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RESUMO

Steno bredanensis (golfinhos-de-dentes-rugosos) é uma espécie de cetaceo pertencente
a familia Delphinidae, com uma ampla distribui¢do no globo terrestre. No Brasil, exibe habitos
costeiros e por isso esta suscetivel a diversas ameacas antropicas. Essa espécie de golfinho se
encontra classificada como “Pouco Preocupante” na Lista Vermelha de Espécies Ameagadas
da IUCN e no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacgada de Extingdo. Com o intuito de
aumentar as informag0es existentes sobre este golfinho, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
diversidade e estruturacdo genética da espécie Steno bredanensis no Oceano Atlantico
Sudoeste. Para isso, foram coletadas por biopsia 18 amostras de tecido de animais vivos e trés
provenientes de encalhe nas praias das regides Sul e Sudeste do Brasil. Essas amostras foram
amplificadas com marcador mitocondrial, D-loop, e sequenciadas nas dire¢Oes forward e
reverse. Ainda, 284 sequéncias disponibilizadas no GenBank, acompanhando 0s seus
respectivos nimeros de individuos por haplétipo (frequéncias), foram acrescentadas a este
estudo, ampliando o nimero amostral total para 305 amostras. Os indices de diversidade e
coeficiente Fst foram avaliados nos softwares DNAsp e Arlequin. As amostras coletadas
referentes ao Oceano Atlantico Sudoeste foram divididas em unidades costeiras e oceénicas. Ja
o total de 305 amostras, foram separadas em Oceano Atlantico Oeste, Oceano Atlantico Leste
e Oceano Pacifico/indico, de acordo com suas localidades. Como resultado, as unidades
amostrais costeiras e ocednicas foram altamente estruturadas (Fst = 0,744, p = 0,0005) e
exibiram baixos indices de diversidade (Costeiras: h=0,450 e = = 0,0009; Oceénicas: h = 0,400
e © = 0,0024). Ao passo que, 0 Oceano Atlantico Oeste, Oceano Atlantico Leste e Oceano
Pacifico/indico demonstraram estruturacdes significativas, altas ou moderadas (Oceano
Atlantico Oeste X Oceano Atlantico Leste: Fst = 0,190, p = 0,0029; Oceano Atlantico Oeste X
Oceano Pacifico/indico: Fst = 0,630, p = 0,0000; Oceano Atlantico Leste X Oceano
Pacifico/Indico: Fst = 0,577, p = 0,0000). A diferenciacio observada entre as unidades do
Oceano Atlantico Sudoeste pode estar atribuida a maior produtividade no ambiente costeiro,
em relacdo ao ocednico. Enquanto seus baixos indices de diversidade, a uma possivel expansédo
populacional. A estruturacdo entre o Oceano Pacifico/indico e o Oeste e Leste do Oceano
Atlantico, sugerem restricdes de fluxo génico. Desta forma, evidencia-se com este trabalho, a
provavel existéncia de duas populagbes de Steno bredanensis no Oceano Atlantico Sudoeste
com habitos de vida diferenciados e baixos indices de diversidade. Estas popula¢Ges precisam
ser monitoradas geneticamente para que atualizemos o seu status de conservacgéo,

principalmente as costeiras, cada vez mais impactadas por diferentes fatores antropicos.

Palavras-Chave: Cetaceo. Conservacdo. Delphinidae. D-loop. Genética populacional.



ABSTRACT

Steno bredanensis (rough-toothed dolphin) is a species of cetacean belonging to the
Delphinidae family, with a wide distribution on the globe. In Brazil, it has coastal habits and is
therefore susceptible to various anthropic threats. This dolphin species is classified as "Least
Concern” in the IUCN Red List of Threatened Species and in the Red Book of the Brazilian
Fauna Threatened with Extinction. In order to increase the existing information on this dolphin,
the objective of this work was to evaluate the diversity and genetic structure of the species Steno
bredanensis in the Southwest Atlantic Ocean. For this purpose, 18 tissue samples were collected
by biopsy from live animals and three from stranded animals on beaches in the South and
Southeast regions of Brazil. These samples were amplified with a mitochondrial marker, D-
loop, and sequenced in forward and reverse directions. In addition, 284 sequences available in
GenBank, accompanied by their respective numbers of individuals per haplotype (frequencies),
were added to this study, increasing the total sample number to 305 samples. The diversity
indices and Fst coefficient were evaluated in DNAsp and Arlequin software. The samples
collected for the Southwest Atlantic Ocean were divided into coastal and oceanic units. The
total of 305 samples, on the other hand, were separated into West Atlantic Ocean, East Atlantic
Ocean, and Pacific/Indian Ocean, according to their localities. As a result, the coastal and
oceanic sampling units were highly structured (Fst = 0.744, p = 0.0005) and exhibited low
diversity indices (Coastal: h = 0.450 and © = 0.0009; Oceanic: h = 0.400 and © = 0.0024).
Whereas, the Western Atlantic Ocean, Eastern Atlantic Ocean and Pacific/Indian Ocean
demonstrated significant, high or moderate structuring (Western Atlantic Ocean X Eastern
Atlantic Ocean: Fst = 0.190, p = 0.0029; Western Atlantic Ocean X Pacific/Indian Ocean: Fst
=0.630, p = 0.0000; Eastern Atlantic Ocean X Pacific/Indian Ocean: Fst = 0.577, p = 0.0000).
The observed differentiation between the Southwest Atlantic Ocean units may be attributed to
higher productivity in the coastal environment, relative to the oceanic one. While its low
diversity indices, to a possible population expansion. The structuring between the Pacific/Indian
Ocean and the western and eastern Atlantic Ocean suggest restrictions on gene flow. Thus, it is
evident with this work, the probable existence of two populations of Steno bredanensis in the
Southwest Atlantic Ocean with different life habits and low diversity indices. These populations
need to be monitored genetically to update their conservation status, especially the coastal ones,

which are increasingly impacted by different anthropic factors.

Keywords: Cetacean. Conservation. Delphinidae. D-loop. Population genetics.
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1. INTRODUCAO

Conhecida como golfinho-de-dentes-rugosos ou golfinho do Sudeste, a espécie Steno
bredanensis (G. Cuvier in Lesson, 1828) pertence a ordem Cetartiodactyla, subordem
Odontoceti (com dentes), familia Delphinidae. Com cerca de 17 géneros e 37 espécies, essa
familia é considerada como a mais numerosa e diversa dentre os mamiferos marinhos,
apresentando muitas variacbes morfologicas e ecoldgicas ocasionadas por processos de
adaptacdo distintos, tais como diferentes formas de nicho interespecificas e variedade de
alimentos (MORENO, 2008; WICKERT, 2018).

O golfinho-de-dentes-rugosos é a Unica espécie pertencente ao género Steno, e se
encontra amplamente distribuido em aguas tropicais e temperadas quentes, habitando o Oceano
Pacifico, Atlantico e indico, bem como o Mar Mediterraneo e Caribenho. Na maior parte dos
casos, exibem habitos oceénicos-profundos, todavia, os individuos presentes no litoral
brasileiro apresentam uma maior preferéncia por dguas superficiais e costeiras, podendo ser
observados desde o estado do Rio Grande do Sul até o Pard (SILVA, 2014; RUEDA &
CABALLERO, 2015; OMS, 2018; MONTEIRO et al., 2020; MIRANDA et al., 2020) (Figura
1).

Figura 1 - Distribuicdo global da espécie Steno bredanensis, destacada em amarelo. Fonte:
Kiszka et al., 2019.

Esses golfinhos, variam entre 209 a 265 centimetros (cm) de comprimento em média,
apresentando um peso maximo equivalente a 130 quilogramas (kg) (WEST et al., 2011).

Caracterizam-se pela presenca de um corpo robusto, uma cabeca conica, bico longo, nadadeira
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dorsal bem demarcada, e peitorais e caudais grandes e pontiagudas. S&o facilmente
identificados por meio de uma faixa dorsal cinza escura que se estende da cabeca a cauda, e
pela auséncia de separacdo entre 0 meldo e o rostro. Lateralmente sdo cinza-claro, podendo
haver na regido da mandibula, ventre e labios cicatrizes ou manchas brancas, rosas e amarelas
(Figura 2). Quando jovens, expressam uma colora¢do uniforme cinza claro e quando adultos,
podem denotar um aspecto malhado (WEST et al.,, 2011; VILLEGAS-ZURITA, 2015;
CARDOSO et al., 2019). Ademais, uma outra caracteristica que permite a distingdo do
golfinho-de-dentes-rugosos das demais espécies € a presenca de estreitas ranhuras verticais
vistas em sua arcada dentéria. Esta peculiaridade foi o que designou o nome popular dessa
espécie (REIS et al., 2006; JEFFERSON, 2009).

NOAA Fisheries

Figura 2 — Golfinho-de-dentes-rugosos (Steno bredanensis). Fonte: NOAA Fisheries.

Por serem organismos sociais, comumente formam grupos de 10 a 20 individuos,
entretanto, em populacdes proximas ao Havai esses agrupamentos chegam a uma proporcao
superior a 300 individuos. Quando associados, formam subgrupos capazes de exercerem nado
sincronizado, ou seja, esses golfinhos apresentam a capacidade de emergir e submergir todos
ao mesmo tempo, lado a lado, estando adaptados a realizarem mergulhos longos e profundos.
Usualmente, sdo nadadores vagarosos e pouco acrobaticos, com capacidade para emitir cliques
de ecolocalizacdo de até 200 kHz (RITTER, 2002; STRUNTZ et al., 2004; JEFFERSON,
2009).

Os golfinhos-de-dentes-rugosos também expressam comportamento epimelético, isto e,
acdo que consiste no apoio ofertado por um individuo saudavel a um animal doente, ferido ou

morto. Nestes casos, o golfinho saudavel nada com o individuo incapacitado suspenso a
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superficie. Esta pratica foi descrita tanto em animais na natureza quanto em cativeiro, podendo
ser intraespecifica ou interespecifica (KUCZAJ Il & YEATER, 2007; MOURA, RODRIGUES
& SICILIANO, 2009; OMS, 2018). Lodi (1992) observou este comportamento na cidade de
Ilha Grande, Rio de Janeiro (Brasil), onde um golfinho de Steno bredanensis, por
aproximadamente duas horas, forneceu assisténcia a uma fémea ja morta para que ficasse
flutuando proxima a superficie. O organismo morto pertencia a mesma espécie e apresentava

idade préxima a 3 anos.

Outros tipos de interagcGes também podem ser observadas, como as associa¢cdes com
outras especies de cetaceos, dentre elas, a baleia-piloto-de-peitorais-curtas (Globicephala
macrorhynchus), golfinho de Fraser (Lagenodelphis mangai), golfinho-pintado-do-atlantico
(Stenella frontalis) e baleia-de-minke (Balaenoptera acutorostrata). Além disso, Steno
bredanensis também foi visto se reproduzindo com o golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops
truncatus) e acompanhando o deslocamento de baleias-franca-do-sul (Eubalaena australis) e
baleias-jubarte (Megaptera novaeangliae) (LODI & HETZEL, 1998; RITTER, 2002;
JEFFERSON, 2009). Ainda, sdo relatadas aproximacao a passaros como as gaivotas-arenque e
as fragatas para a realizagdo de forrageamento na superficie (LODI & HETZEL, 1999;
RITTER, 2002).

Sua dieta consiste em alimentacdo variada, forrageando varias espécies de peixes e
cefalopodes oceénicos e costeiros, como por exemplo: dourado (Coryphaena hippurus), peixe-
agulha (Hemiramphus brasiliensis), tainha (Mugil curema), peixe-espada (Trichiurus lepturus),
sauru (Cololabis adocetus), e a lula (Dorytheutis plei) (STRUNTZ et al., 2004; CARDOSO, et
al., 2019; KISZKA et al., 2019).

Apdbs o desmame, machos atingem sua maturidade sexual com idade proxima aos 14
anos e 225 cm de comprimento. As fémeas, quando comparadas com 0s machos, expdem uma
maturagdo mais precoce, dispondo de aproximadamente 210 cm de comprimento e faixa etaria
em torno dos 10 anos, sendo sexualmente dimdrficos, isto €, machos maiores que as fémeas
(STRUNTZ et al., 2004; HUANG, CHOU & NI, 2009; VILLEGAS-ZURITA, 2015).

A Lista Vermelha de Especies Ameacadas da IUCN, responsavel por avaliar
informacdes sobre os riscos de extin¢do global, de animais, fungos e plantas, classifica a espécie
Steno bredanensis como “Pouco Preocupante”, o mesmo também pode ser observado no Livro
Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo (ICMBio, 2018). Porém, por ser bem
distribuida, aspectos como abundancia total, tendéncia populacional, comportamento, padrdes

de movimentacdo, dentre outros, ainda sdo pouco conhecidos, tornando a atual classificacao
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questionavel e impedindo que melhores acdes de conservacdo sejam exercidas (LODI &
HETZEL, 1998; KISZKA et al., 2019; IUCN, 2021).

Por apresentar habitos costeiros, essa espécie estd suscetivel a diversas ameacas
antropogeénicas, tais como poluigdo por residuos sélidos ou quimicos, interacdes negativas com
a pesca e encalhes (LODI & HETZEL, 1998; MEIRELLES & BARRQOS, 2007; OMS, 2018;
MIRANDA, et al., 2020). Barreto (2011), demonstrou que, no Ceara, Steno bredanensis ¢é a
segunda espécie mais afetada pela captura acidental, sendo a principal causa deste impacto a
utilizagdo de equipamentos de pesca, como redes de emalhe, redes de cerco e espinhel. Essas
ferramentas, quando em contato com os golfinhos, provocam severas mutilacGes e feridas que
podem resultar no falecimento do animal (LODI & HETZEL, 1998; RITTER, 2002). Com
relacdo a poluicdo por residuos, Yogui (2002) constatou que dentre os mamiferos marinhos
observados na costa de Sao Paulo e Ilha Rei George (Antértica), o golfinho-de-dentes-rugosos
foi o que obteve os maiores indices de contaminacdo por organoclorados, apresentando
elevadas cargas de PCB’s (bifenilos policlorados) ¢ DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) em seu
organismo. No entanto, pouco se sabe ainda a respeito de quais seriam os efeitos desses fatores

nas populagoes.

Estudos que envolvem genética populacional permitem adquirir dados sobre a origem
de individuos, sucesso reprodutivo, divergéncias genéticas, migracao, tamanho populacional e
eventos histdricos, contribuindo, assim, para o aumento de informacgdes sobre os grupos
estudados (CRUZ, 2018). Para as analises populacionais, verificar a diversidade genética €
imprescindivel, uma vez que fornece informac6es sobre a variedade de alelos e gendtipos
presentes nas populacdes. Neste sentido, a manutencdo da diversidade genética é essencial para
a sobrevivéncia das espécies, permitindo que os individuos se adaptem as variagcbes do
ambiente, tenham uma melhor capacidade de colonizacao e distribui¢do e maior potencial para
responder aos processos de selecdo natural. Portanto, conhecé-la é fundamental para o
desenvolvimento de projetos de manejo sustentavel e estudos relacionados a biologia bésica
aplicada (CERQUEIRA, et al., 2014; CRUZ, 2018; OLIVEIRA, 2021).

Entender a estruturacdo genética populacional também € considerada de grande
relevancia, justamente por estar relacionada ao padrao de distribuicdo da diversidade genética
dentro e entre as populagdes da espécie, buscando compreender os efeitos da selecdo natural,
fluxo génico e deriva genética na diferenciacdo das populacdes em ambientes heterogéneos
(MARTINS, 1987; CRUZ, 2018; SARTORI, 2018; OLIVEIRA, 2021).
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Desde a década de 70, a molécula de DNA mitocondrial (mtDNA) vem sendo utilizada
em estudos referentes a diversidade genética, estrutura populacional e relacGes filogenéticas.
Caracteristicas como heranca matrilinear, auséncia de recombinacdo, regides conservadas e
altas substitui¢des de bases nucleotidicas, fazem com que o mtDNA seja um bom modelo para
estudos que envolvem relacBes evolutivas entre individuos, espécies e populaces, e eventos
evolutivos recentes (ARIAS et al., 2003; LOPES, 2012; REBLIN, 2016). A regido do mtDNA
mais recomendada para os estudos populacionais € a regido ndo codificadora D-loop,
responsavel por controlar processos de replicacdo e transcricdo do genoma mitocondrial. Ao
longo dos anos, este marcador tem se mostrado eficiente no monitoramento genético de
populacgdes, na deteccdo de gargalos genéticos e em analises populacionais sob escalas de tempo
microevolutivas que evidenciam rapidas substituices nucleotidicas e altos niveis de
polimorfismo intraespecifico (PRADO et al., [s.d.]; TEODORO, 2018).

Silva (2014) e Silva e colaboradores (2015) analisaram a diversidade e estruturacao
genética de 42 golfinhos-de-dentes-rugosos no Oceano Atlantico Sudoeste, fazendo-se o0 uso de
marcadores D-loop e Citocromo b, que permitiram sugerir a ocorréncia de trés populagdes
atlanticas de golfinho-de-dentes-rugosos (Caribe, ES + RJ e SC + RS). Contudo, os resultados
obtidos ndo permitiram afirmar o nimero exato de populacdes ou a presenca de especiacdo
criptica no género Steno. Desta forma, foi sugerido por ambos que novos estudos fossem

realizados.

Donato e colaboradores (2019) também examinaram a estrutura genética de 15 amostras
de carcacas de Steno bredanensis encalhadas no Rio de Janeiro por meio de sequéncias de DNA
mitocondrial. Assim como Silva (2014) e Silva e colaboradores (2015), verificaram a presenca
de trés populacdes atlanticas de golfinho-de-dentes-rugosos (Caribe, ES + RJ e SC + RS).

Posto isso, é importante ampliar as informacdes sobre a genética da espécie Steno
bredanensis no Atlantico Sudoeste para que, futuramente, tenha-se um melhor panorama
populacional e que seja possivel uma reavaliagdo ou confirmagdo do status de conservacao da

espécie no litoral brasileiro.



2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade e estruturacdo genética da espécie Steno bredanensis no Atlantico

Sudoeste.

2.1 Objetivos especificos

e Analisar os indices de diversidade nucleotidica e haplotipica de golfinhos-de-dentes-
rugosos encontrados no litoral brasileiro;

e Verificar a existéncia de mais de uma populacdo no Atlantico Sudoeste;

e Avaliar a historia demografica populacional da espécie Steno bredanensis no litoral
brasileiro;

e Comparar os haplétipos dos golfinhos-de-dentes-rugosos encontrados no Atlantico
Sudoeste com os das demais localidades, disponibilizados no GenBank por outros

pesquisadores.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo e coleta das amostras

Fragmentos de tecido muscular de 21 individuos pertencentes a espécie Steno
bredanensis foram coletadas nas praias das regides Sul e Sudeste do Brasil, correspondentes ao
Oceano Atlantico Sudoeste entre os anos de 2016 a 2021. Destas, dezoito foram obtidas por
bidpsia pelo Projeto de Monitoramento de Cetaceos na Bacia de Santos (PMC-BS) pela equipe
da Socioambiental Consultores Associados, e trés foram procedentes de encalhes e adquiridas
pelo Instituto Orca (ORCA) em parceria com o Programa de Monitoramento da Biodiversidade
Aquética (PMBA) (Figura 3).

A regido amostrada caracteriza-se por haver a mistura de aguas continentais com
oceanicas, o encontro entre a Corrente do Brasil (quente e salina) e a Corrente das Malvinas
(fria e menos salina), e a formacdo da Agua Central do Atlantico Sul. Particularidades que
permitem a este ambiente ser um dos mais dindmicos de todos os oceanos (MINUZZ] et al.,
2007; SOPPA, SOUZA & PEZZI, 2011; WREGE et al., 2012).
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Figura 3 — Localiza¢do das amostras de Steno bredanensis nas praias das regides Sul e Sudeste do
Brasil, correspondentes ao Oceano Atlantico Sudoeste. Os pontos representam os individuos
coletados por bidpsia, sendo os de cor vermelha os localizados préximos a costa e 0s azuis em
regides oceanicas. Os triangulos referem-se aos trés encalhes obtidos em ambiente costeiro. Fonte

Mapa: Sandieli dos Santos Sudre. Foto de Steno bredanensis: NOAA Fisheries

Apds a coleta do material, as amostras foram armazenadas individualmente em
microtubos de 1,5 ml com alcool (70%), estocadas em freezer e enviadas aos laboratérios do
PMC-BS e PMBA, onde foram feitas as analises de extracdo, quantificacdo, amplificacéo,
purificacdo e sequenciamento. Em seguida, as sequéncias adquiridas foram cedidas ao
Laboratdrio de Genética e Conservacdo Animal (LGCA) no Centro Universitario Norte do

Espirito Santo (CEUNES) para a realizacdo das demais analises.

Além das 21 amostras sequenciadas, foram adicionadas ao estudo 69 haplétipos
correspondentes a espécie Steno bredanensis disponibilizados previamente no GenBank por
outros autores. Em seus artigos de publicacdo, foram adquiridas informagdes sobre a quantidade
de individuos representados por cada um destes hapl6tipos. Os 69 haplotipos correspondiam a
284 individuos ao todo. Dessa forma, obteve-se um total de 305 individuos a serem analisados,

21 deste estudo e 284 de outros trabalhos previamente publicados (Apéndice A).



3.2 Extracdo e Quantificacdo, Amplificacdo e Sequenciamento

3.2.1 Projeto de Monitoramento de Cetaceos na Bacia de Santos (PMC-BS)

O DNA gendmico das 18 amostras coletadas por bidpsia nas praias dos estados do Rio
de Janeiro, S0 Paulo e Santa Catarina foram extraidas com o auxilio do kit Dneasy Blood and
Tissue da Qiagen, seguindo as instrucdes do fabricante. A quantidade e qualidade do material

extraido foram avaliadas com o auxilio do espectofotdmetro NanoDrop One.

Em seguida, a regido controle do mtDNA, D-loop, foi amplificada por meio da Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se os primers DLp8 e DLp1.5 (BAKER et al., 1998;
GARRIGUE et al., 2004). Para isso, uma solucdo de mix contendo 2,5mM de MgCl_, 0,2mM
de dNTPs, 0,3U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen), Tampéo a 1x (Invitrogen), 20ng de
DNA e 0,4uM de cada primer, foi produzida e submetida as seguintes condi¢fes de
termociclador: 94 °C por 2 min para desnaturacéo inicial; 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por
30 seg; 55 °C por 45 seg para o0 anelamento dos primers; 72 °C por 40 seg para extensao do

DNA,; e 72 °C por 10 min para extensao final.

Os fragmentos amplificados foram encaminhados a Macrogen Inc. para purificagéo e
sequenciamento (forward e reverse) no ABI 3730XL (Applied Biosystems).

3.2.2 Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquética (PMBA)

As trés amostras coletadas no Espirito Santo foram submetidas ao protocolo de extracdo
de DNA a partir de uma solugéo Salina (BRUFORD et al., 1992, adaptado por David Vieites).
Neste processo, cada fragmento de musculo foi picotado com o auxilio de um bisturi e inseridos
em diferentes microtubos de 1,5ml. Em cada tubo, uma solucdo de lise foi realizada
adicionando-se 410ul de Buffer de Extragdo, 80ul de SDS 10% e 10ul de Proteinase K. A
solugéo foi incubada em banho seco a 55 °C overnight, para a digestao do tecido.

No dia consecutivo, as amostras foram retiradas da incubacéo e adicionadas a uma
centrifuga refrigerada a 13000rpm por 5 minutos. Passado o tempo, o sobrenadante foi aplicado
em um microtubo de 1,5ml ¢ adicionados a ela, 180ul de NaCl, em seguida, a solucdo foi
homogeneizada levemente por 50 vezes antes de ser encaminhada a centrifuga por mais 5
minutos. Apds o tempo, o sobrenadante foi transferido novamente para um microtubo de 1,5ml,
onde foi adicionado 1ml de isopropanol gelado. A solucdo foi invertida gentilmente 20 vezes e

encaminhada a centrifuga por 7 minutos. ApOs este processo, 0 sobrenadante foi
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descartado cuidadosamente e adicionados 250ul de etanol 80%, a solucdo foi homogeneizada
invertendo-a 50 vezes, e enviada a centrifuga por mais 7 minutos. Terminado o processo, todo
0 sobrenadante foi descartado e os tubos foram colocados de cabeca para baixo, para que o
etanol pudesse escorrer. Passada esta fase, com as tampas ainda abertas, os tubos foram
submetidos a uma temperatura de 55 °C no banho seco por cerca de 10 min, para total
evaporacdo do etanol. Logo, o DNA foi ressuspendido adicionando-se 50ul de dgua ultrapura

(ddH20) e a solucéo foi armazenada em um refrigerador a 4 °C para total dissolugéo do pellet.

Com o auxilio do espectrofotdmetro NanoDrop One, 1pul de cada amostra de DNA foi

analisado para a verificacdo da quantidade e qualidade do produto final extraido.

As extracOes foram submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e asseguradas
pelo marcador mitocondrial, D-loop, utilizando-se o par de primers DLp8 e DLp1.5 (BAKER
etal., 1998; GARRIGUE et al., 2004) para gerar um fragmento de aproximadamente 700 pares
de bases (pb).

Para um volume total de 20ul, foi produzido uma solucdo de mix contendo 10ng de
DNA, Tampao a 10x (Invitrogen), 50mM de MgCl,, 10mM de DNTP, 5 unidades de Taq DNA
polymerase (Invitrogen) e 10uM de cada primer. As condigdes no termociclador foram: 94 °C
a 2 min para a desnaturacdo inicial; seguido de 35 ciclos a 94 °C a 30 seg para a deshaturacao;
55 °C a 45 s para o anelamento dos primers; 72 °C a 40 s para a extensdo da fita; e 72 °C a 10
min para sua extensao final. Apos este processo, 2,5ul de cada DNA amplificado foi corado
com 2ul de tampédo de carregamento (GelRed + Blue Juice) para visualizagcdo do nimero de
pares de bases em luz ultravioleta (UV), corridos em eletroforese com gel de agarose a 1%, e

foto-documentadas em transiluminador UV.

Apos a foto-documentagdo dos fragmentos, estes foram purificados com 1ul da enzima
ExoSap-IT (USB Corporation), com o intuito de eliminar possiveis inibidores de
sequenciamento. Posteriormente, os produtos purificados foram encaminhados a empresa

terceirizada para sequenciamento forward e reverse.

3.3 Edicéo e alinhamento das sequéncias

Todas as sequéncias obtidas foram comparadas com as publicadas no GenBank
(www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank) e DNA Surveillance (http://dna-

surveillance.fos.auckland.ac.nz:23060/) para a confirmacdo da espécie. Apds confirmacdo, as
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sequéncias foram editadas e alinhadas no programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis
- MEGAI11 (TAMURA et al., 2021).

3.4 Andlises de estruturacdo e diversidade genética

O software DNAsp v.6.12.03 (ROZAS et al., 2019) foi utilizado para definir os testes de
estruturacdo populacional a serem executados. Para o Atlantico Sudoeste, foram realizados trés
testes com o intuito de definir a melhor organizacdo das populacdes para as analises de
diversidade. O primeiro, consistiu na aplicacdo de 25 sequéncias (21 deste estudo e quatro do
GenBank pertencentes ao Atlantico Sudoeste) agrupadas em diferentes unidades amostrais
(UA) e avaliadas como agregacOes costeiras. As supostas populacdes e seus respectivos locais
de coleta foram: UA_1 — Costa do Espirito Santo, UA 2 — Costa do Rio de Janeiro, UA_3 —
Costa de Séo Paulo, UA 4 — Costa de Santa Catarina e UA_5 — Costa do Rio Grande do Sul
(Figura 4; Tabela 1). Em contrapartida, para o segundo teste foram empregues apenas as 21
amostras coletadas neste estudo, separando as populagdes conforme a proximidade das
amostras, sendo: UA_1 provenientes da costa do Espirito Santo, UA 2 da costa do Rio de
Janeiro, UA_3 oceénicas e UA_4 oriundas da costa do Rio de Janeiro, S&o Paulo e Santa
Catarina (Figura 5). As 21 amostras também foram utilizadas para o terceiro teste, sendo estas,
classificadas como costeiras e oceénicas, e divididas de acordo com suas distancias geogréaficas:
UA 1 Costa — Espirito Santo, UA_2 Costa — Rio de Janeiro, UA_3 Oceéanica, UA 4 Costa —
Sdo Paulo e UA 5 Costa — Santa Catarina (Figura 6). Um quarto teste foi realizado
acrescentando-se as 284 frequéncias haplotipicas do GenBank as amostras coletadas no
Atlantico Sudoeste, as populacdes hipotéticas definidas foram: Oceano Atlantico Oeste,
Oceano Atlantico Leste e Oceano Pacifico/indico. Ainda, o programa DNAsp Vv.6.12.03
(ROZAS et al., 2019) foi aplicado para mensurar o nudmero de haplétipos (H) e sitios
polimorficos (S), diversidade nucleotidica (w) e haplotipica (h), bem como os arquivos de

entrada para os programas Arlequin e POpART.

Os sitios polimorficos representam alteracdes no DNA da populacdo a uma frequéncia
maior que 1%, e 0s hapl6tipos correspondem a um agrupamento de alelos ligados, herdados em
blocos ao longo das geracGes (QUINTANA-MURCI et al., 2001; MACIEL, 2003; SILVA,
2007; NUSSBAUM et al., 2016). Neto (2009) explica o conceito de diversidade haplotipica
como sendo a probabilidade de escolha ao acaso de dois haplétipos diferentes. Seus resultados
podem variar de 0 a 1, entretanto, os valores mais préximos de 1 indicam uma maior diversidade
haplotipica (LAVAGNINI, 2011; TEIXEIRA, 2018). Distintivamente, a diversidade

nucleotidica examina os polimorfismos do DNA, por meio do niumero medio de diferencas
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nucleotidicas a cada sitio existente em duas sequéncias escolhidas ao acaso (NEI & TAJIMA,
1980; DANTAS et al., 2013).

Para as Analises de Variacdo Molecular (AMOVA), indices de fixacdo (Fst),
distribuicdo Mismatch e testes de neutralidade (D de Tajima e Fs de Fu) foi utilizado o programa
Arlequin v.3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010). O teste de AMOVA consiste na avaliagéo
do grau de diferenciacdo e estruturacdo das populagdes com base nos haplétipos observados e
suas distancias inter haplotipicas, possibilitando verificar a distribuicdo da diversidade genética
dentro e entre populagdes (EXCOFFIER et al., 1992; MAGALHAES, 2018; TEIXEIRA,
2018). O calculo de Fst proposto por Nei (1973) determina o grau de diferenciacdo genética
entre populacdes a um nivel de significancia menor que 0,05. As medidas de Fst variam em
uma escala de 0 a 1, valores menores que 0,05 apontam baixa diferencia¢do, nimeros maiores
que 0,05 até 0,25 mostram uma estruturacdo moderada, enquanto valores que ultrapassam a

margem de 0,25, exibem uma alta diferenciacao entre populactes (WRIGHT, 1978).

A distribuicdo Mismatch (ROGERS & HARPENDING, 1992) ira verificar a historia
demogréafica das populacbes a partir de diferencas nucleotidicas pareadas entre individuos,
expressas atraves de uma representacao grafica. Sabendo-se disso, uma distribuicdo unimodal
indica uma expansdo demografica recente, decorrente de uma populacéo fundadora pequena, e
curvas multimodais, populacdes que permanecem estaveis ao longo das geracbes (ROGERS &
HARPENDING, 1992; LAVAGNINI, 2011).

Por fim, os testes de neutralidade apontam se os genes avaliados se encontram sob
selecdo. Com o método D de Tajima é possivel calcular as diferencas entre os polimorfismos e
0 nimero de divergéncias nucleotidicas. Se, porventura, 0 nimero de sitios polimdrficos
presentes em uma Unica sequéncia for maior que as diferencas par a par, o valor do teste é
negativo, demonstrando uma possivel expansdo ou selecao populacional. Entretanto, quando o
namero de diferencas par a par for maior que o nimero de sitios polimorficos, o teste é positivo,
sendo um indicio de estrutura populacional (TAJIMA, 1989; DANTAS et al., 2013;
LINHARES, 2019). J4 os indices de Fs de Fu irdo aferir a probabilidade de se observar em uma
amostragem aleat6ria neutra, nimeros menores ou similares de alelos, permitindo detectar
crescimento populacional (FU, 1997; DANTAS et al., 2013).

A rede de haplotipos foi baseada nos célculos de Median-Joining, por meio do programa
Population Analysis with Reticulate Trees — POpART 1.7 (LEIGH & BRYANT, 2015). Com a

rede de hapldtipos construida, informagdes sobre a histéria evolutiva das populagdes,
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biogeografia, relagdes genealdgicas ao nivel intraespecifico e dados genéticos populacionais
serdo passiveis de visualizacio (MAGALHAES, 2018).

4. RESULTADOS

O alinhamento e edi¢do dos fragmentos amplificados para a regido D-loop dos 25 individuos do
Oceano Atlantico Sudoeste (21 das amostras coletadas e quatro do GenBank) resultaram em sequéncias
de 545 pb. Quando analisadas somente as 21 amostras coletadas neste estudo, obtiveram-se fragmentos
de 659 pb, a medida que foram acrescentadas a elas, as 284 frequéncias de hapl6tipos do GenBank, o

tamanho resultante foi de 266 pb.

Todas as sequéncias analisadas, incluindo as baixadas do banco de dados GenBank,
foram confirmadas como sendo Steno bredanensis. No GenBank, os exemplares apresentaram
uma media de 100% em sua porcentagem de identidade. Enquanto no DNA Surveillance, as
sequéncias exibiram uma média de 0,034 em distancia do golfinho-de-dentes-rugosos, sendo
esta, muito baixa para atribui-las a outra espécie que nao seja Steno bredanensis.

Trinta e trés frequéncias de haplétipos depositadas no GenBank ndo puderam ser
avaliadas no DNA Surveillance, devido ao sitio eletronico ndo estar funcionando atualmente,

entretanto, estas foram devidamente conferidas e analisadas com as demais no GenBank.

4.1 Oceano Atlantico Sudoeste

4.1.1 Primeiro teste de estruturacdo entre as amostras coletadas na costa do Brasil

Para as 25 amostras pertencentes ao Oceano Atlantico Sudoeste (21 deste estudo e
quatro do GenBank), os calculos de diferenca par a par e valor de p para Fst, mostraram ser
significativos e sugeriram alta diferenciacdo populacional entre os agrupamentos UA 3 e
UA 2, exibindo medidas de Fst (0,298) maior que 0,25 e valor de p menor que 0,05 (Figura 4;
Tabela 1).
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Figura 4 - Localizagdo das amostras de Steno bredanensis nas praias das regides Sul e Sudeste do Brasil,

correspondentes ao Oceano Atlantico Sudoeste. As circunferéncias separam as coletas em

diferentes unidades amostrais (UA) para efetuacéo do teste de estruturagdo; n = nimero de amostras

para cada UA. Fonte: Alterado de Sandieli dos Santos Sudre.

Tabela 1 — Medidas de Fsrreferente as 25 sequéncias de Steno bredanensis (21 deste estudo e quatro

do GenBank) encontradas nas diferentes unidades amostrais (UA). Trés amostras do GenBank foram

agrupadas a populacdo UA 2, e uma, a populagdo UA 5. Em negrito, observa-se resultados

significativos (valor de p < 0,05); n = nimero de amostras para cada UA.

Populaces | UA_1(n=3) UA 2 (n=11) UA 3(n=9) UA 4(n=1)

UA 5(n=1)

UA 1(n=3) - - - -
UA 2 (n=11) | -0,049 (p = 0,690) - - -
UA3(n=9) | 0172(p=0,199) 0,298 (p = 0,004) - -
UA 4(n=1) | 1,000(p=0,999) 0,240 (p=0,999) 0,136 (p = 0,999) -

UA5(n=1) | 1,000(p=0999) 0629 (p=0999) 0612 (p=0999) 1,000 (p = 0,999)

4.1.2 Segundo teste de estruturacdo entre as amostras coletadas na costa do Brasil

Considerando apenas as 21 amostras coletadas neste estudo, foi verificada alta

estruturacdo significativa entre as populagdes UA_3 X UA_2 (Fst = 0,677; valor de p = 0,040)
e UA_4 X UA_3 (Fst=0,677; valor de p = 0,004) por demonstrarem medidas de Fst maiores

que 0,25 e valor de p menor que 0,05 (Figura 5; Tabela 2).
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Figura5 - Localizagdo das amostras de Steno bredanensis nas praias das regides Sul e Sudeste do Brasil,
correspondentes ao Oceano Atlantico Sudoeste. As circunferéncias separam as coletas em
diferentes unidades amostrais (UA) para efetuacéo do teste de estruturagdo; n = nimero de amostras

para cada UA. Fonte: Alterado de Sandieli dos Santos Sudre.

Tabela 2 — Medidas de Fsrreferente as 21 amostras coletadas neste estudo, averiguadas nas diferentes
unidades amostrais (UA), UA_1, UA 2, UA 3e UA_4.Em negrito, observa-se resultados significativos

(valor de p < 0,05); n = nimero de amostras para cada UA.

Populacbes | UA 1(n=3) UA 2(n=4) UA 3(n=5) UA 4(n=9)
UA_1(n=3) - - - -
UA 2(n=14) -0,090 (p = 0,999) - - -
UA_3(n=5) 0,680 (p=0,141) 0,677 (p =0,040) - -
UA_4(n=9) -0,125 (p=0,999) 0,003 (p =0,482) 0,677 (p =0,004) -

4.1.3 Terceiro teste de estruturacdo entre as amostras coletadas na costa do Brasil

Os valores de Fst para as 21 amostras coletadas no Oceano Atlantico Sudoeste
indicaram alta diferenciacao (<0,05) entre as popula¢des: UA_3 Oceénica X UA_2 Costa (Fst
=0,768); e UA_4 Costa X UA_3 Oceanica (Fst = 0,561). Sendo ambas altamente significativas,
p =0,018 e p = 0,027, respectivamente (Figura 6; Tabela 3).
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Figura 6 - Localizagdo das amostras de Steno bredanensis nas praias das regides Sul e Sudeste do Brasil,
correspondentes ao Oceano Atlantico Sudoeste. As circunferéncias separam as coletas em
diferentes unidades amostrais (UA) para efetuacéo do teste de estruturagdo; n = nimero de amostras

para cada UA. Fonte: Alterado de Sandieli dos Santos Sudre.

Tabela 3 - Medidas de Fsrreferente as 21 amostras coletadas neste estudo averiguadas nas diferentes
unidades amostrais (UA), UA_1 Costa, UA_2 Costa, UA_3 Oceénica, UA_4 Costa e UA_5 Costa. Em

negrito, observa-se resultados significativos (valor de p < 0,05); n = nimero de amostras para cada UA.

Populaces | UA_ 1Costa(n=3) UA 2Costa(n=8) UA 3Oceanica(n=5) UA 4Costa(n=4) UA_5Costa(n=1)
UA_1 Costa (n = 3) - - - - -
UA_2 Costa (n = 8) -0,174 (p = 0,990) - - - -
UA_3 Oceanica (n =5) 0,680 (p = 0,126) 0,768 (p = 0,018) - - -
UA_4 Costa (n =4) -0,090 (p = 0,990) 0,120 (p = 0,135) 0,561 (p =0,027) - -
UA_5 Costa (n=1) 1,000 (p = 0,990) 0,777 (p = 0,990) 0,619 (p = 0,990) -0,200 (p = 0,990) -

De maneira a confirmar o teste apresentado acima, as amostras foram reagrupadas em
populacbes Costeiras (16) e Oceénicas (5). Estas exibiram valores de Fsr altamente
significativos (Fst = 0,744, p = 0,0005), indicando uma alta estruturacdo populacional (Tabela
4). Este foi o agrupamento considerado mais adequado e por isso foi o utilizado para dar

prosseguimento as demais analises.
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Tabela 4 - Valores de Fstencontrados para popula¢bes Costeiras e Oceénicas. Em negrito, observa-se

resultados significativos (valor de p < 0,05); n = nimero de amostras para cada populacéo.

Populagdes | Costeiras (n=16) Oceéanicas (n =5)
Costeiras (n = 16) - -
Oceanicas (n=5) | 0,744 (p = 0,0005) -

Segundo a Analise de Variancia Molecular (AMOVA), a porcentagem de variacao entre
as populacgdes Ocednicas e Costeiras foi de 74,44%, sendo maior que a porcentagem de variacdo
dentro das populacdes, isto €, entre individuos de uma mesma populacao, estando em 25,56%.

4.1.4 indices de Diversidade, Testes de Neutralidade e Distribuicio Mismatch

Sete sitios polimdrficos foram observados nas 21 amostras do Oceano Atlantico
Sudoeste (Tabela 5 e 6). Quanto a diversidade nucleotidica e haplotipica, a popula¢do Oceénica
exibiu maiores valores de diversidade nucleotidica (h = 0,400 e = = 0,0024), enquanto a
populagdo Costeira, maiores valores de diversidade haplotipica, h= 0,450 ¢ = =0,0009 (Tabela
6).

Tabela 5 — Sitios polimdrficos e frequéncia absoluta dos haplétipos encontrados para Steno bredanensis

nas amostras Oceanicas e Costeiras.

Haplotipos 113 296 308 393 505 559 598 Frequéncia

1 T C C A T T T 13
2 . T . G C C . 4
3 C . 1
4 : C 1
5 . T . 1
6 T T . 1

Tabela 6 - Numero amostral (N), sitios polimdrficos (S), nimero de haplétipos (H), diversidade
haplotipica (h) e nucleotidica (m) observada para as populacdes Oceanicas e Costeiras de Steno

bredanensis no Atlantico Sudoeste. O total ndo se refere & soma dos valores, mas sim a uma Unica

populacéo.
Populacdes N S H h n
Oceadnicas 5 4 2 0,400 0,0024
Costeiras 16 4 5 0,450 0,0009
Total* 21 7 6 0,600 0,0026
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Analisando o Brasil como uma Unica populacdo, a diversidade nucleotidica e haplotipica
foi de 0,0026 e 0,600, respectivamente. Ao todo, foram observados seis haplétipos, o mais
frequente foi o haplotipo 1 aparecendo em 13 individuos, onde a maioria pertencia a populacéo
Costeira. O haplotipo 2 apresentou uma frequéncia de quatro individuos na populacdo
Ocednica, e os haplotipos 3, 4, 5 e 6 foram exclusivos da populagdo Costeira, contendo um

representante cada (Figura 4).

Hap_2

Hap_3
Hap_4
Hap_1
Hap_&
1 sampe
Hap_ 5
@ ocesnica
O Costeira

Figura 7 — Rede de haplétipos de Steno bredanensis para as popula¢es Oceénicas e Costeiras. O
tamanho de cada circunferéncia, refere-se a frequéncia absoluta para cada hapl6tipo. Samples =

amostras.

Os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu ndo evidenciaram desvio de
neutralidade e equilibrio esperado para a populacdo Oceanica, ou seja, ndo indicaram nem
estruturacdo, nem expansdo populacional. Em contrapartida, a populacdo Costeira exibiu
resultados estatisticamente negativos (D de Tajima = -1,549, valor de p = 0,035; e Fs de Fu = -
2,751, valor de p = 0,002), podendo ser um indicio de expansdo populacional (Tabela 7). A
andlise de distribuicdo Mismatch para a populagdo costeira, apresentou curva unimodal,
sugerindo expansdo populacional (Figura 8). Enquanto a populacéo oceénica exibiu curva de
aspecto multimodal, indicando que a populacéo se mantém estavel ao longo das geracdes, sem

haver expansao recente (Figura 9).
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Tabela 7 — Testes de neutralidade aplicados as sequéncias da regido controle do mtDNA, D-
loop, para populacdes de Steno bredanensis no Atlantico Sudoeste. Valor de p para D de Tajima
< 0,05 e Fs de Fu < 0,02. O total ndo se refere a soma dos valores, mas sim, a uma Unica

populacéo do Atlantico Sudoeste.

Populacdes D de Tajima Valordep Fs de Fu Valor de p

Ocednica -1,093 0,107 2,202 0,842
Costeira -1,549 0,035 -2,751 0,002
Total* -0,369 0,398 -0,600 0,353
Costeiras

70
§ 60
§ 50
S 40
2 30
c
S 20
O
E 10

0

1 2 3 4 5

Namero de Diferengas

mmm Observada  ===Simulada

Figura 8 — Distribuicdo Mismatch da regido controle do mtDNA, D-loop, de Steno bredanensis na
populacdo Costeira do Atlantico Sudoeste. O eixo y representa a frequéncia observada e 0 €ixo X,
0 nimero de diferencgas. Os valores observados sdo representados por barras e os valores simulados

por linha.
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Oceanicas
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O P N W b 01 O N

1 2 3 4 5 6
Namero de Diferencgas
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Figura 9 — Distribuicdo Mismatch da regido controle do mtDNA, D-loop, de Steno bredanensis na
populagdo Oceénica do Atlantico Sudoeste. O eixo y representa a frequéncia observada e 0 eixo X,
o nimero de diferencas. Os valores observados sao representados por barras e os valores simulados

por linha.

4.2 Oceano Atlantico Oeste, Oceano Atlantico Leste e Oceano Pacifico/Indico

4.2.1 Teste de estruturacao entre amostras oceanicas

Com o intuito de promover uma andlise populacional mais ampla, um total de 305
sequéncias de Steno bredanensis foram utilizadas, 21 deste estudo e 284 do GenBank.
Analisando as populacGes par a par, 0 Oceano Pacifico/indico (OPI) mostrou-se a populagédo
mais diferenciada, com valores de Fst superiores a 0,25 (Fst = 0,630 e p = 0,0000 para o0 Oceano
Atlantico Oeste (OAQ); e Oceano Atlantico Leste (OAL), valores de Fst = 0,577 e p = 0,0000)
e haplotipos exclusivos encontrados nesta regido. Por outro lado, a estruturacdo moderada entre
OAO e OAL (Fst= 0,190, p = 0,0029) é corroborada pela rede de hapl6tipos, por ndo ter
evidenciado muitos haplotipos exclusivos (Figura 10; Tabela 8). A AMOVA demonstrou
significativa variacdo entre populagdes (62,27%) e moderada variagdo dentro das populagoes

(37,73%), também sendo um indicativo de estruturacdo populacional e fluxo génico restrito.
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Tabela 8 - Valores de Fstencontrados para as populac@es do Oceano Atlantico Oeste (OAQ), Oceano
Atlantico Leste (OAL) e Oceano Pacifico/indico (OPI) de Steno bredanensis. Em negrito, observa-se

resultados significativos (valor de p < 0,05); n = nimero de amostras para cada populacao.

Populacdes ‘ OAO (n=57) OAL (n=38) OPI (n = 240)
OAO (n=57) - - -

OAL (n=8) [0,190 (p =0,0029) - -
OPI (n =240) {0,630 (p =0,0000) 0,577 (p = 0,0000) -

4.2.2 indices de Diversidade e Testes de Neutralidade

Um total de 26 sitios polimorficos e 36 haplotipos foram evidenciados nas populagdes
(Tabela 9). Efetuando um ranking, o haplotipo 27 foi o mais frequente, compartilhado por 49
individuos, em seguida, o haplétipo 17 com 33 individuos, e por ultimo, o haplétipo 30 com 29
individuos, todos situados no OPIl. Com relacdo a exclusividade, a populacio do OAO
apresentou seis haplétipos restritos a ela (Hap 1, Hap 11, Hap 20, Hap 21, Hap 23 e Hap 33), 0
OAL dois haplotipos (Hap 25 e Hap 26) e OPI com vinte e cinco (Hap 2 ao Hap 10, Hap 14 ao
Hap 19, Hap 24 e Hap 27 ao Hap 36). Os hapldtipos 12, 13 e 22 foram compartilhados entre as
trés populacdes. A rede de hapldtipos apresentou formato do tipo estrela, evidenciando
expansao populacional recente, onde ha alguns haplotipos centrais mais frequentes e, partindo
deles, outros de menor frequéncia diferentes daqueles por poucos passos mutacionais. Além
disso, € possivel observar dois haplogrupos, um pertencente ao OPI e outro, quase exclusivo,
com haplétipos do OAO e OAL (Figura 10).
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Figura 10 - Rede de haplotipos de Steno bredanensis para as populacGes Oceano Atlantico
Oeste (OAO), Oceano Atlantico Leste (OAL) e Oceano Pacifico/indico (OPI). O tamanho
de cada circunferéncia, refere-se a frequéncia absoluta para cada hapl6tipo. Samples =

amostras.

Em referéncia aos indices de diversidade, a populacdo OPI apresentou 0s maiores

valores para diversidade haplotipica (0,907) e nucleotidica (0,0162). Ao passo que, 0 OAO

exibiu os menores indices de diversidade (h= 0,759 e 1 =0,0056). Também foi feita uma analise

com os individuos compondo uma Unica populacdo, a partir deste critério, sua diversidade

haplotipica e nucleotidica foi de 0,933 e 0,0223, respectivamente. Todas as populagdes

trabalhadas, exibiram uma diversidade haplotipica alta ou moderada, e uma baixa diversidade

nucleotidica (< 5%), indicando um acumulo de mutagdes apos um efeito gargalo (ALMEIDA

etal., [s.d.]). Com relacéo aos testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu, as popula¢bes ndo

apresentaram resultados significativos, ndo sendo possivel evidenciar estruturagdo ou expansao

populacional (Tabela 9).
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Tabela 9 — NUumero amostral (N), sitios polimdrficos (S), numero de haplétipos (H), diversidade
haplotipica (h), diversidade nucleotidica (x), D de Tajima / p, e Fs de Fu / p observados para as
populacdes do Oceano Atlantico Oeste (OAQ), Oceano Atlantico Leste (OAL) e Oceano Pacifico/indico
(OPI). Valor de p para D de Tajima < 0,05 e Fs de Fu < 0,02. O total ndo se refere a soma dos valores,

mas sim, uma avaliacdo global de uma Unica populagéo.

Populages N S H h n D de Tajima/p FsdeFu/p
OAO 57 14 9 0,759  0,0056 -1,492 / 0,053 -2,051/0,168
OAL 8 7 4 0,821  0,0118 0,781/0,783 1,103/0,742
OPI 240 21 28 0,907  0,0162 0,660/ 0,779 -5,004 /0,114
Total* 305 26 36 0,933  0,0223 1,173/0,901 -5,333/0,162
5. DISCUSSAO

Para as populacbes do Atlantico Sudoeste, o teste de estruturacdo entre populagdes
costeiras e oceénicas foi utilizado por revelar uma populacdo oceénica que se diferencia
significativamente do agrupamento costeiro, indicando mais de uma populagdo no Oceano
Atlantico Sudoeste com habitos de vida variados. De forma a corroborar com esta avaliacdo, a
Analise de Variancia Molecular (AMOVA) também foi sugestiva de estruturacdo. Todavia,
habitos oceanicos ndo tende a ser um comportamento comum para os individuos de Steno
bredanensis localizados préximos ao Brasil, pois costumam apresentar habitos costeiros e
superficiais. Neste caso, 0 presente estudo conseguiu atribuir novas informacgdes sobre o

comportamento da espécie nesta regido.

A estruturacdo observada no Oceano Atlantico Sudoeste, pode ser decorrente de maior
produtividade no ambiente costeiro. O Relatério Consolidado do Projeto de Monitoramento de
Cetaceos na Bacia de Santos (PMC-BS) aponta grande produtividade primaria nas regifes
préximas ao Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina, resultantes dos processos de

ressurgéncia que ocorrem na costa e na quebra da plataforma continental (PMC-BS, 2021).

Natoli e colaboradores (2005) analisaram a estruturacdo populacional de 145 golfinhos-
nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) localizados desde o Mar Negro até a Escécia, sendo
observada estruturagdo populacional em diferentes localidades. Os autores justificam essas
diferenciacOes por meio de varios parametros, tais como, distribuicao de suas presas, diferencas
hidrograficas, salinidade, temperatura e eventos histdricos. Louis e colaboradores (2014)
também avaliaram a estrutura populacional de 405 golfinhos-nariz-de-garrafa em aguas

costeiras e peldgicas do Atlantico Nordeste, neste, foi verificada alta estruturagdo entre os
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golfinhos de ambientes pelagicos e costeiros, sugerido como possiveis causas, as

movimentacGes migratorias, classificacdo de linhagem incompleta ou introgressao.

Com relagéo aos indices de diversidade, ambas as populacdes, oceanicas e costeiras,
exibiram valores reduzidos de diversidade haplotipica e nucleotidica, podendo ser um
indicativo de expanséo populacional recente, tendo em vista os testes de neutralidade negativos
para a populacdo costeira, ou mesmo algum evento de reducdo populacional. Destaca-se que
mesmo o nimero amostral da populacdo costeira ser quase o triplo da quantidade de amostras
do agrupamento oceénico, ainda assim, sua diversidade haplotipica e nucleotidica foram muito

préximas das estimadas para 0 agrupamento oceanico.

Populacdes que exibem altos indices de diversidade genética sdo consideradas
populacdes “sadias” e bem estruturadas, a medida que, populacbes com baixa diversidade
sugerem isolamento de poucos individuos, processos recentes de divergéncia evolutiva,
varredura seletiva e efeito gargalo ou fundador (GALTIER et al., 2000; SANTOS et al., 2002;
MARIN, 2013; SILVA et al., 2015).

Uma populacdo com variacdo genética constantemente baixa esta suscetivel as a¢des da
deriva genética e aos impactos ambientais e antropicos causados. Estes, quando ocorrem,
conseguem reduzir ainda mais o tamanho populacional da espécie, ao ponto de provocar sua
extingdo. Isso acontece, pois com a diminui¢cdo da variabilidade genética a populacdo exibe
dificuldades a longo prazo em se adaptar as mudancas de ambiente (GALTIER et al., 2000;
FRUET et al., 2014; AZEVEDO, 2020; SILVA, 2021).

Silva e colaboradores (2015) também verificaram baixa diversidade nucleotidica e
haplotipica para a populacdo de Steno bredanensis do Sul do Brasil (Santa Catarina + Rio
Grande do Sul), para a qual foram encontrados valores iguais a 0,00086 e 0,345,
respectivamente. Sendo sugerido gque esta populacdo tenha passado por um recente processo de
diferenciacdo, ou que apresente poucos individuos. Azevedo (2020) constatou baixa
variabilidade genética (h = 0,295 e = = 0,0015) em baleias-de-bryde (Balaenoptera brydei)
localizadas na Bacia de Santos, sugerindo eventos histéricos naturais, recente divergéncia
evolutiva e gargalos demogréficos para justificar sua perda de variagdo. Fruet e colaboradores
(2014) averiguaram diversidade haplotipica moderada (h = 0,712) e nucleotidica baixa (n =
0,009) para 124 golfinhos-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) ao longo do Atlantico

Sudoeste, associando a baixa diversidade a possiveis eventos fundadores.
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Quando efetuada a avaliacdo das populagcdes mundiais, o Oceano Pacifico/indico
apresentou 0s maiores valores para diversidade haplotipica e nucleotidica, seguida do Oceano
Atlantico Leste e Oceano Atlantico Oeste. O diagnostico global com uma sé populagédo
demonstrou alta diversidade haplotipica e nucleotidica baixa, assemelhando-se aos resultados
de Donato e colaboradores (2019) (Tabela 10).

Tabela 10 — Localidades, espécie, diversidade haplotipica (h), diversidade nucleotidica (r) e referéncias

para Steno bredanensis, Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei. Comparagdo entre diferentes

trabalhos.

Localidades Espécie h n Referéncias
Costeiras Steno bredanensis 0,450 0,0009 Este estudo
Oceanicas Steno bredanensis 0,400 0,0024 Este estudo

Oceano Atlantico Oeste Steno bredanensis 0,759 0,0056 Este estudo
Oceano Atlantico Leste Steno bredanensis 0,821 0,0118 Este estudo
Oceano Pacifico/indico Steno bredanensis 0,907 0,0162 Este estudo
Diversidade Global Steno bredanensis 0,933 0,0223 Este estudo
Diversidade Global Steno bredanensis 0,910 0,0140 Donato et al., 2019
Diversidade Global Steno bredanensis 0,839 0,0190 Silvaetal., 2015
Polinésia Francesa Steno bredanensis 0,624 0,0110 Oremus et al., 2012
Norte e Sudeste do Brasil Sotalia guianensis 0,848 0,0037 Corréa, 2010
FMAIa, Espirito Santo (Brasil) Pontoporia blainvillei 0,041 0,0001 Oliveira et al., 2020
Séo Paulo (Brasil) Pontoporia blainvillei 0,476 0,0010 Cunhaetal., 2014

Ambas as redes de haplétipos produzidas (Figura 7 e 10) aproximam-se de formato
estrela, com um hapl6tipo de maior frequéncia dando origem aos demais de menor frequéncia.
Esta caracteristica supde que a espécie enfrenta um afunilamento populacional seguido de uma
expansdo recente (FRANCISCO, 2012; ALMEIDA, 2015). Diferente de Albertson e
colaboradores (2022) que analisaram a regidao controle do mtDNA de 328 golfinhos-de-dentes-
rugosos e ndo averiguaram nenhum haplétipo do Oceano Atlantico que fosse compartilhado
com populagdes de outras bacias oceanicas. Neste estudo, foram verificados trés hapldtipos do
Oceano Atlantico compartilhados com o Oceano Pacifico/indico, indicando um processo de
expansdo recente do Indo-Pacifico para o Oceano Atlantico (Hap: 12, 13 e 22 — Figura 6).
Provavelmente, essa movimentacdo tenha ocorrido através da corrente das Agulhas, que se
encontra localizada abaixo da Africa do Sul, responséavel por enviar aguas quentes densas para
0 Oeste (Oceano Atlantico). No entanto, outra hipo6tese seria o resultado do processo de
migracdo a milhGes de anos a partir de um ancestral de origem Pacifica (RUEDA &
CABALLERO, 2015; ALBERTSON et al., 2022). Ainda, o haplétipo 20 do Oceano Atlantico
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Oeste foi 0 Unico observado entre os haplétipos do Oceano Pacifico/Indico, podendo ser

consequéncia de uma acdo isolada.

A rede haplotipica global também apontou uma evidente separacdo entre a populacéo
do Oceano Atlantico e a do Oceano Pacifico/indico, formando dois haplogrupos. Esta
organizacgao também foi observada por Silva e colaboradores (2015), podendo ser resultante de
interferéncias geograficas, como temperatura da agua e correntes oceanicas capazes de
restringir o fluxo génico das espécies (OREMUS et al., 2012; COSTA et al., 2019).

Buonaccorsi e colaboradores (2001) analisaram por marcadores moleculares a
estruturacéo populacional do espadim azul (Makaira nigricans) e verificaram um limitado fluxo
génico entre o Oceano Pacifico e Atlantico, sugerindo ser decorrente de um percurso

unidirecional provocado pela corrente das Agulhas.

Esta divergéncia verificada na rede de haplotipos corrobora com os valores de Fst
obtidos para as mesmas populagdes, apontando uma alta diferenciacdo populacional entre o
Pacifico/Indico e Oeste e Leste do Oceano Atlantico. Albertson e colaboradores (2022) e Silva
e colaboradores (2015) levantaram hipoteses de especiacdo criptica no género, ou subespécies

oceanicas para estas estruturacGes avaliadas.

A partir do Fst, também foi possivel verificar diferenciagdo significativa entre a
populacédo do Oeste do Oceano Atlantico e Leste do Oceano Atlantico, indicando estruturacéo
populacional. De acordo com Amaral (2018), fatores demograficos, evolutivos, ecoldgicos,
ambientais e antropogénicos podem influenciar a distribuicdo dos cetaceos. Contudo, a
disponibilidade de alimento seria o principal fator para sua distribuicdo. Albertson e
colaboradores (2022) haviam sugerido a dorsal Meso-Atlantica como a responsavel por essa
diferenciacdo. Medeiros (2012) explica que a dorsal Meso-Atlantica corresponde a uma feicédo
geoldgica no centro do Oceano Atlantico, capaz de determinar a distribuicdo das espécies,
podendo ser uma justificativa para esta estruturacdo observada. A analise AMOVA corrobora
positivamente com as diferenciacOes relatadas, expondo uma estruturacdo populacional dado

ao elevado valor de variacdo entre populagoes.

Oremus e colaboradores (2012) verificaram em todas as suas areas de estudo,
comportamento de fidelidade dos golfinhos-de-dentes-rugosos aos seus locais de vida, podendo
ser uma hipoOtese para as estruturagcdes vistas nas populacbes, porém, deriva genética,
especializacdo de presas e organizacdo social também podem justificar esse padrdo averiguado

(ALBERTSON, 2014). Genoves (2019) explica que a estrutura social dos cetaceos, isto é, as
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formas como um individuo interage com o outro, também podem atuar como barreiras ndo
fisicas e influenciar no fluxo génico da espécie. Uma populacdo com estabilidade social pode
fazer com que os individuos parem de se reproduzir aleatoriamente e busquem aqueles que
partilham as mesmas preferéncias por habitat e alimento, podendo provocar futuras

estruturacoes.

Oremus e colaboradores (2012) avaliaram a diversidade e estruturacdo genética de 223
golfinhos-de-dentes-rugosos nas llhas da Polinésia Francesa, com marcadores microssatélites e
regido controle do mtDNA. Neste estudo, foi verificada divergéncia nos resultados entre os
marcadores selecionados, onde o0s microssatélites apontaram indices de diversidade
semelhantes para as duas populacdes avaliadas, enquanto a regido controle do mtDNA
averiguou maior diversidade para a populacdo de Moorea. Krutzen e colaboradores (2004),
observaram a estrutura de 362 golfinhos-nariz-de-garrafa (Tursiops sp.) em Shark Bay,
Austrélia, fazendo-se o0 uso de marcadores microssatéelites e mtDNA. Ambos os marcadores
revelaram alta diversidade entre as localidades analisadas, bem como significativas
diferenciacbes, porém, os microssatélites denotaram estruturacdo em maiores distancias na

baia, ao passo que, os marcadores mitocondriais exibiram diferenciacdo em menor escala.

Ressalta-se que o0 baixo nimero amostral obtido para o Atlantico Sudoeste, impediu que
fossem feitas investigacbes mais robustas para a regido. Desta forma, sugere-se que mais
estudos sejam realizados analisando-se marcadores moleculares mitocondriais e nucleares, para
se obter resultados mais precisos acerca da diversidade genética das populacdes e fornecer

maior suporte para rejeitar ou comprovar as hipoteses sugeridas em um trabalho.

6. CONCLUSAO

Dado o exposto, é possivel concluir que no Oceano Atlantico Sudoeste ha duas
populacdes com habitos de vida diversificados, sendo uma costeira e outra oceanica. Ambas
com baixos indices de diversidade. A populacdo costeira demonstrou estar passando por um
processo de expansdo populacional recente. E quando comparados os haplétipos do Oceano
Atlantico Sudoeste com os das demais localidades, foram observadas trés populag@es, Oceano
Atlantico Oeste, Oceano Atlantico Leste e Oceano Pacifico/indico. Desta forma, verifica-se que
mesmo sendo uma especie amplamente distribuida e categorizada como “Pouco Preocupante”
nas listas de espécies ameacadas, as estruturacbes genéticas encontradas nos remetem a
necessidade de se olhar para as diferentes populagdes com maior cuidado, principalmente para

aquelas costeiras, que sofrem alta pressdo antrépica e podem estar ameagadas.
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APENDICES

APENDICE A — Tabela referente aos 69 haploptipos da regifo néo codificadora do DNA mitocondrial, D-loop, para a espécie Steno bredanensis

provenientes do banco de dados, GenBank.

Localidades N° de Sequéncias N° de Acesso Referéncias
KM260657 (1); KM260656 (1); KM260655 (2); KM260654; KM260653; MW929465 (15); o1 o 1 o071 Alpertson
Oeste do Oceano Atlantico 13 MW929464 (2); MW929463 (1); MW929462 (1); MW929461 (3); MW929460 (5); MW929459 ) ’
(2) e JF681038 (1) etal., 2022

MW929458 (1); MW929457 (1); MW929456 (2); MW929455 (1); MW929454 (2) e MW929453
)

Leste do Oceano Atlantico 6 Albertson et al ., 2022

KU745664 (7); KU745663 (1); KU745662 (1); KU745661 (1); KU745660 (2); KU745659 (7);
KU745658 (8); KU745657 (35); KU745656 (16); KU745655 (4); KU745654 (28); KU745653
(15); KU745652 (1); KU745651 (33); JQ798157; JQ798156; JQ798155; JQ798154; JQ798153;
JQ798152; JQ79815; JQ798150; JQ798149; JQ798148; JQ798147; JQ798146; JQ798145;
Oceano Pacifico / Oceano indico 50 FJ411044 (1); NC_042761 (1); MH910343 (1); MW929485 (1); MW929484 (3); MW929483
(4); MW929482 (6); MW929481 (14); MW929480 (2); MW929479 (3); MW929478 (2);
MW929477 (4); MW929476 (4); MW929475 (2); MW929474 (1); MW929473 (12);
MW929472 (2); MW929471 (1); MW929470 (1); MW929469 (1); MW929468 (2); MW929467
(1) e MW929466 (2)

Albertson et al ., 2017;
Oremus et al ., 2012; Anoop
etal ., 2015; Park et al .,
2019; Albertson et al ., 2022

*() = Numero referente a quantidade de individuos por haplétipo.



