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RESUMO

O golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus), especificamente a subespécie oceanica (7. .
truncatus), ¢ amplamente distribuida ao longo da costa brasileira, com preferéncia por aguas
mais profundas. Na Bacia de Santos (BS), regido de intensa atividade antrdpica, devido a
exploracdo de petroleo, ainda ndo se compreende completamente o impacto dessas agdes
sobre as popula¢des marinhas e os ecossistemas onde vivem. Nesse contexto, a genética de
populagdes desempenha um papel crucial para obter informagdes sobre a biologia das
espécies, fornecendo subsidios para a conservagdo desses ecossistemas. Este estudo visou
avaliar a diversidade genética de 7. ¢ truncatus, utilizando a regido controle do DNA
mitocondrial (mtDNA), e compreender a estrutura populacional da subespécie oceanica (T. t.
truncatus), por parte das fémeas, na BS. Foram analisados 307 individuos, posteriormente
classificados em trés grupos: 7. t. gephyreus (subespécie costeira), 7. t. truncatus neritico
(aguas <200 metros) e T. t. truncatus pelagico (dguas >200 metros). Os resultados indicaram
38 haplotipos, com 7 exclusivos para 7. t. gephyreus e 31 para T t. truncatus. Os indices de
diversidade genética (Pst e, Fst) mostraram que 7. t. gephyreus possui menor variabilidade
em relacdo a T ¢t truncatus, refletindo seu comportamento filopatrico e preferéncia por
ambientes costeiros. Além disso, foi observada uma diferenciagdo genética significativa entre
ambos os grupos oceanicos e 7. t. gephyreus (Fst = 0,23801; &st = 0,41043 para o grupo
peléagico e Fst = 0,29601; &st = 0,43392 para o grupo neritico; p < 0,05). Mesmo ocorrendo
uma area de sobreposicdo geografica entre as subespécies costeira e oceanica na BS, a
conectividade genética observada ¢ baixa, o que reforca a importancia de fatores como
comportamento e uso de habitat, na estruturagdo das populagdes de 7. truncatus. Para os
grupos neritico e pelagico de 7. ¢ truncatus, a anélise de estruturagdo genética revelou que os
individuos associados a d4guas profundas (grupo pelagico) apresentam uma diferenciagdo
genética moderada (Fst = 0.07835; &st = 0.06936, p < 0,05) em relagdo aos individuos
encontrados em d4reas sobre a plataforma continental (grupo neritico), sugerindo uma
segregagdo espacial associada, também, a diferentes preferéncias de habitat. Esses resultados
destacam a complexidade das interagdes entre individuos de golfinho-nariz-de-garrafa e
reforcam a importancia do monitoramento e estratégias de conservagdo especificas para essa
espécie. Estudos futuros que utilizem marcadores nucleares, como microssatélites, sdao
necessarios para oferecer informacdes mais detalhadas sobre a estrutura genética,
complementando as analises baseadas no mtDNA, que revela apenas o lado materno da
heranga genética.

Palavras-chave: cetaceos, Oceano Atlantico, estrutura genética.



ABSTRACT

The bottlenose dolphin (Tursiops truncatus), specifically the oceanic subspecies (7. t.
truncatus), is widely distributed along the Brazilian coast, with a preference for deeper
waters. In the Santos Basin (SB), a region of intense anthropogenic activity due to oil
exploration, the impact of these activities on marine populations and ecosystems is still not
fully understood. In this context, population genetics plays a crucial role in providing
information about the biology of species, supporting the conservation of these ecosystems.
This study aimed to evaluate the genetic diversity of 7. t. truncatus using the mitochondrial
DNA (mtDNA) control region and to understand the population structure of the oceanic
subspecies (7. t. truncatus), based on females, in the Santos Basin (BS). A total of 307
individuals were analyzed and subsequently classified into three groups: 7. ¢ gephyreus
(coastal subspecies), neritic 7. t. truncatus (waters <200 meters deep), and pelagic 7. ¢
truncatus (waters >200 meters deep). The results identified 38 haplotypes, 7 exclusive to T t.
gephyreus and 31 to T. t. truncatus. The genetic diversity indices revealed that 7. t. gephyreus
has lower variability compared to 7. ¢ truncatus, reflecting its philopatric behavior and
preference for coastal habitats. Additionally, significant genetic differentiation was observed
between both groups and 7. . gephyreus (Fst = 0.23801; @st = 0.41043 for the pelagic group
and Fist = 0.29601; @st = 0.43392 for the neritic group; p < 0.05). Despite the geographical
overlap between the coastal and oceanic subspecies in the SB, the observed genetic
connectivity is low, emphasizing the importance of factors such as behavior and habitat use in
shaping the population structure of 7. fruncatus. For the neritic and pelagic groups of 7. t.
truncatus, the genetic structuring analysis revealed moderate genetic differentiation (Fist =
0.07835; &st = 0.06936, p < 0.05) between individuals associated with deeper waters (pelagic
group) and those found in continental shelf areas (neritic group), suggesting spatial
segregation related to distinct habitat preferences. These results highlight the complexity of
interactions among bottlenose dolphin individuals and reinforce the need for monitoring and
specific conservation strategies for this species. Future studies employing nuclear markers,
such as microsatellites, are essential to provide more detailed information on genetic
structure, complementing mtDNA analyses, which reveal only the maternal side of genetic
inheritance.

Keywords: cetaceans, Atlantic Ocean, genetic structure.
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1 INTRODUCAO

Os cetaceos sdo mamiferos exclusivamente aquaticos amplamente estudados,
divididos em dois clados: Mysticeti e Odontoceti (Committee on Taxonomy, 2024). Os
odontocetos sdo gregarios em sua maioria, vivendo em grupos sociais complexos e dinamicos
(Connor et al., 2000). Dentro desse grupo, o golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) ¢
uma das espécies mais amplamente distribuidas no mundo, ocorrendo de 4dguas costeiras e
rasas até regides oceanicas ¢ com grandes profundidades. Devido ao alcance geografico
abrangente e a plasticidade na ocupacdo de diferentes habitats, essa espécie possui uma
notavel variagdo, tanto morfologica como genética, entre as populagdes (Wells et al., 1999;
Vollmer & Rosel, 2017).

Diversos estudos sobre a estrutura populacional de 7. truncatus t€m revelado a
existéncia de diferentes ecotipos. No oceano Atlantico Sul Ocidental (ASO), foram
reconhecidas duas subespécies de golfinho-nariz-de-garrafa: Tursiops truncatus gephyreus,
com habitos costeiros e relacionadas a aguas rasas, e 7. truncatus truncatus, com habitos
ocednicos e tipicamente associadas a dguas mais profundas (Simdes-Lopes et al., 2019; Costa
et al., 2016). Tal preferéncia de habitat dificulta a coleta de dados da subespécie oceanica,
fazendo com que grande parte do conhecimento acumulado sobre 7. truncatus seja referente a
populagdes costeiras (Fruet et al., 2017; Costa et al., 2021). Essas subespécies possuem
divergéncias tanto no nicho ecoldgico, como diferencas morfologicas (Costa et al., 2016;
Simoes-Lopes et al., 2019), genéticas (Costa et al, 2021), de padriao de coloracao
(Simodes-Lopes et al., 2019), isotopicas (Pereira et al., 2020) e de distribuicao (Simdes-Lopes
etal.,2019).

A subespécie oceanica tende a formar grupos maiores que apresentam menor
diferenciagdo genética entre si, em comparagdo aos grupos costeiros, devida as diferencas de
fidelidade ao habitat e adaptagdes ecologicas e comportamentais especificas (Costa et al.,
2021; Vollmer & Rosel, 2013; Hoelzel et al., 2009; Perrin et al., 2009). Além disso, a distinta
preferéncia de habitat entre as subespécies pode estar impulsionando seu processo de
especiacdo, levando os individuos a acasalar preferencialmente com aqueles que
compartilham preferéncias similares, mesmo havendo certa sobreposicdo de areas entre as
subespécies na regido sul do Brasil (25°51°50”S a 28°29°39”S) (Costa et al., 2021;
Simdes-Lopes et al., 2019). Essa zona de sobreposicdo, ou zona hibrida, onde as subespécies
coexistem, permite interagdes e fluxo génico. Estudos recentes abordam as diferencas entre

subespécies (e.g., Costa et al., 2021; Simdes-Lopes ef al., 2019; Pereira et al., 2020; Fruet et
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al., 2017), com foco maior na subespécie costeira (e.g., Costa et al., 2015; Daura-Jorge et al.,
2016; Fruet et al., 2014). No entanto, ainda ha lacunas sobre a subespécie oceanica ¢ a
conectividade entre elas na area de sobreposicao.

A Bacia de Santos (BS) ¢ a maior bacia sedimentar oceanica do Brasil, caracterizada
por uma dindmica oceanografica complexa e uma grande heterogeneidade ambiental
(PETROBRAS, 2024a). Nessa regido, duas correntes maritimas distintas interagem: a
Corrente do Brasil (CB), que traz 4guas quentes e salinas, e a Corrente das Malvinas (CM),
que transporta dguas mais frias e ricas em nutrientes. A interacdo dessas correntes forma a
Confluéncia Brasil-Malvinas, um fendmeno crucial para a dindmica do ambiente marinho da
Bacia de Santos. A bacia também abriga o Talude Continental Brasileiro, uma area situada
entre o fim da plataforma continental e o assoalho oceanico, cuja influéncia ¢ fundamental
para o habitat de diversas espécies e para a dindmica oceadnica da regido
(Rossi-Wongtschowski & Madureira, 2006).

O talude brasileiro abriga a maior reserva de petréleo e gas do pais, o que o torna um
ambiente de grande relevancia ndo apenas ecoldgica, mas também econdmica. Contudo, essa
exploracdo econOmica levanta preocupagdes quanto aos possiveis impactos ambientais,
especialmente sobre as populacdes locais de cetaceos (PETROBRAS, 2024a). Espécies como
o golfinho nariz-de-garrafa podem ser afetadas tanto diretamente, a partir de acidentes com
embarcagdes, redes e linhas de pesca, vazamento de dleo e a poluigdo sonora, quanto
indiretamente, a partir de distirbios ambientais (Gomes et al., 2000). Além disso, a regido de
Cabo Frio, que faz parte da Bacia de Santos, ¢ caracterizada pelo fendmeno de ressurgéncia
costeira, que envolve o movimento ascendente de massas de agua proximas a costa,
permitindo o enriquecimento de nutrientes nas aguas superficiais. Esse fendmeno contribui
para uma das areas mais biodiversas do pais (Rossi-Wongtschowski & Madureira, 2006).

A BS ¢ de particular interesse para o estudo de Tursiops truncatus ja que abarca a
area restrita onde ocorre a sobreposi¢ao de distribuicdo entre as subespécies oceanica (7. ¢.
truncatus) e costeira (1. t. gephyreus), o que pode facilitar interagdes ocasionais entre elas.
Essa area ocorre da costa de Guaratuba (25° 51 50” S) até Laguna (28° 29° 39” S), entre 3 ¢
18 metros de profundidade ¢ de 1 a 4 km de distancia da costa (Costa et al., 2016;
Simdes-Lopes et al., 2019). Simdes-Lopes et al. (2019) sugeriu que a zona hibrida entre 7. t.
truncatus e T. t. gephyreus desempenha um papel importante na manutencao da diversidade
genética da espécie. No entanto, a conectividade genética entre essas subespécies ¢ limitada, o
que contribui para a preservagdo das distingdes genéticas entre elas (Costa ef al., 2021; Fruet

et al., 2017). Além disso, a complexa dinamica ecoldgica da regido, com a presenca de
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habitats distintos entre a plataforma continental e a regido oceénica, pode influenciar ainda
mais a estrutura populacional da espécie. Isso faz da Bacia de Santos uma area unica para
investigar como a sobreposi¢cdo geografica entre os ecotipos e os diferentes habitats moldam a
conectividade genética e a diversidade populacional de T truncatus.

A compreensdo da estrutura genética e da conectividade entre as populagdes oceanicas
e costeiras de 7. truncatus é fundamental para a conservacdo da espécie, especialmente em
areas onde a atividade humana pode impactar diretamente os golfinhos (Hartl et al., 1988).
Com base na diversidade genética, ¢ possivel identificar diferentes populagdes e direcionar a
aten¢do para aquelas que sdo mais vulneraveis a extingdo, particularmente aquelas com baixa
variabilidade genética (Frankham et al., 2005). Apesar de ser de transmissdo exclusivamente
materna, estudos genéticos em 7. truncatus t€m utilizado marcadores do DNA mitocondrial
(mtDNA) para explorar questdes relacionadas a diversidade genética e diferenciagdo
populacional, uma vez que, por existir em grande quantidade de cdpias nas células, € um
material genético mais acessivel para o sequenciamento (Rosel et al., 2017; Zink et al., 2008).

A regidao controle do mtDNA, em particular, ¢ amplamente empregada devido a sua
alta variabilidade e capacidade de revelar padroes de conectividade entre populagdes (Zhang
et al., 1993; Rosel et al., 2017; Costa et al., 2021). No ASO, andlises dessa regido
demonstraram a existéncia de haplotipos distintos entre as subespécies e sugeriram niveis
variados de fluxo génico em diferentes areas geograficas (Fruet et al., 2017; Costa et al.,
2021). No entanto, para a subespécie oceanica (7. t. truncatus), ainda hd lacunas no
entendimento de possiveis diferencas genéticas entre individuos que ocupam habitats neriticos
e pelagicos. Compreender esses padrdes € particularmente relevante na Bacia de Santos (BS),
onde a exploragdo de recursos marinhos, como a extragdo de petrdleo e gas, tem aumentado
significativamente (PETROBRAS, 2024a). Essas atividades representam uma potencial
ameaca a integridade dos habitats marinhos e podem impactar a conectividade e a dinamica
populacional de espécies marinhas (Paschoalini et al., 2020).

Assim, entender a diversidade genética e a estruturagdao populacional de 7. ¢. truncatus
¢ essencial para a implementacdo de estratégias de conservagao efetivas. Neste contexto, este
trabalho busca avaliar a diversidade genética de golfinhos-nariz-de-garrafa (ZTursiops
truncatus) na BS, utilizando a regido controle do mtDNA. Além disso, serd investigada a
diferenciagdo genética entre individuos das subespécies costeira e ocednica, contribuindo para
o entendimento das zonas hibridas e fornecendo subsidios para estratégias de manejo e

conservacgdo, especialmente frente as atividades antrdpicas intensas na regido.
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2 HIPOTESE
A partir dessas informagdes, este estudo tem como hipoteses:

1. A subespécie oceanica, Tursiops truncatus truncatus, apresenta estruturagao
populacional longitudinal na regido da Bacia de Santos, devido a associagdo de individuos a
habitats distintos: alguns relacionados as dguas profundas (batimetria > 200 metros), enquanto

outros a aguas rasas (batimetria < 200 metros);

2. Mesmo com uma sobreposicdo de distribuicao de 7. t. truncatus e T. t.
gephyreus na regido sul do Brasil, a conectividade genética entre essas subespécies ¢ baixa,

por apresentarem estado avancado de especiagao.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Compreender a  diversidade genética e diferenciagdo  genética dos
golfinhos-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) da Bacia de Santos, assim como o nivel de
conectividade genética da subespécie oceanica (7 ¢. truncatus) com a subespécie costeira (7.

t. gephyreus) encontradas no sul do Brasil, com base no marcador mitocondrial.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Utilizar a regido controle do DNA mitocondrial (mtDNA) para quantificar a
diversidade genética de 7. truncatus na BS;

2. Utilizar a regido controle do mtDNA para compreender se ha diferenciagao
genética dentro da subespécie ocednica (7. t. truncatus) que habita aBS, levando em
consideragdo informagdes de distribuicdo espacial e profundidade onde esses individuos
foram amostrados;

3. Através da regido controle do mtDNA, investigar o nivel de conectividade
genética entre 7. ¢. truncatus da BS e individuos de 7. t. gephyreus da regido sul do Brasil,

onde ha uma area de sobreposi¢do de distribuigcdo entre as subespécies.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DAS AMOSTRAS

A Bacia de Santos ¢ a maior bacia sedimentar maritima do Brasil, abrangendo uma
area total de 272.567 km? entre as latitudes 23°S e 27°S e longitudes 41°W e 47°W
(PETROBRAS, 2024a; Figura 1). Essa bacia tem grande importancia econdmica devido a
exploragdo de petroleo e géas, mas também pela biodiversidade marinha, com aguas que
variam entre rasas e profundas. A regido possui trés zonas principais: a plataforma continental
interna (até 50 metros de profundidade), onde a dindmica costeira e a ressurgéncia de
nutrientes em regides como Cabo Frio tem maior influéncia, a plataforma continental externa
(de 50 a 1.000 metros de profundidade), onde possui alta produtividade bioldgica, gerada pelo
encontro das correntes do Brasil e das Malvinas, e a regido oceanica (acima de 1.000 metros
de profundidade), que possui individuos adaptados a condigdes de aguas profundas
(PETROBRAS, 2024a; Rossi-Wongtschowski & Madureira, 2006). Os estudos realizados na
bacia contemplam toda sua faixa costeira, chegando até 350 km de distancia da costa e a

2.000 metros de profundidade.

Figura 1: Localizacdo e area da Bacia de Santos.
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Fonte: Projeto de monitoramento de cetaceos da Bacia de Santos (PMC-BS).
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As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas pela equipe do Projeto de
Monitoramento de Cetaceos da Bacia de Santos (PMC-BS). Foram coletadas 103 bidpsias em
campanha de avistagem e telemetria (Figura 2). Nos embarques, foram percorridos transectos
lineares sistematizados na inten¢ao de cobrir toda a area de estudo na Bacia de Santos
(PETROBRAS, 2024a; Figura 3). Para a coleta das biopsias, foram utilizadas balestras e
flechas adaptadas atiradas de um navio ou bote inflavel (Lambertsen et al., 1987; Figura 4).
Logo apds a coleta, as biopsias foram armazenadas em etanol 70% e enviadas para o
Laboratorio de Biologia Gendmica e Molecular da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (PUCRS) em Porto Alegre (RS). Todas as amostras do PMC-BS foram
identificadas como da subespécie oceanica (7. t. truncatus) durante a coleta de campo

seguindo caracteristicas da morfologia externa (Simdes-Lopes ef al. 2019).

Figura 2: Localizagdo das 103 amostras coletadas pela equipe do PMC-BS.
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Fonte: Mapa obtido pela autora através do programa RStudio utilizando os pacotes marmap, mapdata, rgdal e

randomcoloR.



Figura 3: Trajeto percorrido pelas Campanhas de Avistagem Embarcada do PMC-BS.

Fonte: Projeto de monitoramento de cetaceos da Bacia de Santos (PMC-BS).

Figura 4: Coleta de biopsia com balestras e dardos flutuantes pela equipe do PMC-BS.

Fonte: Projeto de monitoramento de cetaceos da Bacia de Santos (PMC-BS).
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4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A equipe do PMC-BS realizou a extragdo de DNA e a amplificacdo da regido
controladora do mtDNA, assim como a sexagem das amostras na PUCRS. A extracdo de
DNA foi feita com o DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen), seguindo o protocolo do
fabricante. Para a sexagem molecular, foram utilizados os primers Y53-3C e Y53-3D; P1-5EZ
e P2-3EZ, para amplificar, respectivamente, o gene s7y (macho especifico), e os genes zfx/zfy
(fémea e macho), como controle positivo. J& para a amplificagdo da regido controle do
mtDNA, foi utilizado um fragmento de 675 pares de base (pb), com os primers Dlp1.5 e DIp8.
Tanto para a sexagem das amostras, como para a amplificagdo do mtDNA foram realizadas
através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Na PCR, foram utilizados: 2,5 mM de
cloreto de magnésio (MgCl,), 0,2 mM de desoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs), 0,4 uM de
cada primer, 0,3 U da enzima 10 Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 1 X o tampao
de reacao (Invitrogen) e 1 pul de DNA (aproximadamente 20 ng). Para a sexagem, o perfil do
PCR incluiu uma desnaturagdo inicial a 94°C por 3 minutos, seguida por 35 ciclos compostos
de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos e extensao a
72°C por 1 minuto, com uma extensao final a 72°C por 10 minutos. O produto amplificado foi
verificado em gel de agarose a 1,5%, e o sexo dos individuos foram identificados como
machos (quando as amostras apresentaram duas bandas) ou fémeas (quando as amostras
apresentaram uma unica banda). Para o mtDNA, o protocolo de amplificagdo consistiu em
uma desnaturacao inicial a 94°C por dois minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacao a
94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos, e extensdo a 72°C por 40
segundos, finalizando com uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os resultados de PCR
foram encaminhados para a Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul), onde foi realizada a
purificacdo e sequenciamento em um sequenciador ABI 3730XL (Applied Biosystems). O
sequenciamento foi realizado em ambas as diregdes. Por ultimo, as sequéncias foram
alinhadas e ajustadas pela equipe do PMC-BS, utilizando o programa SEQUENCHER 5.4.6
(Gene Codes Corporation) (PETROBRAS, 2024a).
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4.3 ANALISE DAS SEQUENCIAS DE DNA MITOCONDRIAL

A partir de fragmentos de 675 pb da regido controle do mtDNA, a identificagao
taxondmica das sequéncias foi confirmada utilizando a ferramenta BLAST na plataforma
GENBANK (NCBI, 2024) Essa plataforma também foi utilizada para verificar se as
sequéncias obtidas neste estudo tinham 100% de correspondéncia com sequéncias de T
truncatus registradas em outras localidades do mundo, utilizando a opg¢do % Pairwise
Identity. Além disso, acessaram-se dados de sequéncias de 29 hapldtipos de 7. t. gephyreus e
T. t. truncatus, disponibilizados por Costa et al. (2021), os quais foram utilizados para
identificar as subespécies e aumentar o numero amostral do estudo, compreendendo
informagdes sobre a frequéncia de hapldtipos e sexagem desses individuos. Essa inclusdo
adicional resultou em 204 individuos do estudo de Costa et al. (2021), totalizando 307
amostras analisadas (103 deste estudo e 204 de Costa et al. 2021; Apéndice A).

As amostras foram separadas em trés grupos: neritico, pelagico e 7. t. gephyreus. A
classificagdo desses grupos teve como base as informacdes de profundidade descritas nas
planilhas de campo disponibilizadas no SisPMC (PETROBRAS, 2024b), sendo classificados
como neritico os individuos associados a profundidades menores que 200 metros, e pelagica
acima de 200 metros, associadas a 4guas mais profundas. Para as amostras sem informagdes
de profundidade, foram utilizados mapas gerados no programa RStudio v2022.07.0
(RSTUDIO TEAM, 2019), sendo possivel observar a localizagdo geografica em relacao a
batimetria. A classificagdo de 7. t. gephyreus foi baseada na identificagdo taxonoOmica
disponibilizada por Costa et al. (2021). Os pacotes marmap, mapdata, rgdal e randomcoloR,
foram utilizados no programa RStudio v2022.07.0 (RSTUDIO TEAM, 2019) para a produgao
dos mapas geograficos, os quais foram produzidos a fim de observar padrdes espaciais de
distribuicao das amostras, como a separagao dos grupos associados a plataforma continental
ou regido peldgica, e os haplotipos. O programa também foi utilizado para realizar o teste de
qui-quadrado de independéncia, verificando a relagdo entre sexo e subespécie (7. t. truncatus
e T t. gephyreus), assim como entre sexo € os grupos estabelecidos (neritico, pelagico e 7. ¢.
gephyreus).

Todas as sequéncias utilizadas neste estudo (N = 307; 103 do PMC-BS e 204 de
Costa et al. 2021) foram alinhadas utilizando o programa MUSCLE, implementado no
software MEGA v6.06 (Kumar et al., 2018). O alinhamento foi convertido para o formato de
entrada para o programa DNAsp v6.12.03 (Rozas et al., 2017), que foi utilizado para

identificar a frequéncia haplotipica das amostras. A relacdo genética entre os haplétipos foi
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investigada utilizando o programa NETWORK v10.2.0.0 (Bandelt et al., 1999), através da
constru¢do de uma rede haplotipica aplicando o método median-joining network. O programa
ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier et al, 2010) foi utilizado para estimar as diversidades
haplotipica e nucleotidica dentro de cada grupo (neritico, peladgico e T. t. gephyreus). A
analise da variancia molecular (AMOVA) foi realizada para quantificar a variacdo genética
dentro e entre os grupos, utilizando 10.000 permutagdes para testar a significancia dos valores
observados. Os indices de fixagdo (Fst e ®st) foram calculados para avaliar o nivel de
diferenciagdo genética entre os grupos. O célculo Fst evidencia a proporcao da variacdo nas
frequéncias alélicas entre os grupos em relacdo a variacao total da populacao, enquanto o @Dst
leva em consideragdo a diferencas de sequéncias nucleotidicas entre os haploétipos. Para o
calculo de &st, o melhor modelo evolutivo selecionado foi o Tamura-Nei (Tamura & Nei,
1993), estimado através do jModelTest v2.1.6 (Posada, 2008) no CIPRES Science Gateway
(Miller, Pfeiffer & Schwartz, 2010), utilizando o algoritmo Bayesian Information Criterion

(BIC).

5 RESULTADOS

Foi identificado um total de 19 haplotipos entre as 103 sequéncias do PMC-BS
utilizando um fragmento de 675 pb da regido controle do mtDNA. Todas as sequéncias
utilizadas neste estudo foram identificadas como pertencentes a Tursiops truncatus. Das 103
amostras de mtDNA coletadas pelo PMC-BS, sete sequéncias apresentaram 100% de
compatibilidade com registros de quatro individuos no Oceano Atlantico Norte disponiveis no
GenBank (DQO073659, DQO073670, KF570321, KT601200). Essas sete sequéncias
correspondem ao haploétipo OTr19 e foram encontradas no grupo neritico (N =4; G14, G122,
G342, G555) e pelagico (N = 3; G2, G84, G168). A identificacdo foi feita com base no
alinhamento maximo da regido em comum entre as sequéncias, a qual variou de 826 a 16387
pb.

Apos o alinhamento das 307 sequéncias utilizadas neste estudo, o tamanho dos
fragmentos das sequéncias do PMC-BS diminuiu de 675 pb para 346 pb. Entre as 307
amostras, 145 foram previamente identificadas como 7. . gephyreus e 162 como T ¢
truncatus. No total, foram identificados 38 haplétipos utilizando um fragmento de 346 pb da
regido controle do mtDNA (Figura 5): nove haplotipos exclusivos das amostras do PMC-BS e
encontrados neste estudo, 21 haplotipos exclusivos das amostras coletadas por Costa et al.

(2021) (sete de T. t. gephyreus e 14 de T t. truncatus), e oito haplotipos de 7. t. truncatus


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ073670.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8Z7YMEF8013
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compartilhados entre ambos os estudos. O haplétipo OTtr34 foi o Gnico compartilhado entre
as subespécies 7. t. gephyreus e T. t. truncatus (Figura 6). Além disso, através da sexagem
prévia das amostras, foram identificados 142 individuos machos (67 T. t. gephyreus e 75 T. t.
truncatus), 151 fémeas (63 1. t. gephyreus e 88 T. t. truncatus) e 14 ndo tiveram o sexo
determinado (10 7. ¢. gephyreus e 4 T. t. truncatus) (Figura 7). A razdo sexual entre as duas
subespécies foi comparada estatisticamente, utilizando o teste de Qui-quadrado, mas ndo

observou-se diferenca significativa (X* = 0,6768, p =0,4107).

Figura 5: Mapa com a distribuicdo das amostras por subespécie e haplotipo.
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Fonte: Mapa obtido pela autora através do programa RStudio utilizando os pacotes marmap, mapdata, rgdal e
randomcoloR.

Legenda: Distribui¢do geografica das amostras usadas neste estudo de acordo com o haplétipo e com a
classifica¢do taxondmica definida em Costa et al. (2021) ou por identificagdo em campo de acordo com a
morfologia externa seguindo Simdes-Lopes et al. (2019). Cada cor representa um haplétipo e cada simbolo
representa uma subespécie. SWATtr: haplotipos originalmente encontrados em Costa et al. (2021); OTtr:
haplétipos originalmente encontrados em golfinhos nariz-de-garrafa oceanicos do Atlantico Norte; Hap:

haplotipos encontrados neste estudo em amostras do PMC-BS.
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Figura 6: Rede haplotipica dos 38 haplotipos encontrados nas 307 amostras usadas neste

trabalho.
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Fonte: Rede haplotipica obtida pela autora através do programa Network.
Legenda: A frequéncia dos haplotipos € proporcional ao tamanho dos circulos. Os circulos de cor azul, verde e
laranja representam haplotipos, circulos pretos representam possiveis haplotipos intermediarios ndo amostrados

ou extintos, e os tracos pretos entre as linhas que conectam os haplotipos representam mutacdes.
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Figura 7: Mapa com a distribui¢do das amostras por sexo.
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Fonte: Mapa obtido pela autora através do programa RStudio utilizando os pacotes marmap, mapdata, rgdal e
randomcoloR.

Legenda: Distribuicao geografica das amostras usadas neste estudo de acordo com o sexo.

Nao foram encontrados padrdes evidentes de diferenciagdo por sexo ou por
haplétipos nos mapas de distribui¢do. No entanto, foi observado um padrdo na distribuicao
espacial desses individuos de acordo com a classificagdo taxondmica e profundidade das
aguas onde as amostras foram coletadas. Observou-se que todas as amostras classificadas
como 7. t. gephyreus (de acordo com Costa et al., 2021) foram coletadas em aguas rasas (< 30
metros de profundidade) estuarinas e costeiras, j4 as amostras classificadas como 7. t.
truncatus (de acordo com Costa et al., 2021 ou classificacio em campo conforme a
morfologia externa) estavam distribuidas espacialmente em duas areas. Um grupo de
individuos 7. t. truncatus (N = 90) estava distribuido ao longo da plataforma continental (<
200 metros de profundidade), enquanto outro grupo oceanico (N = 72) estava distribuido na
area pelagica (na faixa de 200 metros ou mais de profundidade). Esses dois grupos oceanicos

foram aqui chamados de neritico e peldgico, respectivamente. Ao separar as amostras nestes
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trés grupos (neritico, pelagico e 7. t. gephyreus; Figura 8), as seguintes distribui¢des por sexo
foram observadas: para T. t. gephyreus (N = 145), 63 individuos foram identificados como
fémeas e 67 como machos; no grupo neritico (N = 90), 53 eram fémeas e 38 machos; € no
grupo pelagico (N = 72), 35 fémeas e 37 machos. Diferencas na razdo sexual entre os trés
grupos também foram verificadas com o teste de Qui-quadrado, mas ndo se observou

resultados significativos (X? = 2,3770, p = 0,3047).

Figura 8: Mapa com a distribui¢do das amostras por grupos classificados de acordo com a

classificagdo taxondmica e profundidade.
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Fonte: Mapa obtido pela autora através do programa RStudio utilizando os pacotes marmap, mapdata, rgdal e
randomcoloR.

Legenda: Distribuigdo geografica das amostras usadas neste estudo de acordo com o grupo.

Dentro de cada grupo, foi observado que T . gephyreus (N = 145) apresentou oito
haplotipos, 12 sitios polimoérficos, uma diversidade haplotipica (h) de 0,6178 (D.P =0,0353) e
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diversidade nucleotidica (m) de 0,0086 (D.P = 0,0050). O grupo pelagico (N = 72) apresentou
24 haplotipos, 33 sitios polimérficos, com diversidades haplotipicas e nucleotidicas altas (h =
0,9327, D.P = 0,0133; = = 0,0179, D.P = 0,0095). J& o grupo neritico (N = 90) apresentou 13
haplétipos, 18 sitios polimorficos, com h de 0,7998 (D.P = 0,0305), e m de 0,0134 (D.P =
0,0073). O teste AMOVA indicou que 22.82% da variagdo genética ocorre entre 0s grupos,
enquanto 77.18% ocorrem dentro dos grupos. Os indices de diferenciagdo genética (Fist ¢ Pst)
mostraram um grau moderado de diferenciagdo entre os grupos oceanicos, ¢ reforcam as

diferengas genéticas significativamente elevadas entre os grupos oceanicos e 7. t. gephyreus

(Tabela 1).

Tabela 1: Valores de diferenciacao genética (Fst e ®st) entre 7. t. gephyreus € 0s grupos

neritico e pelagico (p < 0,05).

Fst/®st T t. gephyreus Pelégico Neritico
T t. gephyreus - 0,4104 0,4339
Pelagico 0,2380 0,0693
Neritico 0,2960 0,0783

Legenda: valores de Fist na diagonal inferior e de @st na diagonal superior.

A rede haplotipica (Figura 6) mostra as relacdes de frequéncia e proximidade
genética entre os 38 haplotipos identificados neste estudo. Nela, foi possivel observar que o
grupo gephyreus forma um clado, enquanto os haplotipos do grupo neritico estdo distribuidos
em dois extremos opostos € do grupo peldgico ocupam uma posi¢cdo mais central. Seis
haplétipos sdo compartilhados entre os grupos, sendo cinco entre peldgico-neritico € um
(OTtr34) entre pelagico-neritico-gephyreus. O haplotipo OTtr19, retirado do GenBank de
amostras de golfinhos nariz-de-garrafa ocednicos do Atlantico Norte Ocidental e também
encontrado no grupo neritico e peldgico deste estudo, sugere uma conectividade entre os
golfinhos nariz-de-garrafa do Atlantico Norte e do Atlantico Sul. Também ¢ possivel observar
a alta diversidade genética da subespécie 7. t. truncatus contrastando com a menor

diversidade em 7. t. gephyreus.
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6 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo, foram identificados 38 haplétipos de
Tursiops truncatus utilizando um fragmento de 346 pb da regido controle do mtDNA, sendo
sete associados a T. t. gephyreus € 31 a T. t. truncatus. Além disso, na andlise de diversidade
genética, 1. t. gephyreus apresentou os menores indices de diversidade haplotipica e
nucleotidica (h = 0,6178, © = 0,0086), corroborando estudos prévios que apontam maior
variabilidade em 7. t. truncatus, possivelmente em funcdo da sua ampla area de distribuigdo,
menor fidelidade ao habitat e formagao de grandes grupos. Por outro lado, o comportamento
costeiro ¢ a preferéncia a ambientes estuarinos de 7. «. gephyreus, aliada a altos niveis de
filopatria, limitam a troca genética entre populacdes, apresentando menor variabilidade
genética (Simdes-Lopes et al., 2019; Costa et al., 2021; Tardin et al., 2019). Entre os
haplotipos identificados, o OTtr34 foi o Unico compartilhado entre 7. . gephyreus ¢ T. t.
truncatus, sugerindo que hé alguma conectividade entre essas subespécies. Isso pode ser
resultado da sobreposicdo de areas de distribui¢do ou indicar que esse hapldtipo seja derivado
de um ancestral comum, refletindo uma relagado filogenética histdrica. Estudos prévios, como
Costa et al. (2021) e Oliveira et al. (2019), apontam evidéncias de introgressao genética entre
as subespécies, utilizando marcadores nucleares. Contudo, as diferengas genéticas
significativas observadas (Fst = 0,2282; &st = 0,2232; Tabela 1) indicam que hé isolamento
reprodutivo significativo entre essas subespécies e a existéncia de barreiras ecoldgicas ou
comportamentais que limitam o cruzamento atual (Costa et al., 2021). A andlise da rede
haplotipica reforca a separagdo entre as subespécies, mostrando que 7. t. gephyreus forma um
clado distinto (Figura 7). Esses resultados destacam a complexidade da estrutura populacional
entre 7. t. gephyreus e T. t. truncatus, com o comportamento filopatrico observado em 7. +.
gephyreus contribuindo para a baixa conectividade genética, como evidenciado pelos indices
de fixacao.

Na Bacia de Santos, as condi¢cdes ambientais, como a profundidade e a
disponibilidade de alimentos, variam significativamente dependendo da longitude
(Rossi-Wongtschowski & Madureira, 2006), influenciando o comportamento alimentar e o
uso de habitat dos golfinhos-nariz-de-garrafa. Em regides pelagicas, onde a profundidade ¢
maior (> 200 metros), os golfinhos se alimentam de presas tipicas de ambientes pelagicos,
como espécies de peixes e cefalopodes, cujas abundancias sdo influenciadas principalmente
pelas correntes oceanicas, como a Corrente do Brasil e a Corrente das Malvinas, e

ressurgéncias que influenciam a distribui¢cdo. J4 em ambientes neriticos (< 200 metros), os
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golfinhos podem se alimentar de espécies associadas ao fundo, como pequenos peixes
pelagicos e crusticeos, com maior abundancia em regides de plataforma continental e
ressurgéncias costeiras (Wells et al., 1999; Rossi-Wongtschowski & Madureira, 2006). Essa
mudanga de alimentacdo entre os diferentes ambientes marinhos ¢ importante para a
compreensdo dos diferentes nichos ecologicos ocupados por 7. ¢t. truncatus e de como esses
golfinhos podem adaptar sua dieta dependendo das caracteristicas locais. Essa adaptagdo
alimentar, por sua vez, pode influenciar a estrutura genética das populagdes, ja que grupos
populacionais que frequentam ambientes com diferentes pressdes alimentares podem evoluir
isoladamente ao longo do tempo (Hoelzel et al., 1998; Costa et al. 2021).

No oceano Atlantico Sul Ocidental, grande parte do conhecimento sobre Tursiops
truncatus esta ligado a T. t. gephyreus, enquanto para 7. t. truncatus apresenta lacunas na
diversidade genética e nos padrdes de distribuicdo. No entanto, sabe-se que 7. t. truncatus tem
ampla area de distribui¢do, habita preferencialmente ambientes pelagicos mais profundos (de
3—758 m de profundidade) e se deslocam por longas distancias, conectando diferentes regides
do Atlantico (Simdes-Lopes et al., 2019; Costa et al., 2021; Vollmer & Rosel, 2013; Vollmer
& Rosel, 2017). No que diz respeito a diversidade genética, Costa et al. (2021) apontam que
populacdes ocednicas de 7. truncatus apresentam maior variabilidade genética e uma
estruturacdo populacional significativa. Isso indica que, apesar da conectividade historica
indicada por haplétipos compartilhados, como o OTtr19 (encontrado tanto no Atlantico Norte
quanto no Atlantico Sul), existem evidéncias de diferenciacdo genética entre as populagdes
oceanicas devido a adaptagdes locais. Portanto, o haplotipo compartilhado pode sugerir, ndo
apenas uma conectividade histdrica entre populagdes oceanicas, mas também a possibilidade
de fluxo génico atualmente, podendo ser mediado por individuos em deslocamento ou por
eventos ocasionais de mistura genética. Esses fatores, ajudam também a explicar os niveis
moderados de diversidade genética observados.

Essas dindmicas genéticas e ecoldgicas sdo complementadas por alguns estudos
sobre o uso do habitat e a distribuicdo de 7. ¢ truncatus na costa brasileira. Trabalhos
anteriores sugerem que ha uma segregacao espacial entre os individuos que frequentam o
norte e o sul da costa sudeste do Brasil e h4 diferencas de nichos isotdpicos entre os sexos
(Paschoalini et al., 2020). Oliveira et al. (2019) observaram uma estruturacdo populacional
significativa entre golfinho-nariz-de-garrafa nas porgdes tropical e subtropical do Oceano
Atlantico Sul Ocidental. Sobre o uso do habitat de 7. t. truncatus, Tardin et al. (2019) afirmam
que essa subespécie tem maior probabilidade de ocorrer em daguas frias e com maior

concentragdo de clorofila, indicando a influéncia do fendmeno de ressurgéncia na ocorréncia
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da subespécie na BS. Embora o presente estudo ndo tenha identificado um padrao latitudinal
ou sexual claro, foi observada uma diferenciagdo genética moderada entre grupos de golfinhos
nariz-de-garrafas oceanicos (neritico e pelagico), em funcao da profundidade. Esses achados
sugerem processos iniciais de divergéncia populacional, potencialmente relacionados a
diferentes preferéncias por profundidades e condi¢cdes ambientais.

Além disso, observou-se que o grupo neritico de 7. ¢. truncatus, o qual se encontra
também associados a aguas mais costeiras tem uma distribui¢do latitudinal mais limitada que
o grupo pelagico. Esse padrao pode estar associado a presenca de 7. t. gephyreus, restrito ao
sul do Brasil, Uruguai e Argentina, que pode competir diretamente por recursos nos ambientes
costeiros (Simdes-Lopes et al., 2019; Costa et al., 2021; Figura 8). Em contrapartida, o grupo
pelagico de T ¢. truncatus se concentra em areas mais profundas, diminuindo a interagdo entre
as duas subespécies e evitando essa exclusao competitiva.

Por fim, ¢ importante ressaltar que este estudo se baseou apenas em dados de
mtDNA, o que limita a interpretagdo ao histérico materno dessas populacdes. Estudos futuros
com marcadores nucleares, como microssatélites, sao necessarios para obter uma visao mais
abrangente da dinamica populacional dos golfinhos-nariz-de-garrafa na costa sul do Brasil.
Apesar dessa limitacdo, o mtDNA fornece informagdes valiosas, especialmente considerando
o comportamento filopatrico de fémeas e a influéncia disso na estruturacao genética (Connor
et al., 2000). Além disso, o comportamento altamente movel de 7. ¢ truncatus pode ter levado
a coleta de individuos neriticos em zonas pelagicas e vice-versa, influenciando na analise da
estrutura genética. Os resultados aqui apresentados contribuem para o entendimento das
interagdes ecologicas e genéticas entre subespécies e grupos de 7. truncatus na Bacia de
Santos e ao longo da costa sul do Brasil. Além disso, a diferenciacao genética entre os grupos
neritico e peladgico de 7. ¢t truncatus aponta para a importdncia de considerar suas

especificidades ecologicas e comportamentais em planos de conservagdo e manejo.
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7 CONCLUSAO

Este estudo permitiu um melhor entendimento da diversidade e diferenciagdo
genética de Tursiops truncatus na Bacia de Santos, assim como a conectividade genética entre
essa subespécie oceanica (7. t. truncatus) e a subespécie costeira (7. t. gephyreus) no sul do
Brasil, destacando as complexas interacdes entre fatores ecoldgicos, comportamentais e
genéticos que moldam essas populagdes. A identificagdo de 38 hapldtipos e os padrdes de
diversidade genética observados confirmam diferencas marcantes entre as subespécies 7. t.
gephyreus ¢ T. t. truncatus. Observou-se uma alta diferenciagdao genética significativa entre as
subespécies, corroborando estudos prévios que descrevem barreiras ecoldgicas e
comportamentais que limitam o fluxo génico atual. Além disso, os resultados dos indices de
fixacdo obtidos com o uso do marcador mitocondrial revelaram uma diferenciagao
populacional moderada entre os grupos pelagico e neritico de 7. t. truncatus na Bacia de
Santos. Essa segrega¢do observada sugere processos iniciais de divergéncia populacional que
podem influenciar estratégias de conservagdo especificas para cada grupo. No entanto, as
limitagdes do uso exclusivo de dados de mtDNA ressaltam a necessidade de estudos futuros
com marcadores nucleares, como microssatélites, para uma visdo mais abrangente da
dindmica populacional. Entender a estruturacdo e diversidade desses grupos ¢ fundamental,
principalmente em 4reas de intensa atividade antrOpica, para orientar estratégias de
conservagdo efetivas, conduzindo melhores abordagens de manejo especificas para cada

ambiente e populagoes.
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APENDICE A - RELACAO DE HAPLOTIPOS E AS SEQUENCIAS ANALISADAS.

Cédigo de acesso das

Numero de individuos

Nome do Haplétipo Amostras coletadas pela equipe do PMC-BS sequéncias de Costa et. al. total
(2021)
SWATtrl - MK105857 33
SWATtr2 - MK105858 )
SWATtr3 - MK105859 5
SWATtr4 - MK105860 16
SWATtrS5 - MK105861 5
SWATtr6 G358 MK105862 8
SWATtr7 - MK105863 2
SWATS G5; G8; G15; G17; G33; G99; G125; G238; G386; G387; G397; MK 105864 25
G411; G446; G507; G508; G510; G539; G540; G559
SWATr9 G18 MK105865 3
SWATtr10 G321 MK105866 2
SWATtr11 - MK105867 2
SWATtr12 - MK105868 1
SWATtr13 - MK105869 1
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SWATtr14 - MK105870 3
SWATtr15 G1; G6; G270; G343; G363; G426; G485 MK 105871 14
SWATtr16 - MK105872 1
SWATtr17 - MK 105873 1
SWATtr18 - MK105874 2
SWATtr19 - MK 105875 1
SWAT1r20 - MK105876 1
SWATtr21 - MK 105877 2
SWAT1r22 - MK105878 1
OTtrl G123; G126; G143; G236; G239; G326; G395; G431; G449 DQ845448 13
OTtr19 G2; G14; G84; G122; G168; G342; G344; G555 GQ504083 16
OTtr21 - GQ504085 1
OTtr27 - GQ504091 2
OTtr29 - GQ504094 2
G12; G13; G31; G34; G47; G48; G108; G109; G113; G114; 39
0T34 G127; G237; G308; G324; G325; G384; G385; G394; G402; GQ504066

G403; G408; G410; G430; G445; G448; G487; G506; G509;
G517; G527; G538; G545; G553; G561

41



OTtr35 - GQ504081
Hap 30 G7; G208; G525; G562 -
Hap 31 G32; G228 -
Hap 32 G37; G276; G327; G409; G443; G526; G544; G563 -
Hap 33 G58 -
Hap 34 G100 -
Hap_35 G128; G444 -
Hap 36 G173; G322 -
Hap 37 G396 -
Hap 38 G486 -
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