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RESUMO

A espécie Calonectris diomedea é uma ave marinha pertencente a ordem
Procellariiformes, familia Procellariidae. E uma das trés espécies do género, possuindo duas
sub-espécies: C. diomedea borealis e C. diomedea diomedea. Apresenta coldnias na costa de
Portugal e nas ilhas Acores, Madeira, Selvagens (Grande e Pequena), Berlenga e Canérias que
ficam no Mediterraneo e Atlantico. E uma espécie migratoria que, ap6s o periodo de
nidificacdo, migra para o hemisfério sul chegando até 4guas argentinas.

No Brasil, exemplares desta espécie podem ser encontrados no litoral nos meses de
dezembro a maio. O presente trabalho pretendeu demonstrar a proporgcdo sexual dos
individuos encontrados mortos em monitoramentos na costa do Rio Grande do Sul e de
individuos recebidos pelo Centro de Reabilitacdo de Fauna Marinha e Silvestre (CERAM)
entre os anos de 2009 e 2011. Sempre que possivel, o sexo foi determinado visualmente
através da necropsia. Quando o corpo encontrava-se em decomposicdo, foram coletadas
amostras de tecido muscular do peito ou membrana interdigital para posterior determinacéo
por meio de técnicas moleculares através da amplificacdo dos genes CHD-Z e CHD-W.
Foram amostrados um total de 38 individuos, porém somente em 19 (50%) foi possivel
determinar o sexo. Puderam ser contabilizados 11 machos, representando 57, 8% do total de
individuos determinados e 8 fémeas, representando 42,2%. Fémeas foram mais encontradas

de dezembro a abril, enquanto machos foram mais presentes em maio.

Palavras-chave: Calonectris diomedea, determinacdo sexual, técnicas moleculares, Rio
Grande do Sul, Brasil.



ABSTRACT

Calonectris diomedea is a seabird species that belongs to order Procellariiformes,
family Procellariidae. It is one of three species of the genus, wich has two sub-species: C.
diomedea borealis and C. diomedea diomedea. It presents colonies along the coast of Portugal
and the Acores Islands, Madeira, Selvagens (Grande and Pequena), Berlenga and Canérias in
Mediterranean Sea and Atlantic Ocean. It is a migratory species that flies to south hemisphere
towards Argentinian coast, after breeding.

In Brazil, specimens can be found on the coast from December to May. In this work
we investigated the sexual rate of birds found dead in monthly monitoring of the north coast
of Rio Grande do Sul State or the brids received by the Centro de Reabilitacdo de Fauna
Marinha e Silvestre (CERAM) between 2009 and 2011. When it was possible, the sex was
determinated through necropsy. Otherwise, breast muscle or interdigital membrane samples
were collected to sex using molecular technics based on amplification of CHD-Z and CHD-W
genes. We collected 38 birds, but just in 19 (50%) it was possible to determinate the sex.
Were detected 11 males, representing 57,8% and 8 females, representing 42,2%. From

December to April we found more females than males but we found more males in May.

Key-words: Calonectris diomedea, sexual determination, molecular technics, Rio Grande do
Sul, Brasil.
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1 INTRODUCAO

O Brasil faz parte da rota migratéria de milhares de espécies de aves que realizam seus
ciclos de migracdo sazonal do Hemisfério Norte para o Hemisfério Sul e vice-versa (SICK,
1984). Segundo a Lista das Aves do Brasil feita pelo Comité Brasileiro de Registros
Ornitologicos (2010), no Brasil ocorrem 1832 espécies de aves entre visitantes, vagantes e
residentes.

A ordem Procellariiformes constitui a grande maioria das espécies de aves pelagicas
do mundo. Compreende 4 familias, 25 géneros e 134 espécies (WORLD BIRD LIST, I0C). O
género Calonectris pertence a ordem Procellariiformes, familia Procellariidae. Possui 3
espécies: Calonectris leucomelas, que habita o Oceano Pacifico, Calonectris edwardsii,
espécie endémica do Cabo Verde (PORTER et al., 1997) e Calonectris diomedea, que ocorre
no Atlantico Norte e ilhas do Mediterraneo (GOMEZ-DIAZ et al., 2006). Segundo Mougin
(1998), C. diomedea ¢ dividido em duas sub-espécies: C. diomedea borealis e C. diomedea

diomedea. A distribuicdo geogréafica do género Calonectris pode ser observada na Figura 1.

1.1 Calonectris leucomelas

Espécie comum na regido do Japdo, Taiwan, leste da China e Coréia, costuma
reproduzir-se em ilhas no leste e sudeste da Asia. Nos meses de novembro a marco, migram
para os mares de Nova Guiné, norte da Australia e Filipinas. A ilha Mikura, no Japdo, abriga
cerca de 1,75 a 3,5 milhdes de aves, o que compreende 68-81% da populacdo mundial
(TAKAHASHI et al., 2008).

Em estudo sobre a influéncia do ciclo lunar na atividade migratéria das aves,
Yamamoto et al. (2008) registraram 3 diferentes rotas de migracdo: i) os mares do norte de
Nova Guiné, ii) o Mar da Arafura, ao norte da Australia, no Oceano Pacifico e iii) o sul do
mar da China. Também demonstraram que em noites de lua cheia as aves fazem v6os mais
longos e pousos mais freqientes na &gua, provavelmente para evitar a predagdo, que é

facilitada pela maior luminosidade na lua cheia.
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Figura 1: Mapa da distribuicdo das trés espécies de Calonectris.
FONTE: Gomez-Diaz et al., 2006.

1.2 Calonectris edwardsii

Espécie endémica do Arquipélago de Cabo Verde, era considerada uma sub-espécie de
C. diomedea (GOMEZ-DIAZ et al., 2006; LIMA et al., 2002; PATTESON e ARMISTEAD,
2004; PORTER et al., 1997). Recentemente foi reclassificada como uma espécie plena

(GOMEZ-DIAZ et al., 2006; PATTESON e ARMISTEAD, 2004).

Segundo Patteson e Armistead (2004), apresenta uma populacdo de aproximadamente

10.000 pares, dispersos em 6 ilhas do arquipélago. Entretanto, a populacdo pode ser menor

por problemas causados na interagdo com a pesca local.

As colbnias reprodutivas localizam-se no Arquipélago de Cabo Verde e de acordo com

Patteson e Armistead (2004), os individuos chegam as ilhas de reproducdo no final de
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fevereiro e fazem a postura em junho e julho. Existem poucas informagdes sobre C. edwardsii
fora dos meses de reproducdo, entretanto supde-se que se dispersam do sul de Cabo Verde
para o0 Atlantico norte e norte do Atlantico sul. Em revisdo sobre a ocorréncia da espécie em
aguas européias, Porter et al. (1997) ndo encontrou nenhum registro, mas a considerou
comum na costa do Senegal no més de outubro. Sobre o aparecimento de espécimes de C.
edwardsii na costa leste dos Estados Unidos, Patteson e Armistead (2004) acreditam que
ciclones tropicais e furacdes que ocorrem no Atlantico Norte podem explicar esses registros.

No Brasil, o primeiro registro foi em junho de 1995, em monitoramento realizado por
Lima e colaboradores no litoral da Bahia. O espécime foi encontrado morto, ja em
decomposicdo. Um segundo exemplar foi encontrado em 1998 (LIMA et al., 2002).

Em relacdo a C. diomedea, é considerado 10% menor em medidas lineares e quase
30% menor em volume. Possui um marrom-acinzentado mais escuro no dorso e uma clara
demarcacdo entre o dorso da cabeca, que é escuro, e a garganta branca. A asa € 0 corpo séo
mais finos e a cauda proporcionalmente mais longa e menor. Tem o bico cinza com uma faixa
mais escura sub-terminal. As vezes pode apresentar um bico amarelado, mas nada parecido
com o amarelo caracteristico de C. diomedea, além de ter uma vocalizacdo muito diferente
deste (PORTER et al., 1997).

1.3 Calonectris diomedea

Na ilha Selvagem Grande, no litoral de Portugal reside a maior col6nia desta espécie
(cerca de 30.000 pares de nidificacdo). Esta ilha fica a 300 km da costa e tem cerca de 260
hectares (GRANADEIRO et al., 2009). Reproduzem-se na costa de Portugal e nas ilhas do
Mediterraneo e Atlantico como Acores, Madeira, Selvagens (Grande e Pequena), Berlenga e
Canérias (ALONSO et al., 2009). Com aproximadamente 9 anos comegam a se reproduzir e
nidificam entre maio e setembro. De acordo com estudo realizado por Mougin, Jouanin e
Roux (2002) sobre a reproducdo na espécie, verificou-se que a cada ano os individuos se
reproduzem no mesmo ninho, e em geral, com 0 mesmo parceiro, entretanto alguns
individuos podem nédo reproduzir anualmente (em torno de 10%). Além disso, sobre os
individuos imaturos, constatou-se que 0s jovens passam o periodo de imaturidade no mar nos

primeiros anos de vida e ap0s, seguem para terra. Entretanto, a inexperiéncia na reproducao
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destes individuos ndo afeta o crescimento da populacdo. Apds o periodo de nidificacdo, as
aves migram para o hemisfério sul chegando até aguas argentinas (VOOREN e
FERNANDES, 1989).

Segundo Mougin (2000), ainda sobre a biologia reprodutiva de C. diomedea, entre 0s
individuos que reproduzem pela primeira vez, a filopatria (a volta ao mesmo lugar de
nascimento) € muito maior em machos do que em fémeas. Além disso, o autor observou que o
acasalamento dentro da espécie é preferencialmente baseado na proximidade de individuos
dentro da coldnia. Desse modo, jovens ndo acasalam preferencialmente com jovens e nem
reprodutores experientes acasalam-se entre si. Também ndo ha& cruzamentos preferenciais
relacionados ao tamanho do bico e nem a massa corporal.

A espécie faz ninhos expostos em pareddes, em tocas individuais profundas ou curtas
para o casal ou em cavernas, dividindo o espaco com Varios outros casais. Durante o periodo
de incubacdo, machos podem perder até 18% da massa corporal inicial, e fémeas até 22%
(MOUGIN, 2000). Existe um comportamento de guarda de ninho na espécie. Os pais s6 saem
apos os primeiros 10 dias de vida do filhote, quando ele ja consegue manter a sua propria
temperatura corporal. Eles deixam os filhotes durante a noite, enquanto forrageiam e retornam
pela manh&. N&o ha diferenca entre o tempo de guarda e o tipo de ninho, ou seja, tanto ninhos
expostos quanto em tocas recebem o mesmo investimento dos pais. (CATRY et al., 2009).

Petry et al. (2009), registraram para a dieta de C. diomedea uma preferéncia por
cefalépodes (com destaque para as espécies Argonauta nodosa e Histioteuthis sp.) e,
secundariamente, espécies de peixes (Paralonchurus brasiliensis, Porichthys porosissimus e
Prionotus punctatos). Gaivotas e ratos estdo entre os principais predadores dos filhotes nas
ilhas. (CATRY et al., 2009).

No Brasil, exemplares desta espécie podem ser encontrados nos meses de dezembro a
maio (PETRY et al., 2009). Lima et al. (2002) encontraram 3447 exemplares mortos de C.
diomedea borealis ao longo de 7 anos de monitoramento da costa do nordeste do Brasil e 0
local com maior nimero de espécimes encontrados foi no estado da Bahia. Segundo Olmos
(2002), no Brasil, a grande maioria das recapturas de espécimes anilhados sdo de individuos
imaturos, e o estudo registra que a anilha mais antiga foi encontrada em Itamaraca (PE), 16
anos apos sua colocagdo, na ilha Selvagem Grande. Adicionalmente, Azevedo et al. (2001),
em Pernambuco, registraram a recuperacdo de um individuo anilhado em 1980, na llha
Selvagem Grande. Tal individuo foi recuperado em dezembro de 1996 e classificado como

jovem de primeiro ano.
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Calonectris diomedea possui um tamanho corporal médio, tem o dorso cinza escuro
amarronzado, rémiges e retrizes marrons, com a porcao ventral do corpo, das asas e da cauda
branca. O bico, longo e robusto, e as patas, sdao de cor amarela (VOOREN e FERNANDES,
1989) (Figura 2).

Estudos de telemetria satelital mostraram que C. diomedea migra tanto durante o dia
guanto a noite e alterna v6os longos a curtos e paradas no mar. Nao foi possivel saber qual o
motivos das paradas, mas 0s autores acreditam se tratar de paradas para descanso, ventos
desfavoraveis ou até mesmo auséncia de vento. Também constataram que no retorno a ilha de
reproducdo, 0s espécimes capturados tomaram rotas diretas do ponto de partida
(DALL’ANTONIA et al., 1995).

Mougin (2000) mostra que ha diferenca no tamanho do bico entre machos e fémeas de
C. diomedea. Segundo o autor, € uma caracteristica muito dimdrfica, sendo maior em machos
e menor em fémeas. Uma vez que esta caracteristica sofre muita variacéo, a diferenca entre o
tamanho de bico do macho em relacdo a fémea representa o grau de dimorfismo sexual.
Jouanin et al. (2001) determinaram o sexo das aves em 47 ninhos através da medicao do bico.
Diferencas no tamanho e na forma do bico podem indicar diferentes presses seletivas
atuando em machos e fémeas (NAVARRO, KALIONTZOPOULOU e GONZALEZ-SOLIS,
2009). Tanto ou mais variavel do que tamanho do bico é a massa corporal, por isso ndo é
considerada um bom padrdo de referéncia. Mougin (2000) mostra que durante o periodo
reprodutivo, os individuos podem perder até 20% do seu peso inicial, chegando as éareas de

pos-reproducdo em uma situacao que nao representa a real.
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Figura 2. Aspecto geral de Calonectris diomedea. A: visdo ventral. B: visdo dorsal. C: Detalhe do bico com
coloracdo amarela caracteristica.
FONTE: Arquivo CERAM, 2011.

1.4 DETERMINACAO DO SEXO BASEADA EM TECNICAS MOLECULARES

A determinagdo sexual através de técnicas moleculares é uma ferramenta que vem
sendo largamente usada e se torna muito Util em estudos onde se tem individuos de diversas
classes etarias ou classes indeterminadas. Em aves, 0os cromossomos que determinam machos
apresentam-se em homozigose, ou seja, ZZ e 0s que determinam fémeas em heterozigose, ou
seja, ZW. Trabalhos de determinacdo sexual tém como alvo a amplificacdo de dois genes
dentro desses cromossomos: o0 gene CHD-Z, localizado no cromossomo Z, com 600 pb e o
gene CHD-W, localizado no cromossomo W, com 450 pb (FRIDOLFSSON E ELLEGREN,
1999).
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1.5 JUSTIFICATIVA

Estudos sobre Calonectris diomedea vém sendo realizados nas suas colonias
reprodutivas e pesquisadores tentam entender melhor a ecologia e biologia da espécie. Uma
vez que ha pouca informacdo disponivel sobre a espécie no litoral do Rio Grande do Sul, faz-
se necessario um estudo de proporcdo sexual dos espécimes que chegam a esta regido.
Informagdes sobre a razdo sexual trazem conhecimento sobre a dinamica populacional,
mostrando se a populacdo encontra-se em equilibrio, sobre os padrdes de dispersdo entre 0s
sexos, a biologia reprodutiva e também o comportamento em areas ndo reprodutivas. O Rio
Grande do Sul esta na area limite de distribuicdo da espécie e essa informacdo pode ajudar a

esclarecer novas questdes sobre o padrdo de distribuicdo em periodo ndo reprodutivo.

1.6 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo determinar a razdo sexual de espécimes da espécie
Calonectris diomedea encontrados no litoral do Rio Grande do Sul durante os anos de 2009 e
2011, através de técnicas moleculares. Com esta informacdo pretendeu-se esclarecer a
proporcao de machos e fémeas encontrada na area de estudo para entender melhor o padrdo de

dispersdo e se ha alguma divergéncia entre a distribuicdo de machos e fémeas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

Estendendo-se por cerca de 620 km, o litoral do Rio Grande do Sul é delimitado ao
norte pelo rio Mampituba (no municipio de Torres, divisa com o estado de Santa Catarina) e
ao sul pelo arroio Chui (que delimita a fronteira com o Uruguai) (BELTON, 1994) (Figura 3).
Possui trés comunicacdes estuarinas com 0 oceano, entretanto, possui uma faixa praial
interrompida em dois trechos: uma em Rio Grande, através da Lagoa dos Patos e outra em
Tramandai, pelo rio Tramandai. O terceiro estuario fica em Torres e por se tratar de uma
divisa de estado, ndo interrompe a faixa praial (CALLIARI et al., 2006). E caracterizado por
uma linha de costa retilinea, com orientacdo SO-NE sendo em muitos pontos recobertos por
extensos campos de dunas, os quais progradam sobre banhados e um conjunto de lagoas e
lagunas costeiras. (VILLWOCK, 1984). De caracteristica arenosa, as praias sofrem forte acdo
dos ventos, principalmente do vento nordeste, no verdo, e do vento norte e sul, alternados, no
inverno. O litoral tem a influéncia de duas principais correntes. No verdo, a Corrente do Brasil
traz 4guas quentes vindas do norte e a temperatura varia entre 20 e 24°C. No inverno,
predomina a Corrente das Malvinas que traz aguas mais frias (entre 13 e 18°C) do sul. As
aguas trazidas pela Corrente das Malvinas sdo conhecidas pela alta quantidade de nutrientes e
produtividade, o que atrai muitas espécies de animais inclusive de aves marinhas (VOOREN e
FERNANDES, 1989).
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Figura 3: Imagem do Rio Grande do Sul. Em detalhe as fronteiras do Estado.
FONTE: Adaptado de Google Mapas, 2011.

2.2 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras deste estudo foram obtidas através de duas maneiras: do empréstimo de
tecido dos animais recebidos pelo CERAM (Centro de Reabilitagdo de Fauna Marinha e
Silvestre), situado no CECLIMAR (Centro de Estudos Costeiros, Limnoldgicos e Marinhos) e
por monitoramentos de praia realizados pelo Grupo de Estudos de Mamiferos Aquéticos do
Rio Grande do Sul (GEMARS), que coletava o tecido de animais encontrados mortos no
litoral do Rio Grande do Sul. Foram realizados monitoramentos mensais, nos anos de 2009 a
2011, totalizando 25 monitoramentos a partir do municipio de Torres até o municipio de
Mostardas (Figura 4). Utilizou-se veiculo motorizado a velocidade média de 25 km/h que
percorria a orla da praia. Sempre que algum animal foi avistado, fez-se uma pausa para
recolhimento das amostras.

As amostras coletadas foram preservadas em etanol absoluto para posteriores trabalhos
em laboratdrio. No total, foram colhidas e analisadas 38 amostras de tecido muscular do peito
ou membrana interdigital.
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-~ Teorres

5 /Mostardas
/

Figura 4. Area percorrida pelos monitoramentos nos anos de 2009 a 2011.
FONTE: Adaptado de Google Mapas, 2011.

2.3 METODOS DE LABORATORIO

2.3.1 Necropsia

As necropsias foram realizadas no CECLIMAR e o0s espécimes de C. diomedea
encontravam-se congelados em freezeres do CERAM. Antes do inicio da necropsia o
individuo era medido e fotografado. Adicionalmente foi realizada incisdo na altura do esterno,
para coleta de tecido muscular do peito e de 6rgdos para analises relacionadas a outros
projetos. Quando identificadas, as gbnadas foram utilizadas para a determinagdo do sexo
(Figura 5).

Ap0s a necropsia, 0 esqueleto de cada espécime foi tombado na Cole¢do Didatica de
Vertebrados do CECLIMAR.
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Figura 5. GOnadas de Calonectris diomedea. A: Ovario de fémea necropsiada. B: Testiculos de macho
necropsiado (setas).
FONTE: Arquivo CERAM, 2011.

2.3.2 Extragao e amplificagdo de DNA

O material coletado foi analisado no Laboratorio de Biologia Gendmica e Molecular
da Pontificia Universidade Catélica (PUC) de Porto Alegre e no Laboratdrio de Citogenética e
Evolucdo do Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). O processo de extracdo de DNA foi realizado na PUC, entretanto a determinacédo
do sexo foi feita na UFRGS.

A extracdo do DNA se deu de trés maneiras. As primeiras 30 amostras foram extraidas
conforme protocolo do kit DNeasy Tissue Kit (Anexo 1). Foi também utilizado o protocolo de
extracdo com fenol-cloroformio (Anexo 2). As Ultimas extragbes foram feitas segundo
protocolo especifico usado no laboratério da UFRGS que utilizava CTAB (Anexo 3).

A etapa de determinagdo do sexo foi realizada na UFRGS. As amostras analisadas
utilizaram os primers 2550F e 2718R (FRIDOLFSSON E ELLEGREN, 1999). Apds passar
pelo processo de amplificacdo, o DNA foi colocado em gel de acrilamida 6% e submetido a
corrente elétrica (35mA por 1h45min). Como resultado, obteve-se a formacéo das bandas que
indicam o sexo. Espera-se uma Unica banda representando macho e duas representando fémea
(Figura 6).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguiu procedimento padrdo do laboratorio
utilizado para amplificagdo dos genes sexuais de aves. O protocolo é: 5 minutos a 94°C,
seguido de 29 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, 46°C por 1 minuto, uma extensdo
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de 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 5 minutos. O DNA de cada amostra foi
quantificado através de Espectrofotdmetro e diluices foram feitas até obter-se a quantidade
de 25 ng/pL de DNA.

Gene CHD-Z
(600 pb)

Gene CHD-W
(450 pb)

Figura 6. As setas indicam a amplificacdo dos genes CHD-Z (600 pb), no cromossomo Z e CHD-W (450 pb), no
cromossomo W. A presenca de duas bandas determina fémea (1, 3 e 4). Uma banda representa macho (2).
FONTE: Autora, 2011.
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3 RESULTADOS

No total, foram amostrados 38 individuos da espécie Calonectris diomedea, coletados
no litoral do Rio Grande do Sul entre os anos de 2009 e 2011. Dentre estes, 19 apresentaram
falha na amplificacdo dos genes, ndo sendo possivel determinar o sexo. Provavelmente a
qualidade da amostra influenciou este resultado, ja que alguns espécimes foram coletados ja
em alto grau de decomposicéo, ou seja, com 0 DNA muito degradado.

Foi possivel a determinacdo do sexo em 19 individuos, representando 50% da amostra.
Destes, 11 (57,8%) foram classificados como machos e 8 (42,2%) como fémeas. Este
resultado representa uma razdo sexual de 1,375 machos: 1 fémea na amostra. Entretanto, dado
0 pequeno tamanho amostral ndo é possivel afirmar se essa proporgdo entre os sexos desvia da
esperada (1:1).

Tanto machos quanto fémeas foram encontrados nos meses esperados para esta
espécie (dezembro a maio). Evidenciou-se maior nimero de machos encontrados no més de
maio (n=5) em detrimento de fémeas (n=1). Fémeas foram mais comuns entre oS meses de
dezembro a abril, sendo apenas uma encontrada no més de maio. Todavia, como dito
anteriormente, o nimero amostral € muito baixo, ndo sendo possivel afirmar que seja uma
freqliéncia dentro da espécie.

Um total de 25 monitoramentos foi realizado, onde em alguns meses nenhum
exemplar de C. diomedea foi encontrado. A Tabela 1 mostra 0 nimero de individuos

encontrados em cada més e quantos puderam ter o sexo determinado.

Tabela 1. Tabela mostrando o nimero de individuos encontrados em cada més de monitoramento (continua).

Numero de Fémeas
Més o Machos sexados
individuos sexadas
fev-09 1 0 1
Margo a novembro/
0 0 0
2009
dez-09 3 1 2
jan-10 1 1 0
fev-10 0 0 0
mar-10 2 1 1
abr-10 1 0 1
mai-10 25 5 1



Conclusdo

NUmero de Fémeas
Més o Machos sexados

individuos sexadas

junho a outubro/ 2010 0 0 0

nov-10 2 0 2

dez-10 1 1 0

jan-11 1 1 0

fev-11 1 1 0

FONTE: Autora, 2011
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4 DISCUSSAO

4.1 A PRESENCA DA ESPECIE NO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

A migracdo é uma atividade extremamente importante na vida das aves marinhas. Elas
atravessam milhares de quilémetros entre as areas de reproducdo e alimentacdo duas vezes
por ano. Os célculos da migracdo devem levar em conta 0s gastos em relagdo ao tempo e
distdncia. Nesse sentido, as aves migratorias utilizam as correntes de ventos para otimizar
suas viagens. As vezes uma rota mais curta pode apresentar ventos desfavoraveis, enquanto
que uma viagem mais longa pode gerar um menor custo de energia por contar com o auxilio
dos ventos. Gonzélez-Solis et al. (2009) demonstraram que C. diomedea perfaz uma rota
migratoria das llhas Canérias a Corrente de Benguela um pouco maior do que se esperaria em
funcdo do menor custo energético que tal rota lhe proporciona. Também registraram que
apesar das rotas pelo centro do Atlantico serem mais curtas sdo evitadas, pois apresentam
aguas oligotroficas e pobres em peixes e cefalopodes epipelagicos. As rotas utilizadas séo as
gue passam mais perto da costa do Brasil. Nos meses em que essa espécie costuma aparecer
na costa do Rio Grande do Sul, a Corrente das Malvinas (com aguas mais frias) encontra-se
deslocada mais ao sul desta regido (Figura 8), o que poderia explicar a sua presenca no estado
e até a Argentina. Sabe-se que esta corrente apresenta aguas com uma riqueza muito alta de
nutrientes, podendo ser o motivo pelo qual os espécimes escolhem perfazer esta rota.
(VOOREN e FERNANDES, 1989).

[ C;’EClePE - TSM NOAA 17 mnum D0NZ 02227 NATZ  1ase

CPTEC/INPE - TSM NOAA 7 @@Bp 20091205 moomz msw 1

Figura 8. Imagens do Satélite NOAA 17 referentes a Temperatura Superficial do Mar indicando a Corrente das
Malvinas. c: novembro, d: dezembro.
Fonte: Extraido e modificado de Nunes, 2010.
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4.2 RAZAO SEXUAL

A razdo sexual assimétrica tem se mostrado comum em Procelariiformes. Em estudo
com albatrozes e petréis, essa assimetria mostrou-se evidente, entretanto dependente das
caracteristicas das espécies analisadas. 1sso pode ser devido a distribuicdo diferencial entre os
sexos no mar imposta pela hierarquia do macho, ou pela agressividade, dependendo da
espécie (BUGONI, GRIFFITHS E FURNESS, 2010).

Adicionalmente, os autores acima citados, concordam com afirmacdo de que o
dimorfismo sexual pode influenciar a proporcéo sexual assimétrica. Neste sentido, espécies
com maior dimorfismo sexual apresentam maior diferenca entre o nimero de machos e
fémeas nas areas pos-reprodutivas. As espécies mais similares morfologicamente tendem a
apresentar uma razao sexual mais préxima de 1:1.

Em estudo sobre a migracdo da espécie C. leucomelas, Takahashi et al. (2008)
relataram a diferenca entre os sexos na época da dispersdo da col6nia reprodutiva apds
acasalamento. Os autores mostraram que fémeas dispersavam antes dos machos. Também que
possivelmente o que poderia determinar os lugares de migracao é a busca por alimento. Estas
duas observacbes podem representar uma estratégia das fémeas para compensar as possiveis
desvantagens na competicdo com machos nas areas de forrageamento. A partir disso, poderia-
se explicar a presenca de fémeas nos meses de dezembro a abril no estado através da hip6tese
de um possivel deslocamento causado pela competicdo com machos na regido em que se
encontra a Corrente das Malvinas, ou seja, mais ao sul do Rio Grande do Sul. Sabe-se que
essa corrente tem alta riqueza de nutrientes que atrai muitas espécies de aves e € sazonal na
regido do estudo. Ela é a corrente predominante nos meses de inverno, porém perde forga nos
meses de verdo, ficando na regido do Uruguai e Argentina (VOOREN e FERNANDES,
1989). E na época de verdo que a espécie costuma aparecer e onde foram encontradas mais
fémeas, apesar de no total da amostra serem em baixo nimero.

Jouanin et al. (2001) estudaram o periodo da pré-postura em C. diomedea e relataram
gue fémeas ficam mais tempo ausentes das ilhas reprodutivas, provavelmente forrageando
devido ao gasto energético da ovipostura. Elas precisam ter um peso maior do que o de épocas
ndo reprodutivas para evitar uma queda letal na época do jejum imposto por este periodo. Os
machos ficam menos tempo ausentes, porém chegam apds as fémeas nas ilhas de reproducao,

praticamente na época em que se inicia a temporada reprodutiva. Possivelmente, é nesta época
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que as fémeas fazem efetivamente suas reservas, aproveitando a auséncia dos machos para
cacarem presas maiores. A chegada tardia dos machos pode ser o resultado da saida, também
tardia, de areas de forrageio como o Rio Grande do Sul, explicando a maior presenca de
machos no més de maio (més que inicia a temporada reprodutiva) encontrada neste estudo,

embora 0 nUmero amostral possa nao representar a realidade.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo teve seu objetivo atingido ao alcancar a determinagdo do sexo de
parte dos espécimes encontrados mortos no litoral do Rio Grande do Sul. Esta informag&o
contribui para o conhecimento a respeito dos padrGes da espécie durante épocas néo
reprodutivas em areas de forrageio.

Os resultados aqui apresentados se referem a uma amostragem bastante pequena.
Apesar de embasados na literatura cientifica atual, as questfes aqui levantadas a respeito da
proporcéo sexual dos individuos de C. diomedea na costa do Rio Grande do Sul sdo apenas
hipdteses. Neste sentido, futuros estudos sobre a espécie na costa do Brasil que tratem do
comportamento, da biologia, dos padrdes de migracdo e das rotas utilizadas pelos individuos
precisam ser realizados.

Com este trabalho espera-se despertar maior interesse na investigacdo dos habitos
gerais de Calonectris diomedea na costa do Rio Grande do Sul visto a pouca informacéo que

se tem da espécie na regio.
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de Extracdo de DNA de tecidos por DNeasy and tissue Kit

I. Antes do inicio da extrag&o:

1. Verificar se os tampdes ATL e AL tém precipitados. Se tiver, incuba-los a 56°C até os
precipitados dissolverem.

2. Tampbes AW; e AW, sdo concentrados. Adicionar quantidade apropriada de etanol
(96-100%).

3. Preparar banho de agitagcdo a 55°C para usar no passo 2 e um banho a 70°C para usar

no passo 3.

Il. Passos:

1. Cortar 20-25mg de tecido em pequenos pedacos (ou triturar com nitrogénio
liquido) e colocar em tubo de 1,5 mL e adicionar 180puL de tampdo ATL.

2. Adicionar 20 pL de proteinase K, misturar por vértex (5-10 segundos) e
incubar a 56°C até o tecido ser completamente lisado. Vorteczar ocasionalmente durante a
incubacdo para dispersar a amostra ou colocar num banho de agitacdo ou no shaker (1-3
horas). Tempo de lise varia dependendo do tipo, idade e quantidade de tecido sendo
processado. A lise é usualmente completa em 1-3 h ou 6-8 h, mas melhores resultados seréo
obtidos depois de lise overnight.

Obs: O lisado néo deve parecer gelatinoso.

Opcional: Adicionar 4 pL de RNase A (100 mg/mL), misturar por vortex e incubar por 5
minutos em temperatura ambiente (15-20°C).

3. Vorteczar por 15 segundos. Adicionar 200 pL de tampdo AL a amostra,
misturar completamente por vortex.

Obs: A amostra e o tampéo devem ser misturados imediatamente para produzir uma solugéo
homogénea. Um precipitado branco deve se formar na adicdo do tampdo AL, o qual se
dissolvera durante a incubagdo em 70°C.

4. Adicionar 200 pL de etanol (96-100%) a amostra e misturar completamente
por vortex.

Obs: Um precipitado branco deve se formar. E essencial aplicar todo o precipitado ao DNeasy

mini spin collumn.
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5. Pipetar a mistura do passo 4 para dentro do DNeasy mini spin column colocado
em um tubo de colecdo (colection tube) de 2mL fornecido. Centrifugar em 8000 RPM por 1
minuto. Descartar o tubo de colecdo com o fluxo passado.

6. Colocar o DNeasy mini spin column em um novo tubo de colecdo, adicionar
500uL de tampdo AW;1, e centrifugar por 1 minuto (8000 RPM). Descartar o tubo de colegéo
com o fluxo passado.

7. Colocar o DNeasy mini spin column em um tubo de colecdo de 2mL
(fornecido), adicionar 500 pL de tamp&o AW, e centrifugar por 3 minutos (14000 RPM) para
secar a membrana DNeasy. Descartar o tubo de cole¢do com o fluxo passado.

Obs: Essa centrifugacdo garante que nenhum etanol residual sera carregado durante a eluicdo.
Muito cuidado para remover o DNeasy mini spin column para ndo entrar em contato com o
fluxo passado.

8. Colocar o DNeasy mini spin column em um tubo de 1,5 ou 2 mL (ndo
fornecido no kit) e pipetar 200 pL de tampdo AE diretamente na membrana DNeasy. Incubar
em temperatura ambiente por 1 minuto e entdo centrifugar por 1 minuto (8000 RPM) para
eluir.

Obs: Eluicdo com 100 pL (ao invés de 200 pL) aumenta a concentracdo final de DNA, mas
diminui o produto de DNA total.

Q. Repetir eluicdo uma vez como descrito no passo 8.

Obs: Um novo tubo deve ser usado para a segunda eluicdo para evitar diluicdo do primeiro
eluido. Alternativamente, o tubo do passo 8 pode ser usado para a segunda eluicéo.

Anexo 2: Protocolo de extracdo de DNA (modificado) com fenol-cloférmio

1 Colocar picado de 20 mg de tecido em um tubo de 1,5 mL.

2 Adicionar 430 pL de tampao de lise STE.

3. Adicionar 22,5 pL de proteinase K (20 mg/mL).

4 Incubar a 65°C por 3 horas ou até digerir o tecido (com agitacdo 200 RPM).

5 Desproteinizar com uma mistura de um volume (450 pL) de fenol-cloroférmio (3:1) e
centrifugar por 10 minutos (14000 RPM).

Fenol-cloroformio (3:1)
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75% Fenol = 337,5 pL
25% Cloroformio = 112,5 uL

Cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)

6.
7.

RPM).

8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.

Transferir sobrenadante para outro tubo de 1,5 mL (descartar fundo).

Adicionar um volume (450 uL) de cloroférmio e centrifugar por 10 minutos (14000

Transferir sobrenadante para outro tubo de 1,5 mL (descartar fundo).
Adicionar um volume (450 pL) de isopropanol gelado.

Incubar a -20°C por 30 minutos (freezer).

Centrifugar por 10 minutos (14000 RPM).

Inverter e secar (banho seco a 55°C — low).

Ressuspender em 50 pL de agua mili-Q.

Deixar ressuspendendo sobre a bancada ou em geladeira (overnight).

Anexo 3: Protocolo de extracdo de DNA — CTAB

|. Extracéo:

1.

2
3.
4

1
2
3.
4

Colocar o tecido em um tubo de 1,5 mL.
Adicionar 500 pL de CTAB.
Adicionar 15 pL de proteinase K.

Incubar em banho-maria a 60°C overnight.

I. Limpeza:

Adicionar cloroférmio-alcool isoamil (24:1) em um volume igual ao do CTAB.
Inverter o tubo gentilmente por 2 minutos.

Centrifugar por 10 minutos a 15000 RPM.

Transferir o sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL previamente identificado,

quantificando o volume de sobrenadante retirado.

I11. Precipitag&o:
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1. Adicionar 2/3 do volume de etanol absoluto ao sobrenadante em cada tubo (por
exemplo, se foi retirado 450 pL de sobrenadante, adicionar 300 pL de etanol).

2. Deixar precipitando 1 hora a -20°C ou overnight.

IV. Lavagem:

1. Centrifugar por 10 minutos a 15000 RPM.
2 Descartar gentilmente o sobrenadante.

3 Adicionar 500 pL de etanol 70%.

4. Centrifugar por 10 minutos a 15000 RPM.
5

Descartar gentilmente o sobrenadante.

V. Secagem:

1. Deixar os tubos abertos sobre o papel toalha a temperatura ambiente para o precipitado de
DNA secar.

2. Quando o pellet estiver seco, adicionar 100 uL de TE 1x.

3. Incubar os tubos na estufa a 60°C por no minimo 20 minutos para completa eluicdo do
DNA.



