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RESUMO

A garga-vaqueira (Bubulcus ibis) é uma ave de médio porte, de origem africana,
considerada espécie exdtica invasora no continente americano. No Brasil, o primeiro
registro foi na regido norte, em 1964. A espécie vem mantendo um padrdo de
crescimento populacional constante, ameagando a reproducéo e sobrevivéncia de outras
espécies nativas, como observado no arquipélago de Fernando de Noronha. Os objetivos
desse trabalho foram isolar locos de microssatélites especificos para a espécie e
caracterizar geneticamente as populagdes brasileiras, iniciando um estudo que contribui
para a compreensdo do processo de colonizacdo ocorrido no pais. Com esse intuito,
foram construidas duas bibliotecas genémicas parciais enriquecidas, cujos fragmentos
gerados foram posteriormente sequenciados e analisados quanto a presenca de
sequéncias de microssatelites, sendo de 15,74% a eficiéncia de clonagem. Foram
selecionados 32 locos de microssatélites para as analises, dos quais 11 mostraram-se
polimérficos. O contetdo de informacgdo polimorfica para esses locos variou de 0,079 a
0,453. Fragmentos de tamanho esperado foram amplificados nos onze locos
polimorficos em outras seis espécies da mesma familia. Seis populacdes de diferentes
latitudes do pais foram genotipadas em sete locos polimoérficos. Uma baixa
variabilidade foi encontrada, com valores médios de heterozigosidade esperada variando
de 0,408 a 0,562 nas populacBes. A populacdo detentora de maior diversidade foi a da
regido norte, mais proxima do ponto do local do primeiro registro historico da espécie
no pais. Foi detectada baixa estruturacdo genética pela AMOVA e alguns valores de Fst
e Rst par-a-par se mostraram significativos quando o par incluia populagdes da regido
sul e norte do pais. O tamanho efetivo (Ne) da populacéo brasileira foi de 6,6 individuos
(95% CL.:5,7-7,7). Os indices de diversidade e os parametros populacionais analisados
ndo mostraram evidéncias de que a dispersdo dos individuos tenha ocorrido segundo um
eixo- norte-sul, mas sim de maneira oportunista e erratica. A populacdo de Fernando de
Noronha, que vem sendo manejada por um programa de controle populacional desde
2007, apresentou niveis de diversidade e parametros populacionais comparaveis as
populacbes do continente, o que indica que a espéecie ndo serad facilmente exterminada

nessa area.

Palavras-chave: AMPLIFICACAO CRUZADA; BIONVASAO; DIVERSIDADE
GENETICA; GARCA-VAQUEIRA; ISOLAMENTO DE MICROSSATELITES.



ABSTRACT

The Cattle Egret (Bubulcus ibis) is a median sized bird, of African origin, considered as
an invasive and exotic species in the American continent. In Brazil, first record was in
the north, in 1964. The species have been maintaining a pattern of constant population
growth, endangering the reproduction and survivorship of native species, as observed in
the archipelago of Fernando de Noronha. The purposes of this work were the isolation
of microsatellite loci for the species in question and to genetically characterize Brazilian
populations, as a starting point in a study that contributes for the comprehension of the
colonization process occurred in the country. Thereafter, two partially enriched genomic
libraries were obtained, in which the generated fragments were posteriorly sequenced
and analyzed for the presence of microsatellite sequences; being the cloning efficacy of
15.74%. Thirty-two microsatellite loci were selected for the analysis, of which eleven
proved to be polymorphic. Content of polymorphic information for these loci varied
between 0.079 and 0.453. Fragments of expected size were amplified in the eleven
polymorphic loci in other six species from the same family as the Cattle Egret. Six
populations from different latitudes in the country were genotyped in seven
polymorphic loci. A low variability was found, with mean values of expected
heterozigosity in the populations varying between 0.408 and 0.562. The population
holding the higher diversity was the northern one, closest to the point of the first historic
record of the species in the country. Low genetic structuring by AMOVA was detected,
and some values of pairwise Fst and Rst proved to be significant when the pair
contained populations from South and North of the country. Effective size (Ne) of the
Brazilian population was 6.6 individuals (95% CL: 5.7-7.7). Diversity indices and
population parameters analyzed did not show evidence that the dispersion of individuals
occurred in a north-south axis, occurring more in an opportunistic and erratic manner.
Fernando de Noronha’s population, which have been managed by a population control
program since 2007, presented diversity levels and population parameters comparable to
the mainland populations, what indicates that the species will not be easily eliminated

from this area.

Key-words: BIOINVASION; CATTLE EGRET; CROSSED AMPLIFICATION;
GENETIC DIVERSITY; MICROSSATELLITE ISOLATION.
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1. INTRODUCAO
1.1. Sistemética e caracteristicas da espécie Bubulcus ibis
A garca-vaqueira (Bubulcus ibis) (LINNAEUS, 1758) (Pelecaniformes:

Ardeidae), € uma ave de porte medio, cujo nome popular se deve a sua estreita
associacdo com mamiferos de habito pastador, principalmente bovinos (HOFLING;
CAMARGO, 2002). Essa garca é diferenciada das demais por sua baixa estatura, bico e
pescoco mais curtos e por apresentar plumagem caracteristica alaranjada durante o
periodo de reproducdo (HANCOCK; KUSHLAN, 1984).

A taxonomia da espécie estd hoje bem definida, mas foi muito controversa. O
género no qual estaria incluida foi assunto muito debatido pelo autores Bock (1956) e
Payne e Risley (1976), com a incluséo alternativamente nos géneros: Ardea, Bubulcus e
Egretta. Trabalhos posteriores aos desses autores, como o desenvolvido por Sheldon
(1987), utilizaram analise do DNA e estudos bioquimicos e indicaram que o vinculo
genético maior da espécie era com outras espécies do género Ardea. Com base nesses
trabalhos, durante muitos anos a espécie foi identificada como Ardea ibis.

Atualmente, a espécie é reconhecida pela American Ornithologists’ Union
(1983) como Bubulcus ibis, classificacdo primeiramente proposta por Bonaparte (1855)
e corroborada por estudos filogenéticos posteriores. Foram identificadas trés
subespécies: (1) a subespécie africana B. ibis ibis (Linnaeus, 1758) oriunda da Africa e
Madagascar, presente também no sudoeste da Europa e em todo o continente
americano; (2) a subespécie asiatica B. ibis coromanda (Boddaert 1783) presente do sul
a oeste da Asia e na Australia, Nova Zelandia e no sul do Japdo; e (3) B. ibis
seychellarum (Salomonsen, 1934) presente apenas nas Ilhas Seychelles as quais estdo
isoladas no oeste do Oceano Indico. Uma mudanga recente ocorreu na taxonomia da
familia Ardeidae, a qual pertence a espécie. Essa familia era anteriormente classificada

como pertencente a ordem Ciconiiformes (SIBLEY et al.,, 1988), mas é agora
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classificada como pertencente a ordem Pelecaniformes (CHESSER et al., 2010). Nessa
revisdo, os autores incluiram as familias Ardeidae e Threskiornithidae na ordem

Pelecaniformes e mantiveram na ordem Ciconiiformes apenas a familia Ciconiidae.

Quanto as caracteristicas morfolégicas, a espécie possui a plumagem quase
totalmente branca, com manchas alaranjadas no alto da cabeca, peito e costas, as quais
ficam acentuadas durante a época de reproducéo (Figura 1). Essa coloracdo diferenciada
permanece na plumagem do adulto, embora esmaecida, mesmo apds o término da
reproducdo (HANCOCK; KUSHLAN, 1984; ANTAS, 2004). O bico amarelo e as
patas, amarelo-acinzentadas tornam-se também mais alaranjados durante o periodo

reprodutivo.

Figura 1. Adulto de Bubulcus ibis apresentando plumagem tipica da época de

reproducédo. Fonte: Telfair (1994).

O adulto dessa espécie mede de 46 a 56 cm de altura e de 90 a 96 cm de
envergadura. O peso varia de 270 a 510 g. Os machos geralmente sdo maiores do que as
fémeas e, na época reprodutiva, suas cores sdo mais intensas. As formas juvenis sao
semelhantes as dos adultos durante o descanso reprodutivo, apresentando uma

plumagem com coloragéo cinzenta e pernas negras (HANCOCK; KUSHLAN, 1984).
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B. ibis € uma espécie gregaria, considerada a mais terrestre de todas as gargas,
pois consegue Vviver distante de corpos d’agua, embora busquem proximidade das areas
alagadas para seu pouso e dormitorio, assim como para os ciclos de nidificacdo. Sao
altamente migratorias e, como nao dependem particularmente do meio aquaético,
exploram diferentes bidtopos, desde zonas relativamente secas até zonas Umidas.
Normalmente estdo associadas a zonas abertas, com vegetacdo rasteira e cursos de agua.
Evitam habitats costeiros e marinhos, frios e de aguas profundas, zonas montanhosas e
zonas extensas sem vegetacdo (MARFIM, 2000).

Essa ave captura seu alimento associando-se principalmente ao gado, apanhando
0s insetos que sdo espantados durante o deslocamento dos bovinos (HOFLING;
CAMARGO, 2002). Estima-se que, com essa associagdo de protocooperagdo com o
gado, um individuo pode obter até 50% a mais de alimento, utilizando-se de apenas dois
tercos da energia que normalmente gastaria sozinho (THOMPSON et al., 1982). Pode
ser observada ainda forrageando atrds de maquinas agricolas (SICK, 1997). Segundo
Telfair (1994), o forrageio ocorre quase que exclusivamente em bandos, sem
territorialismo nos locais de alimentacao.

Possui 0 habito de subir no dorso dos bovinos, o que de acordo com Sick (1997)
serve para ampliar seu campo de visdo. Menezes e cols. (2004) observaram que além
desse intuito, aproveitam para se alimentar de carrapatos bovinos (Boophilus microplus)
ali presentes, o que também foi observado e descrito por McKilligan (2005). Apesar de
ser primariamente insetivora, a dieta de B. ibis apresenta consideravel diversidade, pois
também se alimenta de invertebrados aquaticos, pequenos anfibios, répteis e mamiferos
e até de outras aves (GASSET et al., 2000; HOCKEY et al. 2005).

A reproducdo ocorre em colbnias, muitas vezes junto com outras espécies de

ardeideos e ciconideos. Uma colbnia se inicia quando pequenos grupos de machos
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estabelecem seus territorios, seguido de um aumento na agressividade desses machos e
um comportamento de exibicdo para atrair os grupos de fémeas. O periodo reprodutivo
no Brasil varia de acordo com a latitude. Geralmente ocorre entre outubro e fevereiro
nas regides sul, sudeste e centro-oeste (SICK, 1997) e entre julho e novembro nas
regides norte e nordeste (SOUZA; FREITAS, 1997; LIMA et al., 1997). Os ciclos
reprodutivos no nordeste, entretanto, podem se estender até marco, como o ciclo da
coldnia encontrada em Mossoré (RN), em 2011 (LUNARDI, com. pessoal), ou até se
prolongar por todo ano como afirma Nascimento (1999) para as coldnias na Paraiba.

Apesar de serem consideradas socialmente monogamicas, € possivel encontrar
temporariamente trios (um macho com duas fémeas) no inicio da formacao dos casais.
O carater monogamico da espécie esta em discussdo, ja que foram encontrados na
subespécie asiatica varios casos de cépula extra-par (CEP) (FUJIOKA; YAMAGISHI,
1981; MCKILLIGAN, 1990). Na copula extra-par um individuo copula com outros
individuos que ndo sdo os seus parceiros sociais. Dados de fertilizacGes extra-par (FEP)
nessa espécie ndo estdo ainda disponiveis na literatura.

O ninho consiste em uma plataforma de galhos e paus, construida em arvores e
arbustos, podendo ser algumas vezes reutilizado em épocas reprodutivas posteriores. A
construcdo é feita por ambos os progenitores, mas envolve tarefas distintas. A fémea

encarrega-se da construgdo propriamente dita, enquanto o macho recolhe o material

necessario (BLAKER, 1969). A fémea deposita de trés a quatro ovos branco-azulados,

0s quais sdo alternadamente incubados por ambos os progenitores durante cerca de 24
dias (TELFAIR, 1993).

Macho e fémea cuidam e alimentam os filhotes. Esses, por sua vez, se mostram
muito competitivos entre si, até a fase em que atingem o desenvolvimento necessario

para tornarem-se independentes (BLAKER, 1969). Isso ocorre por volta de 45 dias de
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idade e, quando atingem aproximadamente 50 dias, os filhotes ja sdo capazes de fazer
Voos para areas mais distantes (SKEAD, 1966). Como a maioria dos ardeideos, ao
deixarem os ninhos os juvenis de B. ibis mostram uma dispersdo ndo-direcional, o que
favorece a expansdo da espécie para novas areas ainda nao colonizadas (BROWDER,
1973; TELFAIR, 1994).

A espécie é cosmopolita (Figura 2) e ja foi encontrada em todas as latitudes do
continente americano, onde foi considerada espécie exética invasora (HANCOCK;
KUSHLAN, 1984). No Brasil, adaptou-se muito bem as condi¢des ambientais e esta
presente em todas as regiGes do pais, associada as areas onde mais se desenvolve a
agropecuaria (ANTAS, 2004). O seu grande poder de dispersdo, seu comportamento
alimentar oportunistico, bem como a falta de predadores naturais especificos
(ALLENDORF; LUIKART, 2007) sao fatores que tém favorecido seu répido
crescimento populacional em habitats brasileiros, 0 que poderd ser uma ameaga as

espécies nativas que ocupam o mesmo nicho ecolégico.

Figura 2. Distribuicdo geografica de Bubulcus ibis. Em amarelo: &reas de ocorréncia
apenas na época de reproducdo; em azul: areas de ocorréncia, sem registros de
reproducéo; e em verde: areas de ocorréncia e de reproducédo. Fonte: Kushlan e Hancock
(2005).
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A espécie continua se expandindo e ocupando novas areas geograficas antes ndo
ocupadas ou apenas visitadas. Recentemente, Si Bachir e cols. (2011) documentaram a
existéncia de colonias reprodutivas na Argélia (no norte da Africa), em uma regifo
anteriormente considerada apenas como area de ocorréncia. Esse trabalho demonstra

que o processo de expansdo da espécie ainda ocorre no continente africano.

1.2. A invasdo do continente americano por Bubulcus ibis, com énfase no
territério brasileiro

Uma invasdo bioldgica ocorre quando um organismo se estabelece em um local
para além da sua area de distribuicdo, colonizando e persistindo em uma area onde até
entdo ndo habitava, ou seja, onde nao era nativa (WILLIAMSON, 1996). Quando ocorre
naturalmente (sem intervencdo humana), o processo de invasdao pode ser dividido em
quatro fases distintas: 1) a chegada de alguns individuos a nova area, 2) o
estabelecimento ou fixacdo desses individuos, 3) a dispersao para novas areas e 4) 0
equilibrio da espécie na comunidade invadida (WILLIAMSON, 1996; RICKLEFS et
al., 2005; REISE et al., 2006).

As espeécies que ndo sao nativas de um determinado local séo rotuladas com uma
grande variedade de termos: exoticas, nao-indigenas, naturalizadas, alienigenas,
introduzidas e invasoras sd&o 0s mais comuns (FALK-PETERSEN et al., 2006;
LOCKWOOD et al., 2007). Essa diversidade de termos causa confusdo, levando a
classificacdo de fenébmenos diferentes sob o mesmo rotulo ou a separacéo artificial de
processos semelhantes ou idénticos (ESPINOLA; FERREIRA-JULIO-JR, 2007). De
acordo com as terminologias utilizadas recentemente (RICHARDSON et al., 2011) B.
ibis se encaixa na definicdo de espécie exdtica invasora que é definida como a espécie
que se encontra fora da sua area natural de distribuicdo, seja por dispersdo acidental ou

intencional, e que afeta negativamente a biota ocupada.
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As espécies invasoras constituem a segunda grande causa da perda de
biodiversidade mundial, ficando atrds apenas da destruicdo de habitats naturais
(WALKER; STEFFEN, 1997). A preocupacdo com as consequéncias ecoldgicas
causadas pelas espécies invasoras é crescente e levou a Organizacdo das Nagdes Unidas
(ONU) a criar em 1997, o GISP: Global Invasive Species Programme (Programa Global
de Espécies Invasoras) o qual conta com a participacdo de mais de 100 paises, incluindo
0 Brasil. O GISP busca a conservacdo da biodiversidade, atuando na redugdo da
propagacdo e da ameaca que as espécies invasoras representam ao ambiente em que se
encontram.

A espécie exdtica invasora estudada nesse trabalho, B. ibis, é uma espécie
oriunda do continente africano e, em seu habitat natural, vive associada as manadas dos
grandes herbivoros nas savanas (BLAKER, 1969; DEAN; MACDONALD, 1981). Os
registros apontam que invadiu o continente americano no final do século XIX e, tanto
no continente americano como no africano, tem se expandido a partir das regides
equatoriais para latitudes maiores (CROSBY, 1972; TELFAIR, 1983; VINCENT,
1947). O que pode ter impulsionado sua saida do continente africano é que nas areas
naturais ancestrais, as populagdes frequentemente produziam excedentes populacionais,
0 que por sua vez, resultava em dispersdes regulares ao longo do tempo (SIEGFRIED,
1971), tanto no continente africano como para fora dele.

Segundo Telfair (1994), a expansdo da espécie no continente americano foi
dindmica, complexa e bem documentada (Figura 3). O primeiro depdsito em museu foi
feito na Guiana Holandesa em 1877 (WETMORE, 1963). Cerca de 50 anos ap0s sua
entrada no continente, B. ibis ja era encontrada nos Estados Unidos, Canada, América
Central e México (CROSBY, 1972). No Brasil, o primeiro registro foi em 1964 na llha

de Marajo, no estado do Para (SICK, 1965), o que indica que, até 0 momento, podem ter

21



ocorrido cerca de 50 a 100 geragdes no pais (dependendo se houve um ou dois eventos
reprodutivos por ano). Em 1973, apenas oito anos depois, foi registrada no estado do
Rio Grande do Sul (BELTON, 2000). Na regido nordeste, a primeira ocorréncia foi
registrada em 1985 e no arquipélago de Fernando de Noronha, em 1986 (TEIXEIRA et

al., 1987).

SIGHT AND BREEDING RECORDS
1944 OF CATTLE EGRETS

7 Z 51951 IN SOUTH AMERICA
1911-1912
1 o 40 .u ........
— ——— 1
1916-1917 7 L] 00 8O0 miles
1951
1958 :

Figura 3. Registros de avistamento e reproducdo na América do Sul. Fonte: adaptado

do livro “The Cattle Egret: a Texas focus and world view” (Telfair, 1983).

O maior impulso para essa expansao populacional observada parece ter sido
dado pelo incremento da criagdo de gado no continente americano (SICK, 1997). Muito
provavelmente individuos dessa espécie chegaram a América muito antes do final do
século XIX, mas podem ndo ter encontrado condigdes favoraveis para o seu

estabelecimento. Apenas com o0 aumento da atividade agropecuaria € que essas
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condicBes tornaram-se favoraveis e o estabelecimento e expansdo possivel nessas novas
areas.

Baseando-se nos registros historicos da entrada no continente e nas datas de
ocorréncia nas varias regides do pais, a proposta de Sick (1997) é de que a colonizacéo
no Brasil tenha ocorrido inicialmente pelo norte, irradiando-se posteriormente, tanto
para o nordeste quanto para o sul do pais. Contudo, como proposto anteriormente por
Brownder (1973), esse modelo ndo exclui a possibilidade da chegada de novos grupos
vindos diretamente da Africa para o nordeste brasileiro, como sugere a ocorréncia de B.
ibis nos arquipélagos de Fernando de Noronha e de Sdo Pedro e Séo Paulo (TEIXEIRA
etal., 1987).

E importante ressaltar que a falta de registros anteriores em outros paises sul
americanos pode estar ocultando detalhes da historia da invasdo. O fato de o primeiro
espécime ter sido depositado na Guiana Inglesa, muito anterior ao registro da espécie no
Brasil, pode apenas estar refletindo a atividade mais intensa de naturalistas ingleses
nesse pais. Além disso, considerando-se o fator geografico, percebe-se que a menor
distancia entre o continente americano e o africano é aquela entre o pais de Senegal e 0
estado do Rio Grande do Norte e, portanto, pode-se supor que essa pode ter sido a rota
cumprida pelos individuos fundadores. Essa hipotese também ndo descarta que possam
ter ocorrido diversos eventos de entrada ao longo do processo de invasao.

Um dos fatores determinantes para o sucesso do estabelecimento de uma espécie
em novas areas ocupadas é a sua pressdo de propagulo que é dividida em dois
componentes: o0 tamanho do propagulo (nimero de individuos que entraram em cada
evento de invasdo) e o numero do propagulo (nimero de eventos de entrada que
ocorreram ao longo do processo de invasdo) (LOCKWOOD et al., 2005). Ambos os

fatores sdo desconhecidos no caso da invasdo de B. ibis na América. Em aves, também
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ja foram encontradas relagdes positivas entre 0 sucesso no estabelecimento com o
namero de individuos nas areas nativas e com o tamanho corporal dos individuos da
espécie (GREEN, 1997), mas ndo ha na literatura estudos que avaliem essas questdes
para essa espécie.

Além da expansdo da atividade agropecudria, algumas caracteristicas da espécie
devem ter também favorecido a expansao de B. ibis e seu sucesso no estabelecimento
durante o ultimo século: o comportamento alimentar oportunistico, a biologia
reprodutiva (tendo até dois ciclos reprodutivos ao ano), a alta capacidade de disperséo e
a plasticidade para se adaptar as mudangas ambientais provocadas pelas atividades
humanas, em especial, as ligadas ao desmatamento para introducdo do gado (GASSET
et al., 2000). B. ibis faz, portanto, parte de uma minoria de espécies de aves que tem se
beneficiado do avango e ocupagdo de areas por humanos e suas atividades (POMEROY,
1975).

Bennetts e cols. (2000) demonstraram que 0 sucesso reprodutivo de outras
espécies de garcas estd declinando no sul da Franca desde a chegada de B. ibis. A
espécie é conhecida por sua agressividade dentro de colbnias reprodutivas, tanto na
disputa por material para os ninhos quanto por locais de nidificagdo, obrigando outras
espécies a se deslocarem para sitios de menor qualidade em termos de recursos
(BURGER, 1978; VOISIN, 1991). Podem afetar também negativamente a fauna nativa
por predacgéo, parasitismo e difusdo de doencas (PIMENTEL et al., 2005; FICETOLA
et al., 2008).

No Brasil, grandes discussdes tém sido levantadas a respeito dos beneficios e
prejuizos causados por B. ibis. Apesar de que alguns autores relatam beneficios
econdmicos porgue essas aves colaboram no controle da populagéo de ectoparasitas

bovinos (MENEZES et al., 2004) apesar desse nédo ser seu principal item alimentar, e
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ainda por controlarem provaveis competidores primarios com o gado pelas pastagens
(JENNI, 1969), a alta taxa de crescimento populacional de B. ibis geralmente tem
causado prejuizos aos ecossistemas onde a espécie esta presente.

A questdo torna-se ainda mais grave quando se trata de espécies nativas em risco
de exting¢do ou cuja reproducdo ocorre apenas em ilhas oceénicas da costa brasileira. Em
Fernando de Noronha, por exemplo, B. ibis vém predando vérias espécies nativas de
aves (Anous minutus, Anous stolidus, Gygis Alba, Sterna fuscata e Zenaida auriculata)
(BARBOSA-FILHO et al., 2009) e também uma espécie de lagarto (Euprepis
atlanticus) que é endémico da ilha (SILVA-JR, 2004). Além disso, também compete
com populacbes de atoba-de-pés-vermelhos (Sula sula) que, no Brasil, s6 se
reproduzem em Fernando de Noronha (BARBOSA-FILHO et al., 2009).

Um programa de controle populacional da espécie foi iniciado em 2007 em
Fernando de Noronha. O protocolo prevé a captura e posterior sacrificio dos animais,
visando reduzir a populagdo em 90% e diminuir os danos as espéecies endémicas que
nidificam nas ilhas, bem como os danos causados a aviagdo por colisdo com aeronaves,
0 que tem acontecido com certa frequéncia (SILVA, 2008). O maior conhecimento
acerca do processo de invasdo e da colonizacdo da espécie ao longo do pais pode

auxiliar na elaboracdo de estratégias de manejo.

1.3. Marcadores Microssatélites

Marcadores moleculares podem ser definidos como qualquer caracteristica
determinada geneticamente que apresente variabilidade, segundo heranca mendeliana,
em nivel adequado para se estudar um problema bioldgico (AVISE, 1994). A aplicacéo
de marcadores moleculares revolucionou a avaliacdo da variabilidade genética existente

nas populacdes e, dentre os utilizados, tem-se dado grande destaque para aqueles
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altamente polimorficos, como os microssatélites, também denominados Short Tandem
Repeats (STRs) ou Simple Sequence Repeats (SSRS).

Os marcadores microssatélites sdo pequenos fragmentos repetitivos presentes no
genoma que exibem repeticOes justapostas, em série, de dois a seis pares de bases. Essas
regides geralmente estdo localizadas nas regibes ndo-codificantes do DNA e se
distribuem de maneira uniforme e aleatdria por todo o DNA nuclear (TAUTZ; RENZ,
1984; KASHI; SOLLER, 1999). A heranca desses caracteres obedece a padrdes
mendelianos (JARNE; LAGODA, 1996), sendo encontrados no genoma de todos 0s
organismos eucariotos estudados (BACHTROG et al., 2000) e, em menor freqiiéncia,
em procariotos e eubactérias (TAUTZ et al., 1989). Ja foram associados a diversos
mecanismos celulares, como por exemplo, a organizacdo da cromatina, regulacdo da
atividade génica e de processos metabdlicos, tais como transcrigdo, traducdo, replicacéo
e recombinacdo, associados com a pressao de selecdo positiva nos processos meioticos
(L1 et al., 2002) e com a especificidade da sintese de determinados aminoacidos
(MORGANTE et al., 2002).

Os microssatélites sdo classificados, segundo a sua composi¢cdo de bases, em
simples ou perfeitos (como por exemplo: CACACACACACA), compostos (como:
CACACAGAGAGACACACA) e interrompidos (como:CACACATCACACA). Os de
composi¢do simples sdo os mais faceis de serem utilizados como marcadores, pois as
diferencas de Unica base nos interrompidos sdo dificeis de serem identificadas. Os
motivos repetidos mais comuns s&o os di (repeticdo de duas bases), tri (repeticéo de trés
bases) e tetranucleotideos (repeti¢do de quatro bases) (JARNE; LAGODA, 1996).

Esses marcadores tém sido muito utilizados em analises populacionais devido ao
seu alto grau de polimorfismo, abundancia no genoma eucariético, por seu padrdo de

heranga mendeliana codominante na genotipagem, natureza multialélica, neutralidade
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em relacdo aos efeitos fenotipicos (ELLEGREN, 2004) e por serem facilmente
identificados (GOLDSTEIN; SCHOTTERER, 1999). Essas caracteristicas, associadas
ao crescente avanco das analises estatisticas, fazem dos microssatélites uma ferramenta
ideal para estudos de genética populacional. Além disso, a analise baseada nos dados de
microssatélites é capaz de revelar a estruturacdo populacional também em microescala,
0 que n&o pode ser feito com os demais marcadores (WIRTH; BERNATCHEZ, 2001).

A alta taxa de mutacdo é outra caracteristica favoravel a utilizacdo desses
marcadores, pois o0 grau de variacdo de um loco de microssatélite € dependente dessa
taxa que varia entre 10° a 107 eventos por loco, por geracdo (LI et al., 2002). Essa
caracteristica resulta em uma grande quantidade de alelos independentes, fornecendo
um poder estatistico alto na deteccdo de estruturacdo genética das populagdes
(KALINOWSKI, 2002).

De modo geral a taxa de mutacao esta positivamente relacionada com o nimero
de motivos de repeticdo, de modo que os alelos com nimero maior de motivos de
repeticdo estdo sujeitos as mutagbes com mais freqiiéncia (PEREZ et al., 2005). Por
outro lado, microssatélites que contém motivos interrompidos parecem ter taxas de
mutacdo inferiores as dos microssatélites perfeitos (PETES et al., 1997). Acredita-se
também que o numero de unidades repetitivas sofra alguma forma de restricdo e a
principal evidéncia é a auséncia de microssatélites muito longos (alelos com mais de 60
repeti¢Oes sdo raramente observados) (GOLDSTEIN; POLLOCK, 1997).

Por todos os motivos explicitados acima, os marcadores microssatélites tém se
tornando uma poderosa ferramenta para a construcdo de mapas genéticos (LEE et al.,
2005), para a analise da estrutura de popula¢cdes (CARVALHO-COSTA et al., 2006),
nos estudos sobre relagdes filogenéticas (RICO et al., 1996) e em analises de parentesco

(SPRECHER et al., 1996). Tem sido também muito empregados nos testes de alocagdo

27



(“assignment tests”) os quais permitem calcular a probabilidade de um individuo
pertencer a uma populacdo especifica (AVISE, 2000).

O mecanismo que explica a origem dos alelos nos locos dos microssatélites € o
do deslizamento (“slippage”) da DNA polimerase durante a sintese do DNA
(ELLEGREN, 2000). Esse ocorre quando as duas fitas ocasionalmente se separam e
voltam a se realinhar em posicao incorreta, resultando em algas ndo pareadas. Muitas
destas alcas s@o corrigidas pelo mecanismo de reparo da célula e uma pequena fracéo
que ndo sofre esse reparo ganha ou perde uma ou mais unidades repetitivas, dando
origem a novos alelos (KRUGLYAK et al., 2000).

O modelo que explica a maior parte das muta¢des que ocorrem nos marcadores
microssatélites é o do “Stepwise Mutation Model” (SMM) (OHTA; KIMURA, 1973).
Esse modelo assume que uma mudanca no estado alélico ocorre pela perda ou ganho de
uma unidade de repeticdo, porém é importante ressaltar que mutagdes com perdas de um
namero maior de unidades também ocorrem, s6 que em menor frequéncia
(GOLDSTEIN; POLLOCK, 1997). E nesse modelo de mutagdo que esta baseado o
indice de diferenciacdo Rst (SLATKIN, 1995).

Outros dois modelos também prop6em explicagdes para 0s eventos de mutacao
nos microssatélites. O “Infinite Allele Model” (IAM) (KIMURA; CROW, 1964) supde
uma situagdo extrema na qual o nimero possivel de estados alélicos em um determinado
loco pode ser extremamente grande e que cada novo alelo mutante é um novo estado
alélico, ndo existente anteriormente na populacdo. O “Two-Phase Mutation Model”
(TPM) (DI RIENZO et al., 1994) propde que a instabilidade dos alelos é devida
principalmente ao aumento ou diminuicdo de uma unidade repetitiva, com
probabilidade igual a p, mas que mutacgdes envolvendo mais de uma unidade repetitiva

também podem acontecer, com probabilidade igual a 1-p.
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Uma dificuldade que precede a aplicacdo dos microssatélites em estudos
genéticos é a necessidade de prospeccdo desses locos para cada espécie que se pretende
estudar (ZANE et al., 2000). Em aves, particularmente, esse processo € mais dificil,
pois esses organismos apresentam uma baixa frequéncia de microssatélites no genoma
quando comparados com outros vertebrados (PRIMMER et al., 1997). Mas uma vez
que os oligonucleotideos iniciadores sdo desenhados para novos locos isolados em uma
espécie, podem ser usados no estudo de populacdes de espécies filogeneticamente
relacionadas (PRIMMER et al., 2005), ja que as regides flanqueadoras dos motivos de
repeticdo apresentam-se altamente conservadas em espécies relacionadas (BROHEDE;
ELLEGREN, 1999).

Os microssatélites também apresentam algumas limitagbes. Como mutagdes
podem ocorrer nas regides flanqueadoras das unidades repetitivas, essas mudangas
podem implicar no ndo-anelamento dos oligonucleotideos iniciadores, levando a
ocorréncia de alelos nulos ou silenciosos, isto é, alelos que ndo sdo amplificados na
reacdio de PCR (JARNE; LAGODA, 1996). Consequentemente, individuos
heterozigotos podem ser errdneamente identificados como homozigotos. Essa limitagdo
pode levar a diminuicdo na propor¢do de individuos heterozigotos que resulta na
diminuigdo do valor da heterozigosidade observada em relagdo a esperada, segundo o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (BRUFORD; WAYNE, 1993).

A ocorréncia de homoplasia, ou seja, a existéncia de alelos idénticos resultantes
de processos mutacionais convergentes e sem ancestralidade comum, é outra limitacéo
desses marcadores. Nesse caso, dois ou mais alelos podem ser identificados como um
unico alelo, pois possuem o mesmo peso molecular, mas sdo resultantes de mutacdes
diferentes (que geraram alelos com o mesmo tamanho). A homoplasia, portanto, reduz o

namero de alelos observados na populacdo, a proporcéao de individuos heterozigotos e a

29



diversidade genética (JARNE; LAGODA, 1996). Essa limitacdo é esperada segundo
todos os modelos mutacionais, exceto pelo modelo de alelos infinitos (IAM), sendo
normalmente mais elevada em estudos com locos heterdlogos, menos importante em
estudos de popula¢Bes da mesma espécie e muito rara em estudos intrapopulacionais.

O fenémeno de “dropout”, onde nos individuos heterozigotos ocorre uma
amplificacdo alelo-preferencial que favorece o alelo de menor tamanho, é uma outra
limitagdo pois leva a uma identificacdo errada do gendtipo que passa a ser lido como
homozigoto (TABERLET; LUIKART, 1999). A presenca de alelos nulos, homoplasia e
de alelos “droupout” podem conduzir a uma subestimativa da divergéncia real entre as
populacOes estudadas (JARNE; LAGODA, 1996), mas na maioria dos estudos de
genética populacional, esses fatores ndo se constituem em problemas significativos, pois
o nivel alto de polimorfismo desses marcadores compensa suas limitacdes (ESTOUP et

al., 2002).

1.4. A proposta do trabalho
O grau e a distribuicdo da variabilidade genética existente nas populacdes de uma

espécie podem ser avaliados a partir das diferencas individuais detectadas nos genotipos
dos individuos integrantes dessas populacdes (FRANKHAM et al., 2002). As
populacBes geralmente apresentam algum grau de estruturacdo genética, o qual €
fortemente influenciado pelo sistema de acasalamento, tamanho da populagdo, gargalos
populacionais, intensidade de fluxo génico e estrutura etaria dos individuos
(TEMPLETON, 2006). Os principais modelos que explicam a estruturacdo populacional
séo: o de ilhas, o de continente-ilha, o de isolamento pela distancia, o de *“stepping-
stone” ou passo-a-passo e 0 de metapopulagdes (FUTUYMA, 1998; FRANKHAM et

al., 2002).
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Os microssatélites sdao os marcadores adequados para os estudos de variabilidade
genética e estruturacdo populacional principalmente pelo seu alto grau de polimorfismo
e pelo seu padrdo de heranga codominante. Porém como ja foi dito, a dificuldade que
precede 0 uso desses marcadores nos estudos genéticos é a necessidade da prospec¢do
dos locos para a espécie a ser estudada. Como para B. ibis ndo foram descritos ainda
locos de microssatélites, essa se constituira a primeira proposta desse trabalho: o
isolamento de pelo menos seis locos polimérficos que permitam a analise populacional
posterior.

A colonizacéo do Brasil por B. ibis foi recente, mas diversas popula¢fes podem
ser encontradas ao longo de uma area muito ampla do nosso pais, 0s que a tornam mais
sujeitas a sofrerem processos que mudem sua constituicdo genética. Como a travessia de
aves entre continentes ndo € um fato comum, supde-se que foram poucos os individuos
colonizadores provenientes da Africa, representando apenas uma pequena parcela da
diversidade existente na espécie naquele continente. Assim sendo, hipotetiza-se que a
diversidade genética das populagdes brasileiras sera baixa e decorrente desse gargalo
populacional.

Considerando-se a falta de dados histéricos que colaborem para a compreensdo
do processo de invasdo, faz-se necessario a caracterizacdo genética das populacoes
brasileiras desde as regides mais proximas a suposta entrada, localizada na Guiana
Inglesa até o extremo sul do pais, no estado do Rio Grande do Sul. Se a colonizacao
ocorreu segundo um modelo linear de expansdo no sentido norte-sul, sera esperado um
nivel mais alto de diversidade genética, com maior ocorréncia de alelos privados e
maior tamanho efetivo nas populacdes posicionadas nas latitudes menores do que nas
posicionadas em maiores latitudes, no sul do pais. Caso um gradiente claro de

diversidade ndo seja detectado e seja detectada auséncia de estruturacdo entre as
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populacBes do pais, poder-se-a supor que o fluxo génico é alto e que ocorre uma
dispersdo erratica entre os grupos de individuos que ocupam novas areas.

Com a determinacdo do perfil da distribuicdo da diversidade genética, pode-se
inferir qual das hipdteses levantadas se confirma. No entanto, prevé-se que a baixa
diversidade dessas populagdes introduzidas pode dificultar o estudo comparativo entre
as populacdes. Essa € a segunda proposta do trabalho: caracterizar e determinar a
estrutura genética das populacdes brasileiras de B. ibis, visando contribuir para
esclarecer as questdes relacionadas ao seu histdrico de invasdo, bem como auxiliar na

compreensdo do processo fundador ocorrido no Brasil.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Isolar locos de microssatélites polimorficos e caracterizar geneticamente as
populacdes brasileiras de Bubulcus ibis. Esse trabalho contribui para a compreenséo do

processo recente de colonizacdo do Brasil por essa espécie exdtica invasora.

2.2. Objetivos Especificos

e Isolar e caracterizar locos de microssatélites polimdrficos especificos
para B. ibis;

e Identificar locos de microssatélites heterélogos polimorficos em B. ibis;

e Estimar os niveis de diversidade genética a partir dos genotipos obtidos
nos locos de microssateélites;

e Determinar parametros populacionais como tamanho efetivo e parentesco
médio, e verificar se as populacGes apresentam sinais de gargalo
populacional;

e Verificar se hé estruturacdo populacional ou se ocorre fluxo génico entre

as populagoes estudadas;
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3. JUSTIFICATIVA

A presenca de uma espécie exotica invasora pode trazer riscos a biodiversidade
nativa, mas por outro lado fornece importante material para estudo e pode ajudar a
compreender questdes fundamentais da genética de populacdes. Em especial, esse tipo
de estudo pode ajudar a compreender como espécies ameagadas de extin¢do podem ser
restauradas, e compreender o qudo crucial € a quantidade de variacdo genética presente
nas populagdes introduzidas para o seu estabelecimento, adaptacdo e dispersdo (HUEY
et al., 2000). Como os periodos iniciais de invasdo sempre envolvem um numero
limitado de fundadores, apenas uma parcela da diversidade genética da populacdo de
origem esta ali representada. Logo, ao se entender a estrutura populacional da espécie
invasora pode se gerar informagdes valiosas sobre a melhor forma de manejo dessas
populagOes, fatores fundamentais para o controle atual da invasdo e para a prevencao de
futuras invasbes, bem como para garantir o equilibrio entre a espécie invasora e as

espécies nativas (WALKER et al., 2003).
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Area de estudo e coleta das amostras

As coletas de sangue e penas das aves foram realizadas em col6nias reprodutivas
e em pousos pela equipe do Laboratério de Genética de Aves (LGA), nos municipios de
Barra do Ribeira (RS), Manaus (AM), Rio Claro (SP) e Eldorado do Sul (RS), e por
colaboradores no municipio de Garanhuns (PE) e no arquipélago de Fernando de
Noronha (PE) (Tabela 1). A amostragem foi delineada de modo a incluir uma amostra
representativa de uma latitude maior ao sul, e de outras, mais ao norte do pais, incluindo

regides intermediarias e uma populacao de ilha (Figura 4).

Tabela 1. Descricdo das amostras de Bubulcus ibis utilizadas no presente trabalho.

Local da Coleta Idade | Caracteristica Dcagla;?; C“f)?ﬁggl) Arrl:lgsdt(raas
1 - Barra do Ribeiro (RS) filhote colbnia jan/07 sangue 16
2 - Manaus (AM) adulto pouso jul/09 pena 13
3 - Rio Claro (SP) filhote colbnia nov/09 | sangue 35
4 - Eldorado do Sul (RS) filhote colénia jan/10 sangue 25
5 - Garanhuns (PE) filhote colbnia ago/10 | sangue 23
6 - Fernando de Noronha (PE) | adulto | pouso e outros* | out/10 sangue 35

*a captura dos adultos também foi feita em locais de forrageamento
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Figura 4. Pontos de coleta de amostras de Bubulcus ibis no Brasil. 1) Barra do Ribeiro
(RS); 2) Manaus (AM); 3) Rio Claro (SP); 4) Eldorado do Sul (RS); 5) Garanhuns (PE)
e 6) Fernando de Noronha (PE).

As amostras de penas de muda reprodutiva s@o de individuos adultos, e foram
coletadas no solo embaixo dos ninhos e em pousos; essa estratégia ndo-invasiva foi
usada por ser muito dificil a captura desses adultos. A técnica foi testada anteriormente
com sucesso em outras espécies de Ciconiiformes (MINO, 2006; MINO; DEL LAMA,
2009). Apo6s a coleta, as penas foram armazenadas em embalagens de papel a
temperatura ambiente no campo. No laboratdrio, foram armazenadas em refrigerador a -
20°C até o momento da extracdo de DNA.

Amostras de sangue foram obtidas a partir da captura dos ninhegos nos ninhos,
antes da revoada, com excecdo da populacdo de Fernando de Noronha, onde foram
capturados individuos adultos que foram, em seguida, sacrificados. Aliquotas de 0,1 mi
de sangue foram retiradas da veia braquial com auxilio de seringas descartaveis (1,0 ml)
enxaguadas com EDTA 0,3%. As amostras foram, em seguida, transferidas para

microtubos de 1,5 ml nos quais se adicionou etanol absoluto. No laboratério, o material
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foi estocado em freezer a -20°C, sendo cada coldnia reprodutiva ou pouso considerada

uma unidade populacional.

4.2. Extracdo de DNA das amostras bioldgicas de Bubulcus ibis

A extracdo do DNA das penas foi feita seguindo o protocolo descrito por Mifio e
Del Lama (2009), utilizando-se apenas a porcao correspondente a regido de
desenvolvimento, caracterizada pela marca do coagulo de sangue (Figura 5). Uma
mistura contendo essa porcdo da pena cortada em pequenos pedacgos, 400l de tampéo
de lise e 30 pl de proteinase K (10mg/ml) foi incubada em banho-maria a 37°C por 24h.
Ap0s esse periodo, foram adicionados 20ul de proteinase K (10mg/ml) e a mistura foi
agitada vagarosamente por 1h, sendo a seguir novamente incubada a 37°C. O passo de

adicéo de proteinase K e agitacdo foi repetido por sete dias consecutivos.
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Figura 5. llustracdo de uma pena de ave, com destaque para a regido do
desenvolvimento. A) vista posterior da base da pena; B) corte longitudinal do calamus;
1) parte basal; 2) coagulo de sangue no umbilico superior. Fonte: Hérvath e cols.
(2005).

Para a extracdo do DNA de sangue, cerca de 30ul do sangue total foi misturado
com 220 pl de tampé&o de lise (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5 e KCI 50 mM) e 0,15ul de

proteinase K (10mg/ml), em microtubos de 1,5 ml, sendo esta mistura homogeneizada.

Apds a homogeneizacdo, a mistura foi incubada em banho-maria por aproximadamente
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12 horas a 55°C. Apds a incubagdo com proteinase, tanto para amostras de sangue
quanto para de penas seguiu-se o protocolo descrito por Sambrook e cols. (1989).

Ao final da extracdo o DNA precipitado foi ressuspendido em 100ul de agua
destilada e autoclavada. A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada em gel de
agarose 1% por comparacdo com marcador de massa de concentragcdo conhecida
(MassRuler™ DNA Ladder, Low Range — Fermentas) e também no espectrofotdmetro
(NanoVue — GE Healthcare). Apds serem quantificadas, as amostras foram diluidas com
agua destilada e autoclavada para uma concentracao final de DNA de 40ng/ul. O DNA
foi estocado em freezer a -20°C, e uma aliquota mantida em refrigerador a 4°C, para o

uso nas reagdes de PCR.

4.3. Isolamento de locos de microssatélites na espécie Bubulcus ibis

O isolamento das seqliéncias de microssatélites se iniciou com a construgdo de
bibliotecas gendmicas parciais enriquecidas, proposta por Hamilton e cols. (1999). O
protocolo iniciou-se com a clivagem de aproximadamente 4ug de DNA de um Unico
individuo com as enzimas de restricdo Rsa | e BstU I (New England Biolabs Inc.),
seguindo-se as recomendac0es do fabricante.

O produto da clivagem foi aplicado em gel de agarose 0,8% e apds separacdo
dos fragmentos por eletroforese foi cortada a regido do gel correspondente aos
fragmentos de DNA entre 300 e 1000pb. O DNA foi eluido do gel com o kit Wizard SV
Gel e PCR Clean-Up System (Promega) e ligado a oligonucleotideos dupla-fita
comercialmente fosfatados (“linkers”), com o objetivo de se criar sitios de ligacdo para
as reacOes de PCR subsequentes. Para verificar a eficiéncia dessa ligacdo, uma PCR foi
realizada utilizando-se os fragmentos ligados aos “linkers”.

Para o enriquecimento na primeira biblioteca, os fragmentos foram hibridizados
com um conjunto de oito sondas biotiniladas de sequéncias repetitivas para
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microssatélites tetranucleotideos: (AAAC)s - (AAAG)s - (AATC)s - (AATG)s -
(ACCT)s - (ACAG)s - (ACTC)s - (ACTG)s. Na segunda biblioteca, além dessas oito
sondas tetranucleotidicas, foram também utilizadas outras trés sondas: (AGC)io - (CA)15
- (TC)1s, descritas no isolamento de microssatélites para a espécie Ardea herodias
(MCGUIRE; NOOR, 2002), filogeneticamente préxima a B. ibis.

Os fragmentos que se hibridizaram com as sondas foram capturados utilizando-
se particulas magnéticas ligadas a Streptavidina (“Streptavidin Magnesphere
Paramagnetic Particules” - Promega), e 0 DNA enriquecido com as sondas foi
amplificado por PCR. O produto foi clonado utilizando-se o kit “pGEM-T Vector
Systems” (Promega), sendo as bactérias competentes preparadas com CaCl, e
transformadas pela inoculacdo do vetor. As colonias foram plaqueadas em meio LB
solido com ampicilina na concentracdo 100ug/ml de meio. Cerca de 15 min antes da
transferéncia das bactérias, 40l de X-Gal 2% e 100ul de IPTG 2,3% foram espalhados
sobre 0 meio para selecdo de recombinantes por coloragdo branca-azul.

As colonias recombinantes, identificadas pela coloracdo branca, foram
novamente plaqueadas em “MegaTiter plate” de 96 orificios contendo 1ml de meio LB
liguido com ampicilina, e incubadas durante a noite (+22h) a 37°C, com agitacéo.
Foram feitas mini-preps com as colonias e essas foram utilizadas como molde para
amplificacdo por PCR, visando a identificagdo do tamanho dos insertos clonados. A
reacdo de seqlienciamento foi realizada com o kit “DYEnamic™ ET Terminator Cycle
Sequencing” (GE Healthcare), utilizando-se o sequenciador Megabace Flexyble 1000
(Ge HealthCare).

Os eletroferogramas gerados foram visualizados com o programa Chromas 2.33
(°2003-2008 Technelysium Pty Ltd) e as sequéncias correspondentes ao vetor de

clonagem foram excluidas. As sequéncias editadas foram convertidas em formato
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“fasta” e posteriormente analisadas com o programa CID (FREITAS, et al., 2008).
Foram selecionadas sequéncias de microssatélites compostas de um a seis pares de
bases, repetidas no minimo quatro vezes.

Foi utilizado o programa Gene Runner 3.05 (Hastings Software Inc., Hastings,
NY) para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores das regides flanqueadoras dos
microssatélites. Foi utilizada a metodologia de genotipagem proposta por Schuelke
(2000) e para sua execucdo foi adicionada uma cauda M13(-21) (TGT AAA ACG ACG

GCC AGT) a extremidade 5’ de todas as sequéncias dos iniciadores “forward”.

4.4. Testes de amplificacdo para genotipagem dos locos de microssatélites

As condi¢des de PCR foram testadas para cada par de oligonucleotideos
iniciadores utilizando-se 0 DNA de quatro individuos de populagdes distintas e
variando-se: as temperaturas de anelamento (+2°C a partir da temperatura média
sugerida pelo Gene Runner 3.05), a concentragdo de cloreto de magnésio (1,0, 1,5, 2,0 e
2,5mM) e a concentracdo de DNA (40, 60 e 80ng). Os demais reagentes foram mantidos
em concentracOes iguais em todos os testes: tampédo 1X (10mM Tris pH 8,4 e 50mM
KCI), 0,25mM dNTPs, 2 pmol do iniciador “forward”, 8 pmol do iniciador “reverse”, 8
pmol de fluorescéncia M13 e 0,5 U de Tag DNA polimerase.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em termociclador Mastercycler®
gradient (Eppendorf AG, Hamburg) e em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied biosystems). Os produtos foram visualizados em géis de agarose 1,5%,
corados com brometo de etideo e fotografados pelo sistema Kodak Digital Science 1D.
A anélise dos genotipos para cada individuo foi realizada por eletroforese capilar,
utilizando-se o sistema MegaBACE™1000 (Amersham Biosciences). Os

eletroferogramas foram analisados pelo software GeneticProfiler usando MegaBACE™
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ET Size Standard (Amersham Biosciences), usando-se ROX (GE Healthcare) como

marcador de padrdo interno de peso molecular.

4.5. Andlise do grau de polimorfismo dos locos isolados e testes de
amplificagéo cruzada

Depois de selecionadas a temperatura 6tima de anelamento e a melhor condicéo
para cada par de oligonucleotideos iniciadores, 20 individuos da populacdo de Rio Claro
foram genotipados para todos os locos que apresentaram amplificacdo, com intuito de
averiguar o grau de polimorfismo dos locos isolados. Para os locos que se mostraram
polimorficos, foram genotipados mais 15 individuos dessa populacdo (N=35). A
caracterizacdo dos locos polimdrficos foi feita utilizando-se esse conjunto de 35
individuos de uma mesma populacdo porque os trabalhos de isolamento de locos de
microssatélites publicados recentemente tém seguido esse padréo.

Nos locos que se mostraram polimorficos foram feitos testes de amplificacéo
cruzada com seis espécies da familia Ardeidae: Ardea cocoi (N=1), Ardea alba (N=2),
Egretta caerulea (N=2), Egretta thula (N=2), Nycticorax nycticorax (N=2) e
Nyctanassa violacea (N=2). As temperaturas de anelamento e as condi¢des de PCR

nesses testes foram as mesmas utilizadas para B. ibis.

4.6. Testes de amplificacdo e genotipagem dos locos heter6logos

Além dos oligonucleotideos iniciadores desenhados no presente trabalho, foram
testados oito locos de microssatélites descritos para a espécie Ardea herodias
(MCGUIRE; NOOR, 2002) e um loco descrito para Egretta eulophotes (HUANG et al.,
2010) (Tabela 2). Essas duas espécies, assim como B. ibis, sdo de garcas pertencentes

familia Ardeidae.
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Tabela 2. Locos de microssatélites heter6logos testados. Tm = temperatura de

“melting” para cada loco; Na = nimero de alelos na espécie de origem.

Espécie Tamanho
Motivo de P Oligonucleotideos iniciadores esperadodo | Tm
Loco .~ | parao qual o o Na
Repeticao o (5'-3) fragmento (°C)
foi isolado (pb)
Ah211 (CA) Ardea F - GCTCATCAGGAGTTGAATCTGGC 152 59 2 10
13 herodias |R- TCTGTCATTCAGCAATGGACC '
Ardea F - GCTCAGGCTCTGCTTTGTCTAC
Ah217 . 178 59 4
(CA)10 herodias | R - CACAGATTCAAAACAAGCACCATGC
Ardea F -TTAGGAGCAAGATTTTAAAGAAGGTGC
Ah320 . 188 57,7 5
(AC)13 herodias | R - AAGTGCTGGGTCATACTGGAATAG
Ardea F - CATTGCTTAACTTCTGAAGAAAC
Ah343 . 228 58,6 9
(AC)17 herodias | R - CTTGACCCAGCATTTGTGAATAAAACTG
Ardea F - CATTCCAGCTGCTCTTCATTCTTG
Ahd14 | (AC)22 herodias | R - GGCAAAAGCAACTAGGGGC 240 57,5 | 12
Ardea F - TTGTGGGACTAAACAGTGAAGCAG
Ahb522 . 260 58,5 18
(TCTTC)2s | herodias R - CAAAGCTGATTTAAAGATGTTCCATCCC
Ardea F - GAATGGGGAAGAGAACTGAAAGAGC
ANS26 | (TCr herodias | R - CACTGCTCAGGGACTGGC 256 °8.5 | 18
AR536 AC Ardea F - CCCTGGTTTAGATCACATGATGGAG 130 584 .
(AC)14 herodias | R - CTGGGCAACCTGTTCCATCT ’
Ardea F - TCCTCCTTCACAATGCTACTTGC
Ah630 . 122 59,6 4
(TCh2 herodias |R-CGGCAGGCAGTATTATTTCAGTGG
Egretta | F - GATCAGGTCAGGCTGCAA
Aed7 | (GGAT)13 eulophotes |R - GCAACCTCTAAGCAAGCAC 208 o4 9

Como para os locos especificos, os testes para verificar quais locos heterdlogos
eram polimérficos para B. ibis foi feito com os mesmos 20 individuos da populacéo de
Rio Claro (SP). Para os locos de A. herodias, as condi¢cdes foram as mesmas descritas
por Mifio (2010), utilizando temperaturas mais baixas que as indicadas para a espécie A.
herodias, ja que a diminuicdo da temperatura de anelamento na reacdo de PCR aumenta
significativamente a chance de sucesso da amplificacdo cruzada (PRIMMER et al.,
2005). Para o loco de E. eulophotes, foram as condi¢Bes foram as mesmas descritas pelo
autor no trabalho de isolamento, utilizando a mesma temperatura de anelamento. As
reacdes para esses locos foram realizadas nos mesmos termocicladores e seguindo o

protocolo de genotipagem idéntico ao utilizado para os locos especificos.
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4.7. Analise dos Dados

A analise foi iniciada averiguando-se a ocorréncia de alelos nulos, de
amplificacdo alelo-diferencial (“allele dropout”) e de picos ndo especificos nos
eletroferogramas pelo programa Micro-Checker (OSTERHOUT et al., 2004). Além
disso, para assegurar que cada uma das penas utilizadas nesse trabalho pertenciam a
individuos distintos, as 13 amostras de Manaus foram analisadas pelo programa
GIMLET 1.3.3 (VALIERE, 2002), que checando a combinagio de gen6tipos obtidos
sugere se existe a possibilidade de duas ou mais penas pertencerem a um mesmo
individuo.

No programa GenAlEx 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2006) foi testada a hipotese
de equilibrio de Hardy-Weinberg mediante o teste exato (HALDANE, 1954; WEIR,
1990; GUO; THOMPSON, 1992), verificando se os valores observados das freqiiéncias
genotipicas estdo de acordo com o esperado por esse modelo. Foram ainda calculados
por esse programa as frequéncias alélicas por loco e por populacdo, as
heterozigosidades esperadas (He) e observadas (Ho). Também nesse programa foi
realizado o teste de alocacdo de individuos (“assigment test”) e o célculo do parentesco
médio.

O desequilibrio de ligagdo entre os locos analisados foi testado pelo Genepop
versdo 3.4 (RAYMOND; ROUSSET, 1995). Nesse programa também foi calculado o
numero de migrantes por geracao (Nm) segundo Slatkin (1985) e corrigido por Barton e
Slatkin  (1986). No programa CERVUS 3.0.3 (MARSHALL et al, 1998;
KALINOWSKI et al., 2007) foi calculado o Contetdo de Informacao Polimérfica (PIC
— “Polymorphic Information Content”) (BOTSTEIN et al., 1980), que é um indicador
da qualidade dos marcadores em estudos genéticos, tais como estudos de segregacao,
identificacdo de populagdes e controle de paternidade. A riqueza alélica (Ra) e a

estimativa de diferenciacdo populacional Fst (e seu respectivo p) foram estimados pelo
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programa FSTAT (GOUDET, 2002). A avaliacdo do grau de diferenciacdo genética
especifica para microssatélites (Rst) e seu valor de p foram estimados no programa
RSTCALC 2.2 (GOODMAN, 1997), assim como 0 Nm baseado nos valores de Rst.

No programa FSTAT também foi feito o teste de Mantel (MANTEL, 1967)
para averiguar se 0 modelo de isolamento por distancia explicava dos dados de
diferenciacdo encontrados pelo Fst e Rst. Foram construidas matrizes utilizando-se os
valores de Fst e Rst par-a-par, e estas foram comparadas com uma matriz de distancia
geogréafica através do teste de Mantel (simuladas com 2000 permutac@es). A matriz de
distancia geogréfica foi feita com os dados de distancias (km em linha reta) entre as
coordenadas dos pontos onde foram coletadas as amostras de cada populacéo,
utilizando-se a ferramenta “régua” do programa GOOGLE EARTH 4.3.7.3 beta 2008.

O numero efetivo populacional (Ne) para cada populacdo foi calculado a partir
da geracdo zero pelo método de desequilibrio de ligacdo (HILL, 1981) segundo o
programa NeEstimator 1.3 (PEEL et al., 2004). A ocorréncia de gargalo populacional
foi investigada pelo programa Bottleneck 1.2.0.2 (CORNUET; LUIKART, 1996)
através do teste de Wilcoxon (LUIKART et al., 1997), assumindo-se como modelo
mutacional o TPM (70% de mutacgdes de passo simples e 30% de mutac¢des de multiplos
passos), pois esse parece ser 0 mais conservativo (LUIKART; CORNUET, 1998).

A existéncia de estrutura populacional baseada no genétipo dos individuos foi
examinada usando-se o procedimento Bayesiano baseado no modelo implementado no
programa STRUCTURE 2.3.1 (PRITCHARD et al., 2000). Foram utilizados como
parametros o modelo de mistura (admixture model), que assume que cada individuo
pode ter ancestrais oriundos de mais de uma populacdo, e freqiéncia alélicas
correlacionadas, sendo realizadas 20 corridas (réplicas) independentes para cada valor

de K, com valores de corte (burnin) de 10.000 permutacdes e 100.000 simula¢des em
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cadeias de Monte Carlo (MCMC). Néo foram dadas informacdes prévias sobre os locais
de origem de cada individuo, sendo o numero real de populagdes determinado pelo
valor de K que maximiza o modelo de probabilidades estimadas log-likehood (FALUSH
et al., 2003).

Pelo programa Popgene (YEH et al., 1997) foi calculada a distancia genética de
Nei (NEI, 1978) entre populagbes e no programa TFPGA - Tools for Population
Genetics Analysis (MILLER, 1997) foram feitos os dendogramas segundo o método
UPGMA a partir das distancias genéticas. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA)
(EXCOFFIER et al., 1992) e os valores e significancias do coeficiente de endogamia
(Fis), partindo-se da hipdtese nula de unido aleatoria dos gametas, foram calculados

com o programa Arlequin (SCHENEIDER et al., 2000).
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5. RESULTADOS
5.1. Extragéo e quantificagcéo do DNA

Foi possivel obter boa quantidade de DNA a partir de todas as amostras de
sangue. Na Figura 6 é mostrado o DNA gendmico extraido de 13 amostras de sangue
distintas da populacdo de Rio Claro (SP), apds a eletroforese em gel de agarose.
Observa-se, porém, que 0 mesmo nao ocorreu com as amostras de penas da populacédo

de Manaus (AM), que renderam uma quantidade de DNA inferior (Figura 7).

Figura 6. Gel de agarose 1% mostrando as bandas do DNA genémico, extraido de 13
amostras de sangue da populacdo de Rio Claro (SP). O padrdo do marcador de massa
MassRuler™ DNA Ladder, Low Range (Fermentas) esta exposto no primeiro poco a

esquerda.

Figura 7. Gel de agarose 1% mostrando as bandas do DNA gendmico, extraido de 13
amostras de penas da populacdo de Manaus (AM). O padrdo do marcador de massa
MassRuler™ DNA Ladder, Low Range (Fermentas) esta exposto no primeiro poco a

direita.
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As amostras de DNA extraidas foram ressuspendidas em um volume de 100yl
de &gua destilada. Os dados da quantificacdo em espectrofotdbmetro mostraram que néao
foi possivel obter DNA em quantidade superior a 40ng/ul (concentracdo comumente
usada nas reacdes de PCR) para nenhuma das amostras de penas de Manaus, as quais
variaram de um a 14 ng/ul, com média de 4,84ng/ul na populagéo. Ja o DNA obtido das
amostras sangue, apresentaram concentracfes superiores a 40 ng/ul, um teor suficiente
para as reagdes de PCR. As médias de concentracdo de DNA obtidas para as demais
populacOes foram: 104,56 ng/ul para Barra do Ribeiro (RS), 251,52 ng/pl para Eldorado
do Sul (RS), 180,86 ng/ul para Rio Claro (SP), 197 ng/ul para Garanhuns (PE) e 116,05

ng/ul para Fernando de Noronha (PE).

5.2. Isolamento dos locos de microssatélites para Bubulcus ibis
5.2.1. Isolamento dos locos de microssatélites e otimizacao das reacdes de PCR com
os oligonucleotideos iniciadores desenhados

Foi escolhido o protocolo de isolamento de microssatélites proposto por
Hamilton e cols. (1999), pois de acordo com uma revisdo realizada por Zane e cols.
(2000), essa € a estratégia mais vantajosa devido a sua alta eficiéncia e rapidez. Para a
construcdo da primeira biblioteca genémica, foi utilizado o DNA do individuo RS86,
oriundo da populacdo de Barra do Ribeira (RS) e para a construcdo da segunda
biblioteca, foi usado o0 DNA do individuo PE13, oriundo da populacdo de Garanhuns
(PE), sendo ambos escolhidos aleatoriamente. Foram sequenciados 144 clones
recombinantes positivos da primeira biblioteca e 288 clones recombinantes positivos da
segunda biblioteca, totalizando 432 clones sequenciados.

A analise das sequéncias mostrou que na primeira biblioteca 29 dos clones
sequenciados continham 39 sequéncias de microssatélites. Foram identificados 11

microssatélites mononucleotideos, 21 dinucleotideos, dois trinucleotideos, quatro

47



tetranucleotideos e um hexanucleotideo, sendo dois microssatélites interrompidos e
cinco compostos. Na segunda biblioteca, 39 clones apresentaram 47 sequéncias de
microssatélites, sendo seis mononucleotideos, 35 dinucleotideos, quatro trinucleotideos
e dois tetranucleotideos. Desse Ultimo conjunto, um era interrompido e um composto.

A grande maioria dos locos de microssatélites obtidos nessa prospeccao foi de
dinucleotideos (56 locos, 65,11% do total) e nenhum com motivo pentanucleotideo foi
encontrado (Tabela 3). Seis locos de trinucleotideos foram encontrados e apesar do
motivo de repeticdo ACG ser descrito como o tipo mais abundante de microssatélite em
aves (LONGMIRE et al., 1999), nenhum loco apresentou esse motivo nessa prospeccao.
A eficiéncia da clonagem, expressa como a porcentagem de clones positivos com
sequéncias de microssatélites, em relagcdo ao total de recombinantes analisados, foi de
15,74%.

Tabela 3. Numero de microssatélites encontrados nessa prospecgdo de acordo com 0

motivo da unidade repetitiva.

Motivo da'u'nidade Erimeira Segunda Total
repetitiva biblioteca biblioteca
Mononucleotideo 11 6 17
Dinucleotideo 21 35 56
Trinucleotideo 2 4 6
Tetranucleotideo 4 2 6
Pentanucleotideo 0 0 0
Hexanucleotideo 1 0 1
Total 39 47 86

As sequéncias que continham microssatélites foram, em seguida, analisadas para
se decidir para quais locos seriam desenhados oligonucleotideos iniciadores. Como 0s
locos de microssatélites que contém variacdo em Unica base ndo séo Uteis para a técnica

de detec¢do da variacdo genética pelo tamanho do fragmento, os 17 locos encontrados
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esse tipo de variagdo nao foram considerados. Os 69 locos resultantes foram analisados
e para 32 deles foi possivel o desenho de oligonucleotideos iniciadores que
flanqueavam a regido com as unidades repetitivas (Tabela 4). Foram desconsiderados
aqueles que ndo possuiam regido flanqueadora adequada e também os que continham
dinucleotideos simples repetidos apenas quatro vezes, resultando microssatélites de
apenas 8ph. Como esses locos com numeros pequenos de repeticdes tém pouca chance
de apresentar variacdo, apenas um deles foi escolhido aleatoriamente para ser testado
(loco Bill).

Tabela 4. Descri¢do dos oligonucleotideos iniciadores desenhados para os 32 locos de

microssatélites em Bubulcus ibis. *microssatélite interrompido por 18 pares de bases.

Tm = temperatura de “melting” aproximada a partir dos valores dados pelo programa

Gene Runner 3.05.

Loco Motivo de Oligonucleotideos iniciadores Tamanho do Tm
Repeticéo (5'- 3) fragmento (pb)| (°C)
_ F - GAG CCC AGT GAA TTG TTT AG
Bi01 (GT)11 244 57
R - GAG AGT GGC AGG TGT ATA GG
, F - GGA GTC TTG AAA GGT CTT CC
Bi02 (TC)s 205 58
R - TGA TGG AAG TAC TGA ACC CT
803 |(areT arcr. | F - CTG CTG TCT GTC CTG GGC 19 o
|
( )s(18)( 5| R - CCT CGG GAC AGA CAG ACA G
S04 T F-GCC GGT TTT GCT CTT TTT oou 1
' ( )16 R - ATA GGG GAA ATA GAA GGG ATA A
_ F - ACA GAT ACT ACC AAA CCC CA
Bi05 (TTTG)s 271 57
R - TGC AAA CCT ACA CTG AAA GA
_ F - AAG ACC TTC TCT TCC CAC TC
Bi06 (AGC)s 178 57
R - ATG GTT CAG ATC CTG AGA TG
_ F-GCATGC TGT AGTACT TTGAGT T
Bi07 (TA)s 185 58
R - GGA ATA GTG GGA CCA ACA G
508 TG F - AGT CAG CTC TTG CCT CTC TC o8 e
|
( Ja R - AAC TCA AAG TAC TAC AGC ATG C
500 cTuTeTC), | T - COAAGA GCG GAG GAA ATC 266 1
|
(CD(TTCRATCh | & _cTc Tec GGG CTC ATC ACA
510 ACIAAAC F - GAT TCA GGG TGC CAA CTT 164 e
' (AC)SAAMAC) |2 GG ATG CTA ATC AAA TAC CT
_ F - TGC TGT TTA GAG GGA CCT AA
Bi11 (GT)a 261 59
R- GTT ACG GTT CCA GAA TAC CC
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F-CAGCTGAGC AAACACCTTG

Bi12 219
' (CAM(TCR R G CAG TTT GCA TAT ACT CTG o0
sit3 | acueryr, |F-CTAATT CCCGTATICCCTTT 15 o
' (ACH(CTR(CTR |2 _cAC AGG CAG ATG AGC AGT G
514 CATC F - CCT AGA TTC TAA CCA TTG CC Jou .
|
(CARA(TCM | R GAA CTG AGG CTG TCT GGA C
Bit teenac, | F -GGG CTT GTATGATGAACT TT 154 6
|
(TTCCR(AGM | 77T CTC CAC TCT AGT TGC TGT
816 (GT) F - CAT GTC TGA GAG GGG GAT 051 -
R - ATA CTC AAG CTA TGC ATC CA
817 161 F - AGG CAG GGG TGT GTG TCA 107 6
R - CAC GCA CCG CAC ACA CC
818 (TAWCA) |~ CAT GAC CAT GTT CCT TCG 190 57
R - TAG AGC ATT AGC TAA CGT AAG
819 (CAG), F - ACA GGT GGT GAC AGC TTATC 057 -
R - CAA TGC TAA AGT GTC AGG ACT
8120 (TGO F - TGG ATT AGG TCC TGT TAT TC 230 o
R - ACA GTA AGT TCG GCT TCT G
8121 (GTCO) F - CCA AAC TGA CCA AAG AGC T 188 o
R - ATA CAA AAC AAA TGA TGC ACA
8122 (AC)ST(AC)s | T ~AGC CAT TCC AGA GCC TAG 036 o
R - GAA GTC TGA CCG GGA ATG
823 (TAWTG), |~ CCATEG CTTACC AGT CCT 198 5
R - GCA TCC GAT ACA GTA GTA TGG
824 GTho F - CAG AAT CTC TTC CTA CTG GG 104 57
R - GGC TTT AGA TCA GAA GAG TTC
825 (6T)e F - AGG TAA GGA GCT GCA GCA 156 5
R - CAG GTG CAA TGT GAT TTG A
8126 (AG)e F - GCT TCA GAC CAC CCG TG 270 o
R - CAC CGG TTA GCA AGG AAT
807 (AC): F - ACC ACT AAG GCA CTT CAC TC 168 o
R - TGT GAA GGC CGT AGC TAG
808 TG F - TCT TAA CAG ATG TTC CAA GTG 104 o
R - AAC ACC GTT CTG TGC TTC
820 (A F - CTG ACA ACA CCG TTC TGT G 196 57
R - TAA CAG ATG TTC CAA GTG ACA
830 Ty F - ACC TTA GCA AAC CCC CTC 208 60
R - GAG CGG GAT GAG CAT CA
831 AC) F - TCT CTT TGG GGA AGT TAC C 154 -
R - GTT AAA CAA ACT TGG AGG GT
8132 (A0 F - TAA AAT TGT TCT TGG CGA T 152 o

R-ACG GGG GTGTGT GTG TG
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Testes de PCR foram realizados em todos os 32 locos para se verificar se ocorria
amplificagéo do fragmento de tamanho esperado. Em 23 locos (Bi01, Bi02, Bi05, Bi06,
Bi07, Bi08, Bil0, Bill, Bil2, Bil3, Bil5, Bil8, Bil9, Bi20, Bi2l, Bi22, Bi23, Bi25,
Bi26, Bi28, Bi29, Bi30 e Bi31) foi amplificado um Gnico fragmento com o tamanho
esperado. A reagdo de PCR nesses locos foi padronizada para um volume final de 10ul
utilizando-se: tampéo 1X (10mM Tris pH 8,4 e 50mM KCI), 0,25mM dNTPs, 1,5mM
de MgCl,, 2 pmol do iniciador “forward”, 8 pmol do iniciador “reverse”, 8 pmol de
M13 marcado com fluorescéncia FAM, TET ou HEX, 1,0 U de Tag DNA polimerase
(Biotools) e 60ng do DNA molde.

O programa consistiu em um ciclo de desnaturacdo a 94°C por 5 min, 20 ciclos a
94°C por 30s, temperatura de anelamento (Tabela 4) por 45s e 72°C por 45s, sendo a
temperatura de anelamento diminuida 0,1°C a cada ciclo (“touchdown™), 15 ciclos a
94°C por 30s, temperatura de anelamento 2°C abaixo da inicial por 45s e 72°C por 45s,
doze ciclos a 94°C por 30s, 53°C por 45s (anelamento da cauda M13) e 72°C por 45s, e
por fim, um passo de extensao final a 72°C por 20 min.

Quanto aos demais locos, sete deles (Bi03, Bi04, Bi09, Bil4, Bil6, Bil7 e
Bi24) ndo apresentaram amplificagdo em nenhuma das condicdes testadas. Nos locos
Bi09, Bil4, Bil6, Bil7 e Bi24 a amplificagéo foi obtida apenas quando a reagdo de
PCR era feita sem incluir M13 marcado com fluorescéncia e, mesmo assim, foram
vistas bandas muito fracas no gel de agarose, o que indicava baixo rendimento da
reacdo. Nos locos Bi0O3 e Bi04 n&o se obteve amplificagdo em nenhuma condigdo, nem
mesmo na auséncia do M13.

Por fim, os locos Bi27 e Bi32 apresentaram amplificacdo de vérias bandas de
tamanhos muito semelhantes, de forma que ndo foi possivel avaliar se os picos lidos na

genotipagem eram realmente alelos ou picos resultantes de bandas inespecificas. As
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bandas inespecificas apareciam mesmo com o aumento da temperatura de anelamento
em até 3,0-3,5°C e ndo se observou amplificacdo ao aumentar a temperatura em 4°C ou
mais. Dessa forma, esses dois locos, juntamente com os sete locos que nao
amplificavam quando se incluia 0 M13, ndo foram considerados para a caracterizagdo

do grau de polimorfismo.

5.2.2. Caracterizacao dos locos isolados e amplificacdo cruzada

Dos 23 locos que amplificaram com sucesso, 12 se mostraram monomarficos:
Bi02 (alelo 218), Bi05 (292), Bi06 (196), Bi07 (206), Bi10 (181), Bill (281), Bil2
(236), Bi19 (250), Bi21 (215), Bi23 (281), Bi25 (172) e Bi31 (173). Onze locos se
mostraram polimérficos: Bi01 com quatro alelos (263, 265, 267 e 269), Bi08 com dois
alelos (111 e 119), Bil13 com dois alelos (191 e 193), Bil5 com dois alelos (199 e 201),
Bil8 com quatro alelos (208, 210, 212 e 214), Bi20 com trés alelos (250, 253 e 256),
Bi22 com dois alelos (248 e 254), Bi26 com trés alelos (287, 289 e 291), Bi28 com dois
alelos (211 e 213), Bi29 com dois alelos (211 e 213) e Bi30 com dois alelos (226 e
228).

O ndmero de alelos por loco variou de dois a quatro. No total, foram
encontrados 28 alelos nos 11 locos polimérficos, média de aproximadamente 2,54
alelos/loco. A heterozigosidade esperada para cada loco variou de 0,083 nos locos Bil3
e Bi30 a 0,561 no loco Bi0O1, com média de 0,351. A heterozigosidade observada para
cada loco variou de 0,086 nos locos Bil3 e Bi30 a 0,657 no loco Bi01, com média de
0,337. O contetdo de informacdo polimorfica (PIC) variou de 0,079 para os locos Bil3

e Bi30 a 0,453 para o loco Bi01 (Tabela5).
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Tabela 5. Caracteristicas dos 11 locos polimorficos encontrados para Bubulcus ibis, a

partir de 35 individuos da populacdo de Rio Claro (SP). He =

heterozigosidade

esperada; Ho = heterozigosidade observada; PIC = contedo de informacéo polimérfica.

Motivo de Numero de alelos

Loco Repeticéo (faixa de tamanho) He Ho PIC
BiO1 (GT)11 4 (263-269) 0,561 0,657 0,453
Bi08 (TTGG)4 2 (111-119) 0,358 0,286 0.280

. 0,079
Bi13 | (AC)a(CT)a(GT)z 2 (191-193) 0,083 0,086

. 0,373
Bi15 | (TTCC)y(AG) 2 (199-201) 0,504 0,343
Bi18 (TA)s(CA) 4 (208-214) 0,475 0,429 0,427
Bi20 (TGC)s 3 (250-256) 0,531 0,588 0,425

. 0,317
Bi22 | (AC)sT(AC)s 2 (248-254) 0,401 0,371
Bi26 (AG)g 3 (287-291) 0,438 0,371 0,391
Bi28 (TG)s 2 (211-213) 0,269 0,314 0,230
Bi29 (CA)s 2 (211-213) 0,159 0,171 0,144
Bi30 (GT)7 2 (226-228) 0,083 0,086 0,079

O polimorfismo no loco Bil0 apresentou um padrdo inesperado, com um alelo

mais comum 181 e outro alelo 157 apenas em poucos individuos (sendo dois

homozigotos e quatro heterozigotos em 35 individuos). Como esses alelos tinham

tamanhos muito diferentes entre si, foi realizado o seqlienciamento de dois individuos

homozigotos para cada alelo. Os resultados demonstraram que o fragmento de 157pb,

considerado como alelo 157, era na realidade resultante de uma delecdo de 23pb do

fragmento correspondente ao alelo 181 que ocorria logo apo6s o término da sequéncia de

microssatélite (Figura 8). Como esse polimorfismo observado ndo era referente ao

microssatélite em si, o loco Bil0 foi considerado monomoérfico, estando o alelo 181

fixado na populacéo.

53



I
L3

|
]
;

1

a3

b N

W

0

U

1

|
GABRRRECATE
GCARRRGCATT
ﬁ

!
i
(ARRRECAT
i

(onsensus - GaARAGCAToCATCCAGA

~tHCACAC

;
i
e

n

f
FTERCACA.
B GhCACHC

I
i
i
I

[

!
EHEHHHEHEﬁEHEEEEHHHHTEHHHEHH[ﬁHEEEHEEEE
CACABRCACACACCLT
i

CACARRCACACACLLA, s 11011000 TOLRC

0
BARRATECACACALLLA Iﬁ
MTGCACACABCCEACTG
RCAGCCGACTE

[GCTCCACH
[BCTCCACH
i

CAGCCEACTRCELTICAL

Figura 8. Alinhamento das sequéncias correspondentes aos dois supostos alelos do loco

Bi10. 181 = individuo considerado homozigoto para o alelo 181; 157 = um individuo

considerado homozigoto para o alelo 157; a parte sublinhada em verde corresponde a

sequéncia do microssatélite.

A amplificacdo cruzada dos 11 locos polimorficos isolados para B. ibis foi

testada com um painel de seis espécies da familia Ardeidae. Foi observada uma alta taxa

de amplificacdo cruzada, de 81,81% para E. caerulea a 100% para A. alba e E. thula,

nos quais sete locos (BiOl1, Bil3, Bil5, Bil8, Bi20, Bi26 e Bi28) puderam ser

amplificados com sucesso em todas as espécies testadas (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados dos testes de amplificagdo cruzada com os locos isolados para

Bubulcus ibis. + amplificacéo; - auséncia de amplificacao.

Loco

A. cocoi

A. alba

E. caerulea

E. thula

N. nycticorax

N. violacea

Bi01
Bi08
Bi13
Bi15
Bi18
Bi20
Bi22
Bi26
Bi28
Bi29
Bi30

+

+ + + + + + o

=+

+ + + + + + + + + +

+

+ + + + +

+ 0+ 4o

+

+ + + + 4+ + + + + 4+

+

o+ + 4+ 4+ + 4+

+

o+ 4+ 4+ + 4+

Taxa de
amplificagdo
cruzada (%)

90,90

—
o
o

81,81

—
o
o

90,90

90,90
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5.3. Analises populacionais
5.3.1. Avaliacao do grau de polimorfismo nos locos de microssatélites heter6logos

Foi obtida a amplificacdo de fragmentos de tamanhos esperados nos locos
Ah217, Ah320, Ah414 e Ah536, enquanto que nos locos Ah522 e Ah526 ndo se obteve
produto de amplificacdo. Testes com esses locos foram feitos diminuindo a temperatura
de anelamento em até 4°C e também incluindo agentes otimizadores como betaina,
DMSO (dimetilsulféxido) e BSA (albumina do soro bovino), mas ainda assim nao foi
obtida amplificacdo. Foram descartados os locos Ah211, Ah343 e Ah630 que
apresentaram fragmentos amplificados apenas para algumas amostras e o loco Ae47 que
apresentou varias bandas inespecificas proximas a banda de tamanho esperado,
impossibilitando a identificacdo dos alelos na genotipagem.

Dos quatro locos que amplificaram com sucesso, Ah414 foi monomorfico e
Ah320 apresentou apenas dois alelos, dos quais um deles estava em uma freqliéncia
muito baixa para ser utilizado nas analises populacionais (apenas trés heterozigotos em
35 individuos). Dos nove locos testados, portanto, apenas dois foram selecionados para
as analises: os locos Ah217 e Ah536, ambos apresentando cinco alelos distintos na

populacédo de Rio Claro (SP).

5.3.2. Frequéncias alélicas e estimativas de diversidade genética

As frequéncias alélicas usadas nas andlises comparativas populacionais foram
baseadas nos sete locos de microssatélites especificos, selecionados dentre os 11 locos
polimorficos isolados: Bi01, Bi08, Bil5, Bil8, Bi20, Bi22 e Bi26. Os locos especificos
Bil3, Bi28, Bi29 e Bi30 ndo foram incluidos, pois apresentaram um nivel de variacao
muito baixo para a populacdo de Rio Claro (SP).

Nas amostras de penas de Manaus (AM) ndo foi obtida amplificacdo para

nenhum dos dois locos heterélogos polimorficos mesmo apos a diluicdo do DNA em 20
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vezes ou ao incluir BSA (albumina do soro bovino), conhecida por garantir a

amplificacdo mesmo na presenca de contaminantes. Como essa populacdo € de grande

importancia dentro da tematica desse trabalho, optou-se por ndo utilizar os dados

oriundos dos locos heterdlogos nas analises populacionais, porém as freqiéncias

alélicas e as estimativas de diversidade genética calculadas para as cinco populacdes

(excecdo de Manaus) incluindo os dois locos heter6logos sdo mostradas nos Apéndices

I e I1l. Na Tabela 7, sdo mostradas as freqiiéncias alélicas nas seis populacdes, obtidas a

partir dos sete locos especificos.

Tabela 7. Alelos e frequéncias alélicas por loco e por populacéo.

Populacbes
Loco Alelos BRa}Lr;;joo Elddoorsaltﬁo Rio Claro Garanhuns dzelilg?ggﬁa Manaus
263 0,063 0,080 0,043 0,087 0,043 0,250
BiO1 265 0,594 0,480 0,457 0,543 0,429 0,292
267 0,344 0,420 0,486 0,348 0,471 0,292
269 0 0,020 0,014 0,022 0,057 0,167
_ 111 0.188 0,260 0,229 0.174 0.191 0,200
BI08 115 0 0 0 0 0 0,200
119 0,813 0,740 0,771 0,826 0,809 0,600
195 0 0 0 0 0 0,038
Bil5 197 0 0 0 0 0 0,038
199 0,438 0,640 0,543 0,587 0,329 0,308
201 0,563 0,360 0,457 0,413 0,671 0,615
204 0 0,020 0 0 0 0
_ 208 0,063 0,020 0,014 0,022 0,014 0,115
Bil8 210 0,813 0,860 0,700 0,826 0,757 0,692
212 0,094 0,080 0,129 0,109 0,114 0,077
214 0,031 0,020 0,157 0,043 0,114 0,115
_ 250 0,375 0,480 0,382 0,435 0,386 0,346
Bi20 253 0,625 0,500 0,574 0,522 0,543 0,385
256 0 0,020 0,044 0,043 0,071 0,269
Bi22 248 0,219 0,520 0,271 0,478 0,500 0,286
254 0,781 0,480 0,729 0,522 0,500 0,714
_ 287 0.188 0,260 0,157 0,065 0,114 0.154
Bi26 g9 0,813 0,580 0,729 0,739 0,871 0,769
291 0 0,160 0,114 0,196 0,014 0,077
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Na populagéo de Rio Claro, selecionada para a caracterizagdo inicial dos locos
especificos, o numero de alelos por loco variou de dois a quatro, mas ao se incluir na
analise as demais popula¢des, um novo alelo (115) foi encontrado para o loco Bi0O8 na
populacdo de Manaus, totalizando trés alelos para esse loco, dois novos alelos (195 e
197) foram encontrados para o loco Bil5 também na populacdo de Manaus, totalizando
quatro alelos e um novo alelo (204) foi encontrado para o loco Bil8, presente apenas na
populacédo de Eldorado de Sul, o que totaliza cinco alelos para esse loco. Dessa forma, o
namero de alelos por locos passou a ser de dois a cinco, considerando-se todas as
populagdes analisadas.

A analise pelo Micro-Checker ndo detectou a ocorréncia de “dropout” ou de
alelos nulos em nenhum dos locos especificos estudados. Os testes exatos de
desequilibrio de ligacdo resultaram em valores ndo-significativos (p>0,05), indicando
que ndo h& associacdo preferencial de alelos entre os locos. Também ndo foram
encontrados valores estatisticamente significativos de p (p<0,05) para nenhum dos
locos quanto aos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os valores médios de riqueza alélica variaram de 1,659 em Barra do Ribeira a
2,777 em Manaus. A estimativa de Fis variou de -0,067 em Fernando de Noronha a
0,194 em Barra do Ribeiro, sendo o p significativo (p<0,05) apenas para a populacgdo de
Barra do Ribeiro (p=0,021). A heterozigosidade esperada (He) variou de 0,408 para
Barra do Ribeiro a 0,562 para Manaus, a heterozigosidade observada (Ho) de 0,330 para
Barra do Ribeiro a 0,480 para Eldorado do Sul (Tabela 8). Os valores de He das
populacbes de Barra do Ribeiro e Manaus diferiram significativamente (p = 0,046)

segundo o Teste G feito no programa Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).
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Tabela 8. Estimativas de diversidade genética baseadas nos dados dos sete locos de
microssatélites especificos. Ho = heterozigozidade observada; He = heterozigosidade
esperada; Ra = riqueza alélica; Fis = coeficiente de endogamia; Pgnw = valor de p

obtido no teste para o Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Populagéo Loco Ho He Ra Fis Penw
Bi01 0,500 0,542 2,691 0,080 0,959
Bi08 0,250 0,315 1,980 0,211 0,473
Bi15 0,250 0,508 2,000 0,516 0,050
Barra do Ribsiro Bﬁ18 0,375 0,337 2,965 -0,118 0,991
Bi20 0,250 0,484 2,000 0,492 0,062
Bi22 0,313 0,353 1,991 0,118 0,732
Bi26 0,375 0,315 1,980 -0,200 0,356
Media 0,330 0,408 1,659 0,194 -
Bi01 0,680 0,598 3,024 -0,140 0,379
Bi08 0,280 0,393 1,993 0,291 0,173
Bi15 0,480 0,470 1,999 -0,021 0,835
Eldorado do Sul Bﬁ18 0,240 0,258 2,584 0,071 0,287
Bi20 0,640 0,530 2,280 -0,213 0,456
Bi22 0,640 0,509 2,000 -0,263 0,158
Bi26 0,400 0,582 2,937 0,317 0,129
Media 0,480 0,477 2,117 -0,006 -
BiO1 0,657 0,561 2,694 -0,174 0,761
Bi08 0,286 0,358 1,983 0,204 0,261
Bi15 0,343 0,504 2,000 0,322 0,067
Rio Claro Bﬁ18 0,429 0,475 3,015 0,100 0,707
Bi20 0,588 0,531 2,505 -0,110 0,864
Bi22 0,371 0,401 1,993 0,075 0,719
Bi26 0,371 0,438 2,781 0,153 0,066
Media 0,435 0,467 2,139 0,069 -
BiO1 0,565 0,588 3,083 0,040 0,373
Bi08 0,261 0,294 1,960 0,114 0,659
Bi15 0,391 0,496 2,000 0,214 0,355
Garanhuns Bﬁ18 0,261 0,310 2,678 0,162 0,833
Bi20 0,565 0,549 2,521 -0,031 0,987
Bi22 0,609 0,510 2,000 -0,198 0,292
Bi26 0,435 0,420 2,648 -0,035 0,796
Media 0,441 0,452 1,842 0,026 -
Bi01 0,714 0,598 3,093 -0,199 0,771
Bi08 0,265 0,314 1,965 0,159 0,401
Bi15 0,429 0,448 1,998 0,043 0,865
Fernando de Bi18 0,371 0,406 2,899 0087 0,866
Noronha ’ ’ ' ' ’
Bi20 0,629 0,559 2,684 -0,126 0,793
Bi22 0,657 0,507 2,000 -0,301 0,063
Bi26 0,200 0,231 2,050 0,135 0,819
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Média 0,466 0,438 2,099 -0,067 -

Bi01 0,583 0,772 3,978 0,252 0,056
Bi08 0,400 0,589 2,994 0,333 0,427
Bi15 0,462 0,545 3,077 0,158 0,935
Manaus B§18 0,462 0,508 3,628 0,094 0,395
Bi20 0,692 0,686 2,999 -0,009 0,895
Bi22 0,286 0,440 2,000 0,368 0,427
Bi26 0,462 0,394 2,764 -0,180 0,760
Meédia 0,478 0,562 2,777 0,157 -

5.3.3. Parametros populacionais

Os genotipos individuais obtidos pela andlise dos microssatélites foram
utilizados para estimativas do tamanho efetivo populacional (Ne), utilizando-se o
método baseado no desequilibrio de ligacdo gamética. Os resultados mostraram um
menor Ne na populacdo de Manaus (6,2), seguido de Barra do Ribeiro (8,0). Os maiores
Ne foram vistos nas populacfes de Fernando de Noronha (64,7) e de Rio Claro (onde o
Ne foi estimado como sendo infinito) (Tabela 9). A estimativa realizada unindo as seis
populacdes brasileiras (N=147) resultou em um Ne igual a 6,6 (95% CL: 5,7-7,7).

O parentesco médio dentro de cada populagdo (99 permutacBes, com intervalo
de confianca de 95%) variou de -0,277 em Manaus a 0,112 em Fernando de Noronha
(Tabela 9; Figura 9). Esses valores ndo diferiram significativamente de zero segundo
teste t de Student feito pelo Bioestat 5.0. Os valores de parentesco médios obtidos estdo
na faixa (de 0 a 0,25 ), considerada como de individuos ndo-relacionados (BLOUIN et

al., 1996).

59



Tabela 9. Parametros intra-populacionais obtidos a partir dos dados dos sete locos
especificos. Ne = tamanho efetivo populacional, (95%IC) = (95% de intervalo de

confianca); N = tamanho amostral; r = coeficiente de parentesco médio.

Populacéo Ne (95% IC) N r
Barra do Ribeiro 8,0 (4,5-16,9) 16 0,080
Eldorado do Sul 26,2 (13,1-97) 25 -0,001
Rio Claro © (69,8—=) 35 -0,032
Garanhuns 15,4 (8,7-34,2) 23 0,063
Eirr’;iﬂio de 64,7 (24,3 —) 35 0,112
Manaus 6,2 (3,9-11,4) 13 -0,277
0,300
0,200 - _ -
0,100 . - =
- -0,100 = - = . = = Mean
-0,200 -
-u
0,300 - {
0,400 - il
-0,500
Barrado Eldorado . Fernando de
Ribeg do Sul Rio Claro Garanhuns torenka Manaus

Figura 9. Parentesco médio observado para as populacdes de B. ibis. Mean = valor do

parentesco medio; U = limite de confiancga superior e L = limite de confianga inferior.

Um teste para averiguar a ocorréncia de gargalo genético foi feito com todas as
populacOes. Valores de p significativos foram obtidos na populacdo de Rio Claro, tanto
assumindo o modelo TPM (p=0,039) quanto 0 modelo de IAM (p = 0,007), mas néo
considerando o modelo SMM (p = 0,468) (LUIKART et al., 1998). Esse resultado sera

discutido considerando-se os parametros populacionais obtidos.
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5.3.4. Analise de diferenciacdo genética entre as populacdes

As distancias genéticas de Nei, estimadas a partir das frequéncias alélicas dos

sete locos de microssatélites especificos, variaram de 0,0046 a 0,1039, sendo a menor

distancia observada entre Eldorado do Sul e Garanhuns e a maior entre Barra do Ribeiro

e Manaus (Tabela 10). Na Figura 10, o dendrograma feito a partir do método UPGMA

ilustra essas relacGes genéticas. Os valores baixos de “bootstrap” demonstram que nao

h& suporte para as separacfes dos ramos.

Tabela 10. Disténcias genéticas de Nei entre as populagdes, estimadas usando as

frequéncias alélicas nos sete locos de microssatélites especificos de Bubulcus ibis.

Barra do

Eldorado do

Fernando de

Ribeiro Sul Rio Claro Garanhuns Noronha Manaus
Barrado
Ribeiro -
Eldorado do 0,0412 _
Sul
Rio Claro 0,0062 0,0260 -
Garanhuns 0,0221 0,0046 0,0153 -
Fernandode ) o4y 0,0420 0,0254 0,0228 -
Noronha
Manaus 0,1039 0,0720 0,0988 0,0615 0,0335
Barra do Ribeiro
63
Rio Claro
26|
Eldoradodo Sul
52
56

Garanhuns

Fernando de Noronha

Manaus

Figura 10. Dendograma UPGMA construido a partir das distancias genéticas de Nei

(1978) com os dados dos sete locos de microssatélites especificos de B. ibis. Os

nameros indicam o nivel de suporte (“bootstrap”) para cada ramo.
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A andlise do nimero de possiveis populacbes (K) foi realizada utilizando-se a
abordagem bayesiana do programa STRUCTURE 2.3.1, sendo inicialmente supostos
valores de k entre um e seis (nUmero minimo e méaximo de popula¢Bes possiveis). Os
resultados dessa analise demonstraram a existéncia de um Unico cluster (estimativa de k
= 1 pelo log-likehood) (Figura 11). Esse resultado significa que a probabilidade dos
individuos pertencerem a qualquer uma dessas seis populaces é a mesma, ou seja, ndo
ha subdivisdo entre as populacBes estudadas e todos os individuos pertencem a uma

Unica unidade populacional.

1.00

080

0,50

040

020

Figura 11. Diagrama “bar plot” fornecido pelo STRUCTURE 2.3.1. As barras verticais
representam, para cada individuo, as probabilidades de pertencimento aos grupos
inferidos. 1) Barra do Ribeiro, 2) Eldorado do Sul, 3) Rio Claro, 4) Garanhuns, 5)

Fernando de Noronha e 6) Manaus.

A anélise de variancia molecular (AMOVA), realizando-se 1000 permutagoes,
mostrou que a distribuicdo da maior parte da variacdo genética presente pode ser
explicada pela diferenca entre os individuos dentro das populag¢fes: 94,11%, sendo
apenas 2,44% da variacdo existente explicada pelas diferencas entre elas (Tabela 11;

Figura 12).
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Tabela 11. Analise AMOVA da distribuicdo dos componentes da variabilidade genética
total presente nas populagdes; SS = soma dos quadrados; Est. var. = estimativa da

variancia; % = porcentagem da variancia total.

Fonte SS Est. %
Var.
Entre populagdes 17,770 0,04037 2,44%

Entre individuos dentro

~ 232,843 0,05697 3,45%
das populacbes

Entre os individuos 226,000 1,55591 94,11%

Total 476,613 1,65325 100%

Fst =0,0244
p do Fst = 0,0039

Entre populagtes Entre individuos dentro
2,44% das populag¢des
3,45%

Entre os individuos
94,11%

Figura 12. Distribuicdo da diversidade genética segundo a analise AMOVA.

O Fst par-a-par das populagfes mostrou valores de p significativos entre Barra
do Ribeiro e Manaus, Eldorado do Sul e Manaus, Rio Claro e Manaus e entre Eldorado
do Sul e Fernando de Noronha (Tabela 12). O indice Rst par-a-par foi calculado
realizando-se 1000 permutacdes a partir de cinco locos, pois os locos Bil5 e Bil8 foram

excluidos por serem constituidos de microssatélites compostos. Valores de p
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significativos foram observados entre Barra do Ribeiro e Fernando de Noronha, Barra

do Ribeiro e Manaus, e entre Rio Claro e Manaus (Tabela 12).

Tabela 12. Valores de Fst (abaixo da diagonal) e Rst (acima da diagonal) estimados

para os pares de populacdes. *estdo em negrito os pares cujo p foi significativo

(p<0,05).
qura_do Eldorado do Rio Claro Garanhuns Fernando de Manaus
Ribeiro Sul Noronha
Barra do - 0,0498 -0,0119 0,0359 0,0460* 0,1422*
Ribeiro
E'dorsicfo do 0,0363 - 0,0289 -0,0052 -0,0057 0,017
Rio Claro -0,0048 0,0194 - 0,0226 0,0260 0,1036*
Garanhuns 0,0136 -0,0052 0,0078 - -0,0073 0,0362
Fernando de 0,0204 0,0407* 0,0232 0,0197 - 0,0203
Noronha
Manaus 0,0863* 0,0504* 0,0757* 0,0458 0,0286 -

O calculo da intensidade do fluxo génico, baseada no indice Fst e corrigido para
0 tamanho amostral, mostrou que o numero de migrantes por geracdo (Nm) foi de 1,11.
Na analise baseada no Rst, 0 numero de migrantes foi de 6,62. Ambos 0s resultados
indicam a existéncia de fluxo génico entre as populaces.

Os resultados obtidos pelo teste de Mantel demonstraram ndo haver correlagédo
significativa entre as distancias genéticas e as distancias geograficas entre as localidades
amostradas, considerando os valores de Fst (r =9,19; p = 0,27) ou os valores de Rst (r =
2,96; p = 0,58). O teste de alocacdo mostrou que 104 individuos (71%) foram alocados
em outras populacdes que ndo as de origem, enquanto que 43 individuos (29%) foram
alocados na sua propria populacao de origem. A maior porcentagem de alocacgéo correta
foi observada em Barra do Ribeiro, onde 50% dos individuos foram alocados na sua
populacdo de origem, seguida da populacdo de Manaus (38,5%), Garanhuns (34,8%),
Fernando de Noronha (34,3%), Eldorado do Sul (20%) e por fim Rio Claro (11,4%).
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6. DISCUSSAO
6.1 Amostras e extracdo do DNA

Foram extraidas 147 amostras de B. ibis, sendo 13 de penas e 134 de sangue.
Todas as amostras de DNA extraidas de sangue apresentaram quantidades suficientes de
DNA para as reacfes de PCR realizadas, enquanto que as amostras de penas renderam
uma baixa concentracdo de DNA (1 a 14 ng/ul), muito inferior as obtidas com sangue.
Esse resultado era esperado pois as penas possuem menor quantidade de DNA
disponivel para extracdo, o que resulta em uma menor quantidade final extraida, como
previsto por Taberlet e cols. (1996) para extracGes de amostras ndo invasivas.

No entanto, a amostragem ndo-invasiva é a melhor alternativa para a obtencéo
de amostras no estudo de populacdes onde nem sempre é possivel a captura dos
individuos (ROON et al., 2005). Em aves, esse tipo de amostragem restringe-se a coleta
de penas de muda reprodutiva, que podem ser encontradas caidas ao solo de areas de
pouso, alimentacdo e colbnias. As penas por estarem expostas ficam vulneraveis aos
processos naturais de degradacdo, o que também pode ter contribuido para a baixa
quantidade de DNA obtido nas amostras desse trabalho (TABERLET et al., 1996).

Foi observado que a quantidade de DNA das amostras de penas variou
positivamente com o tamanho da pena e do coagulo de sangue existente na regido do
umbilico superior. Assim, penas com coagulos maiores resultaram na obtencao de maior
quantidade de DNA, resultado concordante com os de Segelbacher (2002) e de Hérvath
e cols. (2005). Também foi observado que o0 DNA das amostras de penas apresentaram
algum inibidor que interferia na amplificagdo dos locos de microssatélites. A
amplificacdo so foi obtida para os locos especificos apos a diluicdo do DNA dez vezes a
partir da concentracdo inicial, de forma que a concentracdo utilizada nas reacdes de
PCR para essas amostras foi de 0,1 a 1,4ng/ul. Para os locos heter6logos, nem mesmo

apos a diluicéo foi obtida amplificagéo.
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Apesar de resultarem em baixa quantidade de DNA, trabalhos recentes tém
mostrado que o DNA oriundo de penas pode ser utilizado com sucesso em analises
genéticas (CHAN et al., 2008; MINO; DEL LAMA, 2009; YANNIC et al., 2011). No
entanto, ao se trabalhar com marcadores microssatélites € preciso atentar-se para o fato
de que a baixa quantidade e qualidade do DNA extraido das penas pode resultar em
falhas na amplificacdo e, consequentemente, em erros na genotipagem (POMPANON et
al., 2005; HORVATH et al., 2005). Outra complicacdo advém do fato que moléculas de
contaminantes tém maior probabilidade de serem amplificadas quanto menor for o
numero de moléculas de DNA molde (TABERLET et al., 1996).

Dessa forma, para garantir a confiabilidade dos resultados, todos 0s genotipos
duvidosos foram repetidos para confirmacdo dos dados. Além desse controle, as 13
penas de Manaus foram analisadas pelo programa GIMLET 1.3.3, para checar a
combinacdo de gendtipos nos sete locos espécie-especificos para cada pena. Os
resultados mostraram que ndo havia nenhuma combinacédo idéntica de gendtipos, o que
assegurou que cada pena pertencia a um individuo distinto.

Durante o tempo de execucdo desse trabalho, recebemos informagdes
desencontradas a respeito de formacgdo de colbnias reprodutivas nos estados da regido
norte do pais, inviabilizando a coleta de amostras de sangue dos ninhegos. Dessa forma,
mesmo com suas limitagdes, a amostragem das penas de muda de individuos de uma
populacdo de Manaus (AM) foi a forma encontrada para se incluir uma amostra da
regido norte do pais nas analises. Essa é uma regido de grande importancia dentro da
proposta desse trabalho, ja que é a mais préxima dos primeiros registros dessa ave na

América do Sul.
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6.2. Isolamento e caracterizacéo dos locos de microssatélites especificos
6.2.1. Locos de microssatélites especificos desenvolvidos para Bubulcus ibis

Para a prospeccdo de locos de microssatélites especificos de B. ibis foi
sequenciado um total de 432 clones recombinantes positivos, dos quais 68 continham
sequéncias de microssatélites, o que representa uma eficiéncia de clonagem de 15,74%.
Inicialmente foram consideradas todas as sequéncias de microssatélites que possuiam
no minimo quatro repeticGes. No entanto, verificou-se que, na literatura, a maioria dos
trabalhos publicados tem considerado apenas sequéncias que possuem no minimo cinco
repeticoes.

Se forem consideradas nesse trabalho apenas as sequéncias com cinco ou mais
repetices, 0 nimero de clones contendo microssatélites cai para 56 e a eficiéncia da
clonagem cai para 12,96%. Ainda assim, esse valor é superior aos descritos na literatura
para outras aves, em trabalhos utilizando o mesmo método de isolamento, como 3,30%
para Eudocimus ruber (SANTOS et al., 2006), 5,16% em biblioteca conjunta para
Sterna hirundinacea e Rynchops niger (FARIA et al., 2007) e 9,97% para Larus
novaehollandiae scopulinus (GIVEN et al., 2002). O resultado dessa prospeccéo,
porém, foi inferior aos encontrados para Nipponia nippon, 20% de eficiéncia de
clonagem (JI et al., 2004) e para Egretta eulophotes que foi de 37,57% (HUANG et al.,
2010).

Comparac0Oes entre os valores de eficiéncia de clonagem devem ser feitas com
cautela porque as diferencas podem estar associadas as diferentes técnicas de
isolamento utilizadas. Given e cols. (2002), por exemplo, utilizaram tanto a técnica de
isolamento padrdo (DAWSON et al., 1997) quanto a técnica de enriquecimento
(HAMILTON et al., 1999), e obtiveram maior eficiéncia de clonagem com a segunda.
Pela técnica padrdo Given e cols. (2002) escanearam cerca de 150 mil clones e

conseguiram 300 clones positivos (eficiéncia de apenas 0,2%). Pela técnica de
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enriquecimento, Szczys e cols. (2005) escanearam aproximadamente 250 milhdes de
pares de bases do genoma da espécie Sterna dougalli e conseguiram apenas 166 clones
positivos. Além da influencia da técnica utilizada no isolamento, é importante ressaltar
que as aves, quando comparadas aos outros taxa como peixes e mamiferos, apresentam
eficiéncia de clonagem sempre menores (ZANE et al., 2002).

A baixa eficiéncia das prospeccdes em aves tem sido atribuida ao nimero baixo
de microssatélites presentes nesse grupo (PRIMMER et al., 1997; NEFF; GROSS,
2001). Primmer e cols. (1997) levantaram duas hipoGteses para explicar essa baixa
frequéncia de locos de microssatélites no genoma das aves. A primeira hipotese supGe
que ela € resultante de uma reducdo no tamanho do genoma, imposta pela evolucdo do
v0o, 0 que acabaria resultando em uma menor propor¢cdo de DNA ndo-codificante,
responsavel pela maioria dos microssatélites. Dados anteriores de VVan Den Bussche e
cols. (1995) dao suporte a essa hipOtese, pois mostraram que 0S morcegos tinham
genomas menores e menor numero de locos de microssatélites, comparados aos demais
mamiferos. A segunda hip6tese de Primmer e cols. (1997) supbe que essa baixa
frequéncia é porque o genoma das aves € pobre de precursores evolutivos dos
microssatélites: retrotransposons SINEs (Short Interspersed Elements) e LINEs (Long
Interspersed Elements) e também caudas poli-A.

Neff e Gross (2001) testaram essas duas hipoteses e, ao analisar varios taxa de
vertebrados, concluiram que néo existe relacdo entre a quantidade de microssatélites e o
tamanho do genoma. Em seu estudo, comprovaram que é improvavel que esse fator
explique a deficiéncia de locos de microssatélites em aves, ou seja, rejeitaram a primeira
hipotese de que a baixa frequéncia de microssatélites seja devido as limitagdes impostas
pelo vbo. Esses autores porém obtiveram uma relacdo positiva entre a frequéncia dos

precursores no genoma e frequéncia de microssatélites, indicando que, provavelmente,
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essa seria a causa do genoma das aves ser tdo pobre nesse tipo de marcador, quando
comparada ao dos outros vertebrados.

No presente trabalho, foi possivel desenhar oligonucleotideos iniciadores para
32 locos de microssatélites para B. ibis. Desse total, foi obtida amplificacdo em 23
deles, resultando em obtencdo de um fragmento Unico e de tamanho esperado. Para 0s
oito locos que ndo apresentaram amplificacdo com o protocolo padrdo, foram feitos
testes sem a adicdo do M13 marcado com fluorescéncia, tendo sido obtida a
amplificagéo do fragmento de tamanho esperado em seis desses locos. Esse tipo de falha
em protocolos onde séo adicionadas as caudas M13 com fluorescéncias ndo € incomum
e pode ser contornada pela marcacdo direta dos oligonucleotideos iniciadores
(ARRUDA et al., 2010). Assim sendo, esses seis locos ainda sdo potencialmente
polimérficos, devendo ser alvo de estudos futuros.

No caso dos outros dois locos, onde foram amplificadas varias bandas
inespecificas, pode-se sugerir para o loco Bi27 o desenho e sintese de novos pares de
oligonucleotideos iniciadores. Ja para o loco Bi32 essa alternativa ndo é possivel, pois
devido & aleatoriedade da insercdo dos clones nos vetores de clonagem, havia apenas
6pb apods o final da sequéncia do microssatélite, o que impossibilitava a construgdo do
oligonucleotideo iniciador “reverse”. Para desenhar um oligonucleotideo nessa regiao,
optou-se por incluir cinco repeticdes do microssatélite. Como resultado, o anelamento
nesse loco se mostrou pouco especifico, resultando na amplificagdo de vérias bandas
inespecificas e impossibilitando seu uso nas andlises. O resultado final da prospeccao
dos microssatélites foi a obtencdo de 23 locos distintos para B. ibis, os quais poderiam

ser monomarficos ou polimérficos para essa espécie.
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6.2.2. Grau de polimorfismo dos locos de microssatélites e amplificacédo cruzada

Dos 23 locos selecionados para a andlise do grau de polimorfismo, 11
mostraram-se polimarficos, o0 que correspondeu a 47,8% do total. A heterozigosidade
esperada por loco (He) variou de 0,083 a 0,561, a heterozigosidade observada por loco
(Ho) variou de 0,086 a 0,657 e o numero de alelos (Na) variou de dois a quatro.
Comparando-se os dados obtidos no isolamento de locos de microssatélites especificos
para B. ibis com os reportados na literatura nas prospecgdes em outras aves, observa-se
que a porcentagem de locos polimdrficos encontrado para B. ibis estd proxima da que

tem sido encontrada para outras aves da Ordem Pelecaniformes (Tabela 13).

Tabela 13. Dados do isolamento de locos de microssatélites para algumas espécies das
familias Ardeidae e Threskiornithidae, em comparacdo aos dados obtidos para Bubulcus
ibis. LS = locos selecionados; LP = locos polimorficos; PLA (%) = porcentagem de
locos polimorficos dentre os selecionados; He = variacdo da heterozigosidade esperada;

Na = ndmero de alelos.

Espécie LS LP PLA (%) He Na Referéncia
Nipponia nippon 19 8 421 0,01-0,50 2a3 Ji e cols. (2004)
Platalea minor 64 23 35,9 0,27-0,95 2319 Yeung e cols. (2009)
Ardea herodias 28 15 53,5 0,10-0,92 2a18 McGuire e Noor (2002)
Eudocimus ruber 17 10 58,8 0,06-0,92 3a17 Santos e cols. (2006)
Egretta rufescens 78 12 15,4 0,03-0,88 2a10 Hill e Green (2011)
Egretta eulophotes 27 18 66,6 0,18-0,82 2a9 Huang e cols. (2010)
Bubulcus ibis 23 11 47,8 0,08-0,56 2a4 esse trabalho

Na maioria dos trabalhos citados, entretanto, encontrou-se uma variabilidade
maior dentro dos locos, tanto nos valores de heterozigosidade quanto no numero de
alelos, chegando-se a reportar 18 alelos em um unico loco em A. herodias (MCGUIRE;
NOOR, 2002) e 19 alelos em P. minor (YEUNG et al., 2009). A exce¢do é o caso da

prospeccdo em N. nippon (JI et al., 2004), onde a variabilidade dentro dos locos
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também foi baixa. Segundo os autores, os baixos valores de He, bem como o numero
baixo de alelos (2-3) observados nos locos refletem o efeito do gargalo populacional por
que passou essa espécie ameacgada de extingao.

No caso de B. ibis, a baixa variabilidade encontrada nos locos deve ser explicada
pelo gargalo populacional que precedeu a formacdo da populacdo brasileira. Nao é
provavel que um grande nimero de individuos, vindos da Africa, tenha atravessado o
oceano Atlantico e iniciado a colonizacdo do continente americano. Logo, com “pool”
genético limitado, seria esperado encontrar baixa variabilidade nas populacdes
brasileiras nos locos estudados. A confirmacgdo dessa hipétese sera obtida em trabalhos
futuros, utilizando-se esses locos polimérficos e amostras das populagdes oriundas do
continente africano.

Uma analise prévia foi feita nesse sentido, a partir da genotipagem de 20
individuos de uma populagdo de Gana, na Africa, utilizando-se os locos Bil5, Bil8 e
Bi26. Foram encontrados dois novos alelos para o loco Bil5, um novo alelo para o loco
Bil18 e dois novos alelos para o loco Bi26, todos ausentes nas populagdes brasileiras.
Esses resultados corroboram a hipdtese de que a baixa variabilidade encontrada seja
devida ao efeito fundador e indica que uma maior variabilidade nos locos podera ser
encontrada nas populages africanas.

A amplificagdo cruzada dos onze locos polimdrficos foi testada em seis espécies
pertencentes a familia Ardeidae. Em todas elas, foi obtida uma alta taxa de amplificacéo
cruzada: Ardea cocoi (taxa de amplificacdo cruzada = 90,90%), Ardea alba (100%),
Egretta caerulea (81,81%), Egretta thula (100%), Nycticorax nycticorax (90,90%) e
Nyctanassa violacea (90,90%). Foram selecionadas espécies da mesma familia de B.

ibis, pois de acordo com Barbara e cols. (2007), nas aves é muito baixa a taxa de

71



sucesso da amplificacdo cruzada em espécies de aves pertencentes a familias diferentes
(apenas 10% de sucesso, comparando-se a mamiferos 40% e peixes 25%).

Outros autores também mostraram que a probabilidade de amplificacéo cruzada
decresce muito com o aumento da distancia filogenética, sendo a distancia evolutiva
entre a espécie-fonte (aquela na qual foi isolado o loco de microssatélite) com a espécie-
alvo (aquela na qual serdo testados os locos) considerada como o fator mais importante
afetando o sucesso da amplificacdo cruzada e o nivel de polimorfismo encontrado entre
as espécies (PRIMMER et al., 1996; HUGHES et al., 1998; DALLIMER, 1999;
DAWSON et al., 2000; GALBUSERA et al., 2000).

Dado que o genoma das aves contém menor quantidade de microssatélites
guando comparado com qualquer outro grupo de vertebrados, os beneficios praticos da
amplificagdo cruzada nesse grupo sdo ainda maiores (PRIMMER et al., 2005). Além
disso, como o desenvolvimento de novos locos de microssatélites é relativamente caro e
demorado, é sempre valido que locos isolados para uma determinada espécie sejam
testados em espécies filogeneticamente préximas. A aplicabilidade dos locos isolados
nesse trabalho as outras espécies de ardeideos é especialmente importante para aquelas
nas quais ainda ndo foram isolados locos especificos, como é o caso de A. cocoi,

E.caerulea e N. violacea.

6.3. Analises populacionais
6.3.1. Locos heterdlogos testados para Bubulcus ibis

Os dois locos heterologos selecionados acabaram ndo sendo utilizados nas
analises populacionais comparativas para que fosse possivel incluir a populacdo de
Manaus. No entanto, algumas analises também foram feitas incluindo os dados desses
locos. A primeira delas foi a avaliacdo de possiveis erros de genotipagem. Um erro de

genotipagem ocorre quando o gendtipo observado em um individuo ndo corresponde ao
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seu verdadeiro genotipo (BONIN et al., 2004). Esses erros podem ocorrer devido aos
erros associados a sequéncia de DNA, aos erros devidos a baixa qualidade ou
quantidade de DNA, aos artefatos bioquimicos e também devido aos fatores humanos
(POMPANON et al., 2005).

Um erro que ocorre com grande frequéncia na genotipagem esta ligado a
sequéncia do DNA. Esse erro é resultante da ocorréncia de uma mutacdo na regiao
flanqueadora ao loco do microssatélite, e resulta na ocorréncia de alelos nulos
(CALLEN et al., 1993). Em locos onde s&o observados alelos nulos, a heterozigosidade
é subestimada, ja que individuos heterozigotos sdo erroneamente identificados como
homozigotos (JARNE; LAGODA, 1996).

Foi visto que trés populagdes de B. ibis apresentaram alelos nulos no loco
heter6logo Ah217: Eldorado do Sul, Rio Claro e Fernando de Noronha. Nessas
populacBes, o ndmero de individuos homozigotos observado foi significativamente
maior do que o esperado, 0 que sugere que alguns alelos ndo estdo sendo amplificados
nesses individuos heterozigotos. Como se trata de um loco heterélogo, desenvolvido
para a espécie A. herodias, € muito provavel que na espécie B. ibis tenha ocorrido
alguma mutacéo na regido flanqueadora, o que explicaria a ocorréncia dos alelos nulos.

Devido a deficiéncia de heterozigotos, para o loco Ah217 foi observado um
desvio significativo no equilibrio de Hardy-Weinberg nas popula¢des de Eldorado do
Sul (p=0,005) e Barra do Ribeiro (p=0,011). Os valores de significancia dos desvios
nesse mesmo loco para Rio Claro e Fernando de Noronha, apesar de ndo serem
significativos, ficaram bem proximos do limiar: p=0,057 e p=0,055, respectivamente.

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg sdo geralmente provocados por trés
fatores: 1) pela ocorréncia de endogamia, 2) pelo efeito de Wahlund ou 3) pela

presenga de alelos nulos (HARTL; CLARK, 1989). Avaliando-se os dados dos sete
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locos especificos mais os dois heter6logos (Apéndice 1), ndo pode estar ocorrendo
endogamia nessas populacGes. Apesar de ter sido observado um valor de Fis
significativo nas popula¢bes de Barra do Ribeiro e de Rio Claro, se a ocorréncia de
endogamia fosse o fator responsavel pelos desvios seria esperado que mais locos
também se desviassem no sentido de maior nimero de homozigotos do que o esperado
pelo equilibrio (TEMPLETON, 2006), o que ndo foi observado. Além do mais, quando
se excluia o loco Ah217 da anélise, o valor de Fis ndo se mostrava mais significativo
para a populagdo de Rio Claro. O efeito de Wahlund, que causa excesso de homozigotos
devido a amostragem inadequada de populagdes subestruturadas, também parece
improvéavel, pois ndo hd nenhum indicio de que ocorram subdivisdo e hierarquia dentro
das populacdes de B. ibis.

De modo que o fator mais provavel para explicar os desvios observados nas
populacBes de Eldorado do Sul, Rio Claro e Fernando de Noronha é a presenga de
alelos nulos no loco Ah217, segundo andlise pelo Micro-Checker. Apesar de nédo ter
sido detectada a presenca de alelos nulos na populacdo de Barra do Ribeiro, foi
observado um excesso de homozigotos nesse loco, o que também poderia ser causado
pela presenca de alelos nulos.

Como um loco com possiveis alelos nulos deve ser descartado, ja que pode
enviesar as analises populacionais, ainda que os dois locos heterélogos (Ah217 e
Ah536) tivessem apresentado amplificagdo nas amostras de penas da populagdo de
Manaus, apenas um deles (Ah536), teria sido utilizado nesse estudo. Dessa forma,
concluiu-se que a tentativa de utilizacdo dos locos heterdlogos, desenvolvidos para A.
herodias e E. eulophotes, ndo foi produtiva para B. Ibis pois apenas um loco, dentre

nove testados, poderia ser utilizado.
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6.3.2. Variabilidade genética das populacGes estudadas

A variabilidade genética das populacbes exoticas é geralmente reduzida, em
comparacdo as populacdes originais, devido ao gargalo populacional por que passam
durante o processo de estabelecimento em novas areas (COX, 2004; CONNER;
HARTL, 2004). Quando a espécie € bem sucedida na colonizacdo de um novo
ambiente, ocorre uma rapida expansao demografica que comumente resulta em uma
estrutura genética homogénea, porém o nivel de diversidade genética tende a diminuir
gradualmente em direcdo as faixas de distribuicdo de colonizagdo mais recente
(BEEBEE; ROWE, 2004).

Os poucos estudos que tem tentado reconstruir histérias de invasdo e
colonizagdo mostram que quanto mais recentes os eventos de colonizagdo, menor é a
diversidade genética das populagGes (ESTOUP et al., 2004; HERBORG et al., 2007).
Essa tendéncia é devida a ocorréncia de uma série de efeitos fundadores consecutivos,
que é reforcado quando as populacbes em uma nova area sdo fundadas por poucos
individuos vindos de outra area onde j& estavam bem estabelecidos (BEEBEE; ROWE,
2004).

Analisando as seis populagdes de B. ibis quanto aos niveis de variabilidade
genética, obteve-se que os valores médios de heterozigosidade esperada variaram de
0,408 para Barra do Ribeiro a 0,562 para Manaus (média entre as populages: 0,467).
Comparando com estudos de diversidade genética feitos para outras espécies, a média
da heterozigosidade esperada obtida para as populacdes de B. ibis analisadas foi inferior
a encontrada para Jabiru mycteria por Lopes (2006), que utilizou 10 locos heterdlogos e
encontrou a média de 0,592, e também inferior a encontrada para Platalea ajaja por
Mifio e Del Lama (2007), que utilizando quatro locos especificos e um heterélogo

encontraram a média de 0,650.

75



O caso da colonizacdo de B. ibis no Brasil é recente e podemos supor de 50 a
100 geracdes desde o primeiro registro na ilha de Maraj6 (dependendo se ocorreram um
ou dois ciclos de reproducdo ao ano). Segundo a hipotese de que a entrada da espécie se
deu pela regido norte, seria esperado que as populacdes dessa regido, mais proximas da
entrada, apresentassem uma maior variabilidade genética do que as demais, pois as
posicionadas em latitudes maiores seriam derivadas das populagcbes equatoriais. Os
resultados indicaram que o maior valor de He foi observado em Manaus e 0 menor em
Barra do Ribeiro, o que confirmaria essa hipotese. No entanto, apesar da diferenca entre
os valores de He para Manaus e Barra do Ribeiro ter sido significativa, a outra
populacéo da regido sul, Eldorado do Sul, apresentou o segundo maior valor de He, bem
como Rio Claro, na regido central da amostragem, apresentou maior He que as
populacOes de Garanhuns e Fernando de Noronha, localizadas em latitudes menores.

Segundo a hipotese de colonizacdo segundo um eixo norte-sul, seria esperado
gue a variabilidade diminuisse segundo um gradiente, devido aos sucessivos efeitos
fundadores, de forma que as populacdes do sul apresentariam menor variabilidade
genética. Como esse ndo foi o padrdo observado, os resultados demonstram que 0
processo de coloniza¢do ndo ocorreu em uma onda Unica, segundo a dire¢cdo norte-sul,
mas sim sugerem que tenha ocorrido de forma erréatica.

Além do maior valor de He, a populacdo de Manaus apresentou trés alelos
privados em 13 individuos (0,23), mesmo tendo o menor numero amostral dentre as
populacdes estudadas, o que estaria de acordo com a hipdtese do inicio da colonizagdo
pela regido norte e maior diversidade nas populagdes dessa regido. A populagdo de
Eldorado do Sul (RS) também apresentou um alelo privado em 25 individuos (0,04),

apontando para um provavel estabelecimento mais antigo nessa regiao.
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Como ¢é esperado que populagdes fundadas mais recentemente tenham menor
diversidade genética (ESTOUP et al., 2004; HERBORG et al., 2007), os alelos privados
encontrados podem ser resultado de uma colonizagéo anterior nessas regides onde estéo
presentes, em comparacgdo as regides onde ndo foram observados, como nas populagdes
do nordeste e na do sudeste. De acordo com os registros de ocorréncia da espécie, a
colonizagdo da regido sul (primeira ocorréncia em 1973) ocorreu anteriormente a
colonizacdo da regido nordeste (primeira ocorréncia em 1985), e a distribuicéo de alelos
privados mostrou-se de acordo com esses registros.

O Fis mostrou-se significativo para a populacdo de Barra do Ribeiro. Esse
resultado pode estar indicando que essa populacdo apresenta certo nivel de endogamia.
Esses individuos foram encontrados associados a uma coldnia reprodutiva de A. alba, o
que pode explicar a baixa variabilidade, o nivel de endogamia e também a auséncia do
alelo privado encontrado em Eldorado do Sul. Como as estimativas de Fis ndo foram
significativas para as demais populacdes, infere-se que para essas, as freqiéncias
genotipicas estdo de acordo com o esperado para uma populagdo com acasalamento ao

acaso (HARTL,; CLARK, 1989).

6.3.3. Parametros populacionais

O tamanho efetivo populacional (Ne) é o nimero de individuos que participam
na producéo da proxima geragdo. E um parametro que pode ser estimado por diferentes
medidas de mudanga genética, como a perda de heterozigosidade ou mudangas nas
freqUéncias alélicas através do tempo (CROW; DENNISTON, 1988) ou ainda no
desequilibrio de ligacdo (HILL, 1981). O Ne é influenciado por diversos fatores como
razdo sexual, oscilacGes no tamanho populacional, sistema de acasalamento e variagdo
de fertilidade dos gametas (AVISE, 2004). E um parametro especialmente importante
em espécies exoticas, pois mesmo que a populacdo fundadora seja razoavelmente
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grande (mais de 100 individuos, por exemplo), a variacdo genética inicial, além de ser
reduzida pelo efeito fundador, também pode ser perdida devido a um baixo Ne
(FRANKHAM et al., 2004).

Além de possibilitar inferéncias sobre a viabilidade de uma populacdo, o Ne
também incorpora um fator histérico. Uma populacdo com um numero grande de
individuos originados ha poucas geracfes de um nimero pequeno de ancestrais, tera um
Ne menor do que popula¢bes que permaneceram demograficamente estaveis ha mais
tempo (SOLE-CAVA, 2001), ou seja, quanto menor o NE, menor serd o nimero de
geracOes desde o estabelecimento dos fundadores. Assim sendo, de acordo com a
hipbtese de entrada da espécie pela regido norte, um maior nimero efetivo populacional
(Ne) seria esperado na populacdo de Manaus, em comparacdo com as demais
populacdes estudadas, provenientes das regides nordeste, sudeste e sul do pais.

No entanto, como nos célculos de Ne para as populagdes de B. ibis os intervalos
de confianca foram grandes, ndo foi possivel fazer muitas inferéncias sobre os valores
obtidos para as populagdes estudadas. Os maiores valores foram observados em Rio
Claro (estimado como sendo infinito) e Fernando de Noronha e os menores em Manaus
e Barra do Ribeiro. Um valor baixo de Ne e intervalo de confianga bem estreito foram
obtidos quando se juntou todas as populagOes estudadas (Ne = 6,6; IC = 5,7-7,7). Esse
resultado confirma que as populacgdes brasileiras séo recentes e oriundas de um pequeno
namero de individuos fundadores, o que também ¢é sugerido pela baixa variabilidade
encontrada nessas populagBes. Inferéncias mais seguras poderdo ser feitas apos
comparagOes com o Ne das populacGes africanas.

O coeficiente de parentesco médio (r) é definido como a probabilidade de que,
em um determinado loco, os alelos de dois individuos sejam idénticos por descendéncia

(WRIGHT, 1922). Dentre as populacGes estudadas, esse coeficiente foi menor em
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Manaus e maior em Fernando de Noronha, sendo que os valores obtidos para todas as
populacdes nédo diferiram significativamente de zero e foram abaixo de 0,25, o que
indica que essas populacGes sdo formadas majoritariamente por individuos néo-
relacionados (BLOUIN et al. 1996). Valores negativos de r foram observados para
Eldorado do Sul, Rio Claro e Manaus, o que significa que esses individuos apresentam
um menor nimero de alelos idénticos por descendéncia do que o esperado pelo acaso
(KONOVALOV; HEG, 2008).

O conjunto de dados aponta para uma deteccdo de gargalo em Rio Claro pelo
programa Bottleneck, o que ndo se confirma pelos outros parametros genéticos nessa
populacdo. PopulacBes que passaram por um gargalo genético recente tendem a perder
alelos raros e, consequentemente, aumentar a frequéncia dos alelos comuns, o0 que
resulta em um excesso de heterozigotos (CORNUET; LUIKART, 1996). A distribuicdo
das frequéncias alélicas para essa populacdo, porém, formou uma curva em “L”
caracteristica de popula¢des onde ndo ocorreu gargalo populacional, com a maioria dos
alelos apresentando-se em baixa frequéncia e poucos alelos apresentando-se em alta
frequéncia (LUIKART, et al., 1998).

Nessa mesma populacdo ndo foram observados outros indicios, como menores
valores de heterozigosidades médias ou maior valor de parentesco médio (em
comparagcdo com os valores obtidos para as outras populagdes), ou ainda ou um valor
negativo de Fis, que confirmem que a reducdo demogréfica tenha de fato ocorrido.
Além do mais, o Ne infinito estimado para Rio Claro também vai contra a hipdtese de
que tenha ocorrido um gargalo populacional recente, ja que uma reducdo do tamanho da
populacdo traduziria-se na redugdo do tamanho efetivo (BRISKIE; MACKINTOSH,

2004).
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6.3.4. Analise de diferenciacdo genética entre as populacoes

A distancia genética entre as populacfes estudadas variou de 0,0046 a 0,1039. A
maior distancia foi observada entre Barra do Ribeiro (RS) e Manaus (AM), o0 que seria
esperado pela hipotese de colonizacdo seguindo o eixo norte-sul. No entanto, a menor
distancia foi observada entre uma populacdo do sul (Eldorado do Sul) com uma do
nordeste (Garanhuns) e ndo com a outra populacdo do sul (Barra do Ribeiro), mais
proxima geograficamente. Além do mais, foi visto que a populacdo de Barra do Ribeiro
possui distancia genética maior com a populacdo de Eldorado do Sul do que com as
populacdes de Rio Claro e de Fernando de Noronha, localizadas em latitudes menores e
mais distantes geograficamente. Dessa forma, segundo o padrdo observado das
distancias as popula¢fes ndo parecem ter sido fundadas por individuos que estavam
mais proximos.

A anélise de estruturacdo populacional pelo STRUCTURE indicou que ndo
houve subdivisdo entre as populacdes estudadas, ou seja, de acordo com esse resultado
todos os individuos pertenceriam na verdade a uma Unica unidade populacional. No
entanto, valores significativos de Fst e Rst par-a-par foram encontrados. O Fst par-a-par
foi significativo entre Barra do Ribeiro e Manaus, Eldorado do Sul e Manaus, Rio Claro
e Manaus e entre Eldorado do Sul e Fernando de Noronha. O Rst par-a-par foi
significativo entre Barra do Ribeiro e Fernando de Noronha, Barra do Ribeiro e
Manaus, e entre Rio Claro e Manaus. Esses resultados demonstram que a populacéo
norte de Manaus realmente detém genes que diferem das populacdes posicionadas no
sudeste e sul.

Se reunidas as populagdes de Barra do Ribeiro e Eldorado do Sul, denominadas
agora como “populacéo de latitude sul”, Rio Claro como “populagéo de latitude central”
e Garanhuns, Fernando de Noronha e Manaus como “populacdo de latitude norte”,

verifica-se que o Fst par-a-par e o Rst par-a-par foram significativos (p=0,017 e
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p=0,025, respectivamente) entre a latitude sul e a latitude norte, 0 que demonstra que as
maiores diferencas estdo entre os extremos da distribuicdo da espécie no pais.

Foi detectado fluxo génico entre as populagdes de B. ibis estudadas, tanto na
analise a partir do Fst (1,11 migrantes/geracdo) quanto a partir do Rst, (6,62
migrantes/geracdo). No entanto, nesse caso é mais confidvel para a estimativa indireta
de fluxo génico o método a partir do Fst, pois esse mostra melhor desempenho quando
sdo baixos 0 nimero de locos analisados e o numero de alelos por loco (GAGIOTTI et
al., 1999). De qualquer forma, o fluxo génico detectado entre as populagdes analisadas é
maior que um individuo por geracdo, o que j& garante a homogeneizacdo entre as
populagdes.

Os testes de isolamento por distancia indicaram que ndo h& correlagdo entre as
distancias genéticas e as distancias geogréficas entre as popula¢Bes analisadas. Esse
resultado confirma que o fluxo génico entre as populagdes ndo esta sendo limitado pela
distancia entre elas (HUTCHISON; TEMPLETON, 1999) e sugere que a dispersdo da
espécie no Brasil tem sido determinada por outros fatores.

No teste de alocagdo, a maioria dos individuos (71%) ndo foi alocada em sua
populacdo de origem. Esse resultado é esperado quando ha fluxo génico ocorrendo entre
as populagdes analisadas, mas essa concluséo pode estar sendo enviesada pelo passado
comum muito recente entre elas, o que levaria a esse mesmo resultado nos testes de
alocacdo (PAETKAU et al., 2004). O resultado da AMOVA foi significativo e mostrou
que apenas 2,44% da variacdo existente foi explicada pela diferenca entre as
populacBes. Ambos os resultados, do teste de alocacdo e da analise AMOVA,

corroboram a baixa estruturagdo populacional encontrada entre as populagdes brasileiras
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6.3.5. Inferéncias sobre a colonizagdo do Brasil por Bubulcus ibis

Poucos estudos tém investigado os processos de invasdo bioldgica em aves e
analisado geneticamente as populacdes invasoras. Tais estudos sdo particularmente
desafiadores devido a complexidade dos processos de invaséo, e eles sdo mais dificeis
quando se tratam de invas@es recentes (BLACKBURN et al.2009). Como ja foi dito, os
detalhes acerca do processo de invasdo da espécie B. ibis sdo desconhecidos. Contudo,
como a migracdo entre continentes ndo é comum, e como foi observada nesse estudo
uma baixa variabilidade genética e um pequeno Ne na populagéo brasileira, supde-se
que ndo foram muitos os individuos que vieram do continente africano (pequeno
tamanho do propagulo) e também que essa migracdo ndo tenha ocorrido muitas vezes
(pequeno numero de propagulos). Dessa forma, fazem-se necessarias analises
comparativas entre as populacOes brasileiras estudadas e populagdes de diferentes
latitudes do continente africano, pois s6 assim serdo possiveis maiores inferéncias
acerca do efeito fundador ocorrido no Brasil.

A baixa variabilidade genética encontrada nas popula¢des brasileiras parece ndo
ter influenciado negativamente o sucesso no estabelecimento e a capacidade de
dispersdo de B. ibis, ja que atualmente a espécie se encontra amplamente distribuida por
todo o pais. Porém, faltam estudos na literatura que determinem qual o papel da
variacdo genética na determinagdo do tamanho da &rea geografica ocupada e da taxa de
expansao das populacbes exdticas (BLACKBURN, et al., 2009). Esses tipos de dados
sdo importantes, pois também podem subsidiar planos de manejo de espécies ameacadas
de extin¢do, que possuem um numero pequeno de individuos.

Todos os dados obtidos no presente trabalho sugerem que ha uma diferenca
significativa entre as diversidades genéticas nas latitudes extremas do pais, com uma
maior variabilidade na populacdo da regido norte, o que corrobora a hipotese de que a

entrada da espécie no pais teria ocorrido por essa regido. No entanto, uma vez dentro do
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pais, a dispersdo da espécie ndo seguiu o padrdo “stepping-stone”, ja que ndo foi
encontrado nenhum sinal de que a dispersdo tenha ocorrido no eixo norte-sul. Os
resultados na realidade sugerem que o padrdo de dispersdo da espécie foi determinado
por outro fator que ndo a proximidade entre as populagdes, e provavelmente deve ter
acompanhado o surgimento de situacdes vantajosas para a espécie, como por exemplo, o
implemento da atividade pecuaria. Por fim, o fluxo génico existente entre elas tém
garantido que ndo se diferenciem substancialmente, fazendo com que se constituam
como uma Unica unidade populacional.

A populacdo de Fernando de Noronha, em especial, mostrou um nivel de
diversidade alto, um valor de parentesco médio que ndo diferiu significativamente de
zero, encontrando-se na faixa considerada como de individuos ndo-relacionados. Essa
populacdo ndo mostrou sinais de endogamia, além de um Ne grande, mesmo apds a
implementagdo de um programa de controle que sacrifica, todos os anos desde 2007,
cerca de 90% dos individuos presentes no arquipélago. Nossos resultados sugerem que
0 manejo realizado ainda ndo conseguiu diminuir a variabilidade do pool génico dessa
populacdo, provavelmente porque como o arquipélago esta localizado a apenas 356 km
da costa nordestina, muitos individuos continuam chegando nas ilhas, o que indica que a

invasdo da espécie no arquipélago nao seré tao facilmente controlada.
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7. CONCLUSOES

O isolamento de locos de microssatélites especificos para Bubulcus ibis resultou
na obtencdo de 11 locos polimdrficos, dos quais sete apresentaram nivel de
variacdo suficiente para as analises nas populagdes brasileiras. Os quatro locos
pouco variaveis poderdo mostrar maior variacdo em populacdes africanas e serdo

testados nessas populagfes em trabalhos futuros.

Os locos heterdlogos, especificos para Ardea alba e Egretta eulophotes, ndo
puderam ser utilizados nas andlises populacionais em Bubulcus ibis. Apenas dois
locos heterdlogos, dentre os nove testados, mostraram um nivel de polimorfismo
suficiente para as analises, sendo que um deles apresentou alelos nulos para trés
das populacdes estudadas. Além do mais, ndo foi obtida amplificacdo nesses

dois locos para uma das populacdes cujo DNA foi extraido de penas.

A maior variabilidade genética foi observada na populacdo da regido norte, o
que corrobora a hipotese de que a entrada da espécie no pais se deu a partir dessa
regido. Ndo foi constatada uma diminuicdo da diversidade genética entre as

populagdes, conforme 0 aumento da latitude.

O pequeno tamanho efetivo populacional encontrado para o total de individuos
amostrados sugere que foram poucos individuos fundadores que deram origem
as populac@es brasileiras. Uma das populacGes, a de Rio Claro, apresentou um
resultado positivo no teste de ocorréncia de gargalo populacional, no entanto,
nenhuma das andlises genéticas confirmou que de fato tenha ocorrido uma

reducdo demografica nessa populagéo.
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e Uma baixa estruturacdo populacional foi detectada, e as maiores diferencas
foram observadas entre os extremos da distribuicdo da espécie no pais. Fluxo
génico foi detectado entre as populacdes e parece garantir que elas ndo se

diferenciem substancialmente.

e A coloniza¢do do Brasil ndo ocorreu em uma onda Unica, segundo a diregdo
norte-sul do pais. O padrdo de dispersdo da espécie é erratico e parece ter sido

determinado por outro fator que ndo a proximidade entre as populacdes.

e O programa de controle implementado no arquipélago de Fernando de Noronha
ndo conseguiu diminuir a variabilidade do pool génico dessa populacéo, o que
demonstra que a invasdo pela espécie no arquipélago ndo sera tdo facilmente

controlada.
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APENDICE I

Alelos e frequéncias alélicas por loco e por populacdo, obtidos a partir dos dois

locos heterdlogos.

Frequéncias alélicas

Loco Ah217 Loco Ah536
alelo frequéncia alelo frequéncia
172 0,344 100 0,125
174 0,063 102 0,344
Barra do Ribeiro 182 0,031 104 0,125
184 0,406 106 0,406
186 0,156 110 0
172 0,413 100 0,125
174 0,152 102 0,250
Eldorado do Sul 182 0,065 104 0,417
184 0,196 106 0,208
186 0,174 110 0
172 0,468 100 0,057
174 0,129 102 0,257
Rio Claro 182 0,145 104 0,400
184 0,129 106 0,257
186 0,129 110 0,029
172 0,435 100 0,022
174 0,109 102 0,391
Garanhuns 182 0 104 0,348
184 0,370 106 0,239
186 0,087 110 0
172 0,182 100 0,132
174 0,076 102 0,250
Fernandode g, 0,485 104 0,191
Noronha
184 0,076 106 0,382
186 0,182 110 0,044
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APENDICE Il

Estimativas de diversidade genética baseadas nos dados dos nove locos de

microssatélites, sete especificos e dois heter6logos. Ho = heterozigozidade observada;

He = heterozigosidade esperada; Ra = riqueza alélica; Fis = coeficiente de endogamia;

Penw = valor de p obtido no teste para o Equilibrio de Hardy-Weinberg; * = valores

significativos (p<0,05).

Populacéo Loco Ho He Ra Fis Penw
Bi01 0,500 0,542 3,627 0,080 0,959
Bi08 0,250 0,315 2,000 0,211 0,473
Bi15 0,250 0,508 2,000 0,516 0,050
Bi18 0,375 0,337 3,907 -0,118 0,991
_ Bi20 0,250 0,484 2,640 0,492 0,062
Barra do Ribeira .
Bi22 0,313 0,353 2,000 0,118 0,732
Bi26 0,375 0,315 3,000 -0,200 0,356
Ah217 0,688 0,710 4,976 0,032 0,011*
Ah536 0,688 0,708 3,999 0,029 0,242
Média 0,41 0,474 2,129 0,140* -
Bi01 0,680 0,598 3,303 -0,140 0,379
Bi08 0,280 0,393 2,000 0,291 0,173
Bi15 0,480 0,470 2,000 -0,021 0,835
Bi18 0,240 0,258 3,454 0,071 0,287
Bi20 0,640 0,530 2,858 -0,213 0,456
Eldorado do Sul .
Bi22 0,640 0,509 2,000 -0,263 0,158
Bi26 0,400 0,582 2,994 0,317 0,129
Ah217 0,522 0,750 4,994 0,309 0,005
Ah536 0,750 0,720 4,628 -0,043 0,655
Média 0,515 0,534 2,471 0,038 -
Bi01 0,657 0,561 3,690 0,174 0,761
Bi08 0,286 0,358 2,000 0,204 0,261
Bi15 0,343 0,504 2,000 0,322 0,067
Bi18 0,429 0,475 3,606 0,100 0,707
Rio Claro Bf20 0,588 0,531 2,912 -0,110 0,864
Bi22 0,371 0,401 2,000 0,075 0,719
Bi26 0,371 0,438 2,976 0,153 0,066
Ah217 0,484 0,722 3,992 0,333 0,057
Ah536 0,686 0,714 3,696 0,040 0,194
Média 0,468 0,523 2,320 0,105* -
Bi01 0,565 0,588 3,765 0,040 0,373
Bi08 0,261 0,294 2,000 0,114 0,659
Bi15 0,391 0,496 2,000 0,214 0,355
Garanhuns )
Bi18 0,261 0,310 3,447 0,162 0,833
Bi20 0,565 0,549 2,959 -0,031 0,987
Bi22 0,609 0,510 2,000 -0,198 0,292
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Bi26 0,435 0,420 2,452 -0,035 0,796
Ah217 0,783 0,670 4,938 -0,173 0,789
Ah536 0,696 0,683 4,856 -0,019 0,933
Média 0,507 0,502 2,491 -0,01 -
BiO1 0,714 0,598 3,471 -0,199 0,771
Bi0O8 0,265 0,314 2,000 0,159 0,401
Bi15 0,429 0,448 2,000 0,043 0,865
Bi18 0,371 0,406 3,590 0,087 0,866
Fernando de Bi20 0,629 0,559 2,763 -0,126 0,793
Noronha Bi22 0,657 0,507 2,000 -0,301 0,063
Bi26 0,200 0,231 2,966 0,135 0,819
Ah217 0,485 0,698 4,974 0,309 0,055
Ah536 0,765 0,746 4,440 -0,025 0,552
Média 0,502 0,501 2,468 -0,002 -
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