidam da prole, alimentando seus filhotes através de regurgitacdo, até a terceira
semana de vida (altriciais). Jovens usualmente voam com 28 dias e saem da colbénia
com seis a sete semanas de vida para forragear proximo ao ninho. A ninhada se

torna independente com oito semanas de vida (KOTTER, 1970).
1.2 Caracterizacao Genética Populacional
1.2.1 Ameacas a Conservacgao de Espécies e Populagbes

A diversidade biolégica do planeta esta sendo rapidamente reduzida como
consequéncia direta e indireta das atividades humanas. Todos os dias a
biodiversidade € perdida a uma taxa 1000 vezes maior que a taxa natural,
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ultrapassando a velocidade com que novas espécies sao descobertas. A extincao de
espécies e de populacdes se deve principalmente a destruicdo do habitat, a
mudanca da paisagem com o crescimento da agricultura, a super exploracdo dos
recursos naturais, a poluicdo e ao aumento de espécies invasoras. Mudancas
climaticas induzidas por humanos também contribuem para acelerar essas perdas,
alterando o padrdo de migracdo das aves e outros comportamentos. Estatisticas
demonstram que a abundéancia de espécies no mundo diminuiu em 40% entre 0s
anos de 1970 e 2000. Espécies presentes em rios, lagos e pantanos declinaram
ainda mais (50%). Essa maior susceptibilidade das espécies dessas areas ocorre
porque as &reas alagaveis estdo entre os ecossistemas mais biodiversos do mundo

e estdo entre os mais ameacados (IUCN, 2010).

A América do Sul possui o maior continuo de areas alagaveis do mundo, com
aproximadamente 1.000.000 Km? (NEIFF, 2001). No sul do Brasil, o estado do Rio
Grande do Sul contém uma das maiores diversidades de aves aquaticas do pais,
tendo sido registradas 123 espécies pertencentes a 20 familias (VELEZ, 1997), o
que corresponde a 14,8% das espécies de aves aquaticas do mundo (ROSE;
SCOTT, 1994). Parte desta diversidade € explicada pelo fato do estado estar no
caminho de uma importante rota migratoria de aves (BELTON, 1994) e parte por

possuir grandes areas alagaveis.

A aplicacdo de ferramentas pela genética da conservacao permite resolver
guestbes praticas como definir as unidades de manejo dentro dos limites da
distribuicdo de uma espécie e, identificar populacbes em risco, caso esteja
ocorrendo reducao da diversidade genética (FRANKHAM et al., 2004). Esta area do
conhecimento também contribui para o entendimento da biologia das espécies, com
o esclarecimento de detalhes importantes das historias de vida dos organismos,
como por exemplo: seu sistema de acasalamento, a fonte de novos fundadores,
indicacdo de locais de reintroducdo, taxas de dispersdao (FRANKHAM, 2004),
parametros esses dificeis de serem determinados de maneira direta, pela

observacéao.

19



Introducéo

1.2.2 Andlise de Estruturagdo Genética baseada em Microssatélites

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida como a distribuicdo da
variabilidade genética dentro e entre populacdes. Esta estrutura € determinada pela
somatoria da acdo de diversos fatores que acentuam as diferencas ou
homogeneizam as popula¢des: mutacdo, migracdo, selecdo e deriva genética. Em
populacdes naturais, outros fatores podem influenciar na distribuicdo da
variabilidade genética dentro e entre populacdes, entre 0s quais podemos destacar
as barreiras ambientais, 0s processos historicos e o0s historicos de vida
(TEMPLETON, 2006), além do sistema de acasalamento, tamanho populacional e
estrutura etaria dos individuos (AVISE, 2006).

A determinacéo da estrutura genética das populacdes pode ser obtida com o
uso de marcadores moleculares. Uma grande variedade desses marcadores esta
disponivel para andlises genéticas, por exemplo: alozimas, DNA mitocondrial, AFLP
(do inglés, Amplified Fragment Length Polymorphism), SNP (do inglés, single-
nucleotide polymorphism), RAPD (do inglés, Random Amplification of Polymorphic
DNA), microssatélites e minissatélites. Dentre os critérios considerados na escolha
desses marcadores estao as caracteristicas da espécie em estudo, o problema a ser
abordado e a disponibilidade de tempo e dinheiro por parte do pesquisador
(SCHLOTTERER, 2004).

Os microssatélites sdo os marcadores genéticos mais comumente utilizados
nesse tipo de analise e foram escolhidos para ser empregado neste trabalho. Os
microssatélites sao constituidos de pequenas unidades repetidas e justapostas (de
um a seis pares de bases), com distribuicdo uniforme por todo o DNA nuclear
(TAUTZ, 1989). Estas unidades repetitivas podem ser constituidas de dimeros,

trimeros, tétrades e ainda uma combinacéo destes (compostos).

A popularidade dos microssatélites se deve a sua taxa alta de polimorfismo e
a codominancia que permite a facil distincdo entre individuos homozigotos e
heterozigotos para um determinado loco (ZANE et al., 2002). Além disso, esses
marcadores sao considerados seletivamente neutros, no sentido de que néo
codificam, na maioria dos locos, nenhum produto que € visualizado pela selecao

natural, permitindo a avaliagcdo da variabilidade genética individual e populacional,
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do fluxo génico e da estrutura populacional (SELKOE; TOONEN, 2006; WEBSTER,
2002).

A andlise dos locos de microssatélites, € realizada por meio da técnica de
PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction) (POWELL et al.,, 1996), utilizando
oligonucleotideos iniciadores complementares (de 18 a 30 pares de bases) as
regides que flanqueiam as sequéncias que apresentam a variagcdo (HOSHINO et al.,
2002). As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente
conservadas dentre os individuos de uma mesma espécie e até mesmo entre
espécies filogeneticamente proximas (MORGANTE; OLIVIERI, 1993).

Este marcador apresenta uma taxa alta de mutacao, variando de 10° a 10
por geracdo, sendo que a maioria sdo ocasionadas por alteracdes no numero das
unidades repetitivas (EISEN, 1999). Esta instabilidade é explicada pelo mecanismo
especifico de mutacdo chamado deslizamento da DNA polimerase (slippage) que
ocorre durante a replicacdo do DNA e que conduz ao aumento ou a diminui¢cdo do
namero de repeticbes (TAUTZ, SCHLOTTERER, 1994). Outro fator que pode
explicar porque essa taxa de mutacdo € alta nos microssatélites € o fenbmeno de
crossing-over desigual, causado pelo pareamento errbneo destas sequéncias nos
guiasmas (EISEN, 1999).

Frequéncias alélicas determinadas nos locos dos microssatélites embasam a
caracterizacdo genética de populacbes, sem que se conhegca seu tamanho,
densidade e sem que se saiba se a espécie esta estruturada em demes definidos ou

se apresenta uma distribuicdo mais ou menos continua (SLATKIN, 1985).

Informacdes acerca da distribuicdo da variabilidade genética nas populacdes
sdo de fundamental importancia para a definicdo de Unidades de Manejo (UM) da
espécie ao longo da sua area de distribuicdo. O nivel de isolamento entre as
populacbes de uma espécie implica em estratégias de manejo distintas. Se as
populacdes estéo isoladas, medidas precisam ser tomadas no sentido de se garantir
a manutencdo de todas as adaptacdes locais. Por outro lado, se h& fluxo intenso
entre as populagbes, um enfoque menos abrangente podera ser adotado visando
manter a qualidade do habitat (SOLE-CAVA, 2001).
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1.3 Parentesco Genético

Estimativas do grau de parentesco genético sdo feitas entre individuos nos
estudos de biologia, em populacbes naturais, quando se objetiva responder
questbes relativas: ao reconhecimento entre parentes, seus sistemas de
acasalamento, os padrbes de dispersdo de gametas e individuos, o grau de
vagilidade e de filopatria, a dispersao sexo-diferencial e os processos populacionais
histérico-demograficos (AVISE, 2004).

Um aspecto importante da biologia reprodutiva das aves refere-se aos tipos
de seus sistemas de acasalamento. Quatro tipos principais de sistemas foram
propostos, conforme o numero de fémeas ou machos por unidade reprodutiva
(EMLEN; ORING, 1977; SHUSTER; WADE, 2003): a monogamia, com uma fémea e
um macho por unidade reprodutiva; a poligamia, incluindo mais de uma fémea
(poliginia e poliginandria) ou mais de um macho (poliandria e poliginandria); e o
sistema promiscuo, no qual ndo se estabelece uma unido estavel entre os membros
dos dois sexos. A maioria das espécies de aves € considerada socialmente
monogamica, ou seja, um individuo une-se somente a um parceiro durante um
determinado ciclo reprodutivo (LACK, 1968). Na espécie Plegadis chihi, o sistema de
acasalamento é descrito como socialmente monogamico (DARK-SMILEY; KEINATH,
2003), embora essa informacao esteja baseada apenas em observacao ecolégicas.

A fertilizagdo extra-par (PEP) pode ser comum entre as aves socialmente
monogamicas (GRIFFITH et al.,, 2002) e é definida como a producdo de uma
progénie com mais de um parceiro. A fertilizacdo extra-par entre individuos de
Plegadis chihi ainda nao foi reportada (DARK-SMILEY; KEINATH, 2003; RYDER;
MANRY, 1994). Outro tipo de comportamento que pode acontecer durante o ciclo
reprodutivo € o do parasitismo de ninho intraespecifico (PNI), que ocorre quando
uma fémea faz postura de ovos em ninhos de outras fémeas da mesma espécie
(ZINK, 2000). O tamanho comum das ninhadas em P. chihi é de 3-4 ovos, portanto,
ninhadas apresentando de seis a oito ovos podem ser indicativas de parasitismo
intraespecifico (KANEKO, 1972; KOTTER, 1970). Ovos co-especificos depositados
experimentalmente nos ninhos foram aceitos e encubados pelos “pais” (KOTTER,
1970).
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As técnicas da genética molecular permitiram evidenciar que o numero de
parceiros sociais nem sempre corresponde ao numero de parceiros sexuais
(GRIFFITH et al., 2002). Em aves, estudos das relacdes de parentesco baseados
em ferramentas da genética molecular tém auxiliado na investigacdo e
caracterizagdo dos sistemas de acasalamento de vérias espécies (AVISE, 1996).
Esses resultados tém demonstrado que as estratégias reprodutivas das aves sao
bem mais complexas do que se pensava anteriormente com inferéncias baseadas

apenas em observacdes comportamentais (LIGON, 1999).

O uso de marcadores moleculares tornou-se necessario para se conhecer os
gendtipos dos individuos envolvidos e se calcular o grau de parentesco entre eles
(BLOUIN, 2003). Os microssatélites sdo considerados marcadores ideais para
estimar o parentesco e se estudar sistemas genéticos de acasalamento em
populacdes naturais (BLOUIN, 2003). Esse marcador tem sido escolhido porque
apresenta alto grau de polimorfismo (TAUTZ, 1989) e possui heranga biparental e
codominante, permitindo a distincdo entre individuos homozigotos e heterozigotos,

possibilitando comparacdes diretas dos genotipos entre individuos relacionados.

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

Ha uma grande variedade de métodos estatisticos e programas
computacionais que estimam o grau de parentesco entre os individuos com base na

informacdo genética dos locos de microssatélites (MINO, 2010; PEMBERTON,
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2008). Todos os métodos baseiam-se nas diferentes probabilidades com que dois
individuos aparentados podem compartilhar alelos por “identidade-por-
descendéncia” (IBD, do inglés, identity-by-descent). Dois alelos que descenderam
recentemente (umas poucas geracdes atras) de um mesmo alelo ancestral séao

denominados “idénticos por descendéncia”.
1.4 Justificativa

A espécie Plegadis chihi de acordo com a IUCN, ndo estd globalmente
ameacada e é abundante no Brasil. E uma espécie aquatica, altamente dependente
da disponibilidade de areas alagaveis para sua reproducdo e seu forrageamento.
Foram contados 12.000 pares reprodutivos na Estacdo do Taim, no sul do pais
(SICK, 1993). Acosta et al. (2010) relata a ocorréncia de 7.925 individuos contados
em arrozais no Brasil. Como a area de nidificacdo e forrageamento desta espécie no
Brasil esta restrita a um estado do sul do pais que passa por grandes
transformacdes pelo avanco da rizicultura, € importante que essas populacdes
sejam caracterizadas para que possam ser monitoradas caso haja grandes

alteracdes no seu habitat.

Durante as décadas de 60 e 70 as populacBes de tapicuru declinaram
bruscamente na América do Norte, devido ao uso de pesticidas organoclorados e a
perda de areas umidas, provocada pela seca e drenagem (RYDER, 1967). Esse fato
€ um alerta para a sobrevivéncia da espécie em outros locais do continente como o
sul do Brasil, uma regido cuja paisagem tem sido grandemente modificada pela

expansao das atividades de agricultura.

Para se selecionar uma estratégia de conservacao e manejo mais adequada
para populacdes que vivem em ambientes ameacados é importante se ter um solido
entendimento de sua diversidade genética (SCHWARTZ et al., 2007). A definicdo de
uma estratégia de conservacao para populacdes que vivem, por exemplo, em areas
alagaveis sdo mais facilmente definidas quando se conhece seus niveis atuais da

diversidade genética e como eles estdo distribuidos nas populagdes.

Estudos investigando a diferenciacdo genética entre populacdes de colbnias
ou regides ndo foram ainda desenvolvidos nessa espécie. Como outros ibis, os
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tapicurus abandonam o local onde as condicbes para a reproducdo sé&o
desfavoraveis e se dispersam para outras areas disponiveis. A proximidade
geografica das colbnias extintas e novas sugere que um evento de extincdo é
seguido por um de recolonizacdo. Essa possivel dinamica metapopulacional das
colonias de tapicuru nao foi ainda investigada. Considerando a ampla distribuicdo
dos ibises e sua baixa filopatria natal, espera-se encontrar um alto grau
miscigenacao entre as populacdes regionais ou vizinhas (DARK-SMILEY; KEINATH,
2003).

Como nao foram descritos locos de microssatélites na espécie, serdo usados
locos descritos nas espécies filogeneticamente proximas (amplificacdo heteréloga)
(MOORE et al, 1991). Serdo usados locos descritos para as familias
Threskiornithidae, Ardeidae e Ciconiidae. A taxa de sucesso da amplificacédo
heter6loga tem mostrado estar diretamente relacionada a distancia genética entre a
espécie em que o loco foi isolado (a espécie original) e a espécie na qual o loco foi
aplicado (a espécie alvo). Muitos trabalhos estdo utilizando a amplificacdo
heterdloga entre espécies proximas (ESTOUP et al.,, 1993; FIELDS; ACRIBNER,
1997; ISHIBASHI et al., 2000; JOHNSEN et al., 1998; LI et al., 1997; MOORE et al.,
1991; PAINTER et al., 1997; PALO et al., 2001; PRIMMER et al., 2005; ZARDOYA et
al., 1996).

Em termos de estimativas do grau de parentesco genético entre individuos, a
falta de correspondéncia entre a monogamia social e a monogamia genética
detectada na maioria das espécies de aves comprova que inferéncias sobre o
sistema genético de acasalamento de aves ndao podem ser feitas com base somente
no sistema social de acasalamento (MINO, 2006). Embora numerosos estudos
tenham sido conduzidos para se investigar sistemas genéticos de acasalamento em
aves, a maioria foi realizada em espécies de Passeriformes que ocorrem em regides
temperadas. Os poucos artigos ecoldgicos (GILL et al., 2007; STUTCHBURY et al.,
2007) e genéticos (CAPARROZ, 2003; CARVALHO et al., 2006) disponiveis em
aves Neotropicais demonstram que 0s seus sistemas de acasalamento sdo também

complexos e variaveis.
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Na espécie Plegadis chihi, o sistema de acasalamento € descrito como
socialmente monogéamico, embora essa informacdo esteja baseada apenas em
observacédo ecoldgicas. Evidéncia de parasitismo de ninho também foi evidenciada,
mas estudos genéticos confirmando tais hipdteses sdo inexistentes. Caso o0
parentesco entre 0s ninhegos esteja dentro do valor tedrico esperado para irmaos-
completos, a hipétese de monogamia genética sera confirmada. Contudo, se 0s
valores de parentesco diferir significativamente do esperado para irmaos-completos,
a hipétese de um sistema de acasalamento apenas monogamico sera descartada e

outras causas serao supostas.

As aves aquéticas neotropicais tém sido pouco estudadas do ponto de vista
da caracterizacdo genética das populacdes e dos seus sistemas de acasalamento.
Estudos com esses enfoques nas populacdes brasileiras de aves aquaticas
pertencentes as ordens Pelecaniformes e Ciconiiformes tém sido desenvolvidos,
mediante o uso de marcadores moleculares, no Laboratério Genética de Aves da
UFSCar. Da familia Threskiornithidae, apenas o colhereiro (Platalea ajaja) foi
previamente estudado (LOPES et al., 2007; MINO, 2006; MINO; DEL LAMA, 2009;
SANTOS et al., 2008). Os resultados nessa espécie confirmaram baixa estruturacéo
genética e a ocorréncia de filhotes meio-irmédos e nao-relacionados nos mesmo
ninhos (MINO, 2010). N&o foi descrito nenhum estudo genético populacional na
espécie Plegadis chihi, deste modo, o presente trabalho visa ampliar os estudos na
espécie que sdo de fundamental importancia para a conservacao das populacdes

brasileiras.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Nosso objetivo geral foi caracterizar geneticamente as populacfes de duas
colbnias reprodutivas de Plegadis chihi, localizadas na regido sul do pais, com base
nos genotipos levantados nos locos de microssatélites heterdlogos. Foram
determinados os niveis de diversidade e estruturacdo genética das populacbes e
estimada as relacdes de parentesco entre os filhotes amostrados nos mesmos

ninhos dessa espécie.
2.2 Objetivos Especificos

a) Identificar os locos de microssatélites heterdlogos polimérficos para se montar um

painel, a ser usado nesse estudo;

b) Estimar os niveis de diversidade genética a partir dos genaétipos nos locos de
microssatélites, determinados em amostras populacionais que incluiam apenas

um filhote/ninho;

c) Realizar a sexagem molecular e calcular a razdo sexual das duas populacdes

estudadas e dentro dos ninhos;

d) Verificar se as populagdes localizadas no estado do Rio Grande do Sul estdo

estruturadas geneticamente ou se ocorre fluxo génico entre elas;

e) Estimar as relacbes de parentesco entre os filhotes coletados nos mesmos ninhos

em uma populacéo natural da espécie.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Area de estudo: o Rio Grande do Sul

O estado do Rio Grande do Sul ocupa uma area de 282.062 km2, sendo
banhado ao leste pelo oceano Atlantico. Possui ainda 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, areas Uumidas e pequenas lagoas isoladas, além de algumas matas de
restinga. A regido destaca-se pela importancia de seus banhados e areas umidas
marginais, que sao responsaveis pela extensa cadeia alimentar e rica biodiversidade
(GETZNER, 2002).

O estado também é um dos principais produtores de arroz irrigado do Brasil,
cultivando anualmente cerca de 900.000 ha deste cereal (AZAMBUJA et al., 1996).
Além de destruir e fragmentar habitats (70% das areas tem menos que 1 km), o
cultivo requer um volume expressivo de agua para irrigacado e 0 emprego sistematico
de adubos, inseticidas e herbicidas, impactando substancialmente os ecossistemas
naturais. Embora algumas espécies de aves tenham declinado com a expansao da
rizicultura irrigada, outras se beneficiaram dos recursos existentes nesses banhados
artificiais. Diversos estudos demonstraram a importancia da rizicultura irrigada para a
avifauna, principalmente como local de forrageamento, descanso e, em menor
escala, reproducdo (FASOLA; RUIZ, 1996). Uma das espécies mais abundantes,
independentemente do sistema de cultivo, é o tapicuru (DIAS; BURGER , 2005).

3.2. Amostras

No total foram coletadas 247 amostras de pena em crescimento (pena
canhdo) e de musculo de filhotes de tapicuru em duas colbnias reprodutivas no
estado do Rio Grande do Sul. Durante o ciclo reprodutivo ocorrido em dezembro de
2008, foram coletadas amostras de pena em crescimento de 52 filhotes em uma
colénia localizada no municipio de Alvorada/RS (29°58°54”S; 51°05'11’0). Em
janeiro de 2010 foram obtidas 181 amostras de pena em crescimento e 14 amostras
de tecido muscular em outra colonia reprodutiva, localizada no municipio de
Tapes/RS (30°41'12”S; 51°23’53"0) (Figura 4). Na primeira coleta, foi amostrado
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apenas um ninhego de cada ninho, totalizando 52 ninhos. Na coleta realizada em
Tapes foram amostrados 87 ninhos: em sete ninhos foi amostrado apenas um
ninhego, em 66 ninhos foram amostrados dois ninhegos e em 14 ninhos, trés

ninhegos.

Colonia de Alvorada

Google
¢

I IGlobe
Data S0 \NOAA, Navy, NGA, GEBCO

Figura 4: Mapa do Brasil mostrando a localiza¢&o das col6nias de P. chihi nos municipios de
Alvorada e Tapes no Rio Grande do Sul.

As penas em crescimento cheias de conteudo celular foram retiradas da parte
axial da asa dos filhotes e as amostras de tecido muscular foram obtidas de filhotes
mortos encontrados dentro dos ninhos. Cada ninhego foi retirado manualmente do
ninho, anilhado, a pena em crescimento retirada e colocada em tubo com etanol
70%. Os filhotes amostrados tinham cerca de duas semanas de vida e por isso, nao
tinham mobilidade para se locomover entre ninhos, mas possuiam idade suficiente
para que a retirada das penas. Ap6s o manuseio, cada filhote foi devolvido ao seu
ninho. As amostras de musculo foram coletadas dos filhotes mortos dentro dos

ninhos e colocadas em etanol 70%.

Neste trabalho, cada colbnia reprodutiva foi considerada inicialmente como
sendo uma unidade populacional ou deme. Nas andlises populacionais, cada
amostra populacional foi formada a partir de amostras de um ninhego/ninho. Para as
estimativas de parentesco genético, incluimos somente os ninhos em que tinham

sido amostrados mais de um ninhego, todos procedentes da col6nia de Tapes.
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3.3 Extracéo de DNA total

O procedimento de extracdo do DNA total, assim como, toda a parte préatica
foi realizada no Laboratdrio Genética de Aves da UFSCar. Para a obtencdo de DNA
total a partir do conteddo do interior das penas em crescimento e das amostras de
musculo foi utilizada a mesma metodologia. O protocolo de extracdo iniciou-se
colocando uma mistura homogeneizada de 100 pl do conteldo das penas ou
pequenos pedacos do tecido muscular, 300 ul de tampéo de lise (10 mM de tris-HCI,
pH 85 e 50 mM de KCIl) e 20 ul de proteinase K (10 mg/ml) em tubos e,
posteriormente, inseridos no banho-maria por trés dias a 37°C. A cada dia foi
adicionado mais 20 pl de proteinase K em cada um dos tubos.

A partir desse passo inicial foi utilizado o protocolo proposto por Sambrook et
al. (2001), com modificacBes descritas a seguir. Apos a retirada das amostras do
banho-maria, adicionou-se 360 pl de fenol em cada tubo, as misturas foram agitadas
durante 10 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 12000 rpm. O passo anterior foi
repetido mais uma vez, adicionando 350 pl de fenol. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos tubos e 300 ul da mistura fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1) foi adicionada, agitados por 10 minutos e centrifugados durante 10 minutos
a 12000 rpm. Aos sobrenadantes foram acrescidos 300 pl de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1), agitados por 10 minutos e centrifugados durante 10 minutos a
12000 rpm. Os sobrenadantes resultantes deste ultimo passo foram transferidos
para novos tubos e adicionado acetato de sodio 3M (10% do volume), e em seguida,
etanol absoluto gelado (250% do volume). Os precipitados ap0s a centrifugacao
foram lavados com alcool 70% duas vezes e deixados a temperatura ambiente até
secar. O DNA foi resuspendido em 100 pl de agua destilada estéril e armazenado a
4°C.

Para se verificar a integridade e a quantidade de DNA obtido, foi realizado
eletroforese em gel agarose 1% na presenca de brometo de etidio (0,8 mg/ul) e
quantificado visualmente por comparacdo com o marcador padrao Low DNA Mass
ladder (Invitrogen) em um transluminador. Para determinagdo exata das
concentracbes, todas as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro

NanoVue™ (GE Healthcare), utilizando-se 1pl da solucdo aquosa de DNA estoque.
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Apés esse passo, as solucdes de DNA estoque foram diluidas em agua estéril, a fim
de se obter uma concentragao de 40 ng/pl.

3.4 Sexagem Molecular

Neste trabalho, foi realizada sexagem molecular segundo o método proposto
por Griffiths et al. (1998) para quase todas as classes de Aves (excecao Ratitas),
empregando-se dois oligonucleotideos: P2 (5’-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3’) e
P8 (5-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3). Estes oligonucleotideos hibridizam na
regido dos éxons, que é conservada, e que ladeia um intron no gene CHD-W e
CHD-Z. Como os introns Z e W néo sao iguais em tamanho nos dois cromossomos,
o resultado da amplificacdo € um fragmento que difere no tamanho: o macho
apresenta dois fragmentos idénticos e as fémeas, dois fragmentos de tamanhos
diferentes (GRIFFITHS et al., 1998).

A PCR para amplificacdo do fragmento intrénico tipo W e Z foi realizada num
volume final de 16 pul, contendo: 30 ng de DNA, 10 mM de Tris-HCI, 50 mM de KClI,
2,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 1U da enzima Taq polimerase
(Biotools) e H,0. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador
Eppendorf Mastercycler Gradient® (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha), com um
ciclo de desnaturacao inicial de 95°C por 3’, seguido de 30 ciclos de 95°C a 307,

49°C a 30” e 72°C durante 45”, finalizando com uma extensao de 72°C por 5'.

Para a separagcdo dos fragmentos amplificados, foi feita eletroforese em gel
de poliacrilamida 9% aplicando-se 3 ul do produto de PCR e 7 pl do marcador de
peso molecular. Apds 5 horas de corrida a 200 V, o gel foi retirado da cuba vertical e
corado para a visualizacdo das bandas. O gel de poliacrilamida foi mergulhado
inicialmente em 200 ml de solucao fixadora, agitado durante 10 minutos e lavado em
agua corrente trés vezes. Posteriormente, o gel foi colocado em 200 ml da solucéo
de nitrato de prata (0,15%), agitado e lavado em agua corrente trés vezes. Por
altimo, o gel foi mergulhado em uma mistura de 200 ml de solucéo reveladora (1,5%)

e 2 ml de formaldeido (37%), e as bandas foram visualizadas no gel.

Apos a sexagem de todas as amostras, foi calculada a razdo sexual em cada

uma das populacdes e dentro dos ninhos com dois ou trés filhotes. A razdo sexual,
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expressa pela propor¢cdo dos machos pelo total de individuos sexados (0,5), foram
testados segundo o teste de qui-quadrado no programa BioEstat 5.0 (AYRES et al.,
2007).

3.5 Amplificacdo dos Locos de Microssatélites e Genotipagem

No presente trabalho foram testados 44 locos de microssatélites heterélogos
sintetizados para espécies pertencentes as familias: Threskiornithidae, Ardeidae e
Ciconiidae (Tabela 1). As espécies originais dos locos testados dentro da familia
Threskiornithidae foram Eudocimus ruber (SANTOS et al., 2005), Platalea ajaja
(SAWYER, 2002) e Nipponia nippon (JI et al., 2004). Os demais locos utilizados
foram sintetizados para as espécies Mycteria americana (TOMASULO-
SECCOMANDI et al.,, 2003) da familia Ciconiidae e Ardea herodias (MCGUIRE;
NOOR, 2002) e Bulbucus ibis (CAMPANINI et al. 2010), da familia Ardeidae.

Os protocolos inicialmente usados nas reacdes de PCR e as condi¢Oes de
amplificagéo no termociclador foram os descritos nos artigos que descreveram 0S
locos e os oligonucleotideos (JI et al., 2004; MCGUIRE; NOOR, 2002; SANTOS et
al., 2005; SAWYER, 2002; TOMASULO-SECCOMANDI et al., 2003). Todas as
reacoes foram feitas em uma capela de fluxo laminar de uso exclusivo para esta
finalidade, com todos os objetos manuseados esterilizados. Além disso, um controle
negativo (sem DNA) foi incluido em todas as rea¢fes de PCR.

32



Tabela 1: Locos de microssatélites heter6logos testados, a sequéncia de cada um dos
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oligonucleotideos, repeticdo do motivo e a temperatura de anelamento (Ta).

Espécie

Locos

original testados Sequencia do primer (5'-3") Repeticao Ta (°C)
s STCRCCRCCATC TSR =

b ajaia Aaju2 ; ((;-I,;\TGGGA'\IT(? g'ﬁrAéA(? AGGélfl\f\l'cégl';%C (AACT) 3 TA(CTTT),CT(CTTT); 55
Aaju3 F.. CCCATGGCCACATTATAAACTT (GAT)15 55

R: GCTCTGGAGTAACTTGCTGGA

s £ SSTOMACTOTTeTCCTeT G,

NINFS . o CTGAAMAGAAGATARTTAGGA (TAGA)TA(CA) 57

NRHB12 F: AAAGACGGTGGTGACAGGA (GT)e 59

R: TCTGCTGTACCTTTTGGGGA

wos £ SMCTeCTITTOCCASe! 5

e LTOACRSRCCCTOMECTS TP

B3 A GOCTGGAAGTAGCATTTAO (A6 53

i [ITASCASCMCTACSTITATICN  Gupmon. o3

U7 R GAGGCAGCTCAGGTAATTGG (CTAG(CT)6TC(CT)1o 62,5

s SOCACTCTTOACACTOTOTO mcmTON,

B [ CAGOGTAGTGTOACCCTOTG (GA)e 625

EUI0 o G CCAGCARMOCTGOAGTG (GAAGA s &

e | SIRTCASCACTToANTCTooC

A AT L AGATTCAMACAAGCACCATGE (€A 59

reniis g ©ASSASCHGTITTAMGNCSTSC oy,
AMI4 G CAAAGCANCTAGGGGE (AO) 57,9

Wy EACRCCCATTCHTACA o

M. WS R GOCAAAAGCAACTAGGGGC (G 60

e g FICICIICASSTASTITT o .
Wy ESCTMOACCOICTIOONT w0 o
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WS13 ;: GTTTGCCCACTGTGTCAACT (ACho 60
o ERNSEIGTT woo
oo ESTDERCTSESTING oy
v LIS, o
e o s
i R
ST o w
M e mo.
o eSO oo w
ey o
w PRSI e s
s m T CommoRSCoa e,
o FOTCRSECECT o,
[T o w
o [ CEECTE o
v DOMTEEMEET  onen
e LSOOG v
Bl ;: GGGCTTGTATGATGAACTTT (TCORAG), 6

: TTTCTCCACTCTAGTTGCTGT

Houve uma adicao de 18 pb em todos os oligonucleotideos iniciadores foward, referente a cauda do

M13.

As reacbes de PCR foram, em seguida, otimizadas para cada um dos

oligonucleotideos, variando-se as concentracdes dos componentes (MgCl,, DNA,

dNTP, oligonucleotideos e Taq polimerase) e a temperatura de anelamento. O

termociclador utilizado em todos os testes foi o Eppendorf Mastercycler Gradient®

(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) e o rendimento dos produtos da PCR foi

avaliado em eletroforese com gel de agarose 1%.

Foi utilizado um sistema capilar com deteccao a laser para a identificagcao dos

genatipos dos individuos a partir do tamanho dos produtos amplificados. Para isso,

nas reagdes de PCR, um dos oligonucleotideos (forward ou reverse) devem estar
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marcados com alguma fluorescéncia [6-carboxi-fluorescine (FAM), hexacloro-6-
carboxi-fluorescine (HEX) ou tetracloro-6-carboxi-fluorescine (TET)]. Neste trabalho,
utilizou-se o método de Schuelke (2000) que usa na amplificacdo dos produtos de
PCR um oligonucleotideo iniciador que ndo é marcado, mas leva uma cauda
complementar ao M13 que é marcado com fluorescéncia, podendo o mesmo M13
ser utilizado com véarios marcadores. Essa técnica barateia o custo da sintese dos

oligonucleotideos.

Deste modo, em cada reacdo de PCR foram incluidos trés oligonucleotideos:
um oligonucleotideo forward de sequéncia especifica com a cauda complementar ao
M13 na ponta 5, um oligonucleotideo reverse de sequéncia especifica e um
oligonucleotideo com fluorescéncia (M13) de sequencia universal (Figura 5). Com
esse procedimento, a quantidade de oligonucleotideo iniciador forward nas reacdes
de PCR é menor que a metade do oligonucleotideo iniciador reverse. Os locos
descritos para a espécie Platalea ajaja ja possuiam a fluorescéncia FAM ligada ao
oligonucleotideo forward, portanto, ndo foi necessario adicionar o M13 fluorescente a

reacao.

w—b Sequéncia foward adidionada de uma "eannda" de 18pbh na posigio 5'

"—m Sequéneia reverse

AN

\w—’ Pritvier universal M13 marcade com o fluoedforo FARM

Frammento
5_< Dhe forrrrea] CACA. ... (CA),..... . CACA S Terplate OHA ——5—12
. T
JFARL:
N
5 —NINNEZZZZ2 CACA . (CA), .. CACA 7
T

S —NINEZZZZA CACA. .. (CA),.... CACA NS

Figura 5: Esquema da amplificacdo de PCR com a cauda M13 (Schuelke, 2000).

Com a finalidade de se verificar a ocorréncia de polimorfismo nos locos
testados foram genotipados em média, 20 individuos, que amplificaram nas reacdes
de PCR. Para isso, os produtos de PCR foram diluidos até 20x, dependendo do
rendimento, e colocados em uma placa de 96 pocos. Em cada poco foi adicionado 2
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ul do produto de PCR diluido, 8,2 pul de Tween 0,1% e 0,26 ul do marcador ET550-R
Size Standard (MegaBace™, GE Healthcare), exigido pelo sequenciador.

A separacdo dos fragmentos e a leitura da fluorescéncia incorporada nos
fragmentos foi realizada pelo sequenciador automatico MegaBACE™ 1000
(Amersham Biosciences). Os eletroferogramas resultantes da genotipagem foram
analisados no programa MegaBace™ Fragment Profiler (GE Healthcare Life
Science), com a utilizacdo de um filtro de pico definido para cada loco com o0s
seguintes parametros: padréo do alelo (tipo de unidade repetitiva), tamanho minimo
do alelo segundo os artigos que descreveram o loco, tamanho méaximo do alelo e
tipo de fluorescéncia. A definicdo do tamanho do alelo foi feita comparando-se os
picos visualizados nos eletroferogramas com os tamanhos esperados descritos nos
artigos referentes a cada um dos locos. Apos a definicdo dos alelos, foi elaborada
uma planilha contendo os genotipos de todos os individuos com seus respectivos
alelos.

3.6. Andlises Estatisticas

A planilha montada inicialmente com os gendtipos das duas popula¢des (um
individuo de cada ninho) foi primeiramente submetida ao programa Micro-Checker
2.2.3 (OOSTERHOUT et al., 2004) para averiguacdo da ocorréncia de erros na
genotipagem e suposta presenca de alelos nulos e alelos dropout. Ha varios
métodos para estimar a frequéncia dos alelos nulos a partir de uma aparente
deficiéncia de heterozigotos, a escolha do método varia dependendo se algumas
amostras falharam na amplificacdo e se essas ndo amplificacbes representam
homozigotos dos alelos nulos. Os métodos de Chakraborty et al. (1992) e Brookfield
(1996) assumem que essa deficiéncia é causada por alelos nulos e nao por erros de
genotipagem ou desvios de panmixia. J& o método de Oosterhout et al. (2004)
assume que nao existem homozigotos nulos e considera todas as amostras nao
amplificadas como originarias de um DNA degradado ou erro humano. A frequéncia
dos alelos nulos nessa abordagem € estimada a partir do célculo prévio das
frequéncias alélicas de todos os alelos detectados, supondo que o alelo nulo possui
um unico tamanho. Esse estimador permite uma melhor aproximagéo do equilibrio

de Hardy-Weinberg e, por esse motivo, foi o selecionado para nossa analise.

36



Material e Métodos

O programa GenAlex 6.4 (PEAKALL; SMOUSE, 2006) foi utilizado para
estimar as frequéncias alélicas, avaliar a heterozigozidade esperada (He) e
observada (Ho), a probabilidade de identidade (PI) e de excluséo (PE), fazer o teste
de qui-quadrado do equilibrio de Hardy-Weinberg, verificar a distribuicdo da variacao
genética por andlise molecular de variancia (AMOVA) e para estipular o padrao
alélico das populacdes. No teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores de p

foram corrigidos pela correcéo sequencial de Bonferroni (RICE, 1989).

Pelo programa GENEPOP 4.0.10 (ROUSSET, 2008) foi feito uma estimativa
multilocos do numero efetivo de migrantes (Ny) (SLATKIN, 1985; SLATKIN;
BARTON, 1989). No software Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) foi
verificado se ocorria desequilibrio de ligacdo entre os locos e avaliado o coeficiente
de endogamia (Fs), partindo-se da hipotese nula de unido aleatéria dos gametas. A
avaliacdo do grau de diferenciacdo genética especifica para microssatélites (Rst) € 0

valor de p foi estimado no programa RST CALC 2.2.

O conteudo de informacdo polimorfica (PIC) de cada um dos locos foi
estimado pelo programa Cervus 3.0.3 (KALINOWSKI et al., 2007), a partir dos
genatipos e das frequéncias alélicas. No programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007)
foi feito o teste G de contingéncia para comparar as duas populacdes em termos de
heterozigozidade esperada e do niUmero de amostras.

Foram estimados pelo programa FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET, 1995): a rigueza
alélica (Ra), diversidade génica (DG) de acordo com Nei (1987) e o grau de
diferenciacdo populacional (Fst). Em geral, estimativas baseadas em Fsr
apresentam um melhor desempenho do que aquelas baseadas em Rsr quando os
tamanhos amostrais (10 individuos) e/ou numero de locos sdo pequenos (cinco
locos) (GAGGIOTTI et al., 1999). O coeficiente Fst foi calculado, conforme o modelo
de mutacdo de alelos infinitos (KIMURA; CROW, 1964) que considera que cada
mutacdo sempre cria um novo alelo a uma determinada taxa de mutagéo W,, nao
admitindo homoplasia. No mesmo programa, foi feita a comparagdo das

heterozigosidades observadas entre machos e fémeas.

A estrutura populacional baseada no genotipo dos individuos foi examinada

usando-se 0 procedimento Bayesiano baseado no modelo implementado no
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programa STRUCTURE 2.3.1 (PRITCHARD et al., 2000). Por meio deste programa foi
possivel determinar do numero de populagBes genéticas (K), com base nos
genatipos fornecidos, sem que sejam dadas informacdes previas sobre os locais de

origem dos individuos analisados.

A ocorréncia de gargalo populacional genético recente foi investigada pelo
software BOTTLENECK (CORNUET; LUIKART, 1996) através do teste de Wilcoxon
(LUIKART et al.,1998). O teste de Wilcoxon é relativamente robusto e pode ser
usado em amostras pequenas e com poucos locos (ANMARKRUD et al., 2008). Esta
andlise assume trés modelos mutacionais: IAM (modelo de alelos infinitos) que
assume que as mutacdes nos microssatélites podem criar um numero infinito de
alelos; SMM (modelo de mutacao “stepwise”) que admite a mesma probabilidade
das mutacdes causarem ganho ou perda de uma unidade repetitiva; e TPM (modelo
“two phase”) que € um modelo misto que considera a probabilidade da mutacao
envolver os dois modelos mutacionais anteriores (ANMARKRUD et al., 2008).
Populacdes que passaram por um gargalo genético recente tendem a perder alelos
raros e consequentemente, aumenta a frequéncia dos alelos comuns (resultando em
um excesso de heterozigotos). Neste trabalho foi adotado o modelo TPM (70% de
mutacdes de passo simples e 30% de mutacdes de multiplos passos), pois esse
modelo mutacional porece ser mais conservativo (LUIKART; CORNUET, 1998). Para
todos os testes estatisticos, foi considerada uma significancia de 5% (p < 0,05).

O programa NeEstimator 1.3 (PEEL et al., 2004) foi utilizado para calcular o
tamanho efetivo populacional (Ne) das duas colénias empregadas neste trabalho. As
andlises foram feitas a partir da geracao zero e pelo método de desequilibrio de
ligacdo, por ser o mais comumente usado e o melhor avaliador de amostra Unica
(HILL, 1981).

3.7. Parentesco Genético

O grau de parentesco genético (estimativa r) entre dois individuos baseia-se
na probabilidade de que dois alelos que eles possuem sejam idénticos-por-
descendéncia (IBD, LYNCH; WALSH, 1998). Trés classes de relacionamentos
podem ser supostas para filhotes em um mesmo ninho: irmaos-completos (FS),

meio-irméos (HS) e ndo-relacionados (U). Os valores tedricos médios esperados de
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r sdo 0,5 para irmaos completos, 0,25 para meio-irmaos e 0,0 para individuos nao-
relacionados (RUSSELO; AMATO, 2004). Em populagbes naturais, uma variagao
consideravel € observada em torno dessas médias, devido principalmente a
natureza estocastica da selecdo genética durante a reproducéo sexual, ao pequeno
namero de locos de marcadores moleculares e as proporcdes reais de diades nas
categorias de parentesco diferentes na populacdo (RUSSELO; AMATO, 2004). Por
esse motivo o programa IRel 1.0 (GONCALVES DA SILVA; RUSSELO, 2010) foi
aplicado, baseado nas frequéncias alélicas observadas na populacdo e na
simulacdo de diades (10000 interacdes), determinando valores médios entre as trés
classes de relacionamentos (FS, HS e UR) mais proximos aos observados nas

nossas amostras populacionais.

Abordagens metodologicas baseadas em dados de microssatélites para a
inferéncia de parentesco genético entre individuos podem ser classificadas em duas
categorias. A primeira categoria utiliza o estimador de “momentum”, uma quantidade
continua, definida em termos de probabilidade de alelos idénticos-por-descendéncia
(QUELLER; GOODNIGHT, 1989). A segunda categoria usa a abordagem de
verossimilhanca para determinar os provaveis relacionamentos (GOODNIGHT;
QUELLER, 1999). Considerando-se as limitacdes dos métodos e empregando-se as
devidas corre¢des, disponiveis na maioria dos programas utilizados, é possivel obter
estimativas adequadas das relacdes de parentesco entre individuos em populacoes
naturais (BLOUIN, 2003).

A estimativa de parentesco genético (r) entre os filhotes coletados no mesmo
ninho foi feita primeiro pelo estimador de “momentum” no programa KINGROUP
(KONOVALOQYV et al., 2004), de acordo com Queller e Goodnight (1999). Quanto
mais negativo for o valor determinado de r, maior a certeza de que os individuos que
estdo sendo avaliados ndo sédo relacionados, j4 que esses individuos apresentam
um menor numero de alelos idénticos-por-descendéncia do que o esperado
(KONOVALOQV; HEG, 2008). Além disso, esses valores negativos podem ajudar a
detectar individuos que carregam novos alelos (KONOVALQOV; HEG, 2008).

O programa ML Relate (KALINOWSKI et al., 2006) baseado na estimativa de

maxima verossimilhanca foi utilizado para se detectar as provaveis relacdes de
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parentesco entre os individuos, supondo a presenca ou auséncia de alelos nulos.
Este programa permitiu também fazer testes especificos de hipoteses entre todos os
pares de ninhegos. Neste caso, a hipbtese putativa considerada como a verdadeira
foi a de que os pares de ninhegos sao irmaos-completos (considerando-se o sistema
de acasalamento monogamico). Quando o valor de p for pequeno (p < 0,05), a
hipotese putativa estar4 mais de acordo com os dados genéticos do que a hipGtese
nula. Caso o valor de p seja grande, ndo se tem dados para se confirmar tal hipétese
e a hipotese nula ndo sera rejeitada. Todas as provas foram conduzidas com 10.000

permutacfes de gendtipos/relacionamento.

A classificagdo final do relacionamento entre os pares de ninhegos foi
realizada utilizando parte do procedimento descrito por Mifio (2010). Primeiramente
foi estimado o valor de parentesco (QUELLER; GOODNIGHT, 1989) segundo o
programa KINGROUP. Em seguida, foram realizados testes de hipbteses para se
estabelecer o provavel relacionamento de acordo com os valores de r nos
programas KINGROUP e ML-Relate. O uso conjunto destes dois programas foi
justificado pelo fato de que o ML Relate faz as analises de parentesco considerando
a presenca de alelos nulos, enquanto que o programa KINGROUP néo disponibiliza
esta opcao. As provaveis categorias de relacionamento fornecidas pelos programas
foram confrontadas com os valores de corte dados pelo programa IRel 1.0. Chegou-
se a identificacdo final de uma classe de relacionamento entre os ninhegos (UR, HS
e FS) somente quando os resultados fornecidos por essas metodologias foram
concordantes. Quando nao houve concordancia entre as metodologias, os pares de

ninhegos foram considerados néo classificados.

Comparacdes entre os valores médios de parentesco obtidos dentro dos
ninhos e entre ninhos foram realizadas no programa BioEstat 5.0 (AYRES et al.,

2007), utilizando-se o teste t com duas amostras independentes.
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4 RESULTADOS
4.1 Extracao de DNA total

O protocolo de extracado de DNA utilizado neste trabalho resultou na obtencéo
de DNA de boa qualidade em todas as amostras. O DNA extraido apresentou pouca
degradagao o que ficou evidenciado pela auséncia de “rastro no gel” de agarose 1%
(Figura 6), padrédo esse que indicaria a fragmentacdo do DNA molde. As solucdes
foram quantificadas e as concentracfes foram suficientes para todas as reacdes de
PCRs.

Figura 6: Fotografia mostrando as bandas do DNA gendmico extraido em gel de agarose 1%
comparadas com o marcador de peso molecular MassRuler™ DNA ladder (Fermentas).

No geral, os resultados obtidos com as amostras de DNA extraidas de tecido
muscular foram melhores do que com as amostras de DNA extraidas das penas em
crescimento nas duas populagées, tanto em relacdo a qualidade como a quantidade
de DNA. As concentracbes de DNA das extracfes de penas em crescimento
variaram de 45 a 2606 ng/ul, apresentando uma média de 870 ng/ul. A quantificacéo
das extracdes de DNA de tecido muscular mostrou uma variacdo de 746 a 3333
ng/pl e uma média de 1705 ng/ul de DNA extraido. A solucdo aquosa de DNA
estoque foi diluida para a concentracdo de 40 ng/ul e essas solugdes foram

utilizadas posteriormente em todas as PCRs.
4.2 Sexagem Molecular

A sexagem molecular foi bem sucedida, resultando na identificacdo das

fémeas, o sexo heterogamético, com a amplificagdo de dois fragmentos intrénicos
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(ZW), e na identificacdo dos machos, o sexo homogamético, com amplificacdo de
fragmentos de tamanhos idénticos referentes ao cromossomo Z. Esses fragmentos
s6 puderam ser separados em gel de poliacrilamida 9% (Figura 7), pois a pequena
diferenca de tamanho entre eles ndo permitiu sua separacédo em gel de agarose 3%.
O tamanho do fragmento intrénico do gene CHD observado para o cromossomo Z

foi 372 pb e o cromossomo W apresentou 360 pb .

372 pb

360 pb

S e

Figura 7: Fotografia do gel de poliacrilamida 9% mostrando os fragmentos de amplificacdo dos
introns do gene CHD especificos para os cromossomos W e Z. Fémea () e macho (J).

A razao sexual das populacdes foi expressa pela razdo entre os machos e o
total de individuos sexados. Desvios significativos do valor esperado (0,5) ndo foram
observados (Tabela 2). A razdo sexual observada dentro dos ninhos com dois
filhotes (25% duas fémeas, 25% dois machos e 50% um macho e uma fémea) e com
trés filhotes (16% trés fémeas, 8% trés machos, 42% uma fémea e dois machos,
34% duas fémeas e um macho) também demonstrou uma diferenca nao

significativa, esperado para popula¢des panmiticas.

Tabela 2: Sexagem molecular dos individuos das duas popula¢des de Plegadis chihi.

Populagdes Machos Fémeas E;Zligl E;Zligl V?LOS;:ezp
observada esperada X
Alvorada 21 27 0,437 0,500 0,386
Tapes 45 42 0,517 0,500 0,747
Total 66 69 0,477 0,500 0,566

p>0,05
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4.3 Variabilidade Genética

Dentre os 44 locos de microssatélites heter6logos testados (Tabela 1), 25
resultaram na amplificacdo satisfatoria de um fragmento de tamanho esperado apos
reacoes de PCR: Aaju3, Aaju5, NnNF5, NnCE11l, NnDD9, NnHB12, Eru2, Eru3,
Eru4, Eru5, Eru6, Eru7, Eru8, Eru9, Erull, WS3, WS4, WS9, Bil, Bi5, Bi7, Bi9, Bil0,
Bill e Bil2. Nos locos em que ndo houve amplificacdo, foram feitas tentativas de
modificacdo da temperatura de anelamento dos oligonucleotideos, da concentracao
de MgCl, e da quantidade de DNA, mas mesmo com tais alteracdes ndo se obteve

sucesso na amplificacao.

Foram considerados monomorficos apds as analises dos eletroferogramas os
locos: Aaju5, NnCE11, NnDD9, NnHB12, Eru3, Eru7, Eru8, Eru9, Erull, WS3, WS4,
WS9, Bil, Bi5, Bi7, Bi9, Bil0, Bill e Bil2. O numero de alelos e o tamanho dos
fragmentos obtidos para os seis locos polimoérficos em P. chihi foram comparados
aos valores publicados para os mesmo locos nas espécies na qual foram descritos
(Tabela 3).

Tabela 3: Locos heter6logos de microssatélites polimérficos caracterizados na espécie P. chihi. O
namero de alelos (Na) e o tamanho dos fragmentos amplificados nesse estudo sdo comparados aos
resultados obtidos nas espécies onde os polimorfismos foram descritos. PIC: Contetdo de
informacao polimarfica dos locos com dados desse trabalho.

- Tamanho dos Tamanho dos
Na especie Nanesse PIC nesse

Locos ot fragmentos na fragmentos nesse

original estudo ? L estudo
espécie original estudo

Aaju3 7 10 137 - 203 171 - 202 0,746
Eru2 4 4 161 - 167 119-141 0,367
Eru4 5 4 176 - 184 200 - 206 0,409
Eru5 6 3 184 - 198 218 - 222 0,545
Eru6 17 9 207 - 241 239 - 255 0,599
NnNF5 3 2 115- 130 126 - 128 0,325

A figura 8 apresenta os eletroferogramas ilustrando o polimorfismo em cada

um dos seis locos, assim como os padrdes caracteristicos de seus alelos.

Considerando-se todos os locos, o numero de alelos nesse trabalho variou de
dois (NNNF5) a 10 (Aaju3) com uma média de 5,33 alelos por loco (Tabela 4). Na
populacdo de Alvorada foram detectados ao todo 29 alelos, sendo trés deles apenas

encontrados nesta populacao (alelos privados). Em Tapes, foram detectados
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Figura 8: Eletroferogramas mostrando o padréo de alguns dos alelos e o polimorfismo em cada um
dos locos de microssatélites heterdlogos utilizados nesse trabalho.
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Tabela 4: Lista dos alelos e frequéncias alélicas em cada um dos seis locos polimérficos nas duas

populagoes.
Populacdes

Locos Alelos Alvorada  Tapes
Aaju3 171 0,034 0,057
174* 0,489 0,414

177 0,045 0,092

180 0,091 0,040

183 0,148 0,115

186 0,080 0,103

189 0,000 0,057

192 0,034 0,080

195 0,068 0,034

201 0,011 0,006

Eru2 119 0,014 0,012
121 0,041 0,000

125 0,189 0,304

141* 0,757 0,685

Eru4 200 0,000 0,017
202* 0,580 0,517

204 0,409 0,454

206 0,011 0,011

Eru5 218 0,193 0,238
220* 0,455 0,558

222 0,352 0,203

Eru6 239 0,000 0,023
241 0,023 0,006

243 0,159 0,186

245 0,068 0,076

247 0,011 0,000

249 0,011 0,000

251 0,170 0,105

253* 0,545 0,593

255 0,011 0,012

NnNF5 126* 0,705 0,720
128 0,295 0,280

*Alelo mais comum nas duas populacdes

Frequéncias Alélicas

ncias

@

Frequ

0,800 -

0,600 -

0,400

0,200 - = Alvorada
0.000 H Tapes

Locos

Figura 9: Grafico apresentando a distribuicdo dos alelos e as frequéncias alélicas nas duas

populacdes.
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também 29 alelos, com outros trés alelos privados. Os alelos apresentaram uma

frequéncia similar nas duas populagdes (Figura 9).

O programa Micro-Checker 2.2.3 constatou excesso de genotipos
homozigotos no loco Eru6 (Tabela 5) e atribuiu esses padrdes a ocorréncia de
bandas fantasmas (stuttering) nos eletroferogramas. Este resultado foi sugerido
devido a uma deficiéncia de heterozigotos em que os alelos diferem por uma simples
repeticdo ou por um excesso dos homozigotos dos alelos maiores (porque stuttering
€ mais severo para alelos maiores). Nesse loco, especificamente, por vezes 0s picos
dos diferentes alelos apresentavam-se muito préximos um do outro no
eletroferograma, impossibilitando a sua distingdo. E provavel, portanto, que mesmo
apos checagem cuidadosa dos eletroferogramas, tenha ocorrido a classificacéo
errbnea de individuos heterozigotos como homozigotos, explicando assim a
presenca de alelos nulos e o excesso de homozigotos na maioria das classes dos
alelos (Figura 10). Nos outros locos esse tipo de ocorréncia n&o foi detectada, nem
foram detectados alelos nulos ou amplificacéo alelo-preferencial.

Tabela 5: Estimativas das frequéncias de alelos nulos para cada loco segundo o método descrito por
Oosterhout et al.(2004) calculado pelo programa Micro-Cheker.

Presenca de

Locos Oosterhout
Alelo nulo
Aaju3 nao -0,059
Eru2 nao -0,266
Eru4 nao -0,048
Eru5 nao -0,090
Eru6 sim 0,125*
NnNF5 nao -0,112

E11 SMOL_pl6éZRundl E11
2000

1000

240 250

Figura 10: Eletroferograma do loco Eru6 mostrando um pico em que ficou duvidoso se o gendtipo era
de um homozigoto ou de um heterozigoto. Ver na Figura VIII que cada alelo nesse loco apresenta
quatro picos ou mais.

O numero de individuos analisados (N), a heterozigosidade observada (Ho) e
esperada (He), os valores de riqueza alélica (Ra), a diversidade génica (DG) e os
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valores de p no teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (Penw) para cada loco, estao
apresentados na Tabela 6. As propor¢cBes genotipicas estdo de acordo com o
Equilibrio de Hardy-Weinberg nas duas populacdes, ja que nenhum loco apresentou
valor de p significativo nos testes, apds a correcédo sequencial de Bonferroni.

Tabela 6: Estimativas de diversidade genética baseadas nos dados de seis locos de microssatélites
heterélogos. O numero de individuos analisados (N), a heterozigozidade observada (Ho),

heterozigosidade esperada (Heg, riqueza alélica (Ra), diversidade génica (DG) segundo Nei (1987) e
o valor de p obtido no teste de x” para o equilibrio de Hardy-Weinberg (PEHW).

Locos N Ho He Ra DG Peaw

Alvorada  Aaju3 44 0,773 0,716 8,834 0,723 0,849
Eru2 37 0,486 0,390 4,000 0,394 0,701

Eru4 44 0,545 0,497 2,841 0,502 0,583
Erub5 44 0,727 0,632 3,000 0,638 0,043~

Eru6 44 0,477 0,643 7,499 0,652 0,097

NNnNF5 44 0,500 0,416 2,000 0,420 0,182

Tapes Aaju3 87 0,839 0,780 9,366 0,785 0,111
Eru2 84 0,560 0,439 2,688 0,441 0,059

Erud 87 0,460 0,526 3,484 0,529 0,338

Eru5 86 0,547 0,590 3,000 0,594 0,057

Eru6 86 0,512 0,596 6,004 0,600 0,057

NNnNF5 84 0,440 0,403 2,000 0,405 0,394

MEDIA - 0,572 0,552 4,560 0,557 -

* Valor néo significativo apés a correcédo sequencial com Bonferroni (p > 0,05)

A heterozigosidade esperada nas duas populacdes variou de 0,390 (Eru2) a
0,780 (Aaju3) e a heterozigosidade observada variou de 0,440 (NnNF5) a 0,839
(Aaju3). A riqueza alélica por loco, baseada no tamanho minimo amostral (37
individuos) variou de dois para o loco NnNF5 a 9,366 para o loco Aaju3. Os valores
de heterozigosidade esperada nas duas populacfes foram semelhantes (teste G de
contingéncia: p = 0,975). A diversidade génica observada variou desde 0,394 (Eru2)
até 0,785 (Aaju3). A heterozigosidade parece estar distribuida igualmente entre os
sexos, conforme comparacdo das estimativas de diversidade genética entre o0s
mesmos, baseada em 1000 randomizac@es (Tabela 7).

Tabela 7: Comparacéo da heterozigosidade entre os sexos. N: Numero de individuos analisados, Ho:
Heterozigosidade observada

N Ho
Fémea 65 0.629
Macho 66 0.509
Total 131 0.569

O tamanho populacional efetivo estimado pelo programa NeEstimator sugere

11,9 individuos reprodutivos na colénia de Alvorada e 28,5 na coldnia de Tapes.
47



Resultados

Segundo o software BOTTLENECK, ndo ha evidéncia de reducdo recente do
tamanho populacional nas populacbes (teste de Wilcoxon, Alvorada: p = 0,43;
Tapes: p = 0,10). Os valores de Fis mostram que apenas no loco Eru6 o excesso de
genaotipos homozigotos € significativo (Tabela 8), concordando com os resultados

apresentado pelo Micro-Checker.

Tabela 8: Valores do coeficiente de endocruzamento (F;s) e os valores de p.

Locos Fis Valor de p
Aaju3 -0,069 0,976
Eru2 -0,259 0,999
Eru4d 0,061 0,257
Eru5 0,002 0,522
Eru6 0,190 0,0007*
NnNF5  -0,123 0,946

* Valor significativo (p < 0,05)
O teste exato de desequilibrio de ligacdo demonstrou que ha associagao (p <

0,05) entre os locos Eru4+Eru6 em Alvorada e Eru5+NnNF5 em ambas populagbes
(Tabela 9).

Tabela 9: Probabilidade de ocorréncia de desequilibrio de ligacéo (p) entre os locos, em cada
uma das populacdes.

Locos Valordep Valordep

(Alvorada) (Tapes)
Aaju3 x Eru2 0,817 0,460
Aaju3 x Erud 0,516 0,126
Eru2 x Eru4 0,641 0,231
Aaju3 x Erub5 0,567 0,352
Eru2 x Eru5 0,283 0,091
Eru4 x Eru5 0,474 0,191
Aaju3 x Eru6 0,182 0,733
Eru2 x Eru6 0,358 0,534
Eru4 x Eru6 0,049* 0,835
Eru5 x Eru6 0,195 0,455
Aaju3 x NnNF5 0,170 0,770
Eru2 x NnNF5 0,587 0,532
Erud4 x NnNF5 0,592 0,585
Eru5 x NnNF5 0,018* 0,022*
Eru6 x NnNF5 0,189 0,472

*Significativo p < 0,05
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4.4 Estruturacdo Genética

As andlises de estruturacdo genética supdem que os locos incluidos néo
estejam em desequilibrio de ligacdo. Para atender essa exigéncia, os locos Eru6 e
NnNF5 foram excluidos dessas analises, pois se apresentaram em desequilibrio de
ligagdo com os locos Eru4 e Eru5, respectivamente. O loco Eru6 foi também
selecionado para ser excluido, por ter apresentado alelos nulos.

As analises demonstraram um grau baixo, mas significativo de diferenciacao
genética entre as duas populagdes (Fst = 0,009, p < 0,05; Rst = 0,0024, p <0,24). A
andlise de variancia molecular (AMOVA) demonstrou que a distribuicdo da maior
parte da variagdo genética presente nas populacdes pode ser explicada pela
diferenca entre os individuos dentro das populacfes e s6 apenas 2% da variacao é
explicada pelas diferencas entre elas (Tabela 10; Figura 11).

Tabela 10: Analise AMOVA da distribuicdo dos componentes da variabilidade genética total

presente nas populagfes. Apresenta o grau de liberdade (df), a soma dos quadrados (SS), a média
da soma dos quadrados (MS), a estimativa da variancia e a porcentagem da variancia total (%).

Estimativa da

Origem df SS MS A %
Variancia
Entre populacées 1 5,541 5,541 0,054 2%
Dentro das populagdes 129 309,528 2,399 2,399 98%
Total 130 315,069 2,453 100%
Entre populacdes Porcentagem de variancia molecular
2%

Figura 11: Grafico mostrando a distribuicdo da diversidade genética dentro e entre as populagées.

A abordagem Bayesiana do STRUCTURE mostrou que, aparentemente, as duas

amostras estudadas pertencem a uma unica unidade populacional (Figura 12).

49



Resultados

Usando o método dos alelos privados, apds a correcdo para o tamanho amostral, o
Nm foi estimado como sendo 1,689, indicando uma possivel existéncia de fluxo
génico entre as populacdes. O padrdo alélico das duas populagbes (Figura 13)

confirma que elas séo bastante similares.
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Figura 12: Gréfico tracado pelo programa Structure com mais alto valor de probabilidade para K=2,
resultante da analise de agrupamento nédo-orientado (burn-in 10000 e 100000 réplicas). As barras
representam, para cada individuo, as probabilidades de pertencimento aos grupos inferidos. A barra
preta separa as duas populacdes, Alvorada (1) e Tapes (2).
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Figura 13: Grafico apresentando o padréo alélico das populacdes. O nimero de alelos (Na), nimero
efetivo de alelos (Ne), indice de Shannon (I) e o niumero de alelos privados.

4.5 Parentesco Genético

O loco NnNF5 foi excluido das analises de parentesco genético por estar em
desequilibrio de ligagdo com o loco Eru5 em Tapes e por ser 0 menos informativo,
em relagdo ao numero de alelos (2 alelos). O loco Eru6 (9 alelos) mesmo possuindo
alelos nulos, foi incluido nas analises de parentesco genético, pois segundo Wagner
et al. (2006) essas analises sdo mais robustas se locos com alelos nulos séo
incluidos nelas, principalmente quando esses possuem um numero grande de

alelos.
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A probabilidade média de identidade (PI) foi 0,0005 em Alvorada e 0,0004 em
Tapes, e a probabilidade combinada de exclusdo para todos os locos (PE) (n&o

conhecendo nenhum dos pais) foi 0,975 em Alvorada e 0,979 em Tapes (Tabela 11).

Tabela 11: Valores da probabilidade de identidade (PI) e probabilidade de exclusédo (PE) por
loco nas duas populacgdes.
Populacdes Locos Pl PE

Alvorada Aaju3 0,104 0,737
Eru2 0,416 0,317

Erud 0,366 0,299

Eru5 0,211 0,49

Eru6 0,165 0,614

Tapes Aaju3 0,067 0,813
Eru2 0,401 0,281

Eru4 0,335 0,336

Eru5 0,234 0,471

Eru6 0,201 0,565

As andlises populacionais e de parentesco genético inicial basearam-se em
52 individuos provenientes da colénia de Alvorada. Os resultados revelaram,
entretanto, que alguns pares de individuos dessa populacdo apresentavam altos
valores de parentesco genético (r > 0,6), desviando-se assim do esperado para
populagcées panmiticas (o esperado quando se coleta um filhote/ninho € que esses
individuos sejam nao-relacionados). Esse resultado nos alertou quanto a
possibilidade da presenca de irmaos-completos que tivessem sido incluidos
erroneamente na amostra populacional. Na procura de uma explicacdo para tal
achado, contatamos o colaborador que tinha executado a coleta dessas amostras e
nos foi relatado que a coleta tinha sido realizada ap6s uma grande tempestade no
Rio Grande do Sul. Em consequéncia, alguns filhotes foram encontrados no chéo e
amostrados, sem que se soubesse qual seu ninho de procedéncia. Como existia
uma possibilidade real de que esses pares de ninhegos com valor alto de
parentesco genético fossem verdadeiros irmaos, optou-se por eliminar da amostra
populacional um dos ninhegos dos pares provaveis “irmaos-completos”. Apés a
retirada de um filhote dos oito pares de filhotes identificados com valores altos de
parentesco genético todas as analises foram refeitas. Apds esse expurgo, o valor
meédio de parentesco genético entre os individuos da coldnia de Alvorada foi 0,007 e
em Tapes foi -0,008 (Figura 14).
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Valores médios de parentesco dentro das populacdes
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Figura 14: Grafico mostrando o valor médio de parentesco entre os individuos das duas populacdes.
Limites de confianga superior (U) e inferior (L) vinculados ao intervalo de confianga de 95% em torno
da hipotese de “nenhuma diferenga” entre as populagdes, conforme determinado pela permutacao.

Os valores de corte para se distinguir entre categorias de relacionamento
genético (QUELLER E GOODNIGHT, 1989) foram calculados pelo programa IRel
1.0. Para se distinguir entre nao-relacionados e meio-irméos o valor de corte foi
0,122 e para se distinguir entre meio-irmaos e irmaos-completos, o valor foi 0,336.
Assim, pares de ninhegos com valores de r abaixo de 0,122 foram classificados
como ndao-relacionados, os que possuiam valores de r entre 0,122 e 0,336 como
meio-irm&os e os que possuiam valores de r maiores que 0,336 foram classificados
como irméaos-completos. A figura 15 apresenta quatro curvas tracadas pelo IRel 1.0:
trés demonstrando a distribuicdo dos valores de r (QUELLER; GOODNIGHT, 1989),
para os pares simulados de FS, HS e U, e uma curva tragada com base nas
frequéncias alélicas observadas nas nossa amostra populacional (procedimento
sugerido em MINO 2010).
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Figura 15: Distribuicao dos valores de parentesco par-a-par segundo Queller e Goodnight (1989)
para pares simulados de relacionamentos (roxo — ndo-relacionados, marrom — meio-irméos, verde —
irméos-completos) e com base nos dados desse trabalho (em azul).
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A categoria de relacionamento mais provavel para cada par de filhotes
amostrados dentro dos ninhos foi obtida com base no procedimento descrito por
Mifio (2010). O programa ML-Relate fez as analises com as frequéncias alélicas

corrigidas para ocorréncia de alelos nulos nos locos Aaju3 e Eru6 (Tabela 12).

Tabela 12: Categorias de relacionamento dos pares de ninhegos amostrados dentro dos ninhos e
analisados para o parentesco genético. Para cada par, apresenta-se o valor de parentesco genético
segundo Queller e Goodnight (1989) (Q&Gr), a categoria de relacionamento mais provavel
identificada por maxima verossimilhanca (ML-Relate) e para o estimador de “momentum”
(KINGROUP), e a categoria de relacionamento mais provavel para cada par de ninhego. Os tracos
representam os pares de ninhegos que nédo tiveram uma categoria de relacionamento confirmada.
FS: irmaos-completos; HS: meio-irmédos; U: ndo-relacionados.

(r Q&Gr) ML-Relate KINGROUP Diagnostico final
Ninho Pares categoria categoria categoria da cqtegoria de
de de de relacionamento
relacionamento relacionamento relacionamento
2 Tp3 - Tp2 (0,024) U FS FS -
3 Tp5 - Tp4 (0,505) FS FS FS* FS
4 Tp7 - Tp6 (0,521) FS FS U -
5 Tp9 - Tp8 (0,485) FS HS HS -
6 Tpll - Tpl0 (0,611) FS FS FS* FS
7 Tp13 - Tp12 (0,175) HS U U -
8 Tpl5 - Tpl4d (0,288) HS FS FS* -
9 Tpl7 - Tpl6 (0,723) FS FS FS*** FS
10 Tpl9 - Tpl8 (0,480) FS FS U -
11 Tp21 - Tp20 (0,761) FS FS FS*** FS
12 Tp23 - Tp22 (0,245) HS FS FS* -
13 Tp25 - Tp24 (0,692) FS FS FS*** FS
14 Tp27 - Tp26 (0,534) FS HS HS -
15 Tp29 - Tp28 (-0,101) U HS U -
16 Tp31 - Tp30 (-0,069) U FS ] -
17 Tp33 - Tp32 (0,057) U HS HS -
18 Tp35 - Tp34 (0,158) HS U ] -
19 Tp37 - Tp36 (0,253) HS U U -
20 Tp39 - Tp38 (0,134) HS HS HS HS
21 Tp4l - Tp40 (0,093) U HS HS -
22 Tp43 - Tp42 (-0,259) U U ] U
23 Tp45 - Tp44d (0,500) FS FS U -
24 Tp47 - Tp46 (0,645) FS FS FS* FS
25 Tp49 - Tp48 (0,350) FS HS HS -
26 Tp51 - Tp50 (-0,189) U FS FS* -
27 Tp53 - Tp52 (0,827) FS FS FS*** FS
29 Tp57 - Tp56 (0,121) U U ] U
30 Tp59 - Tp58 (0,207) HS HS HS HS
31 Tp61 - Tp60 (0,609) FS FS FS* FS
32 Tp63 - Tp62 (0,526) FS HS HS -
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33
34
36
37
38
39
40
41
43
44
45
46
47
48
51
52
52
52
53
54
55
56
57
58
59
59
59
60
61
61
61
62
63
64
64
64
66
67
68
69
70
71
71
71
72

Tp65 - Tp64
Tp67 - Tp66
Tp70 - Tp69
Tp72 - Tp71
Tp74 - Tp73
Tp76 - Tp75
Tp78 -Tp77
Tp80 - Tp79
Tp83 - Tp82
Tp85 - Tp84
Tp87 - Tp86
Tp89 - Tp88
Tp91 - Tp90
Tp93 - Tp92
Tp98 - Tp97
Tpl01 - Tp99
Tpl01 - Tp100
Tpl100 - Tp99
Tpl03 - Tp102
Tpl05 - Tp104
Tpl07 - Tp106
Tpl109 - Tp108
Tplll - Tp110
Tpll3 - Tpll2
Tpll5 - Tpll4d
Tpll6 - Tpll4d
Tpl16 - Tp115
Tpll8 - Tpll7
Tpl120 - Tp119
Tpl21 - Tpl20
Tpl21 - Tp119
Tpl23 - Tpl22
Tpl26 - Tp125
Tpl28 - Tpl27
Tpl29 - Tp127
Tpl29 - Tpl28
Tpl32 - Tp13l
Tpl34 - Tpl33
Tp136 - Tp135
Tpl38 - Tpl37
Tp140 - Tp139
Tpl42 - Tp141l
Tpl43 - Tp141l
Tpl43 - Tpl42
Tpl45 - Tpl44

(0,002) U
(0,441) FS
(0,217) HS
(0,518) FS
(0,654) FS
(-0,209) U
(0,373) FS
(0,736) FS
(0,696) FS
(0,578) FS
(0,385) FS
(0,570) FS
(-0,023) U
(0,575) FS
(0,367) FS
(0,477) FS
(0,451) FS
(0,232) HS
(0,249) HS
(0,113) U
(-0,075) U
(0,669) FS
(0,558) FS
(0,255) HS
(0,595) FS
(0,207) HS
(-0,039) U
(0,839) FS
(0,614) FS
(0,610) FS
(0,443) FS
(0,401) FS
(0,434) FS
(0,293) HS
(-0,304) U
(-0,504) U
(0,322) HS
(0,414) FS
(0,219) HS
(0,503) FS
(0,501) FS
(1,000) FS
(0,084) U
(-0,283) U
(0,278) HS

HS
FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS

FS
FS
FS
HS
FS
FS

C

FS
FS
FS
FS
FS

FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS

FS

FS
FS
FS
FS

C

FS
FS

FS

FS

FS

FS
FS

FS
FS
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73
73
73
74
75
76
77
78
79
79
79
80
81
81
81
82
82
82
83
83
83
84
84
84
85
85
85
86
86
86
87

Tpl48 - Tpl46
Tpl48 - Tpl47
Tpl47 - Tpl46
Tpl150 - Tp149
Tpl52 - Tp151
Tpl54 - Tp153
Tp156 - Tp155
Tpl158- Tpl57
Tpl60 - Tp159
Tpl6l - Tpl60
Tpl61 - Tp159
Tpl63 - Tpl62
Tpl65 - Tpl64
Tpl66 - Tpl65
Tpl66 - Tpl64
Tpl69 - Tpl68
Tpl69 - Tpl67
Tpl68 - Tpl67
Tpl72-Tpl71
Tpl72 - Tpl70
Tpl71-Tpl70
Tpl75-Tpl73
Tpl75-Tpl74
Tpl74 - Tpl73
Tpl78 - Tpl77
Tpl77 - Tpl76
Tpl78 - Tpl76
Tpl81 - Tpl79
Tp180 - Tp179
Tpl81 - Tpl80
Tpl83 - Tp182

(0,547) FS
(-0,149) U
(-0,175) U
(-0,685) U
(0,022) U
(0,176) HS
(0,647) FS
(0,512) FS
(0,497) FS
(0,497) FS
(1,000) FS
(0,712) FS
(0,473) FS
(0,840) FS
(0,671) FS
(-0,004) U
(0,415) FS
(0,604) FS
(-0,181) U
(0,027) U
(0,678) FS
(-0,121) U
(-0,071) U
(0,846) FS
(0,567) FS
(0,801) FS
(0,820) FS
(0,126) HS
(0,019) U
(0,004) U
(-0,013) U

FS
U
HS
U
U
U
FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS
FS
U
FS
FS
HS
FS
FS
U
U
FS
FS
FS
FS
FS
U
U
U

FS*

HS

FS**
FS**

FS***
FS*

FS**
FS**
U
U
FS**
HS
U
FS**
U
U
FS*
FS*
FS*
FS*
U

U
U
U

Ao todo, foram analisados 106 pares de ninhegos, sendo possivel definir o

provavel parentesco de 58 pares (55%), dos quais: 36 foram classificados como

irmaos completos, trés como meio-irmaos e 19 como nao-relacionados (Figura 16).

Os pares de ninhegos restantes nédo tiveram a relacdo de parentesco definida devido

a ndo concordancia entre os métodos utilizados neste trabalho. Dentre as classes de

métodos que apresentaram conflito, a maior porcentagem (35%) € explicada pela

concordancia entre o valor de r e a categoria apontada pelo programa ML-Relate

(FS), mas que discorda da categoria dada pelo programa KINGROUP (U). As oito

classes restantes de ndo concordancia representaram cada uma delas menos do

que 10% do total. Se o critério adotado nesse estudo ndo fosse conservador,
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poderiamos estar diagnosticando um maior numero de pares de filhotes como
irmaos-completos, ja que o ML-Relate € mais confidvel do que o KINGROUP porque

considera as frequéncias alélicas corrigidas para alelos nulos.

OIrm3os-completos
O Meio-irmaos

B N3o-relacionados

Figura 16: Grafico apresentando as porcentagens das categorias de relacionamentos estimados
nesse trabalho.

O valor de parentesco genético médio observado dentro dos ninhos (r =
0,334) e entre ninhos (r = -0,008) foram consistentes com o esperado para irmaos-
completos e ndo-relacionados, respectivamente. A diferenca entre os valores médios

de parentesco obtidos dentro dos ninhos e entre ninhos foi significativa (p = 0,0189).
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5 DISCUSSAO
5.1 Sexagem Molecular

Identificar o sexo dos individuos nesse estudo de genética de populacdes foi
essencial para se verificar como estava constituida a amostra populacional

analisada e se ocorriam desvios nas razdes sexuais das populagdes.

A sexagem em aves a partir de métodos diretos € bastante dificil, pois a
maioria das espécies ndo apresentam dimorfismo sexual externo. A técnica de
sexagem molecular utilizada através de DNA foi rapida e relativamente simples.
Devido a diferenga pequena entre os tamanhos dos fragmentos intrénicos do gene
CHD-Z e CHD-W, nao foi possivel separa-los apés eletroforese em gel de agarose
3%. Para diagnosticar o sexo foi realizada eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 9% e os resultados permitiram uma separacdo de maneira clara
(Figura VII). A raz&o sexual observada entre machos e fémeas, segundo o teste de
qui-quadrado, ndo se desviou do esperado (0,5) para populacdes naturais. Essa
proporcao aponta para uma amostra coletada de forma aleatéria e apropriada para

analises populacionais.
5.2 Amplificagdo de Locos Heter6logos

A amplificacdo heter6loga foi feita a partir de locos desenvolvidos para
espécies pertencentes a familia Threskiornithidae e a familia Ardeidae, da ordem
Pelecaniformes, e a familia Ciconiidae, da ordem Ciconiiformes. O sucesso na
amplificacdo foi favorecido com a diminuicdo da temperatura de anelamento em
todos os locos utilizados. Nos testes em que a temperatura de anelamento foi
diminuida, uma maior probabilidade de amplificacdo/polimorfismo foi observada.
Como mutacdes sdo previstas nas regifes flanqueadoras dos microssatélites em
espécies alvo, 0 abaixamento da temperatura de anelamento deve ter favorecido
uma ligacdo mais inespecifica dos oligonucleotideos, tornando a amplificacdo
heterdloga possivel (PRIMMER et al., 2005).

Alguns fatores como a incidéncia de erros na genotipagem podem limitar a

aplicacdo dos microssatélites em estudos populacionais. Esses erros podem ser
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causados devido a baixa concentracdo de DNA na amostra (WANDELER et al.,
2003), ou resultante da ndo amplificacdo de um alelo ou pela amplificacéo
preferencial de alelos menores (alelos dropout) (MILLER; WAITS, 2003; WATTIER
et al., 1998). Outro problema encontrado € o deslizamento da DNA polimerase
durante a amplificacdo, resultando em um produto que difere do tamanho esperado
para o numero das unidades repetitivas (stuttering, SHINDE et al., 2003). O
stuttering € mais comum em locos dinucleotideos, dificultando a distincdo entre
genotipos homozigotos e heterozigotos. Mutacdes também podem ocorrer nos
lugares de anelamento dos oligonucleotideos, de tal modo que certos alelos podem
nao ser amplificados (alelos nulos) resultando em falsos homozigotos (SHAW et al.,
1999). Tais erros podem causar desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg devido a
deficiéncia de heterozigotos, enviesando as andlises populacionais. Outras
limitacdes deste marcador incluem a ocorréncia de homoplasia, podendo dificultar
elou levar a subestimativas da variacdo genética nesses locos (SCHLOTTERER,

2003).

O loco Eru6, como apresentado na tabela V, apresentou um déficit de
heterozigotos. Autores apontam como possiveis justificativas para o déficit de
heterozigotos a ocorréncia de alelos nulos ou outras falhas na genotipagem, efeito
de Wahlund, endocruzamento ou erro amostral (DE LEON et al., 1997; XU et al.,
2001). No caso desse estudo, parece-nos que a ocorréncia esta associada ao erro
na genotipagem, pois neste loco, por vezes, os picos dos diferentes alelos
apresentavam-se muito proximos um do outro no eletroferograma, impossibilitando a
sua distincdo. Fizemos uma revisao cuidadosa dos eletroferogramas, mas ainda
assim alguns heterozigotos podem ter sido mascarados, gerando o excesso de

homozigotos apresentado pelos genétipos.

Os locos que se mostraram polimérficos neste trabalho foram todos descritos
originalmente para espécies que pertencem a familia Threskiornithidae, a mesma a
gue pertence a espécie Plegadis chihi. Este resultado esta de acordo com a
premissa de que a propor¢cdo de locos polimorficos, dentre aqueles que
amplificaram, diminui com o aumento da distancia filogenética entre a espécie
analisada (a espécie alvo) e a espécie na qual foram isolados os marcadores (a

espécie original) (PRIMMER et al., 2005).
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Neste trabalho, encontramos 57% de sucesso na amplificacdo dos locos
heter6logos, sendo que destes, 24% apresentaram-se polimorficos. Em um amplo
levantamento feito na literatura observa-se que, nas aves, as médias das taxas de
sucesso da amplificacdo heterdloga reportadas sdo mais altas, variando de 67%
(DAWSON et al., 2000) a 84% (GALBUSERA et al., 2000), enquanto que, o nivel de
polimorfismo variou de 39% (GALBUSERA et al., 2000) a 46% (PRIMMER et al.,
1996). Considerando-se as porcentagens reportadas por Barbara et al. (2007) para
amplificacdo de locos de microssatélites heterélogos de aves entre géneros dentro
da mesma familia (62%), e entre familias dentro da mesma ordem (38%), verificou-
se que os indices dos resultados obtidos neste trabalho sdo maiores do que os
reportados por estes autores: 84% e 57%, respectivamente. Barbara et al. (2007)
também reportou as porcentagens de locos polimérficos, dentre aqueles que
amplificaram, encontrados entre géneros dentro da mesma familia (55%) e para
familias dentro da mesma ordem (23%), sendo que os resultados obtidos neste

trabalho foram: 40% e 24%, respectivamente.

Dentro da ordem Pelicaniformes, as porcentagens de amplificacdo heterdloga
encontrada por Yeung et al. (2009) utilizando 23 locos sintetizados para Platalea
minor foram menores do que os apresentadas neste trabalho em espécies dentro da
mesma familia (17% em Eudocimus ruber) e em familias diferentes (9% em Ardea
alba). Utilizando locos descritos para Mycteria americana (familia Ciconiidae - ordem
Ciconiiformes), Mifio (2006) encontrou 31% de sucesso nha amplificacdo heter6loga e
15,5% de polimorfismo em Platalea ajaja (familia Therskiornithidae - ordem
Pelecaniiformes), enquanto que, utilizando os mesmos oligonucleotideos iniciadores
em Jabiru mycteria (familia Ciconiidae - ordem Ciconniformes), Lopes et al. (2007)
encontrou 62,5% de polimorfismo. Utilizando locos de Nycticorax nycticorax, Chang
et al. (2009) teve uma grande eficiéncia na taxa de amplificacdo heterdloga
(variando de 54,5% em Ardea purpurea e Botaurus stellaris a 81,8% em Egretta
garzetta e Bubulcus ibis), porém todas as espécies alvo pertenciam a mesma familia
da espécie original (Ardeidae). Santos (2005) testou cinco locos sintetizados para a
espécie Nipponia nippon em Eudocimus ruber, ambas espécies pertencentes a
mesma familia Threskiornithidae, e encontrou 100% de sucesso na amplificacao

heterdloga.

59



Discussao

A prospeccdo de novos locos espécie-especificos € um processo
relativamente demorado e custoso. As limitacdes no isolamento de microssatélites
nesses organismos sao justificadas pelo fato de que o genoma das aves contém dez
vezes menos microssatélites do que o genoma dos outros organismos (FARIA et al.,
2007; PRIMMER et al., 1997). Os locos heter6logos de microssatélites utilizados
neste trabalho possibilitaram a caracterizagdo genética das populacbes dessa
espécie, com a avaliacdo do nivel de diversidade e estruturacdo genética das duas
populacdes. O investimento de trabalho feito nesse passo inicial desse estudo foi
alto, mas nao foram custosos, porque a maioria dos oligonucleotideos iniciadores

estava disponivel no laboratorio e essa alternativa provou ser viavel.
5.3 Variabilidade Genética

A variabilidade genética avaliada a partir dos locos heter6logos em Plegadis
chihi foi menor (0,539/0,599) do que a observada na espécie Eudocimus ruber, onde
foi isolada a maioria dos locos usados (SANTOS, 2005). Esse resultado esta
concordante com os dados da literatura que demonstram que, na maioria das vezes,
0s marcadores tendem a ser mais polimorficos e variaveis na espécie na qual eles
foram isolados (ELLEGREN, 1997).

A heterozigosidade de Plegadis chihi foi maior do que a determinada em
outras espécies de aves aquaticas com outros conjuntos de locos. Por exemplo, na
espécie cabeca seca (Mycteria americana) foram encontrados baixos niveis de
heterozigosidade num estudo com 10 locos de microssatélites espécie-especificos -
0,360 (TOMASULO-SECOMANDI, 2004) e com quatro locos de microssatélites
espécie-especificos - 0,389 (VAN DEN BUSSCHE et al., 1999). Na espécie Jabiru
mycteria, 0 estudo foi baseado em cinco locos heter6logos e mostrou um valor de
0,410 (LOPES et al., 2010).

5.4 Diferenciag¢ao Populacional

O padréao da distribuicdo dos alelos e o resultado da AMOVA demonstraram
que a maior porcdo da diversidade estd distribuida dentro das populacbes e néo
entre elas. O resultado do Fst confirma o grau baixo de diferenciagdo genética entre
as populagbes (0,009, p < 0,05). Esse nivel baixo de diferenciacdo entre as
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populacdes revela que elas ndo estdo fortemente estruturadas geneticamente,
provavelmente devido a um intenso fluxo génico recente ou a um passado comum.
O numero moderado de migrantes (1,689), suposto pelo numero de alelos privados
aponta nessa mesma direcdo, pois em teoria, a migracdo de um anico individuo por
geracdo € suficiente para proporcionar uma homogeneizagdo entre populactes
distintas geograficamente (HARTL; CLARK, 1989). Esse padrao mais homogéneo
das duas colbnias esta de acordo com o esperado pela dindmica metapopulacional,
que prevé baixa diferenciacdo genética entre as populacdes das colonias
reprodutivas. Estudos envolvendo um numero maior de populagbes e um numero
maior de locos poderd confirmar esse padrdo. Dentro da mesma familia
Threskiornithidae foram encontrados baixos niveis de estruturacdo genética entre
populacdes de Platalea ajaja (MINO, 2006; SANTOS et al., 2005), em estudos

baseados no DNA mitocondrial e em microssatélites.

As duas colonias Alvorada e Tapes se formaram ambas na regido de
banhado, se diferenciando apenas no seu substrato vegetal, em Alvorada predomina
o sarandi e em Tapes o junco. Como se diferenciaram geneticamente, essas
populacdes ndo podem ser consideradas como pertencentes a uma mesma

populacdo, seu manejo, portanto, deve considerar essa caracteristica.

O tamanho efetivo populacional (Ne) é definido como o tamanho de uma
populacdo ideal (FISHER, 1930; WRIGHT, 1931) que tem a mesma taxa de
mudanca das frequéncias alélicas ou heterozigosidade, como a populacéo
observada (LUIKART et al., 2010). Os valores de Ne obtidos mostram que as
coldnias de Tapes e Alvorada possuem tamanhos efetivos similares. Os achados
estdo de acordo com o censo visual estimado em 10.000 individuos para cada
colénia (Scherer com. pessoal), pois 0 censo demogréafico esta relacionado com o
tamanho efetivo da populacdo. O tamanho populacional efetivo (Ne) esta entre os
parametros mais importantes para a manutencdo da vida e conservacao, ja que
esse valor detecta o risco de extingdo das populacdes (LUIKART et al., 2010).
Valores de Ne poderao ser recalculados no futuro para essa mesma populacdo do

Rio Grande do Sul e servirem como parametros para o0 seu monitoramento.
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5.5 Parentesco Genético

Estudos de parentesco utilizando técnicas moleculares tém colaborado com
as pesquisas sobre evolucédo e ecologia comportamental de organismos, revelando
aspectos nao resolvidos da biologia reprodutiva e da histéria natural das espécies
(AVISE, 2004). A maioria dos estudos sobre sistemas de acasalamento tem sido
realizados em passeriformes e espécies que habitam as regibes temperadas
(STUTCHBURY; MORTON, 2008). Existe ainda uma grande lacuna com relacdo ao
conhecimento dos sistemas genéticos de acasalamento em espécies de aves
aquaticas neotropicais (MINO; DEL LAMA, 2009).

A probabilidade minima de dois individuos serem iguais quanto aos seus
gendtipos multilocos (PI) foi um em 40.000 individuos na populagéo de Alvorada e
de um individuo em 50.000 em Tapes. A probabilidade de excluir um falso pai, com
0 grupo de locos utilizados neste trabalho foi 98%. Em conjunto, esses valores
mostram que os marcadores de microssatélites utilizados neste trabalho possuem
poder para atender aos objetivos da analise e dao suporte e confianca quanto aos

resultados das analises de parentesco genético.

O valor de parentesco médio entre os ninhos refletiu o esperado para uma
amostra de individuos ndo aparentados. Ja o valor de parentesco médio dentro dos
ninhos mostrou-se mais proximo do esperado para meio-irmédos ou irmaos-
completos, o que aponta para o fato de que o sistema de acasalamento do tapicuru
deve ser predominantemente monogamico, mas ndo se descarta a ocorréncia de
fertilizacdo extra-par, porque os valores médios dentro dos ninhos estao préximos do

valor esperado para meio-irmaos.

Os valores de corte observados para se distinguir entre diferentes categorias
de relacionamento (0,122 e 0,336) ndo diferiram muito dos valores tedricos
esperados para populacdes ideais (0,125 e 0,375), de acordo com os valores
meédios de parentesco entre as trés classes de relacionamentos (0,5, 0,25 e 0). Esse
fato indica que as amostras populacionais estudadas comportam-se de maneira

semelhante as populagfes panmiticas.

62



Discussao

Embora o numero total de pares de filhotes para os quais se chegou numa
classificacdo final de relacionamento genético representou 55% dos pares
analisados, pode-se dizer que para esse grupo o diagndstico foi confiavel, pois o
procedimento utilizado na classificacdo foi bastante criterioso. A impossibilidade de
se amostrar adultos nos ninhos dificulta 0 uso de um procedimento direto de
classificacdo baseado na comparacdo entre os genétipos dos filhotes e dos pais
para se chegar a categoria do relacionamento genético entre os ninhegos (MINO,
2010).

Dentre os pares que foram adequadamente classificados numa categoria de
relacionamento, 62% deles demonstraram ser irm&os-completos. Esse resultado
estd de acordo com um sistema de acasalamento genético de tipo monogamico, o
que, pela sua vez, concorda com estudos feitos nessa espécie a partir de
observacbes ecoldgicas (DARK-SMILEY; KEINATH, 2003; RYDER; MANRY, 1994). O
fato do valor médio de parentesco determinado dentro dos ninhos estar mais
proximo do esperado para meio-irmdos e porque meio-irmaos também foram
diagnosticados em 5% dos pares diagnosticados levam a suposicdo de que a cépula
extra-par ocorre nesta espécie, como ja foi reportado para outras espécies da
mesma familia (MINO; DEL LAMA, 2009). Os 33% dos filhotes amostrados dentro
dos mesmos ninhos que foram diagnosticados como nao-relacionados, podem ser
explicados supondo ocorréncia de parasitismo de ninho intraespecifico no tapicuru.
A presenca de parasitismo intraespecifico nesta espécie ja foi suposta com base em
observacdes ecolbgicas (DARK-SMILEY; KEINATH, 2003).

A principal dificuldade na classificacdo dos pares de ninhegos (45%) se deu
pela falta de poder estatistico para se atingir um nivel adequado de significancia no
programa Kingroup. Exemplificando, embora os valores de parentesco pelo indice
Queller e Goodnight (1989) e o relacionamento indicado pela analise de maxima
verossimilhangca tenham concordado para a maioria dos irmaos completos (FS), o
teste de hipdtese nao foi significativo em alguns casos (por exemplo, pares Tpl9-
Tpl8, Tp44-Tp45, Tp66-Tp67, Tpl60-Tpl6l). Se considerassemos apenas o
resultado do programa ML-Relate (que considera a presenca dos alelos nulos) e o
valor de parentesco segundo Queller e Goodnigth (1989), verificaria que houve um

grande numero de pares irmaos-completos (35%) que nado foram diagnosticados
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Discussao

pelo critério adotado, pois este requer concordancia entre todos os métodos. Como
a presenca de alelos nulos é esperada nos locos heterdlogos (WAGNER et al.,
2006), esses pares foram nao classificados. Essa andalise dos pares nao
diagnosticados revela que a monogamia pode estar presente em maior proporcao,

sendo o sistema predominante da espécie.
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Conclusao

6. CONCLUSAO

e Os seis locos de microssatélites heterdlogos polimorficos identificados no
presente estudo foram eficazes para a avaliacdo da variabilidade genética das

populacdes, sendo cinco deles usados no estudo de parentesco genético.

e Andlises a partir dos genoétipos nos locos de microssatélites heterélogos
evidenciaram um grau relativamente alto de variabilidade genética nas

populacdes estudadas.

e A sexagem molecular possibilitou a clara distin¢cado entre os sexos e detectou que
a razdo sexual observada entre machos e fémeas foi igual a esperada (1:1) nas

populacoes.

e A diferenciacdo genética entre as duas populacdes foi baixa. Esse padrao pode
ser explicado por fluxo génico recente entre elas ou um por passado comum.
Essa homogeneidade estd de acordo com a dinamica metapopulacional

proposta para a formacéo das colénias na espécie.

e Foram identificadas as categorias de relacionamentos de 55% dos pares de
filhotes coletados nos mesmos ninhos. Concluiu-se que o sistema genético de
acasalamento da espécie ndo € exclusivamente monogamico, pois 5% dos
pares foram diagnosticados como meio-irméos e 33 % como nao-relacionados,
apontando para a provavel ocorréncia de coépula extra-par e parasitismo de

ninho.

Este trabalho representa o primeiro estudo de genética de populacdes e parentesco
genético em Plegadis chihi e fornece dados importantes para ampliar o

entendimento da sua biologia e delinear propostas para sua conservagao e manejo.
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