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RESUMO

A grazina-de-barriga-branca, Pterodroma incerta, é uma espécie endémica do Atlantico Sul e
estd classificada como “Em Perigo” pela IUCN, sendo essa categorizacdo justificada pela
restricdo de areas reprodutivas, pelo baixo sucesso reprodutivo de aproximadamente 20% e
por tendéncias de declinio populacional. A espécie é usualmente encontrada debilitada ou
morta ao longo das praias do sul do Brasil, mas ap6s a passagem do furacdo Catarina, no
outono de 2004, centenas de P. incerta foram encontradas mortas na regido. Com isso, 0
presente estudo objetiva comparar genotipicamente os individuos arrastados pelo furacdo, em
2004, com individuos encontrados nas por¢des norte e média do litoral do Rio Grande do Sul.
Além disso, busca avaliar se houveram eventos de expansdo populacional, comparar 0s
indices de variabilidade genética com dados previamente publicados de outros
Procellariiformes, e determinar a proporcdo sexual dos espécimes encontrados na costa
galcha. Para isso, foram utilizadas amostras de 53 espécimes que foram trazidos ao
continente pelo furacdo Catarina em 2004 (Grupo 1) e outros 11 coletados posteriormente
entre os anos 2010 e 2014 no Rio Grande do Sul (Grupo 2). Com base no sequenciamento da
regido controladora do DNAmt, a diversidade haplotipica foi estimada em 0,79 e a
nucleotidica em 0,89%. Esses indices foram baixos quando comparados com valores
previamente publicados para outras espécies de Procellariiformes. A comparacdo entre 0s
Grupos 1 e 2 revelaram valores de Fsr e ®sr significativos, evidenciando uma alta
diferenciacdo entre as duas amostragens, e assim sugerindo uma subdivisdo populacional.
Além disso, houve diferencas no que se refere as proporgdes sexuais: no Grupo 1 foram
identificados 13 machos e 40 fémeas (1:3,1), e no Grupo 2 cinco machos e seis fémeas
(1:1,2). A rede de hapl6tipos e a mismatch distribution ndo evidenciaram eventos de expansao
populacional. O presente trabalho foi pioneiro na descricdo da variabilidade genética da
espécie, sendo importante para uma melhor compreensao do estado atual de conservagdo da
espécie.

Palavras-chaves: Aves marinhas, DNA mitocondrial, Regido Controladora, expansdo
populacional e proporgéo sexual.



ABSTRACT

The Atlantic Petrel, Pterodroma incerta, endemic to the southern Atlantic Ocean is an
endangered species by IUCN, this categorization is justified because of the restriction of
reproductive areas, by the low reproductive success of approximately 20% and by trends of
population decline. The species is usually found debilitated or dead along the beaches of
southern Brazil, but after of Hurricane Catarina in the fall of 2004, hundreds of P. incerta
were found dead in the region. Thus, the present study aims to compare the domain | of the
mtDNA control region of the individuals brought by the hurricane in 2004 with individuals
found in the northern and middle portions of the coast of Rio Grande do Sul, to evaluate if
there were events of population expansion, to compare the genetic variability indexes with
previously published data of other Procellariiformes, and to determine the sexual proportion
of the specimens found on the coast of Rio Grande do Sul. Were used 53 samples from
individuals carried off by hurricane Catarina in 2004 (group 1) and 11 samples collected from
individuals between 2010 and 2014 in Rio Grande do Sul (group 2). Based on the sequencing
of the mtDNA control region, the haplotypic diversity was estimated at 0.79 and the
nucleotide at 0.89%. These indices were low when compared to other species of
Procellariiformes found in the literature. Comparison between the two samples of the species
analyzed (i.e. Groups 1 and 2) revealed significant Fst and ¢St values, showing a high
differentiation between the two samplings, and thus suggesting a population subdivision. In
addition, different sexual proportions were observed: for Group 1, 13 males and 40 females
(1: 3,1) were identified, while in Group 2 five males and six females (1: 1,2). The haplotype
network and the mismatch distribution did not show events of population expansion. This
study was pioneer in the description of the genetic variability of the species, being important
for a better understanding of the current conservation status of the species.

Keywords: Seabirds, mithocondrial DNA, Control Region, population expansion and sexual
proportion.
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1 INTRODUCAO

A palavra biodiversidade, sintese de diversidade biologica, comegou a ser
frequentemente usada apds a década de 1980. Foi citada primeiramente em uma publicacédo
em 1988, pelo bidlogo Edward O. Wilson em uma coletdnea intitulada Biodiversity
(WILSON, 1988, apud FRANCO, 2013). Porém, em 1982, Ernst Mayr ja abordava a
importancia da diversidade em sua obra “O desenvolvimento do pensamento bioldgico:
diversidade, evolucdo e heranga”, onde afirmou:

“Dificilmente qualquer aspecto da vida € mais caracteristico do

que sua quase ilimitada diversidade” (MAYR, 1998, p. 161).

Embora existam varios conceitos de biodiversidade, a Convencédo sobre Diversidade
Biologica a define como a variacdo que existe entre as espécies de plantas, animais,
microorganismos e outras formas de vida, como também dentro das espécies, sob forma de
diversidade genética, e em nivel ecossistémico, nos quais as espécies interagem uma com as
outras e com o ambiente fisico (CONVENCAO SOBRE DIVERSIDADE BIOLOGICA,
2010).

A biodiversidade do planeta passou por modificagcdes profundas com o crescimento da
populacdo humana e com a revolucdo industrial. Dentre outros motivos, a perda de habitat é a
principal causa das extingdes (PIMM; RAVEN, 2000). Por essa razéo, estudos defendem a
perpetuacdo e ampliacdo de areas protegidas existentes e a criacdo de novas. Pimm e Raven
(2000) estimaram uma perda de 40% da biodiversidade em hotspots de florestas tropicais,

caso as areas de protecdo ambiental ndo sejam ampliadas.

As estimativas sobre perda de biodiversidade marinha também sdo alarmantes.
Segundo o Panorama da Biodiversidade Mundial, a intensa exploragé@o de espécies de peixes
de grande porte esta inviabilizando a recuperacdo do estoque pesqueiro, resultando em uma
tendéncia de dominancia de peixes menores e invertebrados, fenémeno esse conhecido como
“esgotamento dos niveis troficos” (CONVENCAO SOBRE DIVERSIDADE BIOLOGICA,
2010). Utilizando meta-analises de dados publicados, Worm et. al. (2003) estimam um
colapso de 100% dos estoques pesqueiros em 2048. Embora haja deficiéncias nesse estudo,

por ter sido baseado em trabalhos publicados com diferentes metodologias e esforcos, seus
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resultados mostram que caso ndo haja um esforco global em politicas estratégicas de gestéo
ambiental e pesqueira a seguranca alimentar, a qualidade das aguas costeiras e a estabilidade

dos ecossistemas marinhos estdo gravemente ameacados.

Outros organismos diretamente afetados pelas agcdes antropicas no ambiente marinho
sdo as aves marinhas, definidas como espécies que além de dependerem de recursos marinhos,
se alimentam exclusivamente de presas marinhas, se reproduzem em ilhas e/ou no litoral, e
ndo forrageiam e migram em areas continentais (ZOTIER et al., 1999). Esse agrupamento € o
mais ameacado dentre as aves, com cerca de 30% de suas espécies globalmente ameacadas e
5% categorizadas como “Criticamente em Perigo” (CR), seguindo os critérios da IUCN
(CROXALL et al., 2012). Dentre as principais ameacas a sua conservacao, destaca-se a
introducdo de espécies invasoras nas areas reprodutivas, o que afeta aproximadamente 75% de
todas as aves marinhas ameagadas (CROXALL, et al, 2012; BIRDLIFE INTERNATIONAL,
2008). Conforme uma compilacdo de dados feita por Croxall et al. (2012), o segundo grupo
mais ameacado dentre as aves marinhas sdo o0s petréis dos géneros Pterodroma e
Pseudobulweria, com uma espécie extinta (Pterodroma rupinarum) e outra considerada

possivelmente extinta (Pterodroma caribbaea), ficando atras apenas dos albatrozes.

A espécie alvo do presente estudo, grazina-de-barriga-branca Pterodroma incerta,
distribui-se no Oceano Atlantico Sul, principalmente entre as latitudes 20°S e 55°S, com
maior abundancia proxima a Convergéncia Subtropical (ENTICOTT, 1991). A espécie se
reproduz na lIlha de Tristdo da Cunha (37°05°S e 12°17°W; 37°24’S e 12°45°’W) e na llha
Gough (40°02°S; 10°W) (CUTHBERT, 2004; ENTICOTT, 1991; SWALES, 1965). No
Brasil, ocorre entre estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (BENCKE et al., 2010;
BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016; BUGONI et al., 2007), e pontualmente registrada no
nordeste do pais aos 01°31’S; 38°46’0O (BOURNE; CURTIS, 1985). Contudo, um estudo a
respeito da distribuicdo de P. incerta na costa brasileira, indicou uma maior abundancia da

espécie entre as latitudes 28°S e 31°S nos meses de outono e primavera (RONCONE, 2011).

Atualmente, essa espécie estd categorizada como “Em Perigo” (EN) (BIRDLIFE
INTERNACIONAL, 2016) na classificagdo mundial de ameaca de extin¢do. Porém, a espécie
ndo é registrada na ilha de Tristdo da Cunha ha 35 anos e se for constatada a extin¢do dessa
populacdo nesse local, a espécie podera ser classificada como Criticamente e Perigo (CR)
(BIRDLIFE INTERNACIONAL, 2016). Esta categorizacdo e justificada pela restricdo de
areas de reproducdo e introducdo de ratos nas coldonias (CUTHBERT; HILTON, 2004;
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ANGEL; COOPOER, 2006; DILLEY et al., 2015; WANLESS, et al. 2007; WANLESS, et
al., 2012), sendo, os ultimos, responsaveis por um baixo sucesso reprodutivo da populagéo,
estimado em aproximadamente 20% (CUTHBERT, 2004; CUTHBERT; HILTON, 2004;
WANLESS, et al., 2012 ). O numero de pares reprodutivos de grazina-de-barriga-branca foi
estimado em 900.000 (REXER-HUBER et al., 2014), porém, de acordo com tendéncias
populacionais foi previsto um declinio anual entre 0,7% e 3,5% (WANLESS, et al., 2012). No
Brasil e no Estado do Rio Grande do Sul, P. incerta esta classificada como “Em Perigo” (EN)
(BRASIL. Portaria N° 444, 2014; RIO GRANDE DO SUL. Decreto N° 51.797, 2014).

O declinio populacional estd diretamente relacionado com a diversidade genética das
espeécies, ou seja, a perda de variabilidade genética é inversamente proporcional ao tamanho
efetivo populacional (FRANKHAM, 1996; MONTGOMERY, 2000). A manutencdo da
variabilidade genética € um importante pilar para a biologia na conservacgéo por dois motivos.
Primeiro, o ambiente estd em constante transformacéo, assim, essa variabilidade é necessaria
para que as populacdes se adaptem a essas mudancas. Além disso, a perda dessa diversidade
esta frequentemente associada ao endocruzamento e a redugdo da aptiddo reprodutiva
(FRANKHAM, 2003). Por essas razdes, a diversidade genética é um dos trés niveis de
biodiversidade que a IUCN recomenda para a conservacdo (MCNEELY, et al., 1990).
Espécies que estdo ameacadas de extincdo, mais frequentemente tém baixa variabilidade
genética, especialmente quando comparadas com espécies filogeneticamente préximas e que
ndo estdo ameacadas (SPIELMAN et al., 2004, REED, FRANKHAM, 2003). Evans e
Sheldon (2008) relacionaram niveis de heterosigozidade de 194 espécies de aves com suas
respectivas categorias de ameaca e detectaram uma queda de 39% na heterosigozidade média
das espécies com maior risco de extingdo, quando comparadas com aguelas que ndo estavam

ameacadas.

A diversidade genética, uma vez perdida, s6 é recuperada lentamente (por mutagéo ou
migracdo), de modo que uma espécie pode continuar ameagada de extingdo mesmo com acoes
que colaborem para o0 aumento do seu tamanho populacional (SOLE-CAVA, 2001). Do ponto
de vista da conservacdo, a prioridade deve ser dada a estudos que quantifiquem e caracterizem
0s niveis da diversidade genética para essas especies ameacadas. Essa avaliacdo da
diversidade pode ajudar em estimativas da probabilidade de mudancas populacionais futuras,
e pode ser um guia de gestdo de conservacdo que visa manter os atuais niveis de diversidade
(SOLE-CAVA, 2001).
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Os estudos genéticos com P. incerta sdo poucos e nenhum trata sobre variabilidade
genética. Nunn e Stanley (1998) analisaram a correlagdo entre tamanho corporal e as taxas de
evolucdo do gene mitocondrial citocromo b em 85 espécies de Procellariiformes, incluindo P.
incerta. Welch et al. (2011) utilizaram trés loci de introns nucleares e o citocromo b para
investigar a magnitude e 0 momento da divergéncia entre dois petréis (P. phaeopygia e P.
sandwichensis) e utilizaram amostras de P. incerta, P. ultima e P. mollis para compor o grupo

externo.

No entanto, para algumas espécies de Pterodroma existem estudos abordando a
diversidade genética. Por exemplo, Lawrence et al. (2008 a) reportaram uma variabilidade
genética mitocondrial de 21 hapl6tipos no citocromo b e em dois fragmentos da regido
controladora do DNA mitocondrial (DNAmt) em P. magentae, a qual esta classificada como
CR (BIRDLIFE INTERNACIONAL, 2016). Esse resultado foi surpreendente (LAWRENCE
et al.,, 2008 a), considerando o pequeno tamanho populacional de apenas 25 pares
reprodutivos e 11 filhotes conhecidos (STEPHENSON, 2006). Entretanto, os filhotes
compartilharam poucos haplétipos com adultos, evidenciando uma perda na diversidade
haplotipica. Nesse estudo, os autores sugerem que a populacdo manteve uma propor¢éo
significativa de sua diversidade genética do passado (LAWRENCE et al., 2008 a). Porém,
Lawrence et al. (2008 b) compararam regides do citocromo b entre subfésseis amostrados e
populagdes modernas de P. magentae e ndo obtiveram diferencas significativas na
variabilidade genética entre essas populacdes. Os autores sugeriram que essa alta
variabilidade pode ser explicada por areas de reproducdo ainda ndo conhecidas, por causa do
dificil acesso a esses locais (LAWRENCE et al., 2008 c). Para P. macroptera gouldi,
Lawrence et al. (2014) encontraram uma alta diversidade de haplétipos na regido controladora
do DNAmt ao identificarem 79 hapl6tipos em 310 individuos, sendo que P. macroptera esta
classificada como “Pouco Preocupante” (LC) (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016).

Tendo em vista a restricdo da espécie a poucas col6nias, 0 baixo sucesso reprodutivo,
as estimativas de declinio populacional e a falta de estudos genéticos para P. incerta, fez-se
necessaria a realizacdo deste trabalho. Sendo assim, o presente estudo objetiva testar as
seguintes hipoteses: P. incerta tem uma menor diversidade genética quando comparada a
especies de Procellariiformes pertencentes a niveis inferiores de status de ameaca, 0s
espécimes amostrados no RS pertencem a diferentes populacfes, a espécie passou por eventos

de expansdo populacional e de que existe uma diferente propor¢do sexual da espécie no
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estado. Os resultados geraram dados inéditos e pioneiros, fundamentais para que futuras

pesquisas moleculares e revisdo do status de conservacéo da espécie sejam realizadas.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Material e Métodos

2.1.1 Amostragem

A amostragem foi dividida em dois grupos (Grupo 1 e Grupo 2) devido a diferenca
entre os anos de coleta dos espécimes. O Grupo 1 é formado por 54 individuos que foram
coletados em diferentes regides do Rio Grande do Sul apés a passagem do furacdo Catarina,
em margo de 2004. Esse evento deslocou mais de 300 espécimes para zonas continentais no
sul do Brasil, sendo que alguns individuos foram encontrados a 420 km da costa e 1100 m
acima do nivel do mar (BUGONI et al., 2007). Os outros 10 individuos foram coletados vivos
(exceto um), entre os anos de 2010 e 2014 nos meses de dezembro a fevereiro, nas porcoes
norte e medio-leste do litoral do Rio Grande do Sul. Esses animais foram levados ao Centro
de Reabilitacdo de Animais Marinhos (CERAM) pertencente ao Centro de Estudos Costeiros,
Limnoldgicos e Marinhos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(CECLIMAR/IB/UFRGS) e posteriormente foram a 6bito, os mesmos compdem o que foi
chamado neste trabalho de Grupo 2. No total, foram coletadas 64 amostras de tecido muscular
estriado esquelético de P. incerta, sendo esse material armazenado em alcool 96°.

2.1.2 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA total foi realizada utilizando-se do Wizard® Genomic DNA

Purification Kit (protocolo disponivel em: www.promega.com).

2.1.3 Amplificacdo da regido controladora do DNAmt

Para a amplificacdo do dominio | da regido controladora (CR 1) do DNAmt foram
utilizados os  seguintes  oligonucleotidios iniciadores  (primers): F1AF 5’
AATGGCCCATGTGCGGTTGT - 3’ e HCRPtb 5° - CTAGGGGTGTAGGGGGAAAG - 3’
(LAWRENCE et al. 2008 a). O volume final das reacbes de amplificacdo foi de 25 pl
contendo 1X GoTag Green Master Mix, 0,4 uM de cada primer, 8,5 ul de agua ultra pura e
100 ng de DNA. As amplificacbes foram executadas seguindo as seguintes condigdes:

desnaturagdo a 94 °C por dois minutos, seguida de 30 ciclos a 94 °C por 45 segundos,


http://www.promega.com/
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anelamento a 62 °C por 45 segundos, extensdo a 72 °C por 45 segundos e extensao final a 72
°C por cinco minutos (LAWRENCE et al. 2008a).

Os produtos da PCR foram visualizados em eletroforese em gel de agarose a 1%,
corado com GelRedTM (Biotium) e visualizado em luz ultravioleta. Os produtos da PCR, das
duas regides do genoma mitocondrial, foram purificados de duas maneiras: (i) com acetato de
sodio nas amplificacdes com produtos de PCR com concentragcdes maiores do que 100 ng/ul;
e (ii) enzimaticamente (enzimas - Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) e Exonuclease |
(EXQ)), quando as concentragdes foram menores do que 100 ng/ul. Os sequenciamentos dos
amplicons foram realizados pela empresa Advancing through Genomics MACROGEN
(Coreia do Sul), sendo sequenciadas em ambas as direcdes (senso e anti-senso), no

sequenciador automatico 3730XL DNA sequencer.

2.1.4 Anélises de dados

As sequéncias foram alinhadas usando o algoritmo ClustalW no programa MEGA 6
(TAMURA et al., 2013), corrigidas e editadas no programa Bioedit 7.2.5. A diversidade
nucleotidica (m), que é a probabilidade de que um nucleotideo retirado ao acaso de dois
individuos no mesmo sitio seja diferente um do outro, e a diversidade haplotipica (h), que
representa a probabilidade de que dois individuos retirados ao acaso de uma amostra possuam
haplotipos distintos, foram calculadas para a espécie como um todo e para os diferentes
Grupos utilizando o programa DNAsp (ROZAS et al. 2003). A relaco filogenética entre os
distintos haplétipos foi reconstruida através de uma rede de hapl6tipos por meio do método de

median joining no programa Network (BANDELT, et al. 1999).

A fim de proporcionar uma melhor interpretacdo dos resultados das diversidades
haplotipica e nucleotidica do marcador molecular escolhido, foi realizada uma comparacéo de
diferentes pardmetros de diversidade génica entre P. incerta e outras espécies de
Procellariiformes, utilizando dados publicados. Além dos valores de Hd e =, foram
comparados os resultados da razdo entre 0 nimero de hapl6tipos encontrados e o tamanho

amostral e o numero de sitios varidveis a cada 100 pb (Tabela 2).

O grau de dissimilaridade existente entre os Grupos 1 e 2 foi avaliado pelo programa
Arlequin por meio de dois indices: um utilizando apenas a frequéncia dos haplétipos
encontrados em cada populacdo (Fst, WEIR; COCKERHAM, 1984), com 10000

permutacdes; e outro pela frequéncia e o nimero de diferengas nucleotidicas existentes entre
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cada par de haplotipos considerados (¢pst), utilizando como modelo de substituicdo Kimura 2P
(KIMURA, 1980) com parametro de taxa a de 0,47 (Marshall; Baker, 1997; Smith et al.,

2007) e 10000 permutacdes. O nivel de significancia para ambas as estimativas foi de 0,05.

As estatisticas D de Tajima (1989) e Fs de Fu (1997) foram calculadas no mesmo
programa em 1000 simulagBes, tanto para a amostragem total quanto para cada grupo
amostral, com o objetivo de verificar sinais de expansdo populacional significativa na espécie.
Valores negativos de ambos os testes sugerem expansdo populacional, enquanto valores
positivos indicam a existéncia de gargalo populacional ou alguma forma de selecdo
balanceadora (TAJIMA, 1989; FU, 1997). Outra analise realizada para testar a hipdtese de
expansdo populacional foi a frequéncia da distribuicdo de diferencas par a par entre
sequéncias de DNA (mismatch distribution), essa distribuicdo é multimodal para populacdes
em equilibrio demogréafico e unimodal para populagbes que passaram por expansao
demogréfica (SLATKIN; HUDSON 1991, ROGERS; HARPENDING 1992).

2.1.5 Determinacdo molecular do sexo

A determinacdo molecular do sexo foi realizada a partir da amplificacdo dos genes
CHD1W e CHD1Z, encontrados nos cromossomos W e Z, respectivamente. A presenca de
introns de tamanhos diferentes nesses genes diferencia os produtos dos cromossomos W e Z
no gel de agarose durante a eletroforese. As fémeas, por representarem o sexo heterogamético
(ZW), foram identificadas por duas bandas no gel de agarose, enquanto os machos,
homogaméticos (ZZ), por uma unica banda (FRIDOLFSSON; ELLEGREN, 1999).

Os primers utilizados para a determinacdo molecular do sexo foram 2550F 5°-
GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3" e 2718R 5 -ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3
(FRIDOLFSSON; ELLEGREN, 1999). O volume final das reac6es de amplificacdo foi de 25
ul contendo 1X GoTaq Green Master Mix, 0,4 UM de cada primer, 8,5 ul de &gua ultra pura e
100 ng de DNA. As amplificagdes dos genes CHD1W e CHD1Z foram realizadas no
termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad), sob as seguintes condiges: desnaturagio a
94 °C por 5 min, seguida de 29 ciclos a 94 °C por 1 min, anelamento a 51 °C por 1 min,
extensdo a 72 °C por 1 min e extenséo final a 72 °C por 5 mins. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%, corado com GelRedTM (Biotium) e

visualizado em luz ultravioleta.
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A razdo sexual foi calculada pela divisdo entre 0 numero total de machos e fémeas

identificados em toda a amostra e nos diferentes grupos amostrais.

2.1.6 Analises sobre o furacdo Catarina

Com o objetivo de verificar se o trajeto do furacdo Catarina coincidiu com areas de
grande abundéancia da espécie, utilizou-se imagens de satélites georeferenciadas do evento
(Figura 3) para plotar as areas atingidas pelo furacdo no mapa da densidade da espécie (Figura
4).

2.2 Resultados
2.2.1 Descricdo e analises da RC | do DNAmt

Foram analisadas sequéncias de 391 pares de base (pb) do dominio | da Regido
Controladora do DNAmt de 43 individuos do Grupo 1 e 11 individuos do Grupo 2. No total,
foram encontrados 31 haplétipos (h), com 20 sitios variaveis (Tabela 1). No Grupo 1 foram
encontrados 22 hapldtipos e no Grupo 2 11 haplétipos foram amostrados.Os indices de
diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica () para a amostragem total, foram de 0,793 +
0,054, e 0,00835 + 0,00075, respectivamente. As diversidades nucleotidicas e haplotipicas,

calculadas para cada grupo amostral, estdo demonstradas na Tabela 1. (Tabela 1).

O dominio | da Regido Controladora do DNAmt em P. incerta mostrou-se
relativamente pouco variavel quando comparado com outras espécies da mesma ordem e

pertencentes a diferentes categorias de ameaca.

Tabela 1. Haplétipos encontrados na regido controladora do DNA mitocondrial de
Pterodroma incerta na costa do Rio Grande do Sul, com a indicacdo dos sitios variaveis,
frequéncia haplotipica em cada grupo amostral, bem como suas diversidades haplotipicas
(Hd) e nucleotidicas () e seus respectivos desvios padrao.

Sitios variaveis Frequéncia
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Desvio padréo +0,00089 +0,00109

Fonte: Autora, 2017.
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Tabela 2. Tabela comparativa da Regido Controladora do DNAmt entre diferentes espécies da ordem Procellariiformes. N= tamanho amostral, H= nimero de
haplétipos, H/N= razdo entre o niamero de hapl6tipos e o tamanho amostral, Hd= diversidade haplotipica, S/100pb= nimero de sitios variaveis por 100pb (via
regra de trés), m (%)= diversidade nucleotidica em porcentagem. Status de conservagdo: EN= Em Perigo, LC= Pouco Preocupante, CR= Criticamente
Ameacada, NT= Quase Ameacada.

Status de
Familia Nome cientifico conservagdo** | N Marcador H | H/N Hd S/100pb 7 (%) Referéncias
Pterodroma incerta EN 64 CR 1(390pb) 31| 0,48 0,79 5,12 0,84 Autora, 2017
Pterodroma macroptera LC 390 CR 1(373pb) 79 | 0,20 0,96 13,14 1,90 LAWRENCE et al., 2014
Procellariidae Pterodroma magentae CR 90 CR 1 (315pb) 20 | 0,22 0,92 10,16 2,23 LAWRENCE et al., 2008
Puffinus mauretanicus CR 70 CR (300pb) 34 | 0,48 0,96 14,33 2,80 GENOVART et al., 2006
Cal tri . (C. diomed . .
_ Calonectris spp. (C. diomedea LC 241 | CRI(293pb) |134| 056 | 0,84-1,00| 1945 |1,80-340 | GOMEZ-DIAZ et al., 2009
diomedea e C. diomedea borealis)*
Ful lacialis (Atlanti
ulmarus glacialis (Atlantic LC 78 | CR(228pb) | 30 | 0,38 ; 10,96 0,85 | KERR; DOVE etal., 2013
population)
Fulmarus glacialis (Pacific LC 53 | CR(28pb) |32 | 0,60 : 9,65 131 | KERR; DOVE et al., 2013
population)
Hydrobatidae Oceanodroma castro LC 64 | CRIIl(446pb) | 47 | 0,73 0,98 9,87 1,00-1,40 | SMITH; FRIESEN, 2007
Thalassarche melanophris NT 56 CR | (219pb) 42 | 0,75 0,91 24,66 2,21 BURG; CROXALL, 2001
Diomedeidae
Thalassarche chrysostoma EN 50 CR | (220pb) 39| 0,78 0,97 18,18 3,00 BURG; CROXALL, 2001

* No ano da publicagdo do tramalho de Gomez (2009) C. diomedea diomedea e C. diomedea borealis eram tratados como subespécies. Atualmente, séo
consideradas espécies ** Fonte: BirdLife International (2016).

Fonte: Autora, 2017,
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Dentre todas as amostras, apenas trés haplétipos foram encontrados em mais de um
individuo (Hap_2 , Hap_11 e Hap_31), mas o Hap_31 representou mais da metade dos
espécimes do Grupo 1. No Grupo 2, todos os haplétipos foram exclusivos para cada individuo
e somente dois haplotipos foram compartilhados com o Grupo 1 (Hap_2 e Hap_11) (Tabela
1). Contudo, a rede de haplotipos indica que todos os individuos se agrupam em um Unico

grupo sem uma clara separacéo entre eles (Figura 1).

Figura 1. Rede de haplétipos encontrados nos grupos de Pterodroma incerta amostrados no
litoral do Rio Grande do Sul. O tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia dos
hapl6tipos na amostra, os circulos cinza representam os haplotipos encontrados no Grupo 1 e
0s pretos no Grupo 2. Os tracos nos ramos entre os hapl6tipos correspondem a um passo
mutacional, os losangos vermelho representam um vetor médio.
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Fonte: Autora, 2017.
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O valor de Fst foi de 0,1685 (P < 0,001), indicando uma grande diferenciagdo genética
entre 0s grupos segundo Wright (1978). O valor de ¢St foi de 0,07337 (P < 0,05),
evidenciando também uma alta diferenciacéo entre 0s grupos. Foram encontrados
valores negativos para os testes D de Tajima (1989) e Fs de Fu (1997), porém, somente os P-
valores de Fs foram significativos (Tabela 3), sugerindo uma possivel expansdo do tamanho
populacional. Contudo, o gréafico gerado a partir dos dados obtidos pela analise da distribuicdo
de mismatch apresentou um padrdo multimodal caracteristico de populacdes com tamanhos
estaveis (Figura 2) (SLATKIN; HUDSON 1991, ROGERS; HARPENDING 1992). A rede de
hapl6tipos (Figura 1) também ndo apresentou indicios de expansdo por ndo possuir um

formato estrelar.

Figura 2. Distribuicdo de frequéncias em pares (mismatch distribution) de todo o conjunto
amostral de Pterodroma incerta amostrados no litoral do Rio Grande do Sul. A linha continua
indica a tendéncia do modelo (Exp) e a linha pontilhada indica a tendéncia obtida pelos
valores da analise (Obs).
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Fonte: Autora, 2017.
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Tabela 3. Resultados dos testes D de Tajima e Fs de Fu e seus respectivos niveis de
significancia para Pterodroma incerta amostrados no litoral do Rio Grande do Sul.

D de Tajima Fs de Fu

D P Fs P
Amostra total -0,701114 P>0,01 -24,546 P<0,01
Grupo 1 -0,78400 P>0,01 -13,145 P<0,01
Grupo 2 -0,57038 P>0,01 -7,253 P<0,01

Fonte: Autora, 2017.

2.2.2 Proporgéo sexual
Foi realizada a determinacéo molecular do sexo de todos os individuos, totalizando 18
machos e 46 fémeas resultando em uma proporcdo sexual de 1:2,4 (machos:fémeas).
Entretanto, quando os grupos foram analisados separadamente essa propor¢ao mudou. No
Grupo 1 foram observados 13 machos e 40 fémeas (1:3,1), ja no Grupo 2 cinco machos e seis
fémeas (1:1,2).

2.2.3 Analises sobre o furacdo Catarina

Quando as éareas atingidas pelo furacdo Catarina (Figura 3) foram plotadas no
mapa de densidade da espécie no Sul do Brasil (RONCONI, 2011), ficou evidente que o
furac@o passou pelas areas de maior abundancia da espécie, levando os individuos utilizados
nesse estudo (Grupo 1) ao continente. Vale ressaltar que esse evento climatico ocorreu em
2004 e 0 mapa elaborado por Roncone (2011) compreende os anos entre 2009 e 2011 (Figura

4), porém, as expedicBes de outono compreenderam o més que ocorreu o furacdo (marco).
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Figura 3. Imagens georeferenciadas de satélite do furacdo Catarina nos dias 25/03, 26/03,
respectivamente.

| . S0

Fonte:http://tropic.ssec.wisc.edu/storm_archive/brazil/brazil.html

Figura 4. Areas atingidas pelo furacdo Catarina em 2014, plotadas no mapa de densidade da
de Pterodroma incerta. Os circulos rosa meédio, vermelho, vermelho escuro e rosa claro
indicam a area estimada da localizacdo do furacdo nos dias 25/03, 26/03, 27/03 e 28/03,
respectivamente.
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2.3 Discussao

2.3.1 Descricdo e analises da RC | do DNAmt

A variabilidade genética tem sido um parametro bastante utilizado em estudos que
visam avaliar o estado de conservacdo das espécies e suas probabilidades de persisténcia em
longo prazo (SPIELMAN et al., 2004; REED, FRANKHAM, 2003; EVANS et al. (2008)).
No caso de P. incerta, embora 31 haplotipos distintos tenham sido encontrados, a Regido
Controladora do DNAmt se mostrou pouco varidvel em comparacdo a outros
Procellariiformes. Mais do que isso, a comparacdo com dados da literatura evidencia que esta
regido é notavelmente variavel dentro dos Procellariiformes, independentemente do status de
conservacdo das espécies. Por exemplo, P. magentae, considerada CR (BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2016), apresentou uma Hd de 0,92 e = de 2,23% (LAWRENCE, 2008a).
Posteriormente, um novo estudo mostrou que os indices de Hd ndo eram significativamente
diferentes entre populagbes modernas e subfdsseis (LAWRENCE, 2008b). Porém, essa
variabilidade, que se manteve constante entre populacfes ancestrais € modernas, tende a
diminuir em apenas uma geracdo, pois, filhotes apresentaram uma menor Hd quando

comparados com os adultos na populagéo atual (LAWRENCE, 2008a).

Outra espécie considerada CR (BIRDLIFE INTERNACIONAL, 2016), Puffinus
mauretanicus, apresentou altos valores de diversidade génica e nucletotidica (Hd = 0,96 e n =
2,80%) (GENOVART, 2006) com tamanho populacional estimado entre 23.780 e 26.535
individuos (ARROYO et al. 2016). Essa alta variabilidade é explicada pelo fato de que nédo
houve tempo de laténcia necessario para que houvesse a diminuicdo da variabilidade genética
apos o decréscimo populacional (GENOVART, 2006).

Embora o dominio | da Regido Controladora do DNAmMt em P. incerta tenha se
mostrado pouco variavel em comparagdo com outras espécies da mesma ordem e pertencentes
a diferentes categorias de ameacga, quando o0s grupos amostrais foram analisados
separadamente, o Grupo 1 teve indices de Hd e = menores do que o Grupo 2. Houve apenas
dois hapldtipos compartilhados entre os grupos, sendo que o haplotipo que representou mais
da metade nos espécimes do Grupo 1 (Hap_31) néo esteve presente no Grupo 2. Além de
exibirem diferentes indices de Hd e =, 0s dois grupos amostrais se mostraram geneticamente

altamente diferenciados, segundo os valores de Fst e ¢St, esses resultados podem indicar uma
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subdivisdo populacional (HARTL; CLARK, 2010). Embora a rede de haplotipos ndo tenha
apresentado uma separagdo clara entre 0s grupos amostrais, a espécie pode estar
populacionalmente estruturada na auséncia de barreiras fisicas ou nao fisicas reconheciveis,
ou até mesmo por processos comportamentais, como a filopatria e diferentes areas de
forrageamento durante o periodo ndo reprodutivo, esses aspectos podem limitar o fluxo de
genes (FRIESEN et al., 2006; 2007). Por exemplo, populacfes geneticamente distintas de
Pterodroma cokii apresentaram diferentes areas de forrageamento no periodo néo reprodutivo,
esse fator aliado a filopatria restringiu o fluxo génico entre as populacdes (RAYNER et al.,
2010; 2011).

Apesar de P. incerta ter uma distribuicdo mais ampla, ha indicios de que a espécie se
reproduza somente na ilha Gough, pois, a espécie ndo foi mais registrada na ilha de Tristan da
Cunha hd 35 anos (BIRDLEFE INTERNATIONAL, 2016; RICHARDSON, 1984). Ela
também esté ausente na ilha Nighntgale, onde ndo existe um habitat adequado a reproducéo, e
provavelmente também na ilha Inaccessible, embora ainda faltem pesquisas na estacdo
reprodutiva de inverno (ANGEL; COOPER, 2006). Sendo assim, considerando que a espécie
parece reproduzir apenas na ilha Gough e observando a alta diferenciacéo genética encontrada
em P. incerta nesse estudo nos diferentes grupos amostrais, possivelmente essa ilha é
utilizada por distintas subpopulacdes ou populacBes dessa espécie que podem apresentar
diferentes padrdes de migracdo, incluindo diferenciadas areas preferenciais de alimentagdo. A
utilizacdo da mesma colénia por diferentes populacfes € comumente registrada em outras
espécies de aves marinhas. Por exemplo, populacdes de Oceanodroma castro utilizam as
mesmas ilhas para reproducdo em diferentes periodos do ano (HARRIS, 1969; SNOW,
SNOW, 1966). Essas populacdes sazonais apresentam niveis baixos, porém significativos, de
diferenciagéo da regido controladora do DNAmt (SMITH; FRIESEN, 2007). Entretanto, ainda
sd0 necessarias novas pesquisas sobre a distribuicdo espacial e temporal de P. incerta na
col6nia aliadas a estudos genéticos, assim serd possivel definir quantas populagdes utilizam

essa colonia.

Além disso, € necessario entender a historia demogréafica dessa espécie. O valor
negativo de Fs com P significativo para a amostragem total indicou expansdo populacional.
No sentido oposto, 0 padrdo bimodal da distribuicdo mismatch e a configuracdo nédo estrelar
da rede de haplotipos suportaram a hipotese de uma estabilidade do tamanho da populagéo.
Seria de grande importancia uma estimativa histérica do tamanho efetivo populacional para

possa determinar se a espécie passou ou ndo por eventos de expansdo ou decréscimo
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demogréfico. Recentemente, foram realizadas estimativas que inferiram uma estabilidade no
tamanho populacional em P. incerta, por meio de monitoramentos realizados entre 2001 e
2012 da densidade de ninhos em na llha Gough (REXER-HUBER, 2015). Entretanto, a
densidade e a distribuicdo de ninhos em toda a ilha ainda sdo desconhecidas, ndo havendo
assim, uma estimativa detalhada da area de reproducdo total da espécie (REXER-HUBER,
2015).

2.3.2 Proporcao sexual e inferéncias sobre o furacdo Catarina

As diferentes proporcdes sexuais encontradas, maior incidéncia de fémeas no Grupo 1,
podem ser explicadas pela possivel existéncia de distintas zonas de distribuicdo para fémeas e
machos de P.incerta (BUGONI et al., 2007). Esse padrdo ja foi observado em outras espécies
de aves marinhas que apresentam dimorfismo sexual de tamanho, as mesmas possuem
diferentes estratégias e areas de forrageamento (por exemplo, LEWIS et al., 2002; PHILIPS et
al., 2011; WEIMERSKIRCH et al., 2012). Foi comprovado que os machos de P. incerta sdo
levemente maiores que as fémeas, por apresentarem diferencas significativas em nove tipos de
medidas morfométricas (DAUDT, 2014) e, portanto, é possivel que haja essa distinta
distribuicdo espacial entre machos e fémeas para a espécie (DAUDT, 2014; BUGONI et al.,
2007).

Por outro lado, também € possivel que exista uma diferente distribuicdo temporal entre
machos e fémeas de P. incerta no litoral do RS, pois, 0s grupos amostrais foram coletados em
diferentes épocas do ano. As distintas necessidades energéticas para machos e fémeas, além
de explicar diferenciacdo entre zonas de forrageamento entre os sexos na fase do éxodo pré-
postura (PINET et al., 2012), também poderiam explicar a permanéncia das fémeas na zona
de forrageamento, pois, as mesmas podem precisar de uma maior reposicao energética para
posteriormente produzir ovocitos e ovos (DAUDT, 2014). Porém, é necessario saber se
machos e fémeas da especie chegam ao mesmo tempo na col6nia reprodutiva, padréo
observado em P. axillaris (RAYNER et al., 2012), ou se 0s machos chegam antes que as
fémeas, como observado em P. macroptera (FALLA, 1934 apud IMBER, 1974). Caso a
segunda opgéo seja verdadeira para P. incerta, a propor¢do de 1:3,1 encontrada no Grupo 1
poderia ser explicada, pois, 0s machos ja estariam rumo a ilha Gough no final de marco. Ja os
espécimes do Grupo 2 coletados nos meses de verdo estariam no periodo ndo reprodutivo de

forrageamento na costa Sul do Brasil (RAMOS et al., 2017), e por essa razdo, ndo houve uma
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discrepancia entre 0 nimero de fémeas e machos nesse grupo. Deste modo, é evidente a
necessidade da realizagdo de novos estudos para que se possa compreender a distribuicdo

espacgo-temporal de ambos os sexos de P. incerta no oceano.

Ramos et al. (2017) estudaram a distribuicdo de oito espécies do género Pterodroma,
utilizando geolocalizadores, no Oceano Atlantico em estacBes reprodutivas e nao
reprodutivas. Entre os anos de 2010 e 2014, 15 individuos de P. incerta foram monitorados. A
data de chegada na colonia reprodutiva variou entre os dias 29 de fevereiro e 18 de abiril.
Sendo assim, baseado nesses dados e em estudos anteriores onde foi constatado que a grande
maioria dos espécimes trazidos pelo furacdo estava com penas priméarias em muda, e que as
fémeas apresentaram ovocitos em maturacdo e 0s machos possuiam um tamanho consideravel
dos testiculos (DAUDT, 2014), acredita-se que a grande maioria desses individuos estavam
no periodo de éxodo pré-postura, e portanto, preparados para voltar a colénia quando foram
atingidos pelo Catarina (DAUDT, 2014; BUGONI et al. 2007).

3 CONCLUSAO

Houve uma alta diferenciagdo genética entre os grupos amostrais (Grupo 1 e Grupo 2)
sugerindo uma subdivisdo populacional, aparentemente ndo houve eventos de expansdo
populacional na amostra total. Esses resultados sugerem que a Ilha Gough é utilizada por mais
de uma subpopulacdo ou populacdo dessa espécie e esses diferentes grupos podem estar
distribuidos em éreas distintas no oceano no periodo ndo reprodutivo. Além disso, houve uma
marcante diferenca entre essas amostragens no que se refere a proporcdo sexual, essa
discrepancia pode estar associada a diferentes distribuicGes espaco-temporal entre 0s sexos no
oceano. O presente trabalho foi pioneiro na descricdo da diversidade genética para essa
espécie e sera uma importante ferramenta na reavaliacdao do status de conservacdo da mesma.
Mesmo assim, sugerimos que novos estudos sejam realizados com marcadores nucleares,
pois, a analise exclusiva do DNAmt pode ndo representar a real estruturacdo populacional da
espécie, por considerar somente a heranga matrilinear. Portanto, ainda é necessaria a
combinacdo de estudos genéticos com levantamentos da distribuicdo espacial e temporal em
todas as coldnias reprodutivas, para que assim, se possa analisar se a espécie esta estruturada

populacionalmente e como essas populacdes se distribuem e utilizam os locais de reproducao.
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