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RESUMO

O golfinho-cabeca-de-meldo, Peponocephala electra (Gray, 1846), é uma espécie
peladgica que ocorre em aguas marinhas tropicais e subtropicais, encontrada
principalmente em aguas profundas e modificadas por ressurgéncia. Para a espécie ja
foram registrados diversos eventos de encalhes em massa. Eles séo pouco conhecidos e
ndo h& muitos estudos genéticos publicados a seu respeito. A analise da diversidade
genética de uma espécie é de suma importancia para que se determine seu status de
conservagdo ao longo de sua distribuicdo. Neste estudo, um total de 214 individuos da
espécie Peponocephala electra foram analisados: cinco sequéncias recebidas do PMC-
BS e 53 sequéncias provenientes do GenBank. Apds o DNA das amostras ter sido
extraido, quantificado e diluido a regido controle do mtDNA (D-loop) foi amplificada.
Para o Brasil foram analisadas seis sequéncias de 695 pb e quatro hapl6tipos foram
encontrados. O indice de diversidade haplotipica foi alto (h =0,8667) e o de diversidade
nucleotidica foi baixo (= = 0,004508). Quando analisadas todas as bacias oceanicas 415
pb foram encontrados 29 haplétipos. Os indices de diversidade haplotipica variou de (h
=0,8889 a 1,0000) e o de diversidade nucleotidica variou (== 0,000 a 0,005770). O teste
de Fst foi significativo para todas as comparacdes entre os Oceano Atlantico Norte,
Oceano Atlantico Sul, Oceano Pacifico e Oceano indico. Os valores de D de Tajima ndo
foram significativos, contudo, o teste de Fu’Fs para o Oceano Pacifico deu significativo,
0 que pode evidenciar uma expansao populacional. A rede haplotipica ndo revelou
estruturacdo, os dois hapl6tipos mais comuns ndo sao intimamente relacionados entre si,
e foram encontrados em quase todas as localidades. Com resultados obtidos neste estudo,
a espécie Peponocephala electra pode estar no inicio de um processo de expansao e
estruturacdo populacional quando considerada sua distribuicdo nas diferentes bacias
oceanicas. O presente estudo é o primeiro a realizar analises populacionais sobre a espécie
no Atlantico Sul. No entanto, novos estudos devem ser realizados incluindo novas

amostras.

Palavras-chave: Cetaceos; D-loop; Diversidade genética; Estruturagdo populacional.
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ABSTRACT

The melon-headed dolphin, Peponocephala electra (Gray, 1846), is a pelagic species that
occurs in tropical and subtropical marine waters, found mainly in deep and resurgence-
modified waters. Several mass stranding events have been reported for the species. They
are poorly known and there are not many genetic studies published about them. The
genetic diversity analyses for a species is important to determine its conservation status
throughout its distribution. In this study, a total of 214 individuals of the Peponocephala
electra species was analyzed: five sequences received from PMC-BS and 53 sequences
deposited in GenBank. After DNA from the samples was extracted, quantified and
diluted, the control region of the mtDNA was amplified. For Brazil, six sequences of 695
bp were analyzed and four haplotypes were found. The haplotype diversity index was
high for Brazil (h =0.8667) and nucleotide diversity was low (= = 0.004508). When all
415 bp ocean basins were analyzed 29 haplotypes were found. The haplotype diversity
index (h) ranged of 1.0000 to 0.8889 and the nucleotide diversity (x) ranged of 0.000 to
0.005770. The Fst test was significant for all comparisons among the North Atlantic
Ocean, South Atlantic Ocean, Pacific Ocean and Indian Ocean. Tajima's D values were
not significant, however, the Fu'Fs test for Pacific Ocean gave significant, which may
evidence a population expansion. The haplotype network did not reveal any structure, the
two most common haplotypes are not closely related to each other, and were found in
almost all localities. With results obtained in this study, the species Peponocephala
electra may be in the beginning of a process of population expansion and structure when
considering its distribution in different ocean basins. The present study is the first
population analyses of the species in the South Atlantic. However, further studies should

be conducted including new samples.

Keywords: Cetaceans; D-loop; Genetic diversity; Population structure.
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1.INTRODUCAO

O golfinho-cabeca-de-melao,
pertence a subfamilia Globicephalinae, na qual as espécies sao comumente referidas
como peixe negro (blackfish) (Perryman, W. L., & Danil, K, 2018). A subfamilia é
composta de vérias espécies de golfinhos grandes e de cor escura, incluindo Orcinus
orca, Pseudorca crassidens, Feresa attenuata, Globicephala melas, Globicephala

macrorhynchus, Orcaella brevirostris, Orcaella heinsohni e Grampus griseus (

Vilstrup et al., 2011, Martien et al., 2017) (Fig. 1).
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Figura 1. Reconstrucdo filogenética bayesiana de tdxons selecionados dentro de
Delphinidae. Fonte: (Vilstrup et al., 2011).



A espécie P. electra possui caracteristicas morfoldgicas parecidas com F.
attenuata (orca pigmeu), a semelhan¢a no tamanho do corpo, comportamento e
pressuposta preferéncia de habitat causam confusdo na identificacéo entre essas duas
especies, que no mar ¢ dificil distinguir (Perryman, W. L., & Danil, K, 2018). O
golfinho-cabeca-de-meldo possui uma cabeca e pontas das nadadeiras mais
pontiagudas, ambos possuem labios brancos, mas na orca pigmeu essa area branca

nos labios estende-se até a cabeca (Fig. 2) (Siciliano & Brownell, 2015).

A. Peponocephala electra

B. Feresa attenuata

Figura 2. Diferencas morfologicas entre P. electra (A) e F. attenuata (B).

Fonte: (Guia ilustrado de mamiferos marinhos do Brasil).



O golfinho-cabeca-de-meldo é uma espécie peldgica que ocorre em &guas
tropicais e subtropicais de todo o mundo (Klinowska, 1991) (Fig. 3). E encontrada
principalmente em &aguas profundas e modificadas por ressurgéncia (Jefferson &
Barros, 1997), sendo avistada perto da costa somente em regides onde normalmente
a plataforma continental € estreita e o relevo oceédnico favorece a aproximacéo de

espécies peléagicas (Perryman, 2002).

O primeiro registro no Brasil foi por meio de um cranio encontrado na barra
de Caravelas, Sul da Bahia, em 1985 (Hetzel & Lodi, 1993). Apesar de ser um
golfinho tipicamente peldgico, no litoral brasileiro ocorreram observagdes desse
cetaceo proximo a costa (Hetzel & Lodi, 1993). Por ser uma espécie de habitos
oceanicos, hd uma grande dificuldade de realizar estudos mais detalhados. O
conhecimento acerca de sua distribuicdo no Oceano Atlantico ainda é considerado
escasso (Mullin & Jefferson, 1994).
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Figura 3. Distribuicdo global de Peponocephala electra.

Fonte: (Perryman, W. L., & Danil, K, 2018).

As principais caracteristicas encontradas nesta espécie sao que a sua cabeca
é pequena com um aspecto conico e arredondado (o que originou 0 nome cabeca de
meldo) (Fig. 4). Possuem um corpo delgado e as suas nadadeiras peitorais séo longas



e pontiagudas (Carwardine, 2002). Além de terem uma coloragdo cinza escuro a
preto, com labios brancos e uma mancha urogenital branca. O golfinho-cabeca-de-
meldo pode atingir um comprimento maximo de 2,8 m (adulto) e 1,1 m (filhote- ao
nascer). Seu peso maximo conhecido € de cerca de 210-275 kg (adulto) e 15-20kg
(filhote) (Miranda et al., 2019). S&o altamente sociais e ocorrem geralmente em
grupos de 100 a 500 individuos (com um méaximo de 2.000). Possuem preferéncia

em predar lulas, pequenos peixes e camardes (Jefferson & Barros, 1997).

Sobre ameagas a sua sobrevivéncia, sabe-se que alguns individuos sdo
capturados na pesca de cerco com retenida (pano de rede) e redes de deriva. Alguns
sd0 mortos na pesca de propulsdo no Japdo e outros na pesca dirigida em regides
tropicais do mundo. Varios individuos desta espécie ja foram capturados para
exibicdo em oceanaria (Jefferson et al., 1993). Em abril de 1987, foi registrado o

primeiro encalhe em massa desta espécie na América do Sul (Lodi, 1990).

Figura 4. Peponocephala electra. Fonte: Robin W. Baird - cascadiaresearch.org

O estudo de Martien (2014) relata que o golfinho-cabeca-de-meldo é uma
espécie relativamente pouco conhecida e que ndo ha muitos estudos genéticos
publicados. Em seu estudo o autor analisou dados de sequéncia de DNA mitocondrial

para quatro espécies de cetaceos (Globicephala macrorhynchus, Stenella



longirostris, Tursiops truncatus e Peponocephala electra) para investigar a
diversidade genética e a diferenciacdo populacional nas Ilhas Marianas no Pacifico
Ocidental. O autor discutiu como as espeécies se relacionam com outras populacdes
de outras partes do Oceano Pacifico, e 0 porqué de ocorrer tantos encalhes em massa,
relacionando com sua vulnerabilidade ao ruido antropogénico. No qual foi
identificado que o P. electra encontrado nas ilhas Marianas compartilha haplotipos
com individuos de outras partes do Oceano Pacifico. A espécie possui uma
abundancia global moderada e, embora haja pouca informacao disponivel, nenhuma

grande ameaga foi identificada (Kiszka et al., 2019).

As sensibilidades auditivas desempenham um papel significativo nos
eventos de encalhe de cetadceos (Mann et al., 2010). Os ruidos altos como sonar
militar e exploracdo sismica sdo grandes ameacas para a espécie (Miranda et al.,
2019), motivo pelo qual os golfinhos-cabega-de-mel&do encalham em massa com
frequéncia. Em 6 de julho de 2021, 11 de julho de 2021, 30 de setembro de 2021 e 3
de outubro de 2021 totalizaram 38 individuos da espécie encalhados na China (Zhi-
tao wang et al., 2021). Além de um evento em massa de 171 golfinhos-cabeca-de-
meldo vivos encalhados na cidade de Nakatane em 11 de marco de 2001 e 85
encalhados na cidade de Kamisu, provincia de Ibaraki em 24 de fevereiro de 2002
(Amano et al., 2014). A vocalizacdo e a audi¢cdo sdo indispensaveis para as funcdes
de ecolocalizacdo em cetaceos. Contudo, a poluicdo sonora antropogénica tem
interferido nas funcdes vitais, como a ecolocaliza¢do de mamiferos marinhos (Wang
etal., 2021).

Os cetaceos sdo considerados componentes vitais da biodiversidade
aquatica marinha e fluvial. Tendo uma importancia ecoldgica no ecossistema com a
manutencdo do equilibrio da estrutura tréfica (Katona e Whitehead, 1988; Parsons,
1992). Além disso, esses mamiferos marinhos se apresentam como potenciais
bioindicadores da qualidade ambiental (Marine Mammal Commission, 1999; Van
Bressem et al., 2003).

Os pequenos cetaceos enfrentam um nudmero crescente de ameacgas
antropicas, sendo as capturas acidentais e intencionais fatores que ocasionam a morte
de milhares de individuos todos os anos. Além disso, sofrem com outras ameagas

como, a poluicdo dos ambientes aquaticos, degradacdo de habitat e 0 aumento do



trafego de embarcacdes. Como dificultador, a maioria das espécies de cetaceos ainda
carece de dados e informages cientificas, como a sua distribuicdo e abundancia.
Essa falta de informacéo nos impossibilita saber o real estado de conservacdo dos
cetaceos, acarretando o declinio de inimeras espécies (ICMBio, 2011). De acordo
com o livro vermelho da fauna brasileira, o golfinho-cabeca-de-meldo foi
classificado em 2012 como pouco preocupante (Least Concern = LC), ndo havendo
uma nova atualizacdo (ICMBIo, 2018). E na lista vermelha de espécies ameacadas

da TUCN de 2008, a classificacdo € a mesma.

Desde as décadas de 70 e 80, a molécula do DNA mitocondrial passou a ser
muito utilizada em estudos de estrutura populacional (Baker et al., 1998; Natoli et
al., 2004), relacGes filogeneticas (Dalebout et al., 2002) e para o entendimento de
varios aspectos biologicos e evolutivos (Wilson et al., 1985; Wooding et al., 1997).
O interesse surgiu pelas caracteristicas apresentadas pelo genoma mitocondrial
como: ser um genoma de heranca materna, pequeno e circular, possuir auséncia de
recombinacéo, ter poucos genes, dispor de uma regido ndo codificadora (D-loop) e
ter uma taxa evolutiva alta, quando comparada com o genoma nuclear (Arias et al.,
2003). A caracterizacdo e a andlise da diversidade genética de uma espécie sdo de
suma importancia para que possamos avaliar se a mesma tem condicGes de se manter
no ambiente, sendo que a diversidade genética € um dos principais aspectos da
biodiversidade. Segundo Moritz (1994) manter a diversidade genética é um dos
principais focos da biologia da conservacdo porque fornece o potencial de
adaptabilidade e evolucdo das espécies. Portanto, compreender a composicdo
genética de uma espécie e sua organizacdo (estrutura) na populacdo é essencial para

acOes de manejo e conservacao.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a diversidade e estruturacdo genética do golfinho-cabeca-de-melao
(Peponocephala electra) em diferentes bacias oceénicas.



2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar os indices de diversidade genética para a regido D-loop;

e Comparar as sequéncias do Brasil com sequéncias de outras bacias oceanicas

publicadas do GenBank.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Para esse trabalho foram utilizadas amostras de pele, coletadas de cinco
individuos da espécie P. electra. A amostragem foi realizada em animais vivos a
partir de bidpsias por balestras na &rea que abrange a Bacia de Santos, junto a
atividades realizadas no PMC-BS (Fig. 5).
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Figura 5. Localizacdo geogréfica da coleta de amostras de pele dos golfinhos-cabega-de-
meldo. Em cinza est4 destacada a &rea que abrange a Bacia de Santos. O ponto em laranja
indica o local da coleta como indicado na legenda. Fonte da imagem da espécie: NOAA

Fisheries.

3.2 EXTRACAO E AMPLIFICACAO DE DNA

Para as amostras de biopsia do PMC-BS a extracdo de DNA foi realizada

utilizando-se kit Dneasy Blood and Tissue da Qiagen. As amostras de DNA foram



quantificadas em espectrofotdmetro no Nanodrop-One.

A regido controle do DNA mitocondrial (D-loop) foi amplificada
utilizando-se os primers DIpl.5 e DIp8. As reacdes em cadeia da polimerase (PCR)
foram conduzidas com 10-100 ng de DNA, tampdo de PCR, 2,5 mM de MgCl, 0,4
uM de cada primer, 0,2 mM de dNTP e 0,3 u de Taq DNA polimerase. O perfil da
PCR consistiu de 94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 45s e 72°C
por 40s e extensdo final de 72°C por 40 minutos. Os fragmentos amplificados foram

visualizados em gel de agarose corados com Bluejuice e Gelred.

3.3 PURIFICAQAO E SEQUENCIAMENTO
Apds a amplificacdo, o produto total da PCR foi purificado e os fragmentos

foram sequenciados, em ambas as dire¢des (forward e reverse).

As sequéncias geradas junto ao PMC foram enviadas ao Laboratério de
Genética e Conservacdo Animal do CEUNES, UFES, onde foram realizadas as

proximas etapas de analise.

3.4 SEQUENCIAS ADICIONAIS

Além das sequéncias recebidas, foram adicionadas as analises 53 sequéncias

baixadas do GenBank (www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank) que foram avaliadas no

DNA Surveillance para confirmacao da espécie (Tab. 1).

Tabela 1. Localidades, niamero de sequéncias (N), acessos e referéncias das sequéncias do

marcador D-loop da espécie P. electra obtidas no GenBank.

LOCALIDADES N ACESSOS REFERENCIAS
Oceano Pacifico 38 AB610388, AB610387, KT223050, Martien KK et al.,
KT223051, KT223052, KT223053, 2017

KT223054, KT223055, KT223056,
KT223057, KT223058,KT223059, KT223060,
KT223061, KT223062,
KT223063,KT223064,KT223065, KT223066,
KT223067, KT223068, KT223069,
KT223070, KT223071, KT223072,



http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank

KT223073, KT223074, KT223075,
KT223076, KT223079, KT223080,
KT223086, KT223087, KT223088,
KT223089, KT223090, KT223091,
KT223092,

Oceano Atlantico
Norte

NC_019589, JF289176, JF289175, EU121127,
EU121126, KT223077, KT223088

Vilstrup et al.,
2011, Caballero S
et al., 2008;
Martien KK et al.,
2017

Oceano Atlantico
Sul

KT223078

Martien KK et al.,
2017

Oceano Antartico

AY046904

Pichler FB et al.,
2001

Oceano Indico

KY963294, KY963282, KT223090,
KT223089, KT223048, KT223049

Yusmalinda, Ni L.
Acetal., 2018;
Martien KK et al.,
2017

Considerando as frequéncias dos 53 haplotipos, encontradas nos seus

respectivos artigos, 0 nimero de sequéncias a serem avaliadas passou para 214.

3.5 ALINHAMENTO E EDICAO

As 214 sequéncias foram alinhadas e editadas no programa MEGA 6.06

(Tamura et al., 2013), o que permitiu a visualizacdo das diferencas nucleotidicas

entre os individuos. Foi utilizada a ferramenta online BLAST e a plataforma DNA

Surveillance (Ross et al., 2003) para a confirmacao da espécie.

3.6 ANALISES DAS SEQUENCIAS E REDE DE HAPLOTIPOS

Foram feitos trés testes de estruturacdo para comparar as bacias oceénicas ,

o primeiro analisando Oceano Atlantico Sul, o segundo Atlantico Sul comparado

com o Oceano Pacifico, Oceano Indico, Oceano Atlantico Norte e Oceano Antartico

e o terceiro teste realizando comparacdes de localidades no Oceano Pacifico.

O programa Arlequin v.3.11 (Excoffier et al., 2010) foi utilizado para

calcular: os indices de diversidade nucleotidica e haplotipica; o nimero de haplotipos



encontrados para cada localidade amostrada; realizar testes de estruturagdo
populacional, segundo andlise de variancia molecular (AMOVA) e teste de
estruturagéo (Fsr); a Distribuicdo Mismatch, que calcula a distribui¢do do numero de
diferencas entre pares de haplotipos podendo estimar parametros de demografia e
expansdo populacional; testes de neutralidade seletiva usando os testes D de Tajima
(1989) e Fs de Fu (1997).

O programa DNAsp (Rozas et al., 2010) foi utilizado para calcular o nimero
de haplétipos para a populagdo total, nimero de mutagdes e sitios polimérficos, além
de gerar os arquivos de entrada para os programas Arlequin e PopArt. As redes de
haplotipos foram construidas por meio dos calculos Median-Joining através do
programa PopArt (Leigh & Bryant, 2015). Essas redes sao usadas na analise de dados
genéticos populacionais, para visualizar as relacbes genealdgicas no nivel
intraespecifico, bem como para inferir sobre a biogeografia e a historia evolutiva das
populacdes (Bandelt et al., 1999).

4. RESULTADOS
4.1 OCEANO ATLANTICO SUL (BRASIL)

As cinco sequéncias editadas e alinhadas resultaram em fragmentos de 700
pb. Apoés a adicdo de uma sequéncia do Brasil (Oceano Atlantico Sul) retirada do
GenBank, os fragmentos ficaram com 695 pb, totalizando seis sequéncias. Com as
ferramentas BLAST e DNA Surveillance foi comprovado que as amostras eram da

especie P. electra.

Para as amostras do Brasil foram encontrados quatro haplétipos e sete sitios
variaveis. A frequéncia dos haplo6tipos 1 e 4 ocorreu em quatro dos seis individuos.
Os outros dois hapl6tipos foram encontrados em apenas um individuo (Apéndice A).
A diversidade haplotipica foi 0,8667+ /- 0,1291 e a nucleotidica foi 0,004508 +/-
0,003131. A rede de hapldtipos também mostrou a frequéncia dos haplétipos 1 e 4

(Fig. 6).
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. Dceano Atlantico Sul

Figura 6. Rede de haplotipos representando as relagdes entre os haplétipos de P. electra no
Oceano Atlantico Sul (Brasil). O tamanho dos circulos € proporcional ao nimero de
individuos que possuem esse hapl6tipo. A cor vermelha representa a localidade, conforme

identificado na legenda.

42 OCEANO ATLANTICO SUL (BRASIL) X OUTRAS BACIAS
OCEANICAS

No total foram 214 sequéncias analisadas, sendo 209 baixadas do GenBank
e 5 foram geradas nesse estudo. Ap6s o alinhamento e edicdo foram obtidos
fragmentos de 415 pb. Com as ferramentas BLAST e DNA Surveillance todas as
sequéncias adicionadas apresentaram alto percentual de homologia com a espécie P.

electra, confirmando sua identificagéo.

Foram encontrados 29 haplétipos e 20 sitios variaveis (Apéndice B). Os
haplo6tipos 1 e 2 foram os mais frequentes, e a localidade com maior namero de
haplotipos foi o Oceano Pacifico (OP), sendo encontrados 20 haplotipos. Para o
Oceano Atlantico Norte (OAN) foram encontrados trés haplotipos. Para o Oceano
indico (OI) foram encontrados seis hapldtipos. No Oceano Atlantico Sul (OAS)
foram encontrados quatro hapldtipos. Para o Oceano Antartico (OA) foi encontrado
um hapldtipo, pois so6 tinha uma amostra para essa localidade. A rede haplotipica
demonstrou poucos compartilhamentos tais como, no Hapldtipo 1: OP, Ol e OAS.
Haplétipo 2: OP e OAN; Haplétipo 13: OP e OA (Fig.7).
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A diversidade haplotipica total foi 0,8453 +/- 0,0161 e a nucleotidica foi
0,004808 +/- 0,003016. Os indices de diversidade nucleotidica () e haplotipica (h)
do Oceano Antértico (OA) demonstraram valores zero, devido a presenca de um
haplotipo nessa localidade (Tab. 2).

Para 0o Oceano Antértico (OA) o valor de D de Tajima foi zero e o Fu’Fs
néo foi calculado por ter apenas uma amostra. Para as outras localidades os valores
encontrados do teste de neutralidade D de Tajima e Fu’Fs foram de D= -1,08631
(p=0,127) e Fs= -18,77078 (p=0,00). Os valores de D de Tajima ndo foram
significativos, contudo, o teste de Fu’Fs para o Oceano Pacifico (OP) deu

significativo, 0 que pode evidenciar uma expansao populacional (Tab. 2).

Tabela 2. Diversidade genética da regido controle do DNA mitocondrial nas populacfes de
P. electra. Populacdes do Oceano Pacifico (OP), Oceano indico (Ol), Oceano Atlantico
Norte (OAN), Oceano Atlantico Sul (OAS) e Oceano Antartico (OA). N — nimero de
amostras; S - sitios polimoérficos; H — nimero de hapl6tipos; h — diversidade haplotipica; ()
- Diversidade nucleotidica. indices de neutralidade: D de Tajima e FS de Fu (p<0,02). Valor

significativo em negrito.

Populagéo N S H h () D Fsde Fu
OP 184 16 20 0,8155 +/- 0,004573 +/- | D=-0,8188 Fs=-8,32339
0,0183 0,002902
(p=0,214) (p=0,008)
Ol 9 7 6 0,8889 +/- 0,005770 +/- D=-0,3233 Fs=-1,71693
0,0910 0,003920
(p=0,413) (p=0,099)
OAN 14 4 3 0,6264+/- 0,004300 +/- D=1,36817 Fs=2,24952
0,1045 0,002967
(p=0,905) (p=0,88)
OAS 6 7 4 0,8667 +/- 0,004508 +/- | D=-0,0604 Fs=-0,02372
0,1291 0,003131
(p=0,474) (p=0,412)
OA 1 0 1 1,0000 +/- 0,00000 +/- D= 0,00000 -
0,0000 0,000000
(p=1,00)
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A analise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que o percentual de
variacdo dentro das populagdes foi de 87,74%, e entre as populacdes houve um
percentual de 12,26%, evidenciando que houve uma maior diversidade dentro das
populagdes do que entre. Os valores de Fst demonstraram valores significativos para
algumas localidades (Tab. 3). O grafico de distribuicdo Mismatch evidenciou uma

curva multimodal para todas as populacées (Fig. 8).

Tabela 3. Fsr par a par das populagdes de P. electra. Distancia / Valor de p; p= <0,05.
Populagdes do Oceano Pacifico (OP), Oceano indico (Ol), Oceano Atlantico Norte (OAN),
Oceano Atlantico Sul (OAS) e Oceano Antartico (OA). Valores significativos em negrito.

Populacdes OP Ol OAN OAS OA
OoP - - - - -
ol 0,05540/ - - - -
0,09910
OAN 0,13572/ | 0,15623/ - - -
0,00000 0,03604
OAS 0,19731/ | 0,19660/ | 0,29769/ - -
0,01802 0,01802 0,00000
OA -0,20128/ | -0,34375/ | 0,10989/ 0,08235/ -
0,99099 0,99099 0,99099 0,99099
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Figura 8. Distribuicdo mismatch da regido controle do DNA mitocondrial de P. electra no
Oceano Pacifico (A), Oceano Indico (B), Oceano Atlantico Norte (C) e Oceano Atlantico
Sul (D) . O eixo x mostra 0 numero de diferencas entre os pares de hapl6tipos, e o eixo y
mostra a frequéncia das diferengas. As colunas indicam os valores observados, enquanto a
linha representa os valores simulados.

4.3 OCEANO PACIFICO

No Oceano Pacifico foram avaliadas seis localidades, Kohala, Guam,
Johnston, Ilhas Havaianas, Palmyra e Pacifico, no qual o Pacifico sdo sequéncias que
ndo possuia localizagdo definida. O teste de AMOVA evidenciou uma maior
variacdo dentro das populagdes, sendo de 90,26%. Os valores de Fst obtiveram

alguns valores significativos (Tab.4).

Os testes de neutralidade D de Tajima mesmo dando valores negativos néo
obtiveram significancia. O Fu’Fs ndo demonstrou valores significativos. As
localidades demonstraram alta diversidade haplotipica e baixa diversidade
nucleotidica, entretanto, os indices para Guam foram baixos devido ao baixo numero
de haplétipos (Tab. 5).
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Tabela 4. Fsr par a par das populagdes de P. electra no Oceano Pacifico. Distancia / VValor
de p; p= <0,05. Populagdes de Kohala (KO), Guam (GU), Johnston (JO), llhas Havaianas
(IH), Palmyra (PA) e Pacifico (PAC). Valores significativos em negrito.

Populagdes KO GU JO IH PA PAC
KO - - - -
GU 0,34523/ - - - -
0,00000

JO 0,30529 / 0,58435/ - - -
0,00000 0,05405

IH 0,08274/ 0,14932/ 0,22491/ - - -
0,00000 0,10811 0,00000

PA 0,05143/ 0,18347/ 0,28703/ 0,03171/ - -
0,02703 0,11712 0,00000 0,01802

PAC 0,16562 / 0,04545 / 0,47239/ 0,00579/ | -0,02399/ -

0,10811 0,79279 0,02703 0,34234 0,36036

Tabela 5. Diversidade genética da regido controle do DNA mitocondrial nas populagoes de
P. electra no Oceano Pacifico. Populagbes de Kohala (KO), Guam (GU), Johnston (JO),
Ilhas Havaianas (IH), Palmyra (PA) e Pacifico (PAC). N — nimero de amostras; S - sitios
polimérficos; H — nimero de hapl6tipos; h — diversidade haplotipica; () - Diversidade
nucleotidica. indices de neutralidade: D de Tajima e FS de Fu (p<0,02).

Populagéo N S H h () D Fs de Fu
KO 43 6 6 0,6401 +/- | 0,003418 +/- | D=0,51983 | Fs=0,32630
0,0532 0,002276 (p=0,652)
(p=0,711)
GU 2 2 2 1,0000+/- 0,004115+/- | D=0,00000 | Fs=0,69315
0,5000 0,005040
(p=1,00) (p=0,375)
JO 10 4 4 0,7111+/- 0,002652+/- D=-0,3395 | Fs=-0,34778
0,1175 0,002046
(p=0,361) (p=0,313)
IH 70 12 14 | 0,8484 +/- | 0,004129 +/- | D=-0,5436 Fs=-4,68227
0,0248 0,002610
(p=0,349) (p=0,026)
PA 56 |10 8 0,7364 +/- | 0,003843 +/- | D=-0,3983 | Fs=-0,49653
0,0384 0,002477
(p=0,405) (p=0,461)
PAC 3 2 2 0,6667 +/- | 0,002743 +/- | D=0,00000 | Fs=1,06087
0,3143 0,002819
(p=0,928) (p=0,601)
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A rede haplotipica demonstrou que os haplétipos 1 e 2 foram os mais

frequentes, e a localidade com maior nimero de hapl6tipos foi as Ilhas Havaianas,

sendo encontrados 14 hapl6tipos, oito compartilhamentos foram evidenciados, tais

como, no Hapldtipo 1: KO, GU, JO e IH. Hapldtipo 2: PA, IH, GU, KO e PAC,;
Haplétipo 3: GU e IH; Haplotipo 5: KO e IH; Haplotipo 7: IH, JO e KO; Hapldtipo
8: JO e IH; Haplétipo 9: IH, PA e JO; Haplotipo 17: PA e PAC (Fig. 9).
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Figura 9. Rede de haplétipos representando as relagdes entre os haplétipos de P. electra no

Oceano Pacifico. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de individuos que

possuem esse haplotipo. Cada cor representa uma localidade, conforme identificado na

legenda.
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5. DISCUSSAO
5.1 OCEANO ATLANTICO SUL (BRASIL)

Como a espécie P. electra é pouco conhecida ainda ndo é possivel se inferir
o real estado de conservagdo de suas populacfes. Contudo, sugere-se que essa

espeécie pode apresentar populac6es regionais diferenciadas (Aschettino et al., 2012).

Os parametros genéticos de diversidade haplotipica e diversidade
nucleotidica da regido controle do mtDNA podem contribuir com a avaliagdo do
estado atual da populacdo de uma determinada espécie (Bandelt et al., 1999). Valores
de alta diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica indicam que essa
populacdo pode ter sofrido uma expansdo (Hedrick, 2005). Nas analises genéticas
deste estudo foi detectado esse padréo, no entanto, devemos nos atentar que esse
dado ndo é robusto, uma vez que temos poucos individuos amostrados até o

momento.

O baixo nimero amostral das sequéncias do Brasil nos impossibilitou de
realizar testes adequados de AMOVA e Fst, 0 que ndo nos permite conclusdes
robustas sobre como a dinamica populacional da espécie se encontra. No entanto,
foram registrados os haplotipos encontrados para a Bacia de Santos até 0 momento e
apresentados dados iniciais sobre a diversidade genética da espécie, principalmente
se esses hapldtipos sdo compartilhados com outras localidades, como sera

apresentado no topico a seguir.

5.2 DIFERENTES BACIAS OCEANICAS

A espécie P. electra para as bacias oceanicas, Oceano Atlantico Sul, Oceano
indico e Oceano Pacifico apresentou uma diversidade haplotipica alta e nucleotidica
baixa, 0 que sugere que essa populacdo sofreu uma expansdo. Tal fato pode ser
também complementado quando a rede haplotipica gerada apresenta uma estrutura

em formato de estrela (Slatkin & Hudson, 1991), como encontrado nesse estudo.

Os testes de AMOVA evidenciaram que o percentual de varia¢do foi maior
dentro das populagdes do que entre elas. Os valores de Fst foram significativos para

todas as comparacdes entre os Oceano Atlantico Norte, Oceano Atlantico Sul,
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Oceano Pacifico e Oceano indico, demonstrando que a popula¢do possa ter uma

estruturacdo entre as diferentes bacias.

Os testes de neutralidade também indicam se a populagéo esta em expansao
ou ndo. Os valores negativos de D de Tajima sugerem expansédo populacional, e o0s
valores positivos podem sugerir a existéncia de um gargalo populacional recente
(Tajima, 1989). Para que os valores do Fu’Fs sejam considerados significativos eles
terdo que estar abaixo de 0,02 (Fu, 1997). Os testes de neutralidade D de Tajima
mesmo dando valores negativos ndo obteve significancia. O grafico de Distribuigédo
Mismatch exibiu uma curva multimodal para todas as localidades, o0 que sugere que
as populagdes ndo estejam em expansao e sim em equilibrio. A rede de hapl6tipos
possui uma conformacdo de estrela com haplétipos de maior frequéncia dando
origem a haplotipos de menor frequéncia e unicos, no qual, os haplétipos mais
comuns ndo estdo intimamente relacionados entre si, sendo encontrados em quase
todas as localidades, um formato de demonstra expansdo. Apenas quatro haplétipos
foram compartilhados entre as bacias, 0 Haplétipo 1 encontrado no Oceano Pacifico,
indico e Atlantico Sul, o Hapl6tipo 2 no Oceano Pacifico e Oceano Atlantico Norte
(haplotipos de maior frequéncia), o Haplétipo 13 compartilhado entre os Oceano
Pacifico e Oceano Antartico. O mesmo padrdo de rede foi encontrado no estudo
Martien (2017).

5.3 OCEANO PACIFICO

Como o Oceano Pacifico demonstrou um alto nimero amostral, uma alta
diversidade haplotipica sendo a Unica populacdo a obter um valor significativo do
teste Fu’Fs, fez se necessario analises para averiguar se nessa localidade continham
populagOes diferentes e se estavam estruturadas. Entretanto, os valores de Fsrt
demonstraram que as populacgdes tiveram uma diferenciacdo baixa entre si e o teste
de AMOVA evidenciou que houve uma maior variacdo genética dentro das
populagdes do que entre elas. A rede de haplotipos ndo demonstrou separagdo em
haplogrupos, sendo que hapl6tipos foram compartilhados em todas as regides,
indicando fluxo génico entre as localidades. Os testes de neutralidade ndo obtiveram
significancia e o gréafico de distribuicdo Mismatch exibiu uma curva multimodal,

sugerindo que a espécie P. electra no Oceénico Pacifico encontra-se em equilibrio.
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5.4 IMPLICACOES DE NOVOS ESTUDOS GENETICOS

As populagdes mais bem estudadas desta espécie sdo aquelas ao redor das
principais ilhas havaianas, tendo varios estudos sobre o comportamento e a estrutura
da espécie. Para avaliar a estrutura populacional dessas, Aschettino et al., (2012)
utilizaram fotoidentificacdo e monitoramento do uso do habitat da espécie a fim de
descrever a existéncias de varias populacfes nesse local. Todos os esforcos foram
feitos para identificacdo com fotos de todos os individuos dentro de um grupo. A
estrutura populacional foi avaliada com base em associacdes de individuos entre
grupos. Neste estudo citado, as associacgdes, avistamentos e locais de encontro foram
fundamentais para que o0s autores evidenciassem a existéncia de pelo menos duas
populacdes do golfinho-cabeca-de-meldo nas aguas havaianas. As quais eles
classificaram como populacao residente (a menor) e populacdo principal (a maior).
Eles ainda abordam que a existéncia de uma populacdo residente sugere que pode
haver outras popula¢des de golfinhos-cabeca-de-meldo associadas a ilhas no Havai,
e caso houver, de fato, outras pequenas populacdes da espécie podem estar usando
exclusivamente nichos especificos da ilha. Esses animais podem estar em maior
risco, ameacgados por fatores diferentes, incluindo interagBes de pesca e ruido
antropogénico de alta intensidade. Como esses resultados foram obtidos por meio da
fotoidentificacdo, os proprios autores relatam que analises genéticas sao necessarias

para avaliar o nivel de diferenciacdo entre essas populacdes.

Martien e colaboradores (2017) realizaram um estudo genético pioneiro no
Oceano Pacifico, Oceano Atlantico Norte e Oceano Pacifico, principalmente nas
regibes das Ilhas Havaianas a fim de avaliar a estrutura populacional de P. electra a
nivel regional e global, bem como identificar se esses animais apresentam padroes
de diferenciacdo genética semelhante a outras espécies da subfamilia
Globicephalinae, tendo avaliado também as populagdes das Ilhas Havaianas citada
no estudo anterior. O estudo concluiu que o golfinho-cabega-de-mel&o n&o possui 0s
mesmos padrdes de divergéncias mitocondriais das outras espéecies da subfamilia.
Ademais as duas populacbes nas ilhas havaianas realmente possuem uma
diferenciacdo, entretanto quando analisaram as bacias oceénicas, concluiram que a
espécie possui haplétipos intimamente relacionados, que mesmo sendo de diferentes
bacias oceanicas eles podem ser da mesma populacdo. Os autores ainda reforgcam que

novas analises de amostras globais seriam valiosas para elucidar os padrbes de
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conectividade entre as populacdes de P. electra particularmente entre populac6es

oceanicas, sendo o primeiro estudo a fazer analise genética para P. electra.

O presente estudo é o segundo a realizar estudos genéticos populacionais da
regido controle do DNA mitocondrial sobre a espécie P. electra em bacias oceénicas,
e 0 primeiro a trazer informages iniciais sobre andlises genéticas da espécie no
Brasil. Novos estudos devem ser realizados incluindo novas amostras, para melhor
esclarecimento sobre os padrGes de estruturacdo, e como as populacdes estdo

intimamente ligadas.

6. CONCLUSOES

Este é o primeiro trabalho a apresentar dados sobre a genética da espécie no
Brasil, no qual a populacdo apresentou uma alta diversidade haplotipica e baixa
nucleotidica e que esta diferenciada das populacfes das outras bacias oceénicas. As
informacgBes sobre a diversidade genética da espécie Peponocephala electra
adquiridas neste estudo sdo fundamentais para uma compreensao futura de como a

espécie se encontra e como as populacdes se relacionam ao longo de sua distribuicao.
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APENDICES

APENDICE A. Sitios variaveis de 695 pb da regido controle do DNA mitocondrial de P. electra determinando quatro hapl6tipos e suas respectivas frequéncias.

Haplotipos 97 233 302 304 370 394 604 | Frequéncia

1
1 T C G C T T G 2

1
2 - - A T C - - 1

1
3 C - A - C C - 1

1
4 - T - - C - A 2

APENDICE B. Sitios variaveis de 415 pb da regigo controle do DNA mitocondrial de P. electra quando analisados os Oceanos Atlantico Norte, Oceano

Atlantico Sul, Oceano Pacifico, Oceano indico e Oceano Antartico. Estdo apresentados 29 hapl6tipos com suas respectivas frequéncias. H: haplétipos; F:
frequéncia
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