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RESUMO

A espécie Delphinus delphis, popularmente conhecida como golfinho-comum-de-bico-curto, é
um pequeno cetaceo pertencente a familia Delphinidae. Possui ampla distribuicdo nos mares
temperados, subtropicais e tropicais dos oceanos Atlantico e Pacifico. Esta classificada como
“Pouco Preocupante” na lista vermelha de espécies ameagadas da IUCN e como Dados
Deficientes (DD) de acordo com o Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extincao.
Até o momento, estudos de estrutura populacional de Delphinus delphis foram realizados
somente nos oceanos Pacifico e Atlantico Norte. O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de
diversidade e estruturacdo genética de golfinhos-comum na Bacia de Santos (BS), Oceano
Atlantico Sudoeste, e compara-los através de analises com sequéncias do Oceano Atlantico
Norte. Foram avaliados 30 individuos coletados a partir do método de bidpsia e 120 sequéncias
presentes no GenBank. O fragmento avaliado da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop)
para os individuos amostrados na Bacia de Santos foi de 696 pb. Quando foram incluidas as
demais sequéncias provenientes do GenBank, o fragmento, ap6s alinhamento, foi de 320 pb.
Foi observada moderada estruturacdo (Fst) entre os golfinhos-comum-de-bico-curto de Séo
Paulo (SP) e Rio de Janeiro (RJ) (Fst= 0,208; p= 0,001). A populacdo de SP apresentou
moderada diversidade haplotipica (h = 0,602 +/- 0,130) e baixa diversidade nucleotidica (n =
0,0011 +/- 0,0009), enquanto a do RJ dispds de alta diversidade haplotipica (h = 0,808 +/- 0,078)
e baixa diversidade nucleotidica (m = 0,00209 +/- 0,0014). Na Analise de Distribuicdo Mismatch
para as duas populagdes foram observadas curvas unimodais, sugerindo que estas populacdes
estdo passando por recentes expansdes populacionais. Foi verificada alta diferenciacédo entre 0s
animais presentes em Sao Paulo e Rio de Janeiro com trés localidades respectivamente: Mar
Mediterraneo e leste do Atlantico Norte (SP: Fst= 0,92; RJ: Fst= 0,87 p= 0,00), Oceano
Atlantico Norte e Nordeste (SP: Fst= 0,51; RJ: Fst= 0,49 p= 0,00) e Arquipélagos Acores e
Madeira (SP: Fst= 0,42; RJ: Fst= 0,41 p= 0,00). A rede haplotipica entre SP e RJ apresentou
um padrdo proximo ao tipo estrela e entre as demais localidades ndo ha compartilhamento de
hapl6tipos com os animais presentes no Oceano Atlantico Sudoeste. Esse estudo evidencia a
possivel presenca de duas populagdes diferentes de Delphinus delphis na Bacia de Santos com
moderada diversidade mitocondrial, aumentando o conhecimento da espécie na regido e
sugerindo a continuidade das analises com um maior nimero amostral para o Oceano Atlantico
Sul.

Palavras-chave: Cetaceos. Delphinidae. D-loop. Variabilidade genética.
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ABSTRACT

The species Delphinus delphis, popularly known as short-beaked common dolphin is a small
cetacean belonging to the Delphinidae family. It has a wide distribution in temperate,
subtropical and tropical seas of the Atlantic and Pacific oceans. It is classified as “Least
Concern” on the IUCN Red List of Threatened Species, in addition, it is considered Data
Deficient (DD) according to the Red Book of Brazilian Fauna Threatened of Extinction.
Population structure studies of Delphinus delphis were carried out only in the Pacific and North
Atlantic oceans. The objective of this study was to evaluate the levels of diversity and genetic
structure of common dolphins in the Santos Basin (BS), Southwest Atlantic Ocean, and to
compare them through analyzes with sequences from North Atlantic Ocean. We evaluated thirty
individuals collected from the biopsy method and 120 sequences present in GenBank. There
evaluated fragment of the mitochondrial DNA control region (D-loop) for the individuals
sampled in the Santos Basin was 696 bp, when the other sequences from GenBank were
included, the final fragment was 320 bp. Moderate structuring (Fst) was observed among the
short-beaked common dolphins from S&o Paulo (SP) and Rio de Janeiro (RJ) (FST= 0,208; p=
0,001). Individuals from SP showed moderate haplotypic diversity (h = 0,602 +/- 0,130) and
low nucleotide diversity (x= = 0,0011 +/- 0,0009), those from RJ had high haplotypic diversity
(h = 0,808 +/- 0,078) and low nucleotide diversity (= = 0,00209 +/- 0,0014). In the Mismatch
Distribution Analysis for the two populations, unimodal curves were observed, suggesting that
these populations are undergoing recent population expansions. High differentiation was
observed between the animals present in the Southwest Atlantic Ocean with three locations
respectively: Mediterranean Sea and eastern North Atlantic (SP: Fst= 0,92; RJ: Fst= 0,87 p=
0,00), North and Northeast Atlantic Ocean (SP: Fst= 0,51; RJ: Fst= 0,49 p= 0,00) and Azores
and Madeira Archipelagos (SP: Fst= 0,42; RJ: Fst= 0,41 p= 0,00). The haplotypic network
between SP and RJ showed a pattern close to the star type and among the other locations there
is no sharing of haplotypes with the animals present in the Southwest Atlantic Ocean. This
study evidences the possible presence of two different populations of Delphinus delphis in the
Santos Basin with moderated mitochondrial diversity, increasing the knowledge of the species
in the region, and it is suggested to continue the analysis with a larger sample number for the
South Atlantic Ocean.

Keywords: Cetaceans. Delphinidae. D-loop. Genetic variability.



1. INTRODUCAO

O golfinho-comum-de-bico-curto Delphinus delphis Linnaeus, 1758 € um mamifero da
Ordem Cetartiodactyla, Subordem Odontoceti e da familia Delphinidae, sendo um cetaceo
pequeno com ampla distribuicdo em mares temperados, subtropicais e tropicais dos oceanos
Atlantico e Pacifico (MACDONALD & BARRETT, 1993; PERRIN et al., 2009). Geralmente
ocorre em aguas costeiras e zonas mais oceanicas, preferindo regifes de alta produtividade
como montes submarinos e zonas ingremes como taludes (EVANS, 1994; JEFFERSON et al.,
2007; BRITO et al., 2009). Realizam mergulhos de curta duracdo (até 8 minutos) ao redor de
280 metros de profundidade, atingindo cerca de 50 km por hora (MACDONALD &
BARRETT, 1993; NOREN & WILLIAMS, 2000). Esses animais sdo considerados ativos e
sociaveis, visto que viajam em grupos e mostram padrdes nao aleatorios de associacao entre
individuos, ou seja, 0s agrupamentos ocorrem independentemente das relagdes genéticas, mas

com possiveis segregacdes de género e idade (BRUNO et al., 2004).

Figura 1. Distribuicdo geogréfica dos golfinhos-comum-de-bico-curto em amarelo (IUCN, 2021).



Os golfinhos do género Delphinus possuem um padrdo de coloracdo Unico, havendo
duas linhas que se cruzam em forma de X, envolvendo quatro cores diferentes: o dorso
apresenta cor negra, 0 ventre branco, regido do térax amarelo e cinza na parte posterior do
flanco. Mitchell (1970) atribuiu esse padrdo como o mais complexo e especializado dentre 0s
cetaceos. A espécie Delphinus delphis esta classificada na lista vermelha de espécies ameacadas
da ITUCN como “Pouco Preocupante” e, de acordo com o Livro Vermelho da Fauna Brasileira
Ameacada de Extingdo publicado pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos
Naturais Renovaveis (MMA, 2018), ¢é classificado como dados deficientes (DD). Agdes
antropogénicas nos oceanos podem afetar a conservacdo da espécie no ambiente marinho,
deixando lacunas sobre estimativas confidveis do tamanho e densidade da populagéo
(MARQUES et al., 2012).

Figura 2. Golfinho-comum-de-bico-curto (Delphinus delphis), filhote e adulto (JEFFERSON et al.,
2007).

De acordo com Perrin (2009), as fémeas desta espécie medem cerca de 1,93 metros de
comprimento, ja os machos, podem medir até 2,30 metros, pesando mais de 100 kg, no entanto
esses tamanhos variam geograficamente. As fémeas atingem primeiro a maturidade sexual,
entre 5 a 9 anos, com média de 1,79 metros de comprimento, j4 os machos de 8 a 11 anos com
cerca de 1,88 metros (MURPHY & ROGAN, 2006). A época de acasalamento é entre julho e
outubro e o periodo gestacional das fémeas dura cerca de 10-11 meses, ademais, o periodo de
lactacdo pode chegar a durar cerca de 10 meses ap6s o parto (DUGUY & ROBINEAU, 1987;
MURPHY, 2004).

O golfinho-comum-de-bico-curto possui uma dieta composta por alimentos ricos em
calorias (SPITZ et al., 2012; SANTOS et al., 2013), na qual suas presas preferenciais sdo

especies de cefalopodes e pequenos peixes pelagicos em cardumes (ZHOU et al., 2001;
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BROPHY et al., 2009). Esta espécie se beneficia dos cardumes trazidos para a superficie ou
descartados pela atividade pesqueira, visto que suas presas sdo muito comercializadas, contudo,
esses cetaceos estdo mais expostos a eventos de captura acidental em artes de pesca de
profundidade (rede de arrasto e pesca polivalentes) ou costeiras (pesca de cerco) (GOETZ et
al., 2015). Segundo Silva e Sequeira (2003), a mortalidade de populagdes de golfinho-comum-
de-bico-curto pode representar 44% a 54% por interagdo pesqueira, ademais, sua cadeia
alimentar estd ameacada por conta da sobrexploracdo de suas presas (BEARZI et al., 2003).

A evolucdo e os processos ambientais afetam a diversidade genética e, portanto, a
probabilidade de sobrevivéncia da populacdo (ARENAS et al., 2014). Contudo, a Genética da
Conservacdo busca esclarecer topicos que sdo importantes sobre a biologia das espécies,
fazendo uso de andlises moleculares para estudos de biodiversidade e favorecendo melhores
resultados de manejo e conservacdo (FRANKHAM et al.,, 2002). O uso de marcadores
moleculares em pesquisas relacionadas a conservacdo, ndo apenas ajuda a manejar populacdes,
mas também aumenta a compreensdo da estrutura populacional, relacfes filogenéticas,
diversidade genética e aspectos bioldgicos e evolutivos dos animais (WILSON et al., 1985;
DIZON et al., 1991).

Em um estudo taxonémico de diferenciacdo morfoldgica e molecular entre Delphinus
delphis e Delphinus capensis utilizando-se 0 marcador mitocondrial citocromo b (Cyt-B),
Cunha et al. (2015) observaram que todos os individuos amostrados no Oceano Atlantico
Sudoeste, desde o Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Argentina, se tratavam da
espécie Delphinus delphis com altos valores de diversidade haplotipica (h= 0,973) e baixa
diversidade nucleotidica (r = 0,006). Em outros estudos também foram observados altos valores
de diversidade genética para as populacbes de D. delphis no Oceano Atlantico Norte
(AMARAL et al., 2007; MIRIMIN et al., 2009).

O marcador mitocondrial D-loop foi utilizado para a espécie Delphinus delphis,
sugerindo que o parentesco materno pode influenciar na associacdo desses animais, pois
individuos com os mesmos haplétipos de mtDNA, pertencentes a mesma linhagem materna,
podem ocorrer nas mesmas associacdes (ZANARDO et al., 2016). Essa regido controle do DNA
mitocondrial possui rapida taxa evolutiva, podendo fornecer informagdes genéticas relevantes
sobre a histdria populacional através de especiagdes, fluxo génico e estrutura de populacdes
(AVISE, 1994). Todavia, ha escassez de informag0es de estruturagéo, diversidade e dindmica
das populacbes de animais marinhos devido a alta capacidade de mobilidade. DiferenciacGes
genéticas populacionais podem ocorrer por separacdo de centenas de quildmetros, assim como
foi observado o isolamento por distancia dos golfinhos-nariz-de-garrafa (Tursiops sp.)
presentes na Australia (KRUTZEN et al., 2004).



Oremus et al. (2007) detectaram que € possivel a ocorréncia de comunidades pequenas
e fechadas em um grupo de ilhas que ndo séo geograficamente isoladas, como aconteceu com
os golfinhos-rotadores (Stenella longirostris) presentes no Pacifico Sul. Além disso, outros
estudos observaram que apesar de ndo haver grandes barreiras geogréaficas, houve diferenciacédo
de determinadas populacbes em funcdo das caracteristicas presentes no habitat, como a
temperatura da superficie da dgua, disponibilidade de recursos e estruturas sociais, assim como
aconteceu com as baleias-orcas (Orcinus orca) (HOELZEL et al., 1998), golfinhos-nariz-de-
garrafa (Tursiops truncatus) (HOELZEL et al., 1998a) e golfinhos-pintados-pantropical
(Stenella attenuata) (ESCORZA-TREVINO et al., 2005). Contudo, Natoli et al. (2008)
observaram diferenciacdo genética significativa para golfinhos-comum-de-bico-curto com
dados de DNA mitocondrial para aguas mediterraneas ocidentais e Atlanticas adjacentes.

Na genética da conservacao, a analise de diversidade e diferenciacdo genética é um dos
principais focos para a conservacdo global (MCNEELY et al., 1990). Assim, no decorrer dos
anos, estes estudos vém auxiliando planos de conservacdo, indicando espécies que necessitam
de mais protecéo e favorecendo a viabilidade de populagdes naturais (JOHNSON et al., 2001).
Em funcdo disso, é de suma importancia aumentar informacdes acerca da diversidade genética
e estrutura populacional de golfinho-comum-de-bico-curto no litoral brasileiro a fim de ampliar
0 conhecimento sobre a espécie e possibilitar a continuidade e aprofundamento dos estudos

genéticos populacionais.

2. OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar a diversidade e possivel estruturacdo genética do golfinho-comum-de-bico-
curto Delphinus delphis da Bacia de Santos no Oceano Atlantico Sudoeste, com outras

populacbes do Oceano Atlantico.
Obijetivos especificos

- Determinar os indices de diversidade do DNA mitocondrial (D-loop) de Delphinus

delphis;

- Comparar as diversidades haplotipicas e nucleotidicas presentes nesta espécie com

aquelas ja publicadas para outras localidades;



- Avaliar a existéncia de estruturacdo genética na Bacia de Santos;

- Verificar a existéncia de diferenciagdo genética entre o litoral brasileiro com outras
localidades.

3. MATERIAIS E METODOS

Coleta de amostras

Foram analisados 30 golfinhos-comum-de-bico-curto na Bacia de Santos, 13 deles
encontrados no litoral de S&o Paulo (SP) e 17 no do Rio de Janeiro (RJ) (Fig. 3). Os animais
foram amostrados a partir do método de biopsia pela equipe responsavel pelo Projeto de
Monitoramento de Cetaceos na Bacia de Santos (PMC-BS). A coleta de biopsia ocorreu durante
as campanhas de avistagem embarcada/MAP (Monitoramento Acustico Passivo) e de
Telemetria com utilizacdo de dardos flutuantes e balestras, langados da proa da embarcagéo
(botes inflaveis) (PETROBRAS, 2021) (Anexo 1).

As primeiras etapas das analises genéticas foram realizadas no Laboratorio de Biologia
Genbmica e Molecular, da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS),
em Porto Alegre-RS. O sequenciamento foi realizado pela empresa Macrogen Inc. (Seoul,
Coréia do Sul). Posteriormente, as sequéncias foram enviadas ao Laboratorio de Genética e
Conservacdo Animal (LGCA) do Centro Universitario Norte do Espirito Santo
(UFES/CEUNES), Séo Mateus, ES.
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Figura 3. Localizagdo das unidades amostrais de Delphinus delphis na Bacia de Santos, Brasil. Os
circulos verdes representam as amostras em S&o Paulo e em rosa no Rio de Janeiro. Fonte: Elaborado

por Manoela da Silva Pereira.
Extracdo, Amplificacdo, Purificacdo e Sequenciamento do DNA

Os procedimentos laboratoriais foram realizados pela equipe do Projeto de
Monitoramento de Cetaceos na Bacia de Santos (PMC-BS). Na extracdo de DNA foram
utilizados o DNeasy Blood Kit Tissue (Qiagen), seguindo protocolos de fabricacdo
(PETROBRAS, 2020). Os primers de Pichler et al. (2001) foram utilizados para amplificacdo
do DNA mitocondrial. Para a PCR foram utilizados: 1 mM MgCl., 0,4 mM de dNTPs, 0,8 uM
de cada primer, 0,14 U da enzima Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen), 1 X o tampao
(Invitrogen), e 10- 100 pl de DNA. O termociclador atuou nas seguintes condigdes:
desnaturacao inicial de 2 min a 94°C, em seguida 35 ciclos de 30 s a 94°C, anelamento 45 s a
55°C, extensdo 40 s a 72°C e por fim uma extensdo de 10 min a 72°C. Com gel de agarose a
1,5%, os fragmentos amplificados foram corados com Bluejuice e Gelred para
fotoidentificacdo. Em seguida, os produtos da PCR foram purificados com ExoSap-IT (USB) e
sequenciados pela Macrogen Inc. (Coréia do Sul) (PETROBRAS, 2020).



Alinhamento e Edicao

Ap0s o sequenciamento as sequéncias de Delphinus delphis foram enviadas ao LGCA.
Estas foram alinhadas e editadas no programa MEGA 11.0, permitindo verificar a existéncia de
diferencas nucleotidicas entre individuos. Através de comparagdo com sequéncias ja
depositadas em dois bancos genémicos internacionais (GenBank) (ferramenta BLAST) e DNA

Surveillance (ROSS et al., 2003), foi confirmada a espécie das sequéncias, D. delphis.
Analise da diversidade genética

Com o programa DNA Sequence Polymorphism (DNAsp v 6.12.03.) (ROZAS et al.,
2010) foi possivel criar arquivos de entrada para o Arlequin (LIBRADO & ROZAS, 2009) e
Pop Art. O programa Arlequin v.3.11 (EXCOFFIER et al., 2010) foi utilizado para calcular as
diversidades haplotipicas (h) e nucleotidicas (1), nimero de haplétipos, bem como a analise de
variancia molecular (AMOVA) e teste de estruturagdo (Fst). Valores de Fst variam de O a 1,
ou seja, quanto mais proximo de um, maior a diferenciacdo. Os valores de P relatam a
significancia do teste, ou seja, valores de p abaixo de 0,05 sdo considerados significativos. O
mesmo programa foi utilizado para calcular o teste de neutralidade Tajima’s D, que quando
apresenta valores absolutos, demonstra desvios de neutralidade. Esse teste realiza uma
comparacado de dois estimadores populacionais, 0 numero de sitios polimoérficos presentes nas
sequéncias e o numero da média de diferencas entre os pares de haplétipos. Quando esses
valores sdo negativos é possivel que a populacdo em si esteja em expansdo, caso contrario, é
sugerida a presenca de recentes gargalos populacionais (TAJIMA, 1989). Para D de Tajima o
valor de p € significativo quando menor que 0,05.

Fs de Fu (1997) também é um teste de neutralidade realizado no Arlequin que utiliza a
probabilidade de observar em determinados tamanhos amostrais, 0s alelos presentes,
condicionada a média observada de diferencas emparelhadas. Este teste é sensivel a desvios de
equilibrio populacional, como em expansfes populacionais. Valores negativos de Fs Fu
indicam selecdo direcionada, ou seja, que tendem a favorecer um Unico fendtipo, ademais,
sugerem selecdo de possiveis alelos deletérios ou expansdes populacionais. No teste de Fs de
Fu os valores de p séo significativos quando menor que 0,02 (FU, 1997).

O Arlequin possibilitou a realizagéo do calculo de distribuicdo Mismatch, que examina
a historia demografica populacional, na qual curvas unimodais representam expansao
populacional e curvas multimodais equilibrio populacional em longo prazo (ROGERS &
HARPENDING, 1992). O programa PopArt possibilitou a construcao das redes de haplétipos
através dos célculos de Median-Joining.



Sequéncias adicionais

Além das 30 sequéncias obtidas da Bacia de Santos, 120 sequéncias provenientes do
GenBank foram incluidas e estas foram avaliadas no DNA Surveillance para confirmagdo da
espécie. Quatro sequéncias sdo provenientes do Mar Mediterraneo e Leste do Atlantico Norte
(MS), 15 sequéncias foram agrupadas como Oceano Atlantico Norte e Nordeste (NA) e 101

sequéncias sdo pertencentes aos Arquipélagos Agores e Madeira (AAM).

Tabela 1. Localidades, Numero de sequéncias (N), acesso e referéncias das sequéncias obtidas no

GenBank para o marcador mitocondrial D-loop da espécie Delphinus delphis.

Localidades N ACessos Referéncias
Mar Mediterraneo e 4 EU365172; EU365159; EU365158; Natoli et al., 2008.
leste do Atlantico EU365141
Norte (MS)

Acores e Madeira 101 EF682649-47; EF682644-42; EF682639; Quérouil et al., 2010.
(AAM) EF682637-35; EF682633; EF682631,;
EF682629; EF682627; EF682623;
EF682620-18; EF682616-09; EF682606-
00; EF682599; EF682595-94; EF682592-
88; EF682585; EF682583; EF682581-80;
EF682578-73; EF682571-68; EF682566-
59; EF682557; EF682555-47; EF682545-
39; EF682537-36; EF682534-21;

Oceano Atlantico EF682516-15; EF682512-11; EF682509- Mirimin et al., 2009;
Norte e Nordeste 15 07 Amaral et al., 2007.
(NA)

FM211547; FM211543; FM211536;
FM211529; FM211516; FM211510;
FM211506; FM211501; FM211496;
FM211495; FM211541; DQ378136;
DQ378123; DQ378106; DQ378103;

4, RESULTADOS
Bacia de Santos

As 30 sequéncias provenientes da Bacia de Santos resultaram em um fragmento de 696
pb com alta diversidade haplotipica (h=0,7839 +/- 0,0509) e baixa diversidade nucleotidica (n=
0,001893 +/- 0,001350). No teste de divergéncia genética foi identificada diferenca significativa
entre Sdo Paulo e Rio de Janeiro (Fst= 0,20869; p= 0,00149). Com a analise AMOVA a
porcentagem de diferenciacdo entre SP e RJ foi de 20,87% e dentro das populagdes foi de



79,13%, ademais foi encontrado valores significativos (Fst=0,20869; p= 0,00257). Os valores
de D de Tajima e Fs de Fu foram negativos, todavia o Unico valor significativo foi para a

populacdo do Rio de Janeiro no teste de neutralidade Fs de Fu (Tab. 2).

Tabela 2. Numero amostral (n), nimero de haplétipos (H), diversidade haplotipica (h), diversidade
nucleotidica (xr), D de Tajima (D) e Fs de Fu (Fs) para Delphinus delphis no litoral de S&o Paulo (SP) e

Rio de Janeiro (RJ). Valores significativos estdo apresentados em negrito.

(n) (H) (h) (m) D de Tajima (D) Fsde Fu (Fs)

SP 13 4 0,6026+/-0,1306 0,001105+/-0,000969 -0,64598 -1,07932
(p=0,27800) (p=0,10300)

RJ 17 7 0,8088+/-0,0789 0,002092+/-0,001494 -0,60264 -2,58682
(p=0,31300) (p=0,02100)

No programa PopArt, foram encontrados nove haplétipos, sendo H1 e H3
compartilhados entre Sdo Paulo e Rio de Janeiro e os haplotipos H2 e H4 foram frequentes
somente com animais do Rio de Janeiro. Os haplétipos H5, H6 e H7 foram exclusivos do RJ e
H8 e HI exclusivos de SP (Fig. 4).
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Figura 4. Rede de hapl6tipos de Delphinus delphis das amostras da Bacia de Santos, So Paulo e Rio
de Janeiro, representadas pelas cores verde e rosa. O tamanho dos circulos remete a frequéncia de

surgimento dos haplétipos nos diferentes individuos.



A analise de distribuicdo Mismatch evidenciou curvas unimodais tanto para a populacao

de S&o Paulo quanto para a populacéo do Rio de Janeiro (Fig. 5).

A- Sao Paulo

40

35

3 mm Observada

25

20 —Simulada

15

Frequéncia

10

B- Rio de Janeiro
60

50
e Observada
40
—Simulada

30

Frequéncia

20

10

Figura 5. Anélise de distribuicdo Mismatch do mtDNA para a espécie Delphinus delphis nas
populacdes de S&o Paulo (grafico A) e Rio de janeiro (grafico B). O eixo X mostra o nimero de
diferencas entre os pares de haplétipos, enquanto Y mostra a frequéncia das diferencas. Colunas

indicam valores observados e linhas os valores simulados.
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Oceano Atlantico Sudoeste X Oceano Atlantico Norte

Quando foram inseridas as 120 sequéncias de individuos de outras bacias oceénicas,
provenientes do GenBank, foi obtido um fragmento de 320 pb. Como a frequéncia para cada
haplotipo ndo estava disponivel no GenBank, ndo foram calculadas diversidades haplotipicas e
nucleotidicas, nem realizado os testes de neutralidade Fs de Fu e Tajima’s D, para MS, NA ¢
AAM. Contudo, as diversidades haplotipica e nucleotidica dessas regides foram apresentadas
nos seus respectivos artigos e quando comparadas com os valores de diversidade de SP e RJ,
observou-se alta diversidade haplotipica, variando de 0,602 a 0,987, e baixa nucleotidica,
variando de 0,001 a 0,018 (Tab. 3).

Tabela 3. Diversidade haplotipica (h) e diversidade nucleotidica (n) para Delphinus delphis entre Sdo
Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ), Mar Mediterraneo e Leste do Atlantico Norte (MS), Oceano Atlantico
Norte e Nordeste (NA) e Arquipélagos Acores e Madeira (AAM).

Localidade (h) (m) Referéncia
SP 0,602 0,001 Este estudo
RJ 0,808 0,002 Este estudo
MS 0,943 0,015 Natoli et al., 2008
NA 0,949 e 0,987 0,014 e 0,018 Mirimin et al., 2009; Amaral et
al., 2007
AAM 0,953 (Acores) 0,013 Quérouil et al., 2010.

0,975 (Madeira)

A rede haplotipica entre as localidades evidenciou 46 haplotipos, sendo H1, H3, H17,
H22, H23, H29, H38, H39 e H44 como os mais frequentes. Houve compartilhamento dos
haplo6tipos H15 e H17 entre AAM e NA. Os haplétipos H8 e H9 foram compartilhados entre 0s
animais de MS e NA. Ndo houve compartilhamento de haplétipos de outras localidades com o

Oceano Atlantico Sudoeste (Fig. 5).
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Figura 6. Rede de haplétipos de Delphinus delphis das areas de Séo Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ),
Mar Mediterraneo e Leste do Atlantico Norte (MS), Oceano Atlantico Norte e Nordeste (NA) e
Arquipélagos Acores e Madeira (AAM), representados pelas cores verde, rosa, azul, laranja e amarelo,
respectivamente. O tamanho dos circulos corresponde a frequéncia dos haplétipos.

O teste de estruturagdo (Fst) entre SP, RJ, MS, NA e AAM revelou diferengas

significativas de divergéncia genética entre todas as localidades (Tab. 4). Além disso, a

AMOVA apresentou resultado significativo (Fst= 0,44311; p= 0,00000), com 44,31% de

variacao entre as populacdes e 55,69% dentro das populacdes.
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Tabela 4. Valores de Fst encontrados para as localidades de Séo Paulo (SP), Rio de janeiro (RJ), Mar
Mediterraneo e leste do Atlantico Norte (MS), Oceano Atlantico Norte e Nordeste (NA) e Arquipélagos
Acores e Madeira (AAM) para Delphinus delphis. Os valores em negrito sdo considerados

significativos.

SP RJ MS NA AAM
SP * 0,00149 0,00030 0,00000 0,00000
RJ 0,24214 * 0,00020 0,00000 0,00000
MS 0,92616 0,87395 * 0,04049 0,00000
NA 0,51650 0,49813 0,19631 * 0,00000
AAM 0,42496 0,41611 0,55337 0,36644 *

5.DISCUSSAO
Bacia de Santos

Os resultados de diferenciacdo genética e AMOVA com 0 DNA mitocondrial entre as
unidades amostrais presentes na Bacia de Santos mostrou-se altamente significativo e com
moderada estruturagdo (Fst= 0,208; p< 0,001), indicando a existéncia de duas populacbes
geneticamente distintas de Delphinus delphis nesta regido. A estruturacdo entre esses golfinhos
pode ser explicada pelas diferentes caracteristicas presentes no litoral de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro. Na costa do Rio de Janeiro, no verdo, é observada predominancia de Areas de
ressurgéncia (PALMA & MATANO, 2009). Ndo obstante, a Bacia de Santos possui um platd
oceénico, havendo maior disponibilidade de habitats sob o platd de S&o Paulo. A Bacia de
Santos esta inserida em um grande ecossistema marinho denominado Plataforma Sul do Brasil,
gue esta associado aos maiores estoques pesqueiros brasileiros devido ao enriquecimento da
agua costeira (MATSUURA, 1996; CASTELLO et al., 2009). A corrente predominante € a
Corrente do Brasil, com aguas quentes que percorrem de norte ao sul. A Corrente das Malvinas
possui grande influéncia no inverno, propiciando encontro de &aguas quentes e frias,
caracterizando uma Convergéncia Subtropical (CAMPOS et al., 1995). Contudo a Corrente das
Malvinas possui maior influéncia ao sul da bacia.

Para espécies marinhas com alta mobilidade em areas que ndo possuem barreiras
geogréficas evidentes sdo esperados baixos niveis de diferenciagdo. No entanto, diferentes
autores identificaram em cetaceos estruturacdo genética que pode estar relacionada a diferentes
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caracteristicas, como a disponibilidade de recursos, salinidade, temperatura, comportamento
social, dentre outros, mesmo para unidades amostrais proximas (BILGMANN et al., 2007;
MOLLER et al., 2007; MENDEZ et al., 2010). Em um estudo realizado com a espécie T.
truncatus, foi evidenciada estruturacdo em distancias geograficas muitos curtas para um
mamifero altamente movel (RICHARDS et al., 2013). Ansmann et al. (2012) observaram
estrutura genética entre T. truncatus em uma pequena porcao geogréfica na Baia de Moreton,
Australia, apesar da caracteristica altamente movel do animal. Nesse estudo ainda foi indicado
0 uso de diferentes habitats por esses golfinhos, mostrando a existéncia de um possivel
isolamento, no entanto, esse uso preferencial provavelmente ocorreu por influéncia pesqueira,
que pode ter acarretado essa diviséo social.

Em um estudo de diferenciacdo molecular e morfologica entre Delphinus sp. no
Atlantico Sudoeste, Cunha et al. (2015), através de analises com o citocromo b, detectaram altos
valores de diversidade haplotipica (h=0,973) e baixa diversidade nucleotidica (== 0,006) para
Delphinus delphis. Entretanto, Cunha et al. (2015) ndo realizaram andlises de genética
populacional, somente taxonomia molecular entre D. delphis e D. capensis. As populagdes de
Delphinus delphis na Bacia de Santos obtiveram de moderada (SP= 0,602 +/- 0,13) a alta
diversidade haplotipica (RJ= 0,808 +/- 0,07), no entanto baixa diversidade nucleotidica para
ambas populacdes (Tab. 2). Entre as duas localidades, mesmo com numeros amostrais
parecidos, a diversidade genética ficou menor para SP. De acordo com Grant e Bowen (1998),
diversidades haplotipicas acima de 0,5 e diversidades nucleotidicas abaixo de 0,5 sdo
caracteristicas de populacdes que obtiveram gargalos populacionais seguidos por uma recente
expansdo, podendo acumular novas mutagdes.

Quando comparada com espécies de outros géneros, D. delphis também apresenta altos
valores de diversidade haplotipica, no entanto possui menor diversidade nucleotidica que as
demais (Tab. 5).
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Tabela 5. Valores de diversidade genética para diferentes espécies de odontocetos no Brasil para a
regido do mtDNA (D-loop), sendo apresentados o numero amostral (n), diversidade haplotipica (h) e

diversidade nucleotidica (r) encontrados em diferentes estudos.

Espécie (n) (h) (m) Referéncia
D. delphis 30 0,78 +/- 0,050 0,0018 +/- 0,0013 Este estudo
S. attenuata 17 0,79 +/- 0,06 0,08 +/- 0,05 Teixeira, 2018
P. blainvillei 512 0,895 +- 0,008 0,011 +/- 0,006 Santos, 2011
S. clymene 8 1,0+/-0,1 0,0133 +/-0,0 Nara, 2015
S. coeruleoalba 12 0,984 0,294 Freire, 2017

Na rede de haplotipos da Bacia de Santos (Fig. 4), foi evidenciada a presencga de
haplétipos exclusivos e compartilhamento de haplétipos entre S&o Paulo e Rio de Janeiro. E
perceptivel a distancia de somente um passo mutacional entre os haplétipos, isso pode indicar
que estes animais possuem linhagens proximas. Além disso, a rede de haplétipos apresentou
padrdo proximo ao tipo estrela, que também aponta para crescimento das populacdes
(AMARAL et al., 2007; CUNHA et al., 2014).

Valores negativos para Fs de Fu significam selecdo direcionada, ou seja, que tendem a
favorecer determinado fenotipo. Sugerem que haja selecdo de alelos deletérios ou por fim,
expansdes populacionais (FU, 1997). Esse teste mostrou-se significativo para a populacdo do
Rio de Janeiro visto que p< 0,02, indicando que esta populacdo pode estar em expansao.

Os gréficos de distribuicdo Mismatch (Fig. 5) para Sdo Paulo (A) e Rio de Janeiro (B)
apresentaram um Unico pico (curva unimodal), essa caracteristica sugere que as populactes
estejam passando por expansdes demogréficas recentes (EXCOFFIER et al., 1992; ROGERS
& HARPENDING, 1992). A hipotese de expansdo populacional corrobora com a baixa
diversidade nucleotidica, o resultado significativo para o teste de neutralidade Fs de Fu para o
Rio de Janeiro e rede haplotipica proxima ao formato estrela. Faria (2010) e Reblin (2016)
também observaram um grafico similar de distribuicdo Mismatch unimodal para outras espécies
de delfinideos, como Stenella longirostris em Fernando de Noronha, e Sotalia guianensis no
litoral do Espirito Santo, respectivamente.

O golfinho-comum-de-bico-curto é uma espécie oportunista, com uma dieta que reflete
na abundancia de presas (YOUNG & COCKROFT, 1994; MURPHY et al., 2013). O Rio de
Janeiro possui areas de ressurgéncia, zonas com alta produtividade primaria, e isso pode
explicar uma maior presenca para a regido (maior numero amostral) e elevada diversidade

haplotipica em comparacdo com Séo Paulo. Tershy et al. (1993) acreditam que o movimento
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de cetaceos para a costa dessas regides de Sdo Paulo e Rio de Janeiro pode ser explicado pela
presenca de presas peléagicas, como as sardinhas Sardinella brasiliensis, que desovam na costa
no verdo e outono (PAIVA & MOTTA, 2000). Santos et al. (2013) observaram que na peninsula
Ibérica houve declinio de espécies de sardinhas, e isso provocou alteracdes na dieta de
golfinhos-comum-de-bico-curto, uma vez que esta presa tornou-se menos disponivel. Em
muitas areas as sardinhas e anchovas estdo presentes na dieta desses animais (KEMPER &
GIBBS, 2002; MEYNER et al., 2008), além disso, a maior parte da distribui¢do desse cetaceo
tende a coincidir com a distribuicdo desses peixes (GRANT & BOWER, 1998).

Oceano Atlantico Sudoeste X Oceano Atlantico Norte

Todos os testes de estruturacdo em relacdo ao Atlantico Norte foram significativos (Tab.
4), dentre eles, MS demonstrou maior estruturagdo em comparagdo com 0s animais presentes
no Oceano Atlantico Sudoeste, mostrando que essas populacfes provavelmente possuem
linhagens mais distantes. Os golfinhos-comum-de-bico-curto presentes no Mar Mediterraneo
foram classificados como “Ameacados de extingao” (EN) pela lista vermelha de animais
ameagcados da IUCN. E relatado que a reducéo drastica desta populacio se deve ao esgotamento
de presas e capturas acidentais (BEARZI et al., 2003). Estudos genéticos indicam que existe
certo nivel significativo de divergéncia entre os golfinhos presentes no Mediterraneo e Atlantico
(NATOLI etal., 2008). Natoli et al. (2008) identificaram que quando ocorre troca genética entre
golfinhos-comum-de-bico-curto do Oceano Atlantico e Mar Mediterraneo, apenas 0s animais
de Alboran sdo envolvidos. Isso ocorre devido a particularidades oceanograficas presentes na
area como a termohalina e Almeria-Oran (rota que conecta Espanha com Argélia) que
funcionam como barreiras ecoldgicas as espécies (TINTORE et al., 1988; SANJUAN et al.,
1994).

Acores e Madeira (AAM) sdo os arquipélagos mais isolados do Atlantico Norte. Em
vista disso, a diferenciacdo desses animais com o0s individuos presentes no Oceano Atlantico
Sudeste pode ocorrer pelo isolamento por distancia, em funcéo da grande distancia geogréfica,
assim como ja aconteceu para a espécie de golfinhos-nariz-de-garrafa (T. truncatus) na
Australia Ocidental (KRUTZEN et al., 2004). Estrutura e diferencas genéticas tendem a
acontecer em populacdes livres em funcdo da unido de fatores ambientais, bioldgicos e
comportamentais, além da intervencdo humana (FRANKHAM et al., 2008).

Em uma comparacdo geral com outros estudos, as diversidades haplotipicas e

nucleotidicas dos animais presentes em SP e RJ foram menores que os individuos provenientes
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de MS, NA e AAM (Tab. 3). Geralmente os elevados indices de variabilidades genética sdo
caracteristicas de grandes popula¢des panmiticas, que possuem grande mobilidade em seu
habitat (FRANKHAM et al., 2002), como j& evidenciado em estudos anteriores para esta
espécie (REEVES et al., 2002).

A rede haplotipica revelou o compartilhamento de haplétipos entre AAM e NA (Fig. 6),
que pode ser explicado pela caracteristica altamente moével do golfinho-comum-de-bico-curto.
Mirimin et al. (2009) indicaram a presenca de pelo menos duas popula¢des de golfinhos-
comum-de-bico-curto diferenciados geneticamente no Atlantico Norte, para as quais, apesar
das grandes distancias, o mar aberto pode nao representar uma forte barreira a migracdo. MS e
NA compartilham haplétipos, evidenciando que ocorreu alguma troca genética entre esses
animais, como indicado em Natoli et al. (2008) para os animais presentes em Alboran. Os
animais Do Oceano Atlantico Sudoeste sdo mais distantes de MS, visto que ha mais passos
mutacionais que os diferenciam, e isso pode ser explicado pelas particularidades oceanicas
presentes no meio, que tende a inviabilizar a dispersdo desses animais ao Atlantico Sul, assim
como a diminui¢do das populagdes, uma vez que os golfinhos-comum-de-bico-curto estao
criticamente ameacados no Mar Mediterraneo.

A populacdo do Oceano Atlantico Sudoeste é possivelmente uma linhagem mais
proxima geneticamente do Atlantico Norte e Nordeste, isso em vista da proximidade de
hapl6tipos na rede, formando um haplogrupo entre essas localidades (Fig. 6). De acordo com
Natoli et al. (2008) as populacdes de golfinhos-comum-de-bico-curto do Oceano Atlantico nao
apresentam diferencas genéticas significativas, sugerindo que esta espécie é altamente dispersa
a longas distancias, habitando meios diferentes (AMARAL et al., 2007; MIRIMIN et al., 2009).
Vale ressaltar que a rede haplotipica apresentou varios hapl6tipos com quatro passos
mutacionais de distancia do cluster central da rede, indicando a presenca de linhagens
mitocondriais divergentes. Os median vectors apresentados na rede haplotipica correspondem
a possiveis sequéncias de ancestrais extintos ou sequéncias existentes que ndo foram
amostradas.

Estudos genéticos populacionais sdo essenciais para a espécie Delphinus delphis no
Oceano Atlantico Sul, tornando-se necessario o emprego de analises com DNA nuclear
(microssatélites) para ampliar e assegurar dados de diversidade e estruturacdo genética. Através
da variabilidade genética ocorrem os processos de adaptacédo e evolucdo das espécies, em vista
disso, a eficacia da conservacao de cetaceos depende do conhecimento genético, bioldgico,

ecoldgico, evolutivo e comportamental.
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6. CONCLUSOES

Foram observadas de moderada a alta diversidade haplotipica e baixa diversidade
nucleotidica para Delphinus delphis no Oceano Atlantico Sudoeste. O teste de estruturagéo
indica possivel presenca de duas populacdes de Delphinus delphis na Bacia de Santos com
possivel expansdo dos animais amostrados no litoral do Rio de Janeiro. Além disso, 0s
resultados obtidos indicam estruturacdo entre os animais presentes no Oceano Atlantico Sul e
demais localidades. Os individuos amostrados na Bacia de Santos obtiveram menor diversidade

genética quando comparados com outras localidades.
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8. ANEXQOS

Anexo 1. Lista para Delphinus delphis, identificacdo, localidade, latitude e longitude da coleta de
amostras pelo PMC-BS.

Espécie Identificacdo Localidade Latitude Longitude
Delphinus delphis G10 Sao Paulo -23,97636 -45,54699
Delphinus delphis Gl1 Séo Paulo -23,97636 -45,54699
Delphinus delphis G59 Rio de Janeiro -23,02583 -42,88959
Delphinus delphis G60 Rio de Janeiro -23,02583 -42,88959
Delphinus delphis G81 Rio de Janeiro -23,01736 -43,25983
Delphinus delphis G180 Sao Paulo -23,76393 -45,22914
Delphinus delphis G181 Sdo Paulo -23,76393 -45,22914
Delphinus delphis G212 Rio de Janeiro -23,03453 -41,99925
Delphinus delphis G332 Rio de Janeiro -22,98803 -42,49685
Delphinus delphis G333 Rio de Janeiro -22,98803 -42,49685
Delphinus delphis G334 Rio de Janeiro -22,98803 -42,49685
Delphinus delphis G335 Rio de Janeiro -22,98803 -42,49685
Delphinus delphis G388 Rio de Janeiro -23,02283 -42,01702
Delphinus delphis G389 Rio de Janeiro -23,02283 -42,01702
Delphinus delphis G390 Rio de Janeiro -23,02283 -42,01702
Delphinus delphis G391 Rio de Janeiro -23,02283 -42,01702
Delphinus delphis G398 Sé&o Paulo -24,3341 -46,27042
Delphinus delphis G399 Séo Paulo -24,3341 -46,27042
Delphinus delphis G400 Séo Paulo -24,3341 -46,27042
Delphinus delphis G401 Sé&o Paulo -24,3341 -46,27042
Delphinus delphis G427 Séo Paulo -24,32351 -46,24859
Delphinus delphis G428 Sdo Paulo -24,32351 -46,24859
Delphinus delphis G429 Sdo Paulo -24,32351 -46,24859
Delphinus delphis G447 Rio de janeiro -23,51801 -44,20394
Delphinus delphis G465 Rio de Janeiro -23,01616 -42,28143
Delphinus delphis G503 Séo Paulo -24,53148 -46,8185
Delphinus delphis G505 Séo Paulo -24,16118 -44,63735
Delphinus delphis G541 Rio de Janeiro -22,99889 -42,165
Delphinus delphis G542 Rio de Janeiro -22,99889 -42,165
Delphinus delphis G543 Rio de Janeiro -22,99889 -42,165
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