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RESUMO 

 

 

AIRES, Rafaela Magalhães. Análises genéticas de carcaças de atobá marrom, Sula 
leucogaster (Boddaert, 1783), da região centro-norte do Estado do Rio de Janeiro. 
2013. 94p. Dissertação (Mestrado em Ecologia e Evolução) - Instituto de Biologia 
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2013. 
 

 A região da Bacia de Campos está exposta a diversas atividades antrópicas, 
que interferem diretamente no funcionamento do ecossistêmico marinho. O estudo 
da fauna marinha na costa centro-norte fluminense mostra grande relevância, 
diversas aves marinhas residem ou passam grande parte de seu período migratório 
ao longo da Bacia de Campos, entre elas está Sula leucogaster (Boddaert, 1783). 
Embora essas aves sejam altamente móveis, suas populações apresentam uma 
estrutura populacional genética robusta. Com o intuito de verificar a estruturação e 
as relações evolutivas da população de Sula leucogaster na Bacia de Campos foram 
recolhidas 91 amostras de encalhe e os dados gerados para esta região foram 
comparados com dados já publicados de outras bacias oceânicas. A partir da região 
controle do DNA mitocondrial foram gerados 26 haplótipos, todos exclusivos da 
Bacia de Campos, muitos raros e apenas oito possuíram frequência comum. As 
análises mostraram que a população da Bacia de Campos é um estoque genético de 
Sula leucogaster. Tal fato pode ser atribuído ao comportamento filopátrico e ao 
hábito costeiro dessa espécie que impede o fluxo gênico entre populações. Além 
disso, a população da Bacia de Campos detém baixa variabilidade genética e 
possivelmente está sofrendo efeito gargalo ou seleção purificadora, corroborados 
por valores do teste Fu, o que é comum para espécies que se dividem em 
subpopulações. Os dados filogenéticos demonstram um contato recente entre as 
populações da Bacia de Campos e da ilha de Ascensão. As condições 
oceanográficas também têm influência na estruturação de populações de Sula 
leucogaster, visto que a ausência de barreiras e a proximidade geográfica poderiam 
favorecer contato secundário com o Mar do Caribe, fato não evidenciado nas 
análises. Sendo assim, a divergência de populações nessa espécie e a baixa 
variabilidade genética são fatores preocupantes para a manutenção da população 
de atobás marrons em uma área de grande impacto ambiental. 

 

Palavras-chaves: Variabilidade genética. Conservação. Aves marinhas. 



ABSTRACT 

 

 

AIRES, Rafaela Magalhães. Genetic analysis of carcasses of brown booby, Sula 
leucogaster (Boddaert, 1783), from the North-Central region of Rio de Janeiro State. 
2013. 94p. Dissertação (Mestrado em Ecologia e Evolução) - Instituto de Biologia 
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2013. 
 

 The region of Campos Basin is exposed to various anthropogenic activities 
that affect directly the behavior of marine ecosystem. The study of marine fauna in 
North-Central coast of Rio de Janeiro is of great importance, several marine and 
coastal birds live or spend most of their migratory period along the Campos Basin, 
between them is Sula leucogaster (Boddaert, 1783). Although these birds are highly 
mobile, their populations have a robust genetic population structure. In order to check 
the structure and evolutionary relationships of the population of Sula leucogaster in 
the Campos Basin, 91 stranding samples were collected, and the data of this region 
were compared with the published data. From the control region of mitochondrial 
DNA, 26 haplotypes were identified, all of them being unique to the Campos Basin. 
Most of these haplotypes were rare, only eight have common frequencies. The 
analyses show that the population of the Campos Basin is a genetic stock of Sula 
leucogaster. This fact can be attributed to the filopatric behavior and coastal habit of 
this species that prevents the gene flow between populations. Moreover, the 
population of the Campos Basin has low genetic variability and is possibly suffering a 
bottleneck effect or purifying selection, supported by Fu test values, which is 
common for species divided into subpopulations. The phylogenetic data 
demonstrates a recent contact between the populations of the Campos Basin and 
Ascensão island. The oceanographic conditions also influence the structuring of 
populations of Sula leucogaster populations, as the absence of barriers and 
geographical proximity could favor secondary contact with the Caribbean Sea, which 
was not evident in the analyzes. Thus, the low amount of gene flow and the low 
genetic variability are worrying factors for the maintenance of the population of brown 
boobies in this area of high environmental impact. 
 
Keywords: Genetic variability. Conservation. Seabirds. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

1 Caracterização da espécie 

 

 

1.1 Características gerais dos atobás 

 

Os sulídeos (Superclasse Tetrapoda > Classe Aves > Ordem Pelecaniformes > 

Familia Sulidae) constituem uma família de aves ciconiiformes (antes 

pelecaniformes), que compreende três gêneros (Morus Linnaeus, 1753; Sula 

Brisson, 1760 e Papasula Olson e Warheit, 1988) e dez espécies de aves marinhas 

conhecidas como alcatraz, atobá ou ganso patola que possuem distribuição 

pantropical (Figura 1). São reconhecidas em todo o mundo seis espécies do gênero 

Sula Brisson, 1760: Sula dactylatra Lesson, 1831 (atobá mascarado ou atobá 

branco); Sula granti Rothschild, 1902 (atobá de Nazca); Sula leucogaster (Boddaert, 

1783) (atobá marrom); Sula nebouxii Milne-Edwards, 1882 (atobá de pés azuis); 

Sula sula (Linnaeus, 1766) (atobá de pé vermelho) e Sula variegata (Tschudi, 1843) 

(atobá peruano) (World Register of Marine Species, WoRMS, 

http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=137055). Três espécies de 

atobá utilizam a costa brasileira para reprodução: Sula leucogaster, S. dactylatra e 

S. sula (SICK, 1997) e outras duas espécies possuem registros ocasionais na costa 

brasileira: Morus serrator e M. capensis (SICK, 1997); o primeiro capturado nas Ilhas 

Moleques do Sul (BEGE e PAULI, 1989) e o segundo avistado em alto-mar (SICK, 

1997; BENCKE, 2001). A espécie Sula leucogaster (Boddaert, 1783), conhecida 

popularmente como atobá marrom, alcatraz-pardo, toba, mergulhão, mambembo ou 

mumbebo, é o foco do presente estudo. 

Diversos estudos inferem as Ilhas costeiras como ambientes de extrema 

importância para um grande número de espécies de aves marinhas, servindo como 

locais de repouso, alimentação e principalmente reprodução (BEGE e PAULI, 1988; 

SOARES e SCHIEFLER, 1995; BRAUN e BRANCO, 2002), podendo interferir na 

distribuição geográfica desses organismos. 
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Figura 1 – Os dez diferentes sulídeos 

 
(a)                     (b)                         (c)              (d)                    (e) 

 
(f)                      (g)                           (h)             (i)                        (j) 

 
Legenda: (a) - Morus bassanus (Linnaeus, 1758) (ganso patola); (b) - Morus capensis (Lichtenstein, 

1823) (atobá do cabo); (c) - Morus serrator Gray, 1843) (atobá australiano); (d) - Sula 
dactylatra Lesson, 1831; (e) - Sula granti Rothschild, 1902; (f) - Sula leucogaster 
(Boddaert, 1783); (g) - Sula nebouxii Milne-Edwards, 1882; (h) - Sula sula (Linnaeus, 
1766); (i) - Sula variegata (Tschudi, 1843) ; (j) - Papasula abbotti (atobá de Abbott). 

 

O atobá marrom é uma ave característica dos mares tropical e subtropical, 

amplamente distribuída por todos os oceanos do planeta (SICK, 1997) (Figura 2), 

acredita-se que existam mais de 150 colônias reprodutivas ao redor do mundo 

(Nelson, 1978). No Brasil é possível encontrar sítios de nidificação no arquipélago 

dos Abrolhos, Bahia, (ALVES et al., 1997, 2004); nas Ilhas de Santana, Francês, 

Moleques do Sul (COELHO et al., 1981); Ilha de Cabo Frio (COELHO et al., 2004), 

Cagarra, Palmas, Comprida, Alfavaca, Grande e Jorge Grego no litoral do Rio de 

Janeiro (ALVES et al., 2004). Estas aves têm hábito costeiro, diferente de outras 

espécies de atobá, que possuem hábito mais pelágico (SCHREIBER e NORTON, 

2002). 

O atobá marrom possui dimorfismo sexual na fase adulta, onde as fêmeas 

são maiores e possuem bico e patas amarelados enquanto os machos são menores 

e a coloração do bico e das patas é acinzentada. Além dessas características, os 

machos possuem uma mancha azul em torno dos olhos, enquanto as fêmeas 

possuem uma pequena mancha azul a frente dos olhos, podendo ser chamado de 

terceiro olho (SCHREIBER e NORTON, 2002) (Figura 3). 
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Figura 2 - Mapa de distribuição do registro de ocorrência da espécie Sula 
leucogaster (Boddaert, 1783). 

 

Fonte: Encyclopedia of Life. Disponível em: < http://eol.org.> 

 

Figura 3 –  Atobá marrom 

  
Legenda: (a) - Casal de atobá marrom em ritual de corte ; (b) - diferenças  

entre machos e fêmeas.  
Fonte: http://www.arkive.org/brown-booby/sula-leucogaster/image-G130980.html. 
  

Esta espécie possui um comportamento reprodutivo bastante elaborado, onde 

o estabelecimento dos pares e a manutenção destes são extremamente ritualizados 

(SIMMONS, 1967) e possuem um território bem definido, respondendo 

agressivamente quando o mesmo é invadido, seja por indivíduos da mesma espécie 

ou não (BEGE e PAULI, 1989). A maturidade sexual e a plumagem adulta são 

adquiridas entre dois e seis anos de vida, sendo que estas aves podem viver entre 

10 a 20 anos (HENNICKE et al., 2012). Na estação reprodutiva a fêmea coloca dois 

ovos por ninhada tendo período de incubação de aproximadamente 42 dias (SICK, 

1997). Geralmente apenas um filhote sobrevive, pois o segundo ovo é o “ovo de 

segurança”, caso o primeiro ovo ou o filhote seja perdido, a tentativa de reprodução 

pode continuar com uma pequena ou nenhuma interrupção de tempo, e sem 
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necessidade de recomeçar todo o processo (SIMMONS, 1967). Os atobás-marrons 

costumam ser bastante fiéis ao sítio de reprodução (DORWARD, 1962; 

BAUMGARTEN, 1998; SCHREIBER e NORTON, 2002; EFE et al., 2006), no 

entanto, os machos parecem ser mais fieis que as fêmeas (NELSON, 1978; EFE et 

al., 2006). A reprodução desta espécie está diretamente relacionada com a 

abundância de recursos alimentares (SIMMONS, 1967). Durante a época de 

reprodução, os atobás forrageiam principalmente em busca de peixes voadores e 

lulas, localizados no entorno da colônia de reprodução (ALVES et al., 2004; 

COELHO et al., 2004). 

Nos anos iniciais de vida os atobás viajam grandes distâncias, atingido cerca 

de 2.000 km do seu local de nascimento, mas tendem a voltar para suas colônias 

natais após cerca de três anos (NELSON, 1978; BAUMGARTEN, 2003), enquanto 

pouco se conhece a respeito do modelo de movimentação dos adultos (estes podem 

deixar suas ilhas reprodutivas quando fora do período reprodutivo) (EFE et al., 

2006). No entanto, mesmo fora do período reprodutivo, é possível avistar inúmeros 

atobás marrons ao longo da costa, o que está relacionado ao tipo de forrageamento 

desses animais. 

Ao contrário de outras espécies de atobá, S. leucogaster é geralmente 

avistada forrageando próximo ao litoral, em complexos estuarinos que apresentem 

ambientes de manguezal, perto de praias ou rochedos, capturando, principalmente 

peixes e moluscos encontrados a poucos metros da superfície da água, através da 

aprimorada técnica de mergulho que consiste na queda oblíqua da ave sobre a 

presa avistada (BEGE e PAULI, 1988; NORTON, 1988; SICK, 1988; MORAES e 

KRUL, 1995; CROXALL e PRINCE, 1996; BRANCO 1999, 2001; BRAUN e 

BRANCO, 2002). No estudo de Nixon e Lee (1998), os autores acrescentam que, 

em alguns casos, os atobás permanecem flutuando na superfície da água para 

observar a densidade dos cardumes de peixes através de rápidos mergulhos com a 

cabeça, podendo assim investir em sua captura. 
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1.2 Composição genética e conhecimento atual da filogenia de atobás 

 

As aves marinhas do gênero Sula possuem características de história de vida 

que as tornam modelos de organismos particularmente bons para estudos sobre 

evolução e ecologia baseados em DNA. Esses organismos podem viajar grandes 

distâncias, violando assim os pressupostos de divergência de população e muitos 

modelos de especiação, mesmo que apresentem filopatria (voltar ao local de 

nascimento para reprodução) (DORWARD, 1962; BAUMGARTEN, 1998; 

SCHREIBER e NORTON, 2002; EFE et al., 2006). Embora as localidades de 

reprodução possam ser de difícil acesso, estas aves marinhas geralmente 

reproduzem em grandes colônias de onde amostras suficientes podem ser coletadas 

para análises genéticas robustas (TAYLOR e FRIESEN, 2012). 

A distribuição pantropical de metade das espécies existentes de Sula 

confundem muitas interpretações biogeográficas da topologia e tempos de 

divergência (FRIESEN e ANDERSON, 1997), no entanto, várias grandes barreiras 

para o fluxo de genes existiram nos trópicos e podem ter isolado espécies 

incipientes e promovido divergência alopátrica (Figura 4a). Com base em análises 

moleculares do DNA mitocondrial há evidências que o surgimento das linhagens de 

Sulidae tenha ocorrido entre o início e meados do Mioceno (FRIESEN e 

ANDERSON, 1997), embora estes autores considerem apenas duas grandes 

linhagens: Sula e Morus + Papasula. Os recentes resultados do trabalho de 

Patterson e colaboradores (2011) suportam a maioria das hipóteses filogenéticas de 

evolução de Sulidae proposto por Friesen e Anderson (1997) (Figura 4a e b), sendo 

que a especiação mais recente de Sula ocorreu no leste tropical do Pacífico, onde 

dois pares de espécies irmãs (Sula dactylatra / Sula granti e Sula nebouxii / Sula 

variegata) parecem ter divergido aproximadamente um milhão de anos atrás 

(FRIESEN e ANDERSON, 1997). 

 

 

Figura 4 – Hipóteses filogenéticas para Sulidae a partir de dados moleculares 
com base em sequencias de citocromo b do DNA mitocondrial. 
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Legenda: (a) - Segundo FRIESEN ; ANDERSON, 1997; (b) - Segundo PATTERSON et al, 2011, 
usando o método de Estimativa Bayesiana da Árvore de Espécies (BEST). 
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Embora essas aves sejam altamente móveis, com poucas barreiras aparentes 

à dispersão, muitas vezes populações de aves marinhas apresentam uma estrutura 

populacional genética robusta (FRIESEN et al., 2007). As análises do estudo de 

Levin e Parker (2012) revelam que, apesar de curtas distâncias geográficas entre 

várias colônias de reprodução de Sula granti, há diferenciação genética substancial 

dentro do arquipélago de Galápagos, e que três populações geneticamente distintas 

ocorrem dentro do arquipélago, com base em análise Bayesiana de agrupamento. 

Padrões parecidos são apresentados em Sula dactylatra, onde suas populações 

apresentam forte estruturação (STEEVES et al., 2005a). Em contra partida, 

resultados de estudos de diversidade gênica com populações de Sula nebouxii e 

Sula variegata apresentam uma fraca estruturação genética populacional (TAYLOR 

et al., 2011a, b). Essas espécies são semelhantes para as principais características 

ecológicas, como por exemplo, a especialização em sistemas de águas frias de 

ressurgências, o que pode aumentar a dispersão e reduzir a fidelidade à colônia 

(TAYLOR et al., 2011a, b). 

Assim como Sula granti e Sula dactylatra, Sula leucogaster apresenta alta 

estruturação genética em suas populações que se reproduzem em todas as bacias 

oceânicas, principalmente no Mar do Caribe, Atlântico, Índico e Pacífico (NELSON, 

1978). No estudo de Morris-Pocock e colaboradores (2010 a), os resultados, a partir 

de análises mitocondriais, mostram uma diversificação entre os fragmentos 

reprodutivos. O fluxo gênico parece ser limitado por barreiras físicas (por exemplo, o 

Istmo do Panamá e corrente Benguela) e pela preferência pelo hábito costeiro, que 

atua na redução de fluxo gênico entre colônias próximas geograficamente 

(STEEVES et al., 2005 b). No atobá marrom, as populações, em ambos os lados 

das barreiras, parecem ter sido geneticamente isoladas há, pelo menos, 100.000 

anos e exibem variação notável na plumagem, podendo ser parcialmente agrupados 

por região (MORRIS-POCOCK et al., 2010a). Tanto indivíduos do sexo feminino, 

como masculino, das áreas de nidificação no Pacífico Central e no Caribe são 

marrons com barriga branca, enquanto os machos dos assentamentos no leste do 

Pacífico têm grau variado de branco em suas cabeças e pescoços (NELSON, 1978). 

Estudos mais recentes, com resultados gerados a partir de analises de DNA nuclear, 

sustentam a hipótese de uma divisão global nas populações de atobá marrom, 

sendo separadas em quatro grandes grupos genéticos que correspondem a grandes 
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áreas oceanográficas: (1) Mar do Caribe, (2) Oceano Atlântico Central, (3) Oceano 

Índico e Oceano Pacífico Central e (4) Leste do Oceano Pacífico (Figura 5) 

(MORRIS-POCOCK et al., 2011) (Figura 5). Portanto, a costa brasileira estaria 

inclusa no grupo do Oceano Atlântico Central, sendo uma área de grande relevância 

para estudos comparativos de análises genéticas. 

 

Figura 5 – Hipótese filogenética para Sula leucogaster (Boddaert, 1783) a partir de 
dados moleculares com base em seqüências nucleares exemplificando 
os quatro grupos genéticos. 

 

Legenda: Segundo MORRIS-POCOCK et al., 2012, usando o método de Estimativa Bayesiana da 
Árvore de Espécies (BEST). 

 

1.3 Bacia de Campos dos Goytacazes, RJ, importante área de abrigo e 

alimentação no Atlântico 

 

A região da Bacia de Campos possui características geológicas que 

favorecem a exploração petrolífera, dessa forma sendo passível a impactos 

ambientais. Portanto, o monitoramento da fauna marinha na costa centro-norte 

fluminense mostra grande relevância, uma vez que a mesma está exposta a 

diversas atividades antrópicas, que interferem diretamente no funcionamento 

ecossistêmico marinho (DE MOURA et al., 2012). Diversas aves marinhas e 
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costeiras residem ou passam grande parte de seu período migratório ao longo da 

Bacia de Campos, área de estudo deste projeto. As lagoas costeiras fornecem 

abrigo e locais importantes para alimentação. Tanto aves com hábitos costeiros 

como aquelas com hábitos oceânicos podem ser abundantemente observadas, 

mortas ou vivas, ao longo das praias (S. Siciliano, comunicação pessoal). 

O crescente interesse na conservação das populações de aves marinhas da 

zona costeiro-marinha brasileira aumentou a necessidade de informações 

atualizadas sobre a demografia das espécies que nidificam em território nacional, 

como os atobás (BRANCO, 2004), visto que a ação antrópica em locais de 

nidificação e alimentação das aves pode comprometer seu sucesso reprodutivo 

(FURNESS, 1982; BURGER e GOCHFELD, 1994; BOERSMA et al., 2002). Sula 

leucogaster é tida como uma espécie de elevada fidelidade ao sitio reprodutivo, com 

pouca emigração permanente (DORWARD, 1962; BAUMGARTEN, 1998; 

SCHREIBER e NORTON, 2002; EFE et al., 2006). Ainda, Miyaki (2001) reporta que 

o atobá marrom apresenta uma baixa variabilidade genética, mas é uma espécie 

com grandes populações, e que nem sempre existe correlação entre diversidade 

genética e status de ameaça. Por isso, devemos tomar cuidado ao realizar 

programas de conservação; compreender como a espécie se encontra na natureza é 

a informação mais relevante. O conhecimento de dados como o número de 

indivíduos, sua distribuição, sua ecologia e seu comportamento reprodutivo podem 

ser ainda mais vitais para a sobrevivência do táxon ameaçado e para efetivamente 

preservá-lo (MIYAKI, 2001). 

 

1.4 Poluição e outras ameaças 

 

Aves marinhas são conhecidas como organismos apropriados para 

biomonitoramento de poluição devido a sua elevada posição trófica na cadeia 

alimentar, o que leva à acumulação de poluentes; principalmente os que são 

semivoláteis, o que facilita o seu movimento através de longas distâncias na 

atmosfera antes de sua deposição (WANIA e MACKAY, 1993), tais como os 

poluentes orgânicos persistentes (POP), e os organo-metais de baixa solubilidade 

na água (e.g. mercúrio). 
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Por sua vez, estes compostos podem ser transferidos das aves para os seus 

ovos e prole, o que nos pode fornecer observações dos efeitos desses poluentes no 

processo reprodutivo nas colônias de aves marinhas (VERMEER e PEAKALL, 1977; 

WALKER, 1990; BURGER e GOCHFELD, 2004). Por ser um predador de topo, o 

atobá marrom possui elevado potencial de biomagnificação de poluentes (NELSON, 

1978). Apesar da alta diversidade da avifauna no Brasil, pouco se sabe sobre a 

contaminação de tais substâncias e os potenciais efeitos negativos sobre as 

populações de aves (CUNHA et al., 2012). 

Exames de captação e acumulação de metal em S. leucogaster habitando 

áreas impactadas e informações úteis sobre a disponibilidade do metal, podem ser 

usados para as avaliações de efeitos na saúde, e determinar o risco de tais 

exposições (SILVA et al., 2005). Há poucos dados disponíveis no Brasil sobre os 

níveis de metais em aves, a maioria das pesquisas se concentra em peixes e os 

resultados mostram níveis preocupantes de alguns metais, sendo, assim, possível 

esperar os mesmos níveis em Sula leucogaster (CUNHA et al., 2012). No entanto, 

no estudo de Ferreira (2010) todos os metais pesquisados mostraram concentrações 

mais elevadas nas aves do que os encontrados em algumas espécies de peixe. 

Portanto, a contaminação de metais pode ter efeitos prejudiciais sobre as aves de 

toda uma região, particularmente nas áreas de alimentação ou reprodução, ou rotas 

de migração e criadouros. 

Na Bacia de Campos existem duas principais entradas de mercúrio (Hg). A 

fonte difusa é representada pelas atividades de exploração e produção de petróleo 

que são capazes de introduzir no meio marinho efluentes enriquecidos em 

substâncias orgânicas e inorgânicas (REZENDE et al., 2002), entre elas o mercúrio, 

uma vez que este elemento tem sido detectado na composição das águas de 

produção (AZEVEDO, 2003). A fonte pontual é representada pelo rio Paraíba do Sul, 

o qual tem sido estudado ao longo das duas últimas décadas principalmente devido 

ao uso do Hg nas plantações de cana-de-açúcar da região, através de fungicidas 

organomercuriais e pela atividade de garimpo (LACERDA et al., 1993). Estes 

estudos anteriores mostraram um nítido enriquecimento dos sedimentos superficiais 

sob influência da pluma fluvial. Em adição, a determinação do Hg em diferentes 

frações do material particulado em suspensão apresentou um enriquecimento nas 
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partículas mais finas, assim como na fração coloidal, evidenciando o tipo de 

transporte deste elemento para o oceano (ALMEIDA et al., 2007). 

A interação com a pesca é outra grande ameaça para essas aves. Nas 

atividades pesqueiras comerciais é comum o descarte de parte da captura, tanto na 

forma de peixes sem valor como seus derivados (KRUL, 1999). Associações de aves 

marinhas com este material são observadas em todo mundo, onde a rica quantidade 

de peixes provenientes do descarte fornece uma excelente fonte de alimento para 

diversas espécies (WALTER e BECKER 1994; BRANCO, 1999; KRUL, 1999; ORO, 

1999; BRANCO, 2001). Por outro lado, a interação pode causar sérios prejuízos, 

como por exemplo, a captura acidental de aves em espinhéis e redes de pesca e a 

depleção de estoques pesqueiros importantes (CRAWFORD e DYER, 1995). 

Outro fato grave é o hábito que alguns pescadores têm de agredir as aves 

marinhas que aguardam sobre o barco o descarte da pesca de arrasto (PELANDA et 

al., 2007). Isso acontece porque as aves sinalizam a pesca ilegal durante a época de 

defeso (período em que é proibida a captura do camarão), ou simplesmente por 

perturbarem os pescadores enquanto selecionam os peixes na rede (pescadores 

locais, comunicação pessoal). Outra forma de ação direta sobre aves foi detectada 

por Tasker e colaboradores (2000) que citam a matança de aves consumidoras de 

peixes de interesse comercial justificando a agressão como forma de evitar o 

declínio do estoque pesqueiro. Outra violenta ação de pescadores foi registrada por 

Moreno e colaboradores (2006) no Chile, onde pescadores nervosos matavam aves 

capturadas acidentalmente nos anzóis de espinhel a fim de economizar tempo. 

O turismo também pode ser uma significativa ameaça para as aves marinhas. 

No trabalho de Soares e Schiefler (1995), os autores indicam como grande problema 

a ação de moradores e turistas na coleta e pisoteio dos ovos de aves marinhas que 

reproduzem na Ilhota da Galheta em Laguna, SC. 

Estudos de bioindicadores são utilizados para avaliar, dentro do ambiente 

natural, os ecossistemas e transformá-los em indicadores ecológicos funcionais 

(CUNHA et al., 2012). O estudo de características de uma espécie em particular 

pode nos dizer sobre o estado das variações ambientais, reduzindo assim a 

quantidade de investimento que seria necessário para investigar estas variáveis 

diretamente e individualmente (LE BOHEC et al., 2012). 
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1.5 Técnicas moleculares no estudo de populações de aves marinhas 

 

Várias ferramentas desenvolvidas na Biologia Molecular mostraram-se muito 

úteis nos mais diversos estudos de genética e evolução de aves (STEEVES et al., 

2003, 2005a e b; PATTERSON et al., 2010). Alguns exemplos de aplicação são 

estudos de: relações intraespecífica e interespecífica de determinada ave com as 

demais espécies (filogenia do grupo de interesse), unidades genéticas contidas na 

espécie (fragmentação ao nível de subespécies ou populações), biologia reprodutiva 

(incluindo o sistema de acasalamento), identificação do sexo em espécies que não 

possuem dimorfismo sexual aparente, conservação, monitoramento da variabilidade 

genética e identificação individual (LE BOHEC et al., 2012). Os marcadores 

moleculares podem identificar indivíduos híbridos e seus descendentes, permitindo 

traçar planos de recuperação excluindo indivíduos híbridos de programas de 

reprodução em cativeiro, ou a partir da população original, se a manutenção de 

populações geneticamente puras é uma meta do programa de conservação (HAIG et 

al., 2004). Marcadores moleculares também podem ajudar a avaliar os efeitos das 

perturbações antrópicas em uma população (e.g. derramamentos de óleo) (RIFFAUT 

et al., 2005). 

A possibilidade de estimar a variabilidade de grupos de indivíduos é 

importante para avaliar se a diversidade genética possui alguma relação com o 

status de ameaça destes grupos (LE BOHEC et al., 2012). Além disso, as técnicas 

genéticas são ferramentas fundamentais para estudos de biologia e evolução das 

populações naturais (SLATKIN, 1993). 

 

1.5.1 DNA mitocondrial como marcador genético 

 

Desde 1980, a molécula do DNA mitocondrial (DNAmt) passou a fazer parte 

de muitos, senão da maioria dos estudos envolvendo estrutura populacional, 

relações filogenéticas e o entendimento de vários aspectos biológicos e evolutivos 

de uma grande variedade de organismos (WILSON et al., 1985; AVISE et al., 1987; 

MORITZ et al., 1987; AVISE, 1994). A molécula de DNAmt animal possui fita dupla e 

é circular (Figura 6). Foram descritos 37 genes, dos quais 13 codificam RNA 

mensageiros (RNAm) para proteínas envolvidas diretamente no processo do 
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transporte de elétrons e fosforilação oxidativa, dois para subunidades ribossômicas e 

22 para RNA transportadores (RNAt). O conteúdo em termos de genes e o arranjo 

em sua ordem são bastante conservados em vertebrados (MORITZ et al., 1987). 

 

Figura 6 - Esquema representativo do DNA mitocondrial. 

              

 

Uma característica bastante atrativa para estudos populacionais e evolutivos 

utilizando esta molécula é o fato desta apresentar herança matrilinear, de modo que 

ela não segue os padrões mendelianos de segregação e não sofre recombinação, o 

que faz com que toda a variabilidade existente entre os indivíduos de uma 

população seja introduzida exclusivamente por mutação (HOEZEL et al., 1991). 

Essa característica possibilita sua utilização para traçar uma genealogia materna ou 

até mesmo filogenia, o que muitas vezes pode ajudar a entender o modo de 

dispersão de muitos organismos (FITZSIMMONS et al., 2000). 

Estudos relacionados à estrutura genética das populações e inferências sobre 

os processos históricos demográficos que moldaram a estrutura atual são viáveis, 

pois o tamanho efetivo populacional do DNA mitocondrial é quatro vezes menor que 

o do DNA nuclear; dada sua natureza haplóide e herança uniparental, esta molécula 

apresenta uma taxa proporcionalmente mais rápida de diferenciação genética 

(BIRKY et al., 1989). Portanto, é possível observar efeito mais forte da deriva gênica 

e níveis mais elevados de diferenciação da população, mesmo que a separação 

tenha ocorrido recentemente em termos evolutivos (FRANKHAM et al., 1995). Isto 
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pode ser de grande importância em populações que ainda não alcançaram o 

equilíbrio entre migração e deriva, assim como para áreas com história de 

colonização recente (AVISE, 2000). 

Existe no DNA mitocondrial uma região não codificadora conhecida como A+T 

nos invertebrados ou “D-loop” nos vertebrados, que é responsável pela replicação e 

transcrição desse genoma. Esse trecho do DNA mitocondrial constitui, portanto, um 

marcador de evolução rápida e por isso, tem sido mundialmente utilizado para 

estudos populacionais (um exemplo com atobá marrom: MORRIS-POCOCK et al., 

2010a). Nesse estudo utilizamos a região não codificante CR1, que se encontra 

entre as extremidades dos loci que codificam os RNA transportadores RNAt-Pro e 

RNAt-Phe (Figura 7). Essa região tem sido usada para analisar evolução em 

concerto em diversos estudos (TATARENKOV e AVISE, 2007; PATTERSON et al., 

2010, MORRIS-POCOCK et al., 2010a). 

 

Figura 7 – Esquema representativo da região não codificante CR1 do DNA 
mitocondrial. 

 
Fonte: Retirado do artigo Morris-Pocock et al., 2010. 
 

Apesar de ser bastante utilizada para estudos populacionais é necessário 

bastante cuidado nas inferências quando só o DNAmt é analisado. Sendo uni-

parental, marcadores mitocondriais não são capazes de revelar um cenário de 

dinâmica populacional completo (MORITZ et al., 1987). Por esta razão, estudos com 

marcadores nucleares se fazem necessários para complementar as análises de DNA 

mitocondrial, e dessa forma, proporcionar um entendimento mais completo da 

estrutura genética de populações (KARL et al., 1992; KARL e AVISE, 1993; 

FITZSIMMONS et al., 1997). 
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1.5.2 Identificação do sexo em carcaças de Atobá marrom através de métodos 

moleculares 

 

A identificação do sexo é de extrema importância para a compreensão da 

ecologia e demografia das espécies, além de auxiliar na determinação de 

estratégias de manejo e conservação (SHIZURA e LYON, 2008; LEE et al., 2010). A 

identificação do sexo em indivíduos encalhados de Sula leucogaster possui várias 

limitações por seu avançado estágio de decomposição. A técnica molecular da 

análise do gene CHD (do inglês, Chromo Helicase DNA binding protein) encontrado 

nos cromossomos sexuais mostra-se como uma alternativa potencial nesses casos 

(ELLEGREN e SHELDON, 1997; GRIFFITHS et al., 1998). 

Nas aves, ao contrário do que ocorre nos mamíferos, as fêmeas são 

heterogaméticas apresentando um par de cromossomos sexuais diferentes (ZW), 

enquanto os machos são homogaméticos apresentando um par de cromossomos 

sexuais iguais (ZZ) (SOLARI, 1994). A metodologia molecular para sexagem baseia-

se nas diferenças de tamanhos entre os íntrons do gene CHD (GRIFFITHS et al., 

1998, KAHN et al., 1998, FRIDOLFSSON e ELLEGREN, 1999). 

Através da técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês 

Polymerase Chain Reaction), dois oligonucleotídeos iniciadores (primers) se pareiam 

em uma região “exônica” conservada, mas amplificam uma região “intrônica” (não-

codificante) menos conservada, geralmente apresentando comprimentos diferentes 

entre os genes CHD-Z e CHD-W. O produto da PCR evidencia a variação em 

tamanho, permitindo assim identificar indivíduos do sexo masculino e feminino 

(GRIFFITHS et al., 1998), de acordo com o número de bandas geradas (duas nas 

fêmeas e uma nos machos). 

 

 

1.6 Caracterização do problema 

 

As alterações no ambiente associadas com as rápidas mudanças no clima 

são capazes de impor fortes pressões de seleção em características importantes 

para a aptidão na maioria das espécies. Em resposta a esta seleção, os processos 

microevolutivos podem ser importantes mecanismos que desencadeiam algumas 
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das consequências negativas frente à mudança do ambiente (LE BOHEC et al., 

2012). Para que se resistam às mudanças nos ecossistemas, a diversidade genética 

é essencial, sendo necessário estabelecer um limite inferior da dimensão de uma 

população efetiva necessária para manter um potencial evolutivo (LE BOHEC et al., 

2012). Franklin e Frankham (1998) sugeriram que é possível quantificar este valor 

como o equilíbrio entre a perda de alelos devido à deriva genética e a geração de 

novos alelos através da mutação. A partir daí, tem sido sugerido que a segurança 

genética, a longo prazo, de uma espécie pode ser mantida com um tamanho 

populacional na gama de 500 a 5.000 indivíduos (FRANKHAM, 1995; LYNCH e 

LANDE, 1998). No entanto, ainda não está claro como a diversidade é mantida em 

colônias filopátricas, típicas de espécies de aves marinhas. Porém, a manutenção da 

variabilidade genética é essencial para as capacidades das populações de aves de 

adaptação às mudanças ambientais. Populações distintas são frequentemente 

denominadas como Unidades Evolutivamente Significativas (ESU, do inglês 

Evolutionarily Significant Units) e a perda destas populações resultaria em perder 

alguns dos recursos genéticos da espécie, incluindo potenciais adaptações locais, 

visto que tais populações podem ser genética e demograficamente isoladas umas 

das outras (LE BOHEC et al., 2012). 

Determinar os fatores que influenciam a diferenciação das populações é 

crucial para a obtenção de uma melhor compreensão da geração e manutenção da 

biodiversidade, particularmente em ecossistemas sob ameaça de mudança do clima, 

de extração dos recursos e de poluição. Os ecossistemas marinhos enfrentam uma 

série dessas ameaças, e são mais capazes de resistir a perturbações quando a 

biodiversidade é elevada (PALUMBI et al., 2008). Nesse contexto, o presente estudo 

tem como objetivo caracterizar geneticamente as aves marinhas da espécie Sula 

leucogaster coletadas na Bacia de Campos, vítimas de encalhe e estimar o nível de 

variabilidade genética das amostras de indivíduos desta espécie encontradas na 

área de estudo. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

O presente estudo tem como objetivo a caracterização genética da população 

de Sula leucogaster do litoral da Bacia de Campos com base na variabilidade da 

região controle do DNA mitocondrial. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Analisar a composição genética da população de Sula leucogaster da Bacia de 

Campos através da identificação dos haplótipos que a compõe e da determinação 

dos índices de diversidade molecular que a caracteriza; 

 

- Comparar a composição genética da população de Sula leucogaster da Bacia de 

Campos com populações de outras Bacias Oceânicas já estudadas (Atlântico, Mar 

do Caribe, Pacífico e Índico); 

 

- Investigar a estrutura populacional existente nas populações de Sula leucogaster 

quando as amostras da Bacia de Campos estão incluídas; 

 

- Avaliar a proporção entre machos e fêmeas de restos mortais de Sula leucogaster 

recolhidos na área costeira da Bacia de Campos; 

 

- Comparar a diversidade genética encontrada para machos e fêmeas de Sula 

leucogaster da região da Bacia de Campos; 

 

- Verificar a filogenia e filogeografia quando as amostras da região da Bacia de 

Campos estão presentes. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Coleta de tecido 

 

Pesquisadores do GEMM-Lagos (Grupo de Estudo de Mamíferos Marinhos da 

Região dos Lagos) e colaboradores realizaram nos anos de 2008 a 2010 

monitoramentos regulares ao longo da costa brasileira recuperando carcaças 

encalhadas de mamíferos marinhos, tartarugas e aves marinhas. Os coletores eram 

ornitólogos, e a coleta só era efetuada se houvesse a possibilidade de identificação 

da espécie, isto dependia do grau de decomposição dos espécimes. Assim, 

amostras de fígado e/ou músculo foram coletadas e condicionadas em etanol 70 %. 

 

3.2 Área de coleta 

 

A Bacia de Campos, situada no litoral dos Estados do Rio de Janeiro e do 

Espírito Santo, entre os paralelos 21 e 23 sul, abrange uma área de 115.800 km2 até 

a lâmina d'água de 3.000 metros. É uma área de depósitos sedimentares originados, 

principalmente, pela erosão de parte das rochas da Serra do Mar (CAETANO-

FILHO, 2003). As condições geológicas de formação dessa bacia proporcionaram o 

acúmulo de grandes quantidades de petróleo em sua plataforma continental 

(CAETANO-FILHO, 2003). A região recebe investimentos para o desenvolvimento 

de tecnologia e infraestrutura para a exploração petrolífera, e, consequentemente, 

sofre considerável impacto ambiental. 

A área da plataforma continental entre Campos e o Rio de Janeiro apresenta 

mistura de massas d’água oriundas da corrente do Brasil, corrente Costeira e Água 

Central do Atlântico Sul (ACAS). A corrente do Brasil é caracterizada por águas 

oligotróficas de temperatura mais elevada e contribui com as massas d’água junto à 

costa, recebendo importantes descargas de água doce, devido à ação das 

desembocaduras de rios de pequeno e médio porte, principalmente o Rio Paraíba do 

Sul. A ACAS, por sua vez, se encontra entre 200 e 400 metros de profundidade, 

caracterizada por apresentar menor salinidade, baixa temperatura e altas 

concentrações de nutrientes (MATSUURA, 1995). Os ventos predominantes na 
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região da Bacia de Campos são os de nordeste durante a maior parte do ano, 

considerados importantes mecanismos na geração de correntes nesta plataforma. 

Durante o verão, quando uma termoclina sazonal se estabelece, os ventos NE/E 

entre 21o e 23o S se intensificam e controlam o evento de ressurgência, resultando 

no afloramento de ACAS na plataforma interna. Devido a esse fenômeno, a região 

sul da área de estudo é caracterizada por elevada produtividade primária, 

diversidade e abundância de organismos aquáticos (VALENTIN, 2001). 

Ao sul da área de estudo, a ressurgência de Cabo Frio é o principal agente 

controlador das condições oceanográficas costeiras, enquanto que ao norte do Cabo 

de São Tomé (Campos dos Goytacazes), o Rio Paraíba do Sul possui maior 

influência. O Rio Paraíba do Sul aumenta drasticamente sua vazão durante o verão 

(TEIXEIRA et al., 2010), o que faz com que sua área de influência na região costeira 

próxima a sua desembocadura aumente. Além disso, a maior vazão interfere 

diretamente na disponibilidade de nutrientes que chegam até o oceano (KRUGER et 

al., 2006), alterando assim a produtividade biológica e o equilíbrio trófico do 

ambiente costeiro. O GEMM-Lagos atua na região centro-norte fluminense, entre os 

municípios de Saquarema e Quissamã, fazendo o monitoramento regular de 

encalhes nas praias (Figura 8). 
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Figura 8 - Área de coleta de amostras de Sula leucogaster (Boddaert, 1783) no 
estado do Rio de Janeiro. Mapa da área de estudo, compreendida entre 
Saquarema e Quissamã, regularmente monitorada pela equipe do 
GEMM-Lagos / Oceanites em 2009 para recolhimento de carcaças de 
quelônios, aves e mamíferos marinhos 

 

Fonte: Retirado de REIS et al., 2010. 

 

3.3 Purificação de DNA gênomico total de Sula leucogaster 

 

A extração de DNA genômico total foi realizada de acordo com o protocolo 

modificado de Damato e Corach (1996). Aproximadamente 1 cm3 de tecido foi 

subamostrado e, após secagem em papel de filtro, esse fragmento foi cortado em 

pequenos pedaços e transferido para um microtubo limpo de polipropileno de 1,5 mL 

(tipo Eppendorff). Foram adicionados 700 L da solução de tampão de lise contendo 

brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB 2 %, 100 mM Tris-Cl pH 8,0, 20 mM EDTA, 1,4 

M NaCl), Proteinase K e beta-mercaptoetanol. Em seguida, a amostra foi incubada à 

54 °C, de um dia para o outro (mínimo de duas horas e máximo de 30 horas), sendo 
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macerada com o auxílio de pistilos plásticos. Após esta etapa foi adicionado um 

volume de 500 L de clorofórmio (MERCK) gelado e centrifugou-se por 5 min a 

10000 rpm à 4 °C para a retirada de elementos com características apolares. Três 

fases são formadas: uma superior, aquosa, contendo moléculas polares e iônicas 

como os ácidos nucleicos e sais; outra, inferior, contendo o solvente orgânico, 

lipídeos, e ‘debris’ celulares; e uma fase intermediária, composta sobretudo de 

proteínas coaguladas. Transferiu-se a fase superior para um microtubo limpo e se 

adicionou, a seguir, igual volume de clorofórmio (MERCK) para a total retirada do 

excesso de proteína ainda existente. Depois de nova centrifugação (5 min/10.000 

rpm/4 ºC), a fase superior foi transferida para um microtubo limpo e adicionou-se 1 

mL de isopropanol e 50 L de acetato de sódio 3 M pH 5,3, para a retirada da água 

de solvatação do DNA, sendo as amostras acondicionadas de um dia para o outro 

no congelador (-20 oC), uma vez que a baixa temperatura diminui a solubilidade das 

moléculas, permitindo a precipitação do DNA. Após esta etapa, houve a retirada do 

isopropanol e acetato de sódio, por centrifugação (20 min /14.000 rpm/ 4 ºC) 

formando um precipitado. As amostras foram secas ao ar livre, por inversão do tubo 

e lavadas com 1 mL de etanol 70% gelado (MERCK), esta etapa corresponde a re-

hidratação do DNA para que não haja degradação. Antes da retirada do etanol 70%, 

fez-se uma centrifugação por 3 min a 10.000 rpm a 4°C. Na etapa final o DNA foi 

suspenso em solução de 20 μg/mL RNase, para, então, ser armazenado em freezer 

a -20 oC. 

 

 

3.4 Quantificação da extração de DNA 

 

Para a quantificação do DNA extraído, cerca de 1-5 μL de amostra DNA de S. 

leucogaster juntamente com tampão de carregamento de amostra (50 % glicerol, 

0,05 % azul de bromofenol, 0,05 % xilenocianol) foram submetidos a uma 

eletroforese em gel de agarose 0,8 % (0,8 g de agarose - PHARMACIA, dissolvida 

em 100 mL de tampão TBE 0,5X: 0,45 M Tris-borato e 0,01 M EDTA – MERCK), em 

uma cuba horizontal (LIFE TECHNOLOGIES) a 5 V/cm, por 40 min. A visualização 

foi feita em um transiluminador de luz ultravioleta (UVP modelo TM-20), após 10 min 

de imersão em solução de brometo de etídio (MERCK) a 5 g/mL A quantificação é 
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feita por comparação com marcadores de concentração molecular conhecidos (10 

ng/L, 20 ng/L, 50 ng/L e 100 ng/L de DNA de bacteriófago lambda – GIBCO), e 

a partir da comparação da intensidade das bandas, obtêm-se uma estimativa da 

concentração de cada amostra extraída, como mostrado na Figura 9. 

 

Figura 9 - Esquema da eletroforese em gel de agarose para a estimativa de 
quantificação de DNA.  

 

Legenda: Na imagem à direita estão, em sequência, marcadores de concentração de 100 ng/L, 50 

ng/L, 20 ng/L e 10 ng/L de DNA de bacteriófago Lambda, e uma amostra de DNA 
genômico. 

 

3.5 Amplificação pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e 

sequenciamento 

 

A amplificação da região controle do DNA mitocondrial foi realizada através 

da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR; MULLIS e FALOONA, 1987), 

utilizando-se os primers SlMCR-L160A (5'-ATCCACATTGCACATTTAAA-3'; 

STEEVES et al., 2005a) e SdMCR-H750 (5'-GGGAACCAAAAGAGGAAAACC-3'; 

STEEVES et al., 2005a). Todas as amplificações foram feitas em reações de 15 µL, 

contendo 0,5U/µL de DNA polimerase (Tth), 0,6 µL dNTPs, 0,5 µL MgCl2, e 0,6 µM 

de cada iniciador. O programa utilizado para a PCR consistiu em uma etapa inicial 

de desnaturação por 2 minutos a 95ºC, seguida de 30 ciclos de amplificação (30 

segundos a 95ºC, 30 segundos a 54ºC e 1 minuto a 72ºC), e uma extensão final de 

3 minutos a 72ºC, conforme descrito em Steeves e colaboradores (2005a). Controles 

negativos foram incluídos em todas as amplificações. Foram amplificados 

fragmentos de cerca de 560 pares de bases (pb) do DNA mitocondrial. 
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O produto da PCR foi submetido a uma corrida eletroforética em gel de 

agarose 2 % (8g de agarose dissolvida em tampão TBE 0,5X), utilizando também o 

TBE 0,5X como tampão de corrida, para confirmação da amplificação dos 

fragmentos com tamanho esperado e da ausência de contaminação. São utilizados 

marcadores de tamanho conhecido em pares de bases (pb) para a identificação do 

fragmento amplificado. 

A purificação e o seqüenciamento dos fragmentos amplificados pela PCR 

foram realizados em seqüenciador automático por meio de serviço terceirizado 

(MACROGEN Inc., http://dna.macrogen.com/). 

 

 

3.6 Amplificação de fragmento do gene CHD para determinação do sexo 

 

A amplificação dos íntrons CHD-Z e CHD-W dos cromossomos sexuais foi 

realizada através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) usando os primers P2 

(5’-TCT GCA TCG CTA AAT CCT TT-3’) e P8 (5’-CTC CCA AGG ATG AGR AAY 

TG-3’) (GRIFFITHS et al., 1998). Todas as reações tiveram volume total de 10 μl, 

com a seguinte concentração final dos reagentes: 10 ng de DNA genômico, 1 μM de 

cada primer, 0,25 U de DNA polimerase (Taq BIOTOOLS), 1,4 μM de Tampão 10x 

com MgCl2 e 0,4 μM de dNTP. 

A termociclagem para a amplificação por PCR consistiu de uma etapa inicial 

de desnaturação à 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 45 

segundos, 52°C por 45 segundo (pareamento), 72°C por 45 segundos, e uma etapa 

de extensão final de 72°C por 5 minutos. Todas as reações foram realizadas 

incluindo controle positivo e negativo (sem DNA genômico), a fim de testar 

contaminação e para garantir a fidelidade das amplificações da PCR. 

 

 

3.7 Visualização dos produtos amplificados após eletroforese em gel de 12% 

de poliacrilamida corado por prata 

 

Para cada 10 μl de produto amplificado foram adicionados a 2 μl de tampão 

de carregamento de amostra (30% de glicerol, 0,25 % de bromofenol e 0,25 % de 
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xilenocianol) e submetidos a uma eletroforese em cuba vertical com gel de 12 % de 

poliacrilamida (99:1 acrilamida:bis-acrilamida) em tampão TBE 1X (0,89 M Tris-

borato e 0,02 M EDTA; SAMBROOK et al., 1989), por três horas, a uma voltagem de 

140 V. Isso permitiu a separação dos fragmentos gerados em amostras de fêmeas 

(ZW) e a visualização do fragmento gerado pelas amostras de machos (ZZ) (Figura 

10). Após a eletroforese os géis foram corados com nitrato de prata de acordo com 

Bassam e colaboradores (1991). 

 

Figura 10 - Esquema da amplificação dos genes CHD-Z e CHD-W. 

 
 

 

Legenda: Raia 1, marcador de tamanho de fragmento; raias 2 e 3, fêmeas (fragmento W, 
400 pb e Z, 380 pb); raias 4 e 5, machos (fragmento Z, 380 pb). 

 

Ao término da eletroforese, o gel de poliacrilamida foi submetido à coloração 

por nitrato de prata, que consiste na fixação em solução de ácido acético a 10 % 

durante 20 minutos; lavagem do gel, duas vezes, em água deionizada (Milli-Q) por 2 

minutos e incubação por 30 minutos, sob agitação, em solução de coloração (que 

deve ser mantida protegida da luz), contendo para cada 600 mL: 0,84 g de nitrato de 

prata + 1260 L de formaldeído 34 % (adicionado imediatamente antes do uso). 

Após a coloração, o gel foi lavado novamente em água Milli-Q por 10 segundos e 

incubado em solução de revelação (que deve ser mantida sob refrigeração) 

contendo para cada 600 mL: 18 g de Na2CO3 anidro, 900 L de formaldeído 34 % e 

120 L de tiossulfato de sódio (10 mg/mL) (os dois últimos adicionados apenas na 

hora do uso) (BASSAM et al., 1991). As bandas aparecem quando o nitrato de prata, 

ligado por afinidade ao DNA, oxida em contato com o tiossulfato. Após o 

aparecimento das bandas, a revelação foi interrompida com solução de ácido 

acético 10 %. Em seguida, a solução foi retirada cuidadosamente e os géis 

1000pb 

400pb 

♀ ♂ ♀ ♂ 

1 2 3 4 5 
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colocados em placas de vidro devidamente embrulhadas em papel celofane 

umedecido e postos para secar em temperatura ambiente. 

 

 

3.8 Análise dos dados 

 

3.8.1 Systat 

 

Após a identificação do sexo das amostras de tecido dos atobás marrons da 

Bacia de Campos, as proporções de machos e fêmeas e a diferença estatística entre 

elas testada através do teste do qui–quadrado utilizando o programa de análises 

estatísticas, Systat foram determinadas. Esse teste tem como princípio determinar 

se um conjunto de dados se adéqua estatisticamente a valores inferidos por um 

modelo específico, assim, foi estimado o valor esperado das frequências de machos 

e fêmeas a partir do número de amostras estudadas, com base na premissa de 

frequências iguais entre os sexos (ZAR, 1984). 

 

 

3.8.2 Seqman e Bioedit 

 

As seqüências geradas foram alinhadas e editadas com o programa BioEdit 

Sequence Alignment Editor versão 7.0.1 (HALL, 1999). Além deste, o programa 

Seqman 7.1.0 também auxiliou na determinação de seqüências consenso. Os 

haplótipos mitocondriais foram definidos a partir da comparação com os já 

depositados em bancos de dados (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

Neste, encontram-se depositados até o momento 118 haplótipos de região controle 

do DNA mitocondrial de Sula leucogaster do Atlântico, Pacífico, Índico e Caribe. 

 

 

3.8.3 Mega 

 

As relações filogenéticas entre os haplótipos de região controle do DNA 

mitocondrial de Sula leucogaster (fragmentos de 480 pb) foram determinadas por 
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Máxima Verossimilhança (NEI e KUMAR, 2000), seguindo o modelo evolutivo de 

HKY 85 com distribuição gama e invariância utilizando 1.000 réplicas de bootstrap, 

implementado pelo programa MEGA versão 5 (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis; KUMAR et al., 2004). O método de Máxima Verossimilhança requer um 

modelo probabilístico de evolução de caracteres e pode levar em consideração 

parâmetros com taxa de substituição entre pares de nucleotídeos em uma sequência 

de DNA, frequencias de bases, proporção de sitos invariáveis e heterogeneidade de 

taxas de substituição entre sítios (NEI e KUMAR, 2000). O modelo de HKY 85 

considera as diferenças entre as taxas de transição e transversão, assim como as 

desigualdades na freqüências de bases. No entanto, outro método de construção de 

árvores filogenéticas - Neighbor-Joining (NJ; SAITOU e NEI, 1987) - e modelos de 

substituição de nucleotídeos (TN93+G+I) também foram testados. O critério de 

informação de Akaike (AIC) foi utilizado para testar se o modelo é adequado 

(AKAIKE, 1974). 

 

 

3.8.4 TCS 

 

O programa TCS versão 1.21 foi usado para gerar a rede de haplótipos da 

região controle do DNAmit de Sula leucogaster. A rede haplotípica foi construída a 

partir dos preceitos de parcimônia implementados por Templeton e colaboradores 

(1992). Neste método, a rede é construída respeitando a probabilidade cumulativa (= 

95 %) de que todas as diferenças entre cada duas seqüências sejam produto de 

substituições únicas (estado parcimonioso) e o haplótipo ancestral mais provável é 

identificado de acordo com a Teoria da Coalescência (CASTELLOE e TEMPLETON, 

1994). As ambigüidades na rede são resolvidas de acordo com as regras de 

Crandall e Templeton (1993), segundo as quais: mutações raras devem aparecer 

num único indivíduo e os mutantes raros, por sua vez, se restringir a uma única 

população, exceto que existam altas taxas de fluxo gênico; haplótipos mais antigos 

devem apresentar maior freqüência e maior número de haplótipos descendentes, 

que diferem do original por poucas mutações; haplótipos mais antigos devem 

constituir topologias em forma de estrela com os mais novos; e haplótipos de uma 

mesma localidade devem manter-se próximos na rede. 
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3.8.5 Arlequin 

 

As estatísticas sumárias (número de haplótipos; sítios polimórficos; diversidades 

haplotípicas e nucleotídicas) foram calculadas no programa Arlequin 3.5 (EXCOFIER 

e LISCHER, 2010). Nesse mesmo programa foi estimado o nível de estruturação 

genética entre as populações através do FST, que é uma estatística análoga à 

estatística F clássica de Wright, mas que leva em conta a distância entre os 

haplótipos. Esse programa também foi usado para estimar a diferença média entre 

pares de populações por meio de cálculo de distância genética simples (uncorrected 

p distances). Possíveis flutuações demográficas ocorridas, como gargalos 

(bottlenecks) e expansões, foram analisadas por meio de testes de neutralidade, D 

de Tajima e FS de Fu, que assinalam valores significativamente negativos para 

esses eventos, utilizando o Arlequin 3.5. Também com este programa avaliamos a 

estrutura genética das supostas populações através da análise de variância 

molecular ou AMOVA (estatística ; EXCOFFIER et al., 1992) com 10.000 

permutações para os valores associados de P. A partir dos dados de FST 

correlacionamos matrizes de distâncias genéticas e geográficas através do teste de 

Mantel (Mantel, 1967) com 1.000 permutações. E foi testado a hipótese de expansão 

populacional através de Mismatch Distribution (SCHNEIDER e EXCOFFIER, 1999). 

Os valores de FST par a par, são determinados a partir da permutação dos 

haplótipos entre pares de populações e podem ser utilizados para estimar as 

distâncias genéticas a curto prazo entre populações (WRIGHT, 1951 e 1965). O 

valor associado de P consiste na proporção de permutações que conduzem a 

valores de FST maiores ou iguais aos observados. Esta análise trabalha com a 

hipótese nula de que não existe diferenciação entre as populações (EXCOFFIER et 

al., 2006). Sendo assim, valores de FST significativos (P<0,05) conduzem à rejeição 

da hipótese nula, ou seja, indicam que há diferenças significativas entre as 

populações analisadas. Já valores de FST não significativos (P>0,05) corroboram a 

hipótese nula, indicando que não há diferenças significativas entre elas. No entanto 

esta análise apresenta algumas desvantagens: (1) considera apenas freqüências 

dos haplótipos, (2) não fornece modelo de estruturação, (3) não detecta subdivisão 

populacional quando há uma baixa diferenciação genética e (4) se baseia em 

premissa não realistas, onde o modelo assume inúmeras populações, todas com 
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tamanho grande e mesma taxa de migração, sendo a migração simétrica e 

totalmente aleatória, e ausência de seleção ou mutação. Embora as limitações do 

FST sejam reconhecidas ele ainda é considerado um bom estimador de estruturação 

(WHITLOCK e MCCAULEY, 1999; NEIGEL, 2002). 

Outra maneira para analisar a diferenciação das populações é o teste exato, 

que trabalha com a hipótese nula de panmixia (não diferenciação) e a testa em uma 

distribuição ao acaso de k diferentes haplótipos ou genótipos entre r populações 

(EXCOFFIER et al., 2006). Este teste baseia-se nos valores de p, onde estes sendo 

maiores que 0,05, a hipótese nula é aceita, ou seja, a população está em panmixia. 

E valores menores que 0,05, a hipótese nula é rejeitada, sendo assim, a população 

se encontra estruturada. 

A Análise de Variância Molecular (AMOVA, EXCOFFIER et al., 1992) é 

semelhante a outras abordagens essencialmente com base na análise de variância 

das freqüências gênicas, que leva em conta o número de mutações proposto entre 

haplótipos e testa a estrutura genética das populações através da determinação dos 

valores de estatística : CT (responde pela variação entre grupos), SC (pela 

variação entre populações dentro de grupos) e ST (pela variação dentro de 

populações). Através da permutação de haplótipos, indivíduos ou populações, entre 

indivíduos, populações ou grupos de populações, é testada a significância dos 

índices de fixação (EXCOFFIER et al., 2006). Os valores mais elevados e 

significativos (P<0,05) de CT (equivalente ao FST neste caso) demonstram a 

melhor forma de estruturação das populações, ou seja, a diferenciação entre elas. 

Valores não significativos (P>0,05) indicam que não existe diferenciação entre as 

populações ou que a estrutura proposta para elas a priori não representa 

adequadamente sua estruturação. 

A existência de fluxo gênico pode ser avaliada por valores de Nm, onde os 

valores são calculados a partir dos valores de diferenciação populacional usando 

freqüências alélicas (EXCOFFIER et al., 2006). Portanto, valores muito elevados de 

Nm permitem inferir que as populações testadas não se encontram estruturadas 

(não há diferenciação entre as populações), já valores menores (Nm>1) indicam que 

as populações se encontram estruturadas. 

Para correlacionar a distância genética e distância geográfica das populações 

de Sula leucogaster foi utilizado o teste de Mantel. Este teste tem como premissa 
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avaliar a significância da correlação entre duas ou mais matrizes através de 

permutação, definindo o coeficiente de correlação entre os elementos dessas 

matrizes (EXCOFFIER et al., 2006). As distâncias geográficas foram estimadas em 

quilômetros com o auxílio do programa Google Earth 2010. Os dados genéticos e 

geográficos foram compilados em gráficos através do Microsoft Office Excel 2003. 

Para descrever a distribuição de diferenças nucleotídicas entre pares de 

seqüências de DNA, neste caso de haplótipos de DNA mitocondrial, baseado no 

modelo de expansão populacional súbita foi utilizada a análise de Mismatch 

Distributions (ROGERS e HARPENDING, 1992; HARPENDING et al., 1998; 

SCHNEIDER e EXCOFFIER, 1999). Quando as populações permanecem em 

equilíbrio demográfico por um longo tempo apresentam distribuições caóticas e 

irregulares (multimodais), enquanto que aquelas que passaram por expansões 

demográficas recentes, resultado de efeito gargalo (bottlenecks) ou de efeito 

fundador, mostram distribuições homogêneas (unimodais). Neste caso, valores de P 

maiores que 0,05 conduzem à não rejeição da hipótese nula, ou seja, indicam que a 

distribuição das diferenças é compatível com a hipótese de expansão populacional 

súbita. Além disso, valores de Sum of Squared Deviation (SSD) e Harpending's 

Raggedness Index (HRI) mais baixos indicam expansão, enquanto que mais altos 

indicam populações estáveis. 

Os testes de neutralidade de Tajima (1989) e Fu (1997) foram utilizados para 

avaliar se as populações estudadas estão sofrendo gargalos ou expansão súbita. 

Assim, caso exista influência desses fatores na estrutura genética das populações 

espera-se valores negativos de D e Fs. No entanto o teste Fu parece ser mais 

sensível que o teste D (HARTL e CLARK, 1997). 

 

 

3.9 Dados para comparações 

 

No presente estudo, foi utilizado somente um marcador mitocondrial para a 

avaliação da diversidade, estruturação e filogeografia de Sula leucogaster na Bacia 

de Campos. Apesar de tais marcadores conterem informação limitada - fornecendo 

dados apenas sobre as linhagens maternas - e a duplicação para alguns genes em 

algumas espécies de aves marinhas (inclusive para Sula leucogaster) (ex: ABBOTT 
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et al., 2005; MORRIS-POCOCK et al., 2010b); o conhecimento da evolução em 

concerto da região controle do DNA mitocondrial podem ser importantes, pois muitos 

genes adjacentes à esta região (por exemplo, o citocromo b, ND6, 12S rRNA) são 

utilizados na genética de populações e na pesquisa filogenética (YABSLEY et al., 

2006; MORRIS-POCOCK et al., 2010a e b). Além disso, o padrão de evolução em 

torno de seqüências da região controle duplicada podem fornecer informações sobre 

os mecanismos moleculares responsáveis pela evolução em concerto do DNA 

mitocondrial (ABBOTT et al., 2005). 

Para determinar a relação entre as populações de atobá marrom provenientes 

da Bacia de Campos e outras localidades foram utilizados os dados gerados por 

MORRIS-POCOCK (2010) encontrados no genbank (GU059603.1 à GU059720,1), e 

inclui áreas no Oceano Pacífico, Atlântico, Índico e Caribe (Figura 11). As colônias 

amostradas dentro das localidades citadas podem ser visualizadas na Tabela 1. 

Amostras das colônias de Isla de San Benedicto, Piedra Blanca e San Pedro Mártir 

não foram usadas nas análises de diversidade gênica e estruturação devido ao 

baixo número amostral, sendo incluídas somente nas análises filogenéticas. 

 

Figura 11 – Mapa de área de amostragem de Sula leucogaster (Boddaert, 1783). 

 

 

Fonte:Reproduzido de MORRIS-POCOCK et al., 2010. 
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Tabela 1 – Locais de amostragem, abreviatura e número de indivíduos amostrados 
por Morris-Pocock e colaboradores (2010). 

Colônia Localização Geográfica Abreviações 
Número de 
amostras 

Isla Monito Caribe Mon 28 

Cabo Verde Atlântico Cvd 25 

Ascensão Atlântico Asn 23 

Ilhas Christmas Índico Xch 29 

Atol de Palmira Pacífico Central Pal 28 

Atol de Johnston Pacífico Central Jon 30 

Isla Gorgona Pacífico Oriental Gor 30 

Isla de San Benedicto Pacífico Oriental Sbe 8 

Piedra Blanca Pacífico Oriental Pbl 6 

Farallón de San Ignacio Golfo da California Fsi 28 

San Pedro Mártir Golfo da California Spm 7 

Total   242 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Purificação de DNA gênomico e amplificação por PCR 

 

Ao todo, foram coletadas 91 amostras de tecido de Sula leucogaster 

encontradas mortas ao longo da litoral da Bacia de Campos. Do número total de 

amostras de aves encalhadas obtidas, somente em 68 houve sucesso na extração 

de DNA genômico com qualidade suficiente para ser utilizado na PCR. A dificuldade 

de se obter DNA genômico de alto peso molecular e de qualidade se deve a 

degradação dos tecidos coletados, devido à decomposição pós-morte; como é 

possível ver na figura 12. Também devido à alta degradação do DNA houve 

dificuldade na amplificação por PCR. Das 68 amostras foi possível a amplificação da 

região controle do DNA mitocondrial de 61 amostras, gerando fragmentos de 560 

pares de bases (pb) (Figura 13 a). Para a identificação do sexo, a amplificação de 

fragmentos de íntrons dos genes CHD-Z e CHD-W geraram fragmentos de 400 e 

380 pb, respectivamente em 60 amostras (Figura 13 b). Todas as amostras que 

tiveram a região controle do DNA mitocondrial amplificada e a identificação do sexo 

podem ser visualizadas na tabela 2. 

 
Figura 12 - Gel de agarose 0,8 % apresentando exemplo de quantificação do DNA 

genômico total de amostras de Sula leucogaster (Boddaert, 1783). 

  
Legenda: Raias: (1) - padrão de concentração de DNA de bacteriófago lambda 10 ng; (2) - padrão de 

concentração de DNA de bacteriófago lambda 50 ng; (3-14)  - DNA de diferentes amostras 
de Sula leucogaster.  

Nota: A seta vermelha indica o DNA genômico de alto peso molelular e a seta amarela indica arrasto 
de degradação do DNA. 
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4.2 Análise da proporção sexual 

 

Das 91 amostras de Sula leucogaster encalhados na bacia de Campos foi 

possível fazer a determinação do sexo de somente 60 amostras, onde estas não 

indicaram diferentes proporções entre fêmeas (47 %) e machos (52 %). Os outros 

trinta e um indivíduos não puderam ser sexualmente identificados, devido ao 

avançado estado de decomposição. Consequentemente, o teste do qui quadrado 

demonstrou que não houve diferenças nas proporções dos sexos de Sula 

leucogaster para as amostras da Bacia de Campos Sul (X2 = 0.153; df = 1; P ≈ 

0.696). 

 

Figura 13 - Sexos de Sula leucogaster para as amostras 

  

 
Legenda: (a) Gel de agarose 2 % apresentando exemplo de amplificação da região controle do DNA 

mitocondrial de Sula leucogaster (Boddaert, 1783). Raias: (1) marcador de tamanho de 
fragmento Gene Ruler 100pb DNA ladder: 1.031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 
100 e 80 pb; (2-16) produtos amplificados de diferentes amostras de Sula leucogaster (17) 
controle negativo da PCR. A seta vermelha indica produto da PCR onde a banda 
corresponde a cerca de 500 pb. (b) Gel de acrilamida 12% apresentando exemplo de 
amplificação dos íntrons dos genes CHD-Z e CHD-W. Raias (1) marcador de tamanho de 
fragmento Gene Ruler e raias (2-19) produto de amplificação para identificação sexual. A 

seta vermelha indica o padrão para fêmeas e a seta amarela o padrão para macho. 
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Tabela 2 – Número de tombo UERJ, identificação do sexo para 60 amostras e 
identificação haplotípica para 61 amostras de Sula leucogaster 
(Boddaert, 1783). 

 
Amostras de Sula leucogaster - GEMM-Lagos 
/ Projeto Habitats 
Amostras de encalhe sexo haplótipo 

UERJ/SL 1 macho  
UERJ/SL 2 fêmea BC_1 

UERJ/SL 3 fêmea BC_1 
UERJ/SL 4 fêmea BC_26 
UERJ/SL 5 fêmea  
UERJ/SL 6 fêmea BC_19 

UERJ/SL 7 fêmea BC_2 
UERJ/SL 8 fêmea BC_20 
UERJ/SL 9 macho  

UERJ/SL 10 macho  

UERJ/SL 11   
UERJ/SL 12   
UERJ/SL 13 macho  
UERJ/SL 14 fêmea  

UERJ/SL 15 fêmea  
UERJ/SL 16   
UERJ/SL 17 fêmea BC_23 
UERJ/SL 18 macho BC_4 

UERJ/SL 19 macho BC_3 
UERJ/SL 20 macho BC_02 
UERJ/SL 21 macho BC_22 
UERJ/SL 22   

UERJ/SL 23   
UERJ/SL 24   
UERJ/SL 25   
UERJ/SL 26 macho BC_13 

UERJ/SL 27   
UERJ/SL 28 fêmea BC_14 
UERJ/SL 29  BC_1 
UERJ/SL 30  BC_4 

UERJ/SL 31  BC_4 
UERJ/SL 32 fêmea BC_7 
UERJ/SL 33   
UERJ/SL 34 macho BC_1 

UERJ/SL 35 fêmea BC_11 
UERJ/SL 36 fêmea BC_15 
UERJ/SL 37 fêmea BC_5 
UERJ/SL 38 macho BC_16 

UERJ/SL 39   
UERJ/SL 40 fêmea  
UERJ/SL 41 fêmea BC_2 
UERJ/SL 42   

UERJ/SL 43 macho BC_6 
UERJ/SL 44 macho BC_2 
UERJ/SL 45   
UERJ/SL 46 macho BC_17 

   

   
Amostras de Sula leucogaster - GEMM-Lagos 

/ Projeto Habitats 
Amostras de encalhe sexo haplótipo 

UERJ/SL 47 fêmea BC_2 
UERJ/SL 48 macho BC_7 
UERJ/SL 49 macho BC_2 
UERJ/SL 50 macho BC_1 
UERJ/SL 51   
UERJ/SL 52 fêmea BC_2 
UERJ/SL 53 macho BC_2 
UERJ/SL 54  BC_8 
UERJ/SL 55 fêmea  
UERJ/SL 56 fêmea BC_2 
UERJ/SL 57 fêmea BC_1 
UERJ/SL 58  BC_3 
UERJ/SL 59 macho  
UERJ/SL 60 fêmea  
UERJ/SL 61 fêmea BC_24 
UERJ/SL 62 macho BC_18 
UERJ/SL 63 fêmea BC_11 
UERJ/SL 64  BC_2 
UERJ/SL 65   
UERJ/SL 66   
UERJ/SL 67 macho BC_2 
UERJ/SL 68 macho BC_9 
UERJ/SL 69 macho BC_4 
UERJ/SL 70 macho  
UERJ/SL 71 macho  
UERJ/SL 72   
UERJ/SL 73   
UERJ/SL 74   
UERJ/SL 75   
UERJ/SL 76   
UERJ/SL 77 macho BC_6 
UERJ/SL 78   
UERJ/SL 79 fêmea BC_10 
UERJ/SL 80 fêmea BC_11 
UERJ/SL 81  BC_12 
UERJ/SL 82 macho BC_2 
UERJ/SL 83 macho BC_2 
UERJ/SL 84 macho BC_2 
UERJ/SL 85   
UERJ/SL 86 macho  
UERJ/SL 87 fêmea BC_2 
UERJ/SL 88 macho BC_2 
UERJ/SL 89   
UERJ/SL 90   
UERJ/SL 91   
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4.3 Aparente heteroplasmia 
 

Foi possível visualizar no eletroferograma do seqüenciamento que nove 

amostras possuem regiões ambíguas (ou seja, locais onde duas bases estavam 

presentes no mesmo local), estas ambigüidades estavam presentes em ambas as 

direções no seqüenciamento. Esse fato pode sugerir uma heteroplasmia para Sula 

leucogaster, como já foi documentado no estudo de Morris e colaboradores (2010). 

No entanto, outras metodologias precisariam ser aplicadas para validar a existência 

de heteroplasmia para essas amostras. 

Embora não se possa afirmar a heteroplasmia verdadeira para amostras de 

Sula leucogaster da Bacia de Campos foi possível encontrar, para seis seqüências 

que possuem as mesmas regiões ambíguas, as respectivas seqüências idênticas e 

puras para a região com ambiguidade (Figura 14). Este fato reforça uma possível 

heteroplasmia verdadeira. Entretanto, para quatro seqüências ambíguas não foram 

encontradas as seqüências puras. Na Tabela 3 é possível visualizar a posição e 

quantidades de bases duplas numa mesma região encontradas nas amostras da 

Bacia de Campos. Com a finalidade de não prejudicar a interpretação dos dados 

gerados, todas as seqüências ambíguas foram retiradas das análises de 

diversidade, composição e estruturação genética. 

 

4.4 Composição genética das populações de Sula leucogaster 

 

A identificação dos haplótipos de DNA mitocondrial das 61 amostras 

analisadas da Bacia de Campos foi baseada em fragmento de 489 pb (região mais 

informativa dos 560 pb obtidos), e foram gerados 26 haplótipos que podem ser 

observados na Tabela 4, com suas respectivas freqüências para região estudada. 

Os sítios polimórficos que diferenciam cada haplótipo e a posição destes sítios, 

considerando fragmentos de 480 pb, constam na Tabela 5. Os haplótipos 

encontrados são exclusivos da Bacia de Campos, ou seja, estes não são 

encontrados em nenhuma outra localidade, comparando com dados gerados por 

Morris-Pocock e colaboradores (2010). 
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Figura 14 – Visualização do eletroferograma do seqüenciamento destacando as 
regiões ambíguas e as regiões puras com as possíveis substituições 

 
Legenda: Sendo (a) - seqüência ambígua; (b) seqüência pura 1; (c) - seqüência pura 2. 
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Tabela 3 – Regiões com as referentes posições e nucleotídeos de ambigüidades nas 
seqüências de Sula leucogaster (Boddaert, 1783) geradas a partir de 
amostras coletadas na Bacia de Campos, considerando 480 pares de 
bases. 

Amostras Posição na sequencia Nucleotídeos ambíguos 

UERJ/Sl01 67 C/T 

70 G/A 

71 C/T 

72 C/T 

 

UERJ/Sl12 67 C/T 

70 G/A 

71 C/T 

72 C/T 

 

UERJ/Sl14 67 C/T 

70 G/A 

71 C/T 

72 C/T 

 

UERJ/Sl 15 67 C/T 

70 G/A 

71 C/T 

72 C/T 

 

UERJ/Sl 24 186 A/G 

207 A/G 

 

UERJ/Sl40 133 C/T 

159 C/T 

 

UERJ/Sl60 67 C/T 

70 G/A 

71 C/T 

72 C/T 

 

UERJ/Sl70 272 C/T 

 

UERJ/Sl71 207 A/G 
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Figura 15 - Representatividade dos haplótipos na Bacia de Campos, RJ (BC) e suas 
respectivas freqüências em 61 amostras de carcaça de Sula 
leucogaster. 
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Tabela 4 - Posição dos sítios polimórficos dos vinte e quatro haplótipos (excluindo 
haplótipos com heteroplasmia) da região controle do DNA mitocondrial 
encontrados para as amostras de Sula leucogaster (Boddaert, 1783) da 
Bacia de Campos (RJ). 

 
Posição dos sítios polimórficos 

Haplótipos 

                            1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 4 4 
1 4 6 7 7 7 7 8 8 8 9 9 9 9 0 2 2 3 3 4 7 8 0 3 1 2 
3 5 7 0 1 2 3 4 5 6 5 7 8 9 1 4 6 6 7 7 9 4 7 9 0 4 

BC-1 A C C A T C T T G T A C C C T A T C T T A T A C T G 
BC-2 . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . 
BC-3 . . . . . . . . A . . . . . . T . . . . . . G . . . 
BC-4 . . T G C T C . A . . . . . . . C . . . . . G . . . 
BC-5 G . . . . . . . A . . T . . . . . . . . . C . . . . 
BC-6 . . . . . . . . A . . . T . . . . . . . . . G . . . 
BC-7 . . . . . . . . A . . . T T . . . . . C . . . . . . 
BC-8 . . . . . . . . A . . T . . . . . . . . . C . . . . 
BC-9 . . . . . . . C A . . . . . . T . . . . . . G . . . 
BC-10 . . T G C T C . A . G . . . . . . . . . . C . . C . 
BC-11 . . . . . . . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . 
BC-12 . T T G C T C . A . . . . . . T . . . . . . G . . . 
BC-13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . A 
BC-14 . . T G C T C . A C . . . . . . C . . . . . G . . . 
BC-15 . . . . . . . . A . . . T T . . . . . . . C G . . . 
BC-16 . . . . . . . . A . . . . . C T . . . . . . G . . . 
BC-17 . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . T . . 
BC-18 . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . A 
BC-19 . . T G C T C . A . . . . . . . C . C . . . G . . . 
BC-20 . . . . C . . . A . . . . . . . C . . . . . G . . . 
BC-22 . . . . . . . . A . . . . . . T . T . . . . G . . . 
BC-23 . . T G C T C . A . . . . . . . . . . . G C . . . . 
BC-24 . . . . . . . . A . . . T . . . . . . . . . . . . . 
BC-26 . . . . . . . . A . . . . . . . C . . . . . G . . . 
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Os índices de diversidade foram estimados para as populações da Bacia de 

Campos considerando-se o fragmento de 489 pb. Para gerar esses dados além da 

retirada dos haplótipos com possível heteroplasmia, dois haplótipos foram excluídos 

dessas análises por não completarem 489 pb, o que poderia comprometer a leitura 

dos dados gerados. Com o intuito de comparar as populações de Sula leucogaster 

da localidade amostrada com dados já existentes para o Oceano Atlântico 

(MORRIS-POCOCK et al., 2010), os índices de diversidade foram estimados para as 

três áreas (Tabela 6). Em todos os casos, os índices de diversidade das populações 

do Atlântico são baixos. Os índices de diversidade também foram gerados 

comparando machos e fêmeas das amostras da Bacia de Campos (Tabela 7). Os 

dados não mostram variação expressiva entre os índices. 

 

 

Tabela 5 – Índices de diversidade para as populações de Sula leucogaster 
(Boddaert, 1783) do oceano Atlântico, considerando fragmento de 
DNA mitocondrial de 489 pares de bases.  

Populações 
 

Índices de Diversidade 

N pb S H h  k 
Bacia de 
Campos/RJ 

50 489 25 22 
0.8800 +/- 

0.0374 
0.007931 +/- 

0.004494 
3.878367 +/- 

1.980095 

Cabo Verde 25 489 10 7 
0.8600 +/- 

0.0361 
0.004867 +/- 

0.003053 
2.380000 +/- 

1.339856 

Ascensão 23 489 14 9 
0.8538 +/- 

0.0442 
0.009522 +/- 

0.005402 
4.656126 +/- 

2.368535 

Legenda: Onde: N = número amostral, pb = tamanho do fragmento utilizável em pares de bases, S = 

número de sítios variáveis, H = número de haplótipos, h = diversidade haplotípica,  = 
diversidade nucleotídica e k = número médio de diferenças pareadas. 

 

 

Tabela 6 – Índices de diversidade para a população de Sula leucogaster (Boddaert, 
1783) da Bacia de Campo/Rio de Janeiro, separados por gêneros 
considerando fragmento de DNA mitocondrial de 489 pares de bases.  

Populações 
 

Índices de Diversidade 

N pb S H h  k 

BC/fêmeas 20 489 18 11 
0.8895 +/- 

0.0522 
0.008492 +/- 

0.004923 
4.152632 +/- 

2.155523 

BC/machos 23 489 18 13 
0.8775 +/- 

0.0607 
0.006369 +/- 

0.003824 
3.114625 +/- 

1.676830 
Legenda: Onde: N = número amostral, pb = tamanho do fragmento utilizável em pares de bases, S = 

número de sítios variáveis, H = número de haplótipos, h = diversidade haplotípica,  = 
diversidade nucleotídica e k = número médio de diferenças pareadas. 
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Com o objetivo de comparar a região da Bacia de Campos com outras 

localidades do mundo, foram considerados os dados gerados por Morris- Pocock e 

colaboradores (2010) para o Oceano Pacífico, Oceano Índico e Caribe. Na Tabela 8, 

estão apresentados os índices de diversidade. Comparativamente, as colônias de 

Sula leucogaster dos Oceanos Índico e Pacífico Central apresentam número de 

sítios polimórficos e médio de diferenças pareadas mais elevados do que as demais 

colônias. 

 

Tabela 7 – Índices de diversidade para as populações de Sula leucogaster 
(Boddaert, 1783) em colônias do Oceano Pacífico, Índico e Mar do 
Caribe, considerando fragmento de DNA mitocondrial de 489 pares de 
bases.  

Populações 
 

Índices de Diversidade 

N pb S H h  k 

Bacia de Campos/RJ 50 489 25 22 
0.8800 +/- 

0.0374 
0.007931 +/- 

0.004494 
3.878367 +/- 

1.980095 

Xch/ Índico 29 489 44 25 
0.9877 +/- 

0.0133 
0.022011 +/- 

0.011483 
10.741379 +/- 

5.034492 

Mon/Caribe 28 489 19 16 
0.9339 +/- 

0.0279 
0.010782 +/- 

0.005977 
5.283069 +/- 

2.630610 

Pal/ Pacífico Central 28 489 68 7 
0.6614 +/- 

0.0932 
0.017185 +/- 

0.009127 
8.420635 +/- 

4.016967 

Fsi/ Golfo da 
California 

28 489 23 19 
0.9206 +/- 

0.0440 
0.007013 +/- 

0.004112 
3.436508 +/- 

1.809683 

Gor/ Pacífico Oriental 28 489 19 8 
0.6614 +/- 

0.0936 
0.006943 +/- 

0.004077 
3.402116 +/- 

1.794315 

Legenda: Onde: N = número amostral, pb = tamanho do fragmento utilizável em pares de bases, S = 

número de sítios variáveis, H = número de haplótipos, h = diversidade haplotípica,  = 
diversidade nucleotídica e k = número médio de diferenças pareadas. 

 

 

4.5 Estrutura genética das colônias de Sula leucogaster 

 

Para avaliar a estrutura das colônias de Sula leucogaster foram realizados 

três testes. O primeiro consistiu na determinação dos índices de fixação (FST par a 

par, Tabela 9), o segundo, o teste exato de não diferenciação entre populações 

(valores de p, Tabela 10) e o terceiro, a análise de variância molecular (AMOVA) 

entre diferentes grupos de supostas populações (Tabela 11). 
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Tabela 8 – Diferenciação genética (FST) entre as nove localidades do Atlântico, 
Pacífico, Caribe e Índico (diagonal inferior) e os valores associados de 
P (diagonal superior).  

FST e P BC Asn Cvd Mon Xch Fsi Gor Pal Jon 

BC  0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 

Asn 0,12507  0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

Cvd 0,12234 0,14309  0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

Mon 0,08767 0,10548 0,10270  0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

Xch 0,06158 0,07809 0,07546 0,03917  0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

Fsi 0,09397 0,11219 0,10937 0,07275 0,04577  0,00000 0,00000 0,00000 

Gor 0,19412 0,22432 0,22032 0,18232 0,15496 0,18890  0,00000 
 

0,00000 
 

Pal  0,21178 0,24542 0,24105 0,20238 0,17478 0,20899 0,31731  0,00000 
 

Jon 0,14621 0,16923 0,16594 0,12889 0,10181 0,13547 0,24368 0,26389  

Nota: Os valores seguintes aos de P correspondem ao desvio padrão. (*) P<0,05. 
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Tabela 9 – Valores de p do teste exato de não diferenciação entre populações, 
considerando nove localidades de amostragem de Sula leucogaster 
(Boddaert, 1783).  

P BC Asn Cvd Mon 
 

Xch 
 

Fsi 
 

Gor 
 

Pal 
 

Jon 

BC          

Asn 0,00000 
 

  
 

 
 

 
 

 
 

 
 

  

Cvd 0,00000 
 

0,00000 
 

  
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Mon 0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

  
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Xch 0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

  
 

 
 

 
 

 
 

Fsi 0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

    

Gor 0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

  
 

 
 

Pal 0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

  
 

Jon 0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

0,00000 
 

 

Nota: Os valores seguintes ao principal correspondem ao desvio padrão. (*) P<0,05. 
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Tabela 10 – Resultados da análise de variância molecular (AMOVA) para as três 
localidades de sítios reprodutivos de Sula leucogaster (Boddaert, 
1783) no Oceano Atlântico.  

Populações Variação % estatística  P-value 

1_Cvd X BC+Asn AG 0,22 CT = 0,00221 0,66911 +/- 0,00497 

 AP/WG 12,56 SC = 0,12583 0,00000 +/- 0,00000 

 WP 87,22 ST = 0,12777 0,00000 +/- 0,00000 
 

2_Asn X BC+Cvd AG 0,75 CT = -0,00754 0,33634 +/- 0,00495 

 AP/WG 12,23 SC = 0,12325 0,00000 +/- 0,00000 

 WP 87,01 ST = 0,12986 0,00000 +/- 0,00000 
 

3_BC X Asn+Cdv AG -1,75 CT = -0,01748 1,00000 +/- 0,00000 

 AP/WG 14,20 SC = 0,13953 0,00000 +/- 0,00000 

 WP 87,55 ST = 0,12449 0,00000 +/- 0,00000 
 

Legenda: Populações: BC = Bacia de Campos, Asn = Ascensão e Cvd = Cabo Verde; Componentes 

da variação e respectivos valores de estatística : AG = entre grupos (CT), AP/WG = 

entre populações / dentro de grupos (SC) e WP = dentro de populações (ST). Onde: % 
= porcentagem de variação e P-value = valor associado de P. 

 

 

Para realizar a análise de AMOVA, os cenários foram idealizados a partir dos 

dados filogenéticos, Então foram testados primeiramente os agrupamentos com 

dados do Oceano Atlântico. Com o objetivo de averiguar a existência de 

estruturação entre as localidades amostradas em outros oceanos, quando os dados 

da Bacia de Campos estão presentes, tais haplótipos foram agrupados de acordo 

com dados filogenéticos a cada região amostrada no mundo (dados gerados por 

Morris-Pocock e colaboradores, 2010), dividindo-se em cinco grupos: Atlântico, 

Pacífico Oriental, Pacífico Central, Mar do Caribe e Índico (Tabela 12), 
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Tabela 11 - Resultados da análise de variância molecular (AMOVA) para as nove 
localidades de sítios reprodutivos de Sula leucogaster (Boddaert, 1783) 
nos oceanos Índico, Pacífico, Atlântico e Mar do Caribe 

Populações Variação %  statistics P-value 

1_Xch+BC X Cvd + Asn X Mon X Fsi 
+Gor X Jon +Pal AG -0,74 CT = -0,00738 0,63475+-0,00503 

 AP/WG 15,97 SC = 0,15854 
0,00000 +/- 0,00000 

 

 WP 84,77 ST = 0,15234 
0,00000 +/- 0,00000 

 
2_Xch X BC +Cvd + Asn X Mon X 

Fsi +Gor X Jon +Pal AG -2,91 CT = -0,02915 0,90030+-0,00290 

 AP/WG 17,86 SC = 0,17359 
0,00000 +/- 0,00000 

 

 WP 85,05 ST = 0,14950 
0,00000 +/- 0,00000 

 
3_ Xch X Cvd + Asn X Mon + BC X 

Fsi +Gor X Jon +Pal AG -1,70 CT = -0,01704 0,87416+-0,00312 

 AP/WG 16,85 SC = 0,16564 
0,00000 +/- 0,00000 

 

 WP 84,86 ST = 0,15142 
0,00000 +/- 0,00000 

 
4_ Xch X Cvd + Asn X Mon X Fsi + 

Gor + BC X Jon + Pal AG -3,47 CT = -0,03468 0,95040+-0,00195 

 AP/WG 18,31 SC = 0,17692 
0,00000 +/- 0,00000 

 

 WP 85,16 ST = 0,14838 
0,00000 +/- 0,00000 

 
5_ Xch X Cvd + Asn X Mon X Fsi + 

Gor X Jon + Pal + BC AG -4,29 CT = -0,04286 0,99050+-0,00098 

 AP/WG 19,01 SC = 0,18232 
0,00000 +/- 0,00000 

 

 WP 85,27 ST = 0,14728 
0,00000 +/- 0,00000 

 

Legenda: Populações: BC = Bacia de Campos, Asn = Ascensão e Cvd = Cabo Verde; Pal=Atol de 
Palmira, Gor = Isla Gorgona, Mon = Isla Monito, Fsi = Farallón de San Ignácio e Jon = Atol 

de Johnston, Componentes da variação e respectivos valores de estatística : AG = entre 

grupos (CT), AP/WG = entre populações / dentro de grupos (SC) e WP = dentro de 

populações (ST), Onde: % = porcentagem de variação e P-value = valor associado de P. 

 

Além disso, foi estimado o número efetivo de fêmeas migrantes por geração 

(Nm) entre as nove colônias, onde alguns valores são maiores que 1, assim 

evidenciando algum fluxo gênico materno entre estas populações (Tabela 13). 
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Tabela 12 – Número de migrantes por geração (Nm) entre as populações de Sula 
leucogaster (Boddaert, 1783). 

Nm BC Asn Cvd Mon Fsi Gor Pal Jon Xch 

BC          

Asn 3,28238         

Cvd 3,36457 2,99422        

Mon 4,80834 4,24040 4,36851       

Fsi 4,47191 3,95684 4,07166 6,37273      

Gor 1,96626 1,72901 1,76945 2,24238 2,14684     

Pal 1,76281 1,53734 1,57426 1,97059 1,89241 1,07572    

Jon 2,75514 2,45449 2,51307 1,97059 3,19082 1,55189 1,39476   

Xch 6,86476 5,90318 6,12645 12,26330 10,42367 2,72663 2,36070 4,41096  

Legenda: Populações: BC = Bacia de Campos, Asn = Ascensão e Cvd = Cabo Verde; Pal=Atol de 
Palmira, Gor = Isla Gorgona, Mon = Isla Monito, Fsi = Farallón de San Ignácio e Jon = Atol 
de Johnston. 

 
 
Os valores de FST par a par significativos (P<0,05) verificados entre Bacia de 

Campos e dados gerados por Morris-Pocock e colaboradores (2010), demonstram 

que há diferenças significativas entre as populações amostradas, sugerindo a 

existência de estoque de Sula leucogaster no litoral do Rio de Janeiro, como pode 

ser visualizado na Tabela 9. O mesmo é indicado pelos valores significativos de p 

(<0,05) do teste exato (Tabela 10). No entanto não é possível avaliar a estruturação 

pela AMOVA em função dos valores de CT não significativos e pelos elevados 

valores de Nm (Tabelas 11, 12 e 13) entre essas populações. 
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4,6 Relações filogenéticas e filogeográficas entre os haplótipos de Sula 

leucogaster 

 

As relações filogenéticas entre os haplótipos de região controle do DNA 

mitocondrial de carcaças de Sula leucogaster do Oceano Atlântico e Mar do Caribe 

encontradas ao longo das praias da Bacia de Campos e outras seqüências 

disponíveis no GenBank, foram determinadas por uma árvore de Máxima 

Verossimilhança seguindo o modelo de HKY85 (HASEGAWA et al, 1985) com taxa 

de distribuição gama e invariância, e podem ser observadas na Figura 15. É possível 

notar que Bacia de Campos se encontra no grupo do Atlântico, onde haplótipos de 

Cabo Verde (Cvd) se agrupam no clado com exceção de um haplótipo (Cvd_06), 

enquanto Bacia de Campos e Ascensão não formam grupos distintos. A árvore 

filogenética também mostra Mar do Caribe (Isla Monito) e Atlântico (BC, Cvd, Asn) 

constituindo grupos monofilético com o suporte de 100 de bootstrap. 

Uma árvore de Neighbor-Joining, seguindo o modelo de Tamura e Nei (1993) 

também foi testada, entretanto, houve congruência entre as topologias geradas. 

Também foi determinada a rede parcimoniosa entre os haplótipos de região 

controle do DNA mitocondrial de Sula leucogaster do Oceano Atlântico. É possível 

notar na rede haplotípica que nas populações da Bacia de Campos e Ascensão há 

uma separação em dois grupos com três vias mutacionais hipotéticas e Cabo Verde 

forma um grupo isolado do restante das localidades com exceção do haplótipo 

Cvd_06. 
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Figura 16 – Árvore de Máxima Verossimilhança produzida a partir do alinhamento 
de seqüências de 489 pares de bases da região controle do DNA 
mitocondrial de colônias de Sula leucogaster (Boddaert, 1783) da Bacia 
de Campos e seqüências do GenBank. 

 

 
 

Nota: Onde: Os valores de bootstrap estão indicados nos ramos da árvore. 

Figura 17 – Rede parcimoniosa  de haplótipos  de  região  controle do DNA 
mitocondrial  de Sula leucogaster  encontrados para as regiões  
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da Bacia de Campos (BC), Cabo Verde (Cvd) e Ascensão (Asn) 

 
Legenda: A cor amarela representam haplótipos da BC, o verde representam os haplótipos de CVd e 

o rosa, Asn, Os círculos brancos representam haplótipos intermediários hipotéticos. A forma 
triângular refere-se ao haplótipo com mais de oito representantes, a forma quadrada aos 
haplótipos que possuem de oito à dois representantes e os círculos aos haplótipos com 
apenas um representante. 

 

As análises de demografia histórica da população da Bacia de Campos foram 

geradas por meio do Mismatch Distribution (Figura 17). Os valores do teste de 

goodness-of-fit para esta populações podem ser observados na Tabela 14. Também 

foram realizados os testes de neutralidade de Tajima (estimando-se o valor de D) e 

de Fu (estimando-se o valor de Fs), cujos resultados podem ser observados na 

Tabela 14, para complementar os dados de Mismatch Distribution e detectar 

expansão populacional. 
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Figura 18 - Mismatch Distribution de seqüências de região controle do DNA 
mitocondrial de Sula leucogaster (Boddaert, 1783) para localidade da 
Bacia de Campos no litoral brasileiro, seguindo o modelo de 
expansão súbita. 
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Tabela 13 – Valores do teste de goodness-of-fit de Mismatch Distribution e valores 
de D e Fs, referentes aos testes de neutralidade de Tajima e Fu, 
considerando modelos de expansão demográfica, para a localidade da 
Bacia de Campos de Sula leucogaster (Boddaert, 1783). 

Pop 
                     Expansão demográfica 

D 
(Tajima) 

P-value 
(D) Fs (Fu) 

P-value 
(Fu) 

BC 

      SSD 
P 
(SSD) 

       HRI   P 
(HRI) 

-
0,99770 

 
0,16300 

 

-
9,79996 

 
0,00300 

 0,01657744 0,65000 0,02363215 0,80000 

Legenda: Onde: SSD = Sum of Squared Deviation, HRI = Harpending's Raggedness Índex. 
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A distribuição multimodal de Mismatch Distribution (Figura 17), assim como os 

altos valores de SSD do teste de goodness-of-fit e o valor negativo e não 

significativo de D (Tajima) do teste de neutralidade (Tabela 14) sugerem que a 

população da Bacia de Campos está em equilíbrio demográfico. Entretanto o valor 

negativo e significativo de Fs (Fu) sugere uma recente expansão demográfica para a 

Bacia de Campos. 

Para avaliar a existência de uma correlação entre as distâncias genéticas (FST 

par a par) e geográficas (em Km) foi realizado o teste de Mantel. Os dados genéticos 

e geográficos do Atlântico foram compilados no gráfico juntamente com dados do 

Mar do Caribe (Figura 18). Sendo Ascensão a localidade mais próximas do local 

onde as amostras trabalhadas neste trabalho foram coletadas. Os dados da Isla 

Monito foram utilizados devido a uma possível migração levando em conta a 

proximidade geográfica com as outras regiões (Figura 11). O valor não significativo 

de P indica a inexistência de correlação entre distâncias genéticas e geográficas. 

 

Figura 19 – Regressão linear entre distância genética (FST) e geográfica (em Km) 
considerando as quatro colônias de Sula leucogaster (Boddaert, 1783) 
no Atlântico e Mar do Caribe. 
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Nota: A linha de tendência reflete a extrapolação do comportamento dos pontos (r = 0,623462; 
PMantel = 0,950000). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Composição genética das populações de Sula leucogaster 

 

As análises dos 489 pb da região controle do DNAmit de atobás oriundos da 

Bacia de Campos revelou a ocorrência de novos haplótipos, onde a maioria são 

raros e somente um possui freqüência expressiva, o que já era esperado, pois o 

mesmo foi observado em populações de outras localidades (Tabela 6, MORRIS-

POCOCK et al., 2010). Entretanto, o resultado de diversidade nucleotídica mostra 

uma baixa variabilidade genética na população da Bacia de Campos, sendo o 

mesmo encontrado para amostras de outras localidades (Tabela 6 e 8). A situação 

não muda quando comparamos a diversidade entre machos e fêmeas (Tabela 7). No 

trabalho de Baumgarten (2003) também foi encontrada baixa diversidade 

nucleotídica em atobás oriundos de colônias reprodutivas das Ilhas Moleques do Sul 

(SC), do Atol das Rocas (RN) e do Arquipélago de São Pedro e São Paulo. Em 

estudos com espécies que vivem simpatricamente com Sula leucogaster observou-

se uma variabilidade genética maior (BAUMGARTEN, 2003; MORRIS-POCOCK et 

al., 2010). 

A alta diversidade haplotípica na população da Bacia de Campos pode ser 

explicada pelos haplótipos raros se diferenciarem por poucos nucleotídeos, o que 

conseqüentemente explica a baixa diversidade nucleotídica. Isto demonstra que em 

decorrência da divisão de uma população em subpopulações isoladas, existe a 

perda da variabilidade genética. A formação de pequenos demes, com um tamanho 

reduzido da população, faz com que as freqüências dos alelos sejam diferentes 

quando comparadas às da população maior. Além disso, em cada subpopulação 

devem ser aumentadas, ou mesmo fixadas, as freqüências de determinados alelos 

pela ação da deriva genética (HARTL e CLARK, 1997). 

A população da Bacia de Campos possui valores de diversidade mais 

próximos dos índices da ilha de Ascensão, quando consideramos somente 

populações do Atlântico. Portanto, dentre as três localidades do Atlântico, Cabo 

Verde é a que apresenta menor variabilidade genética (também quando comparadas 

a outras colônias - Tabela 6 e 8). Em outras bacias oceânicas a colônia que possui 

maior variabilidade haplotípica é a do Oceano Índico, contendo quase todos os 
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haplótipos raros (com exceção de quatro haplótipos que se repetem), e também a 

maior variabilidade nucleotídica, conseqüentemente tem o maior número de sítios 

variáveis. A colônia menos variável é a do Pacifico Oriental, apresentando os 

menores valores nos índices de diversidade, com poucos haplótipos raros e baixa 

diversidade nucleotídica. 

No estudo de Baumgarten (2003) foi observado o mesmo padrão de baixa 

variabilidade para Sula leucogaster, entretanto as populações são mais próximas 

geograficamente do que as analisadas no presente estudo. Tal fato foi atribuído a 

um efeito gargalo onde a recuperação e os danos vão estar estreitamente ligados 

aos hábitos da espécie. Além disso, muitos trabalhos documentam uma recente 

divergência nas populações de Sula leucogaster (e.g: STEEVES et al., 2003; 

MORRIS-POCOCK et al., 2010. MORRIS-POCOCK et al., 2011). 

O comportamento filopátrico da espécie em questão pode influenciar a 

variabilidade genética de suas populações, já que há pouca migração de indivíduos 

entre as colônias reprodutivas (MORRIS-POCOCK et al., 2010). Este 

comportamento é compartilhado entre outras aves marinhas e táxons marinhos (por 

exemplo, albatrozes, MILOT et al, 2008; tartarugas marinhas, BOWEN e KARL, 

2007), e divergência através de isolamento na ausência de fluxo gênico pode ser um 

evento comum em animais pelágicos na região tropical. 

Com os resultados obtidos neste estudo podemos sugerir que a populações 

de atobá marrom da Bacia de Campos possuem baixa variabilidade genética devido 

a um efeito gargalo ou a uma seleção balanceadora, entretanto para tal afirmação 

seria necessário realizar o mesmo estudo com outras populações de Sula 

leucogaster. 

 

 

5.2 Estrutura genética das populações de Sula leucogaster 

 

Os valores significativos (p<0,05) dos testes de diferenciação estimados a 

partir do índice de fixação (FST) entre pares de populações de Sula leucogaster da 

Bacia de Campos (Tabela 09) sugerem uma estruturação na colônia reprodutiva 

desta localidade. Desta forma, a população do Rio de Janeiro parece constituir um 

estoque genético diferente do de estoques encontrados em outras colônias. 
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O mesmo ocorre com o valor p do teste exato (Tabela 10) conduzindo à 

rejeição da hipótese nula (de não diferenciação) da colônia da Bacia de Campos. O 

valor de ST revela haver estruturação genética entre as populações de Sula 

leucogaster de colônias reprodutivas, sendo as diferenças intra-populacionais 

responsáveis pela maior porcentagem de variação. No entanto, os valores de CT 

da AMOVA não significativos (Tabela 11 e 12) não permitem indicar a forma mais 

adequada de estruturação entre as populações brasileiras de Sula leucogaster. 

O elevado número efetivo de fêmeas migrantes (Nm; Tabela 13) calculado a 

partir dos valores de FST entre as colônias reprodutivas de nove localidades, por sua 

vez, indica a não estruturação entre estas, corroborando os dados de CT da 

AMOVA. Segundo Wright (1951), quando um ou mais indivíduos migram por 

geração, os efeitos da migração já seriam suficientes para contrapor os efeitos da 

deriva e, portanto, para impedir a divergência entre populações. No entanto, é 

importante mencionar que a estimativa do Nm a partir do FST apresenta limitações, 

uma vez que se apóia em premissas não realistas. 

Na ambigüidade de alguns resultados apresentados consiste também uma 

fragilidade. A AMOVA considera apenas a freqüência dos haplótipos de cada 

população e o número de diferenças de nucleotídeos entre cada par de haplótipos 

da análise. Como já mencionado, a maioria dos haplótipos da população da Bacia 

de Campos e das populações usados para comparação nesse estudo, são raros e 

com poucos sítios variáveis, o que explicaria a impossibilidade de avaliar a 

estruturação pela AMOVA em função dos valores de CT não significativos. 

Considerando outros estudos onde foi observada forte estruturação nas 

populações de atobá-marrom (por exemplo, BAUMGARTEN, 2003; STEEVES et al., 

2003; MORRIS-POCOCK et al., 2010, 2011) os resultados significativos de FST 

(p<0,05) e teste exato para estruturação, entendemos que a colônia reprodutiva de 

Sula leucogaster da Bacia de Campos constitui um estoque genético populacional. 

Populações com estruturação podem ser vistas em diversas espécies da família 

Sulidae, tais como: Sula sula (MORRIS-POCOCK et al., 2010, 2011), Sula dactylatra 

(BAUMGARTEN, 2003; STEEVES et al., 2005b) e Sula granti (LEVIN e PARKER, 

2012). Mas, vale ressaltar, que quando comparada com as espécies citadas, Sula 

leucogaster é a espécie que apresenta a maior estruturação mesmo entre 
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populações geograficamente próximas e sem nenhuma barreira evidente; o que não 

é evidenciado para as demais espécies. 

A estruturação genética de aves marinhas tem sido atribuída ao 

comportamento filopátrico (BAUMGARTEN, 2003; STEEVES et al., 2005b, b; 

MORRIS-POCOCK et al., 2010, 2011), entretanto, o que mais intriga nos estudos 

relacionados a S. leucogaster é a alta estruturação em populações, por vezes, muito 

próximas. No estudo de Morris-Pocock e colaboradores (2010) foram encontradas 

evidências de divergência genética mesmo em pequenas escalas espaciais. 

Colônias dentro do Golfo do Califórnia (San Pedro Mártir e Farallón de San Ignacio) 

e as colônias fora do Golfo da Califórnia (Isla San Benedicto, Piedra Blanca, e Isla 

Gorgona) divergiram, pelo menos, há 130.000 anos e não parecem trocar quaisquer 

genes, mas são separadas por uma distância de apenas 500 km. Para colônias do 

Brasil esse padrão de estruturação permanece. De acordo com Baumgarten (2003), 

análises genéticas (DNA fingerprinting e DNAmit) e morfológicas de S. leucogaster 

demonstram que a população São Pedro e São Paulo é distinta das populações de 

Fernando de Noronha / Atol das Rocas e Abrolhos. 

Recursos marinhos são cada vez mais considerados como barreiras 

importantes para o fluxo de genes em aves marinhas e é o que pode estar levando a 

estruturação das colônias dentro e fora do Golfo da Califórnia. Águas do Golfo da 

Califórnia diferem na salinidade e na temperatura média da superfície do mar das 

águas de fora do Golfo (SANDOVAL-CASTILLO et al., 2004). De fato, essas 

diferenças oceanográficas e correntes no Golfo do sul da Califórnia também podem 

restringir o fluxo gênico neste taxon e em outras espécies marinhas (por exemplo, 

STEPIEN et al., 2001). 

As variações geográficas também podem atuar na pressão de seleção 

(natural ou sexual) restringindo o fluxo de genes se imigrantes ou seus 

descendentes são relativamente pouco adaptados em novos ambientes. Muitos 

caracteres morfológicos que diferem entre populações regionais de atobá marrom 

são conhecidos por serem importantes sinais sexuais em aves marinhas (PIEROTTI, 

1990). Há evidências de tal fato na divergência das colônias de atobás marrons de 

São Pedro e São Paulo e colônias de Fernando de Noronha / Atol das Rocas e 

Abrolhos, onde a seleção pode estar atuando principalmente no tamanho dos 

indivíduos (BAUMGARTEN, 2003). 
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Outro fator de grande importância que pode influenciar o tipo de estruturação 

genética dessas populações de Sula leucogaster é a preferência por habitat. A 

espécie foco deste estudo tem preferência por habitat costeiros / litorâneos tal fato 

pode agir como uma barreira ecológica para o fluxo de genes entre colônias 

geograficamente próximas. Com a especialização do habitat, a migração de 

indivíduos para outras áreas reprodutivas se torna difícil (MATTHIOPOULOS et al., 

2005). 

Estudos indicam que o mar aberto e a filopatria colonial elevada, não são 

barreiras para a dispersão eficaz, e, portanto, deriva genética não é uma questão 

crítica mesmo em grandes escalas espaciais (MILOT et al, 2008; BARLOW et al., 

2011). No estudo de Milot e colaboradores (2008) foram encontradas evidências de 

taxas de dispersão muito baixas entre populações de Diomedea exulans (albatroz 

real), e também que a população quase não tinha estruturação genética. Isto indica 

que mesmo uma taxa de dispersão muito baixa, por exemplo, um indivíduo por 

estação reprodutiva pode ser suficiente para manter o fluxo genético entre diferentes 

colônias. Por outro lado, um estudo com Pterodroma cookii revelou que uma 

diferença fenológica causada pela especialização de habitat diferente durante a 

temporada não reprodutiva pode restringir o fluxo de genes e levar a diferenciação 

genética dentro de uma mesma população (RAYNER et al., 2011). 

Padrões parecidos de estruturação com Sula leucogaster são encontrados 

para Sula dactylatra, onde não só barreiras físicas influenciam a divergência das 

colônias. Dadas as ausências de barreiras físicas dentro de bacias oceânicas, 

barreiras não físicas podem estar atuando no fluxo gênico (STEEVES et al., 2005a). 

Alguns estudos indicam que esta espécie tem comportamento filopátrico e o padrão 

de morfometria, embora limitado a um pequeno número de aves, indica uma 

variação morfológica geográfica (NELSON, 1978; O'BRIEN e DAVIES, 1990; 

ANDERSON 1993; PITMAN e JEHL 1998). No entanto, barreiras não físicas para 

esta espécie não são muito claras, visto o pouco conhecimento da ecologia da 

mesma (STEEVES et al., 2005 a). 

Para outra espécie de Sula a estruturação parece estar ligada à barreiras 

físicas. No estudo de Morris-Pocock e colaboradores (2010), a principal influência 

para as divergências entre colônias de Sula sula seriam as barreiras físicas. O Istmo 

do Panamá atua como uma barreira de fluxo gênico entre os Oceanos Pacífico e 

Atlântico, e Sunda/Prateleiras de Sahul formam barreiras entre os Oceanos Índico e 
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Pacífico. Para esta espécie foi evidenciado fluxo gênico dentro das bacias 

oceânicas, tal fato foi atribuído ao hábito pelágico dessas espécies, sendo possível a 

dispersão em grandes distâncias. 

Em contrastes com os padrões de estruturação apresentados, existem 

espécies de Sula que encontram-se em panmixia. Espécies como: Sula variegata e 

Sula nebouxii não apresentam diferenciação entre populações geograficamente 

distantes, tal fato foi atribuído ao ambiente de forrageamento, já que essas aves 

ocupam uma região fria do hemisfério norte. A especialização de áreas de 

forrageamento, instabilidade ambiental e ectoparasitismo (impulsionando a 

migração), a grande disponibilidade de locais adequados para reprodução e a alta 

capacidade de dispersão teriam forte influência na homogenização nas populações 

de ambas as espécies (TAYLOR et al., 2011a e b). Ou seja, a alta fragmentação em 

subpopulações, ambientes estáveis e a distribuição pantropical nos leva a sugerir 

que exista pouca necessidade de dispersão no ambientes que Sula leucogaster 

ocupa, sendo assim o pequeno tamanho populacional efetivo em uma colônia pode 

levar à uma potencial deriva e ao desenvolvimento de populações de alta 

diferenciação. 

A dispersão está ligada às trajetórias demográficas e evolutivas de uma 

população (BOHONAK, 1999; ROSS, 2001). Ela evolui sob o efeito de múltiplas 

forças que interagindo são modificadas por um efeito de retorno de taxas de 

dispersão (por exemplo, GANDON e MICHALAKIS, 2001). Entre estas forças, pode 

haver endogamia, heterogeneidade, evasão espacial e temporal dos recursos, a 

competição entre parentes e entre espécies que ocupam o mesmo nicho, seleção de 

parceiros e recursos, e custos do fitness não ocorridos pela dispersão em si 

(CLOBERT et al., 2001). Em aves marinhas pelágicas, a aparente contradição na 

relutância para a dispersão tem levantado inúmeras questões importantes que 

envolvem a reprodução filopátrica e dispersão, os benefícios da filopatria e 

colonialidade, as barreiras potenciais (físicas e não-físicas) a dispersão, e as 

colônias de persistência que são fundamentais para a nossa compreensão da 

evolução em aves marinhas. 
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5.3 Relações filogenéticas e filogeográficas entre os haplótipos 

 

Visto o hábito costeiro dessa espécie, os haplótipos da Bacia de Campos 

poderiam ser agrupados aos haplótipos do Mar do Caribe, ou seja, seriam mais 

prováveis relações entre estas duas localidades, do que com localidades onde os 

indivíduos teriam que atravessar o mar aberto, no entanto, não é isso que ocorre. Na 

árvore de Máxima Verossimilhança de haplótipos seguindo o modelo de HKY85 

(HASEGAWA et al., 1985), apesar de ter sido encontrada uma diferenciação 

significativa entre Bacia de Campos, Cabo Verde e Ascensão, os haplótipos de tais 

colônias não são mutuamente monofiléticos (Figura 15). 

A árvore indica uma forte relação entre os haplótipos da Bacia de Campos 

(BC) e de Ascensão (Asn). Os haplótipos de Cabo Verde aparecem em um ramo 

isolado com exceção do haplótipo Cvd_06 que se agrupa com os haplótipos de BC e 

Asn; e indica que tais haplótipos são os mais derivados. Com relação aos haplótipos 

do Mar do Caribe, a árvore mostra que estes estão separados em um ramo distinto. 

Tal fato também foi evidenciado no trabalho de Morris-Pocock e colaboradores 

(2010). Isto pode indicar que as condições oceanográficas do Mar do Caribe são 

muito diferentes das encontradas em todo o Oceano Atlântico, visto que para esta 

espécie foi viável a dispersão atravessando o mar aberto. No Golfo da Califórnia 

encontramos a mesma situação, onde as condições oceanográficas do Golfo da 

Califórnia são diferentes a ponto de impedir o fluxo gênico com o Pacifico mesmo 

em pequenas distâncias (SANDOVAL-CASTILLO et al., 2004). 

A pouca (ou quase nenhuma) diferenciação em ramos distintos de haplótipos 

da Bacia de Campos e de Ascensão sugerem que uma população ancestral com 

alta diversidade originou essas duas populações. A presença de um haplótipo de 

Cabo Verde agrupando com o ramo da Bacia de Campos/Ascensão pode indicar um 

contato secundário relativamente recente ou raro das duas linhagens. Situação 

parecida ocorreu para um haplótipo do Pacífico (Atol de Palmira), onde este foi 

agrupado com haplótipos do Índico (MORRIS-POCOCK et al., 2010 a). 

Provavelmente este contato secundário foi mediado por indivíduos juvenis, pois de 

acordo com Nelson (1980), atobás jovens viajam consideráveis distâncias chegando 

a ser recapturados a 6.000 km do seu local de nascimento no primeiro ano de vida. 

De fato, não conseguimos precisar o tempo de divergência entre as localidades do 

Atlântico, porém o tempo de divergência entre Mar do Caribe e Atlântico (dados a 
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partir de análise de microssatélites) é o mais recente (190.000 anos atrás) 

comparando com outras localidades (MORRIS-POCOCK et al., 2011). 

É possível visualizar a mesma estruturação da árvore filogenética na rede 

haplotípica, porém é interessante observar que além dos haplótipos da Bacia de 

Campos e Ascensão não formarem grupos distintos para cada localidade, tais 

haplótipos formam dois grupos separados por três vias mutacionais hipotéticas, 

evidenciando que estas populações podem ter sofrido dois eventos de expansão 

distintos podendo ter partido do haplótipo BC_04 ou Asn_08, já que o haplótipo 

Asn_01 é raro e seria pouco provável a divergência a partir dele. 

A partir da correlação entre os resultados do teste de goodness-of-fit de 

Mismatch Distribution (Figura 17) das populações do Atlântico e Mar do Caribe de 

Sula leucogaster e dos testes de neutralidade de Tajima e Fu (Tabela 14), observa-

se que os valores baixos de SSD (Mismatch Distribution) e o gráfico multimodal 

conduz à rejeição da hipótese de expansão demográfica súbita atribuída às 

populações, corroborado pelos valores negativos e não significativos de D (teste de 

neutralidade). Os resultados tornam-se ambíguos se considerados os demais 

valores de Fu, sendo este negativo e significativo para expansão. No entanto tal 

resultado pode estar relacionado com a grande quantidade de haplótipos raros, já 

que este teste é sensível a essa situação (FU, 1997). O teste de Mantel (Figura 18) 

indica a inexistência de correlação entre distâncias genéticas e geográficas entre as 

colônias de Sula leucogaster do Atlântico e do Mar do Caribe. Tais dados 

corroboram com a hipótese de que estas populações estão em equilíbrio por um 

tempo considerável. 

Embora a hipótese de expansão súbita seja rejeitada, os gráficos da 

Mismatch Distribution possuem dois picos (Figura 17) o que corrobora a 

possibilidade da população da Bacia de Campos ter sofrido dois eventos de 

expansão, também evidenciados na rede haplotípica. Quando os haplótipos Asn e 

BC do grupo menor (Figura 16) são retirados da análise, os gráficos de Mismatch 

Distribution mostram-se unimodais, porém não são corroborados por valores 

significativos de SSD e D de Tajima.  

No entanto, as deficiências gerais de análises baseadas no DNAmit são bem 

conhecidas (EDWARDS et al., 2005) e o uso de DNAmit sozinho limita o alcance de 

nossas conclusões. Além do levantamento apenas do fluxo gênico mediado por 

fêmeas, a alta taxa de mutação da região controle do DNAmit nos impede de estimar 
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as relações evolutivas entre a população da Bacia de Campos e as principais 

populações globais. A ocorrência de heteroplasmia nessa espécie também é um 

fator que dificulta a resolução das análises devido a uma perda amostral, pois não é 

possível determinar haplótipos que detém ambigüidade de nucleotídeo.  

Uma análise, mais detalhada sobre dados das distribuições de forrageamento 

e movimentos para a reprodução de aves marinhas (como de telemetria por satélite; 

por exemplo, WEIMERSKIRCH et al., 2005, 2008) e / ou estudos de filogeografia 

comparativa de outras espécies de aves marinhas serão necessários para testar a 

hipótese de preferência de habitat em uma forma mais explícita. Sugerimos ainda 

que a complementação deste trabalho deva incluir vários marcadores nucleares 

desvinculados (como introns / polimorfismos de nucleotídeo único, BACKSTROM et 

al, 2008) para estimar a divergência com mais precisão dentro de cada espécie e 

avaliar tanto o fluxo gênico masculino quanto o feminino. 

Também seria muito interessante analisar outras colônias reprodutivas ao 

longo da costa brasileira para determinar claramente a estruturação dessa espécie e 

comparar com outras bacias oceânicas. Além disso, a coleta de dados 

morfométricos seria muito importante para confrontá-los com dados genéticos. 

 

 

5.4 Implicações para conservação 

 

Considerando que a população da Bacia de Campos de Sula leucogaster 

possui composição genética distinta das demais, os estoques brasileiros devem ser 

cuidadosamente enfocados em planos de conservação da espécie em âmbito 

mundial. Cada colônia reprodutiva compreende uma unidade demográfica 

independente, já que a espécie apresenta comportamento filopátrico e, por 

conseqüência, isso explica a importância da proteção de todos os habitats que esta 

espécie ocupa. 

A baixa variabilidade em tal estoque é de grande preocupação e reforçaria 

ainda mais a importância de estabelecer áreas de manejo na região da Bacia de 

Campos, visto os perigos de grandes impactos ambientais devido a exploração de 

petróleo, além da interação dessas aves com a pesca e contaminantes em geral. 
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6. CONCLUSÕES 

 

- De acordo com os índices de diversidade, a população da Bacia de Campos 

apresenta alta diversidade haplotípica. Aliado a baixa variabilidade genética tal fato é 

típico de populações que são subdivididas. Estas podem estar sofrendo efeito 

gargalo ou seleção purificadora, corroborado com os índices de diversidade e o valor 

significativo e negativo do teste Fu, sendo este o mais sensível para tal relação 

evolutiva. Esta baixa variabilidade genética também pode ser vista em populações 

de outras Bacias Oceânicas. 

- A proporção de carcaças de machos e fêmeas é igual para ambos os sexos, o que 

é esperado na natureza. Ambos os gêneros apresentam variabilidade genética 

relativamente semelhantes. 

- De acordo com os dados de estruturação, a população da Bacia de Campos pode 

ser considerada um estoque genético de Sula leucogaster. E quando comparada 

com outras bacias oceânicas fica evidente uma estruturação entre estas populações. 

- Os dados filogenéticos indicam um contato secundário recente entre as colônias da 

Bacia de Campos e de Ascensão, onde estes não formam um grupo monofilético. 

- O comportamento filopátrico e a preferência do hábito costeiro provavelmente 

influenciam no tipo de estruturação e relações evolutivas que esta espécie 

apresenta. 

- As variações oceanográficas também têm grande importância na estruturação 

genética dessa espécie. Visto que, não havendo barreiras geográficas evidentes 

entre Oceano Atlântico e Mar do Caribe aliado ao habito costeiro do atobá marrom, 

seria possível uma relação entre as localidades da Bacia de Campos e da Isla 

Monito. No entanto os dados filogenéticos mostram a população do Mar do Caribe 

formando um grupo monofilético muito bem suportado estatisticamente. 

- O DNA mitocondrial não se mostrou a melhor opção para evidenciar com clareza o 

tipo de estruturação e a relação evolutiva das colônias de Sula leucogaster, devido a 

região controle do DNAmit ser muito variável. Além disso, a presença da 

heteroplasmia nessa espécie torna difícil a identificação dos haplótipos. Sendo 

assim, a melhor opção para investigar as relações evolutivas de Sula leucogaster 

seria a utilização de marcadores nucleares. 
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APÊNDICE A – Protocolos de Biologia Molecular 

 

A.1 Extração de DNA com CTAB 

O protocolo de extração do DNA genômico total, modificado de Damato & 

Corach (1996), faz uso de tampão de lise contendo brometo de 

cetiltrimetilamônio (CTAB 2% / 100 mM Tris-Cl pH 8,0 / 20 mM EDTA / 1,4 M 

NaCl).   

Suas etapas estão detalhadamente explicadas abaixo: 

1) Separar as amostras a serem extraídas e colocar num isopor com gelo; 

2) Usando tesoura e pinça, retirar 10 mg de cada amostra, colocar num tubo 

autoclavado, devidamente numerado. Picar o tecido no interior do tubo com a 

tesoura e manter o tubo no gelo, sempre lavando a pinça e a tesoura em 

solução de NaOH 1M e enxaguando em água Milli-Q ou destilada estéril entre 

a manipulação de cada amostra para evitar contaminação; 

3) Preparar o tampão de lise (tampão CTAB 2%), lembrando de adicionar 

(em capela de exaustão), logo antes do uso, 1 L de beta-mercaptoetanol e 0,5 

L de proteinase K (10 g/L) para cada 1 mL de solução de tampão CTAB a 

ser utilizada. A proteinase quebra as proteínas em subunidades menores, 

facilitando a sua posterior remoção. O detergente (CTAB) auxilia a lise celular 

removendo moléculas de lipídeos das membranas; 

4) Adicionar 700 L do tampão CTAB preparado em cada tubo; 

5) Incubar a mistura em banho-maria a 55°C por 3 horas ou overnight; 

6) Retirar os tubos do banho, com o auxílio dos pistilos plásticos 

autoclavados, macerar o tecido com cuidado para não derramar o tampão; 

7) Colocar numa estante e adicionar clorofórmio à mistura na proporção 1:1, 

700 L (em capela de exaustão); 

8) Misturar as fases por inversão até que a solução fique homogênea (com 

aspecto leitoso), centrifugando em seguida a 10.000 rpm por 5 minutos em 

microcentrífuga. É possível observar a formação de 3 fases: a fase superior 

(aquosa) que contém o DNA e RNA; a fase inferior (orgânica) que contém o 

clorofórmio mais lipídeos, polissacarídeos e debris celulares; e na interface 

entre as duas fases há uma massa branca de proteínas coaguladas; 
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9) Cuidadosamente retirar somente a fase aquosa e transferir para um novo 

tubo numerado. Repetir a etapa do clorofórmio; 

10) Passar o sobrenadante para um tubo limpo, verificar o volume obtido de 

fase aquosa e adicionar 1/10 deste volume de sal - 3 M acetato de sódio pH 5,2 

- mais igual volume de álcool isoamílico; 

11) Misturar por inversão, deixando no freezer a -20oC overnight. Nesta 

etapa o DNA precipita, podendo ser observado como uma nuvem 

esbranquiçada; 

12) No dia seguinte, centrifugar a 14.000 rpm por 20 minutos em 

microcentrífuga refrigerada (4oC); 

13) Descartar o sobrenadante com cuidado, observando a ocorrência de 

pellet de DNA no fundo do tubo; 

14) Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado. Esta solução irá retirar o excesso 

de sal da amostra, mas sem solubilizar o DNA; 

15) Centrifugar a 10.000 rpm por 3 minutos em microcentrífuga; 

16) Descartar o sobrenadante com cuidado e manter o tubo invertido sobre 

papel toalha até que o pellet de DNA seque por completo; 

17) Suspender o DNA em 30-50 L de água com RNAse (20 μg/mL) e 

deixar à temperatura ambiente; 

18) Por fim, armazenar os tubos com DNA em freezer a -20 °C. 

 

A.2 Quantificação do DNA genômico em gel de agarose 

A concentração de DNA das amostras é estimada através da realização de 

uma eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampão TBE 0,5X (45 mM Tris-

base, 45 mM ácido bórico e 1 mM EDTA), utilizando também o TBE 0,5X como 

tampão de corrida. A agarose forma uma malha que oferece resistência à 

migração das partículas, de modo que as maiores ficam “retidas” ao passo que 

as menores migram mais facilmente. Como o DNA genômico apresenta carga 

negativa, este migra em direção ao eletrodo de pólo positivo. 

A corrida é realizada em cuba de eletroforese horizontal por cerca de uma 

hora a 80V. Cada 5 L de DNA genômico da amostra é aplicado em gel com 2 

L de tampão de carregamento de amostra ou loading-buffer (30% glicerol, 

0,25% azul de bromofenol e 0,25% xilenocianol). Este tampão dá densidade à 
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amostra, impedindo que o DNA se difunda pelo TBE 0,5X e também facilita a 

aplicação uma vez que confere cor à amostra. Além disso, o corante azul de 

bromofenol migra a uma taxa conhecida no gel, mais rapidamente que o 

xilenocianol (correndo próximo dos fragmentos de DNA com tamanho de cerca 

de 300 pares de bases e 4 kb, respectivamente), facilitando o controle do 

tempo de corrida. Em seguida, o gel é incubado com brometo de etídio (EtBr) 

(0,6 g/mL) por aproximadamente 20 minutos. Com o auxílio de luz ultravioleta 

do transiluminador (UVP 254nm), a quantidade de DNA é então aferida por 

meio da comparação de concentrações padrão de DNA de bacteriófago lambda 

(10 ng/L, 50 ng/L) com a intensidade de banda e/ou arrasto obtidos em 

cada amostra de DNA. 

 

A.3 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Para amplificar a região controle do DNA mitocondrial das amostras de Sula 

leucogaster são utilizados os oligonucleotídeos sintéticos ou primers SlMCR-

L160A (5'-ATCCACATTGCACATTTAAA-3'; STEEVES et al., 2005) e SdMCR-

H750 (5'-GGGAACCAAAAGAGGAAAACC-3'; STEEVES et al., 2005). 

A reação de PCR ocorre em termociclador BIORAD com o seguinte 

programa: 95ºC/2min; 30 ciclos de 94ºC/30seg, 54ºC/30seg e 72ºC/1min; 

72ºC/3min. As condições de termociclagem estão indicadas no esquema 

abaixo: 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
 

Cada reação de amplificação contém uma mistura de 9,7 μL de água Milli-Q 

autoclavada; 1,5 μL de tampão de reação 10X (Promega); 0,5 μL de MgCl2 50 

mM (Biotools); 0,6 μL de dNTPs 5 mM (dATP + dCTP + dGTP + dTTP); 

 95C por 2’  certifica que o DNA encontra-se desnaturado para a 

próxima fase 

    95C por 30’’  desnaturação do DNA 

 30 ciclos 54C por 30’’  pareamento dos primers 

    72C por 1’  extensão / adição de nucleotídeos 

 72C por 3’ garante que as fitas que ainda encontram-se incompletas 

sejam completadas neste passo do ciclo 

 



 

 

93 

combinação de primers desejada na concentração de 0,4 M, sendo utilizados 

0,6 L de cada; 0,5 μL de DNA polimerase Tth 1U/μL (Promega) e 1 L de 

DNA genômico total (aproximadamente 0,5 ng/μL) em 15 μL de reação (ver 

Tabela A1). As reações de PCR foram realizadas com a adição de controles 

negativo (sem DNA) e positivo (com concentração de DNA que sempre gera 

amplificação do fragmento desejado) de modo a averiguar possíveis 

contaminações e avaliar a qualidade dos reagentes utilizados. 

 
Tabela A1 – Reagentes, volumes e concentrações ideais para a amplificação 
da região controle do DNA mitocondrial de Sula leucogaster. 

 

Reagentes 
Concentração 

estoque 
Volume 

(μL) 
Concentração 

final 

Água Milli-Q --- 9,7 --- 
Tampão (Biotools) 10X 1,5 1X 
MgCl2 (Biotools) 50 mM 0,5 1,6 mM 
dNTP 5 mM 0,6 0,2 mM 
SlMCR-L160A 10 μM 0,6 0,4 μM 
SdMCR-H750 10 μM 0,6 0,4 μM 
DNA polimerase 
(Tth) 

1 U/μL 0,5 0,033 U/μL 

DNA 10 ng/μL 1,0 0,015 ng/μL 

Total  15,0   

 

A.4 Visualização dos produtos da PCR em gel de agarose 

Após a amplificação pela PCR, as amostras são novamente submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampão TBE 0,5X, utilizando também 

o TBE 0,5X como tampão de corrida. São utilizados marcadores de tamanho 

conhecido em pares de bases (pb) para a identificação do fragmento 

amplificado. O padrão ou marcador de tamanho conhecido habitualmente 

utilizado é o Gene RulerTM 100 pares de bases DNA ladder (Fermentas). Este 

apresenta 11 bandas e fragmentos de 1.031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 

300, 200, 100 e 80 pares de bases (pb). Entretanto, é preciso estar atento ao 

fato de que nem sempre as menores bandas aparecem em gel de agarose 

2,0%. 

 

A.5 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificação sexual 

Para amplificar dos íntrons CHD-Z e CHD-W dos cromossomos sexuais de 

Sula leugogaster são utilizados os oligonucleotídeos sintéticos ou P2 (5’-TCT 
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GCA TCG CTA AAT CCT TT-3’) e P8 (5’-CTC CCA AGG ATG AGR AAY TG-

3’) (Griffiths et al., 1998). 

A reação de PCR ocorre em termociclador VERITI com o seguinte 

programa: 94ºC/2min; 35 ciclos de 94ºC/45seg, 52ºC/45seg e 72ºC/45min; 

72ºC/5min. Cada reação de amplificação contém uma mistura de 4,7 μL de 

água Milli-Q autoclavada; 1,4 μL de tampão de reação 10X com MgCl2 

(Biotools); 0,4 μL de dNTPs 5 mM (dATP + dCTP + dGTP + dTTP); 

combinação de primers desejada na concentração de 1 M, sendo utilizados 1 

L de cada; 0,5 μL de DNA polimerase Tth 5U/μL (Biotools) e 1 L de DNA 

genômico total (aproximadamente 0,5 ng/μL) em 15 μL de reação (ver Tabela 

A2). Para toda PCR são realizados controles negativo (sem DNA) e positivo 

(com concentração de DNA que sempre gera amplificação do fragmento 

desejado) de modo a averiguar possíveis contaminações e avaliar a qualidade 

dos reagentes utilizados. 

 
Tabela A2 – Reagentes, volumes e concentrações ideais para a amplificação 
da região controle do DNA mitocondrial de Sula leucogaster. 

 

Reagentes 
Concentração 

estoque 
Volume 

(μL) 
Concentração 

final 

Água Milli-Q --- 4,7 --- 
Tampão c/ MgCl2 
(Biotools) 

10X 1,4 1X 

dNTP 5 mM 0,4 0,7 mM 
P2 10 μM 1,0 1 μM 
P8 10 μM 1,0 1 μM 
DNA polimerase 
(Tth) 

5 U/μL 0,5 0,25 U/μL 

DNA 10 ng/μL 1,0 1 ng/μL 

Total  10,0  

 

A.6 Visualização de produto de PCR para identificação sexual 

Os produtos da PCR dos íntrons CHD-Z e CHD-W dos cromossomos 

sexuais, no total de 10 μL, são aplicados no gel de poliacrilamida não-

desnaturante (quantidade para 2 géis de SSCP 8,0%: 9,6 mL de acrilamida 

50%; 6,0 mL de TBE 5X; 43,8 mL de água Milli-Q; 600 L de APS 10% e 40 L 

de TEMED; sendo estes dois últimos adicionados apenas no momento de 

verter o gel - SAMBROOK et al., 1989) e submetidos a um campo elétrico de 

15V/cm por, no mínimo,8 horas. 



 

 

95 

Ao término da eletroforese, o gel de poliacrilamida é submetido à coloração 

por nitrato de prata, que consiste na fixação em 10% de ácido acético durante 

20 minutos; lavagem de 2 minutos, duas vezes, em água Milli-Q e incubação 

por 30 minutos, sob agitação, em solução de coloração (que deve ser mantida 

protegida da luz), contendo para cada 500 mL: 0,7 g de nitrato de prata + 1.050 

L de formaldeído, que deve ser adicionado imediatamente antes do uso. Após 

a coloração, o gel é lavado novamente com água Milli-Q por 10 segundos e 

revelado com solução de revelação (que deve ser mantida sob refrigeração) 

contendo para cada 500 mL: 15 g de Na2CO3 anidro, 750 L de formaldeído e 

100 L de tiossulfato de sódio (10 mg/mL), sendo estes dois últimos 

adicionados apenas na hora do uso (BASSAM et al., 1991). As bandas 

aparecem quando o nitrato de prata, que tem carga positiva, liga-se por 

afinidade ao DNA, que possui carga negativa. Após o aparecimento das 

bandas, deve-se parar a revelação com solução de ácido acético 10%. Em 

seguida, retira-se cuidadosamente tal solução para que os géis possam então 

ser montados em placas de vidro e devidamente embrulhados em papel 

celofane umedecido. 

 


