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RESUMO

O pinguim-antarticoRygoscelis antarcticQdem suas populacdes distribuidas principalmente
nas llhas Sandwich do Sul, Georgia do Sul e Shidlalo Sul e na regido da Peninsula
Antartica. Algumas de suas caracteristicas sdaxm lsdmorfismo sexual, a monogamia e o
comportamento filopatrico. Esta tese tem como olgst 1) quantificar o dimorfismo sexual
através de medidas morfolégicas, testar uma fud¢gmiminante e avaliar o dimorfismo
sexual entre duas areas de reproducao distantes (Rei George e Elefante, Shetlands do
Sul); 2) caracterizar a distribuicdo espacial daabididade genética populacional entre
colbnias de reproducéo nas llhas Rei George eriefatravés de marcador mitocondrial. Na
avaliacdo do dimorfismo sexual de tamanho, atradéscaracteres morfologicos, foi
encontrado que machos sdo 6 a 9,4% maiores quénssas$ e a equacao discriminante
formulada classifica corretamente 80,6% das ave®o Fbi encontrada diferenca no
dimorfismo sexual entre as colonias de reprodugdolitas Rei George e Elefante. Mesmo
sendo uma alternativa na determinacdo sexual, ws;@gs discriminantes devem ser usadas
com cautela em locais diferentes do que foram mmidds por causa dos erros de
classificagcdo. Quando equacgdes discriminantes ltlas Deception e Rei George foram
testadas para os dados da llha Elefante, obteapaeas 67,7% e 71% de acerto. Desta
forma, a abordagem molecular é uma opc¢ao eficieateesolucdo de duvidas relacionadas a
sexagem. Quanto a variabilidade genética com usomdecador mitocondrial, foram
encontrados 38 haplotipos para 61 individuos aadis, sendo apenas dois compartilhados
nas colonias e todos os demais sao exclusivosaloses dd-st e da AMOVA revelam que a
divergéncia entre as populagfes € baixa e que@imdn variacdo genética (98,3%) ocorreu
dentro das populagbes. Isso poderia ser justifigaoio um alto fluxo génico entre as
populacdes, mas nao corrobora com o comportaméofatirico da espécie. Os testes de
neutralidade e de expansdo demogréfica apontanupaavolucdo neutra e possibilidade de
expansao, que ocorreu ha mais de dois milhdesafeatras e no ultimo um milh&o de anos o
tamanho efetivo populacional manteve-se const@deaesultados ressaltam a ocorréncia de
uma expansao populacional a partir de uma popul@gieeticamente homogénea e a
manutencdo do tamanho efetivo em longa escalantigot@ode ter amplamente contribuido
para a falta de estruturacdo genética entre amiasléecentes de pinguim-antértico.

Palavras-chave: Pinguim-antartico. Medidas morfoiced. Sexagem molecular. DNA

mitocondrial. Genética de populacgdes.



ABSTRACT

Chinstrap penguinRygoscelis antarcticgshas their populations distributed mainly in South
Sandwich, South Georgia and South Shetlands Islaant$ the Antarctic Peninsula. This
specie presents low sexual dimorphism, monogamyphaidpatric behavior. This thesis aims
to: 1) to evaluate sexual dimorphism among malesf@amales and among two breeding areas
(King George and Elephant Islands) using morphcklgicharacters and to obtain a
discriminant function based on the characterslikat identify the sex of Chinstrap penguins;
2) to determine the spatial structuring of popolatigenetic variation among breeding
colonies at King George and Elephant Islands, usmigchondrial control region. In the
assessment of sexual dimorphism using morphologlwiacters, were found that males were
6 to 9.4% larger than females and discriminant egadormulated correctly classifies 80.6%
of the birds. There was no difference in sexualadphism between the breeding colonies of
King George and Elephant Islands. However, theridmscant function should be used with
caution in different locations than are producecdose penguins may be misclassified. When
discriminant equations from Deception and King @eotslands were tested for Elephant
Island data, we obtained only 67.7% and 71% acguithere there is doubt in the field, it
would be interesting to apply molecular sexing teghe. For genetic variability using
mitochondrial control region, were found 38 happay for 61 individuals analyzed, only two
were shared in the colonies and all others areusixd. Fst and AMOVA values revealed
that the divergence between populations is low twad most of genetic variation (98.3%)
occurred within populations. This could be expldibg a high gene flow among populations,
but does not corroborate with the philopatric bétvawof this specie. The neutrality tests and
Mismatch distributionpoint to a neutral evolution and possibility ofpaxsion, which
occurred more 2 Mya and the last 1 Mya, the effegbiopulation size remained constant. The
results show the occurrence of a population expanfiom a genetically homogeneous
population and maintenance of effective size irgltme scale can have widely contributed

to the lack of genetic structuring among the curoatonies of Chinstrap penguin.

Keywords: Chinstrap penguin. Morphometric measurgme Molecular sexing.
Mithocondrial DNA. Genetic population.
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APRESENTACAO

Os capitulos desta tese de doutorado estdo ordasizam forma de artigos
cientificos, com o objetivo de sistematiza-los cdexendo as regras estabelecidas aos autores
do periodico Antarctic Science minimizando o tenppoa publicacdo dos resultados obtidos.
Primeiramente, apresento uma introducdo geral sabrpinguim-antartico Rygoscelis
antarcticu3 encontrado no ecossistema Antartico, destacanftrmacdes bioldgicas e
ecologicas da espécie. Em seguida, o desenvoltonters capitulos componentes da tese, e
ao final, uma conclusdo geral envolvendo a relat@® principais ideias de cada um dos
capitulos.

O primeiro capitulo é intituladoSexual Dimorphism in Pygoscelis antarcticus
Molecular Sexing and Discriminant Functions in the South Shetland Islands,
Antarctica”. Este tem como objetivos identificar o sexo dalax$ reprodutores de pinguim-
antartico através de abordagem molecular, avaliandbmorfismo sexual de tamanho e
usando-se 0s principais caracteres morfométricos farmulacdo de uma equacgao
discriminante. Além disso, avaliar o dimorfismo saixentre as llhas Rei George e Elefante,
testando a validacdo de funcdes discriminanteg &sigo foi submetido para o periddico
Antarctic Science.

O segundo capitulo tem como titul&vidéncias de expansdo populacional na
historia evolutiva do pinguim-antartico, Pygoscelis antarcticysllhas Shetland do Sul,
Antartica” . O principal objetivo é caracterizar distribuigggpacial da variabilidade genética
populacional entre colénias de reproducdo do pmeantartico utilizando-se um segmento
da regido D-Loop do DNA mitocondrial, testando potése de estruturacdo em decorréncia

da auséncia de fluxo génico entre as areas dedwgito.
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1. INTRODUCAO GERAL

A familia Spheniscidae € formada por 18 espéciepidguins que possuem uma
estrutura corporal similar, com uma grande varieddd aspectos relacionados a biologia
reprodutiva: reproduzem desde ambientes desértitoggélidos do Continente Antértico
(STONEHOUSE, 1975; WILLIAMS, 1995). Uma das setpéeses que reproduzem ao sul do
paralelo 60° é o pinguim-antarticBygoscelis antarcticyso menor pinguim em relacédo as
outras duas espécies do géndétogdeliaee P. papud com 68-75 cm de altura e 4,1-6,2 kg
de massa média, para adultos (STONEHOUSE, 1975,LMMNS, 1995). Assim como
outras espécies de pinguins, ndo apresenta dimorfsexual de plumagem, apenas 0s
machos sdo um pouco maiores que as fémeas (AMAI.,et993; BERTELLOTTI et al.,
2002; POLITO et al.,, 2012; VALENZUELA-GUERRA et al2013; ZAVALAGA e
PAREDES, 1997).

O comportamento reprodutivo apresenta um cicloaswelve a auséncia do pinguim-
antartico dos locais de reproducdo entre maio erdeb de cada ano (inverno austral) e
retorno para os mesmos entre final de setembrac® ide novembro (primavera austral)
(CONROY et al; 1975a; JABLONSKI, 1986; LUMPE e WHNGER, 2000;
TRIVELPIECE e VOLKMAN, 1979; WILLIAMS, 1995). Sobra maturidade sexual da
espécie pouco é conhecido, mas juvenis retornaotbaia natal para a segunda muda e aos
dois anos ja formam pares (WILLIAMS, 1995). Em idadprodutiva, os casais de pinguins
se organizam em grupos distintos chamados de eslogue podem ainda estar subdivididos
em grupos de nidificacdo (JABLONSKI, 1984a; MULLEGHWARZE e MULLER-
SCHWARZE, 1975; TRIVELPIECE e VOLKMAN, 1979). O tamho das colonias varia de
poucas dezenas até milhares de ninhos que estaatdssentre si entorno de 86,4 cm e séo
construidos principalmente com pequenos seixos,preenem areas livres de gelo
(JABLONSKI, 1984b; MORENO et al., 1995; MULLER-SCHMRZE e MULLER-
SCHWARZE, 1975). As colbnias de reproducdo podenmnsstas, ou seja. antarcticus
pode reproduzir nas mesmas areas utilizadasPp@deliaece P. papua mas o pinguim-
antartico chega duas a quatro semanas mais tai@dROY et al., 1975b; MULLER-
SCHWARZE e MULLER-SCHWARZE, 1975; TRIVELPIECE e V@&MAN, 1979;
STONEHOUSE, 1975). A incubacdo de um ou dois ownsrte 33-35 dias conta com a
participacdo de ambos os individuos do casal, gudtsrnam em periodos iniciais de 5 a 10
dias e depois por periodos mais curtos. A eclosdor® no final de dezembro e inicio de

janeiro, e como o filhote é nidiculo, ha a necesfiddo cuidado parental em toda a fase de
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guarda até a entrada da creche por volta dos 3Qdia&ida. Durante o periodo de guarda, os
adultos revezam-se em turnos de 12-24 horas padadoue alimentagao dos filhotes. A
formacdo da creche inicia quando ambos os adudtodorragear para garantir o suprimento
necessario para o filhote atingir o tamanho de duit@a e realizar a troca da penugem pelas
penas definitivas. Na creche, acontece o desmatashainhos e pequenos grupos de filhotes
se juntam, sendo entéo cuidados por alguns adyltese revezam na colbnia. Esse periodo
perdura entre 50 e 60 dias e os filhotes aindab@®ntados por seus pais, em intervalos de
um até alguns dias. Ao final da creche, entre aadeetle fevereiro e inicio de marco, os
adultos comecam a ausentar-se das colbnias dedug@m e vao para 0 mar para garantir a
sua propria reserva de energia para o periodo de gue se aproxima com o final da estacao
reprodutiva. O processo de muda dura por volta&lelids, e dessa forma os jovens sao
incentivados a partir para o0 mar (CONROY et al.75e9b; CROXALL e DAVIS, 1999;
CROXALL e FURSE, 1980; TRIVELPIECE e TRIVELPIECEQ990; TRIVELPIECE e
VOLKMAN, 1979; TRIVELPIECE et al., 1987; WILLIAMS1995). Durante o inverno, o
pinguim-antartico permanece em alto mar, proxintegido de convergéncia antartica, mas
nao associados ao gelo marinho conf®. adeliae(FRASER et al., 1992; TRIVELPIECE et
al., 1990; TRIVELPIECE et al., 2007).

Este ciclo reprodutivo sincronizado é acompanhaslonditas atividades predatorias
que podem ser observadas no entorno das coléni@peliucdo do pinguim-antartico. Entre
seus principais predadores estd a skua-sub-aatd8tercorarius lonnbergj que possui
preferéncia em defender seu territorio proximo aérsas de pinguins, onde obtém seu
recurso alimentar (ovos, filhotes, carcacgas) dinetste da colénia (PIETZ, 1987). Individuos
de skua-sub-antéartica podem ser observados coméfie@ na periferia das colbnias de
pinguim-antartico em busca de individuos vulnemvéadultos e filhotes feridos e
debilitados) e/ou ovos e filhotes abandonados dait@as (MORENO et al., 1998; PIETZ,
1987). A foca-leopardoHydrurga leptonyk leva e ataca suas presas na agua e parece ter
preferéncia em alimentar-se onde podem ser endastraolonias maiores de pinguins
(colénias com dezenas de milhares de pares remredlit onde com muita frequéncia séo
observados pinguins feridos retornando do mar (COXRet al., 1975b; MULLER-
SCHWARZE e MULLER-SCHWARZE, 1975).

As populagfes do pinguim-antartico tém distribuicgoumpolar e os oito milhdes de
individuos estimados estéo distribuidos principat@enas llhas Sandwich do Sul, Orkneys
do Sul e Shetlands do Sul e também na Peninsubatisat (BIRDLIFE INTERNATIONAL,
2013; TRIVELPIECE e TRIVELPIECE, 1990). Nas llhakeBand do Sul é a espécie de
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pinguim mais numerosa (HARRIS, 2006). Nas llhas George e Elefante, que fazem parte
do Arquipélago das Shetlands do Sul, o pinguimstiotépode ser encontrado em col6nias de
reproducéo proximas d& adeliaee P. papua(JABLONSKI, 1980; PETRY, 1994; SANDER
et al., 2007a; TRIVELPIECE e TRIVELPIECE, 1990; YEILPIECE et al., 1987). Em
relacdo ao estado de conservacdo e ameacas, aeespédassificada como pouco
preocupante, com tendéncia de crescimento popukgiesitivo (IUCN, 2013).

O principal recurso alimentar do pinguim-antart€oa Euphasia superbdkrill-
antartico) adulto, com cerca de 45 mm de comprimd@ROXALL e FURSE, 1980;
MILLER e TRIVELPIECE, 2007; TRIVELPIECE et al., 109 VOLKMAN et al., 1980;
WARREN et al.,, 2009). Em anos com a diminuicdo @gahibilidade de krill-antartico,
observou-se que o0 pinguim-antartico tem mudado © eemportamento alimentar
consumindo maior quantidade de peixes mictofidat&sn de adotar outras estratégias de
forrageio (LYNNES et al., 2002; MILLER e TRIVELPIBEE; 2008). E um mergulhador raso,
a maioria dos individuos pesca entre 10 e 40 mratmdidade, alimentando-se em aguas
marinhas proximas das colénias de reproducéao, rdist@ncia média de 30 km do local de
reproducdo (CROXALL e LISHMAN, 1990; LYNNES et aRp02; MILLER et al., 2010;
MILLER e TRIVELPIECE, 2008; TRIVELPIECE et al., 188TRIVELPIECE et al., 1987,
WILLIAMS, 1995).

Através de estudos com anilhamento, foi observado ajpinguim-antartico € uma
espécie filopatrica, ou seja, maioria dos indiviltetorna para o mesmo local de reproducéao
em sucessivas estacdes reprodutivas (AINLEY et 4B95; TRIVELPIECE e
TRIVELPIECE, 1990; WILLIAMS, 1995). Além disso, éamogamico e isso implica sobre o
esforco do cuidado biparental para a criacdo dbwtéis (MORENO et al.,, 2000;
TRIVELPIECE e TRIVELPIECE, 1990; WILLIAMS, 1995). partir dessas caracteristicas
da espécie, espera-se que ocorra a manutencaandoh@a populacional quando a razao
sexual nas colbnias de reprodugéo for 1:1 e quarslecesso reprodutivo for igual a um. No
entanto, o que se observa € uma flutuacdo popuoklcim longo dos anos em col6nias onde
ocorre 0 monitoramento da espécie em ilhas do Aé&@go das Shetlands do Sul e na
Peninsula Antartica (Tabela 1). Alteracbes demamaftambém acontecem com muitas
outras populacbes de aves antarticas ou subaatdafWOEHLER e CROXALL, 1997).
Diversas condi¢cdes podem influenciar a variagadadmanho populacional nas coldnias de
reproducdo do pinguim-antartico, sendo bastantutiiias na literatura: ocupacéo de novas
areas de reproducdo em areas livres de gelo (CONRIOY5; JABLONSKI, 1984a);

competicdo por alimento e, portanto, disponibilelaths presas na época reprodutiva e
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durante o inverno (AGUIRRE, 1995; CARLINI et alQ@®; CONROQY, 1975; FRASER et
al., 1992); o esfor¢o parental no suprimento altareaos filhotes em periodo de escassez de
presas (CROLL et al., 2006); mortalidade de jovdurante o inverno (HINKE et al., 2007);
sucesso reprodutivo (BARBOSA et al., 1997; FARGALEDal., 2004; MORENO et al.,
1995); influéncias indiretas pelas mudancas clicaadt(CARLINI et al., 2009; FORCADA et
al., 2006; HINKE et al., 2007; KORCZAK-ABSHIRE, 20}t qualidade do cuidado parental
(BELLIURE et al. 1999; LEON et al. 1998); predag®@OSTA e ALVES 2007; MORENO

et al. 1997) e atividades antropicas (BARBOSA et 20112; CHWEDORZEWSKA e
KORCZAK 2010; IAATO 2009; MARTIN et al. 2004).

Essa dinamica populacional com eventos de aumeow reducdo do tamanho
populacional nos diferentes locais de reproducapidguim-antartico nas Shetlands do Sul
pode afetar a variabilidade genética da espéclmetmo por se considerada uma espécie
filopatrica (FRANKHAM, 1995; KORZAK-ABSHIRE et al.2012; WILLIAMS, 1995). O
sucesso reprodutivo, o tamanho populacional, adaxendogamia e desvio da razdo sexual
podem influenciar o tamanho efetivo da populacadargo prazo, de forma que implicam
no namero de filhotes que retornardo as colénitsspara a reproducdo, causando efeitos
sobre os parametros demograficos (CARLINI et 092 DANTAS, 2007; FRANKHAM,
1995). A perda da variabilidade genética nas pgpeks geralmente associa-se a reducdo do
sucesso reprodutivo e/ou mudangas de comportamentpse poderia ser uma hipétese para
compreender a reducdo populacional das espécipmgeains (KORZAK-ABSHIRE et al.,
2012), mas muito pouco se sabe sobre a diversgiauica populacional d& antarcticus

O estudo da estrutura genética através de marcadooteculares fornece uma
alternativa para estudos comportamentais e de amamento para as espécies de pinguins
que passam a maior parte de sua vida em alto it L(SSSER et al., 2003). Da mesma
forma, sdo Uteis para a solucdo de questbes rédsvanconservacdo das espécies, pois
permitem identificar se as espécies estdo ameadadadincdo através da avaliacdo da perda
de variabilidade, depresséo por endocruzamentgalgsr populacionais e/ou fragmentacao
das populacdes (ROEDER et al., 2002).

Sob todo esse contexto, a presente tese envolvestumloe de caracteristicas
morfoldgicas e genéticas @Rygoscelis antarcticusa Baia do Almirantado (llha Rei George)
e em Stinker Point (llha Elefante), Arquipélago t&trels do Sul, Antértica. A pesquisa de
medidas morfologicas relacionadas com ferramentéecular na identificacdo do sexo
permitiu avaliar se ha diferencas morfologicas amanho corporal do pinguim-antartico

entre as Ilhas Rei George e Elefante. Junto a @ssdiou-se a estruturacdo genética entre as
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col6nias reprodutivas das duas ilhas com o us@giaa controladora do DNA mitocondrial
como marcador molecular de genética populacional.

A Baia do Almirantado € a maior baia localizadacoata sul da Ilha Rei George
(oeste da Peninsula Antartica) e onde se localEstacio Brasileira Comandante Ferraz. E
chamada ASMA N° 1 (Area Antartica EspecialmenteeBeiada) que inclui também a ASPA
128 (Area Antartica Especialmente Protegida) n#acosste da Baia do Almirantado (ASPA
N°. 128 MANAGEMENT PLAN, 2000). Nas areas livres delay ha praias bastante
recortadas alternando geleiras, costdes rochosibmtas (HARRIS et al.,, 2011). Liquens
dominam a area em altitudes superiores a 60 m,a@tguue nas areas mais baixas sao
encontrados musgos e plantas com flores (ASPALRB MANAGEMENT PLAN, 2000).
Stinker Point localiza-se na costa Sudoeste da Hledante, que esta mais ao norte do
Arquipélago das Shetlands do Sul, a aproximadamantb3 km da llha Rei George
(HARRIS et al., 2011). A llha Elefante é formada pmchas sedimentares metamorfoseadas
bastante encobertas por neve ou geleiras (ALLIS@GNMBEH, 1973). Em suas areas livres de
gelo, ha praias estreitas, penhascos ingremegieagedjue adentram no mar, mas ha terrenos
adequados ao desenvolvimento de plantas e pars deeeeproducéo de aves (ALLISON e
SMITH, 1973).

Na ASPA 128 (Baia do Almirantado, llha Rei Georgepm Stinker Point (llha
Elefante) h4 importantes areas para as aves (IBApertant Bird Areas in Antarctica)
classificadas pela BirdLife International e pelon@té Cientifico de Pesquisas Antarticas
(SCAR - Scientific Committee on Antarcti Researatymo IBA Ant066 e IBA Ant071
respectivamente (HARRIS et al., 2011). Com a afledihicdo da importancia dessas areas
para a conservacgao das aves, a presente teseerasagntegrar informacdes sobre aspectos
da biologia do pinguim-antartico que atualmente eftassas para a espécie e também para

essas IBAs.
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Tabela 1: Status de abundéanciaRleantarcticusem alguns locais da Peninsula Antartica,
llhas Orcadas do Sul e Shetland do Sul, Antartica.

Pares
Local reprodutores  Periodo Referéncia
. L. aumento e GONZALES-ZEVALLOS et al., 2013;
Peninsula Antartica reducio 1971 - 2011 WOEHLER e CROXALL, 1997.
Ilhas Orkney do Sul
Laurie 'edUCA0 € 195 1994 WOEHLER e CROXALL, 1997.
aumento
Ilhas Shetland do Sul
. aumento e SHUFORD e SPEAR, 1988; WOEHLER e
Livingston reducio  ~206 =199 cpoxALL, 1997; HINKE et al., 2007.
BARBOSA et al., 1997: BARBOSA et al.,
. aumento e 2012; BO e COPELLO, 2000; MORENO
Deception reducio 1927 72008 o a1’ 1999: SHUFORD e SPEAR, 1988:
WOEHLER, 1993.
3 ILVA et al., 1998; SHUFORD e SPEAR,
Nelson redugdo 1987 - 199%g55. WOEHLER e CROXALL, 1997.
Pinguim educdo 1970 — 200JABLONSKI, 1984a; SANDER et al.
007a.
CIAPUTA e SIERAKOWSKI, 1999:
JABLONSKI,  1984a;  JABLONSKI,
1984b: JABLONSKI, 1986: SANDER et
. aumento e al., 2005; SANDER et al., 2007b;
Rei George reducio 1973720045 FORD e SPEAR, 1988
SIERAKOWSKI, 1991; TRIVELPIECE et
al., 1990; YANEZ et al., 1984; WOEHLER
e CROXALL, 1997.
Seal reducdo e 1990 _ 1992 CROLL et al., 2006.
aumento
. URSE e BRUCE, 1972; PETRY, 1994;
Elefante Reducdao 1971 - ZOIEIUCO etal. 2011,
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2. CAPITULO 1

SEXUAL DIMORPHISM IN Pygoscelis antarcticusdOLECULAR SEXING AND

DISCRIMINANT FUNCTIONS IN THE SOUTH SHETLAND ISLAND S,

ANTARCTICA !
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2.1. Abstract

Chinstrap penguing?/goscelis antarcticyshow little sexual dimorphism, and sexing
by direct observation can be difficult. Through ewmilar technique, we have identified male
and female adults at Stinker Point, Elephant IslaAdtarctica, in the 2010/2011 and
2011/2012 breeding seasons. After the assessmeakoél dimorphism using morphological
characters, we found that males were 6 to 9.4%ltal@n females. From the most significant
morphological measurements, we formulated a diseent function that classified correctly
80.6% of the birds. In addition, we compared ouadm bill length and depth with those in
the literature in order to determine sexual dim@phbetween different breeding locations
and to test the performance of the discriminanttion. There was no diference in the degree
of sexual dimorphism between breeding locationsydwer, the discriminant function should
be used with caution because some penguins mayidodassified. Where there is doubt in
the field, it would be interesting to apply moleanusexing technique.

Keywords: CHD gene, Chinstrap penguin, genetic sexing, naggical sexing.

2.2. Introduction

Chinstrap penguinsP/goscelis antarcticjsare an Antarctic species that breeds during
the austral summer in colonies on ice-free areawast, mainly on Sub-Antarctic islands and
the Antarctic Peninsula. In the South Shetlandnti$a the total breeding population was
estimated to be 1,248,350 pairs (Harris 2006). iAsther penguin species, they show little
sex-linked size and plumage dimorphism, althoughesnare usually bigger than females
(Davis and Speirs 1990; Zavalaga and Paredes 1B&Tellotti et al 2002; Valenzuela-
Guerraet al 2013). Knowing the sex of individuals is essdnf@ measuring several
parameters of interest to the Commission for thes@ovation of Antarctic Marine Living
Resources (CCAMLR) and the Ecosystem Monitoringgham (CEMP). For Chinstrap
penguins, the weight on arrival at the breedingmrpland age-specific annual survival and
recruitment are important population parametersithelve the knowledge of the penguin’s
sex (CCAMLR 2004). Moreover, sex identificationimportant in studies of life history,
ecology, behavior, demography, conservation, amtbéwenary changes.

Many studies determine the sex of penguins usingphwnetric measurements and
discriminant functions (Amagt al 1993; Zavalaga and Paredes 1997; Bertekotél 2002;
Hart et al 2009; Poisbleagt al 2010; Politoet al 2012; Valenzuela-Guerret al 2013).
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However, as is common for philopatric seabirds, ynpenguin species show considerable
geographic variation in body size (Williams 199%)hich makes it difficult to apply
discriminant functions in locations other than whehey were developed. Moreover,
morphometric tests are potentially prone to a biesause males that are unusually small or
late to develop may be scored as females (etaat 2009). Immature penguins have smaller
measurements than adults (Mingwtzal 1998), so immature males may be misclassified as
adult females.

Other methods, such as observing mating behavieralao used; however, they only
involve a small window of the breeding season (@ktti et al 2002). A potential alternative
for accurately sexing penguins is a DNA-based neetihat uses polymerase chain reaction
(PCR) to target CHD1-Z and CHD1-W genes using theqrs P2/P8 (Griffiths and Tiwari
1993; Griffiths 2000). This tool has been broadppléed to birds (except ratite species)
(Griffiths and Tiwari 1993; Griffiths 2000). The BB primer pair gives high concordance
with the results of morphometric sexing, improvihg certainty of sexing birds (Haet al
2009). Although genetic procedures have been appiee some species of penguins
(Costantiniet al 2008; Hartet al 2009; Poisbleawt al. 2010; Valenzuela-Guerrat al
2013), these techniques have only been testediori@ieinstrap penguins (Politt al. 2012).
Another study also investigated the sexual dima@mphin Chinstrap penguins, but only
through the use of a discriminant function (Anedtal. 1993). Moreover, the character of
temporal attendance during incubation has also heead to determine sex in Chinstrap
penguins and other penguins (Williams 1995). Nénedeiss, previous studies showed that
molecular sexing can complement methods based aphology analysis in species with
weak size dimorphism (Genovattal 2003; Jakubas and Wojczulanis 2007; &l 2009;
Calabuiget al 2011).

Our goal was investigate the sexual dimorphismmfradult Chinstrap penguins
through morphological characters and genetic seatrgtinker Point, Elephant Island, South
Shetlands Islands, Antarctica. Second, to obtadisaeriminant equation to find diagnostic
measurements for sex identification for adults dfinStrap penguins. In addition, we
compared the measures with those described byoRxlil (2012) in order to evaluate the
sexual dimorphism between breeding locations anédiothe performance of the discriminant

function.
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2.3. Methods

Chinstrap penguin breeding adults were captureldmygl near their nests at Stinker Point
(Elephant Island) (61° 13’ 20” S; 55° 21’ 36” WHouth Shetland Islands, Antarctic, in the
2010-2011 and 2011-2012 breeding seasons. We neela86r birds (November 2011 and
2012, laying stage) and took blood samples fromfdbé of the penguin. Using calipers, we
took four morphological measurements: bill (culméength (BL), bill depth (BD, taken
through the center of the nostrils), and commissuidth (CW, taken on the base of the bill
where the mandibles join) to an accuracy of 0.1 flpper length (FL) (average of right and
left flippers) we measured with a graduated ruldhe Tsame person conducted all

measurements.

2.3.1. Molecular sexing

Genomic DNA was isolated from blood samples throagstandard phenol/chloroform
technique with digestion by proteinase K. Blood gke® were refrigerated and stored in a
sample bank at Laboratério de Biologia Moleculanjudrsidade do Vale do Rio dos Sinos.
We amplified the CHD region of the sex chromosolmg®#CR using the primers P2 and P8
(Griffiths and Tiwari 1993; Griffiths 2000). We theanalyzed the PCR products by
electrophoresis in 3% agarose gels stained witidiath bromide and visualized under UV
transillumination. Because females are the hetenegja sex, they have both CHD-Z and
CHD-W genes, which differ in length and therefopp@ar as two bands on the gel. Males are
homogametic and therefore show a single band (sfand Tiwari 1993; Griffiths 2000).

2.3.2. Statistical analysis

Dimorphism between males and females was calcufateelach measurement using the
Storer’s index (SI): SI = (Vm — Vi) / (Vm + Vi) ©.5), where Vm corresponds to the mean
value for males and Vf to the mean value for femaliethe variable considered (Storer 1966;
Blondel et al. 2002; Gonzalez-Solis 2004; Mariano-Jelicieh al 2007). We compared
morphological measurements between the sexes aebibg locations and interactions
(Stinker Point — Elephant Island and Admiralty BaKing George Island) using two-way
analyses of variance (ANOVAS). We used Pearsorelaions to examine the relationships

among the morphometric characters.
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We performed a stepwise discriminant function asialyo assign individuals to a sex
based on morphological measurements (BD, BL, CW,tkat had a significant influence on
the assignment of males and femaledgst of Wilk’s Lambda — test of equality of group
means). Individuals with positive scores in disénamt function equations (D) were
classified as males, while those with negative exavere classified as females. We used a
cross-validation technique (leave-one-out testyveéafy the accuracy of the discriminant
function. This algorithm chooses the function thiads the lowest percentage of
misclassification. All data satisfied the Levensttef normality. The cut-off point was
calculated as the weighted average of values cfidighant scores (i.e., average value of the
mean of each sex; means were weighted by the nuafbeaales and females). Adults with
discriminant scores greater than the cut-off pwiate classified as male and those with lower
scores were classified as female. We applied th&dds Amatet al. (1993) and Politet al
(2012) to Stinker Point. This allowed us to quantifow transferable the discriminant
equation was to other breeding sites.

All statistical analyses were performed using SBR89 (SPSS 2009). All tests were
two-tailed, and differences were considered sigaift at p< 0.05 level and values are

presented as mean + standard deviation (SD).

2.4. Results

2.4.1. Molecular sexing

Of 35 samples at Stinker Point, Elephant Islandw&ge male and 16 were female. PCR
produced a single band of about 375 base pairdgbpyales and two bands of about 375 and
390 bp for females.

2.4.2. Morphometric differences between sexes and breddaagions

The BD, BL, and CW differed significantly betweeexss, with males being 6-9.4%
larger than females, even though there was ovenlagome morphological measurements
(Table 1, Fig. 1). The Storer’s index of CW, BDdaBL was 10%, 8%, and 6%, respectively
(Table 1). Males also had a greater FL (1.5%),thist difference was not significant (Table
1). We found significant effects of breeding looatand sex on BD; however, the interaction

between location and sex was not significant. Tioeee there was no variation in this
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measure between the sexes in breeding locationgTalFig. 2). For BL, only significant
difference was between males and females, butetatden Admiralty Bay and Stinker Point
(Table 1, Fig. 2). Pearson correlations among nargtric measurements are shown in
Table 2, and were less than 0.50, indicating thatet was no multicollinearity (low to

moderate correlation) between variables.

2.4.3. Discriminant function analysis

For discriminant function analysis, bill depth (BRhd length (BL) and commissure
width (CW) had the highest canonical correlation$29) and best classified breeding male
and female adults at Stinker Point (Fig. 1). Theuaacy of the classification of Chinstrap
penguins was 80.6% and 80.6% after cross-validafitee discriminant function (equation)
was DF = 0.301BD + 0.207BL + 0.191CW - 22.349, whal measurements are in mm. The
result in the cut-off point for discriminant funati was D = -0.076. Chinstrap penguins with a
discriminant score greater than this were clagbéi® male and those with a lower score were
classified as female (Fig. 1 and 3). Misclassifaat were, in general, when females were
larger; these could be erroneously classified aesmand small males could be erroneously

classified as females (Fig. 1).

2.5. Discussion

For Chinstrap penguins, the results showed thakesnalere significantly larger than
females for three morphological measurements (BD, &d CW) (Table 1, Fig. 1). This
shows that there is sexual dimorphism in this gsea@nd it is possible to obtain information
about sex in the field. Other authors have foundlar results for seabirds (Amat al. 1993;
Serrano-Meneses and Székely 2006; Pdit@l 2012). In socially monogamous seabirds,
sexual size dimorphism is correlated with sexusdliected male displays, such that males are
typically larger than females in those species Iictv the males display on the ground rather
than in the air (Serrano-Meneses and Székely 2@per functional explanations that may
account for male penguins being larger are intnaglexompetition (males compete for access
to females or for control of a resource) and irgeusl competition (competition for food is
reduced by males and females exploiting prey dedht sizes) (Davis and Speirs 1990).
Male Chinstrap penguins are more aggressive indefshse towards potential stone thieves

than females; males also collect more and largerest for their nest maintenance (Moreto
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al. 1995). Nevertheless, when it comes to feedirgygetiis no difference in meal size between
male and female Chinstrap penguins (Lebal 1998).

At Stinker Point, Elephant Island, BD, BL, and CVére the most reliable morphological
measurements for assessing sex, and allowed e toirsls with an accuracy of 80.6% (Fig.
1 and 3). BD and BL are also the most useful measents for distinguishing between males
and females and are often highly dimorphic in aefgrof penguin species (Amat al 1993;
Zavalaga and Paredes 1997; Poisbkgzal 2010; Politoet al 2012). Morphometric sexing is
useful when there is limited time to manipulatedbjrand can provide instant information in
field studies (Zavalaga and Paredes 1997; Poisletealu2010).

Previous studies claim that the Chinstrap pengorsdot display geographic variation
(Marchant and Higgins 1990; Amadt al. 1993). In our study, this species exhibited
morphological variation among breeding locations fme of our variables—bill depth
(BD)—which differed significantly between AdmiraltBay and Stinker Point (Table 1).
However, the interaction between location and sas wot significant for CW and, for BL,
there was only a significant difference betweenemalind females, but not between Admiralty
Bay and Stinker Point (Table 1). Despite this, Ghepp penguins on Elephant Island
appeared to have a tendency to have larger morghomeeasurements (Fig. 2). However,
this trend should be taken very carefully, becauseunderstand that there is a need for a
larger sample. As highlighted by Zavalaga and Rexdd997), the results of a discriminant
function based on one breeding location are noéssarily widely applicable.

Several authors have found discriminant functidmat tclassify adult penguins more
accurately than ours: Amat al (1993) correctly identify sex of 94.6% of adulbhi@strap
penguins on Deception Island and Poétaal (2012) correctly classified 96.7% of the same
penguin species on King George Island. Likewiseasliteauet al. (2010) correctly classified
96.2% of Rockhopper penguins, and Bertellettial (2002) correctly classified 97% of
Magellanic penguins. Our discriminant function sified 80.6% of birds correctly, but
applying the discriminant function of Polied al. (2012) and Amaet al (1993) to our data
correctly classified even fewer individuals (67.&#d 71% of birds, respectively). Moreover,
both discriminant functions also gave a bias towad#ntifying true females as males. The
reliability of sexing adults through biometry méyetefore be questioned, especially when
applying a discriminant function to a region otltean where it was developed. Large
females, or males that are unusually small ort@tevelop, may be miscategorized. Despite
these limitations, our discriminant function may umeful in the field. It is a fast technique,

practical and cost effective, especially if thesethe need to sex a large number of adult



33

penguins at any stage of the breeding seasonnBiiduals in which the value of D is very
close to the cut-off point of D = -0.076 or whehe tresearcher has doubts regarding the
sexing, it is important to use another reliablédhteque such as molecular sexing. Like other
authors (Bertellottet al. 2002; Costantinet al. 2008; Hartet al 2009; Politcet al. 2012), we
also found molecular analysis to be quite an daffectnd reliable method for sexing
Chinstrap penguins.

Through the use of molecular techniques to detezritile sex oP. antarcticus it was
possible to confirm the usefulness of a discrimirfanction constructed from morphological
measurements at Stinker Point, Elephant Islandsis Iimportant to remember that
discriminant function analyses should be used énfigeld with caution. Where there is doubt,
they should be associated with molecular sexingwioich there are easy and inexpensive
methods (Costantimat al 2008; Quintanat al 2008).
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Table 1. Morphological measurements for adult naslé female Chinstrap penguins captured at Stinkart PElephant Island). We compared
sexes and breeding locations (Admiralty Bay, Kingo@e Island — Politet al. (2012) and Stinker Point, Elephant Island) usangvo-way
analysis of variance (ANOVA). Sl: Storer’s index):Sstandard deviation.

(n) Meanz SD (range) - Elephant

Island Two-way ANOVA

Measurements
(mm) Female Male S F-test of Wilk’'sh ~ Breeding locations Sex Interaction
Bill depth (14) 20.1+4 (17)21.8+42.1  0.08  1=0.80 R 25~7.080 F5=29.431  ks5742.264 ks5=0.158

(17.0-22.5) (19.3-27.2) P=0.013 P=0.000 P=0.000  P=0.775
Bill length (16) 46.9+3.0 (19) 49.9+2.3  0.06 A=0.74 R 3511.723 F6:=0.926 F6i=43.436 ke=3.081

(42.0-50.5) (47.0-54.0) P=0.002 P=0.340 P=0.000  P=0.084
Commissure width ~ (16) 29.8+2.9 (19) 32.9+3.3 0.10 A=0.80 R3:=8.249

(26.3-36.0) (27.7-40.4) P=0.007
Flipper length (16) 191.1+6.3  (19) 194.1#5.2 0.02  1=0.93 F3:2.330

(182.0-204.0)  (185.0-202.5) P=0.136
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Table 2. Pearson correlation coefficients gmong morphometric measurements (n=31) for
Chinstrap penguins from Stinker Point, Elepharandl

Pearson correlation coefficiem (

Bill depth Bill length Commissure width

Bill length 0.397
Commissure width 0.066* 0.238
Flipper length 0.187 0.430* -0.101

Significance level: < 0.05
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Figure 1. Discriminant function separating male dechale Chinstrap penguins using bill
length (BL), bill depth (BD), and commissure widtBW) at Stinker Point, Elephant Island.
The solid line represents the statistical bount@tyveen males and females, derived from the
discriminant function. N = 17 males and 14 femal€sie sexes were determined by a

molecular technique.
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Figure 2. Bill length and bill depth for breedinduit Chinstrap penguins at Admiralty Bay,
King George Island (Politet al. 2012) and Stinker Point, Elephant Island, Anteact
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Figure 3. Probability of a Chinstrap penguin beaimgle in relation to discriminant score at

Stinker Point, Elephant Island, Antarctica.
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3. CAPITULO 2

EVIDENCIAS DE EXPANSAO POPULACIONAL NA HISTORIA EVO LUTIVA DO
PINGUIM-ANTARTICO, Pygoscelis antarcticy$LHAS SHETLAND DO SUL,
ANTARTICA
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3.1. Resumo

O pinguim-antartico Fygoscelis antarcticQgpossui um comportamento filopatrico e
suas colbnias de reproducéo estédo distribuidasipaimente em arquipélagos na regidao da
Peninsula Antartica. O objetivo do estudo é carizete a estruturacdo espacial da
variabilidade genética populacional entre colérdasreproducdo nas llhas Rei George e
Elefante (Shetlands do Sul, Antartica), através wm da regido controle do DNA
mitocondrial, testando a hipotese de que néo efliste génico entre as areas de reproducéo.
Foram encontrados 38 haplétipos para os 61 indigidanalisados, sendo apenas dois
compartilhados nas trés colonias e todos os desdaixclusivos. Os valores Her e da
AMOVA revelam que a divergéncia entre as populagdbaixa e que a maioria da variacao
genética (98,3%) ocorreu dentro das populactes pisderia ser justificado por um alto fluxo
génico entre as populac¢des, mas ndo corrobora coomportamento filopatrico da espécie.
Os testes de neutralidade e de expansdo demoga@ficaam para uma evolucdo neutra e
possibilidade de expanséo, que ocorreu por vol&Slenilhdes de anos atras e desde entédo, o
tamanho efetivo populacional manteve-se consta@teresultados ressaltam a ocorréncia de
uma expansao populacional a partir de uma popul@gieeticamente homogénea e a
manutencdo do tamanho efetivo em longo periodermed pode ter amplamente contribuido
para a falta de estruturacdo genética entre amiasl@e pinguim-antartico recentes.

Palavras chave: Baia do Almirantado; DNA mitocondrial; filopatriaatal; genética de

populacdes; marcador molecular; Pinguim-antartico.

3.2. Introducao

O pinguim-antartico Fygoscelis antarcticusSpheniscidae) € uma espécie endémica
do Continente Antértico e tem distribuicdo circutapoSua abundancia é estimada em oito
milhdes de individuos distribuidos principalmenés flhas Sandwich do Sul, Orkney do Sul
e Shetland do Sul, e também na Peninsula Antdiiteelpiece e Trivelpiece 1990; Harris
2006; BirdLife International 2013). Os individuadudtos possuem cerca 68-75 cm de altura e
4,1-6,2 kg de massa média (Williams 1995). O géncipal alimento éuphasia superba
(krill-antértico), possuindo preferéncia por indivdés adultos, com 45 mm (Croxall 1987;
Trivelpieceet al 1990; Warreret al. 2009).

O ciclo reprodutivo € distinto, envolvendo a prireav e verdo austral (setembro a

margo) com o retorno as col6nias de reproducdabagio de um a dois ovos, fases de
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guarda e creche dos filhotes e a saida de adulimgeas antes do inverno (Conrey al
1975; Trivelpiece e Volkman 1979; Jablonski 1986ijlisvns 1995; Lumpe e Weidinger
2000). Durante o inverno, o pinguim-antartico perat® em alto mar, préximo a regiao de
convergéncia antartica, mas nao associado ao geiaho (Trivelpieceet al 1990; Fraseet

al. 1992; Trivelpieceet al. 2007). Muito frequentemente, ocorre uma sobliefosle areas
de reproducd@o com os outros pigoscelid®osideliaee P. papua formando colénias mistas
em areas livres de gelo (Stonehouse 1975; Jabldi@80; Trivelpiece e Trivelpiece 1990;
Warrenet al 2009).

E uma espécie filopatrica, de forma que a maioda imhdividuos retorna para o
mesmo local de reproducdo em sucessivas estagireslugvas (Trivelpiece e Trivelpiece
1990; Woehler 1993; Ainlegt al 1995; Williams 1995). Apesar de serem realizakasnsas
viagens ao mar para alimentacdo durante o periepldutivo (Trivelpieceet al 1987;
Miller et al 2010; Valls 2013), a filopatria sugere que hajago movimento de pinguins
entre as colbnias de reproducdo, e por isso, gsadiancias entre as colonias podem
diminuir o fluxo génico (Roedest al 2001). Isso foi inferido em estudo de monitoratoen
do pinguim-antartico durante 30 anos na Baia doiraimado, Ilha Rei George, Shetlands do
Sul, no qual foi observado que sdo poucos os itddd que se deslocam de suas areas de
reproducdo para outras colbnias proximas, distaatés3 km (Hinkeet al 2007). A
monogamia é outra caracteristica do pinguim-actari esta relacionada com o esfor¢co do
cuidado biparental dos adultos reprodutores pacsiagdo dos filhotes (Williams 1995;
Morenoet al. 2000).

Apesar do pinguim-antartico ser considerada umaossmle menor preocupacao em
relacdo ao seu status de conservacédo (IUCN 2018istabuicdo e abundéancia de pares
reprodutores tém mostrado alternancia de aumeatodeclinio em suas areas de reproducéo
ao longo dos ultimos 40 anos. Essas flutuacfeslpapoais tém sido atribuidas a diversas
condi¢cdes como disponibilidade de recurso alimentariagdo nas éareas livres de gelo
necessdarias para a reproducdo, mudancgas clim@icasmento do turismo e atividades
pesqueiras (Conroy 1975; Jablonski 1984; Woehl€&raxall 1997; Croxalet al. 2002;
Sanderet al 2005; Hinkeet al. 2007; Sandeet al 2007; Piuceet al 2011; Trivelpieceet al
2011; Lynchet al 2012). A variabilidade genética pode ser afetamta essas flutuacdes e
sabe-se que em popula¢des naturais menores ha peada de variabilidade do que em
populacdes maiores, ainda mais quando se consioeeaespécie filopatrica (Frankham
1995). O sucesso reprodutivo, o tamanho populakiartaxa de endogamia, desvio da razéo

sexual e sobrevivéncia de jovens e adultos poddlmenciar o tamanho efetivo de uma
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populacdo, pois reflete na quantidade de individepsodutores que retornardo as colonias
natais para a reproducao (Frankham 1995; Cadial 2009).

Considerando a vasta extensdo do Continente Asdaudi distribuicdo das areas de
reproducdo e a caracteristica filopatrica, sugemxisténcia de uma diferenciacdo genética
consideravel entre essas areas para o pinguintiaat@ruma hipotese plausivel. No entanto,
andlises genéticas de duas populacbes em decimbuhdancia para essa espécie nas llhas
Rei George e Pinguim mostraram acasalamentos atsatao rejeitando a panmixia
(Korczak-Abshireet al. 2012). Para outras espécies de pinguins foramnémalos resultados
genéticos variados com interpretacdes relacionadamlogia e ecologia das populagbes
(Roederet al. 2001; Jouventiret al 2006; Nimset al. 2008; Overeenet al. 2008; Bouzaet
al. 2009; Schlossezt al 2009; Dinechiret al. 2012). EmP. adeliag por exemplo, também
foi encontrada uma falta de heterogeneidade, masiygdmente causada pela formacéo de
colénias de reproducdo em novas é&reas livres de gmiadas depois do ultimo periodo
glacial, quando até entédo as areas de reproducé@spéaie eram restritas as ilhas oceénicas e
limitados pontos do continente (Roe@¢ral 2001). Por sua vez, a dinamica demografica de
Spheniscus magellanicusa Patagbnia e Ilhas Malvinas, foi enquadradacsoiodelo de
metapopulacdes, que é baseado no conceito de @sp@&ses sdo espacialmente estruturadas
em populagéo reprodutora local que habitam areasdiferente produtividade e que estédo
interligadas por migracao (Bouzttal 2009).

Para este estudo, o objetivo € caracterizar ailigifio espacial da variabilidade
genética populacional entre colbnias de reprodulgéBygoscelis antarcticusas llhas Rei
George e Elefante (Shetlands do Sul, Antarticatatelo a hipotese de estruturacdo em
decorréncia da auséncia de fluxo génico entreess &e reproducdo. Para tanto, utilizou-se
as frequéncias dos haplotipos de um segmento @oregntroladora do DNA mitocondrial
entre as duas ilhas. O uso de marcador molecutar galiar o movimento de individuos
entre areas de reproducdo pode ser mais eficientpiel 0 uso do anilhamento tradicional,
por ser menos intrusivo e atingir maior quantidddendividuos reprodutivos de diferentes
locais (Roederet al 2001; Jackson e Wilson 2002). Apesar das vansagien uso de
ferramentas moleculares e a observacao de vamastedsticas relacionadas a variabilidade
genética em espécies de pinguins, este é o priresinolo da variacdo genética entre areas de
reproducao parR. antarcticusutilizando marcador mitocondrial.
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3.3. Materiais e Métodos

3.3.1. Amostragem

As coletas de 61 amostras bioldgicas (sangue espdéom realizadas durante a
primavera polar (outubro a dezembro) em 2010 e ,264% Ilhas Rei George (62°05’S;
58°23'W) e Elefante§1°13'20,5”S; 55°21'36"W, llhas Shetland do Sul, Antartica (Figura
1), distantes entre si 153 km (Harisal. 2011) (Tabela 1).

As amostras de sangue (~0,5 mL cada amostra) fooéetadas na veia da aleta ou da
pata, acondicionada com alcool etilico 100%, refaga e estocada no banco de amostras
biologicas no Laboratério de Biologia Molecular daiversidade do Vale do Rio dos Sinos.
A coleta de penas foi realizada com a extracdo H& penas do peito do pinguim e
armazenadas em envelope plastico e acondicionattaseenperatura ambiente até a chegada
ao Laboratorio de Biologia Molecular, onde foraragassadas e analisadas.

3.3.2. Extracdo de DNA e PCR

O DNA genbdmico total das amostras de sangue forsdraido pelo método organico
fenol-cloroférmio e proteina K, conforme descritan@hrooket al(1989) e para as amostras
de penas a extracdo de DNA foi de acordo com Custagt al (2008). Para amplificar
aproximadamente 600 pb da regido D-loop do DNA ooitalrial foram utilizados gsrimers
“C L-tRNA®Y™ (5"-CCCGCTTGGCTTYTCTCCAAGGTC-3) e “D H-Dbox” (5
CTGACATAGGAACCAGAGGCGC-3) (Ritchie e Lambert 200®oederet al. 2002). As
condicOes para amplificacdo foram: para um volumes pL foi utilizado 8,4 puL de agua
ultra pura, 2,5 pL de Tampéo, 1,0 mM de MgCJO puL de cadgrimer, 0,5 pL de DNTPs,
0,1 pL de Taqg Polimerase e 1 pL de DNA, com o sggprograma para amplificacdo por
PCR: 94 °C por 60 s; 30 ciclos de desnaturacao’@ @br 20 s, anelamento a 50°C por 20 s e
extensdo a 72 °C por 40 s; extensao final a 720t pmin. Os produtos de PCR foram
purificados pelo método enzimatico EXO-SAP (Shriaikaline Phosphatase - Exonuclease
| - Fermentas, Lithuania) e sequenciados pgedaancing through Genomics MACROGEN
(Coréia do Sul). Para o sequenciamento utilizoasenas dgrimer D H-Dbox em no

minimo dois PCRs independentes.
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3.3.3. Andlise dos dados

A qualidade do sequenciamento do DNA mitocondra@l Verificada nosoftware
Chromas 2.33http://www.technelysium.com.au), a identidade sieguéncias utilizando-se o
BlastN (Basic_Local Alignment Search Tool - Nuclde) (NCBI sitg, alinhamento no
softwareClustalX (Thompsonet al 1997), e quando necessario corrigidasBraedit 5.0.9
(Hall, 1999) a fim de se obter uma sequéncia catspara cada um dos individuos.

No DnaSP 4.5Rozaset al 2003), foram analisadas as frequéncias, a digtéb e a
coalescéncia dos haplétipos. As estimativas danpofismo do DNA, como o nimero de
haplétipos, a diversidade haplotipid¢dd] (probabilidade de dois haplétipos aleatériosraeja
diferentes em uma amostra) e a diversidade nudieatit) (média da diversidade
nucleotidica por sitio entre duas frequéncias)geeé o numero de sitios polimorficos foram
determinadas através dos programaaSP 4.5Rozaset al 2003).

Com oArlequin 3.1(Excoffier et al 2005) foi estimado: o grau de separacao genética
entre populacoes, utilizando-se o indice de fixa(iag); as estimativas de subdivisdes
populacionais; a Analise de Variancia Molecular (BWA); a hipotese de distribuicdo
aleatoria dos individuos entre pares de populagiesestes de neutralidade baseados em
polimorfismos de sequéncias &asmatch Distribution

Para estimar se a variabilidade observada desvigadabilidade esperada sob o
modelo de neutralidade foram realizados os test€sdk Tajima (Tajima 1989), n (diferenca
entre o numero de sitios segregantes ou polim&réca média do numero de diferencas par a
par) eFu e Li (D* e F*) (Fu e Li 1993). Ambos testam a hipge de todas as mutacdes serem
neutras e foram calculados através do programayéirte(Excoffieret al. 2005).

Para inferir as relacbes entre os haplotipos, focanstruidas redes haplotipicas no
programaNetwork4.5.0.2 (Bandelet al 1999). Inicialmente utilizou-se Reduced Median
Network para inferir quais as mutacdes com recorréncia elavadas testou-se ueduced
tresholdigual 2. Em decorréncia da manutengcdo de uma reneeatevada reticulacéo de
dificil vizualizacdo, optou-se por umeduced tresholdgual 1 a qual foi a base para a
construcdo da rede haplotipica.

A fim de investigar a histéria demografica Eeantarcticusfoi utilizado oBayesian
Skyline Plot(BSP). O método que estima a variacdo do tamafétivee da populacdo ao
longo do tempo sem a necessidade de especificagimri, de um modelo demografico (ex.
tamanho constante ou crescimento exponencial) (Bwamd et al. 2005). O BSP foi
construido no programa BEAST 1.5.4 (Drummagidhal. 2005). Foi utilizado o modelo de
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substituicdo SYM+I+G, selecionado através do Madtlt3.06 usando o AICAkaike
Information Criterior) (Posada e Crandall 1998), e as taxas de mutaca@m fas descritas por
Lambertet al (2002). Foi assumido um reldgio molecular estdi@ada a igualdade das taxas
evolutivas entre as sequéncias (Tajima 1993), dastaosoftwareMega 5 (Tamuraet al.
2011), com as datas médias de divergéncia e vatleedesvio padrdo para refletirem as
mediana de 95% de intervalo de credibilidade (k&)nderir mudancas demogréficas usando
BSP.

Para o conjunto de sequéncias de 438 pb correspienal@im fragmento da regido D-
Loop, foram empregadas 60 milhdes de interacOdd@IC (Markov Chain Monte Carlo)
para ESSHKffective Sample Sigenaior ou igual a 200. Amostragens foram realizaalaada
1000 interagdes, sendo 10% das amostras iniciasatdadas comburn-in. O grafico BSP

obtido a partir das interacdes foi gerado com gnanma Tracer 1.5 (Drummorad al 2005).

3.4. Resultados

Foram recuperados do sequenciamento e analisa8gsb4@a regido controladora do
DNA mitocondrial de 34 individuos deygoscelis antarcticuga llha Rei George (Baia do
Almirantado: Chabrier Rock) e 10 individuos da @il e 17 para a Coldnia 2 de Stinker
Point, na llha Elefante (Tabela 2). A composicadiméle nucleotideos foi de 24% para
Timina, 23,3% para Citosina, 30,5% para Adenin2,8% para Guanina.

Foram encontrados 38 haplétipos nas trés populagt@isadas (Tabela 2, Anexo 2).
Somente dois haplétipos (H6 e H7) sdo compartilbguy todas as populagdes, os demais,
sao exclusivos (Figura 1). O haplétipo H6 foi o snaequente, representando 14,8% do total
de haplétipos observados, e o haplétipo H7 reptesen8% das observacoes (Figura 1). A
quantidade de haplétipos por area de reproducaa @atre nove e 18, com uma diversidade
haplotipica Hd) e nucleotidican) observada entre d+0,938 a 0,985 @=0,0063 a 0,0078,
respectivamente (Tabela 2).

As comparagdes ddsst par-a-par entre os trés grupos populacionais dstravam
nao haver diferencas genéticas significativas easremesmas (Tabela 3). A Andlise da
Variancia Molecular (AMOVA) demonstrou que nao tsir@uracdo destas populacdes e os
maiores percentuais de variabilidade genética ¢88,8stariam dentro de cada uma das
populacdes Kgt = 0,01705;P < 0,0685). A variancia molecular é infima quandwo s
consideradas as populacbes das comparacdes entiteassRei George e Elefante com

somente 0,82% da variacdo (Tabela 4).
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A relacéo entre os 38 haplétipos de D-Loop estéesgmtada pela rede na Figura 2.
Os circulos representam cada um dos haplétipostamanho é proporcional ao numero de
individuos portando tal caracteristica. Os hapt&ipi6 e H7 compartilhados pelos trés
grupos, como referidos anteriormente, sdo provasmenancestrais dos demais segundo a
configuracdo da rede resultante.

Com a finalidade de detec¢do de possiveis eveleto®graficos na historia evolutiva
de P. antarcticusna regido, foram aplicados os testes de neutddiDade Tajima (Tajima,
1989) eFs de Fu (Fu, 1997), além das andlisedMitematch Distributione Bayesian Skyline
Plot (BSP). Os testes de neutralidade apresentaramesat@gativos e significativos para
guase todas as amostras (Tabela 5) apontando passiailidade de expansao populacional.
Da mesma forma, o teste de expansao demogrd¥lcang@tch distributioh ndo rejeita a
hipotese inicial de expansdo das populacbes (Td)ellsso é corroborado pela Figura 3,
onde as diferencas par a par observadas ajustars-dderencas esperadas para todas as
colonias de reproducao, ou seja, as curvas unima@dadistribuicdo das diferencas suportam
a hipbtese de expansao populacionaPdantarcticus A Figura 4 Bayesian Skyline Plgts
mostra que essa expansao populacional ocorreu isadmalois milhdes de anos atras e no

altimo um milhdo de anos o tamanho efetivo popolzai manteve-se constante.

3.5. Discussao

A regido da Peninsula Antartica e do Arquipélage 8hetlands do Sul possui uma
vasta extensdo de areas livres de gelo durantedo eeistral, de forma a possibilitar ampla
distribuicdo das colonias de reproducdo Ko antarcticus Incluindo a caracteristica
filopatrica da espécie, € razoavel sugerir que padever uma consideravel diferenciacao
genética entre as colbnias, principalmente asdagiam ilhas mais distantes. No entanto, os
resultados dd-st e ®stpara este estudo (Tabela 3 e 4) demonstraram qdeegéncias
entre as populagdes sé&o baixas e apontou que tpaiasa variancia molecular ocorre dentro
dos grupos populacionais. Korczak-Abshateal. (2012), utilizando-se do marcador AFLP
(polimorfismo no comprimento de fragmentos ampdifios), detectaram fraca estruturacéo
populacional entre as colénias de reproducdo da d@aillmirantado (Ilha Rei George) e Ilha
Pinguim e apontaram para a ocorréncia de derivaétigancompensada com grande fluxo
génico para os resultados encontrados. Tambémarap@ hipotese da reducdo do

comportamento filopatrico do pinguim-antartico.
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O pinguim-antartico parece estar buscando por ®uéraeas livres de gelo favoraveis
para reproducdo por diversos motivos como a coggmetintra-especifica por local de
construcdo do ninho, a retracdo das geleiras oummes disponibilidade de alimento
(Jablonski 1984; Lynclket al 2012), o que poderia influenciar na sua caraaeéio como
espécie filopatrica (Ainlegt al 1995; Macdonal@t al 2002) e poderia suportar a existéncia
de fluxo génico que resultaria na falta de estag@o. Considerando os valores Fks;
Korczak-Abshireet al. (2012) estimaram em 2,997 migrantes por geragfie duas colbnias
com 32 km de distancia. No entanto, estudo de mm@mitento continuo durante 30 anos na
Baia do Almirantado (llha Rei George) revela umatde emigragcdo menor do que 1% para
as trés espécies de pigoscelideos para areas rddp@dé 3 km de distdncia e ndo ha
evidéncias de deslocamentos para col6nias maentistna llha Rei George durante a época
de reproducao (Hinket al. 2007).

Todavia, a falta de estruturacdo genética ndoandécessariamente um grande nivel
de dispersdo de individuos entre as colbnias dedapdo. Isso é bem discutido pd&ta
adeliaeque também apresenta resultados nao significapiaos a heterogeneidade genética
para 13 colbnias de reproducéo distribuidas aorrddoContinente Antartico e as causas
apontadas estdo relacionadas a historia das pépslalpssa espécie e ndo diretamente pela
existéncia de fluxo génico (Roedsral 2001).

Héa outras espécies de pinguins que também exibemivehde similaridade genética.
Spheniscus mendiculugArquipélago de Galapagos, é sugerida como uma acaal
panmitica, por apresentar baixo nivel de divergdgenética populacional e alto nivel de
fluxo génico entre as col6nias de reproducao (MNited 2008). Apesar de longas distancias e
diferencas ecologicas e morfoldégicas &mudyptulaminor, no sudeste da Austrélia, foi
encontrada extensa homogeneidade genética enttel@sas (Overeenet al 2008). Os
autores sugerem uma grande contribuicdo de avesaintés devido a observacéo de rapido
aumento populacional nas areas de reproducdo oexpaasao populacional historica.

Por outro lado, para outras espécies de pinguingrcadores moleculares
mitocondriais e/ou nucleares apontam para a esigia genética das populacdes. Para
Spheniscus magellanicushna Patagbnia e llhas Malvinas, € aplicado o nooded
metapopulacdo (Bouzaet al 2009). ParaPygoscelis papuae Eudyptes moseleya
heterogeneidade genética associada a diferencli@gieas e bioldgicas nas espécies permitiu
a formacéo de clados distintos (Jouvertial 2006; Dinechiret al 2012).

A rede haplotipica deste estudo é resultante ddiagiia dos 38 haplotipos

identificados para 61 individuos (Figura 2). A dgafacdo estrelada, especialmente a partir
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dos haplétipos H6 e H7, os mais antigos, com raagbes partindo destes haplétipos mais
frequentes em direcdo a haplétipos Unicos (exads$ive um indicativo de expansédo
populacional. Portanto, a falta de estruturacdouls@mnal apresentada pekst e pela
AMOVA possivelmente ndo deva ser em decorréncifld® génico das fémeas e sim de
uma pequena quantidade de caracteristicas hapasippds uma redugdo populacional. Ou
seja, em um primeiro momento, parece ter ocorrida teducéo populacional muito grande e
uma expansao de poucos haplétipos e, desta fosullar@mesta suposta falta de estruturacao
genética para o pinguim-antartico.

A hipétese efeito fundados seguido de expanséaolacipnal para o pinguim-antartico
é confirmada e sustentada com os resultados des tis neutralidade de Tajima desteFs
de Fu queapresentaram valores negativos e significativeasidéem pelos valores dos desvios
da soma dos quadrados (SSD) Masmatch distributione as curvas unimodais para as
distribuicdes das diferencas par a par para cagalgghio. Korczak-Abshiret al (2012)
descartaram a hipétese de expansdo e explicamegliaids populacionais observados nas
tltimas décadas nas llhas Rei George e Pinguimriaodleser um inicio ao processo de
mudancas demograficas, além de ter efeitos sobstratura genética do pinguim-antartico.
Contudo, o que registramos neste trabalho é umanegp histoérica que ocorreu com a
espécie apos uma intensa glaciacdo e, bem comadeAbshireet al (2012), descartamos
reducdes nos tamanhos efetivos das populagbes eemypo recente.

Através do resultado do Bayesian Skyline Plots demonstrado que o inicio da
expansao populacional para o pinguim-antarticoreadna aproximadamente dois milhdes de
anos, e desde entdo, o tamanho efetivo populacio@ateve-se constante (Figura 4).
Anterior a essa data houve uma glaciacdo, um intpegodo de resfriamento do planeta, no
periodo de transicdo entre o Plioceno e Pleistoten@,5 milhdes de anos. A espécie do
pinguim-antartico teve sua origem por volta de IMjthées de anos, junto a um cenario de
transicdo climatica na metade do Mioceno, quandwégrande aumento do volume de gelo
na Antértica e a intensificacdo da corrente circolarpantartica (Bakeet al 2006). Assim
como os pinguinsAptenodytese demaisPygoscelis a espécie permaneceu adaptada as
condicbes mais frias, embora tivessem se refugitddoontinente nas glaciacoes maximas
durante o Pleistoceno, quando as areas de repmdagam inacessiveis (Baketral 2006).
Todo o Pleistoceno, com véarias épocas de glaciagdesisto como um periodo de
diferenciacdo das populacdes de aves ativas, levanduitas especiacdes (Avise e Walker

1998). Neste cenario, com a utilizacdo de um setprden regido controladora do mtDNA,
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apontamos pela primeira vez que as atuais popudaddepinguim-antartico podem ser
derivadas de um grupo geneticamente homogéneaotprézou as ilhas antarticas.

A maior concentracdo populacional da espécie eastallhas Sandwich do Sul, e
acredita-se que este seja 0 seu maior centro denor{fKooyman 2002; Trivelpiecet al
2007). A expanséo populacional pode ter ocorrig@ardir de uma populacédo geneticamente
homogénea oriunda desse arquipélago, refletindaefaito fundador. Além disso, houve a
expansdo de colbnias de reproducdo da espécie maras areas livres de gelo,
principalmente em meados do século passado (J&bt®®4; Poncet e Poncet 1987; Lynch
et al. 2012). E por isso, € possivel haver um centrorgem mais recente nas llhas Shetland
do Sul (Trivelpieceet al 2007). E além do mais, esses autores mostrams motaatérias de
inverno com o deslocamento de individuos adultpsodutores da Illha Rei George para a
regido das Ilhas Sandwich do Sul.

Dessa forma, a expansdo populacional a partir da populagdo geneticamente
homogénea em longo periodo de tempo pode ter araptantontribuido para a falta de
estruturacdo geneética entre as recentes coloniapirggiim-antartico. Mesmo com um
comportamento filopatrico, a baixa taxa de circéitagle individuos reprodutores entre
diferentes colbnias de reproducdo pode estar senldestimada, devido ao aumento da
dispersao para novas areas livres de gelo. Cabaltesstambém que, os aparentes declinios
populacionais para a espécie descritos na literasdo parte da flutuacdo do tamanho
populacional causada por um conjunto de fatoregiaiados entre si, pois 0s resultados aqui
apontam que o tamanho populacional efetivo mandeveenstante desde o inicio de sua
expansdo demogréafica. S&o necessarios mais estriposde investigar a homogeneidade
genética das colbnias do pinguim-antartico, espmeidte em seus centros de origem e

distribuicdo, através do uso de marcadores molessila
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Tabela 1: ColGnias de reproducdo amostradas, tamanho dagg@ouieprodutiva e amostras
coletadas deéPygoscelis antarcticysnas llhas Rei George e Elefante, Shetlands do Sul
Antartica, nas estacdes reprodutivas 2010 e 2011.

N° pares reprodutores N amostral
2010 2011 Sangue (2010) Penas (2011)

Colbnias de reproducéo
llha Elefante (Sinker Point)
Colodnia | 438 10 0

5250
Colbnia ll 4841 17 0

llha Rei George (Baia do Almirantado)
Chabrier Rock 997 613 19 15




59

Tabela 2. Numero de haplétipos, diversidade haplotipicaleuitdica e compartilhamentos de haplétipos pymoscelis antarcticusa

llha Rei George (Chabrier Rock) e Ilha Elefantdirker Point (Colonias 1 e 2).

Colbnias de N° Amostras N° Diversidade Diversidade Haplotipos
reproducao Haplotipos haplotipica nucleotidica
(Hd = DP) (= £ DP)
llha Rei George
Chabrier Rock 34 18 0,938 + 0,025 0,0063 + 0,0007 H1-H2-H3-H4#iGH 7-
H8-H9-H10-H11-H12-H13-
H14-H15- H16-H17-H18
Stinker Point — llha Elefante
Colbnia 1 10 9 0,978 + 0,054 0,0057+ 0,0009 H6-H7-H19-H20-H21-H22-
H23-H24-H25
Colbnia 2 17 15 0,985 + 0,025 0,0078 + 0,0009 H6-H7-H26-H27-H28-H29-
H30-H31-H32-H33-H34-
H35-H36-H37-H38
Total 61 38 0,966 + 0,013 0,00687 + 0,0005

Haplo6tipos em negrito sdo compartilhados.
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Tabela 3.Valores de~st par a par (abaixo da diagonal) e os valoreB (cima da diagonal) entre 61 espécimeRylgoscelis antarcticusa
llha Rei George (Chabrier Rock) e Ilha Elefantairker Point (Colonias 1 e 2).

Populacdes Chabrier Rock Colbnia 1 Colbnia 2
llha Rei George Chabrier Rock - 0,24641 0,06593
llha Elefante - Stinker Point  Colonia 1 0,01191 - ,41%39

Coldnia 2 0,02078 0,00611 -
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Tabela 4.Analise de Variancia Molecular (AMOVA) paRygoscelis antarcticusa llha Rei George (Chabrier Rock) e Ilha Elefant&tinker

Point (Colbnias 1 e 2) com base nas frequéncia88bsplotipos encontrados.

Grau de Somdos Componentes daPorcentagem da

Fonte de Variacao . o F/® Estatistica P
liberdade Quadrados Variancia Variacao
Entre os grupos 1 0,698 0,00401 0,82 F®cr=0,00824 P=0,3295
Entre as

. 1 0,532 0,00429 0,88 F ®sc=0,00888 P =0,4269
populacdes
Dentro das

. 58 27,753 0,4785 98,3 F ®sr=0,01705 P =0,0685
populacdes

Total 60 28,984 0,4868
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Tabela 5.Resultados dos testes de neutralidalfiesenatch distributiona partir das sequéncias de um fragmento de 48 pegiao D-loop de
Pygoscelis antarcticusa llhas Rei George (Chabrier Rock) e Ilha ElefanStinker Point (Colbnias 1 e B). tamanho populacional antes da

expansdof tamanho populacional apds a expansao; SSD, testessm da soma dos quadrad®$§SD, valor dé® para o SSD.

Populacdes Mismatch Distribution D de Tajima P Fs de Fu P
llha Rei George (Chabrier Rock) 61= 0,000 -1,38106 0,0740 -11,12747  0,0000
62=99999.000
SSD =0,00100
P SSD =0,7730
llha Elefante (Stinker Point) 01 = 0,0000 -1,76792 0,0150  -21,4895 0,0000
Colbnias 1 e 2 02=99999.000
SSD =0,00861

P SSD =0,17300

llha Rei George / llha Elefante 01 = 0,0000 -1,87062 0,0100 -26,44019 0,0000
62=99999.000
SSD = 0,000499
P SSD = 0,09400
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Figura 1. Distribuicdo dos 38 haplotipos deygoscelis antarcticusias trés areas de
reproducdo: llha Rei George — Baia do Almiranta@oaprier Rock) e Illha Elefante — Stinker
Point (Colbnias 1 e 2), llhas Shetlands do Sul A&ida.
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Figura 2. Rede dos 38 haplotipos identificados entre osirtilividuos de Pygoscelis
antarcticusna llha Rei George (Chabrier Rock — Azul) e llhiefénte — Stinker Point
(Colbnia 1 - Laranja e Col6nia 2 - Cinza). Os htptis sao representados por circulos, cujo
tamanho € proporcional ao numero de individuos gsieportam. As cores indicam a
frequéncia dos haplétipos em cada populagdo eagsstrindicam os passos mutacionais que

separam os haplotipos.
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Figura 3. Representacao grafica das diferencas par aMiam@tch distributioh entre as
sequéncias de um fragmento de 438 pb da regid@dePygoscelis antarcticus — Ilha

Rei George (Chabrier Rock); 2 — Ilha Elefante nl&r Point (Colonia 1); 3 — llha Elefante —
Stinker Point (Colbnia 2); 4 — Todas as 61 amostresha pontilhada (vermelho) representa
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Figura 4. Bayesian Skyline Plota partir das sequéncias de um fragmento de 438apb
regido D-loop dePygoscelis antarcticusas llhas Rei George (Chabrier Rock) e Elefante —
Stinker Point (Coldnias 1 e 2), estimado com 1thddas de MCMC (cadeias de Markov) e
amostradas a cada 1000 passos. O eixo Y mosteanashos efetivos populacionais e 0 X o
tempo. A taxa de mutacgdo utilizada foi de 1,4%mpdhdo de anos, sugerida por Lambert

al. (2002). As historias demograficas sdo mostradalénha tracejada grossa, as estimativas

medianas (limites de 95%) sdo mostradas pela atga a
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O pinguim-antéartico Rygoscelis antarcticQscomo outras espécies de pinguins, ndo
possui caracteristicas fisicas que facilmente garmidentificar o sexo de forma visual. Mas
0s machos séo significativamente maiores em medida®meétricas como 0 comprimento e
altura do bico e a largura da comissura do bico,S¢mker Point, na Ilha Elefante. Isso
permite a construcdo de uma equacéao discriminaabdizando a sexagem morfométrica de
adultos reprodutores com uma eficacia de 80,6% pgrela area de reproducédo. Essa
equacao discriminante podera ser utilizada em detwstudos para a espécie na ilha,
lembrando o valor de corte € D = -0.076. Resultado&o proximos a esse ponto de corte
podem gerar duvidas que devem ser resolvidas cténnica de sexagem molecular que é
muito eficiente. A sexagem dos individuos se fazasaria em inumeras atividades de coleta
de dados em campo, principalmente em estudos degec@ monitoramento do pinguim-
antartico, pois € uma das espécies de interesSem&ésao para a Conservacdo dos Recursos
Marinhos Vivos da Antartica (CCAMLR, 2004).

Para os parametros de pesquisa e monitoramentdapagnal do pinguim-antartico,
descritos pela CCAMLR (2004), como o peso de chegedcolénias de reproducéo a cada
nova estacao reprodutiva, sobrevivéncia anualreiteenento é solicitado o conhecimento do
sexo do individuo, e para essa identificacdo reaHlefante é recomendado o uso da equacao
discriminante desenvolvida nesta tese. O uso da eguacao discriminante, desenvolvida na
Ilha Deception (AMAT et al. 1993) reduz-se o acgréma 71%. Da mesma forma, a equacéao
discriminante desenvolvida para a llha Rei GeoryeRwlito et al., (2012) acerta o sexo dos
pinguins para apenas 67,7% dos individuos da IllHefafite. Considerando-se o
comportamento filopatrico da espécie, espera-sehgjgevariacdo geografica em relacdo as
medidas morfométricas, principalmente entre ilhagsndistantes. Este estudo mostra uma
variacéo significativa para a altura do bico ewseadultos das Ilhas Rei George e Elefante,
no entanto, essa variacdo ndo € observada quanda@e@da a diferenca entre machos e
fémeas nas duas ilhas. O comprimento do bico tami@mvariou entre os sexos nas duas
ilhas. Por ndo haver diferencas significativas, quimeiro momento, poderia considerar-se o
uso de uma Unica equacéao discriminante, porémraralg probabilidade de classificagdo do
sexo de forma incorreta como mostrado aqui. Dem®aal, € recomendado o uso cautelar da
equacao discriminante em locais de reproducéoetifes de onde foi desenvolvida.

Para uma espécie em que 94% dos machos e 82%nueasféetornam ao mesmo par

e ao mesmo ninho da colonia de reproducéo durargs sucessivos na llha Rei George



68

(TRIVELPIECE e TRIVELPIECE 1990), espera-se alguditerenca nas caracteristicas
morfologicas entre as llhas Rei George e Elefafsteespeito disso, espera-se também que
nao ocorra troca de pares reprodutores entre amiasldessas duas ilhas. Os resultados aqui
apresentam uma possivel interpretacdo de ocorréeciduxo génico entre as colonias de
pinguim-antértico pela falta de estruturacdo geaétipontada pelos resultados e e
AMOVA. Mas essa falta de estruturacdo genéticaimdica necessariamente a troca efetiva e
constante de adultos reprodutores entre as colénias

O primeiro indicativo contrario a essa ideia é @gleaa analise haplotipica aponta
apenas dois haplotipos (H6 e H7) compartilhadostré@ss populacdes, e os demais 36 sao
exclusivos de cada populacdo. A rede de haplétipostra que esses dois haplétipos
certamente sdo os ancestrais dos demais. Apesaiomizecimento do comportamento
filopatrico da espécie, esse resultado aponta ailplidade de expansdo populacional,
confirmado pelos testes de neutralidade e expats@mgrafica, que apresentaram valores
negativos e significativos. Além disso, as distigbes das diferencas par a par para cada
populacao séo representadas em curvas unimodagej@lem um primeiro momento, parece
ter ocorrido uma reducao populacional muito graedena expansao de poucos haplotipos
por volta de dois milhdes de anos resultando reegiasta falta de estruturacdo genética para
as populacdes recentes de pinguim-antartico. Tambéapontado para uma constancia do
tamanho populacional efetivo no ultimo milhdo de.an

Desta forma, o cenario evolutivo é de uma expadséwografica ocorrida a partir um
grupo geneticamente homogéneo que colonizou as dhtarticas, pois 0 maior centro de
origem e de concentracdo populacional da espédie mms Ilhas Sandwich do Sul
(KOOYMAN, 2002; TRIVELPIECE et al., 2007). Apesap caomportamento filopatrico,
tem-se obsevado ao longo das ultimas décadas aizajéo de novas areas com condicfes
adequadas a reproducao, e aliado a diversos fajoeemfluenciam a dinamica populacional
e ao tamanho efetivo populacional constante ermdmtrnesse estudo, configuram-se
panoramas de flutuacdes populacionais menores @g@iaguim-antartico e ndo declinios
populacionais como descritos na literatura.

As informacdes produzidas nessa tese, que envgbveripalmente a possibilidade
de variacdo morfométrica do pinguim-antartico easdlhas Rei George e Elefante, a baixa
variabilidade genética e a expansdo populaciorsbriita com tamanho efetivo constante,
sao importantes ferramentas que apoiam a idermiifcca a caracterizacao de IBAs (Important
Bird Areas in Antarctica), bem como a criacdo deasoAreas Antartica Especialmente
Protegidas (ASPAS).
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5. ANEXO 1:
Confirmacédo da submissdo do Capitulo 1: Sexual miiem inPygoscelis antarcticus

molecular sexing and discriminant functions in 8wuth Shetland Islands, Antarctica, para o

periddico cientifico Antarctic Science, no dia Gridbvembro de 2013.

Antarctic Science - Manuscript ID AntSci-2013-SP-0894

1 mensagem

scoo@bas.ac.uk <scoo@bas.ac.uk> 4 de novembro de 2013 21:30
Para: jaguebrummelhaus@gmail.com

04-Nov-2013

Dear Dr. Brummelhaus

Your manuscript entitled "Morphometric variation in Pygoscelis antarcticus: Molecular Sexing and
Discriminant Functions in the South Shetland Islands, Antarctica" has been successfully submitted
online and is presently being given full consideration for publication in the journal Antarctic
Science.

Your manuscript ID is AntSci-2013-SP-0894.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when contacting the office
for questions. If there are any changes in your street address or e-mail address, please log in to
Manuscript Central at http://mc.manuscriptcentral.com/antsci and edit your user information as
appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after
logging in to http://mc.manuscriptcentral.com/antsci.

Thank you for submitting your manuscript to Antarctic Science.

Sincerely

Sharon Cooke

Journal Administrator

Antarctic Science Editorial Office
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6. ANEXO 2:

Lista de 38 haplotipos encontrados nos 61 indivddilePygoscelis antarcticusas Illhas Rei
George e Elefante, Ilhas Shetland do Sul, Antartica

Hap 1 TGTCCCTAGCTTCGTTCATCAAAAGAGCTAAA

Hap2 ... . . .C. . . . . . . ... . . T . . .A.

Hap 3 ... . . . C.

Hap 4

Hap_5

Hap_ 6

Hap 7 .. . . . . . . . . . . . . ...

Hap 8 .. . . . T. . . . ... . . C G. T.

Hap.9 . T. . . . . . . . . . . . . .. . . T

Hap 10 ... . . TC. . . .. . . C . G. T

Hap_ 11 .. . . . . . . . . . . . . C. G. T.

Hap 12 .T. . . . . . A. . . . . C. . . . T.

Hap 13 .. . . . . . . . . C. T

Hap_ 14 T

Hap 15 .. . . . . . . . . . . . . ... ...

Hap 16 .. . . . . . . . . . . . . . . . . . T.
T
T
T

e e

>>2>>>>>>

Hap 17 .. . .

Hap 18 .. C. . . . . .

Hap_ 19 .. . . . . . G. . . . . . . . . . . T
Hap20 ... . . . . . . . . ... ... &&T. .
Hap 22 ... . . . . . . . C . . . ... . 7TG.
Hap 22 .. . . . . . . . . . . . . . ... .
Hap 23 ... . T. . . . . . . . . . .. . . T
Hap 24 G. . . . . . . . . . . . . . . . . . T
Hap 25 .. . T. . . . . . . . . . ... .. T
Hap 26 .. . . . . . . . . . C . . .. . . T.
Hap 27 .. . . . . . . . . . .. . CA. . ..
Hap 28 ... . . T. . . . . . . . . . . . . T . .. e
Hap29 ... . . . .. . . ... . ... . . T ... ... .C
Hap.30 .. . . . . C. . . . . . . ... .. T
Hep 312 ... . . . .. . . ... . C. . . T. . .. Co
Hap 32 ... . . . C. . . .. . AC. . . . T. . . . . .. T.
Hap. 33 .T. . . . . . . . . . . . . . . . . T
Hap 34 .. . . . . . . . . . . . . . . . . . T
Hap.3% .. . . . . . . . . . . T. . . . . . T.
Hap 36 .. . . . . . . . T. . . . . . . . . T
Hap 37 .. . . . . . . . . . . . . C . . . . . . ..
Hap 38 .. . T. . . . . . . . . A ... . T. . G.

O .
—

.G)'
> >>>>>>> >

NN ®
J>>>J>J>> > >



