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RESUMO

O golfinho-de-Clymene (Stenella clymene) é um pequeno cetaceo endémico do Oceano
Atlantico tropical e subtropical, que habita d&guas profundas. Informacdes sobre a espécie sdo
limitadas devido aos avistamentos e encalhes ndo serem frequentes. Um estudo anterior sugeriu
a hipotese de existir uma populacdo Unica no Oceano Atlantico Sul Ocidental, entretanto,
poucas amostras do Nordeste brasileiro foram usadas para tal. Diante disso, este trabalho
objetivou testar essa hipotese com uma maior representacdo da espécie no Atlantico Sul. Para
isso, foram analisados os dados de 43 sequéncias da regido de controle do DNA mitocondrial
(317pb), divididos em trés conjuntos amostrais, de acordo com o local de amostragem:
Atlantico Norte (AN), com sequéncias disponiveis no GenBank (N=15), Atlantico Sul Tropical
(AST), de amostras de individuos encalhados no Nordeste brasileiro (N=14) e Atlantico Sul
Subtropical (ASS), de amostras oriundas de bidpsia do Sul do Brasil (N=14). Os testes
estatisticos foram feitos no programa Arlequin e as redes de haplétipos foram elaboradas
através do programa Network. Os resultados mostraram altas diversidades haplotipica e
nucleotidica nos conjuntos do Atlantico Sul (AS) e foram encontradas evidéncias de expansao
populacional para o AS. No teste de estruturacéo foi observada diferencga significativa entre os
conjuntos amostrais AN e ASS (Fst=0,11/p=0,01). Ademais, ao unir AN+AST foi verificada
estruturacdo quando comparado com ASS (Fst=0,05/p=0,01) e entre AN e AS (AST+ASS)
também foi observada estruturacdo (Fst=0,06/p=0,00). Foram encontrados 33 hapl6tipos no
total, com apenas trés compartilhados, evidenciando fluxo génico entre os conjuntos amostrais
(AN, AST e ASS). Baseado na analise do DNA mitocondrial, este estudo encontrou apenas
uma populacdo no AS. Entretanto, os individuos da regido sul subtropical (ASS) se mostraram
diferenciados geneticamente, o que pode ser decorrente das correntes oceénicas, que delimita a
distribuicdo da espécie, e também de uma possivel expansdo populacional de S. clymene no
limite sul de distribuicdo. Além do mais, a hipétese de existir outra populacdo mais ao sul do
Atlantico ndo foi descartada, considerando o baixo tamanho amostral deste estudo. A
continuidade desta avaliagdo com mais amostras e a analise de marcadores nucleares podera
contribuir para a melhor compreensao da estrutura populacional da espécie.

Palavras-Chave: Cetaceo. D-loop. Genética populacional. Stenella clymene.
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ABSTRACT

The Clymene dolphin (Stenella clymene) is a small cetacean endemic of the tropical and
subtropical Atlantic Ocean, which inhabits deep waters. Information about it is limited, because
your sightings and strandings are infrequent. A previous study suggested the hypothesis of a
different population in the Southwestern Atlantic Ocean, but few samples and only from
Northeastern Brazil were used. Therefore, this study aimed to test this hypothesis with a better
representation of the species in the South Atlantic. For this, data from 43 mtDNA control region
sequences (317bp) were analyzed, divided into three groups, according to the sampled location:
North Atlantic (AN), with sequences from GenBank (N=15), Tropical South Atlantic (AST),
from samples of stranded individuals (N=14) found along the Northeastern Brazil coast, and
Subtropical South Atlantic (ASS), provided by biopsy samples in the South of Brazil (N=14).
Statistical tests were executed by Alerquin program and the haplotype networks were obtained
using the Network software. The results showed high haplotype and nucleotide diversities in
the South Atlantic (AS) groups and evidence of population expansion for the AS was found. In
the structuring test, a significant difference was observed between the AN and ASS sample
groups (Fst=0.11/p=0.01). Furthermore, when AN and AST were merged, structuring was
verified when compared with ASS (Fst=0.05/p=0.01) and between AN and AS (AST+ASS)
structuring was also observed (Fst=0.06/p= 0.00). A total of 33 haplotypes were found, with
only three shared, showing gene flow between the sample sets (AN, AST and ASS). Based on
mitochondrial DNA analysis, this study found only one population in AS. However, individuals
from the southern subtropical region (SSA) were genetically differentiated, which may be due
to ocean currents, which delimit the species distribution, and also to a possible population
expansion of S. clymene in the southern limit of distribution. Furthermore, the hypothesis that
there is another population further south of the Atlantic was not ruled out, considering the small
sample size of this study. The continuity of this study with more samples and the analysis of
nuclear markers will contribute to better understanding the population structure of this species.

Key-words: Cetacean. D-loop. Genetic population. Stenella clymene.



1. INTRODUCAO

Stenella clymene (GRAY, 1850) pertence a classe Mammalia, ordem Cetartiodactyla e
familia Delphinidae (RICE, 2009). E conhecido popularmente por golfinho-de-Clymene,
golfinho climene e golfinho-fiandeiro-de-bico-curto, sendo o primeiro nome mais utilizado. O
nome popular da espécie vem do grego, deusa do mar, Clymene (filha de Oceanus e Tethys)
(PERRIN et al., 1981; JEFFERSON & CURRY, 2003). Espécie considerada pequena, S.
clymene mede cerca de 190 cm e pesa entorno de 80 kg (JEFFERSON et al., 1995). Possui um
padrdo tricolor com o dorso cinza escuro, a lateral cinza claro e o ventre branco, além de um
“bigode” no rostro, sendo a caracteristica mais marcante para o diagnostico da espécie
(PERRIN et al., 1981) (Figura 1). Sua identificacdo por observacéo € dificil, pois possui o corpo
e extremidades similares a de outras espécies, como Delphinus delphis e outras do género
Stenella (S. longirostris, S. coeruleoalba, S. attenuata e S. frontalis) (PERRIN et al., 1981;
JEFFERSON & CURRY, 2003).

Figura 1 — Golfinho-de-Clymene (S. clymene) (llustracdo de Uko Gorter; JEFFERSON, 2018).

O golfinho-de-Clymene é endémico do Oceano Atlantico tropical e subtropical, sua
distribuicdo abrange principalmente aguas oceénicas profundas com cerca de 1.800 metros de
profundidade, mas pode habitar regides litoraneas como demonstrado na Figura 2 (FERTL et
al., 1997; JEFFERSON et al., 2015). Recentemente, um individuo foi registrado encalhado no
litoral da Argentina, fora do limite de distribuicdo da espécie (HERNANDEZ-ORTS et al.,
2021). Dorneles (2015) pontuou que a espécie pode ocorrer em aguas proximas da costa, poréem
profundas, como no talude e além da plataforma continental. As correntes marinhas e as regioes
de alta produtividade demarcam a distribui¢cdo da espécie, bem como para outros cetaceos
(CANADAS et al., 2002; DORNELES, 2015).
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Figura 2 — Distribuicdo geografica de Stenella clymene (JEFFERSON et al., 2015).

Segundo estudos de alimentacdo de S. clymene, em diversos locais do Oceano Atlantico,
a dieta da espécie é em grande parte composta por peixes mesopelagicos (JEFFERSON &
BRAULIK, 2018). Nos Estados Unidos observou-se que apresentam habitos noturnos com uma
dieta de cardumes de peixes pequenos (JEFFERSON, 2018). No Golfo do México foi registrado
0 comportamento de alimentacdo cooperativa entre os individuos do grupo (FERTL &
WURSIG, 1995). Em Gana, foram encontrados peixes, cefalépodes e crustaceos no conteldo
estomacal de golfinhos-de-Clymene encalhados (SAKYI et al., 2019).

A reproducdo de S. clymene se da quando a fémea atinge a maturidade sexual, com cerca
de 171 cm e 0 macho com 175 cm de tamanho corporal (PERRIN et al., 1981). A historia de
vida da espécie ainda ndo foi documentada devido & falta de um tamanho amostral suficiente,
mas acredita-se que seja semelhante a de outros golfinhos do género Stenella (JEFFERSON,
2018). Outras informacgdes existentes sobre a espécie sdo limitadas, principalmente
relacionadas a populacéo, por conta de sua distribuicdo ser restrita ao Oceano Atlantico e da

baixa incidéncia de avistamentos e encalhes.

A espécie ja foi avistada em grupos de tamanho pequeno e em grupos com cerca de 200
individuos (PERRIN et al., 1981; MULLIN et al., 2004; WEIR et al., 2014). Os golfinhos-de-
Clymene normalmente acompanham embarcagfes (MULLIN et al., 2004) e se associam com
golfinhos de outras espécies (JEFFERSON & BRAULIK, 2018). Além disso, apresentam
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comportamento aéreo (Figura 3), podendo saltar em torno do préprio corpo (MULLIN et al.,
2004), o que contribui para possiveis confusdes na identificacdo, pois hé outras espécies que
realizam o mesmo comportamento. Muitos individuos possuem mordidas e cicatrizes de
tubarbes-charuto (JEFFERSON, 2018; MIGNUCCI-GIANNONI et al., 2021), sendo os

grandes tubardes e as orcas seus provaveis predadores (JEFFERSON, 2018).

R e

Figura 3 — Stenella clymene em comportamento aéreo (Foto de Eric Angel Ramos).

S. clymene esta listada como Pouco Preocupante (LC, Least-Concern) na lista vermelha
de espécies ameacadas da IUCN (2018) e no livro vermelho da fauna brasileira ameagada de
extingdo do ICMBIo (2018). As principais ameacas para a espécie sao as capturas intencional
e acidental na pesca, com maiores registros no Caribe e na costa oeste da Africa (JEFFERSON
& CURRY, 2003; JEFFERSON & BRAULIK, 2018). No Brasil ndo ha tantos registros, mas
as ameacas sao reconhecidas pelo Plano de Acdo Nacional para a Conservagdo dos Mamiferos
Aquaticos Pequenos Cetaceos do ICMBIo (2011). Outra ameaca é a exploracdo de petréleo e
gas, que pode ocasionar derramamentos acidentais de petr6leo e produtos quimicos
(JEFFERSON & CURRY, 2003), atividade intensa no Atlantico Sul.

Na taxonomia a espécie esta posicionada proxima a S. longirostris e S. coeruleoalba
dentro do género Stenella (PERRIN et al., 1981). Existe a hipdtese de que a espécie tenha
surgido de um evento dehibridacéo, entre S. longirostris e S. coeruleoalba (AMARAL et al.,
2014), entretanto, no estudo de Kessler (2019) ndo foram encontradas evidéncias genéticas para

corroborar tal hipétese, sendo apenas encontrado evidéncias de um evento de introgressao.
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Ademais, apesar da semelhanca morfoldgica com S. longirostris (SILVA et al., 2005), néo foi
encontrado hibridacdo entre as duas espécies no estudo de Faria et al. (2022) para marcadores
mitocondriais. Na filogenia baseada na regido de controle do DNA mitocondrial, S. clymene é
provavelmente grupo irmédo de S. coeruleoalba e S. frontalis (NARA, 2015; FARIA et al.,
2022).

O DNA mitocondrial possui menos recombinacdes que o DNA nuclear e € um material
genético haploide de heranca materna (WAN et al., 2004). Esse tipo de marcador tem sido
amplamente utilizado em estudos de diversidade genética, devido a sua eficiéncia em analises
com amostras com DNA de baixa qualidade, como oriundos de encalhe (FRANKHAM et al.,
2008). Uma das regides mais varidveis no DNA mitocondrial € a regido controle ndo
codificadora chamada D-loop (displacement loop), sendo amplamente utilizada em estudos
genéticos envolvendo cetaceos (TEIXEIRA, 2021; OLIVEIRA et al., 2020; SILVA, 2021) e
outros organismos, como peixes (MACHADO et al., 2016; BARROS, 2020).

Sobre a genética populacional da espécie, Nara et al. (2017) apontaram a possibilidade
de existir pelo menos trés populacdes bem definidas de Stenella clymene, uma no Oceano
Atlantico Norte, outra no Golfo do México e a tltima no Oceano Atlantico Sul. Alta diversidade
haplotipica foi encontrada para a espécie no Atlantico Sul (NARA et al., 2017; FARIA et al.,
2022). No hemisfério norte a espécie é bem conhecida (BAUMGARTNER et al., 2001; FERTL
etal., 2003; MULLIN et al., 2004; WEIR, 2006), no entanto, o estudo de Nara et al. (2017) foi
0 primeiro estudo populacional com a espécie no hemisfério sul, entretanto, essa populacéo até
aquele momento so6 foi representada por oito individuos do Nordeste brasileiro, de amostras

oriundas de encalhes usando o marcador D-loop.

Diante disso, estudos genéticos populacionais com amostras de outras localidades
tornam-se necessarios, para melhor compreensdo das populac@es do golfinho-de-Clymene em

sua area de ocorréncia, principalmente no Atlantico Sul.

2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a diversidade e estruturagdo genética de golfinhos-de-Clymene de diferentes

localidades da costa brasileira, focando principalmente o Oceano Atlantico Sul Ocidental.



Obijetivos especificos

e Estimar a diversidade genética por meio de marcador mitocondrial (D-loop) de animais
coletados no Atlantico Sul Subtropical;

e Inferir a existéncia de estruturacdo entre os individuos amostrados na regido sul
subtropical, comparando com os da regido sul tropical ja avaliados em outro estudo;

e Auvaliar as relagdes entre as populacdes do Oceano Atlantico das porc¢des norte e sul, com
sequéncias disponibilizadas no GenBank.

3. MATERIAL E METODOS
Amostragem

Amostras de pele dos golfinhos foram coletadas pelo Programa de Monitoramento de
Cetaceos, realizado na Bacia de Santos (PMC-BS) pela Socioambiental Consultores
Associados junto a PETROBRAS, como condicionante ambiental do Licenciamento Ambiental
Federal do Pdlo Pré-Sal da Bacia de Santos implementado pelo IBAMA. A coleta foi através
do método de bidpsia com balestras (120 e 150 bar de pressdo) e dardos flutuantes (corpo de
fibra de carbono e flutuador de poliuretano) com ponteiras de aco inoxidavel, e estas foram
desenvolvidas especialmente para amostragem de cetdceos (CETA-DART, Copenhagen,
Dinamarca). As sequéncias de DNA foram definidas e cedidas pela equipe do PMC-BS. Com
isso, foram obtidas 14 sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial de S. clymene da
regido Sul do Brasil (Figura 4; Tabela 1).

Outras 14 sequéncias de D-loop de golfinho-de-Clymene foram obtidas no banco de
dados do Laboratério de Genética e Conservacdo Animal (LGCA) do CEUNES-UFES. Essas
sequéncias correspondem a amostras coletadas na regido Nordeste do Brasil (Figura 4),
oriundas de encalhes, cedidas pelos parceiros Associacdo de Pesquisa e Preservacgdo de
Ecossistemas Aquaticos (AQUASIS), Instituto Mamiferos Aquaticos (IMA), Centro
Mamiferos Aquaticos (CMA) — ICMBIo e Projeto Golfinho Rotador (PGR) (Tabela 1), ja
utilizadas em estudos anteriores (NARA et al., 2017; FARIA et al., 2022).
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Figura 4 — Mapa dos locais de coleta das amostras de Stenella clymene do Brasil. Circulos indicam
amostras oriundas de encalhes e triangulos amostras de bidpsia.

Ademais, 14 sequéncias da regido de controle mitocondrial da espécie foram baixadas
do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), correspondendo ao Oceano Atlantico Norte
Ocidental de um estudo realizado por Kingston et al. (2009), com amostras de animais
encalhados. Outra sequéncia, também extraida do GenBank, de um animal encalhado
recentemente no Mar do Caribe, na Colombia (MIGNUCCI-GIANNONI et al., 2021) foi
incluida no estudo (Figura 5; Tabela 1). O cédigo de acesso do GenBank dessas sequéncias

pode ser visualizado no anexo 1.

Tabela 1 — Amostras de S. clymene deste estudo, com as localidades divididas em Atlantico Sul
Tropical (AST), Atlantico Sul Subtropical (ASS) e Atlantico Norte (AN).

N° amostral Local de amostragem Regido Meétodo de coleta Procedéncia

03 Costa da BA AST Encalhe IMA

06 Costa do CE AST Encalhe AQUASIS e CMA
05 Fernando de Noronha/PE ~ AST Encalhe PGR

13 Litoral de SC ASS Bidpsia PMC-BS

01 Litoral do PR ASS Bidpsia PMC-BS

14 Atlantico Norte Ocidental AN Encalhe GenBank

01 Mar do Caribe, Colémbia AN Encalhe GenBank




Conjuntos amostrais foram formados de acordo com os locais de coleta. As amostras
oriundas da regido Sul do Brasil foram agrupadas em Atlantico Sul Subtropical (ASS) e as
provenientes do Nordeste brasileiro foram unidas em oceano Atlantico Sul Tropical (AST),
ambos representando o Atlantico Sul (AS). As demais foram incluidas em Atlantico Norte
(AN), como ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Mapa da localidade das amostras de S. clymene estudadas, dividas em Atlantico Norte
(AN), Atlantico Sul Tropical (AST) e Atlantico Sul Subtropical (ASS). Circulos indicam amostras
oriundas de encalhes e tridngulos amostras de biopsia.

Extracéo, amplificacéo e sequenciamento do material genético

As amostras de pele de bidpsia do PMC-BS foram analisadas no Laboratério de
Biologia Gendmica e Molecular da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
(PUCRS), em Porto Alegre — RS. O DNA foi extraido utilizando o Dneasy Blood and Tissue
Kit da Qiagen, seguindo o protocolo do fabricante. A amplificacdo da regido de controle do
DNA mitocondrial foi realizada com os primers DIpl.5 (BAKER et al., 1998) e DIp8G
(PICHLER et al., 2001). Para as reacdes em cadeira da polimerase (PCR) foram utilizados 2,5
Mm de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de cada primer, 0,3 u da enzima Platinum Taqg DNA
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Polymerase (Invitrogen), 1 X o tampao de reagdo (Invitrogen) e 1 ul de DNA. O perfil da PCR
no termociclador foi de 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45
segundos e 72°C por 40 segundos, e extensdo final de 72°C por 10
minutos. Os produtos de PCR foram enviados para a Macrogen Inc.  para purificacdo e
sequenciamento em duas direcbes (forward e reverse), em um sequenciador
ABI 3730XL (Applied Biosystems).

A andlise das amostras de musculo provenientes de encalhes do Nordeste brasileiro foi
feita no LGCA, anteriormente. A extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo de
solucdo salina de Bruford et al. (1992). Apds a extracdo, o DNA foi quantificado por meio de
espectrofotometria no Nanodrop-One. A amplificacdo da regido do marcador D-loop foi
realizada com os primers DIpl1.5 e DIp8G (BAKER et al., 1998; PICHLER et al., 2001). As
reacGes da PCR foram conduzidas com um volume final de 20l com 20 ng de DNA, tampéo
de PCR 10 X (Invitrogen), 1 mM de MgCl», 0,8 uM de cada primer, 0,4 mM de dNTPs e 0,14
u de Taqg DNA Polymerase (Invitrogen). O perfil da PCR consistiu de 94°C por 2 minutos, 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 40 segundos, com extensdo
final de 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de
agarose corados com Bluejuice e Gelred, depois foto-documentados. A purificacdo do material
amplificado foi realizada com 1 uL. da enzima ExoSap-IT (USB Corporation) e os fragmentos

foram enviados para sequenciar, em ambas as dire¢oes.

Assim que todas as sequéncias foram recebidas, para a confirmacdo da espécie, as
sequéncias foram comparadas com outras disponiveis nos bancos de dados GenBank, através
da ferramenta BLAST (blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), e DNA Surveillance (ROSS et al.,
2003). Todas as sequéncias obtidas foram alinhadas e cortadas em um tamanho consenso
usando o software MEGA X (KUMAR et al., 2018), totalizando 43 individuos amostrados com

um fragmento de 317 pares de base (pb) em cada sequéncia.

Analises de diversidade e estruturacédo genética

No programa Arlequin v.3.5.2.2 (EXCOFFIER et al., 2010) foram calculados os
componentes de variancia, como as diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (r), os testes de
estruturacdo (Fst), a Analise de Variancia Molecular (AMOVA), a distribuicdo mismatch e os
testes de neutralidade D de Tajima (1989) e Fs de Fu (1997). O programa DnaSP v.5 (ROZAS
et al., 2010) foi utilizado para calcular o namero de hapl6tipos e gerar os arquivos de entrada
para os programas Arlequin e Network. As redes de haplotipos foram construidas no programa

Network com célculos de Median-Joining (BANDELT et al., 1999), com apoio da ferramenta
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MP Calculation que simplificou as redes diminuindo os median vectors. Ao todo, duas redes
de haplétipos foram obtidas, uma com as amostras do Atlantico Sul (AST e ASS) e outra com
todas as sequéncias utilizadas no estudo (AN, AST e ASS). As imagens das redes foram
editadas no software Inkscape (HARRINGTON, 2004-2005).

Haplétipo é uma regido do DNA haploide herdada unitariamente. A diversidade
haplotipica (h) estima a probabilidade de dois hapl6tipos escolhidos ao acaso serem diferentes
e equivalentes a heterozigosidade esperada em diploides (NEI & TAJIMA, 1981). Ja a
diversidade nucleotidica (w) ¢ a probabilidade de dois nucleotideos homologos retirados ao

acaso serem diferentes em uma populacao (NEI, 1987).

A AMOVA avalia as informacGes sobre o contetdo dos haplétipos, tal como suas
frequéncias e relacdes. O Fst é 0 indice de fixacdo e seus valores variam de 0 a 1. Quanto maior
esse valor, maior é a diferenciacdo entre as populacGes (Fst<0,05 diferenciacdo baixa;
0,05<Fs7<0,25 diferenciacdo moderada; Fst> 0,25 diferenciacdo alta) (WRIGHT, 1978). O
valor de p é o nivel de significancia e, para este estudo, somente os valores abaixo de 0,05

revelaram estruturacao entre as populagdes.

A anélise mismatch calcula a distribuicdo do namero de diferencas entre pares de
haplo6tipos para estimar parametros de demografia e expansdo populacional. A distribuicéo
unimodal caracteriza populagfes que passaram por expansdo populacional recente, ao passo
que a distribuicdo multimodal reflete populacdes em equilibrio demogréfico a longo prazo
(ROGERS & HARPENDING, 1992).

O teste de Tajima compara o numero de sitios polimorficos na amostra € no nimero
médio de diferencas entre pares de haplétipos. Valores negativos de D sugerem expansdo
populacional e os positivos podem sinalizar a existéncia de um gargalo populacional recente
(TAJIMA, 1989). O indice Fs de Fu é a probabilidade de observar alelos em uma amostra,
dependendo do nimero das diferencas emparelhadas. Este teste € um indicador de mudanca no
equilibrio da populagédo. Valores negativos de Fs indicam selecdo direcional recente, selecao
de alelos ligeiramente deletérios ou expansao populacional. Os valores de p sdo considerados
significativos quando menor que 0,02 (FU, 1997). Juntos, esses dois testes analisam a influéncia

das mutagdes sobre a historia de vida das populagdes.



4. RESULTADOS

Oceano Atlantico Sul Ocidental

A partir dos dados gerados pelo programa Arlequin, foi possivel observar em AS o0s
valores de 0,96 +/- 0,02 de diversidade haplotipica (h) e 0,17 +/- 0,09 de diversidade
nucleotidica (r). Ao dividir AS em duas unidades amostrais, foram vistos os valores de h = 0,97
+/- 0,03 e n =0,21 +/- 0,11 para AST e h =0,91 +/- 0,59 e = = 0,13 +/- 0,08 para ASS, como
indicado na Tabela 2.

Tabela 2 — Namero amostral (N), Namero de haplétipos (H), sitios polimérficos (Sp), diversidades

haplotipica (h) e nucleotidica (n), D de Tajima e Fs de Fu para o Atlantico Sul Ocidental. Valor de p
significativo em destaque.

N H Sp h I D Fs
AS 28 20 30 0,963+/-0,02 0,171+/-0,09 -0,80503 -8,84764
(p=0,20)  (p=0,00)
AST 14 12 23 0,978+/-0,03 0,211+/-0,11 -0,39872  -4,27946
(p=0,34) (p=0,02)
ASS 14 9 16 0,912+/-059 0,136+/-0,12 -0,19573 -1,53888

(p=0,47) (p=0,19)

O namero de haplotipos foi igual a 20, com apenas um compartilhamento. O haplétipo
H_2 foi compartilhado entre um individuo da Bahia e quatro de Santa Catarina (Figura 6). A
rede de haplétipos das amostras do Brasil esta representada na Figura 6, e com ela foi possivel
observar um possivel haplogrupo em Fernando de Noronha, com apenas um haplétipo distante
dos demais. A maioria dos hapldtipos se mostraram exclusivos, para alguns a separacdo por

muitos passos mutacionais (Figura 6).
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Figura 6 — Rede de haplétipos de S. clymene no Oceano Atlantico Sul, com os individuos agrupados
de acordo com os locais de coleta no Brasil. Circulo cinza destacando o possivel haplogrupo de FN.
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O teste de estruturacdo (Fst) entre AST e ASS ndo revelou estruturacdo populacional
(Fst = 0,02 e p > 0,05), indicando a presenca de uma populacdo no AS. A AMOVA mostrou
que o percentual de variagcdo entre as populagdes (AST e ASS) foi de 2,18% enquanto que
dentro das populacbes foi de 97,82% (Tabela 3).

Como ndo foi vista estruturacdo entre AST e ASS, ambos foram tratados como uma
Unica populacdo na analise de distribuicdo mismatch. O gréfico (Figura 7) apresentou uma
curva unimodal, indicando que o que a populagdo pode ter passado por uma recente expansao
demogréafica (ROGERS & HARPENDING, 1992). Os valores de D de Tajima e Fs de Fu para
0 AS, ASS e AST que foram negativos, com p significativo apenas no AS (p<0,02) (Tabela 2),

reafirmando uma possivel expanséo populacional.
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Figura 7 — Grafico de distribuicdo mismatch de S. clymene no Oceano Atlantico Sul. No eixo x hd o
numero de diferencas entre os pares de hapl6tipos, enquanto que no eixo y ha a frequéncia das
diferencas. Colunas exibem os valores observados e linhas os valores simulados.

Oceano Atlantico Ocidental

Né&o foi possivel calcular os indices de diversidades haplotipica e nucleotidica para o
AN, pois as sequéncias do Atlantico Norte Ocidental (KINGSTON et al., 2009) baixadas do

GenBank néo estavam acompanhadas da frequéncia dos haplotipos.

Um total de 33 hapldtipos foram detectados, sendo trés compartilhados. O haplotipo

H_2 foi compartilhado entre quatro individuos de Santa Catarina (ASS) e um da Bahia (AST),
o0 haplétipo H_10 uniu dois individuos de Fernando de Noronha (AST) e um do Atlantico Norte
(AN) e, por ultimo, o hapl6tipo H_20 foi compartilhado entre um individuo do Parana (ASS) e
um do oceano Atlantico Norte (AN) (Figura 8). A rede de haplotipos completa (Figura 8)
apontou um possivel haplogrupo para o AN, além do compartilhamento do H_10 entre um
11



individuo de FN e outro do AN, que antes havia formado um possivel haplogrupo na rede do
AS (Figura 6). Os demais haplotipos foram exclusivos, desfavorecendo a distin¢do de outros
grupos. No apéndice A é possivel observar os sitios polimorficos e as frequéncias de todos 0s

haplotipos, bem como a localidade deles.
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Figura 8 — Rede de haplétipos de Stenella clymene no Oceano Atlantico Ocidental, com os individuos
agrupados em Atlantico Norte (AN), Atlantico Sul Tropical (AST) e Atlantico Sul Subtropical (ASS).
Circulo cinza destacando o possivel haplogrupo do AN e quadrado cinza chamando atencdo para o
agrupamento de FN - AST e AN.

Os valores de Fst e p das supostas populagdes quando comparadas entre pares estdo
descritos na Tabela 3. Foi observada estruturagdo entre os conjuntos amostrais AN e AS
(Fst=0,06; P<0,05), AN e ASS (Fst=0,11; P<0,05), e 0 agrupamento de AN+AST com ASS
(Fst=0,05; P<0,05). A anélise de divergéncia genética (Fst) apontou para baixa diferenciacdo
entre esses pares, exceto para AN e ASS que apresentou um valor intermediario, indicando
diferenciacdo moderada.

Tabela 3 — Valores de Fsr (abaixo da diagonal) e p (acima da diagonal) calculados entre pares para

Atlantico Norte (AN), Atlantico Sul (AS), Atlantico Sul Tropical (AST), Atlantico Sul Subtropical
(ASS) e Atlantico Norte mais Atlantico Sul Tropical (AN+AST), em negrito os valores significativos.

AN AS AST ASS AN+AST
AN * 0,00 +/-0,00 0,21+/-0,04 0,01+/-0,01 -
AS 0,06820 * - - -
AST 0,02059 - * 0,16 +/- 0,04 -
ASS 0,11610 - 0,02508 * 0,01 +/- 0,01
AN+AST - - - 0,05878 *
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Com a AMOVA foi possivel calcular o percentual de variacdo entre as populacdes e
dentro delas, evidenciando baixa variabilidade interpopulacional e alta intrapopulacional em
todos os agrupamentos, posto na Tabela 4.

Tabela 4 — Percentual de variacdo genética entre as populacdes e dentro das populagdes, resultante da

AMOVA.
Interpopulacional Intrapopulacional
AN + AST + ASS 5,33% 94,67%
AN + AS 6,73% 93,27%
AST + ASS 2,18% 97,82%
(AN+AST) + ASS 5,80% 94,20%

5. DISCUSSAO

Oceano Atlantico Sul Ocidental

Os indices de diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (n) foram altos para as duas
unidades amostrais (AST e ASS) do litoral brasileiro, e ao analisar todas em um Unico grupo
(AS) também. Esse dado foi encontrado por Nara et al. (2017) para S. clymene com outros
marcadores mitocondriais (COl e Cyt B). Altos indices de h também foram relatados em outras
espécies do género Stenella (FARIA et al., 2022): S. longirostris (VOLPI, 2012), S. frontalis
(CABALLERO et al., 2013), S. coeruleoalba (FREIRE, 2017) e S. attenuata (TEIXEIRA,
2021). Dos valores de & para 0 AS e as unidades amostrais AST e ASS foram mais altos do
que os encontrados por Nara et al. (2017). Tal resultado pode estar relacionado ao maior nimero
amostral e as diferentes localidades incluidas neste estudo. O valor de & encontrado foi similar

ao encontrado por Freire (2017) em S. coeruleoalba para o Oceano Atlantico Sul.

Foram encontrados 20 haplétipos para o AS, valor alto considerando-se o numero
amostral de 28 individuos. Com excecdo do hapldtipo H_2, a maioria foram haplétipos
exclusivos (H=19). O H_2 foi compartilhado entre um individuo da BA e quatro de SC,
sugerindo que a amostra coletada na BA, através de um encalhe, pode ndo ser exatamente desta
localidade. Por tratar-se de uma espécie oceanica, com preferéncia por aguas profundas
(FERTL et al., 2003; WEIR, 2006), os eventos de encalhes sdo raros e, quando ocorrem, ndo
se sabe exatamente de onde o individuo veio. A amostragem em areas oceanicas, através de
bidpsia, traz uma maior confiabilidade quanto a real area de ocorréncia da espécie e sua

identificacdo molecular.
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Na rede de haplétipos do AS ficou perceptivel um possivel haplogrupo em Fernando de
Noronha, PE. Todas as amostras agrupadas em AST foram provenientes de encalhes e maior
parte dos registros de observacdo de S. clymene no Oceano Atlantico Sul Ocidental sdo do
Nordeste do Brasil (FERTL et al., 2003; MORENO et al., 2005). Os modelos de distribui¢do
apontam para uma alta associacao da espécie a areas costeiras, porem profundas, com correntes
quentes, seguindo a extensdo e forca da Corrente do Brasil ao sul, o que sugere que a
distribuicdo diminui conforme se estende longitudinalmente (MORENO et al., 2005;
DORNELES, 2015). Ademais, foi observado nos modelos que as correntes marinhas frias séo
delimitadoras de distribuicdo da espécie (DORNELES, 2015). Entretanto, considerando as
amostras da regido Sul deste estudo, as quais foram coletadas de individuos avistados entre o
talude continental e a regido oceanica (PETROBRAS, 2020b), h4& um aumento recente nos
registros da espécie na regido Sul, e até na Argentina, onde ndo havia sido registrada antes
(HERNANDEZ-ORTS et al., 2021).

Né&o foi constatada estruturacdo entre as duas unidades amostrais AST e ASS. O que
implica na possibilidade de haver apenas uma populagdo no AS, como apontado por Nara et al.
(2017). A distribuicdo mismatch sugeriu que a populacdo pode estar em expansao e o indice de
Fs de Fu indicou o mesmo para a populacdo do AS. Hapldtipos Unicos e muitos passos
mutacionais podem estar relacionados com um evento de expansdo demogréafica, visto que ha

certa distancia genética entre os individuos amostrados.

Oceano Atlantico Ocidental

O numero de hapl6tipos encontrados (H=33) também foi alto, dado o tamanho amostral
de 43, sendo somente trés compartilhados. O haplétipo H_10, que antes estava representado
por dois individuos de Fernando de Noronha (AST), foi compartilhado entre um individuo do
AN, dentro do possivel haplogrupo de FN observado, evidenciando a existéncia de fluxo génico
entre os individuos dessas localidades, como ja foi observado para S. longirostris (VOLPI,
2012). Ademais, o haplétipo H_20 agrupou um individuo do litoral do Parana (ASS) e um do
AN. Com isso, ha a possibilidade de existir fluxo génico entre os individuos do AST e AN, bem
como entre ASS e AN, o0 que nédo havia sido visto antes por Nara et al. (2017), que apontou a
populacdo do Atlantico Norte como Unica, isolada do Atlantico Sul. Os cetaceos, de maneira
geral, sdo animais que possuem alta mobilidade e se deslocam entre regifes distantes do
ambiente marinho (PALUMBI & BAKER, 1994), sendo que S. clymene possui uma ampla
distribuicdo e € uma espécie altamente movel (VAN WAEREBEEK & PERRIN, 2007).
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A rede de haplotipos para todo Atlantico Ocidental exibiu muitos passos mutacionais e
hapl6tipos exclusivos de valor expressivo (H=30), o que indica qudo distante estdo esses
individuos geneticamente. Além disso, os testes de neutralidade e distribuicdo mismatch
apontaram para uma possivel expansdo populacional, o que corrobora com Dorneles (2015), a
qual afirmou que S. clymene esta susceptivel a expandir sua distribuicdo no Atlantico Sul
Ocidental, como ja ocorre com S. longirostris (SECCHI & SICILIANO, 1995). Os registros
recentes da espécie para o sul do Atlantico também reafirmam tal hipotese (SIMOES-LOPES
etal., 1994; MORENO et al., 2005; PETROBRAS, 2020b; HERNANDEZ-ORTS et al., 2021).

Os testes de estruturacdo foram realizados incluindo os conjuntos amostrais AST e ASS,
ainda que n&o tenha sido vista estruturacdo entre ambos, o que pode estar atrelado ao baixo
tamanho amostral, sinalizando que esse dado precisa ser interpretado com cautela. Os valores
de Fst encontrados ressaltaram que hé certa particularidade na unidade amostral do ASS, pois
foi vista estruturacdo entre os conjuntos AN e ASS; AN e AS; AN+AST e ASS, com
diferenciacdo moderada entre AN e ASS (Fst=11%). As correntes oceénicas podem estar
relacionadas com essa distin¢do, visto que as correntes do Oceano Atlantico tropical e
subtropical sdo influenciadas por centros de alta pressdao, que na porcao sul originam o Giro
Subtropical do Atlantico Sul, com suas correntes superficiais (DORNELES, 2015), além de que
ja foi observada mudanca na distribuicdo das espécies tropicais do género Stenella de acordo
com a variagao sazonal da convergéncia subtropical no Atlantico Sul (MORENO et al., 2005).

Os indices de diversidade genética encontrados neste estudo indicam que a espécie
possui alta variabilidade genética, e ndo had ameacas preocupantes que fazem decair esse
parametro (FRANKHAM et al., 2008; BARRETO et al., 2011). Do ponto de vista da genética
da conservacdo, esse dado condiz com o atual status da espécie na lista nacional (ICMBIO,
2018) e internacional (IUCN, 2018), que é pouco preocupante, 0s quais ainda ndo sao
definitivos pois carecem de mais evidéncias populacionais (JEFFERSON & BRAULIK, 2018).
Além do mais, os individuos do hemisfério norte foram bem estudados com trabalhos ja
realizados nos Estados Unidos e Golfo do México (BAUMGARTNER et al., 2001; FERTL et
al., 2003; MULLIN et al., 2004; WEIR, 2006). Para o hemisfério sul, aumentou-se a quantidade
de registros (WEIR et al., 2014; JEFFERSON et al., 2015; HERNANDEZ-ORTS et al., 2021)

e ndo se descartou a possibilidade de existir uma populacdo mais ao sul do Oceano Atlantico.

A continuacao deste estudo se faz necessaria, visto que o nimero amostral ainda € baixo

para se caracterizar a populagdo de S. clymene no Oceano Atléntico Sul. A continuidade das
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coletas pelo método de bidpsia e outras analises de estruturacdo e diversidade genética atraves

marcadores nucleares poderdo fornecer mais informagGes populacionais para a espécie.

6. CONCLUSAO

Ha altos indices de diversidade genética entre os individuos coletados no Sul do Brasil,
representando o Atlantico Sul Subtropical. Os individuos amostrados na regido Nordeste do
Brasil, incluidos em Atlantico Sul Tropical, ndo apresentaram estruturacdo comparado aos
demais amostrados no Sul do Brasil, do Atlantico Sul Subtropical. Entretanto, o grupo mais ao
sul do Atlantico apresentou estruturacdo e indice moderado de diferenciacdo genética entre a
populagéo do Atlantico Norte. Com isso, uma maior investigacdo acerca da existéncia de uma
outra populagdo no Atlantico Sul, mais ao sul da distribuicdo da espécie, se faz necessaria. O

que reforcaria também a hipétese de estarem em expansao.
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APENDICE A — Tabela de haplétipos para Stenella clymene com os sitios polimérficos e
frequéncias absolutas das regides do Oceano Atlantico Ocidental - Atlantico Norte (AN),

Atlantico Sul Tropical (AST) e Atlantico Sul Subtropical (ASS).

Sitios Polimorficos Frequéncia Absoluta
11111112222222222222223
SR 2636632683505700707 151540140006 AN AST ASS
H 1 ACAAATCCGACAATATTGGCCCTCCACCGGA - 2 -
H2 ... Avviinnn.. A....T..TT... - 1 4
H3 e, T e eeeen T..TT... - 1 -
H 4 T..GGT......... C...TT..T.TTA.. - 1 -
H5 ..., A.TTG..G..A..T....TTA.. - 1 -
H6 e, GCuveeeieennnn TT. .. - 1 -
H_7 Ce e A...T...TT..G - 1 -
H 8 et T..TT... - 1 -
H9 ... GCGvvvveennn. TT. .. - 1 -
H10 ... T.G..... A...T. T.TTA.G - 2 -
H_11 R C I T.G..... A...TTT.TTA.G - 1 -
H_12 Covevennn. T.G.u... A...TTT.TTTA. - 1 -
H13 i, Coviinnnnn. T..TT... - - 1
H14 ..., T..... CAA....... TTA. . - - 1
H15 ........ Aveinnnnn. A...T.T.TT... - - 2
[ GC..... T...T..TT... - - 1
H17 ... ..., T..... C.A. TTT.T.TTA.. - - 1
H18 .o i A...TTT.TTA.G - - 2
H19  ........ A.T.G..... A,.. T. T..TTA.. - - 1
H20  .......... TeGueweeennnn T.T.TT... 1 - 1
H 21 T..GA.T........ C LIT LITTAL . 1 - -
H22 ..., GT.GC...A LITT.OTT. .. 1 - -
H23 ... Gevewunnnn TTT.TTA. . 1 - -
H24 ....... B A...TTTGTTA.G 1 - -
H2 ... ..., T.GC........ TTT.TTA. . 1 - -
H_26 T A...TTT.TTA.G 1 - -
H27 ... ..., GT.GC...A LJITT.TT. . 1 - -
H28  ......... GT..... C.A...TTT...... 1 - -
H_29 T..G..... T..... c...TT..T.TT. 1 - -
H3 ......... GT.GC .AA TTT.TT. 1 - -
H31  ...... T...T.Gevvvrnnn. TTT.TT. 1 - -
H32 ... Covenn. T.TTT.TT. 1 - -
H33  ........ GT.GC...A........ TT 1 - -
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ANEXO 1 — Sequéncias de Stenella clymene de D-loop incluidas neste estudo, baixadas do
GenBank com seus respectivos numeros de acesso, totalizando 14 amostras.

Localidade Identificacdo | N° de acesso Referéncia
Atlantico Norte Ocidental SCL1 GQ504137.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL2 GQ504142.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL3 GQ504143.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL4 GQ504144.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL5 GQ504145.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL6 GQ504146.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL7 GQ504147.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental Scl8 DQ845446.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL9 DQ845446.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL10 GQ504138.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL11 GQ504139.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental Scl12 DQ845447.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL13 GQ504140.1 KINGSTON et al., 2009
Atlantico Norte Ocidental SCL14 GQ504141.1 KINGSTON et al., 2009
Costa do Caribe, Colémbia - MT470364.1 | VIGNUCCI-GIANNONI

etal., 2021
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