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RESUMO

O Stenella coeruleoalba é um pequeno cetaceo peldgico da familia Delphininae que
apresenta uma ampla distribuicdo e pode ser encontrado em aguas tropicais e temperadas
dos oceanos Atlantico, Pacifico e Indico, bem como em mares adjacentes, como o Mar
Mediterraneo. O presente estudo teve por objetivo analisar a regido do citocromo b (Cit-b) e
a regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial de individuos do Nordeste e do Sul do
Brasil (Oceano Atlantico Sul), além de compara-las com sequéncias de golfinhos-listrados
provenientes do Oceano Atlantico Norte, e com isso avaliar os indices de diversidade e a
presenca ou a auséncia de estruturacdo genética entre as diferentes localidades. Os S.
coeruleoalba do Brasil apresentaram uma alta diversidade genética para ambos o0s
marcadores mitocondriais analisados (D-loop: h= 0,984; n= 0,294; Cit-b: h= 0,848; n=
0,249) e considerando o marcador Cit-b constituem duas populagdes (FST= 0,180; P=
0,045). Uma diferenciacéo significativa entre as unidades amostrais de S. coeruleoalba do
Atléantico Norte e do Atlantico Sul foi verificada a partir dos dois marcadores mitocondriais
avaliados (D-loop: FST= 0,034/ P= 0,009; Cit-b: FST= 0,130/ P= 0,026). Ademais, com a
regido D-loop, foi possivel evidenciar estruturacdo genética entre dois grupos de golfinhos-
listrados do Mar Mediterraneo (FST= 0,0913/ P= 0,000). N&o foi possivel identificar
estruturacdo entre os individuos do oeste do Oceano Atlantico Norte com as unidades
amostrais do Brasil, mesmo estes ndao apresentando compartilhamento de haplétipos. Tal
fato sugere que estas unidades possam ter surgido de linhagens proximas geneticamente e
ainda fazem parte de uma mesma populacdo. Até entdo, nenhum estudo genético
populacional com a espécie S. coeruleoalba havia sido realizado no Oceano Atlantico Sul.
Entender como os golfinhos-listrados encontram-se estruturados € de suma importancia
para compreender a genética destes individuos e assim definir estratégias de conservagédo

adequadas para cada populacéo identificada.

Palavras-chave: Citocromo b, Diversidade genética, D-loop, Delphininae, golfinho-

listrado.



ABSTRACT

The Stenella coeruleoalba is a small pelagic cetacean from the Delphininae family
that is widely distributed and can be found in tropical and temperate waters of the Atlantic,
Pacific and Indian Oceans, as well as in adjacent seas, such as the Mediterranean Sea. The
present study aimed to analyze the cytochrome b (Cit-b) region and the control region (D-
loop) of the mitochondrial DNA of individuals from the Northeast and South of Brazil
(South Atlantic Ocean), as well as comparing them with Sequences of striped dolphins from
the North Atlantic Ocean, and with that to evaluate the diversity indexes and the presence or
absence of genetic structuring between the different localities. The S. coeruleoalba of Brazil
presented a high genetic diversity for both mitochondrial markers analyzed (D-loop: h =
0.984, m = 0.294, Cit-b: h = 0.848, = = 0.249) Two populations (FST = 0.180, P = 0.045). A
significant difference between the sample units of S. coeruleoalba of the North Atlantic and
South Atlantic was verified from the two mitochondrial markers evaluated (D-loop: FST =
0.034 / P = 0.009; Cit-b: FST = 0.130 / P = 0.026). In addition, with the D-loop region, it
was possible to evidence genetic structure between two groups of striped dolphins of the
Mediterranean Sea (FST = 0.0913 / P = 0.000). It was not found structuring between the
individuals of the western North Atlantic Ocean with the sample units of Brazil, even
though these did not present haplotype sharing. This fact suggests that these units may have
arisen from genetically close lineages and are still part of the same population. Until then,
no population genetic study with the S. coeruleoalba species had been carried out in the
South Atlantic Ocean. Understanding how the striped dolphins are structured is of
paramount importance in order to understand the genetics of these individuals and thus to
define adequate conservation strategies for each species.

Key words: Cytochrome b, Genetic diversity, D-loop, Delphininae, striped dolphin.



INTRODUCAO

Os cetadceos encontram-se subdivididos em dois grupos dentro da Ordem
Cetartiodactyla: Mysticeti e Odontoceti. Os misticetos possuem como representantes o
grupo das baleias e sdo caracterizados por apresentarem estruturas denominadas barbatanas,
que sdo responsaveis por filtrar o alimento encontrado na agua. Esse grupo possui quatro

familias e 14 espécies, sendo todas com distribuicdo exclusivamente marinha.

Os odontocetos sdo cetaceos caracterizados por possuirem dentes, uma Unica
denticdo permanente que, em geral, eclode durante o periodo de amamentacdo. Esses
compdem a maior diversidade de espécies dentre os cetaceos, dividindo-se em 10 familias e
74 espécies (Lodi e Borobia, 2013).

Dentre os odontocetos, o género Stenella (Gray, 1866), familia Delphininae,
apresenta cinco espécies de golfinhos encontrados mundialmente em areas tropicais,
subtropicais e em oceanos temperados. Duas espécies deste género sdo endémicas do
Oceano Atlantico, do Golfo do México e do Caribe: o Stenella frontalis (Cuvier, 1829),
conhecido popularmente como o golfinho-pintado-do-Atlantico e o Stenella clymene (Gray,
1850), conhecido como golfinho-de-Clymene. As outras trés espécies do género Stenella
séo o S. attenuata (Gray, 1846) golfinho-pintado-Pantropical, o S. longirostris (Gray, 1828)
golfinho-rotador e o S. coeruleoalba (Meyen, 1833), conhecido popularmente como
golfinho-listrado (Moreno et al., 2005).

Stenella coeruleoalba é um pequeno cetaceo pelagico (Figura 1) que possui o plano
corporal semelhante a maioria dos representantes oceanicos de pequeno porte da sua
familia: corpo fusiforme com focinho longo e bem demarcado, longas barbatanas dorsais e
cauda com aletas finas (Perrin et al., 1999). No entanto, os S. coerulealba possuem um
padrdo de coloracdo caracteristico, que consiste em manto dorsal negro, lateral cinza e
ventre branco, além de duas faixas negras que seguem perpendiculares ao corpo, uma do

olho ao &nus e outra do olho as nadadeiras peitorais (Maia-Nogueira et al., 2001).
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Figura 1. Stenella coeruleoalba (golfinho-listrado).

Os individuos adultos desta espécie podem medir até 2,6 metros de comprimento,
onde os machos sdo ligeiramente maiores que as fémeas. Seu peso maximo é de cerca de
160 kg. Estes animais geralmente sdo encontrados em grupos de 25 a 100 individuos, mas ja
foram vistos em grupos maiores de centenas e até mesmo milhares. Os golfinhos-listrados
se alimentam de uma dieta diversificada, composta por varias espécies de peixes e de

cefalépodes presentes em toda a coluna de agua (Jeferson et al., 1994).

Os S. coeruleoalba estdo amplamente distribuidos e podem ser encontrados em
aguas tropicais e temperadas dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico, bem como em mares
adjacentes, incluindo o Mar Mediterraneo (IUCN, 2017) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo geografica dos golfinhos-listrados em amarelo (IUCN, 2017).



Os cetaceos, de modo geral, enfrentam um numero crescente de ameacgas antropicas.
Milhares de odontocetos morrem todos os anos devido as capturas acidentais e intencionais
em todo o mundo. Além disso, esses sofrem com outras ameacas, como a degradacdo do
habitat, condi¢bes climaticas desfavoraveis, a poluicdo dos ambientes aquaticos e o
aumento do trafego de embarcagdes. Como agravante, o conhecimento sobre este grupo
ainda é limitado. Esta falta de informacdo ofusca, muitas vezes, o real estado de
conservacao dos pequenos cetaceos, sendo responsavel pelo declinio de inUmeras espécies
(ICMBio, 2011). De acordo com o Plano Nacional para a Conservacdo de Pequenos
Cetaceos, os golfinhos-listrados apresentam sérias ameacas, como as capturas intencionais
devido a caca, a captura incidental em redes de pesca, a sobrepesca dos recursos comuns e a
poluicdo quimica (ICMBio, 2011).

Mundialmente, a espécie S. coeruleoalba estéd categorizada segundo os critérios da
IUCN (2017) como pouco preocupante, pois sua populacdo estimada é de mais de dois
milhGes de individuos em todo o mundo. Contudo, pouco se sabe sobre a estruturacao
populacional desta espécie. Na Europa, os golfinhos-listrados possuem um status variado.
Os individuos que habitam o Mar Mediterraneo estéo categorizados como vulneraveis, pois
foram, e estdo atualmente, sujeitos a uma série de ameacas, que cumulativamente reduziram
seu tamanho populacional (IUCN, 2017). Dentre estas ameacas pode-se citar uma infeccao
epizootica causada por um morbilivirus (DMV), que em 1990 matou milhares de golfinhos-
listrados no Mar Mediterraneo (Domingo et al., 1992; Domingo et al., 1995; Gonzélez et
al.,, 2002), a presenca de poluentes organoclorados com potencial para efeitos
imunossupressores (Aguilar et al., 1994) e elevadas concentracdes de compostos quimicos
diagnosticados nos tecidos destes individuos (Andre et al., 1991; Marsili et al., 1996;
Monaci et al., 1998; Cardellicchio et al., 2002).

Os golfinhos-listrados do Atlantico Norte Oriental, costa do continente europeu, ndo
mostram evidéncia de declinio populacional, mesmo com o0s problemas ocorridos no
Mediterraneo. No entanto, pouco se sabe sobre este grupo e o tamanho desta populacéo é
desconhecido, o que faz com que a espécie no Atlantico Norte Oriental seja mantida na
categoria “DD” (deficiente de dados) (IUCN, 2017).

Alguns fatores dificultam os estudos com cetdceos ao redor do mundo. A
dificuldade de visualizagdo desses animais e de coleta de material para pesquisa sdo 0S
principais fatores limitantes. Devido as adversidades para o acesso ao animal in vivo,
estudos genéticos com carcacas tém sido realizados a fim de ampliar o conhecimento dessas

espécies.



Desde as decadas de 70-80, a molecula do DNA mitocondrial (ntDNA) passou a ser
muito utilizada em estudos de estrutura populacional (Baker et al., 1998; Bérubé et al.,
1998; Natoli et al., 2004), relagdes filogenéticas (Dalebout et al., 2002; Balard & Rand,
2005) e quanto ao entendimento de varios aspectos bioldgicos e evolutivos (Wilson et al.,
1985; Moritz et al., 1987; Wooding et al., 1997, Jackson et al., 2009; Archer et al., 2013).
Este interesse surgiu principalmente pelas caracteristicas apresentadas pelo genoma
mitocondrial, tais como: ser um genoma de heranca materna, pequeno e circular, possuir
auséncia de recombinacdo, 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).

Em estudos populacionais e evolutivos, o emprego do mtDNA ocorre por este
apresentar alteragfes no tamanho total da molécula devido a insercdes e dele¢bes, possuir
uma alta taxa de substituicdes de base e devido a alta frequéncia de translocacdes de genes
codificadores de tRNA, o que ocasiona alteraces na ordem génica entre organismos
filogeneticamente relacionados (Arias et al., 2003) e torna os marcadores mitocondriais
mais sensiveis para detectar subdivisfes de populagbes do que os marcadores nucleares.

Varios estudos populacionais ja foram desenvolvidos para cetaceos utilizando os
marcadores mitocondriais D-loop e Cit-b. Dentre os estudos com o marcador D-loop pode-
se citar com os géneros Delphinus e Tursiops (Natoli et al., 2005; Natoli et al., 2008) e com
as espécies Stenella longirostris (Andrews et al., 2006; Andrews et al., 2010; Viricel et al.,
2016), Stenella attenuata (Courbis et al., 2014), Pontoporia blainvillei (Gariboldi et al.,
2016) e Delphinus delphis (Zanardo et al., 2016).

Quanto ao marcador Cit-b citam-se os trabalhos com Odontocetos e Misticetos
(Arnason et al., 1996); baleias (May-Collad et al., 2005; Sholl et al., 2013), Stenella
frontalis (Caballero et al., 2008), Delphinus delphis (Amaral et al., 2012) e Stenella
clymene (Amaral et al., 2014).

Andrews et al. 2006, a fim de obter uma visdo sobre a diversidade genética e a
estrutura da populacao de S. longirostris ao longo do arquipélago havaiano, realizaram um
estudo de genética populacional a partir de analises da regido controle do mtDNA (D-loop).
Foi possivel identificar uma alta diversidade genética e uma estruturacao significativa entre
os individuos de golfinho-rotador, onde os maiores indices de diversidade genética foram
encontrados em Ilha Grande (h= 0,716; = 0,0082) ¢ os menores indices na Ilha Kure (h=
0,399; 7= 0,0025).

Para o género Stenella, Oremus et al. 2007, a partir de analises do mtDNA e nuclear

apresentaram uma abordagem genética e demografica para descrever o isolamento e o
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intercambio dos golfinhos-rotadores (Stenella longirostris longirostris) entre as
comunidades da Polinésia Francesa. As andlises genéticas indicaram a presenca de um fluxo
génico restrito entre comunidades vizinhas e um elevado indice de diversidade genética (h=
0,90; = 1,48), o que sugere uma estrutura de metapopulagdo, baseada em numerosas
comunidades insulares conectadas através do fluxo genético masculino e feminino.

Oremus et al. 2008 avaliaram a estrutura populacional, a diversidade genética e o
sistema social de quatro espécies de cetaceos: o golfinho-rotador (S. longirostris), a baleia-
piloto de barbatana longa (Globicephala melas), a baleia-piloto de barbatana curta
(Globicephala macrorhynchus) e o golfinho-de-dentes-rugosos (Steno bredanensis). Foram
utilizados marcadores mitocondriais e nucleares, além de dados de observacdo, como foto-
identificacdo e encalhes em massa, em individuos da Polinésia Francesa. Com relagdo aos
golfinhos-rotadores, foi possivel identificar a presenga de comunidades distintas com fluxo
génico restrito para ambos os marcadores (MtDNA: FST = 0,143; P<0,001; microssatélite:
FST = 0,029; P<0,001), além de altos niveis de diversidade genética (h= 0,92; n= 1,59).
Ndo houve evidéncia de efeito gargalo recente o que sugere a presenca de uma

metapopulagdo conectada através de um baixo fluxo génico masculino e feminino.

Ao identificar diferentes comportamentos sociais entre individuos de golfinhos-
rotadores (S. longirostris) em duas regides do arquipélago havaiano, Andrews et al. 2010, a
partir de analises de mtDNA e de 10 loci microssatélites, investigaram a influéncia destas
diferencas ambientais e sociais na estrutura genética da populacdo. Foi possivel identificar
separacOes populacionais entre a maioria das ilhas avaliadas, sendo que as populagdes com
estrutura social mais estavel possuem maior fluxo génico e as populagdes com grupos
dindmicos e estrutura social fluida tem o menor fluxo genético. A partir desta analise,
sugere-se que o fluxo génico, a dispersdo e a estrutura social sdo influenciados pela
disponibilidade de habitat e recursos em cada ilha, além disso, a estrutura genética e social
sdo caracteristicas flexiveis que podem variar entre popula¢fes intimamente relacionadas.
Os indices de diversidade variaram para as localidades analisadas, o maior indice de
diversidade haplotipica encontrado foi de 0,975 enquanto o menor foi de 0,200. Quanto a

diversidade nucleotidica o maior indice encontrado foi de 7= 0,0197 ¢ o menor foi 0,0014.

Quanto ao litoral brasileiro, estudos de diversidade genética e estruturagdo em
individuos de S. longirostris utilizando marcadores mitocondriais e microssatélites ja foram
realizados. Volpi (2012), a partir de analises das regibes mitocondriais D-loop e COlI,
avaliou a diversidade genética de quatro unidades amostrais ao longo do litoral brasileiro.

Foi possivel identificar uma alta diversidade, a presenca de estruturacdo genética entre estes



grupos e o compartilhamento de haplotipos com golfinhos de outras localidades, como dos

oceanos Indico e Pacifico, além de animais da porg&o norte do Atlantico.

Faria (2013), a partir de analises de marcadores microssatélites analisou os indices
de diversidade em individuos de S. longirostris em nove unidades amostrais do litoral
brasileiro, sendo elas: Ceard, Espirito Santo, Fernando de Noronha, Parana, Pernambuco,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Santa Catarina e S&o Paulo. Foi possivel evidenciar

um alto polimorfismo em todos os sete loci microssatelites analisados.

Caballero et al. 2013 avaliaram a estrutura populacional e a diversidade genética de
Stenella frontalis do Caribe e do Sudeste do Brasil a partir de analises de sequéncias da
regido D-loop do mtDNA e do primeiro intron do gene o-lactalbumina. A partir de
comparagdes com sequéncias de S. frontalis previamente descritas, determinou-se que ha
um elevado numero de haplétipos partilhados entre as populacdes em questdo, alta
diversidade genética para as amostras do Sudeste do Brasil (h=1,0; = 0,027) e do Caribe
(h=0,80; n= 0,009) e diferenciagdo significativa entre as unidades populacionais no nivel
do FST (FST= 0.097; P= 0.038). Estes resultados sugerem a presenca de duas populacbes

separadas nas aguas ao redor da costa atlantica da América do Sul.

Nara (2015) analisou as regides mitocondriais Cit-b, COIl e D-loop de individuos de
Stenella clymene do Nordeste do Brasil e as comparou com sequéncias de S. clymene e da
subfamilia Dephininae obtidas de estudos prévios. Os individuos do Brasil apresentaram
uma alta diversidade genética para ambos os marcadores avaliados, D-loop (h= 1,0; =
0,13), COI (h= 0,98; n= 0,026) e Cit-b (h=0,98; n= 0,007) e provavelmente constituem uma
mesma unidade populacional. Também foi encontrada uma diferenciagdo significativa e
altos valores no nivel de FST entre as unidades populacionais deste golfinho no Atlantico

Norte e no Atlantico Sul.

Alguns estudos genéticos com individuos de S. coeruleoalba foram realizados a fim
de descobrir mais sobre esta espécie e consequentemente colaborar com a sua conservacao.
Dentre esses estudos podemos citar o de Garcia-Martinez et al. 1999, que a partir de
analises de restricdo do mtDNA avaliaram 98 individuos de S. coeruleoalba de diferentes
paises Europeus. Um total de 27 haplétipos foi gerado, no entanto, nenhum haplétipo foi
compartilhado entre 0 Mar Mediterraneo e outras localidades do leste do Oceano Atlantico
Norte, 0 que sugere a existéncia de duas populacGes diferentes com um fluxo génico muito

limitado através do Estreito de Gibraltar.
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Gasparini et al. 2007, a partir de oito loci de DNA microssatélites investigaram 0s
padrdes hierdrquicos de subdivisdo e estrutura genética populacional de S. coeruleoalba
dentro no Mar Tirreno, a fim de testar a hipdtese de que os golfinhos adultos se associam
em grupos de fina escala e que estas associacdes contribuem para a estrutura genética da
populacdo dentro do ambiente heterogéneo do Mar Mediterraneo. Foi possivel detectar
estruturacdo genética entre os mares Adriatico e Tirreno (FST = 0,0047; P= 0,008). Além
disso, a avaliacdo de parentesco demonstrou maior parentesco medio para as fémeas dentro
do que entre os grupos. Os resultados sugeriram que, embora a estrutura social
predominante seja a fusdo e cisdo para esta espécie no Mar Mediterraneo, as associa¢fes de
individuos aparentados em grupos sociais e filopatria criam estrutura genética dentro e entre

as populagoes.

Galov et al. (2009) analisaram o fragmento da regido de controle do mtDNA a fim
de caracterizar geneticamente S. coeruleoalba encontrados mortos encalhados na parte
croata do Mar Adriatico. Os resultados revelaram alta variacdo genética, sete haplo6tipos
unicos, elevada diversidade de hapldtipos e baixa diversidade de nucleotideos (h=0,911; n=
0,006). Esta relacdo e a auséncia de diferenciacdo genética entre os hapl6tipos da regido D-
loop de golfinhos-listrados encontrados encalhados na parte croata do Mar Adriatico e no
resto do Mediterraneo refletem que o golfinho-listrado é uma espécie nao residente na parte

croata do Mar Adriatico.

Até entdo, nenhum estudo genético com a espécie S. coeruleoalba foi realizado no
Oceano Atlantico Sul. Entender como os golfinhos-listrados encontram-se estruturados é de
suma importancia para compreender a genética destes individuos e assim definir estratégias

de conservacédo adequadas para cada populacéo identificada.
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OBJETIVO GERAL:

e Auvaliar a diversidade e a estrutura genética de golfinhos-listrados (Stenella

coeruleoalba) no Oceano Atlantico.

Obijetivos especificos:

e Determinar a partir de marcadores mitocondriais, a frequéncia dos haplétipos, bem

como outros indices de diversidade dos golfinhos-listrados do Brasil;

e Averiguar a existéncia de estruturacdo genética entre golfinhos-listrados amostrados

em duas localidades do litoral brasileiro;

e Analisar ocorréncia de compartilhamento de haplotipos e a existéncia de
estruturacdo entre os golfinhos-listrados amostrados no litoral brasileiro e em outras

regides do Oceano Atlantico.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagédo deste estudo foram utilizadas 14 amostras de tecido muscular de S.
coeruleoalba encontrados mortos em praias do Nordeste (PE e CE) e Sul do Brasil (RS)
(Tabela 1; Figura 3). As amostras foram coletadas e cedidas pela Associacéo de Pesquisa e
Preservacdo de Ecossistemas Aquaticos (AQUASIS), Centro de Mamiferos Aquéticos
(CMA), Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande do Sul (GEMARS) e
pelo Projeto Golfinho-Rotador (PGR).

Apos o encalhe, as carcacas foram retiradas das praias e levadas para laboratério
pelos 6rgdos competentes para a realizagdo de necrdpsia (quando possivel devido ao estado
de decomposicdo das carcacas). Durante o atendimento em praia e a necropsia foram
realizadas andlises morfologicas para a identificacdo da espécie, além da tomada de
medidas e outras informaces basicas do animal. Apos a necropsia, uma amostra de tecido

muscular destes animais (Tabela 1) foi conservada em alcool 70% e armazenada no freezer.

Para esse estudo foram utilizadas as informagfes de identificacdo da espécie,
localidade e sexo dos animais (Tabela 1). Das 14 amostras de golfinho-listrado utilizadas,

trés eram de fémeas, sete eram de machos e quatro ndo tiveram seu sexo definido.
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Tabela 1. Amostras de Stenella coeruleoalba do litoral brasileiro com seus
respectivos sexos (determinados na necrdpsia) e a localizagcdo do

encalhe.

Amostra
SCO01
SCO02
SCO03
SCO04
SCO05
SCO06
SCO07
SCO08
SCO09
SCO10
SCO11
SCO12
SCO13
SCO14

Além das amostras de encalhe foram utilizadas 100 sequéncias do GenBank

Sexo
Indefinido
Fémea
Macho
Macho
Indefinido
Macho
Fémea
Macho
Indefinido
Macho
Macho
Macho
Fémea

Indefinido

Localidade
Fernando de Noronha- PE
Icapui- CE
Pinhal- RS
Tramandai- RS
Arroio do Sal- RS
Tramandai- RS
Tavares- RS
Mostardas- RS
Tramandai- RS
Palmares do Sul- RS
Capéo da Capdo- RS
Fernando de Noronha- PE
Fernando de Noronha- PE

Fernando de Noronha- PE

(www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank), sendo 90 sequéncias da regido D-loop e 10 do citocromo

b (Anexo 1). Todas as amostras da regido D-loop sdo provenientes de individuos coletados

no Oceano Atlantico Norte, sendo 16 amostras do oeste do Oceano Atlantico Norte e 74 do

Mar Mediterraneo. Todas as 10 amostras do Cit-b sdo oriundas de individuos do Mar

Mediterraneo (Figura 3).
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Oceano Atlantico Norte

Oceano Pacifico

Litoral dos Estados Unidos
Mar Mediterraneo
Nordeste do Brasil

Regido Sul do Brasil
Limite de Paises

Figura 3. Localidades do Oceano Atlantico onde foram obtidas as amostras de
Stenella coeruleocalba. As cores representam as diferentes unidades
amostrais avaliadas.

As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Genetica e
Conservacdo Animal (LGCA) do Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES),
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Sdo Mateus, ES e o sequenciamento foi
realizado no Nucleo de Genética Aplicada a Conservacao da Biodiversidade (NGACB) da
UFES em Vitdria, ES.

Extracdo e quantificacdo de DNA

Para a extragdo de DNA utilizou-se o protocolo de solugdo salina (Bruford et al.,
1992). Um pequeno pedaco de aproximadamente 1 cm de musculo foi picotado e colocado
em um microtubo de 1,5 ml com solucdo de lise: 410 pL de Buffer de Extracao*, 80 uL de
SDS 10% e 10 pL de proteinase K (800 unidades/ml). Esta solugdo foi deixada no banho
seco a 55 °C durante a noite toda. Passado este tempo, a solucéo foi centrifugada a 13000
rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 ml, no qual
foram adicionados 180 pL de NaCl (5M). Apo6s inverter esta solugdo 50 vezes para
homogeneizacéo, a solugéo foi centrifugada novamente a 13000 rpm por 5 minutos. Depois
disso, transferiu-se o sobrenadante para um tubo de 1,5 ml contendo 1 ml de isopropanol
gelado (60 M). Apos esse processo homogeneizou-se a solucdo e a centrifugou por 7 min a
13000 rpm. Em seguida, descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 250 pL de etanol 80%

e inverteu-se a solucdo por 50 vezes. Em seguida, centrifugou-se novamente na mesma
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condicéo anterior. O sobrenadante foi descartado novamente, adicionou-se 250 pL de etanol
80% e a solucdo foi invertida e centrifugada nas mesmas condi¢fes anteriores. Depois
disso, o sobrenadante foi descartado. Todo o alcool foi removido colocando-se os tubos
invertidos sobre um pedaco de papel e, em seguida, colocando-0s em banho-maria a 55°C
por aproximadamente 10 minutos. Por fim, o DNA foi ressuspendido com a adic¢do de 20-

50 pL de ddH,0 e armazenado na geladeira a 4°C até a quantifica¢do no dia seguinte.

As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro utilizando-se 1
uL do DNA extraido. As amostras que apresentaram grande concentra¢do de DNA foram
diluidas para 20 ng/pL, a fim de evitar possiveis erros de amplificagdo devido ao excesso de

material genético.

*O Buffer de extracdo utilizado no protocolo de extracdo salina apresenta a
seguinte composic¢do: 500 pL de Tris (1M, pH= 8), 1000 uL de NaCl (5M), 1000 pL de
EDTA (0,5M, pH= 8) e 47500 puL de ddH20 estéril.

Amplificacdo por PCR

Para as reacdes de PCR as amostras foram diluidas para 20 ng/pL e armazenadas no
freezer. Foi realizada a amplificagdo de trés marcadores do mtDNA, a regido (D-loop), a
regido do citocromo b (Cit-b) e a regido do citocromo oxidase subunidade | (COI). As
sequéncias provenientes das regides mitocondriais D-loop e Cit-b foram utilizados para as
analises de estruturacdo e diversidade genética, enquanto as sequéncias do marcador COI

foram utilizadas apenas para a confirmacao das espécies utilizadas neste estudo.

Para a amplificacdo da regido controle do mtDNA (D-loop) utilizou-se o par de
primer FAl (5'-GGCTCTGTGAGGGATATAAAGACA-3' e
5'CAAACCACCCGAGCAACTAATCT-3') (Lee et al., 1995). As reacles apresentaram um
volume final de 12,5 pl e foram compostas de 1- 10 ng de DNA, 7,95 pl de &gua ultrapura,
1,25 mM de tampao 10X (Invitrogen), 1,6 uM de MgCl,, 0,2 uM de cada primer, 0,24 mM
de dNTP e 0,02 u/uL de Taq polimerase (Invitrogen). No termociclador foram programados
0s seguintes passos: 5 min a 95°C, seguido de 35 ciclosde 1 mina 95 °C, 1 mina 48,5 °C, e
1 min a 68°C, e por fim 5 min a 65°C.

O gene do citocromo b (Cit-b) foi amplificado usando os primers (L14724; 5’
TGACTTGAARAACCAYCG TTG 3°) e (5 CCTTTTCCGGTTTACAAGAC 3’) (Leduc

et al., 1999). As reacOes de amplificacdo apresentaram volume final de 12,5ul com 1- 10 ng

15



de DNA, tampdo de PCR 10x (Invitrogen), 1,52 mM de MgCl,, 0,3 uM de cada primer,
0,04 mM de dNTP e 0,2 ul de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e o perfil da PCR foi de
94°C por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 45s, 48°C por 45s e 72°C por 1 min e extensao final
de 72°C por 5 min.

Para realizar a amplificacdo do citocromo oxidase subunidade | (COIl), foram
utilizados os primers: COX1F 5 TGCCTACTCGGCCATTTTAC3” e COXI1R
5 TGAAACCCAGGAAGCCAATAZ" (Amaral et al., 2007). As reacdes foram realizadas
para um volume final de 12,5ul com 1- 10 ng de DNA, tampdo de PCR 10x (Invitrogen),
1,52 mM de MgCl,, 0,3 uM de cada primer, 0,04 mM de dNTP 0,2 ul de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e o perfil da PCR foi de 94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 45s,
52°C por 45s e 72°C por 1 min com extensdo final de 72°C por 8 min.

Depois de amplificados, os fragmentos foram corados com Gelred, visualizados em

gel de agarose (1%) e foto-documentados sob UV em um transluminador (Loccus).
Purificacéo e sequenciamento

Apos a amplificacdo dos fragmentos, as reacdes foram purificadas utilizando a
enzima ExoSap-IT (USB Corporation), a fim de se eliminar inibidores potenciais do

sequenciamento.

Para a reacdo de sequenciamento foi o utilizado o Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit. O volume final da reacéo foi de 10 pL, contendo 4,0 uL de H20, 3,7 uL de
Buffer, 0,3 puL de Big dye, 1,0 uL do primer forward e 1,0 pL de produto. A reagdo de
sequenciamento foi realizada sob as seguintes condi¢des: 96° por 1min, 35 ciclos de 96°C
por 15s, 50°C por 15s, 60°C por 4 minutos. Os produtos dessa reacdo foram precipitados
com 1uL de EDTA 125 mM em cada amostra, os reagentes foram retirados da placa,
restando apenas o fragmento a ser sequenciado. Ap0s isso, pipetou-se 1uL de Acetato de
Sédio 3M. Em seguida, adicionou-se 32 pL de etanol 95%, passou-se 0 microtubo no
vortex gentilmente e deu-se um spin down. As amostras foram deixadas a temperatura
ambiente por 15 min no escuro e entdo foram centrifugadas a 13000 rpm por 30 minutos.
Imediatamente apds a centrifugacdo, removeu-se o sobrenadante, invertendo rapidamente
na pia. Em seguida, pipetou-se 35uL de etanol 70% para cada amostra e passou-se no
vortex gentilmente. Centrifugou-se a 13000 rpm por 15 min, posteriormente colocando no
termociclador a 55°C até todo o etanol evaporar, os tubos foram secados. Inverteu-se a
placa imediatamente apds a centrifugacdo e deu-se um spin a 200 rpm por 1 minuto. Apds a

secagem das amostras, estas foram submetidas ao sequenciamento.
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Alinhamento e edi¢do das sequéncias

Todas as sequéncias geradas foram alinhadas e editadas no programa MEGA 6.06
(Tamura et al., 2013). Com o auxilio do BLAST, ferramenta deste programa, as sequéncias
obtidas neste estudo foram comparadas com sequéncias previamente publicadas em um
banco de dados online denominado GenBank (www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank). Ademais,
outro banco de sequéncias foi utilizado para averiguar a espécie das amostras avaliadas, o
DNA Surveillance (Ross et al., 2003).

Analises de diversidade e estruturagdo genética

Apbs a identificacdo das amostras, as sequéncias foram agrupadas de seis diferentes
formas para a realizacao de testes de estruturacdo genética (Tabela 2).
Tabela 2. Testes de estruturacéo realizados, bem como o nimero de sequéncias que os compde, o local

de coleta das amostras e as regides do mtDNA avaliadas, D-loop, Cit-b e um concatenado entre
estas duas regides.

Testes Numero de Localidade Regido do
sequéncias mMtDNA

1° 12 Brasil D-loop

2° 12 Brasil Cit-b

3° 12 Brasil Concatenado

4° 68 Atlantico Norte (N=56) e Atlantico Sul D-loop
(N=12)

5° 68 Brasil (N= 12), oeste do Atlantico Norte D-loop

(N=07) e Mar Mediterraneo (N= 49)

6° 17 Atlantico Norte (N= 05) e Atlantico Sul Cit-b

(N=12)

Para todos os seis testes de estruturacdo, o programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al.,
2010) foi utilizado para o célculo dos indices de diversidade genética, haplotipica (h),
nucleotidica (w), além do calculo do numero de haplotipos, frequéncias absolutas e relativas.
Este programa também foi utilizado para realizar o calculo de Distribuicdo Mismatch e
indices de neutralidade (Fs de Fu e D de Tajima). A Distribuicdo Mismatch investiga a
histéria demografica das populacGes e tende a apresentar distribuicdo unimodal em

populagcbes que passaram por uma expansdo populacional recente, enquanto que uma
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distribuicdo multimodal tende a ser caracteristica de popula¢Ges em equilibrio demogréfico

em longo prazo (Rogers & Harpending, 1992).

Os testes de neutralidade de Tajima (D) e Fu (Fs) indicam se a populacdo esta ou
ndo em expansdo. Juntos, esses testes analisam a influéncia das mutagdes sobre a historia de
vida das populagdes. No teste de Tajima, os grandes valores absolutos de D significam um
desvio da neutralidade (Tajima, 1989). Este teste compara dois estimadores do parametro
populacional, um com base no nimero de sitios polimdrficos na amostra, outro com base no
numero médio de diferencas entre pares de haplotipos (Tajima, 1989). Valores negativos de
D sugerem expansdo populacional, enquanto os positivos podem sugerir a existéncia de um

gargalo populacional recente (Tajima, 1989).

O Fs descrito por Fu (1997) utiliza a probabilidade de observar alelos em uma
amostra de um determinado tamanho, condicionada ao nimero observado médio das
diferencas emparelhadas (Fu, 1997). Este teste tem se mostrado especialmente sensivel a
partida do equilibrio da populacdo, como no caso de uma expansdo da populacdo. Valores
negativos de Fs de Fu sugerem selecdo direcional (favorecimento de um Unico fen6tipo)
recente, selecdo de alelos ligeiramente deletérios ou expansdo populacional (Fu, 1997).

Valores de P sdo considerados significativos quando estdo abaixo de 0,02 (Fu, 1997).

O programa DNAsp (Rozas et al., 2010) foi utilizado para calcular o nimero de
hapl6tipos, nimero de mutagdes e sitios polimérficos e também para gerar os arquivos de

entrada para os programas Arlequin e Network.

O programa Network (Bandeld et al., 1999) foi utilizado para construir a rede
haplotipica, com calculos de Median-Joining. O programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al.,
2010) também foi utilizado para testar hipoGteses de estruturacdo populacional segundo
analise de variacdo molecular (AMOVA) e teste de estruturacdo (FST). O valor de FST
pode variar de 0 a 1 e mostra a diferenciacdo entre as popula¢@es. Quanto mais baixo o
valor de FST, menor a diferenciacdo. O valor de P mostra a significancia de cada FST
encontrado. Valores abaixo de 0,05, nivel de significancia da analise, mostram estruturacao,

enquanto valores acima de 0,05 s&o considerados néo significativos.
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RESULTADOS
1. Amplificacao e sequenciamento:

Foi possivel amplificar um fragmento da regido D-loop em torno de 600 bp dos 14
individuos analisados (Figura 4). ApOs a edicdo e alinhamento das sequéncias, 0
comprimento do fragmento foi alterado para 470 pares de base.

Com relacdo a regido mitocondrial Cit-b, foi possivel amplificar um fragmento de
aproximadamente 700 bp em todas as 14 amostras de S. coeruleoalba disponiveis. Apds o
alinhamento e edicdo, o tamanho do fragmento foi alterado para 570 bp. Enquanto o
concatenado realizado com as regides mitocondriais D-loop e Cit-b gerou uma sequéncia de
1040 pares de base.

2. ldentificacdo molecular das amostras utilizadas neste estudo

e Regido Controle do mtDNA (D-loop):

Apos a comparacdo das 14 sequéncias do litoral brasileiro com as sequéncias do
GenBank e do DNA Surveillance, 10 individuos tiveram sua espécie confirmada como S.
coeruleoalba. Com relagcdo ao primeiro banco de dados, os individuos SCO04 e SCO06
apresentaram homologia com a espécie Pontoporia blainvillei e os individuos SCO12 e
SCO13 com a espécie Sotalia guianensis. A fim de sanar qualquer duvida a respeito da
identificacdo da espécie destes individuos, a regido COIl foi amplificada, sequenciada e a
identidade dos individuos SCO12 e SCO13 foi confirmada como S. coeruleoalba. N&o foi
possivel determinar a qual espécie os individuos SCO04 e SCO06 pertencem, com isso eles
foram retirados do trabalho, a fim de evitar possiveis erros nas futuras analises. Por fim, 12

sequéncias de individuos do Brasil foram mantidas neste trabalho (Tabela 2).

Todas as 90 sequéncias da regidao D-loop de S. coeruleoalba, que foram baixadas do
GenBank também foram avaliadas no DNA Surveillance. Dessas, 56 tiveram homologia
com as sequéncias de golfinho-listrado disponiveis nos dois bancos de dados. Dentre as 56
sequéncias resultantes, sete sao de individuos do oeste do Oceano Atlantico Norte e 49 do

Mar Mediterraneo.

Todas as sequéncias foram alinhadas e editadas no programa MEGA 6.06. A unido
entre as sequéncias de D-loop do litoral do Brasil e as sequéncias baixadas resultou em um

arquivo com 68 sequéncias de S. coeruleoalba.
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e Regido do citocromo b:

No GenBank, 10 das 14 sequéncias analisadas com o marcador mitocondrial Cit-b
apresentaram homologia com os individuos do golfinho-listrado. Contudo, as amostras
SCO04, SCO06, SCO12 e SCO13 demonstraram homologia com o golfinho-de-Clymene,

seguido de homologia com o golfinho-listrado.

Os individuos SCO04 e SCO06 guando testados no DNA Surveillance apresentaram
baixa distancia genética dos golfinhos-de-Clymene (0,002). Por estes individuos terem sido
identificados nos dois bancos de dados como golfinho-de-Clymene e pelo fato da
amplificacdo da regido COI desses ndo permitir a sua identificagdo, estas sequéncias foram
retiradas do trabalho. As sequéncias dos golfinhos SCO12 e SCO13 ao serem testadas no
DNA Surveillance tiveram sua identificacdo confirmada para golfinhos-listrados. Além
disso, ao amplificar a regido COIl, foi possivel confirmar que os individuos SCO12 e
SCO13 sdo da espécie S. coeruleoalba. Com isso, 12 sequéncias foram mantidas nas

analises posteriores.

Um total de 10 amostras da regido Cit-b foram baixadas do GenBank e analisadas
no DNA Surveillance. Dessas, cinco apresentaram pouca ou nenhuma distancia genética
com os individuos de S. coeruleoalba. As outras cinco sequéncias baixadas demonstraram
ser mais proximas geneticamente de S. clymene, por esse motivo foram retiradas do
trabalho. Com isso, 0 nimero amostral das sequéncias baixadas foi alterado para cinco
individuos, todas do Mar Mediterraneo (Oceano Atlantico Norte). A unido entre as
sequéncias da regido mitocondrial do Cit-b do litoral do Brasil e as sequéncias baixadas do

GenBank resultou em um arquivo com 17 sequéncias de S. coeruleoalba.

3. Diversidade genética de Stenella coeruleoalba no litoral brasileiro

¢ Regido controle do mtDNA (D-loop):

A partir das 12 amostras de S. coeruleoalba do litoral do Brasil, foi observado um
total de 11 hapl6tipos. Desses, apenas o hapldtipo DIpl foi encontrado em dois individuos
da regido Nordeste. Para esta regido mitocondrial, o haplotipo DIpll apresentou maior
distancia em relacdo aos demais (Figura 4). A partir da rede de haplétipos foi possivel
observar que a maioria dos haplotipos correspondentes aos individuos da regido Nordeste
ficaram distantes dos haplétipos do Sul, com excecdo do DIp2. Além disso, € possivel

verificar a presenca de um haplétipo da regido Sul (DIp3) agrupado com os do Nordeste.
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Figura 4. Rede de haplotipos dos individuos de Stenella coeruleoalba do litoral brasileiro para a regiao
D-loop.

As amostras do litoral brasileiro, ao serem avaliadas como uma Unica unidade
amostral, apresentaram altos indices de diversidade haplotipica e nucleotidica (h= 0,984; =
0,294, respectivamente). Os valores de neutralidade seletiva ndo evidenciaram expansao
populacional, pois ndo foram significativos (P<0,02), D de Tajima: -0,509 (P= 0,265) e Fs
de FU: -1,823 (P=0,155).

Quando as amostras do litoral do Brasil foram analisadas como Nordeste e Sul
separadamente, a regido Sul apresentou maiores indices de diversidade haplotipica quando
comparada com o Nordeste: Sul (h= 1,00; n= 0,259) e Nordeste (h= 0,900; n= 0,255), ja a

diversidade nucleotidica apresentou resultados semelhantes.

Os indices de neutralidade ndo foram significativos, logo ndo indicaram expansao
populacional. O Nordeste do Brasil teve como D de Tajima: -0,762 (P= 0,270) e Fs de FU: -
1,971 (P=0,770) e na regido Sul do Brasil o D de Tajima foi: -0,630 (P= 0,261) e Fs de FU:
-1,150 (P=0,129) (Tabela 6).

Na analise molecular de variancia (AMOVA) e na analise de divergéncia genética
(FST) entre os individuos do Brasil (considerando as regides Nordeste e Sul como unidades
amostrais) ndo foram encontrados resultados significativos: AMOVA (FST= 0,046/ P=
0,139) e FST (FST= 0,046/ P= 0,135). Logo, ndo foi evidenciada uma estruturacdo genética
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entre os individuos de S. coeruleoalba do Brasil para o marcador D-loop. Além disso, na
AMOVA foi evidenciado um percentual de variacdo de 4,65% entre as populacGes e

95,35% dentro das populagdes.

Os testes de Tajima e Fu ndo demonstram expansao para esta espécie de golfinhos
ao analisar a regido D-loop. O gréafico de distribuicdo Mismatch corrobora isso, nédo
exibindo uma curva unimodal, a qual indicaria uma expansdo populacional recente (Figura
5). Uma curva multimodal foi evidenciada no grafico, o que indica que a populacdo esta

em equilibrio demogréfico em longo prazo (Rogers & Harpending, 1992).
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Figura 5: Distribuicdo Mismatch (multimodal) para a regido do mtDNA D-loop de Stenella
coeruleoalba no litoral do Brasil. O eixo x mostra 0 nimero de diferencas entre os pares
de haplétipos, enquanto o y mostra a frequéncia das diferencas. Colunas indicam
valores observados e linhas os valores simulados.

e Regido do citocromo b (Cit-b):

As 12 amostras de S. coeruleoalba resultaram em oito haplétipos diferentes para o
citocromo b. Desses, apenas o0 hapldtipo Ctb1 foi compartilhado entre quatro individuos do

Nordeste e um individuo da regidao Sul do Brasil (Figura 6).
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Figura 6. Rede de haplotipos dos individuos de Stenella coeruleoalba do Brasil para a regido Cit-b.

As amostras da regido Cit-b dos individuos do Brasil apresentaram indices de
diversidade relativamente altos: Brasil: h= 0,848; 7= 0,249; Nordeste: h= 0,400; n= 0,124 ¢
Sul: h= 1,0, == 0,288 (Tabela 6). Contudo, assim como no marcador D-loop, as
diversidades haplotipica e nucleotidica foram menores para a regido Nordeste do que para o
Sul do Brasil.

Os indices de neutralidade seletiva ndo indicaram expansao populacional para esta
espécie ao analisar as amostras Brasil como uma Unica unidade amostral (D Tajima: -0,509
(P= 0,265); Fs de Fu: -1,823 (P= 0,155). Ao serem analisados como duas unidades
amostrais 0s resultados também ndo foram significativos. A regido Nordeste apresentou
como D Tajima: -1,184 (P= 0,059); Fs de Fu: 3,967 (P= 0,960) e a regido Sul: D Tajima: -
1,361 (P=0,410); Fs de Fu: -1,890 (P=0,094).

A AMOVA (FST= 0,180/ P= 0,058) ndo demonstrou estruturagdo. Contudo, com o
FST foi evidenciada a estruturacdo genética (FST= 0,180/ P= 0,045). Além disso, na
AMOVA foi possivel identificar o percentual de variacdo entre as populacfes e dentro das
populagdes. Entre as populagdes foi evidenciado um percentual de variacdo de 18% e
dentro das populages de 82%. Quanto ao grafico de distribuicdo Mismatch, uma curva

multimodal foi evidenciada (Figura 7).

23



25 1

20
€15 -
=
2
E’ Observed
£ 10 -
w—imulated
5
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Mumero de Mismatch
Figura 7: Distribuicdo Mismatch (multimodal) para a regido do mtDNA Cit-b de Stenella coeruleoalba

no litoral do Brasil. O eixo x mostra o nimero de diferencas entre os pares de hapl6tipos,
enguanto o y mostra a frequéncia das diferencas.

e Concatenado entre D-loop e Cit-b:

Das 12 sequéncias resultantes das regides mitocondriais D-loop e Cit-b
concatenadas foi possivel identificar a presenca de 11 haplotipos, sendo que o haplétipo 1

(H1) esteve presente em dois individuos do Nordeste (Figura 8).
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Figura 8. Rede de hapldtipos dos individuos de Stenella coerulecalba do Brasil. Regides
mitocondriais D-loop e Cit-b concatenadas.
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Os indices de diversidade foram altos para a especie no Brasil ao analisar as
sequéncias como uma Unica unidade amostral (h= 0,984; n=0,277). Ao ser analisadas como
duas unidades amostrais diferentes, o Sul apresentou maiores indices de diversidade
nucleotidica e haplotipica: Sul (h=1,00; n=0,270); Nordeste (h=0,900; = 0,206).

Os valores de neutralidade seletiva ndo indicaram expansdo populacional para a
espécie, pois ndo foram significativos. As amostras do Brasil ao serem analisadas como
uma unidade amostral apresentou como D de Tajima -0,750 (P= 0,189) e Fs de FU: -0,869
(P= 0,275). Ao ser analisado como duas unidades amostrais a regido Nordeste teve 0s
seguintes indices de neutralidade: D de Tajima -0,881 (P= 0,196) e o Fs de FU: 2,397 (P=
0,094) e a regido Sul: D de Tajima -0,965 (P= 0,157) e o Fs de FU: -0,389 (P= 0,239)
(Tabela 3).

A AMOVA entre as unidades amostrais Nordeste e Sul (FST= 0,201/ P=0,056) nédo
evidenciou estruturacdo por apresentar um valor acima de 0,05. O FST (FST= 0,046/ P=
0,099) ndo foi significativo, o que também ndo indica presenca de estruturacdo
populacional. Além disso, na AMOVA foi possivel identificar o percentual de variacdo
entre as populacdes e dentro das populacBes. Entre as populacbes foi evidenciado um
percentual de variacdo de 20,14% e dentro das populacdes 79,86%, logo hd uma maior

diversidade dentro das populacdes do que entre.

O gréfico de distribuicdo Mismatch ndo indicou uma expansdo populacional recente,
com uma curva multimodal (Figura 9). Porém, com os testes de Tajima e Fu ndo foi

possivel afirmar uma expansdo populacional.
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Figura 9: Distribuicdo Mismatch (multimodal). RegiGes do mtDNA D-loop e Cit-b
concatenadas de Stenella coeruleoalba no litoral do Brasil. O eixo x mostra 0 nimero de
diferengas entre os pares de hapldtipos, enquanto o y mostra a frequéncia das diferengas.
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Tabela 3. Diversidade genética nucleotidica () e haplotipica (h), mimero de individuos analisados (N) e os indices de neutralidade seletiva: D de Tajima e FS de Fu
(P<0,02), para os marcadores mitocondriais D-loop (470 bp), Cit-b (570 bp) e para o concatenado (1075 bp) em unidades amostrais de Stenella coeruleoalba
do litoral brasileiro.

D-loop Cit-b Concatenado
Unidades 470 bp 570 bp 1040 bp
amostrais
T h D Fu T H D Fu T h D Fu
Geral
(N=12) 0,297 0,984 -0,509 -1,823 0,249 0,848 -0,509 -1,823 0,277 0,984 -0,750 0,869
(P=0,265) (P=0,155) (P=10,265) (P=0,155) (P=0,189) (P=0,275)
Nordeste
(N=5) 0,255 0,900 -0,762 -1,971 0,124 0,400 -1,184 3,967 0,206 0,900 -0,881 2,397
(P=-0,762) | (P=0,770) (P=0,059) (P=0,960) (P=0,196) (P=0,094)
Sul
(N=7) 0,259 1,000 -0,630 -1,150 0,288 1,000 -1,361 -1,890 0,270 1,000 -0,965 -0,389
(P=0,261) (P=0,129) (P=0,410) (P=0,094) (P=0,157) (P=0,239)




4. Diversidade genética de Stenella coeruleoalba no Oceano Atléantico (D-loop)

Nesta andlise, as sequéncias categorizadas como Oceano Atlantico Norte sdo
provenientes de individuos do oeste do Oceano Atlantico Norte (N= 07) e do Mar
Mediterraneo (N= 49), totalizando 56 sequéncias. As sequéncias do Oceano Atlantico Sul
englobam o Nordeste (N= 05) e o Sul do Brasil (N= 07), e totalizam 12 sequéncias. No

total, 68 sequéncias foram avaliadas nesta anlise.

Foram encontrados 48 hapl6tipos, onde seis foram observados em mais de um
individuo de uma mesma unidade amostral. O haplétipo DIpl foi encontrado em dois
individuos do Oceano Atlantico Sul, os haplotipos DIp12 e DIpl3 em trés individuos do
Oceano Atlantico Norte e os haplétipos Dlpl4, DIpl5 e DIp35 sdo constatados,
respectivamente, entre quatro, 12 e dois individuos do Oceano Atlantico Norte (Figura 10).
N&o houve compartilhamento de haplétipos entre os golfinhos do Oceano Atlantico Norte e

do Oceano Atlantico Sul.
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Figura 10. Rede de haplétipos dos individuos de Stenella coeruleoalba do Oceano Atlantico Norte
e Sul para a regido controle do mtDNA (D-loop).

27



Os indices de diversidade do Oceano Atlantico Norte e Sul foram altos. No entanto,
mesmo com o Oceano Atlantico Sul apresentando um menor ndmero amostral, sua
diversidade genética foi maior do a do Oceano Atlantico Norte: Oceano Atlantico Sul: h=
0,948; m= 0,098 e Oceano Atlantico Norte: h= 0,948; 7= 0,098.

Os testes de neutralidade seletiva ndo foram significativos para os individuos do
Oceano Atlantico Norte, D de Tajima: -0,080 (P= 0,515) e Fs de FU: -3,165 (P= 0,065), ou
seja, de acordo com este teste, os S. coeruleoalba do Atlantico Norte ndo se encontram em
expansdo populacional. Os valores de D de Tajima para os golfinhos do Oceano Atlantico
Sul também ndo foram significativos (D de Tajima: -1,450; P= 0,051), contudo é possivel
evidenciar expansdo populacional pelo indice FS de Fu (-24,927 (P= 0,0), visto que este foi

significativo (Tabela 4).

Tabela 4. Diversidade genética nucleotidica () e haplotipica (h), nimero de individuos analisados (N) e
os indices de neutralidade seletiva: D de Tajima e FS de Fu (P<0,02), para os marcadores
mitocondriais D-loop (470 bp) e Cit-b (570 bp) em unidades amostrais de Stenella
coeruleoalba no Oceano Atlantico.

D-loop Cit-b
Unidacles (470 bp) (570 bp)
amostrails
n h D Fu n h D Fu
Oceano
Atlantico | 0098 | 0,948 -0,080 -3,165 0,111 | 0,900 -0,855 0,051
Norte
(N=56) (P=0,515) | (P=0,065) (P=0,260) | (P=0,381)
Oceano
Atlantico | 0149 | 0,984 1,450 24927 | 0202 | 0848 | -1,024 -0,209
Sul
(N=12) (P=0,051) | (P=0,000) (P=0,141) | (P=0,432)

Na AMOVA e no FST os resultados foram significativos, sendo respectivamente:
FST= 0,034/ P= 0,008 e FST= 0,034/ P= 0,009, o que indica estruturacdo entre 0s
individuos das regides Norte e Sul do Oceano Atlantico. A porcentagem de variacdo entre

as populagdes foi de 3,48% e dentro das populagdes de 96,52%.
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5. Diversidade genética de Stenella coeruleoalba em quatro unidades amostrais do
Oceano Atlantico (D-loop)

Inicialmente, esta andlise seria realizada com trés unidades amostrais, sendo elas o
Brasil, o oeste do Oceano Atlantico Norte e o Mar Mediterraneo. Contudo, pelo fato de na
rede de haplétipos do Oceano Atlantico para o marcador D-loop, o Mar Mediterraneo
demonstrar dois grupos distintos, esta andlise foi realizada com quatro unidades amostrais,
sendo elas o oeste do Oceano Atlantico Norte (OAN, N= 07), o Mediterraneo 1 (MED1, N=
9), o Mediterraneo 2 (MED2, N=40) e o Brasil (BR, N= 12).

Das 68 sequéncias resultantes, 48 haplotipos foram identificados e seis foram
encontrados em mais de um individuo. O haplétipo DIpl foi encontrado em dois individuos
do Brasil, o haplétipo DIp12 em trés individuos do MED1, o hapl6tipo DIpl3 em trés
individuos do MED2 e os haplotipos Dlpl4, Dlpl5 e DIp35 em quatro, 12 e dois
individuos, respectivamente, todos da unidade amostral MED2 (Figura 11). Ndo houve

compartilhamento de hapl6tipos entre as unidades amostrais.
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Figura 11. Rede de haplétipos dos individuos de Stenella coeruleoalba em quatro unidades
amostrais do Oceano Atlantico para a regido controle do mtDNA (D-loop).
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Nesta andlise, o Brasil apresentou a maior diversidade nucleotidica (m= 0,149)
quando comparada com as outras localidades (OAN: == 0,081; MED1: = 0,053; MED2:
= 0,073) (Tabela 8). J& a diversidade haplotipica foi maior no oeste do Oceano Atlantico
Norte (1,000) quando comparada com as outras unidades amostrais (BR: h=0,984; MED1:
h=0,892; MED2: h=0,907) (Tabela 5).

Os indices de neutralidade seletiva ndo foram significativos para o Brasil (D de
Tajima: -0,080/ P= 0,499; FS de Fu: -3,165/ P= 0,040) nem para o MED1 (D de Tajima: -
1,459/ P= 0,057; FS de Fu: -1,397/ P= 0,1222). Quanto ao OAN, o D de Tajima néo foi
significativo (D de Tajima= 0,557; P= 0,700), mas o FS de Fu apresentou significancia
(FS=-3,033/ P=0,019) e 0 MED2 também teve seus indices de neutralidade significativos
(D de Tajima: -1,870/ P= 0,015; FS de Fu: -13,265/ P= 0,00). O que indica uma possivel
expansdo populacional para o0 OAN e para 0 MED2 (Tabela 5).

Tabela 5. Diversidade genética nucleotidica () e haplotipica (h), nimero de individuos analisados (N) e
o0s indices de neutralidade seletiva: D de Tajima e FS de Fu (P<0,02), para o marcador
mitocondrial D-loop (470 bp) em quatro unidades amostrais de Stenella coerulecalba no
Oceano Atlantico.

Unidade n h D Fu
amostral
BR 0,1492 0,9848 -0,0801 -3,165
(N=12) (P=0,499) (P=0,040)
OAN 0,0811 1,000 0,5572 -3,033
(N=7) (P=0,700) (P=0,019)
MED1 0,0538 0,892 -1,459 -1,397
(N=9) (P=0,057) (P=10,122)
MED2 0,0733 0,907 -1,870 -13,265
(N=40) (P=0,015) (P=0,000)

O FST foi significativo entre o Brasil e 0o MED1 (FST= 0,0586/ P= 0,027) e entre o
Brasil e 0o MED2 (FST= 0,057/ P= 0,009), mas nao foi significativa entre o Brasil e 0 OAN
(FST= 0,008/ P=0,459).

Quanto as unidades amostrais do Mar Mediterraneo (MED1 e MED?2), a andlise de
distancia genética foi significativa (FST= 0,098/ P= 0,000). N&o houve significancia entre o
MED1 e o OAN (FST= 0,054/ P=0,117), mas os valores foram significativos entre MED2
e 0 OAN (FST= 0,053/ P=0,036). O que pressupde que ha estruturacdo entre 0 MED2 com
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todas as unidades amostrais analisadas e entre Brasil e MED1. Além disso, a AMOVA foi
significativa (FST= 0,063/ P= 0,000), o que sugere uma possivel estruturacdo entre estas
quatro unidades amostrais (Tabela 6). Além disso, a porcentagem de variacdo entre e dentro

das populagdes foi respectivamente de 6,36% e 93,64%.

Tabela 6. Andlise de divergéncia genética (FST) (P<0,05) das quatro unidades amostrais de
Stenella coeruleoalba do Oceano Atlantico (Brasil= BR, oeste do Oceano
Atlantico Norte= OAN, Mediterrdneo 1= MED1 e Mediterrdneo 2= MED2), com
base no marcador mitocondrial D-loop.

Unidades BR MED1 MED?2 OAN
amostrais

BR
MED1 FST=0,0586
P=10,0270*

MED2 FST=0,0573 FST=0,0987
P=0,009* P=0,0000*

OAN FST=0,0080 FST=0,0547 FST=0,0534
P=0,4594 P=10,117 P=0,0360*

*Valores significativos.

6. Diversidade genética de Stenella coeruleoalba no Oceano Atlantico (Cit-b)

Nesta analise, com 17 sequéncias, Oceano Atlantico Sul (N= 12) e Oceano Atlantico
Norte (N= 05), foram encontrados 12 haplétipos. Desses, o hapl6tipo Ctbl esteve presente
em cinco individuos do Oceano Atlantico Sul (quatro do Nordeste e um do Sul do Brasil) e
o0 haplétipo Ctb9 foi encontrado em dois individuos do Oceano Atlantico Norte (Figura 12).
N&o houve compartilhamento de hapl6tipos entre os individuos do Oceano Atlantico Norte

e do Oceano Atlantico Sul.
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Figura 13. Rede de haplétipos dos individuos de Stenella coeruleoalba do Oceano Atlantico Norte e Sul
para a regido do citocromo b (Cit-b).

A diversidade haplotipica dos individuos do Oceano Atlantico Norte foi mais alta do
que a dos individuos do Oceano Atlantico Sul (AN: h= 0,900 e AS: h= 0,848). J4 a
diversidade nucleotidica foi maior nos individuos do Oceano Atlantico Sul (AN: 7= 0,111 ¢
AS: = 0,202).

Os testes de neutralidade seletiva ndo foram significativos para nenhuma das
unidades amostrais: Oceano Atlantico Sul (D de Tajima: -1,024 (P= 0,141) e Fs de FU: -
0,209 (P= 0,432) e Oceano Atlantico Norte (D de Tajima: -0,855 (P= 0,260) e Fs de FU:

0,051(P=0,381), logo ndo indicam expansédo populacional.

Na AMOVA e no FST os resultados foram significativos, sendo respectivamente
FST= 0,130/ P= 0,029 e FST= 0,130/ P= 0,026. Esses valores também sugerem uma
estruturagdo entre estas duas unidades amostrais. Alem disso, a porcentagem de variagdo

entre as populagdes foi de 13,01% e dentro das populacdes de 86,99%.
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DISCUSSAO

e Amplificacédo e sequenciamento

O processo de especiagdo em mamiferos marinhos, bem como, das relagdes
evolutivas entre os delfinideos ainda sdo pouco compreendidos (Cipriano, 1997; Amaral et
al., 2012). Este grupo foi submetido a rapidas radia¢6es evolutivas, logo ndo tiveram tempo
suficiente para se diferenciar completamente, o que pode acarretar em hibridacéo entre as
espécies recentemente evoluidas, dificultando a inferéncia de relacbes filogenéticas dentro
desta subfamilia (Amaral et al., 2012).

Algumas sequéncias da regido do citocromo b, ao serem analisadas no GenBank e
no DNA Surveillance, demonstraram homologia e/ou uma baixa distancia genética com
sequéncias correspondentes a espécie Stenella clymene. Agregacdes e cruzamentos entre
diferentes espécies do género Stenella sdo relatados frequentemente, pois mesmo com
diferencas morfoldgicas e comportamentais, ha sobreposicdo entre algumas areas de
distribuicdo deste género (Moreno et al., 2005). Amaral et al. (2014), a partir de estudos
com o DNA mitocondrial e nuclear, sugerem que a espécie S. clymene seja um hibrido entre
as espécies S. coeruleoalba e S. longirostris e demonstraram que o genoma mitocondrial de
S. clymene esta estreitamente relacionado com o genoma de S. coeruleoalba, enquanto o
genoma nuclear parece estar mais relacionado com a espécie S. longirostris. Tal fato sugere
uma hibridizago entre uma fémea de S. coeruleoalba e um macho de S. longirostris. Este
pode ter sido o motivo pelo qual as sequéncias de S. coeruleoalba apresentaram homologia

inicial com as sequéncias de S. clymene publicadas no GenBank.

Nara (2016) analisou as regides do mtDNA COl, Cit-b e D-loop de individuos de S.
clymene do Nordeste do Brasil, comparando-os com sequéncias da subfamilia Delphininae
obtidas de estudos prévios e realizou uma reconstrucdo filogenética. Para D-loop, foi
possivel determinar que S. clymene é parafilética e grupo irmdo do clado composto por
Stenella coeruleoalba, Delphinus delphis e Stenella frontalis, enquanto para a regido COIl e
Cit-b S. clymene é polifilética e grupo irméo de S. coeruleoalba. O que reforca entdo a ideia
de que S. coeruleoalba encontra-se mais relacionada com S. clymene do que com as outras
espécies do género, o que pode justificar a baixa distancia genética encontrada no DNA

Surveillance.
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e Stenella coeruleoalba no litoral brasileiro

Ao analisar as amostras de S. coeruleoalba do litoral brasileiro como uma Unica
unidade amostral, foi possivel evidenciar a presenca de alta diversidade haplotipica e
nucleotidica para os dois marcadores testados. Resultados similares foram encontrados em
individuos desta mesma espécie no Mar Mediterraneo: Garcia-Martinez et al., (1999) e
Galov et al., (2009). Altos indices de diversidade também foram encontrados em outras
espécies do género Stenella: S. longirostris (Volpi, 2012; Faria, 2013), S. frontalis
(Caballero et al., 2013) e S. clymene (Nara, 2015), bem como para outros individuos da
familia Delphininae: Natoli et al., 2005; Amaral et al., 2007 e Quérouil et al., 2007.

O litoral brasileiro, ao ser analisado como duas unidades amostrais (Nordeste e Sul),
apresentou maiores indices de diversidade para a regido Sul. Tal resultado poderia ser
justificado pelo maior nimero de amostras para esta regido. No entanto, em alguns estudos,
como por exemplo Volpi (2012), que avaliou a espécie S. longirostris no litoral brasileiro,
mesmo 0 numero amostral sendo menor para a regido Sudeste, foi observada uma maior
diversidade genética quando comparado aos individuos do Arquipélago de Fernando de
Noronha. Provavelmente, a regido Sul demonstrou maiores indices de diversidade, pelo fato
dos individuos que compde esta unidade terem surgido de um maior nimero de linhagens
quando comparado com a regido Nordeste ou por esta unidade estar recebendo golfinhos de

outras localidades do Oceano Atlantico.

Os indices de neutralidade ndo foram significativos para nenhum dos marcadores
avaliados, logo, ndo foi evidenciada expansdo populacional nos individuos de S.
coeruleoalba do Brasil. Nara (2016) também n&o evidenciou expansdo populacional para S.

clymene no litoral do brasileiro.

As analises de estruturagdo genética realizadas com o marcador D-loop e com o
concatenado apresentaram valores muito proximos do indice de significancia, contudo ndo
demonstraram estruturagdo para os golfinhos-listrados do litoral do Brasil. No entanto,
analisando as redes de haplétipos para o marcador D-loop e para o concatenado, nota-se
uma grande distancia em passos mutacionais, que nos permite identificar dois grupos (D-
loop: 12 passos e concatenado: 15 passos mutacionais). Além do mais foi possivel
evidenciar estruturacdo genetica para o marcador Cit-b, 0 que nos permite identificar a
existéncia de pelo menos duas populagdes de S. coeruleoalba no Brasil. Acredita-se que
com o aumento do numero amostral seja possivel confirmar essa estruturacdo genética entre

os individuos amostrados nas diferentes regiGes brasileiras. No entanto, com certo fluxo
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génico, pois na rede de hapldtipos para o marcador Cit-b, um haplétipo foi compartilhado

entre quatro individuos da regido Nordeste e um individuo da regido Sul.

e Stenella coeruleoalba no Oceano Atlantico Norte e Sul

O Oceano Atlantico Sul apresentou alta diversidade nucleotidica em ambos os
marcadores analisados, mesmo com um baixo nimero amostral. Esse fato sugere que esta
populacdo possa ter se originado a partir de um maior nimero de linhagens que a populacéo
do Atlantico Norte e/ou que esta unidade receba mais golfinhos de outras localidades. A
rede de hapl6tipos corrobora esta ideia, evidenciando certa proximidade entre os haplétipos
do Atlantico Norte e do Atlantico Sul. Na rede de haplétipos, os individuos do Sul
encontram-se bem distribuidos, com poucos passos mutacionais diferenciando-os do
Atlantico Norte. Contudo, ndo € possivel inferir a existéncia de fluxo génico entre estes
oceanos Vvisto que ndo houve compartilhamento de hapl6tipos e/ou que o fluxo génico pode

ser bem restrito e ndo foi identificado devido ao baixo nimero amostral.

A diversidade haplotipica variou para os dois marcadores. O Oceano Atlantico Sul
apresentou maior diversidade haplotipica com o D-loop e o Oceano Atlantico Norte
demonstrou com o Cit-b. Acredita-se que o Atlantico Norte possa ter recebido mais
linhagens durante sua formacdo, visto que Cit-b € um marcador mais conservado. Além
disso, é possivel que esta regido atualmente receba mais individuos de outras localidades o
que produz uma maior variabilidade genética encontrada no marcador D-loop. No entanto,
ndo foi encontrado compartilhamento de hapl6tipos entre os individuos do Oceano
Atlantico Norte e os do Oceano Atlantico Sul, o que sugere um fluxo génico restrito ou

inexistente.

A AMOVA e a analise de distancia genética foram significativas para ambos 0s
marcadores, 0 que determina a presenca de estruturacdo genética entre os golfinhos-
listrados do Oceano Atlantico Norte e do Oceano Atlantico Sul. Outros estudos com o
género Stenella também apresentaram estruturacdo populacional, entre eles pode-se citar:
Volpi, 2012; Caballero et al., 2013 e Nara, 2016.

Detectar como se encontra a diversidade e a estruturacdo genética destes organismos
torna-se crucial para desenvolver estratégias de conservacdo especificas para cada

populacgdo, visando sempre a necessidade particular de cada uma delas.
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e Stenella coeruleoalba em quatro unidades amostrais do Oceano Atlantico (D-
loop)

- Mar Mediterraneo e oeste do Oceano Atlantico Norte:

Os indices de diversidade do Mar Mediterraneo foram relativamente baixos quando
comparado com das outras localidades. Alguns estudos corroboram com este resultado,
tanto com marcadores mitocondriais (Garcia-Martinez et al., 1999) quanto com marcadores

nucleares (Valsecchi et al., 2007).

Alguns fatores ja foram discutidos para justificar essa baixa diversidade genética
dos golfinhos-listrados do Mediterraneo. Dentre eles estdo as ameacas sofridas por essa
populacdo nas Ultimas décadas, como a infeccdo epizodtica causada por um morbilivirus,
que em 1990 matou milhares de golfinhos-listrados no Mar Mediterraneo (Domingo et al.,
1992; Domingo et al., 1995; Gonzélez et al., 2002), a presenca de poluentes organoclorados
com potencial para efeitos imunossupressores (Aguilar et al., 1994) e elevadas
concentragdes de compostos quimicos diagnosticados nos tecidos destes individuos (Andre
et al., 1991; Marsili et al., 1996; Monaci et al., 1998; Cardellicchio et al., 2002). Além
disso, os polimorfismos do DNA mitocondrial sugerem que o fluxo génico entre o estoque
do Mediterréneo e o restante do Atlantico europeu é restrito (Garcia-Martinez et al., 1999),

0 que pode contribuir para a diminuicdo da diversidade genética.

Valsecchi et al., (2004) utilizaram 10 marcadores microssatélites para analisar a
estrutura populacional e as consequéncias genéticas da epizootia sobre os individuos de S.
coeruleoalba no Mar Mediterraneo. Determinou-se que os golfinhos que morreram no
inicio do surto eram significativamente mais endogamicos do que aqueles que morreram

mais tarde.

A rede de hapldétipos evidenciou dois grupos no Mar Mediterraneo, aqui nomeados
de MED1 e MED2. O grupo MEDL1 encontra-se bem mais proximo do OAN do que o
restante dos haplétipos do Mar Mediterraneo. A AMOVA corrobora com a rede de
hapl6tipos, demonstrando auséncia de estruturacdo genética entre o MED1 e o OAN e

presenca de estruturacdo entre os dois grupos do Mar Mediterraneo (MED1 e MED?2).

A partir deste resultado, acredita-se que os individuos do MED2 provavelmente
sejam residentes do Mar Mediterraneo, ndo se locomovam por longas distancias e/ou, sejam
provenientes de uma linhagem diferente da que originou os MED1. Além disso, supde-se

que os individuos do MED1 tenham se originado de uma linhagem mais proxima
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geneticamente dos individuos do Brasil e do OAN e que estes golfinhos talvez possam ter
saido do Mar Mediterraneo pelo Estreito de Gibraltar e se encontrado em algum momento
com a populagdo do OAN e do Brasil, j& que o Estreito de Gibraltar ndo restringe o
movimento de golfinhos ou suas presas (Natoli, 2005). Outra possibilidade, seria a
ocupacdo desta espécie no Mar Mediterraneo em momentos diferentes, é possivel que o
grupo que ocupou primeiro (no caso MED?2) este mar seja mais distinto de todas as

unidades amostrais aqui avaliadas.

Segundo Gasparini et al., (2007), o Mediterraneo pode ser subdividido em duas
regides principais: a bacia hidrografica ocidental e oriental, além de ser cercada de mares
que apresentam caracteristicas ecoldgicas muito diferentes. Dentre estas caracteristicas
pode-se citar a salinidade, temperatura, disponibilidade de alimento, topografia de fundo,
entre outros. Essas podem influenciar na separacdo genética dos golfinhos-listrados, visto
que foi possivel identificar diferencas genéticas entre as populac@es da parte oriental e da
parte ocidental do Mar Mediterraneo. Outros estudos com S. coeruleoalba também
encontraram a presenca de dois ou mais grupos geneticamente distintos no Mar
Mediterraneo (Garcia-Martinez et al., 1999; Galov et al., 2009).

Papale et al. (2012) avaliaram as caracteristicas acusticas dos assobios emitidos pelo
golfinho-listrado (S. coeruleoalba) a partir do Oceano Atlantico (Acores e Canarias) e do
Mediterraneo. A duracgdo do sinal, a frequéncia maxima e a faixa de frequéncia medidos nos
individuos do Mediterraneo foram significativamente menores quando comparados aos
medidos no restante do Atlantico. Os resultados sugerem que as caracteristicas acusticas
limitadas pelo fenétipo estrutural, tais como os parametros de frequéncia do assobio, tém
um efeito importante sobre a separa¢do dos individuos do restante do Atlantico Norte e do

Mediterraneo.

Estudos verificaram a presenca de dois ou mais grupos para outras espécies no Mar
Mediterraneo (Narciri et al., 1999; Guarniero et al., 2002; Natoli et al., 2005). Natoli et al.,
(2005) analisaram a estrutura populacional de Tursiops truncatus, em uma faixa continua do
Mar Negro ao Atlantico Norte. Foi encontrada estruturacdo populacional com limites que
coincidiam com as transi¢Oes entre regides de habitats. Segundo este estudo, as regides
podem ser caracterizadas pela topografia do fundo do oceano, e caracteristicas
oceanograficas tais como salinidade de superficie, produtividade e temperatura. Os
resultados sugerem a existéncia de um mecanismo de estruturacdo evolutiva de popula¢des
baseadas na dependéncia local de habitat e na capacidade de dispersdo e migracdo dos

golfinhos. Esses estudos reforcam a ideia de que algumas espécies de organismos marinhos
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encontrados no Mar Mediterraneo sdo geneticamente diferentes dos individuos do Oceano
Atlantico Norte e que pode haver mais de um grupo estruturado geneticamente dentro deste
mar. Isso corrobora com a estruturacdo entre os S. coeruleoalba do Mar Mediterraneo

encontrada neste estudo.

- Brasil:

A anélise de distancia genética foi significativa entre o Brasil e 0 MED1 e entre o
Brasil e 0 MED2, mas ndo foi significativa entre o Brasil e o OAN, apesar destas duas

unidades amostrais ndo compartilharem haplotipos.

Os indices de diversidade foram altos para esta unidade amostral e ndo foi
evidenciada expansao populacional. Na rede de hapldtipos os golfinhos-listrados do Brasil
demonstraram maior proximidade com os individuos do MED1 e com o OAN. Contudo, ao
avaliar a andlise de distancia genética, o0 BR demonstra estruturagdo com os dois grupos do
Mar Mediterraneo, mas ndo indica estruturacdo com o OAN. Contudo, com 0 ndmero
amostral avaliado, ndo foram encontrados indicios de fluxo génico entre estas duas unidades
amostrais, visto que ndao houve compartilhamento de haplétipos entre os individuos do
OAN e do BR. Isso sugere que os individuos do Brasil e do OAN possam ter surgido de
linhagens mais proximas geneticamente, que ainda ndo se estruturaram geneticamente, mas

gue seria uma questdo de tempo.

A alta mobilidade das espécies de cetaceos, sua extensa area de distribuicdo e a
escassez de barreiras de fluxo génico nos oceanos podem limitar a divisdo das espécies e,
como resultado, regides distantes podem estar conectadas geneticamente (Pichler & Backer,
2000; Fontaine et al., 2007). Além disso, alguns estudos argumentam que a dispersdo e a
locomog&o dos cetdceos podem estar relacionadas a uma combinagdo de comportamentos
complexos, como a filopatria, as especializagcbes para recursos locais ou a organizacdo
social em grupos (Hoelzel, 1998; Hoelzel, 2003). Bourret et al. (2007) reforcam a ideia da
capacidade de dispersdo de S. coeruleoalba entre mares e oceanos ao realizar analises com
microssatélites em individuos do Norte do Oceano Atlantico, do Mar Mediterraneo e Norte

do Pacifico.

Ao avaliar as unidades amostrais do Brasil separadamente, foi possivel observar a
presenca de estruturagdo genética entre os individuos do Nordeste do Brasil e as duas

unidades amostrais do Mar Mediterraneo. Quanto a regido Sul, sé foi possivel observar
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estruturacdo com o grupo MED2. Alguns fatores podem estar relacionados a esta
estruturacdo encontrada entre 0o MED1 e o Nordeste. Dentre eles pode-se citar o isolamento
comportamental, a presenca de correntes que dificultam este contato e até mesmo a
temperatura das correntes marinhas. Segundo Hoelzel et al. (1998) o ambiente marinho é
homogéneo o suficiente para apoiar a distribuicdo de uma espécie em uma ampla faixa
geografica, mas as variacdes locais no habitat também podem facilitar o desenvolvimento

de especializagOes de nicho locais.

CONCLUSAO

A partir deste estudo pode-se concluir que os individuos de S. coeruleoalba do
Brasil apresentam uma alta diversidade genética para ambos os marcadores mitocondriais
analisados e provavelmente constituem duas populacdes distintas, evidenciadas pelo
marcador Cit-b. Além disso, este estudo demonstrou a presenca de dois grupos de
golfinhos-listrados estruturados geneticamente dentro do Mar Mediterraneo, onde um destes
grupos encontra-se estruturado com todas as unidades amostrais aqui analisadas. Nao foi
evidenciado fluxo génico entre os golfinhos-listrados do Oceano Atlantico Norte e o
Oceano Atlantico Sul. Até entdo, foi possivel evidenciar trés populacdes de S. coeruleoalba
no Oceano Atlantico.
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ANEXOS

Anexo |. Sequéncias do Oceano Atlantico Norte incluidas nas analises, bem como seus
respectivos nimeros de acesso ao GenBank e suas referéncias.

Citocromo b (Cit-b)

Localidade

Leste do Oceano
Atlantico Norte
(Mediterréneo)

NUmero de acesso ao Genbank

AF084082, AF084081, DQ466024, DQ466023,
DQ466022, DQ466021
DQ466020, DQ466018, DQ466017, DQ466016.

Referéncia

Kingston et al., 2009

Regido controle do mtDNA (D-loop)

Localidade

Leste do Oceano
Atlantico Norte
(Mediterraneo)

Oeste do Oceano
Atlantico Norte
(EUA)

Numero de acesso ao Genbank

AM498740, AM498739 AM498738, AM498737,
AMA498736, AM498735, AM498734, AM498733,
AMA498732, AM498731, AM498730, AM498729,
AMA498728, AM498727, AM498726, AM498725,
AMA498724, AM498723, AM498722, AM498721,
AM498720, AM498719, AM498718, AM498717,
AM498716, AM498715, AM498714, AM498713,
AM498712, AM498711, AM498710, AM4987009,
AM498708, AM498707, AM498706, AM498705,
AMA498704, AM498703, AM498702, AM498701,
AM498700, AM498699, AM498698, AM498697,
AM498696, AM498695, AM498694, AM498693,
AMA498692, AM498691, AM498690, AM498689,
AMA498688, AM498687, AM498686, AM498685,
AM498684, AM498683, AM498682, AM498681,
AM498680, AM498679, AM498678, AM498677,
AM498676, AM498675, AM498674, AM498673,
AM498672, AM498671, AM498670, AM498669,
AM498668, AM498667.

GQ504164, GQ504163, GQ504162, GQ504161,
GQ504160, GQ504159, GQ504158, GQ504157,
GQ504156, GQ504155, GQ504154, GQ504153,
GQ504152, GQ504151, GQ504150, GQ504149.

Referéncia

Mace et al., 2006
(Unpublished)

Galov et al., 2008

Amaral et al., 2007
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