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RESUMO

Estudos de diversidade genética dos gaivotdes (Larus dominicanus) sdo fundamentais para se
entender as caracteristicas ecoldgicas, genéticas e evolutivas que moldaram as populacGes
dessa espécie ao longo do tempo. Larus dominicanus estd amplamente distribuida em todo o
Hemisfério Sul e é capaz de causar impactos a outras espécies de mamiferos e aves marinhas.
Estudos prévios ja haviam indicado uma possivel selecdo em genes mitocondriais dos
gaivotdes da América do Sul, bem como a eventos demograficos recentes e um isolamento
das populag@es por distancia. Pensando nisso, o objetivo deste trabalho é entender a historia
evolutiva e demografica das populacbes de gaivotdes na América do Sul e Peninsula
Antartica. Para tanto, foi analisado o gene citocromo b e avaliada a diversidade haplotipica
(hd), nucleotidica () e o theta (0) e o desvio de neutralidade e equilibrio através dos testes F e
D de Fu e Li, Fs de Fu e D de Tajima. Foram analisadas também mudancas de amino&cidos,
diversidade entre pares de populacdes, flutuagdes no tamanho populacional e estimativas de
fluxo génico. No total, 94 individuos do Brasil, Argentina e Peninsula Antartica foram
sequenciados e suas sequéncias comparadas com a sequéncia referéncia de L. dominicanus da
Nova Zelandia. Foram identificados 18 haplétipos, com o haplétipo 18 exclusivo da Peninsula
Antértica. Sete mutacdes ndo sindnimas foram identificadas, com mudanca de agrupamento
polar e apolar. Uma variabilidade genética moderada foi observada nas populacGes da
América do Sul, e a Argentina apresentou os maiores indices de variabilidade genética
(Hd=0,750, n=0,014 e 6=0,0022), resultados estes que diferem de estudos prévios de
variabilidade genética para cytb de gaivotdes. Os testes de neutralidade ndo indicaram desvio
significativo de neutralidade, exceto para Fs de Fu em Sdo Paulo e Argentina, sugerindo um
processo de expansdo populacional ocorrendo nessas populacbes, e a rede de haplétipos
também indicou expansdo recente. A maior parte da diversidade genética esta distribuida
dentro das populacdes e os valores de Fst par a par indicaram diferenciacdo genética entre as
populacdes brasileiras, argentina e antartica, possivelmente ocasionada por um isolamento por
distancia. A analise Bayesiana Skyline Plot indicou um aumento populacional de gaivotdes ha
cerca de 150 anos. Assim, apesar da expansdo populacional passada, as populagdes atuais ja
comecam a apresentar diferencas genéticas provavelmente associadas a distancia entre as
localidades. A disponibilidade de alimento em regides proximas as colonias também pode

reduzir a dispersdo de individuos.

Palavras-chave: Larus dominicanus. Aves marinhas. Variabilidade genética. América do Sul.

Peninsula Antartica. Selecdo. Isolamento por distancia. Citocromo b.



ABSTRACT

Studies of genetic diversity of kelp gulls (Larus dominicanus) are essential to understanding
the ecological, genetic and evolutionary characteristics that shaped the populations of this
species over time. Larus dominicanus is widely distributed in the Southern Hemisphere, being
capable to cause impacts to mammals and other seabirds species. Previous studies had already
indicated a possible selection in mitochondrial genes of kelp gulls from South America, as
well as recent demographic events and isolation of populations by distance. Thinking of this,
this study aims to understanding the evolutionary and demographic history of populations of
kelp gulls on the Atlantic Coast of South America and Antarctica Peninsula. Therefore, it was
analyzed the cytochrome b gene and evaluated haplotype diversity (hd), nucleotide diversity
(m) and theta (0), and deviation of neutrality and equilibrium was verified through Fu Fs’ tests,
Tajima D’ tests, and Fu and Li tests. Also, were analyzed amino acids changes, pairwise
differences, fluctuations of population size, and gene flow estimates. In total, 94 individuals
from Brazil, Argentina and Antarctica Peninsula were sequenced and compared with reference
sequence of L. dominicanus from New Zealand. 18 haplotypes were identified, with the
haplotype 18 exclusive to the Antarctic Peninsula. Seven non-synonymous mutations were
identified with change of polar and non-polar grouping. A moderate genetic variability was
observed in the populations of South America, and Argentina showed the highest rates of
genetic variability (Hd=0,750, ©=0,014 and 6=0,0022), differing of previous studies about
genetic variability of kelp gulls. The neutrality tests did not indicate significant deviation from
neutrality, except for Fu Fs’ test in S3o Paulo and Argentina, suggesting a process of
population expansion occurring in these populations, and de haplotype network also indicate
recent population expansion. Most of the genetic diversity is distributed inside of populations
and the pairwise Fst values indicated genetic differentiation between Brazilian, Argentina and
Antarctica populations, possibly caused by isolation by distance. The Bayesian Slyline Plot
indicated a population increase of kelp gulls about 150 years ago. Thus, despite past
population expansion, the current populations are already showing genetic differences
probably associated with the distances among localities. The availability of food in locates
close to the colonies may also reduce the dispersion of individuals.

Keywords: Larus dominicanus. Seabirds. Genetic variability. South America. Antarctica

Peninsula. Selection. Isolation by distance. Cytochrome b.



1 INTRODUCAO

As aves marinhas constituem um grupo de estudo fascinante, haja vista a grande
diversidade de espécies existentes e sua incrivel adaptacdo aos mais diferentes ambientes
aquaticos. De fato, essas aves se adaptaram a praticamente todos os ambientes da Terra, desde
0S rigorosos invernos antarticos até os intensos verdes das regides tropicais, 0 que permitiu
que pressOes seletivas atuassem sobre o comportamento, a ecologia, a demografia e nas
caracteristicas morfofisioldgicas destes animais (SCHREIBER & BURGER, 2001).

Schreiber e Burger (2001) definem as aves marinhas como aquelas que passam suas
vidas no ambiente marinho, o qual incluem as areas costeiras, ilhas, estuarios, zonas Umidas e
ilhas oceanicas. No Brasil, Sick (1997) distingue o ambiente marinho em ambientes costeiros
ou praianos, onde ocorrem as aves que nidificam nas praias, como as gaivotas, 0s trinta-réis,
0s atobas e os tesourBes; em ambientes peldgicos ou ocednicos encontram-se as aves que
vivem no mar aberto e, ocasionalmente, aparecem na regido costeira, COmo 0s pinguins e aves
da ordem Procellariiforme; e o mar territorial brasileiro que corresponde a faixa de extensédo

de 200 milhas do litoral e ao redor das ilhas oceéanicas.

As aves marinhas sdo caracterizadas por terem vida longa, de 20 a 60 anos, idade
reprodutiva tardia, até os 10 anos de idade, ninhadas pequenas e, em muitos casos, com
apenas um ovo, e periodos mais extensos de reproducdo, até seis meses. Além disso, tendem a
ser maiores, menos coloridas e sexualmente monomorficas, se comparadas as aves terrestres
(SCHREIBER & BURGER, 2001).

Mais de 95% das aves marinhas sao coloniais, sendo que algumas colénias podem ser
muito pequenas e outras podem alcancar até milhdes de pares (SCHREIBER & BURGER,
2001). Para as aves, 0 termo coldnia se refere a um grupo de individuos em um local de
reproducdo, onde os pares tém 0s mesmos vizinhos nas mesmas posi¢oes espaciais durante a
maior parte da estacdo reprodutiva, 0 que permite que os individuos desenvolvam interacdes
mais complexas que poderdo se acumular ao longo do tempo (COULSON, 2001). Algumas
hipdteses levantadas para a formagdo de colbnias seriam uma limitagdo do espaco, 0 que
resultaria em agrupamentos de individuos; defesa contra predacdo, uma vez que uma grande
guantidade de individuos confunde ou intimida os predadores; escolha por locais
aparentemente seguros, sendo que a presenca de filhotes nas colonias é um indicativo

seguranca no local; estimulacdo social na qual h4 uma sincronia entre os tempos de postura
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dos ovos que seria vantajosa para os individuos; e um ajustamento da estacdo reprodutiva em
relagcdo as condigdes ambientais, sendo mais efetivo nos individuos que vivem em col6nias,
por conta da estimulacdo social (COULSON, 2001).

Como consumidores, as aves marinhas sdo encontradas na maioria dos niveis troficos
da cadeia alimentar marinha, desde petréis que se alimentam de zooplancton, aos gansos e
algumas espécies de pinguins que se alimentam de peixes pelagicos e lulas (SHEALER,
2001). No caso das gaivotas, estas sdo geralmente onivoras e se alimentam de peixes mortos,
animais atropelados nas estradas e em depdsitos de lixo, e 0s gaivotdes (Larus dominicanus)
tém por hébito deixar cair os ovos roubados para quebréa-los (SICK, 1997). Além disso, as
aves marinhas sdo incapazes de eliminar todo o teor de cloreto de so6dio consumido com a
agua salgada. Assim, estes animais apresentam glandulas supra-orbitais que funcionam como
secretoras de sal, de forma a se eliminar o excesso de sais e manter o equilibrio hidrico
(SICK, 1997).

Diversos fatores ambientais influenciam no ciclo reprodutivo, tais como temperatura,
importante sobretudo para as aves que se reproduzem em regides polares, subpolares e
temperadas; disponibilidade de alimento que ndo estd igualmente distribuida em todo o
periodo reprodutivo das aves, devido as flutuacbes sazonais que acabam por regular os ciclos
de nidificacdo das aves marinhas; idade e experiéncia dos individuos; duracdo da luz do dia,
dentre outros (HAMMER et al., 2001). Além disso, enquanto € comum as aves terrestres 0
uso do mesmo habitat para reproducdo e forrageio, as aves marinhas utilizam habitats
distintos, nidificando em terra e forrageando em &guas estuarinas e oceanicas (HAMMER et
al., 2001). No caso das gaivotas, estas permanecem muito tempo no ninho, tanto para nao
expor 0s ovos ao sol intenso, quanto para protegé-los dos ataques de outras gaivotas (SICK,
1997).

As aves marinhas sdo o grupo de aves mais ameacado, sendo que, globalmente, 28%
(97 espécies) estao categorizados como “ameacgados” e, dentro destes, 5% (17 espécies) estao
classificadas como “criticamente em perigo” (LASCELLES et al., 2016).scelles O declinio
das populagGes de aves marinhas estd associado, no mar, a captura acidental, poluicdo,
sobrepesca, produgdo de energia e mineragdo, enquanto que em terra, a invasao de espécies
exoticas, espécies nativas que se tornaram superabundantes, perturbacdo humana com
desenvolvimento urbano e armadilhas, sdo as causas mais apontadas (CROXALL et al.,
2012). Neste sentido, as aves marinhas desempenham um papel fundamental como

indicadoras do funcionamento do ecossistema marinho, provendo servigos ecossistémicos
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como a ciclagem de nutrientes, através da predacédo, crescimento e manutencdo da vegetacao
nas colonias por meio da deposicdo de guano, dispersao de sementes e consumo de animais
em decomposicdo (LASCELLES et al., 2016).

1.1 Gaivotoes (Larus dominicanus)

Os gaivotBes fazem parte da Familia Laridae, na qual também fazem parte as espécies
de trinta-réis. As gaivotas possuem uma cauda arredondada e bico curvado, sendo que no
Brasil, h4 apenas trés espécies residentes, Larus dominicanus, L. maculipensis e L.
cirrocephalus e trés visitantes setentrionais, L. delawarensis, L. pipixcan e L. atricilla (SICK,
1997). Por muito tempo, L. dominicanus (Lichtenstein, 1823) foi tratada como uma espécie
monotipica, porém, reconhece-se hoje pelo menos seis subespécies distribuidas em todo o
Hemisfério Sul: na Africa Meridional (L. d. vetula e L. d. melisandae), ilhas subantarticas (L.
d. judithae e L. d. austrinus), Austréalia e Nova Zelandia (L. d. antipodus), e na América do
Sul (L. d. dominicanus) (BURGER et al., 2019). Sternkopf (2011, Tese PhD — University
Greifswald, Alemanha) analisando trés genes mitocondriais, produziu uma arvore filogenética
da espécie, onde individuos de origem geogréfica similar foram agrupados. Neste estudo,
Sternkopf (2011) sugere que o0 grupo argentino e o0 grupo namibiano-chileno formariam um
Unico grupo monofilético de aves africanas e sul americanas. Além disso, duas linhagens
distintas foram encontradas, sendo a linhagem da Argentina mais relacionada as linhagens
encontradas a leste. Por sua vez, Jiguet e colaboradores (2012) analisaram variacdes
fenotipicas geogréficas de L. dominicanus baseadas em biometria e padrdes de ponta de asa e
observaram que ndo ha diferencas entre as aves que se reproduzem nas regides da Argentina e
Brasil com aquelas ocorrentes do Equador ao centro do Chile, podendo estas serem
consideradas a mesma subespécie. Assim, 0s autores levantam a possibilidade L. d.
dominicanus se reproduzir na costa leste da América do Sul e L. d. vetula no sul da Africa e
no norte do Chile.

L. dominicanus é a espécie de gaivota mais abundante e disseminada do Hemisfério
Sul, com colbnias na América do Sul, Africa, Nova Zelandia, Australia, ilhas subantarticas e
Peninsula Antartica (BURGER & GOCHFELD, 1996). Na América do Sul, essa espécie é
encontrada na costa Atlantica desde a Terra do Fogo, no Chile, até o Rio de Janeiro, no Brasil,
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e na costa do Pacifico, ocorre até Piura, no Peru (YORIO et al., 2016). Estima-se que haja
entre 3,3 e 4,3 milhdes de individuos e uma tendéncia ao aumento populacional, o que

configura a espécie como “Pouco Preocupante” de acordo com a Lista Vermelha de Espécies

Ameacadas da IUCN (2018).

O gaivotdo e considerado a Unica espécie de grande porte, com aproximadamente 58
cm de comprimento (SICK, 1997). E branca de dorso negro, com asas na parte superior negra
e pontas brancas, e bico amarelo com uma mancha ante-apical vermelha na mandibula (SICK,
1997). As gaivotas sdo comumente onivoras, generalistas e oportunistas, sendo capazes de se
alimentar de diferentes tipos de presas e de explorar fontes artificiais de alimentos provindos
de rejeitos humanos, tais como lixos domésticos, esgotos, sobras de pescado e restos animais
de abatedouros (FORDHAM & COMARCK, 1970; COULSON & COULSON, 1993;
GIACCARDI et al., 1997; YORIO et al., 1998). Coulson e Coulson (1993) relataram a
presenca de rejeitos organicos e ndo organicos em pelotas recém-regurgitadas de gaivotdes, na
Tasméania. Em Rawson, Argentina, foram observados gaivotdes se alimentando de rejeitos
domeésticos em lixdes na cidade (GIACCARDI et al., 1997). Ja nas cidades de Itajai e
Navegantes, em Santa Catarina, foram observados um consumo significativo da ictiofauna
descartada pelas embarcacgdes voltadas para a captura de camardo (EBERT & BRANCO,
2009). Este facil acesso a alimentos descartados livremente no ambiente tem sido associado
ao aumento desordenado das populagdes de gaivotdes, como mostra Fordham e Cormack
(1970), ao observarem que na cidade de Wellington, Nova Zelandia, a expansdo populacional
de gaivotdes ocorreu em decorréncia da abundancia de alimentos no local e que ap6s um
declinio na disponibilidade de comida, houve um aumento da mortalidade desses animais.
Assim como, Yorio e colaboradores (1998) relataram um aumento populacional de gaivotdes
em Punta Léon, Argentina, de 3.664 a 6.500 pares reprodutivos em um periodo de 13 anos.
Os autores atribuem o acesso a fontes artificiais de comida por estes animais como

responsavel por esse aumento populacional.

O aumento significativo das populacGes de gaivotas ocasionado pela facilidade de
acesso a alimentos provindos de fontes humanas, pode trazer algumas consequéncias, como
danos ao patrimonio, perigos para aeronaves e aeroportos e até aparecimento de parasitas e
patogenos (BELANT, 1997; YORIO, 1996; YORIO et al., 1998). Belant (1997) relatou o
numero de ninhos de gaivotas em telhados de construgdes urbanas, levando a danos
estruturais aos edificios e incbmodos paras as pessoas que vivem nas redondezas. Yorio e

colaboradores (1998) relataram problemas ocasionados por gaivotdes que, de alguma forma,
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interferem no trdfego de aeronaves em aeroportos da Argentina. Belant (1997) também
descreve as gaivotas como portadoras de bactérias como Bacillus sp., Clostridium sp.,
Escherichia coli e Salmonella sp. Em Rawson, Argentina, foram analisadas fezes de gaivotdes
e foi constatada a presenca de E. coli, Proteus e Salmonella (GIACCARDI, 1993 apud
YORIO et al. 1996). Isto sugere que as gaivotas, de um modo geral, podem ser importantes
vetores de doengas entéricas para humanos (BELANT, 1997).

Gaivotdes também podem influenciar outras espécies, sendo uma das principais
espeécies predadoras de ovos de pinguim-de-magalhaes (Spheniscus magellanicus), na regido
de Punta Tombo, Argentina (YORIO & BOERSMA, 1994), competindo com os trinta-réis
(Sterna méxima e S. eurygnatha) por sitios de nidificacdo (QUINTANA & YORIO, 1998), e
predando ovos e filhotes de Bigua-de-olhos-azuis (Phalacrocorax atriceps) (QUINTANA &
YORIO, 1998). Foram observados também ataques de gaivotbes as baleias francas
(Eubalaena australis) quando estas vém a superficie para respirar (THOMAS, 1988). Em
2009, Sironi e colaboradores relataram ataques em 41,2% de baleias que estavam
acompanhadas dos filhotes, na regido da Peninsula Valdés, Argentina. Entre 2003 e 2009, 672
baleias, das quais 91% eram filhotes, foram encontradas mortas nesta regido (SIRONI et al.;
2014). Foi levantada a hipdtese de que as mortes poderiam estar relacionadas as injdrias
ocasionadas pelos gaivotdes (MARON et al., 2015). Os danos nas camadas mais superficiais
da pele das baleias prejudicam sua integridade e impermeabilidade, afeta sua capacidade de
termorregulacdo, leva a desidratacdo e a um maior gasto de energia por causa da defesa e fuga

dos gaivotdes e menor tempo de repouso (THOMAS et al., 2013).

1.2 Propriedades do DNA mitocondrial

A mitocondria € uma organela esférica e alongada distribuida no citoplasma da célula,
tendendo a se acumular nos locais do citoplasma onde o gasto energético é mais intenso
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A sintese de ATP esta diretamente relacionada ao
consumo de oxigénio, tanto que em regides de clima mais frio, os animais tendem a consumir
mais oxigénio do que 0s que vivem nas regides tropicais, uma vez que aqueles requerem
maiores taxas metabolicas para manter sua temperatura corporal constante (PALOKANGAS
& HISSA 1971).
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A mitocondria contém seu préprio genoma, correspondente, nos animais, a uma molécula
de DNA circular dupla, com excec¢do de alguns poucos grupos, como em algumas classes
dentro do filo Cnidaria que apresentam a estrutura do DNAmt linear (BRIDGE et al., 1992;
CUROLE & KOCHER, 1999). Sabe-se, porém, que vertebrados, equinodermos e insetos
apresentam 37 genes dos quais dois correspondem a RNA ribossémico (RNAr), 22 genes de
RNA transportador (RNAt) e 13 genes de proteinas responsaveis por codificar enzimas que
participam do processo de transporte de elétrons (MORITZ et al., 1987; HARRISON, 1989).

O DNA mitocondrial (DNAmt) evolui mais rapido que o DNA nuclear (DNAnR), sendo
estimada uma taxa de evolugdo de cinco a 10 vezes maior que 0 DNAnN de primatas (BROWN
et al., 1979). Essa taxa de evolucdo rapida do DNAmt é atribuida, mais possivelmente, a uma
elevada taxa de mutacdo e de fixacao, uma vez que, de acordo com um principio elementar da
evolucdo, esta resulta de dois processos basicos: ocorréncia de mutacdes no DNA e fixagdo de
mutacdes em populacbes de organismos, onde a taxa de evolugdo (E) serd M, isto é, o produto
da taxa de mutacdo por populacao, e F que representa a fracdo das mutacdes fixadas (E = MF)
(BROWN et al., 1979; BROWN et al., 1982).

A recombinacdo no DNAmt raramente ocorre, visto que, se a heranca é somente materna,
0s genomas ndo sdo recombinados durante a reproducdo e mesmo que eventos de
recombinacdo ocorram, provavelmente estes novos recombinantes ndo representardo novos
genétipos do DNAmt (HARRISON et al., 1989). A falta de recombinagdo, erros de
replicacdo, danos oxidativos e um sistema de reparo ndo muito eficaz, podem favorecer a
fixacdo de mutacOes deletérias, o que leva a uma elevada taxa de evolucdo no DNAmMt
(BROWN et al., 1982; WILSON et al.; 1985).

Por apresentarem heranga materna, apenas as fémeas passam seu DNAmt aos seus
descendentes, o que implica num tamanho efetivo populacional para DNAmt menor que para
o DNAn (MORITZ et al.,, 1987; HARRISON et al., 1989). Neste sentido, processos
estocasticos representardo fatores importantes, pois irdo determinar a frequéncia genotipica do
DNAmt das populacdes que passaram por eventos demogréaficos recentes (HARRISON et al.,
1989; AVISE et al., 1984). Pelo fato do DNAmt refletir apenas uma filogenia matriarcal, a
variacdo do DNAmt ndo sera determinada pelo padréo de distribuicdo dos machos, ou seja,
comparando as variagdes do DNAmMt com DNAn (transmitido por ambos 0s sexos), pode-se

obter diferencas na estrutura das populacfes de machos e fémeas (HARRISON et al., 1989).
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As mutacfes pontuais sdo aquelas em que ocorrem uma mudanga em um Gnico par de
bases do DNA, que poderé resultar numa transi¢ao, onde uma purina é substituida por outra
purina (A ou G), ou uma pirimidina € substituida por outra pirimidina (T ou C), ou podera
resultar em uma transversado, em que uma purina é substituida por uma pirimidina, e vice-
versa. Se qualquer tipo de substituicdo de base ocorrer em uma regido codificadora de um
gene, a mutacdo muda o cédon que serd lido. Assim, as mudancgas na primeira e na segunda
posi¢cBes de um codon quase sempre trocam 0 aminoacido, porém, as mudancas na terceira
posicdo quase nunca produzem troca de aminoacidos (FREEMAN, 2009). Aquelas mutacoes
que ocasionam a troca de aminoacidos sdo chamadas de substitui¢des n&o-silenciosas, ou
ndo-sindnimas, e aquelas em que ndo ocorre mudanca no aminoacido, sdo denominadas
mutacdes silenciosas ou sindbnimas (FREEMAN, 2009). Todos os genes mitocondriais tém
taxa de substituicdo alta na 3° porcdo do codon, porém a taxa de substituicdo dos aminoacidos
ird variar entre eles. Portanto, todos os genes mitocondriais fornecem informacdes
semelhantes (a cada par de base sequenciado), para taxons muito préximos (individuos dentro
de uma espécie, por exemplo). Para os taxons mais distantes (espécies dentro de um género ou
comparacado entre varias ordens de aves, por exemplo), genes muito variaveis acumulam mais

informacdo sobre variagdo na 1° e 2° posi¢do do codon (SORESON, 2003).

Os aminoécidos sdo classificados em cinco classes principais com base em sua
polaridade na cadeia lateral R. Os grupos R apolares alifaticos sdo hidrofobicos e
correspondem aos aminoacidos glicina, alanina, prolina, valina, leucina, isoleucina e
metionina; os grupos R aromaticos correspondem a fenilalanina, tirosina e triptofano e sao
relativamente hidrofébicos; os grupos R polares ndo carregados sdo mais sollveis em agua e
correspondem a serina, treonina, cisteina, asparagina e glutamina; os grupos R carregados
positivamente sdo basicos e mais hidrofilicos, correspondendo aos aminoacidos lisina,
arginina e histidina; e, por fim, os grupos R carregados negativamente sdo acidos soluveis e
correspondem ao aspartato e glutamato (NELSON & COX, 2014).

1.3 Diversidade genética e estudos com DNAmt

Historicamente, a genética tem sido definida como “o estudo das diferengas entre os

individuos” (STURTEVANT & BEADLE, 1939 apud ALLENDORF & LUIKART, 2007).
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Por sua vez, a transformacdo da variacdo dos individuos dentro das populacdes para o
surgimento de diferencas entre populaces ou espécies pelo processo de selecdo natural, seréd
a base da mudanca adaptativa evolutiva descrita por Darwin (ALLENDORF & LUIKART,
2007). Neste sentido, a genética de populacBes ird se ocupar da origem, quantidade e
distribuicdo de variacdo genética presente em populagGes de organismos, bem como o destino
dessa variagdo através do espaco e do tempo, base fundamental da mudanca evolutiva
(TEMPLETON, 2006).

A variabilidade genética é fundamental para se manter a aptiddo dos individuos frente
as mudancas ambientais, e a variagdo genética que ocorre dentro e entre as populacfes exerce
um importante papel na manutencdo dos processos evolutivos (ZINK et al., 1987; MORITZ,
2002). Em populagdes grandes, onde espécies sdo naturalmente exogamicas, a variabilidade
genética é alta, no entanto, em populacfes pequenas, essa variacdo € reduzida, levando a um
perigo para a espécie (FRANKHAM et al., 2008). Além disso, em estudos filogeograficos, a
variabilidade genética pode revelar informacGes valiosas sobre a natureza demogréfica e
historica da evolucéo intraespecifica (AVISE, 2009). A filogeografia busca entender o padréo
de distribuicdo de linhagens intraespecificas ou filogeneticamente préximas, como forma de
inferir historias evolutivas dos grupos (AVISE, 2004; DANTAS et al. 2013). Dessa forma, os
estudos genéticos auxiliam nas inferéncias de diversidade genética, de estrutura populacional
e de fluxo génico, indicando o potencial evolutivo dos individuos (FRANKHAM et al., 2002;
LYONS et al., 2015). Neste sentido, o uso de marcadores mitocondriais e nucleares tem se
mostrado muito eficaz para inferir historia evolutiva de populacdes naturais (DANTAS et al.
2009).

A variacdo nos genes mitocondriais tem sido considerada neutra, isto €, isenta de
selecdo natural (DANTAS et al. 2015), porém, muitos trabalhos vém contradizendo essa
hipotese da neutralidade nos genes mitocondriais (BAZIN et al. 2006, YU et al. 2011,
RAMOS et al. 2018). O modelo de neutralidade prediz que ha um equilibrio entre 0 aumento
de variabilidade genética através de mutacdes e a perda de variabilidade através da deriva
(TEMPLETON, 2006). No entanto, quando populac¢des naturais fogem desse padréo, através
de cruzamentos ndo aleatdrios, diferenca de sucessos reprodutivos associados a genotipos,
reducdo ou expansdo das populacOes, este modelo desvia da neutralidade e,
consequentemente, esses eventos acabam por marcar os genomas das espécies (FREEMAN &
HERRON, 2009). Bazin e colaboradores (2006) evidenciaram uma possivel fixagdo de

mutacdes benéficas no genoma mitocondrial de alguns vertebrados, um indicativo de selecéo
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positiva em alguns grupos. Yu e colaboradores (2011) estudaram o gene mitocondrial
NADH2 e NADH6 em macacos Rhinopithecus, encontrando também evidéncias de selecdo
positiva. Dessa forma, sendo as mitocondrias fundamentais para a producdo de energia dos
organismos, € esperado que se encontre diferencas ao longo da area de ocorréncia das

espécies de ampla distribuicéo.

A variabilidade genética € essencial no processo de manutencao das populac@es, sendo
gue as mudancgas gue ocorrem na composicao genética das espécies sdo fundamentais, pois
irdo permitir que os organismos respondam as mudancas ambientais (ALLENDORF &
LUIKART, 2007; FRANKHAM et al., 2008). Ramos e colaboradores (2018) demonstraram
isso quando correlacionaram dados genéticos a dados ambientais de varias espécies de
pinguins, como niveis de producdo de clorofila nos oceanos e a temperatura na superficie do
mar, constatando que alguns genes mitocondriais poderiam estar sob efeito de selecéo
relacionada a adaptacdo destes animais as diferentes condi¢des climéticas. Por outro lado, a
perda de diversidade genética ird levar a reducdo do potencial evolutivo dos individuos e,
consequentemente, devido ao surgimento de alelos raros, a reducdo do sucesso reprodutivo
(FRANKHAM et al., 2008). Neste sentido, as estimativas de diversidade genética permitem
compreender que eventos moldaram a historia evolutiva das espécies, possibilitando o
monitoramento e 0 manejo adequado das populagdes naturais, minimizando a endogamia e
permitindo o fluxo génico entre populacbes que estejam em perigo (FRANKHAM et al.,
2008).

Quantificar a variacdo genética dentro e entre as populacdes pode fornecer
informacBes muito importantes sobre a histdria evolutiva da espécie em estudo. Divergéncias
genéticas significativas entre popula¢des sdo um indicativo de que ndo esta ocorrendo fluxo
génico entre essas populagdes e pouca variagdao dentro da populagdo mostra que esta pode ter
passado por gargalos populacionais e efeitos fundadores. Por outro lado, populacdes em que
ndo haja diferenciacdo genética significativa indicam um alto fluxo génico ocorrendo entre
elas, o que favorece a manutencdo do fitness dos individuos e aumenta seu valor adaptativo
(MORITZ, 2002; DANTAS, 2007; ALLENDORF & LUIKART, 2007).

Poucos sdo 0s processos de vicariancia ou barreiras extrinsecas que possam impedir a
dispersdo das aves marinhas, levando a expectativa de baixa ou nenhuma estrutura
populacional, com homogeneizacao da variabilidade genética das populagdes (CONGDON et

al., 2000). Além disso, muitas especies sdo voadoras vigorosas, sendo capazes de se dispersar
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por longas distancias, reduzindo a diferenciacdo genética entre as populagdes (GENOVART
et al. 2003; SANTOS et al. 2016). Por outro lado, as aves marinhas apresentam o
comportamento filopatrico, muitas sdo ditas monogamicas, e ocorrem em ampla distribuicédo
geografica, fatores estes que podem levar a diferenciacdo genética substancial entre as
populagcdes (GENOVART et al. 2003; MORRIS-POCOCK et al. 2008) Assim, 0s gaivotfes
tornam-se um importante modelo para estudos filogeogréaficos, uma vez que sua ampla
distribuicdo e crescimento rapido (DANTAS et al.,, 2012), associados aos diferentes
ambientes em que esses individuos vivem, nos permitem tracar a histdria evolutiva dessa

espécie.

Alguns estudos tém evidenciado uma forte diferenciacdo genética entre populacdes de
aves marinhas (FARIA et al., 2010; LYONS et al., 2015; NUSS et al., 2016; NUNES et al.,
2018). Enquanto espécies fragmentadas por extensdes de terra e gelo irdo provavelmente
exibir clara estrutura populacional associada as barreiras fisicas, populacdes ndo separadas
por barreiras geograficas também poderdo exibir estrutura genética, sugerindo a existéncia de
outras barreiras, como as correntes oceanicas, que impedem o fluxo génico (BURG &
CROXALL, 2001; LIEBERS et al., 2001; LIEBERS & HELBIG, 2002).

Por apresentarem comportamento colonial, vida longa e serem cosmopolitas, as
gaivotas sdao um bom modelo de estudo de processos evolutivos em aves marinhas
(CROCHET et al., 2000). As aves marinhas sdo comumente k-estrategistas, investindo mais
na sobrevivéncia dos individuos, com proles pequenas e cuidado parental (SCHREIBER &
BURGER, 2002). O fato de L. dominicanus ser uma espécie oportunista (THOMAS, 1988;
QUINTANA & YORIO, 1998) e generalista (COULSON & COULSON, 1993; GIACCARDI
et al., 1997), levou a uma rapida expansao populacional, tornando os gaivotdes uma praga nos
ambientes costeiros, devido aos impactos causados em outras espécies. Assim, 0s gaivotdes
tém se comportado como uma espécie r-estrategista, pela sua capacidade de se reproduzir
rapidamente, ao contrario de uma espécie k-estrategista cuja populacdo é limitada pela
competicdo (BEGON et al., 2007). Essas caracteristicas, entdo, fazem de L. dominicanus a
espécie adequada para estudo de variabilidade genética. Estudos anteriores com L.
dominicanus indicaram um possivel caso de varredura seletiva no DNAmt dessa espécie
(DANTAS et al. 2012). Dantas e colaboradores (2012) encontraram baixa variabilidade
genética em dois loci mitocondriais, o Cytb e ATPase 8 e 6, em contraste com a alta
variabilidade genética no gene de DNA nuclear (DNAnN - Intron7 do B-Fibriogénio). Além

disso, foi constatada que L. dominicanus apresentava o tempo de divergéncia de
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aproximadamente 241.200 anos atrds, e teria passado por um evento de expansdo
populacional ha cerca de 10.000 anos. Assim esses autores propuseram a hipétese de que
poderia ter ocorrido uma varredura seletiva para 0 DNA mitocondrial dessa espécie. Outra
hipdtese considerada seria decorrente o efeito fundador recente, seguido de expansédo
populacional, ou de perda da diversidade devido a gargalo na populacdo fundadora, ambos
processos que levariam a reducdo drastica da diversidade genética dos gaivotfes. Santos e
colaboradores (2016), empregando analises multilocus de microssatélites, evidenciaram
diferenciacdo genética entre as populacdes de gaivotdes da Antartica, Chile, Argentina, e
Brasil, no entanto, houve baixa diferenciacdo dentro das populagdes de cada regido. Os
autores entdo atribuiram estes resultados a um possivel isolamento por distancia, onde héa alto
fluxo génico entre as colénias mais préximas e baixo fluxo génico entre populacGes mais
distantes. No entanto, as hipdteses de selecdo do DNAmt e eventos demogréaficos ocorridos

durante os periodos glaciais ndo foram descartadas.

Dentro deste contexto, L. dominicanus se torna um excelente modelo para estudos de
processos evolutivos nos genes mitocondriais, associado a sua ampla distribuicdo ao longo de
um gradiente latitudinal, permitindo uma analise mais precisa acerca do quanto pressdes
seletivas como temperatura, umidade e radiacdo solar podem influenciar nesses processos
microevolutivos especificos que ocorrem nas populacdes em diferentes latitudes (HUEY et
al.,, 2000). Dessa forma, buscando elucidar a histéria evolutiva e demografica de L.
dominicanus ao longo da América do Sul e Peninsula Antértica, levantamos as seguintes

hipéteses:

I. As populac@es de L. dominicanus da costa Atlantica da América do Sul e Antartica
apresentam diferencas relacionadas a possivel selecdo do DNAmL.

I1. As populacGes de L. dominicanus da costa Atlantica da América do Sul e Antartica
apresentam diferencas relacionadas a eventos demograficos recentes, como gargalos
populacionais e efeitos fundadores.

I11. As populagbes de L. dominicanus da costa Atlantica da América do Sul e Antértica

apresentam diferencas devido a um isolamento por distancia.

1.4 Objetivo geral
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Investigar a variacdo genética do gene citocromo b (Cytb), que é associado ao metabolismo
energético em L. dominicanus ao longo de um gradiente latitudinal, na costa Atlantica da

Ameérica do Sul e Peninsula Antartica. Para tanto, temos como objetivos especificos:

I. Avaliar se ha sinais de selecdo purificadora no gene mitocondrial Cytb das
populagdes de L. dominicanus de colbnias do Brasil (Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa

Catarina), Argentina (Porto Deseado) e Peninsula Antartica;

I1. Estimar a diversidade genética no gene mitocondrial do Cytb ao longo do gradiente
latitudinal das populagdes de L. dominicanus de colonias do Brasil (Rio de Janeiro,

Sé&o Paulo, Santa Catarina), Argentina (Porto Deseado) e Peninsula Antartica;

I11. Estimar o fluxo génico entre as populacdes estudadas.

2 METODOLOGIA

2.1 Area amostrada

As amostras de sangue foram coletadas de filhotes de L. dominicanus nas col6nias
durante o periodo reprodutivo entre os anos de 2003 e 2011 provenientes do litoral brasileiro,
da costa argentina e da Peninsula Antartica (Figura 1). Foram selecionados sete individuos do
Rio de Janeiro, 35 de Séo Paulo (ilha Guararitama), 28 de Santa Catarina (Ilha Moleques do
Sul e Ilha dos Lobos), 17 de Porto Deseado (llha Quiroga), na Argentina, e sete da llha Rei
George, na Peninsula Antartica.

As amostras foram conservadas em alcool 70% para analises posteriores em
laboratério. Todas as amostras se encontram depositadas no Laboratério de Ecologia e
Evolucdo das Aves (LEEA) do Programa de P6s-graduacdo em Biologia dos Vertebrados da
Pontificia Universidade Catélica de Minas (PPGBV-PUC Minas).

2.2 Condicdes de PCR para Cytb

Para este estudo de variabilidade genética, foi selecionado o loco mitocondrial Cytb

(950 pb), amplificado através da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) utilizando os
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primers especificos (tabela 1). As reacdes foram preparadas para um volume final de 20 pl
por tubo contendo 10X tampéo da Taq polimerase (10mM Tris-HCI, pH 8,3, 50mM KClI), 2,5
mM MgCl,, 2,5mM de dNTPs, 1 pmol de primer, 0,5u de Taqg polimerase e 25 ng de DNA.
Os ciclos ocorreram a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 45
segundos a 59°C e 1 minuto a 72°C, e 7 minutos de extensdo final a 72°C. Os produtos da
PCR foram corridos em gel de eletroforese a 2% e aqueles que apresentarem amplificagdes
positivas foram purificados através de PEG 8000 (20%). Para o sequenciamento, foram
utilizados os mesmos primers utilizados nas PCRs e o kit de sequenciamento BigDye
terminator (version 3.1) (Applied Biosystems) nas condi¢Oes sugeridas pelo fabricante.

Tabela 1: Primers utilizados na reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e nas reacOes de
sequenciamento da regido mitocondrial do citocromo b (Cytb ~950pb) em L. dominicanus

Primers Sequéncia (5° - 3°) Referéncia

L15008 AACTTCGGATCTCTACTAGG Desjardins e Morais, 1990
H1532b GAATAAGTTGGTGATGACTG Desjardins e Morais, 1990
L14967 CATCCAACATCTGTGCTTGATGAA Crochet et al., 2003

H15932 ATGAAGGGATGTTCTACTGGTTG Desenhados para este estudo
L15725 AARCCMGAATGRTAYTTYCTWTTYGC | Soreson, 2003

CytbLdomR | TTTCTAGGGCTCCAATGGC Desenhados para este estudo
CytbLdomL | CCAATGGCCCCAAATCTACG Desenhados para este estudo
H15646 GGNGTRAAGTTTTCTGGGTCNCC Soreson, 2003

2.3 Analises

As sequéncias foram visualizadas no Chromaslite 2.6.6 (Technelysion) e alinhadas
manualmente no Bioedit 7.0 (HALL, 1999). Posteriormente, as sequéncias da América do Sul
foram comparadas a sequéncia do genoma completo de L. dominicanus proveniente da Nova
Zelandia depositadas no Genbank (AY293619), a fim de se verificar se houve mudancas na
cadeia polipeptidica. As analises descritivas de variabilidade genética, como a diversidade
haplotipica (Hd), que se refere a probabilidade de duas sequéncias, escolhidas ao acaso na
populacédo, apresentem haplotipos distintos (NEI, 1987), a diversidade nucleotidica (r), indice
que mede o grau de polimorfismo dentro de uma populacéo, calculando as diferencgas de
nucleotideos por sitio, entre duas sequéncias escolhidas ao acaso na populacdo (NEI &

TAJIMA, 1981), e o Theta por sitio (0) que leva em conta o tamanho efetivo populacional e a



22

taxa de mutagéo, foram estimadas no DNAsp v.6.12.01 (ROZAS et al., 2017). Os testes de
neutralidade avaliam se ha um equilibrio entre o surgimento de novas mutages e a perda de
diversidade através da deriva genética, ou seja, se 0os polimorfismos observados fogem a
neutralidade esperada. Assim, dentre os testes de neutralidade, testamos o D de Tajima, que
calcula as diferengas entre os polimorfismos e o numero de diferencas de nucleotideos,
baseado num modelo de infinitos sitios (TAJIMA, 1989), o D e F de Fu e Li, que também
testa se todas as mutacGes ocorridas sdo neutras (FU & LI, 1993), e o Fs de Fu baseado
também em um modelo de infinitos sitios, onde é testada a probabilidade de se observar uma
amostragem aleatoria neutra, levando em consideracdo o nimero de alelos e se estes sdo
seletivamente neutros (FU, 1997). Todas essas analises foram estimadas no software DNAsp
v.6.12.01 (ROZAS et al., 2017). Estimando as variacdes, é possivel comparar as diferencas

genéticas nas populacgdes distribuidas latitudinalmente.

Na observacdo de mudancas na cadeia de proteinas, as sequéncias foram analisadas no
software MEGA 7.0.26 (KUMAR et al., 2016), com tipo de dado selecionado para sequéncias
de nucleotideos, e para o codigo genético foi selecionado o DNA mitocondrial de vertebrados,

com contagem dos aminoacidos a partir da 22 regido do codon da sequéncia.

Para distribuicdo da variacdo genética entre as populacdes, foi feita a analise de
variancia molecular (Analysis of Molecular Variance - AMOVA), que estima a variancia
genética em niveis hierarquicos de diferenciacdo, isto &, como a diversidade genética esta
particionada dentro e entre as populacbes (EXCOFFIER et al., 1992). A AMOVA ira
fornecer os indices de fixacdo que sdo analogos a estatistica-F de Wright (1965), sendo estes
os niveis hierarquicos de diferenciacdo populacional: Fcr, correspondente a variancia entre 0s
grupos; Fst, cujo valor é a variancia entre populagdes dentro dos grupos; e o Fsc, que
corresponde a variancia dentro das populacées (EXCOFFIER et al., 1992; TURCHETTO-
ZOLET et al., 2013). O Fst par a par foi utilizado para calcular a diferenciagdo genética entre
os pares de populacdes, usado como uma estimativa de distancia genética (EXCOFFIER et
al., 1992). Para ambas as analises, foi utilizado o software ARLEQUIM v. 3.1 (EXCOFFIER
et al., 2006). As relagdes filogenéticas foram determinadas pela construcdo da rede de
hapl6tipos no Network 5.0.1.1 (POLZIN & DANESCHMAND, 2003).

Para verificar flutuacdes no tamanho populacional dos gaivotdes, foi utilizado o
método Skyline Plot Bayesian, no software BEAST v. 2.5.2 (Bayesian evolutionary analysis
by sample trees, BOUCKAERT et al., 2014). O pacote de programas do BEAST permite
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fazer inferéncias bayesianas usando dados moleculares e estimar tempo de divergéncia, dentre
outras aplicabilidades. A abordagem Skyline Plot permite a avaliagdo de padrdes histéricos de
tamanhos populacionais a partir de sequéncias de DNA. Neste estudo, a demografia historica
da linhagem dos gaivot@es foi feita a partir do Coalescent Bayesian Skyline. Nés assumimos
um modelo de substituicdo HKY estimado, um reldgio molecular restrito (restricted molecular
clock) com taxa de substituicdo de 2% por milh&o de anos, para citocromo b de aves (+ 0,1%,
95% intervalo de confianca, WEIR & SCHLUTER, 2008), e um comprimento de cadeias
MCMC de 20 milhdes amostrando a cada 1000 geracdes. O programa BEAUTI 2
(BOUCKAERT et al., 2014) gerou o input data que foi rodado no BEAST. No Tracer v.1.7.1
(RAMBAUT et al., 2018) foi observada a qualidade da corrida analisando as estimativas ESS
(Effective sample size) acima de 200 e a constru¢cdo do grafico no Bayesian Skyline

Reconstruction.

O programa DNAsp v.6.12.01 (ROZAS et al., 2017) também foi utilizado para
analisar a distribuicdo mismatch, isto é, a distribuicdo do nimero de diferencas entre pares de
haplotipos testando a hipdtese de expansdo populacional. O método de distribuicdo mismatch
sugere que uma expansao populacional tende a acumular o namero médio de diferencas par a
par maior do que o esperado em uma situacdo de estabilidade populacional. Assim, uma
distribuicdo unimodal de diferencas par a par de nucleotideos com variancia relativamente
pequena, € um indicativo de expansdo demogréafica recente, e picos multimodais associados a
uma alta variancia, indicam populaces demograficamente estaveis, tendo atingido o
equilibrio entre deriva e mutacdo (ROGERS & HARPENDING, 1992).

Para estimar fluxo génico entre as populacées, foi utilizado o método que leva em
consideracao a estatistica F de Wright (1969) em que através do valor do Fst, é possivel medir
a gquantidade de individuos migrantes por geracdo. O fluxo génico é a contribuicdo genética
dos individuos de uma populacdo para outra, levando em conta seu sucesso reprodutivo e a
introducdo dos novos alelos nessa populagdo (HAMILTON, 2009). Assim, a medida de fluxo
génico pode ser estimada através da seguinte equacao:

vm =3z —1)

onde Nm representa 0 nimero de migrantes, sendo N correspondente ao tamanho efetivo
populacional e m a taxa média de migracdo. Fst é a divergéncia entre as populacdes
(SLATKIN & BARTON, 1989). O valor de Nm estéa relacionado a deriva genética, em que:


http://www.ploscompbiol.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pcbi.1003537
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Nm > 1 - indica que o fluxo génico ¢ a forca evolutiva que determina as frequéncias alélicas,

levando a homogeneizagéo das populacdes.

Nm < 1 - a deriva genética é a forca evolutiva atuante, levando a diferenciacdo entre

populagdes.

3 RESULTADOS

No total, 94 individuos foram sequenciados para fragmentos de aproximadamente 950
pb do gene Cyth, estes sendo pertencentes a 70 individuos das col6nias brasileiras, 17
individuos de Porto Deseado, na Argentina, e sete individuos da ilha Rei George, na
Peninsula Antartica. As sequéncias foram comparadas com a sequéncia referéncia do Cytb de
L. dominicanus da Nova Zelandia, sendo observados 16 sitios polimérficos e 18 hapl6tipos,
estes variando entre dois e cinco polimorfismos na sequéncia. Os haplo6tipos mais frequentes
foram o numero 3, aparecendo em 46 individuos e em todas as populagdes, exceto na
Antartica, e 0 numero 8, aparecendo em 22 individuos, sendo encontrado nas populagdes de
Sao Paulo, Santa Catarina e Argentina. O haplo6tipo 18 é exclusivo da Antértica e apareceu
nos sete individuos amostrados. O hapl6tipo 4 apareceu somente nas popula¢cdes do Rio de
Janeiro e Sdo Paulo, em total de cinco individuos. Os demais haplétipos apareceram uma

Unica vez (Figuras 1 e 2).
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Figura 1: Frequéncia de haplétipos por regido. Os pontos pretos sdo os locais onde foram
feitas as coletas. No Brasil: Ilha de Sdo Pedro (Rio de Janeiro), Ilha de Guararitama (Séo
Paulo) e ilhas de Moleque e Lobos (Santa Catarina). Na Argentina: llha Quiroga (Porto
Deseado Deseado). Peninsula Antartica: l1lha Rei George.
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Figura 2: Rede de haplotipos representando as relagfes entre os haplotipos de L. dominicanus
das regibes estudadas. O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de individuos que
possuem esse haplétipo. Os nimeros em vermelho entre os ramos se referem a localizacéo
onde ocorre a mutacdo. As cores representam as localidades, conforme identificado na
legenda

Rio de Janeiro
[ Séo Paulo

— Il Santa Catarina
' Argentina
[ Antartica

Nova Zelandia

Também foram observadas mudancas na cadeia polipeptidica, em que algumas
mudancas de base ocasionaram mudancas de aminoacidos, quando comparado com a
sequéncia referéncia do haplétipo 1 da Nova Zelandia (Tabela 2, Anexo 1). Ao todo, houve a
mudanca de sete aminoacidos nos individuos da América do Sul e Antartica. Destes, ndo
houve mudanca de agrupamento R com a mudanc¢a do aminoacido em A280G e L289M, estes
dentro do grupo R alifatico apolar. Uma mudanca de aminoacido ocorreu em Q342H, com
mudanga de agrupamento, porém ambos polares, com a glutamina no grupo R polar neutro
(sem carregamento) e a histidina no grupo R polar basico. Em L324F houve a mudanca de
agrupamento de R alifatico apolar (leucina) para um grupo R aromatico (fenilalanina), que é
menos hidrofébico que o grupo alifatico apolar, mas, ainda assim, participam de interacfes

hidrofobicas. Por fim, trés mudancas de aminoacidos levaram a mudangas de agrupamento de
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acordo com a polaridade: T30A e T57P, mudanca de uma treonina (grupo R polar neutro),
para uma alanina (grupo R alifético, apolar) em todos os hapl6tipos na posi¢do 30 e uma
prolina (grupo R alifatico, apolar) no haplétipo 9; e R314G, com mudanca de uma arginina

positivamente carregada para uma glicina, do agrupamento apolar, no haplotipo 12.

Tabela 2: Posicdo dos aminoacidos das amostras de L. dominicanus para o Cytb. O haplétipo
1 é referente a sequéncia da Nova Zelandia. A América do Sul e Antartica Consenso
corresponde a todos os haplétipos que tiveram apenas uma mudanca de aminoacido, na
posi¢do 30. O H6, H7 e H8 sdo de individuos de S&o Paulo, e 0 H10, H11 e H12 sdo de
individuos de Santa Catarina.

30 57 280 289 314 324 342
T A L R L Q

Nova Zelandia
Am. Sul e Ant.
Consenso

H6
H7
H9

H10

> » >» » >» > -
M

H11l
H12 A . . . G

T= Treonina; A= Alanina; P= Prolina; L= Leucina; M= Metionina; R= Arginina; G= Glicina; F= Fenilalanina;
Q= Glutamina; H= Histidina

No que se refere as populacdes do Brasil e a populacdo da Argentina, pode-se observar
uma variabilidade genética moderada nas populacdes (Tabela 3). No Rio de Janeiro, a
diversidade haplotipica (Hd=0,667) foi relativamente alta para sete individuos que
apresentaram trés haplétipos e dois sitios polimdrficos, no entanto, a diversidade nucleotidica
e o theta foram baixos (z=0,0009 e 6=0,0009, respectivamente). Em contrapartida, S&o Paulo,
num tamanho amostral de 37 individuos, apresentou seis sitios polimdrficos e sete haplétipos,
com uma diversidade haplotipica menor que no Rio de Janeiro (Hd=0,486). Em Santa
Catarina, dos 28 individuos amostrados, foram observados seis sitios polimorficos e seis
haplotipos, com uma diversidade haplotipica (Hd=0,648), nucleotidica (==0,0011) e o theta
(6=0,0016) maiores que os valores das colonias de Sdo Paulo e Rio de Janeiro (exceto para a
diversidade haplotipica no Rio de Janeiro, que ainda foi maior). A populacdo Argentina
apresentou os maiores indices de variabilidade genética (Hd=0,750, 7=0,014 e 6=0,0022), se

comparada as populacdes brasileiras, com um tamanho amostral de 17 individuos (Tabela 3).
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Foi observado apenas um haplétipo para os sete individuos sequenciados da Antartica
e nenhum sitio polimorfico. Dessa forma, ndo foi possivel obter os valores de variabilidade

genética para esta populacao.

Tabela 3: Diversidade genética do Cytb nas populacdes de L. dominicanus. Popula¢des do
Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo (SP), Santa Catarina (SC), Argentina (ARG) e Antartica
(ANT). N - n° de amostras; S - sitios polimorficos; Hn — n° de haplotipos; Hd — diversidade
haplotipica; Pi - Diversidade nucleotidica; Theta — calculado por sitio.

Populacdo N S Hn Hd Pi (7)) Theta (0)
RJ 7 2 3 0,667 0,0009 0,0009
SP 37 6 7 0,486 0,0007 0,0015
SC 28 6 6 0,648 0,0011 0,0016
ARG 17 7 7 0,750 0,0014 0,0022
ANT 7 0 1 0 0 0
Total 94 15 17 0,703 0,0013 0,0031

Os testes de neutralidade indicaram que duas populagdes apresentaram um desvio de
neutralidade e equilibrio, em pelo menos um dos testes (Tabela 4). Para o Fs de Fu, Sao Paulo
e Argentina foram significativos, sugerindo que as populacdes dessas regifes podem estar
passando por um processo de expansdo populacional. A anélise da rede hapl6tipos gerou uma
rede de associacdo entre todos o0s haplotipos encontrados e suas distribuicdes geogréficas
(Figura 2). O tamanho do circulo é proporcional ao nimero de individuos que apresentam
esse hapldtipo. Assim, nesta rede podemos observar dois haplétipos de maior frequéncia, o
hapl6tipo 3 e o hapl6tipo 8, compartilhados entre 46 e 22 individuos, respectivamente.
Derivando deles, ha outros haplétipos menos frequentes que diferem dos haplotipos centrais
por apenas um passo mutacional. O haplétipo 18 refere-se ao haplétipo compartilhado entre
os sete individuos da Antartica e apresenta-se 0 mais afastado dos haplétipos das demais
regides e mais préximo do haplotipo da Nova Zelandia (Anexo 2). A conformacdo dessa rede
de haplétipos, uma estrutura do tipo estrela, sugere uma expansao populacional recente, onde
ha um haplotipo central comum a vérios individuos e, derivando dele, outros haplotipos em

baixa frequéncia que diferem do haplotipo central por apenas uma mutacao.
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Tabela 4: Testes de neutralidade aplicados as sequéncias da regido do citocromo b (Cytb
950bp) de L. dominicanus ao longo da América do Sul e Antartica

Populacdo FdeFuelLi DdeFueli Fs de Fu D de Tajima
RJ -0,1145 p>0,1 -0,0589 p>0,1 -0,4376 p=0,17 -0,2749 p=0,4
SP -1,4868 >0,1 -1,2025 p>0,1 | -3,8691 p=0,003** | -1,4367 p=0,06
SC -1,2283 p>0,1 -1,068 p>0,1 -1,7504 p=0,09 -1,0253 p=0,16
ARG -1,7875 p>0,1 -1,6705 p>0,1 | -2.6212 p=0,024** | -1,2464 p=0,11
ANT 0 0 0 B
Total -3,7706 p<0,02* | -4,0146 p<0,02* _ _

*Nivel de significancia de p=0,05 (<0,05).
**Nivel de significancia de p=0,02 (<0,02).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) mostra que a maior parte da diversidade
genética se encontra distribuida dentro das populacdes (48,80%), seguida pela diversidade
entre os grupos Brasil, Argentina e Antartica (46,47%), e a menor parte encontra-se entre as
populacdes dentro do Brasil (4,73%) (Tabela 5). Isso sugere que pode ndo estar havendo
fluxo génico entre as populacGes brasileiras, ao mesmo tempo que a alta taxa de diversidade
genética distribuida entre os grupos também demonstra uma possivel estrutura populacional,
uma vez que ha uma grande variacdo entre eles, o que também denota um fluxo génico
restrito. O indice de fixag&do para Fst, que corresponde a variagdo entre as populacfes dentro
dos grupos, mostrou-se altamente significativo, com uma variacdo em torno de 51% entre as
populagdes (0,51198; p=0,000). Os valores de Fst par a par de populagdes corroboram 0s
dados da AMOVA, onde n6s podemos observar uma diferenciacdo genética significativa
entre as populacdes brasileiras, argentina e antartica (Tabela 6). As popula¢bes do Rio de
Janeiro e de S8o Paulo diferem das populac@es de Santa Catarina, Argentina e Antartica,
porém ndo diferem entre si. A populacdo de Santa Catarina s6 ndo diferiu da populacdo da
Argentina e a populacdo da Antartica apresentou diferenciacdo genética com todas as outras
populacdes. Ha indicios de que a diferenciacdo populacional observada em L. dominicanus

seja devido ao isolamento por distancia (Figura 3).

As estimativas de fluxo génico revelaram que quase todas as populacfes apresentaram
baixo fluxo génico, com valores menores que 1 (Tabela 6). O par Argentina e Santa Catarina
corrobora com o valor do Fst que ndo foi significativo, o que denota fluxo génico entre as
duas populagdes. Entretanto, os pares Santa Catarina e Rio de Janeiro e Santa Cataria e Sao
Paulo, também indicaram fluxo génico, embora estas populacdes apresentem diferenciacao

genética significativa na analise Fst par a par.
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Tabela 5: Anéalise de Variancia Molecular (AMOVA) entre os grupos (Brasil, Argentina e
Antartica), entre populagGes dentro dos grupos (Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina) e
dentro das populagdes.

Fonte de d.f | Somados | Variagdodos | Porcentagem | Indice de P-valor
variacao guadrados | componentes | de variacao Fixacdo

Entre grupos 2 18,08 0,4184 46,47 Fcr: 0,4647 | 0,1993
Entre populacbes | 2 2,607 0,0425 4,73 Fs7: 0,5119 | 0,0000
dentro dos grupos

Dentro das 89 | 39,108 0,4394 48,80 Fsc: 0,0883 | 0,0060
populacOes

Total 93 | 59,798 0,9004

NUmero de permutagdes: 10100

Tabela 6: Fst par a par de populagdes de L. dominicanus (inferior diagonal) e estimativas de
fluxo génico (Nm, superior diagonal). Valores significativos de Fst estdo destacados em

negrito.
Populagdo RJ SP SC ARG ANT
RJ - - 1,55675 0,88193  0,03448
SP 0,0000 - 2,02314 0,85741  0,05540
SC 0,13837  0,10998 - 15,1535  0,09288
ARG 0,22086 0,22575 0,01623 - 0,14063
ANT 0,87879 0,81858 0,72910 0,63998 -

Namero de permutagdes: 1023

p=0,05

Figura 3: Relagcdo entre a distancia geografica e a diferenciacdo populacional de L.
dominicanus ao longo da Ameérica do Sul e Antértica, baseado na regido do Cytb.
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A analise Bayesiana Skyline Plot indicou um aumento populacional dos gaivotdes ha

cerca de 150 anos, tendo este aumento continuado e depois estabilizado, até os dias atuais

(Figura 4). A analise de distribuicdo mismatch (Figura 5) revelou uma distribuicdo unimodal,

com um 0 e aproximadamente 1, indicando que muitas sequéncias apresentam o mesmo

numero de diferencas, representando uma possivel expanséo populacional.

Figura 4: Anélise Bayesiana Skyline Plot representando a historia demogréafica de L.
dominicanus, para sequéncias do Cytb. O eixo y representa o tamanho efetivo da populacgéo e
0 eixo x a escala do tempo em centenas de anos. A linha solida central é a média estimada e

em azul o intervalo de 95% dos limites de densidade.
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Figura 5: Distribuicdo mismatch da regido do Cytb de L. dominicanus na América do Sul e
Antértica. O eixo y representa a frequéncia relativa do namero de diferencas par a par na
composi¢cdo de nucleotideos dos haplétipos, no eixo x. A linha cheia indica os valores
observados, enquanto a linha pontilhada representa os valores esperados.
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4 DISCUSSAO

4.1 Variabilidade genética e historia demografica

Nossos resultados diferem dos previamente reportados por Dantas e colaboradores
(2012) a respeito da variabilidade genética de L. dominicanus. Neste estudo, os autores
avaliaram a diversidade genética dos genes mitocondriais Cytb e ATPase 6 e 8, e um gene
nuclear, o intron 7 do R-Fibrinogénio, encontrando baixa variabilidade genética dos genes
mitocondriais (para Cytb, Hd=0,273, n=0,00083 ¢ 6=0,00064), quando comparada a alta
diversidade genética no gene nuclear (FIB, Hd=0,896 e n=0,00465 e 6=1,053). Nossos dados
dos indices de diversidade genética do Cytb de L. dominicanus revelaram uma variabilidade
genética moderada nas populacgdes brasileiras, argentina e antartica, observada pelo nimero
de haplétipos, nimero de sitios polimorficos e a diversidade haplotipica. A coldnia argentina
apresentou a maior diversidade haplotipica (Hd=0,750) seguida pela populacdo do Rio de
Janeiro (Hd=0,667) e Santa Catarina (Hd=0,648). Em contrapartida, a diversidade
nucleotidica e o theta foram baixas em todas as populagdes. Segundo Grant e Bowen (1998),
esse padrdo de alta diversidade haplotipica, acima de 0,5, e baixa diversidade nucleotidica,
abaixo de 0,5% e tipico em populacBes que passaram por gargalos populacionais seguidos de

expansdo recente, com retencdo de novas mutagdes.

Dantas e colaboradores (2012) também levantaram a hipdtese de possiveis eventos
demogréaficos, como gargalos populacionais e eventos fundadores recentes, ocorridos durante
o0 periodo glacial, causando uma reducao temporaria do tamanho da populacéo, resultando em
uma taxa de deriva genética elevada. Por outro lado, estes mesmos autores propuseram a
hip6tese de uma possivel selecdo no DNAmt, onde poderia ter ocorrido a fixacdo de um novo
e favoravel alelo por meio de uma varredura seletiva, que, por sua vez, reduz a variabilidade
genética através de loci ligados (DANTAS et al. 2012). A selecdo de um gene ocorre em um
loco, mas leva ao aumento da frequéncia de genes em loci préximos do gene em que esta
ocorrendo seleg¢do, processo conhecido como “efeito carona” (GALTIER et al., 2000). Além
disso, a perda de variabilidade através de gargalos populacionais e eventos fundadores
marcariam tanto os genomas mitocondriais quanto nucleares, o que ndo foi o caso do estudo

de Dantas e colaboradores (2012).

O padrdo de alta diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica tipicamente

ocorre em populacdes grandes ou mesmo ao longo da distribuicdo de uma espécie, onde ha



33

um ou dois haplétipos prevalentes e, partindo deles, varios outros haplétipos com uma ou
duas mutagdes (GRANT & BOWEN, 1998). Esse padrdo € corroborado pela rede de
haplo6tipos do nosso estudo, que apresentou dois haplotipos em alta frequéncia, o haplétipo 3
compartilhado entre 46 individuos e o haplétipo 8 compartilhado entre 22 individuos e,
partindo desses haplétipos centrais, ha outros hapl6tipos menos frequentes, apresentando
apenas uma mudanga de base nucleotidica. Esse tipo de conformacdo de rede haplétipos, em
formato de estrela, sugere uma expansdo recente de populacdes, uma vez que os hapldtipos
menos frequentes, ocorrentes em poucos individuos, evidenciam ndo ter havido tempo
suficiente para que se espalhassem na populagdo (SLATKIN & HUDSON, 1991; AVISE,
2000). Em outras palavras, ap6s a expansao populacional, surgiram novos haplétipos, devido
a mutacdo, porém estes hapldtipos ndo se espalharam pelas populagdes, devido a baixa
dispersdo dos individuos ou devido ao pouco tempo evolutivo para a homogeneizagdo das
populacbes. Na rede de hapl6tipos, evidenciamos também a presenca de um Gnico haplotipo
(H18) exclusivo da Antértica e compartilhado entre os sete individuos amostrados. Este
hapl6tipo encontra-se 0 mais afastado dos demais hapldtipos da América do Sul, e mais
préximo do haplotipo 1 da Nova Zelandia, resultado que se encontra dentro do esperado, uma
vez que a subespécie L. d. dominicanus é ocorrente na América do Sul, enquanto que nas ilhas
subantérticas da regido das Falklands e Gedrgia do Sul, ocorreria outra subespécie (Anexo 2)
(JIGUET et al., 2012). Jiguet e colaboradores (2012) investigaram as varia¢des fenotipicas de
gaivotdes de varias regides do Hemisfério Sul e reconheceram L. d. dominicanus como a
subespécie ocorrente na América do Sul e L. d. autrinos como a subespécie encontrada na
Peninsula Antartica. Uma explicacdo provavel a essa distingdo seria que a corrente Antartica
estaria atuando como uma barreira a disperséo dos gaivotdes entre 0s continentes antartico e a
Ameérica do Sul (SANTOS et al., 2016).

O teste de neutralidade Fs de Fu corrobora a evidéncia de expansdo das populacdes,
pelo menos em Séo Paulo e Argentina, muito embora os testes D de Tajima, Fde Fue Lie D
de Fu e Li ndo tenham evidenciado desvio significativo de neutralidade (Tabela 4). A analise
bayesiana do Skyline Plot e a distribuicdo mismatch também evidenciaram sinal de expansao
recente nas populacdes de gaivotdes, nos ultimos 150 anos (Figura 4 e 5). No entanto, 0s
resultados da analise de variancia molecular (AMOVA), o Fst par a par das populacdes e as
estimativas de fluxo génico (Tabelas 5 e 6) evidenciaram diferencas genéticas entre a maioria

das localidades, indicando que, apesar da expansdo populacional passada, as populacoes
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atuais ja apresentam diferencas genéticas, e que isso provavelmente se deve a distancia

geogréfica entre as localidades.

Assim, apesar de termos encontrado uma variabilidade genética em Cytb maior que a
encontrada por Dantas e seus colegas (2012), e uma evidente expansdo populacional,
demonstrada pela andlise bayesiana do Skyline Plot, a distribuicdo mismatch e o teste de
neutralidade Fs de Fu em S&o Paulo e Argentina, ndo necessariamente isto esta relacionado a
gargalos populacionais, que, inevitavelmente, diminuiriam a variabilidade genética, por
deriva. Nunes e colaboradores (2017) também ndo encontraram evidéncias de gargalos
recentes em populacdes de rabo-de-palha-de-bico-vermelho (Phaethon aethereus) e o rabo-
de-palha-de-bico-laranja (P. lepturus) na costa atlantica brasileira, a despeito das populacdes
serem muito pequenas, aparentemente ja ha alguns seculos. Uma hipédtese levantada seria um
evento fundador que teria ocorrido em Fernando de Noronha e Abrolhos, com a chegada de
aves tropicais vindas de outras partes do Oceano Atlantico, como a Ilha de Ascenséo ou as
Antilhas.

4.2 Mudancas na cadeia polipeptidica

Nem todos as mudancas de nucleotideos levaram a mudancas de aminoacidos, uma
vez que o cadigo genético é considerado redundante, pois varios cddons codificam o mesmo
aminoacido. Assim, a maior parte das substituicGes foram silenciosas, ou mutacGes
sinbnimas, uma vez que ndo houve mudanca no produto génico. Porém, sete mudancas de
aminoacidos foram observadas, das quais trés levaram a mudancas de agrupamento polar e
apolar, T30A, T57P e R314G (Tabela 2, Anexo 1). Essas substitui¢des ndo silenciosas, ou ndo
sinbnimas, levam a uma mudanga na proteina codificada por um gene. De fato, a teoria
neutralista prediz que os dois tipos de substituices irdo se acumular nas populagdes por
deriva genética, porém as substituicdes sindbnimas irdo se acumular mais rapidamente, uma
evidéncia de que a selecdo natural atua contra mutacBes ndo sindnimas, para manter a
estrutura da proteina (RIDLEY, 2007; NAKAYANNA et al.,, 2008; FREEMAN, 2009).
Quando a mudanga do cddon resulta na troca de aminoacido, o efeito ira depender de
diferencas quimicas entre os aminoacidos antigos e novos (STRACHAN & READ, 2013).
Entdo, a substituicdo de um amino&cido por outro de um mesmo agrupamento, corresponde a
uma substituicdo conservada, pois possui menos efeito sob a estrutura da proteina do que uma
substituicdo ndo conservada (STRACHAN & READ, 2013). A maior parte das substituicdes
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encontradas neste trabalho foram conservadas, uma vez que houve a substituicdo de um
amino&cido por outro quimicamente semelhante. Neste sentido, o Cytb pode estar sob sele¢&o,
uma vez que qualquer substituicdo de aminoacidos que altere a distribuicdo de agrupamentos
pode levar ao comprometimento da estrutura tridimensional da proteina (KARP, 2005;
STRACHAN & READ, 2013). No entanto, nem todas as mudancas de aminoécidos tém
efeito deletério, sobretudo na alteracdo da sequéncia de aminoécidos de uma mesma proteina
entre organismos relacionados (KARP, 2005). Se a maioria das alteracdes for deletéria, elas
provavelmente devem ser eliminadas por selecdo natural, ndo aumentando sua frequéncia na
populagéo (FREEMAN, 2009).

Bazin e colaboradores (2006) descreveram o0 DNAmt como uma molécula que sofre
evolucdo adaptativa envolvendo uma selecdo direta na maquinaria respiratoria. Sua
diversidade, entdo, é imprevisivel e, na maioria dos casos, ira refletir mais o tempo desde a
ultima varredura seletiva, do que seu histérico demografico (BAZIN et al., 2006). Se a
diversidade genética encontrada nos gaivotdes for reflexo da sele¢éo purificadora no DNAmt,
seguindo do surgimento de novos alelos em locais especificos, a estrutura populacional pode
indicar o recente surgimento de novas variantes que ainda estdo sob influéncia da deriva e da

selecdo ambiental.

4.3 Diversidade populacional

Alguns trabalhos relacionaram a diversidade genética em genes do DNA mitocondrial
com selecdo mediada por condi¢cdes ambientais. Ramos e colaboradores (2018) observaram
uma selecdo purificadora no gene COX1, enquanto uma selecao positiva, isto €, que aumenta
sua frequéncia na populacédo, foi identificada nos genes ND4 e ATP8. A temperatura da
superficie do mar foi correlacionada com a selecdo no ND4 enquanto que a concentracdo de
clorofila foi correlacionada com a selecdo ocorrendo em COX1. Uma das hipGteses
levantadas por esses autores € a de que a temperatura é o principal fator de selecdo no DNAmt
nos pinguins, uma vez que, na fosforilagcdo oxidativa, uma producéo de calor mais eficiente
que a producdo de energia seria vantajosa para a sobrevivéncia desses animais em lugares
frios. Yu e colaboradores (2011) também sugeriram que mudangas evolutivas adaptativas no
genoma mitocondrial de macacos Rhinopithecus, uma adaptacdo a climas muito frios e ao
deéficit de oxigénio, estdo relacionadas a dois genes importantes atuantes nesse processo de
adaptacdo: o NADH2 e o NADHS6.
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Adaptacdes locais podem influenciar o fluxo génico e, consequentemente, a
diferenciagdo populacional. O modelo de isolamento por ambiente refere-se ao padrdo em que
a diferenciacdo genética aumenta com as diferencas ambientais, independente da distancia
geografica, ou as taxas de fluxo génico sdo maiores entre ambientes similares (SEXTON et
al.,, 2012; WANG & BRADBURD, 2014). Pensando nisso, Nunes e Bugoni (2018) se
interessaram em avaliar a influéncia da heterogeneidade ambiental na estrutura populacional
de seis col6nias de Sula leucogaster (atobas-marrons) em arquipélagos a sudoeste do Oceano
Atlantico, revelando estrutura populacional marcante entre o arquipélago de S&o Pedro S&o
Paulo em relagéo ao restante das colbnias. Esses autores propuseram que heterogeneidade da
paisagem estaria promovendo o isolamento dessa localidade. O teste de isolamento por
distancia ndo foi capaz de explicar a diferenciacdo genética dos atobas-marrons, assim, outros
fatores estariam influenciando a diferenciacdo dessas col6nias, como as condi¢cdes ambientais.
Estudando colbnias do pinguim Eudyptula minor na Austrdlia, Overeem e colaboradores
(2007) constataram que, embora a maior parte das colonias tenham apresentado uma
homogeneidade genética expansiva, duas coldnias apresentaram-se distintas de todas as
demais. Os autores, entdo, sugerem que apenas um isolamento geografico pode néo ser o
unico fator responsavel pela diferenciacdo genética entre as coldnias, e a explicacdo mais
provavel seria uma diferenca na fenologia reprodutiva ocasionada pela diferenca na
temperatura do mar nas diferentes regides onde ocorrem as col6nias, levando a um atraso no

inicio da estacdo reprodutiva.

Lyons e colaboradores (2015) avaliaram a diversidade genética em coldnias
reprodutivas de gaivotdes na Patagdnia argentina atraves da analise de marcadores nucleares e
observaram que, embora a maior parte dos haplétipos tenham sido encontrados em multiplas
colbnias e a estrutura populacional tenha sido baixa (AMOVA - Fst=0,0027, p=0,333),
haplétipos exclusivos foram encontrados em apenas uma regido. A diferenciacdo genética
encontrada na ilha mais ao norte (Islote la Pastosa) ndo € condizente com um isolamento por
distdncia, entdo os autores atribuem esse fato a uma dindmica de metapopulacdo, onde o0s
haplotipos Unicos encontrados seriam provenientes de migrantes de coldnias vizinhas mais
proximas ndo amostradas. Um padrdo de estrutura similar foi encontrado por Faria e
colaboradores (2010) ao estudarem a variagdo genética e a estrutura populacional das
populacbes de trinta-réis-de-bico-vermeho (Sterna hirundinacea) em col6nias do Brasil e da
Argentina. Esses autores também encontraram grande compartilhamento de hapl6tipos e sinal

de expansdo populacional, porém evidenciaram estrutura populacional entre as colonias do
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Brasil e Argentina. Adicionalmente, Faria e colaboradores (2010) revelaram um fluxo
unidirecional das populacdes brasileiras para a Patagonia, sugerindo que estas poderiam estar
atuando como fontes de migrantes para a populacdo patagonica. Todavia, a maior diversidade
genética e riqueza alélica encontrada na populacdo da Patagbnia sugerem um cenario oposto,
com a populacdo argentina atuando como fonte da qual as outras populagdes poderiam ter se
originado. Santos e colaboradores (2016) propuseram que 0s gaivot0es apresentam estrutura
populacional genética em larga escala, entre Brasil, Argentina, Chile e Antartica, onde as ilhas
subantarticas seriam as mais diferenciadas geneticamente, evidéncia esta corroborada pelos
nossos dados de haplotipos exclusivos do DNAmt para a regido Antartica. Entretanto, Santos
e colaboradores (2016) ndo observaram diferenciacdo genética significativa entre a Argentina
e as colbnias brasileiras, e entre as coldnias dentro da costa brasileira, propondo que a
diferenciacdo genética encontrada em L. dominicanus poderia estar relacionado ao isolamento
por distancia, sendo favorecido pelo isolamento por correntes marinhas, o que levaria a
diferenciacdo da Antéartica e do Chile. Nuss e colaboradores (2016) ndo observaram estrutura
populacional entre as populacdes de fregatas (Fregata magnificens) no Brasil, bem como nao
houve evidéncia de estrutura entre as populacdes do Brasil e a Guiana Francesa. Assim, estes
autores sugerem uma conexdo migratdria recente, com migracdo de individuos do Brasil para
a Guiana Francesa, mostrando que as fregatas podem manter o fluxo génico mesmo separadas

por longas distancias.

Neste estudo, observamos que as populacbes de gaivotGes apresentaram maior
estrutura populacional do que a previamente relatada para essa espécie (LYONS et al., 2015;
SANTOS et al., 2016), assim como para outras espécies da costa brasileira (FARIA et al.,
2010; NUSS et al. 2016). Essa diferenciacdo pode sim estar relacionada a sele¢cdo do DNA
mitocondrial para um sitio especifico, uma vez que 0s gaivotdes conseguiriam conectar
colbnias reprodutivas de longa distancia por sua capacidade de v6o, principalmente devido a
diferenciacdo dentro da costa brasileira. Whittington e colaboradores (2009) registraram que a
subespécie L. d. vetula é capaz de voar por distancias de até 935 km do seu sitio de
reproducdo, na costa da Africa do Sul e, no nosso estudo, a populacdo da Argentina nio
apresentou diferenciacdo com a populacdo de Santa Catarina, mesmo a uma distancia de
2.637 km.

Muitas aves marinhas apresentam uma estruturacdo genética que pode ser o resultado
de eventos historicos e demogréaficos diversos, como oscilages climaticas e mudancas nas

correntes oceénicas (FARIA et al., 2010). Morris-Pocock e colaboradores (2008) encontraram
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evidéncias de expansdo das populacfes de Uria aalge (Laridae) que vivem na costa Atlantica
e do Pacifico da América do Norte e Asia. Esses autores associaram essa expansio as
mudancas climaticas no Pleistoceno. Dantas e colaboradores (2018) também propuseram que
a expansdo populacional observada em Pinguins de Magalhdes (Spheniscus magellanicus)
esta relacionada a retracdo do nivel do mar durante o Gltimo mé&ximo Glacial (Last Glacial
Maximum- LGM). Estudos de Dantas e colaboradores (2012) indicaram expansdo dos
gaivotdes durante o LGM, o que poderia explicar a ocupacdo de toda a costa brasileira por
uma linhagem Unica de DNA mitocondrial. Durante o LGM, o nivel do mar do Oceano
Atlantico chegou a baixar 120 metros (VILLAGRAN et al., 1986), o que levaria a exposico
de grande parte da plataforma continental, consequentemente disponibilizando sitio para
reproducdo das aves marinhas. Por outro lado, a diversidade genética no locus do Cytb e as
estimativas de expansdo baseada neste marcador, indicam uma expansdo ja no Holoceno,

cerca de 150 anos atrés, o que compreenderiam poucas geragoes.

As populacgdes de gaivotdes sdo numerosas, sobretudo pelo fato de terem a disposi¢édo
grandes quantidades de alimentos oriundos de fontes artificiais, tais como restos de pescado e
rejeitos domésticos (GIACCARDI et al., 1997; YORIO et al., 1998; EBERT & BRANCO,
2009). A disponibilidade de recursos alimentares em regides proximas a areas de nidificacéo
pode favorecer a reducédo da dispersdo dos individuos por longas distancias, reduzindo o fluxo
génico entre as colénias. Nunes e Bugoni (2018) relatam que os atobas-marrons forrageiam
em locais onde ha disponibilidade de presa e que a abundancia de alimento préximo as
coldnias destes animais na ilha de Sdo Pedro S&o Paulo, faz com que nédo seja necessario que
eles voem longas distancias para buscar comida. Faria e colaboradores (2010) sugerem que
nos anos em que a disponibilidade de alimento na costa brasileira é mais baixa, os trinta-réis-
de-bico-vermelho poderiam migrar em direcdo ao sul, o que explicaria o fluxo génico
unidirecional dos individuos do Brasil para a Patagbnia encontrado pelas estimativas de
migracdo. Para os gaivotdes, a disponibilidade de alimento ndo parece ser um problema,
havendo relatos desses animais alimentando-se de restos de pesca e outros rejeitos
descartados por embarcacdes de arrasto em Santa Catarina, Parand e Rio Grande do Sul
(BRANCO, 2001; CARNIEL & KRUL, 2012; SOARES TRAVERSI & VOOREN, 2010).
Dessa forma, a expansdo observada no DNA mitocondrial provavelmente esta relacionada a
grande disponibilidade de recursos alimentares para essa espécie. Consequentemente, a

estrutura populacional observada em nosso estudo também pode estar relacionada a facilidade
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de acesso a alimentos proximos as col6nias, reduzindo assim a dispersao para outras areas e a

homogeneizacdo das populagdes.

5 CONCLUSAO

L. dominicanus apresentou uma variabilidade genética moderada, sendo que a
populacdo argentina se apresentou como a mais variavel, seguida de col6nias brasileiras. A
demografia historica dos gaivotdes revelou um cenério de expansdo populacional recente nos
ultimos 150 anos. As andlises de diversidade populacional evidenciaram sinais de estrutura
entre as populacGes do Brasil, Argentina e Antartica, um indicativo de fluxo génico restrito.
Dessa forma, uma variabilidade genética moderada e uma expansdo recente podem néo estar
relacionadas a gargalos populacionais, uma vez que este evento diminuiria a variabilidade
genética por deriva. Além disso, foram identificadas mudancas de agrupamentos de
aminoéacidos, o que indica uma selecdo ocorrendo no Cyth. Assim, uma selecdo seguida de
expansdo populacional recente, com estruturacdo das populacdes € o cenadrio mais provavel,
uma vez que todos os individuos apresentaram uma selecdo positiva com a substituicdo de um
agrupamento de aminoacidos (T30A) e o pouco tempo decorrido ndo foi suficiente para

espalhar as novas mutac@es surgidas, levando a uma estrutura populacional pds-expansao.
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ANEXO 2

Anélise  filogenética molecular pelo Método da Maéaxima
Verossimilhanga baseada no modelo de Tamura-Nei!, conduzida no
MEGA 7.0.262. A arvore foi desenhada em escala com comprimento
das ramificacGes medidos pelo nimero de substitui¢bes por sitio. Foi
aplicado o algoritmo Neighbor-joining (NJ) e os valores nos nés
internos sdo os valores do bootstrap calculado em 100 replicagdes. A
analise envolveu 95 sequéncias de nucleotideos de L. dominicanus.
Em destaque, dois grandes grupos monofiléticos: o grupo formado
pelos individuos da Antartica e o outro formado apenas por
individuos da América do Sul. NZ - Nova Zelandia; AN — Antartica;
SC — Santa Catarina; SP — S8o Paulo; RJ — Rio de Janeiro.

América do Su
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