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RESUMO

O golfinho-pintado-pantropical, Stenella attenuata (Gray 1846), ocorre em aguas
temperadas e tropicais dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico. Para avaliar a
diversidade e estruturacdo genética da espécie no litoral brasileiro e comparar
esses resultados com aqueles obtidos para outras localidades, foram
sequenciados para a regido controle do DNA mitocondrial 28 individuos e 125
haplétipos do GenBank foram adicionados nas analises, sendo esses de cinco
localidades do Oceano Pacifico Tropical (92), quatro localidades do Havai (12),
llhas Salomédo (14) e para o Oceano Atlantico Norte (7). Além disso, foram
avaliados dez locos microssatélites para 20 individuos da Bacia de Santos no
Brasil. No litoral brasileiro, foram verificados nove haploétipos, altos valores de
diversidade haplotipica (Nordeste: 0,93 +/- 0,12; Sul/Sudeste: 0,70 +/- 0,06) e de
moderada a baixa nucleotidica (Nordeste: 0,027 +/- 0,02; Sul/Sudeste: 0,007 +/-
0,00). Para os locos microssatélites, o valor de heterozigosidade observada
variou de 0,450 a 0,950 e heterozigosidade esperada de 0,619 a 0,942.
Evidenciou-se que os golfinhos-pintados-pantropicais do Oceano Atlantico
Sudoeste apresentam altos indices de diversidade genética e que nessa regido
existem pelo menos duas populagbes distintas, com diferenciacdo entre as
outras bacias oceanicas avaliadas. Esse estudo apresenta os primeiros dados
genéticos para a espécie no Atlantico Ocidental. A continuidade desse estudo é

importante para que a area de distribuicdo possa ser melhor representada.
PALAVRAS-CHAVE

conservacao, Delphinidae, D-loop, microssatélites, variabilidade genética



ABSTRACT

Pantropical-spotted-dolphin, Stenella attenuata (Gray 1846) occurs in temperate
and tropical waters of the Atlantic, Pacific and Indian oceans. To evaluate the
genetic diversity and population structure of the species on the Brazilian coast
and to compare these results with those obtained for other locations, 28
specimens were sequenced for the mitochondrial DNA control region and 125
GenBank haplotypes were added in the analyzes from five locations the Eastern
Tropical Pacific (92), four locations the Hawaii (12), Solomon Islands (14) and the
North Atlantic Ocean (7). In addition, ten microsatellite loci were evaluated for 20
specimens from the Santos Basin in Brazil. In the Brazilian coast, nine haplotypes
were found, high values of haplotypic diversity (Northeast: 0.93 +/- 0.12; South /
Southeast: 0.70 +/- 0.06) and from moderate to low nucleotide diversity
(Northeast: 0.027 +/- 0.02; South / Southeast: 0.007 +/- 0.00). For microsatellite
loci, the observed heterozygosity values ranged from 0.450 to 0.950 and
expected heterozygosity from 0.619 to 0.942. It was evidenced that the
pantropical-spotted-dolphins of the Southwest Atlantic Ocean have high levels of
genetic diversity and that in this region there are at least two distinct populations,
with differentiation between the other ocean basins evaluated. This study
presents the first genetic data for the species in the South Atlantic. The continuity

of this study is important so that the area of distribution can be better represented.

KEYWORDS

conservation, Delphinidae, D-loop, microsatellite, genetic variability



INTRODUCAO

O golfinho-pintado-pantropical (Stenella attenuata) € um pequeno cetaceo
da familia Delphinidae e possui distribuicdo em aguas tropicais e subtropicais
(Jefferson et al., 2015). Essa espécie ocupa o segundo lugar em abundancia
entre os ceticeos, atras apenas do golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops
truncatus) (Perrin, 2018).

No Oceano Pacifico Tropical (ETP) os golfinhos-pintados-pantropicais sédo
reconhecidos, com base em diferencas morfologicas (Perrin et al., 1985) e
analises genéticas (Escorza-Trevifio et al., 2005), como duas subespécies: S. a.
attenuata (offshore), que ocorre em aguas tropicais oceanicas em todo o mundo;
e S. a. graffmani (inshore), que ocorre no ETP em aguas rasas a <200 km da
costa (Jefferson et al., 2015; Perrin, 2001). A subespécie offshore, com base nas
diferencas de morfologia, diferengas na sazonalidade de nascimento de filhotes
e uma potencial lacuna na distribuicdo, foram subdivididas em popula¢cbes do
Norte e do Sul (Barlow, 1984; Perrin et al., 1985; Schnell et al., 1986).

No Mar do Caribe, os golfinhos-pintados-pantropicais preferem aguas ao
redor das ilhas, com maior profundidade (cerca de 1000m), maiores
temperaturas e baixa biomassa de fitoplanctons (Barragan-Barrera et al., 2019).
No litoral brasileiro a espécie Stenella attenuata é considerada oceanica,
ocorrendo em profundidades acima de 850-1000 metros para além da quebra da
plataforma continental (do Amaral et al., 2015; Moreno et al., 2005), e é
encontrada em aguas tropicais com um maior niumero de registros de avistagens
na regido Nordeste (Moreno et al., 2005), com poucos encalhes e registros para
o Sudeste (Di Tullio et al., 2016; Lodi & Borobia, 2013; Zerbini et al., 1998).

A prospeccdo de hidrocarbonetos no ambiente marinho pode causar
diversos impactos nos mamiferos marinhos, pois sdo fontes poluidoras,
aumentam o trafego maritimo e utilizam da sismica para identificar fontes de
hidrocarbonetos (Martins et al., 2013). Um local muito explorado no Brasil € a
Bacia de Santos e, através do Projeto de Monitoramento de Cetaceos da Bacia
de Santos (PMC-BS), sédo avaliados os potenciais impactos das atividades de
petrdleo e gas natural realizadas pela PETROBRAS sobre os cetaceos
(Petrobras, 2020a).



Os estudos de genética populacional ja realizados com a espécie Stenella
attenuata restringem-se ao Oceano Pacifico (Courbis-Sarah, 2011; Escorza-
Trevifio et al., 2005; Leslie et al., 2019; Leslie & Morin, 2016; Leslie & Morin,
2018; Yao et al., 2004).

Definir a estrutura populacional das espécies é importante porque, além
de fornecer informac6es fundamentais sobre aspectos ecoldgicos e evolutivos,
fornecem informagfes essenciais para identificar unidades de manejo ou de
conservacao biologicamente relevantes (Parsons et al., 2006). Uma ferramenta
importante para avaliar os niveis de estrutura populacional entre espécies de
cetaceos sao as analises genéticas moleculares, como as andlises com a regiao
controle do DNA mitocondrial (Caballero et al., 2018; Faria et al., 2020; Gariboldi
et al., 2016; Nara et al., 2016) e com os marcadores microssatélites (Courbis et
al., 2014; de Oliveira et al., 2020; Gopal et al., 2019).

O DNA mitocondrial (mtDNA) é maternalmente herdado, possui auséncia
de recombinacéo, possui poucos genes, uma taxa evolutiva alta e possui uma
regido nao codificadora (D-loop) (Arias et al., 2003). A regidao controle do mtDNA
(D-loop) possui informacfes genéticas que permitem inferir relacbes entre
taxons proximos e a histéria de populagdes através de estudos de fluxo génico,
especiacdo e da estrutura de populacdes (Avise, 1994). Os microssatélites séo
de heranca biparental, o que permite inferir fluxo de genes mediado por machos
e fémeas, além de serem altamente variaveis e permitirem a obtencédo de
elevado conteudo informativo (Frankham et al., 2008).

A maioria dos cetaceos possui uma alta mobilidade no ambiente marinho,
0 que permite a conectividade entre regides distantes (Palumbi et al., 1994; Yao
et al.,, 2004). Porém, estruturacdo populacional pode ocorrer em distancias
geograficas relativamente curtas devido a fatores evolutivos, ecolégicos ou
comportamentais, como estrutura social, especializacéo de recursos e fidelidade
ao local (Bowen et al., 2016; Mdller et al., 2007).

Nenhum estudo avaliou a genética e estrutura populacional da espécie
Stenella attenuata no Oceano Atlantico Ocidental. Portanto, faz-se necessério a
realizacdo de estudos que enfoquem na variabilidade genética e na existéncia
de diferentes populagbes de golfinhos-pintados-pantropicais ao longo dessa

bacia oceanica para verificar se existem linhagens diferentes no Oceano



Atlantico, como foi a ocupacéo de Stenella attenuata nesta bacia e se a Bacia de
Santos € um local importante para a espécie, pois essa area de ocorréncia é
muito impactada pela prospec¢do de gas e petréleo, e essa degradacdo e
perturbacdo do habitat pode afetar as populagcdes de golfinhos-pintados-
pantropicais. Além disso, este estudo pode contribuir na determinacéo do status
de conservacado da espécie em cada area e, se necessaria, na elaboracao de
estratégias de conservacdo das populacdes. Neste estudo utilizamos
sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial e locos microssatélites para
avaliar a diversidade genética e a estruturacdo dos golfinhos-pintados-
pantropicais das regides Nordeste e Sul/Sudeste do litoral brasileiro e verificar
se ocorre estruturacéo entre as regides do Brasil com o Oceano Atlantico Norte
e o0 Oceano Pacifico.

MATERIAL E METODOS
Coleta de amostras

Foram avaliadas 28 amostras de golfinhos-pintados-pantropicais, sendo
trés encontrados no Ceara (CE), trés em Fernando de Noronha (FN), uma no
Espirito Santo (ES), cinco no Rio de Janeiro (RJ), 15 em Sao Paulo (SP) e uma
no Rio Grande do Sul (RS) (Figura 1). As regidbes amostradas por meio de
biépsia foram do RJ e SP, e por meio de encalhes foram FN, CE, ES e RS (Figura
1).

Apoés o recolhimento dos animais encalhados das praias, instituicdes
parceiras (Associacdo de Pesquisa e Preservacao de Ecossistemas Aquaticos -
AQUASIS, Centro Mamiferos Aquaticos - CMA, Grupo de Estudo de Mamiferos
Aquaticos do Rio Grande do Sul - GEMARS, Instituto Baleia Jubarte - IBJ e
Projeto Golfinho Rotador - PGR) realizaram necropsias para andlise da causa da
morte e retirada de amostra de tecido muscular ou de figado. Posteriormente a
retirada dos tecidos, estes foram acondicionados e preservados em microtubos
contendo alcool 70%. Esse material de encalhe foi encaminhado para o
Laboratério de Genética e Conservacao Animal (LGCA) do CEUNES-UFES, Sao
Mateus, ES.

Para as analises nucleares foram utilizadas 20 amostras de pele,
coletadas através do Projeto de Monitoramento de Cetaceos da Bacia de Santos

(PMC-BS), executado pela Socioambiental Consultores Associados para a
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PETROBRAS. O PMC-BS ¢ financiado pela PETROBRAS e definido no
Licenciamento Ambiental Federal do Pdlo Pré-Sal da Bacia de Santos
acompanhado pelo IBAMA. Essas amostras foram coletadas por meio de
biépsias com balestras (120 e 150 bar de pressao) e dardos flutuantes (corpo de
fibra de carbono e flutuador de poliuretano) com ponteiras de aco inoxidavel as
quais foram desenvolvidas especialmente para amostragem de cetaceos (CETA-
DART, Copenhagen, Dinamarca). As amostras de bidpsia foram conservadas

em alcool 70% e foram mantidas refrigeradas na geladeira/freezer.

Extragcdo do DNA e sexagem
Amostras de bidpsia

As amostras de bidpsia foram previamente analisadas no Laboratério de
Biologia GenOmica e Molecular da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS) em Porto Alegre (RS). O DNA foi extraido utilizando
o DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do
fabricante.

A sexagem molecular foi realizada utilizando os pares de primers Y53-3C
e Y53-3D (Fain & Lemay, 1995) para amplificar o gene SRY e P1-5EZ e P2-3EZ
(Aasen & Medrano, 1990) para amplificar os genes ZFX/ZFY. As reacOes de
PCR foram: 2,5 Mm de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de cada primer, 0,3 u
da enzima Platinum TagDNA Polymerase (Invitrogen), 1 X o tampao de reacao
(Invitrogen), e 1 uyl de DNA (aproximadamente 20 ng). As condicbes do
termociclador foram: 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 45 s,
60 °C por45s, 72 °C por 1 min e 72 °C por 10 min. O produto foi visualizado em
gel de agarose 1,5% e 0 sexo das amostras foi identificado como macho (duas
bandas) ou fémea (uma banda).
Amostras de encalhe

Todas as amostras de encalhe foram avaliadas no Laboratério de
Genética e Conservacdo Animal do CEUNES, Universidade Federal do Espirito
Santo, Sdo Mateus/ ES.

Para a extracdo do DNA das amostras de encalhe foi utilizado o protocolo
de extracdo solucéo salina (Bruford et al., 1992, adaptado por David Vieites). As
amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdbmetro (NanoDrop -

ND100, Uniscience), utilizando-se 1 uL das solucdes e o DNA foi diluido para 20
ng/ul.



Para as amostras em que nado foi possivel identificar o sexo
morfologicamente, o sexo foi determinado a partir da amplificacdo dos genes
ZFX e SRY utilizando-se os primers ZFX0582 e ZFX0923 (Bérube & Palsboll
1996); PMSRYF (Richard et al.,1994) e TtSRYR (Rosel et al., 2003). As reagdes
de PCR foram realizadas de acordo com Rosel et al. (2003), com as seguintes
modifica¢des: tampéo de PCR 1x (Invitrogen), 150 uM de cada dNTP, 1,5 mM
de MgCly, 1,5 u de Taq polimerase (Invitrogen) e 0,3 uM de cada primer, com
excegao do reverse para o SRY (0,06 uM). O volume final da reagéao foi de 25
ML. As condig¢des no termociclador foram: 30 s a 92 °C, seguido de 35 ciclos de
30sa94°C,45sab51°C,ed45sa72°C. Os fragmentos foram visualizados em
gel de agarose 2,5%, corados com GelRed (Biotium) e fotodocumentados.

DNA nuclear
Amostras de biopsia

As amostras de bidpsia foram genotipadas com a utilizacdo de dez locos
microssatélites marcados com fluorescéncia (Tabela 1). Foram realizadas duas
reacoes de PCR: a primeira realizada com os locos EV1, EV14, EV37, EV94,
MKS®6, utilizando 10 uM de DNA, 2,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP, 0,026 uM
do primer foward M13, 0,04 uM do primer reverse e do primer M13 marcado e
0,5 u de Platinum Tagq em um volume final de 10 pL; e a segunda com os locos
KWM2a, KWM12a, TexVet5, TexVet7 e D08, utilizando 10 uM de DNA, 1,5 mM
de MgCl, 0,1 mM de dNTP, 0,016 uM do primer foward M13, 0,25 pyM do primer
reverse e 0,20 uyM do primer M13 marcado e 0,5 u de Platinum Tag em um
volume final de 10 uL. As condi¢des do ciclo para os locos EV14, EV37, EV1 e
MK®6 foram: 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por
30 s, e 72 °C por 30 s, seguido por uma extensao final de 72 °C por 10 min. Ja
para o loco EV94, as condicdes do ciclo foram: 94 °C por 3 min, seguido por 40
ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por 30 s, e 72 °C por 40 s, seguido por uma
extensao final de 72 °C por 30 min. Para os locos da segunda PCR, as condi¢des
do ciclo foram: 94 °C por 2 min, seguido por 10 ciclos em que a cada ciclo era
reduzido 1 °C, de 94 °C por 30 s, 60 °C por 1 min, e 72 °C por 1 min, seguido
por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por 1 min, e 72 °C por 1 min e uma
extensao final de 72 °C por 5 min. A eletroforese capilar dos produtos de PCR
foi realizada no sequenciador ABI 3730 (Applied Biosystems). Os genotipos do

DNA nuclear foram determinados usando o software Peak Scanner v1.0 (Applied
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Biosystems) pela coordenacdo tematica de genética do PMC-BS (Petrobras,
2020a). Os tamanhos dos alelos para cada loco foram encaminhados para o
Laboratorio de Genética e Conservacao Animal (LGCA) do CEUNES-UFES, Sao
Mateus, ES para as andlises posteriores, conforme descritas abaixo.

Tabela 1. Nome dos locos microssatélites (Locos) utilizados, sequéncias dos primers (5'-3’), faixa
de tamanho de fragmentos amplificados (pares de bases, bp) e referéncias.

Locos Sequéncia 5-3’ bp Referéncia
EV1 F: CCCTGCTCCCCATI'CTC 115-197  Valsecchi & Amos, 1996

R: ATAAACTCTAATACACTTCCTCCAAC

EV14 F: TAAACATCAAAGCAGACCCC 123-159  Valsecchi & Amos, 1996
R: CCAGAGCCAAGGTCAAGAG
EV37 F: AGCTTGATTTGGAAGTCATGA 178-235  Valsecchi & Amos, 1996

R: TAGTAGAGCCGTGATAAAGTGC

EV94 F: ATCCTATTGGTCCTTTTCTGC 198-261  Valsecchi & Amos, 1996
R: AATAGATAGTGATGATGATTCACACC

KWM2a F: GCTGTGAAAATTAAATGT 200-400  Hoelzel et al. 1998
R: CACTGTGGACAAATGTAA

KWM12a F: CCATACAATCCAGCAGTC 200-400  Hoelzel et al. 1998
R: CACTGCAGAATGATGACC

TexVet5 F: GATTGTGCAAATGGAGACA 236-260 Rooney et al. 1999
R: TTGAGATGACTCCTGTGGG

TexVet7 F: TGCACTGTAGGGTGTTCAGCAG 155-163  Rooney et al. 1999
R: CTTAATTGGGGGCGATTTCAC

MK6 F: GTCCTCTTTCCAGGTGTAGCC 145-189  Kritzen et al. 2001
R: GCCCACTAAGTATGTTGCAGC

D08 F: GATCCATCATATTGTCAAGTT 103 Shinohara et al. 1997
R: TCCTGGGTGATGAGTCTTC

A probabilidade de néo-exclusdo para identidade dos individuos foi
estimada utilizando o software Cervus v.3.0.3 (Kalinowski et al., 2007) e
potenciais amostras duplicadas foram pesquisadas comparando seus genotipos.
O equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacdo foram avaliados
utilizando o GENEPOP on the Web (Rousset, 2008; Raymond & Rousset, 1995).
Os locos também foram testados quanto a presenca de alelos nulos e/ou erros
de genotipagem utilizando-se o software Microchecker v.2.2.0.3 (Van Oosterhout
et al., 2004), com corre¢ao de Bonferroni.

Somente o0s locos polimérficos foram utilizados nas analises de

diversidade genética. Para as analises intrapopulacionais foram calculados: o
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namero total de alelos (A); numero médio de alelos; média da riqueza alélica
(numero de alelos independente do tamanho da amostra (Ra); heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He); diversidade genética (Dg) e coeficiente de
endocruzamento (Fis) com os software Fstat v.2.9.4 (Goudet, 2003) e Arlequin
v.3.5 (Excoffier et al., 2010). O software Fstat v2.9.4 (Goudet, 2003) também foi
utilizado para calcular o valor de Fsr, Fis mAlc e VvAlc entre os machos e as
fémeas para avaliar a hipétese de diferenciacéo por filopatria.

O tamanho populacional efetivo contemporéaneo (Ne) foi estimado
utilizando um método baseado no desequilibrio de ligagdo (Waples, 1989;
Waples & Do., 2010) como implementado no NeEstimator 2.0 (Do et al., 2014).
Um valor de Pcrit de 0,02 e 95% intervalos de confianca foi escolhido para reduzir
0 viés de potencial para baixa frequéncia de alelos (Waples & Do., 2010). Um
teste para eventos de efeito gargalo passados ou recentes com base nas
frequéncias alélicas foram realizadas usando o software Bottleneck 1.2.02
(Cornuet & Luikart., 1996). A classificacdo unilateral dos sinais do teste de
Wilcoxon para o excesso de heterozigoto foi utilizado sob o0 modelo de mutacao
gradual (SMM) e o modelo bifasico mutacional (TPM; 30 variacbes, modelo
mutacional 70 gradual, 10000 interacdes). Um nivel de probabilidade de 0,05 foi
considerado significativo (Piry et al., 1999). A analise de parentesco entre 0s

individuos foi realizada no software ML Relate (Kalinowski et al., 2006).

DNA mitocondrial
Amostras de biopsia

A regido controle do DNA mitocondrial (D-loop) para as amostras de
biépsia foi amplificada utilizando os primers DIpl1.5 (Baker et al.,1998) e DIp8G
(Pichler et al., 2001) para gerar um fragmento de aproximadamente 600 bp.
Foram utilizados 2,5 Mm de MgCl., 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de cada primer,
0,3 u da enzima Platinum TagDNA Polymerase (Invitrogen), 1 X o tampao de
reacado (Invitrogen), e 1 yl de DNA (aproximadamente 20 ng). As condi¢cdes do
termociclador foram: 94 °C por 2 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 s,
55°C por 45 s, 72 °C por 40 s e 72 °C por 10 min. O produto foi visualizado em
gel de agarose 1,5%. As reac¢Bes foram encaminhadas a um laboratorio
terceirizado para realizar o sequenciamento automatico. As sequéncias de
MtDNA foram analisadas através do software SEQUENCHER 5.4.6 (Gene

Codes Corporation). As sequéncias da regidao controle foram encaminhadas para
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o Laboratério de Genética e Conservacdo Animal (LGCA) do CEUNES-UFES,
Sao Mateus, ES, no qual foram desenvolvidas as analises posteriores a serem
descritas abaixo.

Amostras de encalhe

A regido controle do DNA mitocondrial (D-loop) para as amostras de
encalhe foi amplificada utilizando os primers DIpl.5 (Baker et al.,1998) e DIp8G
(Pichler et al., 2001) para gerar um fragmento de aproximadamente 600 bp.
Para as amostras de encalhe, o volume final da solucéo foi de 20 pl contendo 20
ng de DNA, tampdo de PCR 10x (Invitrogen), 0,2 mM de cada dNTP
(Desoxirribonucleotideo 5’ fosfato), 2,5 mM de MgCl,, 0,035 u Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e 0,4 uM de cada primer. As condi¢des no termociclador
foram: 2 min a 94 °C, seguido de 35 ciclosde 30 sa 94 °C,45sa55°C,e40s
a 72 °C, e 10 min a 72 °C. Foi utilizada uma amostra controle que ja foi
amplificada anteriormente e um controle negativo (branco) para verificar se
ocorreu contaminagao. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel
de agarose 1% corado com Gelred (Biotium) e fotodocumentados.

A purificacdo das bandas amplificadas foi realizada com 1 pL da enzima
ExoSap-IT (USB Corporation). As reacdes foram encaminhadas a um laboratério
terceirizado para realizar o sequenciamento automatico.

As sequéncias obtidas, tanto das amostras de encalhe quanto das de
biépsia, foram alinhadas e editadas no software MEGA X (Kumar et al., 2018).
Além disso, com a ferramenta BLAST do Genbank
(www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank), as sequéncias foram comparadas com
sequéncias previamente publicadas nesse site e foram comparadas no DNA
Surveillance (Ross et al., 2003) para confirmacéo da espécie.

Além das sequéncias geradas, foram adicionadas as andlises 125
haplétipos previamente depositados no GenBank, que também foram avaliados
no DNA Surveillance para confirmacdo da espécie (Figura 1). A maioria dos
haplétipos utilizados possuia no artigo a frequéncia em que cada um deles foram
encontrados, exceto para duas localidades: Atlantico Norte e llhas Saloméo.

O software Arlequin 3.5 (Excoffier et al., 2010) foi utilizado para calcular o
namero de haplétipos, os indices de diversidade nucleotidica e haplotipica, o
calculo de distribuicdo Mismatch e os indices de neutralidade (Fs de Fu e D de

Tajima), a analise de variancia molecular (AMOVA) em trés niveis e o indice de
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fixacdo (FST). Foram realizados testes para dividir as amostras do litoral
brasileiro para o teste de estruturacdo em duas regides: Nordeste (Fernando de
Noronha - FN e Cearéa - CE) e Sul/Sudeste (Espirito Santo - ES, Rio de Janeiro
- RJ, Séo Paulo - SP e Rio Grande do Sul - RS). O teste de FST foi realizado
entre as regides dos Oceanos Atlantico e Pacifico e entre as regiées do Brasil
(Nordeste e Sul/Sudeste).

As redes de haplétipos foram construidas por meio dos célculos Median-
Joining através do software Network (Bandelt et al., 1999). O software Inkscape

(Bah, 2009) foi utilizado para editar a rede de haplétipos.

RESULTADOS
Diversidade nuclear

Todos os 10 locos testados foram genotipados para as amostras de
bidpsia coletadas na Bacia de Santos. Nas analises de presenca de alelos nulos
e erros de genotipagem, foi verificada a presencga de alelos nulos para o loco
D08 (p<0,05), porém as analises incluindo o loco ndo obtiveram diferencas
significativas das andlises quando esse loco foi excluido, portanto o loco foi
mantido nas analises seguintes.

No teste de desequilibrio de ligacédo verificou-se que nenhum dos dez
marcadores avaliados apresentaram-se ligados. A probabilidade média de néo-
exclusdo para identidade dos individuos foi de 2,29x10'4. N&o foram
verificados individuos ou genatipos idénticos. Na andlise do desvio do Equilibrio
de Hardy-Weinberg os locos EV37 e D08 desviaram significativamente (p<0,05)
(Tabela 2). Todos os locos foram altamente informativos, PIC acima de 0,5
(Tabela 2).

Os resultados do FSTAT nédo indicaram diferenca significativa entre
valores de Fst entre fémeas e machos, sendo o valor de Fst para as fémeas
menores do que para os machos (fémeas: Fst = -0,002; machos: Fst = 0,002; P
= 0,933). O valor de Fis foi maior para as fémeas (Fis=0,12) do que para os
machos (Fis= 0,05), enquanto que o valor médio de indice de atribuicdo e a
variacdo nos valores do indice de atribuicdo foram menores para as fémeas
(mAlc =-1,12; vAlc= 3,60) do que para os machos (mAlc = 1,91; vAlc= 10,53).
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Tabela 2. Diversidade genética de golfinhos-pintados-pantropicais do litoral brasileiro para dez
locos microssatélites. (A: ndmero total de alelos; Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; PIC: contelddo de informagdo polimdrfica; Ra: riqueza alélica; Dg:
diversidade genética; Fis: coeficiente de endocruzamento; F(Null): estimativa de frequéncia de
alelos nulos; P valor equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Locos A Ho He PIC Ra Dg Fis F(Null) P (EHW)
EV1 10 0,800 0,830 0,785 10 0,832 0,038 0,0011 0,5095
EV14 13 0,850 0,912 0,880 13 0,914 0,071 0,0214 0,1808
EV37 14 0,750 0,910 0,878 14 0,914 0,180 0,0881 0,0202*
EV94 16 0,850 0,942 0,913 16 0,945 0,100 0,0409 0,3318
KWM2a 11 0,800 0,771 0,733 11 0,771 -0,038 -0,0457 0,6564
KWM12a 10 0,750 0,811 0,765 10 0,813 0,078 0,0282 0,8834
TexVet5 8 0,750 0,797 0,750 8 0,799 0,061 0,0291 0,1268
TexVet7 4 0,450 0,619 0,558 4 0,624 0,278 0,1518 0,1744
MK6 14 0,950 0,910 0,877 14 0,909 -0,045 -0,0358 0,9097
D08 12 0,700 0,892 0,857 12 0,897 0,220 0,1053 0,0170*
Média/Total 11,2 0,765 0,839 0,799 11,2 0,841 0,094 0,03844 0,318

(*) Valores estatisticamente significativos para EHW P < 0,05.

O tamanho populacional efetivo contemporaneo (Ne) para a populacéo de
golfinhos-pintados-pantropicais na area amostrada foi estimado em 192,4 (IC
95% 73,4 - «; tamanho médio da amostra harmdnica: 20). A classificacéo
unilateral dos sinais do teste de Wilcoxon para o excesso de heterozigoto néao foi
significativa para ambos os modelos (TPM= 0,312; SMM= 0,958), o que indica
gue os golfinhos-pintados-pantropicais da area amostrada ndo passaram por um
possivel evento de efeito gargalo passado ou recente. Nas analises de
parentesco, foi possivel verificar a presenca de seis meios-irmaos, sendo trés

coletados em anos distintos (Tabela 3).

Tabela 3. Analise de parentesco entre os golfinhos-pintados-pantropicais. Individuos
relacionados, categorias de relacionamentos identificadas e ano de coleta.

Individuos relacionados Possivel parentesco Ano de coleta
Sat 17 e Sat 19 Meios-irméos 2017 e 2017
Sat 19 e Sat 12 Meios-irméos 2017 e 2018
Sat 1l e Sat 12 Meios-irméos 2018 e 2018
Sat 12 e Sat 28 Meios-irméos 2018 e 2021
Sat 13 e Sat 27 Meios-irméos 2018 e 2020
Sat 26 e Sat 27 Meios-irméos 2020 e 2020
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Diversidade mitocondrial

Entre as 28 amostras, foram identificadas 13 fémeas e 15 machos. Foi
possivel amplificar um fragmento de aproximadamente 600 bp para as 28
amostras. Posteriormente a edi¢cdo e ao alinhamento, foi gerado um fragmento
de 476 bp para as amostras do litoral brasileiro e um fragmento de 328 bp quando
todas as sequéncias D-loop foram agrupadas (do litoral brasileiro e do GenBank).
Para as amostras do Oceano Atlantico Ocidental (SWA), foram encontrados
nove haplétipos, sendo somente um haplétipo compartilhado entre a regido
Nordeste e Sul/Sudeste (H8) (Figura 1 e 2). Os haplétipos foram caracterizados
por 28 sitios polimorficos (Tabela 4). Foi verificada uma alta diversidade
haplotipica (Nordeste: 0,93 +/- 0,12; Sul/Sudeste: 0,70 +/- 0,06) e de moderada
a baixa diversidade nucleotidica (Nordeste: 0,027 +/- 0,02; Sul/Sudeste: 0,007
+/- 0,00). O padrao de distribuicdo e o nimero de passos mutacionais entre 0s
haplotipos demonstraram a existéncia de pelo menos dois haplogrupos no litoral
brasileiro (Figura 1 e 2). Além disso, a analise de divergéncia genética (Fsr) entre
as duas regides do Brasil (Nordeste e Sul/Sudeste) foi significativa com valor de
moderado a alto de Fst (0,39; p<0,05).
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Figura 1. Origem das amostras, nimero de individuos e frequéncia dos haplétipos encontrados
neste estudo. Os losangos representam a localidade dos haplétipos do GenBank. Os tridngulos
representam as amostras coletadas por meio de biopsia e os circulos as amostras coletadas por
meio de encalhe, com os nimeros de individuos amostrados por localidade. Circulos com mais
de uma cor representam haplétipos compartilhados e a frequéncia dos haplétipos em cada local
amostrado no litoral brasileiro.
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Figura 2. Rede de haplétipos das amostras do Oceano Atlantico Ocidental. Cada circulo
corresponde a um haplétipo, e seu tamanho é proporcional a sua frequéncia na populacéo.
Circulos pretos indicam haplétipos intermediarios potenciais ndo amostrados. Cada cor
representa uma localidade amostrada e cada traco representa o nUmero de passos mutacionais
entre os haplétipos.

Tabela 4. Sitios polimérficos e frequéncias absolutas para os haplétipos da espécie Stenella
attenuata no Oceano Atlantico Ocidental.

Sitios Polimorficos Freguéncia Absoluta
DIOOD | (70036000055666670346669256  Nordeste  Sul/Sudeste
476 bp 9647714070378578984255696633
HAP 1 TTCTGACCATATAATCTGCCCACCATTG - 10
HAP2  ....... 1 -
HAP 3 C.T.AGTT..GCCG...... T.T...C. -
HAP 4 CC..AGTTG...T.ATCAGT..T.GC.. 2 -
HAP5  ..... GTT....C.vvvvnnnn T..... 1 -
HAP 6 ...C.GIT.C.CT....... TGTT.CCA 1 -
HAP 7 S R - 1
HAP8  ....... Tt et e CA 1 1
HAP 9 C.T.AGTT..GCCG...... T.T...CA 1 -

Devido a diferenca no tamanho das sequéncias encontradas neste estudo
e das sequéncias obtidas no GenBank, ao alinhar e cortar as sequéncias alguns

haplétipos ndo foram evidenciados, provavelmente porque o local onde ocorria
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a mutacao deve ter sido cortado, e por isso, na rede de haplétipos, alguns
haplotipos estdo com frequéncia maior do que um e foram compartilhados com
outros haplotipos, sendo que dois haplotipos do SWA nao foram evidenciados
na rede de haplétipos em que o haplétipo H8 foi compartilhado com o H2 e o
haplétipo H9 com o H3 (Figura 3). Quando comparados os haplétipos
encontrados no SWA com os outros hapl6tipos depositados no GenBank, alguns
haplétipos demonstraram padrao do tipo estrela, houve o compartilhamento de
um haplétipo entre a regido Nordeste e o Oceano Atlantico Norte (H6), um
hapl6tipo entre as duas regides do Brasil e o Atlantico Norte (H2), um haplétipo
entre as regidées do Oceano Pacifico e a regido Nordeste (H5) e um haplétipo
entre a América Central e as regides do Brasil (H3). Um hapl6tipo foi exclusivo
da regiao Sul/Sudeste (H7) e um haplétipo da regido Nordeste (H4) (Figura 3).
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Figura 3. Rede de haplétipos de todas as localidades analisadas. Cada circulo corresponde a
um haplétipo, e seu tamanho é proporcional a sua frequéncia na populacdo. Circulos pretos
indicam hapl6tipos intermediarios potenciais ndo amostrados. Cada cor representa uma
localidade amostrada e cada traco representa o ndmero de passos mutacionais entre o0s
haplétipos.

Na andlise de divergéncia genética (Fst) entre os oceanos e as regides
do litoral brasileiro foi possivel verificar diferenca significativa entre a regido
Sul/Sudeste e as localidades do Oceano Pacifico com altos valores de Fst e
entre o Atlantico Norte com moderado valor de Fst (Tabela 5). Para a regido
Nordeste, os valores de Fst foram altos em comparagdo com a Costa Rica,

Equador, Area das 4 ilhas, Ohau e Havai e moderado em comparagdo com
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América Central, Norte do México, Offshore e Kauai/Niihau. O valor de p nao foi

significativo entre a regido Nordeste e o Atlantico Norte e as Ilhas Saloméao

(Tabela 5). Acredita-se que com o aumento do numero amostral seja possivel

confirmar essa estruturacdo genética entre os individuos amostrados na regido

Nordeste e as outras duas localidades.

Tabela 5. Valor de FST (diagonal superior) e de P (diagonal inferior) entre as localidades
estudadas. Valores em negrito sdo significativos (FST>0,05 e P<0,05).Localidades: Nor:
Nordeste, SS: Sul/Sudeste, AN: Atlantico Norte, CA: América Central, CR: Costa Rica, EC:
Equador, NM: Norte do México, OFF: Offshore, 4-IS: Area das 4 ilhas, OH: Oahu, Ha: Havali,
Ka/Ni: Kauai/Niihau, SlI: llhas Salomao

Nor

SS

AN

CA

CR

EC

NM

OFF

4-1S

OH

Ha

Ka/Ni

Sl

Nor

*

0,00

0,07

0,01

0,00

0,00

0,02

0,00

0,01

0,00

0,00

0,00

0,06

SS

0,39

0,04

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

AN

0,15

0,13

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

CA

0,16

0,40

0,28

0,00

0,01

0,10

0,37

0,09

0,00

0,01

0,24

0,18

CR

0,26

0,56

0,47

0,16

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,12

EC

0,21

0,45

0,30

0,05

0,14

0,03

0,01

0,00

0,00

0,00

0,04

0,01

NM

0,11

0,39

0,25

0,02

0,11

0,04

0,78

0,01

0,00

0,00

0,11

0,16

OFF

0,15

0,38

0,27

0,01

0,12

0,03

-0,00

0,02

0,00

0,00

0,13

0,14

4-1S

0,24

0,48

0,40

0,03

0,30

0,12

0,06

0,04

0,03

0,16

0,45

0,01

OH

0,51

0,63

0,66

0,13

0,53

0,22

0,20

0,14

0,24

0,02

0,00

Ha

0,39

0,55

0,50

0,06

0,41

0,16

0,13

0,08

0,02

0,01

0,21

0,00

Ka/Ni

0,13

0,45

0,33

0,02

0,27

0,07

0,05

0,03

-0,01

0,18

0,02

*

0,05

Sl

0,11

0,46

0,33

0,02

0,04

0,09

0,02

0,02

0,14

0,44

0,27

0,11

*

Na AMOVA, o valor de Fst (0,27) evidenciou diferenciacdo entre as

populacdes (p= 0,00) em um nivel de significancia de 0,05 e a porcentagem de

variacao entre os grupos foi de 21,17%, entre as populacdes dentro dos grupos

foi de 6,46% e dentro das populacdes foi de 72,38% (Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as seis unidades amostrais: Nordeste
(SWA), Sul/Sudeste (SWA), Oceano Pacifico Tropical, Oceano Atlantico Norte, llhas Saloméo e
Havai.

Fonte de variacédo Grau de Liberdade Soma dos Componentes de Porcentagens de
guadrados variacao variacao
Entre os grupos 1 45,93 0,78 21,17%
Entre as
populacdes dentro 3 8,10 0,01 6,46%
dos grupos
Dentro das 165 391,55 2,37 72,38%
populacdes

Indice de fixagcéo Fst=0,27; p=0,00 - - -

O gréfico de distribuicho de Mismatch e os testes de neutralidade,
considerando as regides brasileiras como uma ou duas populac¢des, foram
similares, portanto, os resultados a seguir consideram as regides brasileiras
como uma populacdo. O grafico de distribuicdo de Mismatch dos golfinhos-
pintados-pantropicais do SWA apresentou uma curva multimodal (Figura 4). Os
testes de neutralidade FS de Fu (F=2,93688; p= 0,92000) e D de Tajima (D= -
0,12960; p= 0,51600) nao foram significativos.

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Frequence

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Number of mismatches

Figura 4. Distribuicdo de Mismatch observada (barra) e esperada (linha) para os golfinhos-
pintados-pantropicais do Oceano Atlantico Ocidental.

Ao comparar os indices de diversidade da espécie em outras localidades,
a partir do mtDNA, os golfinhos-pintados-pantropicais do Havai apresentaram os
menores valores de indices de diversidade e os do ETP e S. a. attenuata (ETP)

apresentaram valores maiores de diversidade haplotipica e os da regido
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Nordeste do Brasil apresentaram o maior valor de diversidade nucleotidica
(Tabela 7).

Tabela 7. indices de diversidade do golfinho-pintado-pantropical encontrados neste estudo e em
estudos do Oceano Pacifico e Atlantico Norte. Nimero de amostras (N), nimero de haplotipos
(H), diversidade haplotipica (h) e diversidade nucleotidica (). Os valores em negrito sdo maiores
e os valores com asterisco sdo menores do que os valores encontrados neste estudo.

Localidade N H h T Referéncia
Nordeste 6 5 0,93 +/- 0,12 0,027 +/- 0,02 Este estudo
Sul/Sudeste 22 5 0,70 +/- 0,06 0,007 +/- 0,00 Este estudo
Oceano Atlantico Norte 34 7 - - Kingston et al., 2009
Havai 100 10 0,45 +/- 0,25* 0,005 +/- 0,00* Courbis, et al., 2014
Aguas de Taiwan 30 10 0,79 +/- 0,06* 0,007 +/- 0,00* Yao et al., 2004
Mar da China Meridional 4 3 0,83 +/-0,22* 0,007 +/- 0,00* Yao et al., 2004
Oceano Pacifico Tropical 225 112 0,98 +/- 0,00 0,013 +/- 0,00*  Escorza-Trevino et al., 2005
Oceano Pacifico Tropical 6 6 - - Kingston et al., 2009
S. a. graffmani (ETP) 24 16 0,9529 0,0162* Leslie et al., 2019
S. a. attenuata (ETP) 47 43 0,9804 0,0198* Leslie et al., 2019

DISCUSSAO

Stenella attenuatta do SWA apresentaram altos valores de diversidade
haplotipica e moderada a baixa diversidade nucleotidica nas analises com
MtDNA. Apesar da regido Nordeste apresentar um menor nimero amostral, ela
apresentou maiores indices de diversidade, o que evidencia uma provavel
fundacao a partir de um maior niumero de linhagens, como observado nas redes
de haplétipos. Os golfinhos-pintados-pantropicais de Fernando de Noronha
apresentaram trés haplétipos distantes entre si e os do Ceara dois distantes
entre si. Para Noronha foi evidenciado compartilhamento de haplétipos com
individuos do Oceano Atlantico Norte, Pacifico e Sul/Sudeste do Brasil. O padréo
de distribuicdo e o0 numero de passos mutacionais entre 0s haplotipos
demonstraram a existéncia de pelo menos dois haplogrupos no litoral brasileiro.
Além disso, o valor de Fst foi significativo entre o Nordeste e o Sul/Sudeste

indicando a existéncia de pelo menos duas populacdes no Brasil.
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Outro estudo com o golfinho-nariz-de-garrafa demonstrou a diferenciacao
de duas unidades biol6gicas para a espécie, o Norte e o Sul do Brasil, sendo que
a populacdo do Sul é consistente com descricdes anteriores para Tursiops
gephyreus, o qual ainda ndo possui status taxonémico definido (Oliveira et al.,
2019). Do Amaral et al. (2015) evidenciaram que as areas com alta
adequabilidade de habitat para a ocorréncia dos golfinhos-pintados-pantropicais
do SWA sao encontradas na regido Nordeste do Brasil, onde a profundidade é
maior que 1000 m, a temperatura da agua de superficie é elevada (>27 °C) e
alteracdo de temperatura é baixa, variando em torno de 2,5 °C e, a partir do sul
da Cadeia Vitéria-Trindade, no Sudeste do Brasil, a adequabilidade de habitat &
reduzida. Portanto, é provavel que, a partir da Cadeia Vitéria — Trindade, 0s
golfinhos-pintados-pantropicais do Sul/Sudeste do Brasil ocorram em regides
com condi¢cdes ambientais diferentes da populacéo do Nordeste. Esse fato pode
explicar a existéncia de duas populacdes nessas regides, pois sabe-se que a
temperatura da superficie do mar e a profundidade desempenham papel
importante na biogeografia das espécies de grandes vertebrados marinhos
(Viricel et al., 2014). Outra possibilidade seria o isolamento genético entre o
Nordeste e o Sul/Sudeste do Brasil ocorrer devido a zona de ressurgéncia
presente na Bacia de Campos e de Santos, que afeta diretamente a estrutura
trofica e a composicéo de espécies (Valentin, 2001).

Nas duas redes, alguns haplétipos apresentaram o padrao do tipo estrela
gue sugere expansao populacional (Amaral et al., 2007; Cunha et al., 2014).
Porém, os valores de FS de Fu e D de Tajima e o grafico de distribuicdo de
Mismatch ndo demonstraram que a populacdo de golfinhos-pintados-
pantropicais do SWA esta em expansao.

Os valores de Fsr, de Fise de vAlc entre machos e fémeas demonstraram
gue ndo héa suporte para a hipotese de diferenciacédo por filopatria de fémeas,
assim como foi verificado para os golfinhos-pintados-pantropicais do Havai
(Courbis et al., 2014). Para que a hipétese de diferenciacdo por filopatria seja
aceita, o Fst para o sexo mais filopatrico dever ser maior do que o do sexo mais
dispersivo, pois as frequéncias alélicas para individuos do sexo que mais se
dispersam devem ser mais homogéneas do que para individuos do sexo mais
filopatrico. O Fis dos machos deve ser mais alto do que o das fémeas, pois 0s

machos seriam uma mistura de duas populagdes, residentes e imigrantes e,
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devido ao efeito Wahlund, deve mostrar um Fis positivo e um déficit de
heterozigotos (Goudet, 2003). Além disso, se a dispersdo enviesada por sexo
ocorre, 0s imigrantes tendem a ter valores de Alc mais baixos do que os
residentes, por isso espera-se que o valor de mAIC do sexo que mais se dispersa
seja menor do que para o sexo mais filopatrico, enquanto o valor de vAlc para o
sexo que mais se dispersa deve ser maior, pois 0s membros do sexo em
disperséo incluirdo tanto os residentes quanto os imigrantes (Goudet, 2003).

Apesar de ndo ter sido evidenciada diferenciagdo por filopatria, foi
possivel verificar que trés golfinhos-pintados-pantropicais amostrados por meio
de bidpsia na Bacia de Santos em anos diferentes possuem relacdo de
parentesco. Isso indica que essa regiao deve ser frequentemente utilizada pela
espécie, e que individuos de um mesmo grupo social podem permanecer ou
buscar essa regido mais vezes ou por um maior periodo, assim como foi
apresentado no relatério anual do Projeto de Monitoramento de Cetaceos na
Bacia de Santos (PMC-BS) em que os golfinhos-pintados-pantropicais foram
vistos ao longo de todo o ano de amostragem e foram considerados frequentes
na regiao (Petrobras, 2020a). A temperatura de superficie da agua nessa regiao
varia entre 20 °C e 25 °C (Petrobras, 2020a) e os golfinhos-pintados-pantropicais
foram avistados em uma profundidade média de 3.450 metros e encontrados
principalmente nas regides do talude e oceanicas (Petrobras, 2020b). Outros
cetaceos do género Stenella também sdo frequentemente observados em outras
regides, como Stenella frontalis nas Bahamas (Green et al., 2015), Stenella
longirostris em Fernando de Noronha (Silva & Da Silva Jr, 2009) e Stenella
coeruleoalba no Mediterraneo (Archer & Perrin, 1999).

De acordo com Courbis et al. (2014) o baixo valor de indice de diversidade
apresentado pelos golfinhos-pintados-pantropicais do Havai pode ser devido a
existéncia de uma pequena populacao reprodutiva neste local. Para os golfinhos-
rotadores (Stenella longirostris) também foram verificados valores baixos de
indices de diversidade para o Havai e para Fernando de Noronha (Andrews et
al., 2010; Faria et al., 2020). Entretanto, ao contrario das populacdes de
golfinhos-pintados-pantropicais e golfinhos-rotadores do Havai, Fernando de
Noronha abrange muitos individuos que sao estimados diariamente (Silva & Da
Silva Jr, 2009). Uma explicagdo para a baixa diversidade mitocondrial dos

golfinhos-rotadores em FN pode ser devido ao gargalo demografico recente ou

22



0s baixos niveis de imigracdo impulsionados por for¢as sociais ou demograficas
gue levam ao fluxo génico restrito (promovido principalmente por fémeas) entre
os golfinhos de FN e do restante do litoral brasileiro (Faria et al., 2020).

Foi possivel verificar diferencgas significativas entre a regido Sul/Sudeste
e todas as localidades do Oceano Pacifico e entre a regido Nordeste e as
localidades do ETP e das llhas do Havai. Isso demonstra que a estruturacédo
genética entre o OP e essas regides pode ocorrer mesmo com O
compartilhamento de haplétipos entre as localidades. Os resultados devem ser
interpretados com cautela devido ao baixo nimero amostral.

O haplétipo H3, o qual esta distante dos demais haplétipos do Brasil, é
compartilhado entre a regido Sul/Sudeste, Nordeste e OP e o hapl6tipo H5, o
gual apresenta padrao do tipo estrela, € compartilhado entre a regido Nordeste
e o OP. E provavel que esses compartihamentos ocorreram antes do
fechamento do Istmo do Panama, sugerindo que esses haplétipos possam ser
ancestrais. Portanto, ocorre o indicio da presenca de pelo menos duas linhagens
no SWA, uma antes do fechamento do Istmo do Panama e outra apos o
fechamento, sendo provavel que a ocupacdo de Stenella attenuata no litoral
brasileiro tenha ocorrido do Norte para o Sul e que a regido Sul/Sudeste tenha
se originado apds o fechamento. ApGs esse evento, o qual ocorreu no inicio do
Plioceno a 3.1-3.5 Ma (Coates et al., 2004), a rota para a dispersao e fluxo génico
entre o Atlantico e o Pacifico foi fechada e o sul da Africa se tornou a Gnica porta
de entrada para o Oceano Atlantico disponivel para as biotas tropicais (do
Amaral et al., 2018; Jones & Hasson 1985). Esse fato reforca a ideia de que as
populacdes do OP e das regides do Brasil sdo estruturadas, assim como ja foi
evidenciado para outros cetaceos (Huijser et al., 2018; Rosenbaum et al., 2000).

O isolamento genético entre o Oceano Atlantico Norte e a regido
Sul/Sudeste do Brasil e o provavel isolamento entre o Atlantico Norte e a regido
Nordeste do Brasil podem ocorrer devido ao comportamento adaptado a
diferentes tipos de habitat e nichos e ao comportamento das suas presas em
virtude dos padrdes de movimento de acordo com as condi¢des oceanograficas,
como ja foi verificado para outros cetaceos (Amaral et al., 2012; Courbis et al.,
2014; Genoves et al., 2020). O haplétipo H2 pode ser evidenciado como um

haplétipo ancestral do Oceano Atlantico e o compartilhamento do haplétipo H6 e
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a distancia dos haplotipos H3, H4, H5 e H6 dos demais hapl6tipos do Oceano
Atlantico, indica a presenca de pelo menos duas linhagens no Oceano Atlantico.

Evidenciamos que os golfinhos-pintados-pantropicais do SWA possuem
alta diversidade genética e que ocorrem ao menos duas popula¢gdes no litoral
brasileiro. Na Bacia de Santos, foi evidenciado que os golfinhos-pintados-
pantropicais procuram essa area com frequéncia. Além disso, que os golfinhos
do Sul/Sudeste sdo geneticamente diferentes dos encontrados no Oceano
Pacifico e Atlantico Norte e os golfinhos do Nordeste diferentes dos Oceano
Pacifico, exceto das llhas Salom&o e que, com maior nUmero amostral, possa
ser confirmada a diferenciacéo entre o Nordeste do Brasil e as llhas Saloméao e

Atlantico Norte.
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ANEXOS

Anexo 1. Nome dado aos haplétipos neste estudo, nomenclatura dos haplétipos nos outros
estudos, cédigo de acesso e referéncias das sequéncias D-loop obtidas no GenBank da espécie

Stenella attenuata.

Numeracéo Nomenclatura dos Acesso no Genbank Referéncias
haplétipos haplotipos nos
neste estudo outros estudos
HAP 06; HAP 15; DQ150139.1; DQ150148.1;
HAP 21; HAP 41, DQ150154.1; DQ150174.1;
HAP 58; HAP 91, DQ150191.1; DQ150224.1; Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 94; HAP 104; DQ150227.1; DQ150237.1;
HAP2 HAP 106 DQ150239.1;
GQ852569.1; Courbis et al., 2014
Hap3
KP756634.1; KP756632.1; Oremus et al., 2015
S113001; SI13007; KP756631.1
S113014
HAP3 SA2 GQ504120.1 Kingston et al., 2009
HAP4 HAP 17 DQ150150.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP5 SA4 GQ504122.1 Kingston et al., 2009
HAPS8 SA1 DQ845442.1 Kingston et al., 2009
HAP9 SA3 GQ504121.1 Kingston et al., 2009
HAP10 SA5 DQ845443.1 Kingston et al., 2009
HAP11 SA6 GQ504123.1 Kingston et al., 2009
HAP12 SA7 GQ504124.1 Kingston et al., 2009
HAP13 HAP 12; HAP 47, DQ150145.1; DQ150180.1; Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 62 DQ150195.1
HAP14 HAP 22 DQ150155.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 15 HAP 23 DQ150156.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 16 HAP 25; HAP 64 DQ150158.1; DQ150197.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
SI113011; SI13005 KP756638.1; KP756637.1 Oremus et al., 2015
HAP 17 HAP 26 DQ150159.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 18 HAP 27 DQ150160.1 Escorza-Trevino et al., 2005
SI113006 KP756635.1 Oremus et al., 2015
HAP 19 HAP 32 DQ150165.1
HAP 20 HAP 33 DQ150166.1 Escorza-Trevino et al., 2005
Hap 11 GQ852577.1 Courbis et al., 2014
HAP 21 HAP 02; HAP 34; DQ150167.1; DQ150167.1; Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 95 DQ150228.1
HAP 22 HAP 35 DQ150168.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 23 HAP 43; HAP 93 DQ150176.1; DQ150226.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 24 HAP 51 DQ150184.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 25 HAP 52 DQ150185.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 26 HAP 53 DQ150186.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 27 HAP 54 DQ150187.1 Escorza-Treviio et al., 2005
S113003 KP756634.1 Oremus et al., 2015
HAP 28 HAP 109 DQ150242.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 29 HAP 111 DQ150244.1 Escorza-Trevifo et al., 2005
HAP 30 HAP 31; HAP 39; DQ150164.1; DQ150172.1; Escorza-Trevifo et al., 2005
HAP 48; HAP 90 DQ150181.1; DQ150223.1
HAP 31 HAP 36 DQ150169.1 Escorza-Trevino et al., 2005
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HAP 32 HAP 37 DQ150170.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 33 HAP 38 DQ150171.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 34 HAP 42 DQ150175.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 35 HAP 45 DQ150178.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 36 HAP 46 DQ150179.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 37 HAP 56 DQ150189.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 38 HAP 19; HAP 57; DQ150152.1; DQ150190.1; Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 88 DQ150221.1
HAP 39 HAP 59 DQ150192.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 40 HAP 77; HAP 107 DQ150210.1; DQ150240.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 41 HAP 108 DQ150241.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 42 HAP 01 DQ150134.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 43 HAP 04; HAP 05; DQ150137.1; DQ150138.1; Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 82, DQ150215.1
HAP 44 HAP 07 DQ150140.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 45 HAP 108; HAP 10 DQ150141.1; DQ150143.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 46 HAP 9 DQ150142.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 47 HAP 11 DQ150144.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 48 HAP 13 DQ150146.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 49 HAP 14 DQ150147.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 50 HAP 16 DQ150149.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 51 HAP 18 DQ150151.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
Hap5 GQ852571.1 Courbis et al., 2014
HAP 52 HAP 28 DQ150161.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 53 HAP 29 DQ150162.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 54 HAP 30 DQ150163.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 55 HAP 03 DQ150136.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 56 HAP 60 DQ150193.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 57 HAP 65 DQ150198.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 58 HAP 66 DQ150199.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 59 HAP 67 DQ150200.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 60 HAP 68; HAP 99 DQ150201.1; DQ150232.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 61 HAP 71 DQ150204.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 62 HAP 72 DQ150205.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 63 HAP 73 DQ150206.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 64 HAP 74 DQ150207.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 65 HAP 75 DQ150208.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 66 HAP 76 DQ150209.1 Escorza-Trevino et al., 2005
Hap9 GQ852575.1 Courbis et al., 2014
SI113013 KP756627.1 Oremus et al., 2015
HAP 67 HAP 78 DQ150211.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 68 HAP 79 DQ150212.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 69 HAP 83 DQ150216.1 Escorza-Trevifo et al., 2005
HAP 70 HAP 85 DQ150218.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 71 HAP 86 DQ150219.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 72 HAP 87 DQ150220.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 73 HAP 89 DQ150222.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 74 HAP 92 DQ150225.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 75 HAP 96 DQ150229.1 Escorza-Trevino et al., 2005
HAP 76 HAP 98 DQ150231.1 Escorza-Trevifo et al., 2005
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HAP 77 HAP 100 DQ150233.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 78 HAP 101 DQ150234.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 79 HAP 105 DQ150238.1 Escorza-Trevifio et al., 2005
HAP 80 Hapl GQ852567.1 Courbis et al., 2014
HAP 81 Hap7 GQ852573.1 Courbis et al., 2014
HAP 82 Hap4 GQ852570.1 Courbis et al., 2014
HAP 83 Hap12 GQ852578.1 Courbis et al., 2014
HAP 84 Hap2 GQ852568.1 Courbis et al., 2014
HAP 85 Hap6 GQ852572.1 Courbis et al., 2014
HAP 86 S113009 KP756630.1 Oremus et al., 2015
HAP 87 S113012; SI113010 KP756640.1; KP756639.1 Oremus et al., 2015
HAP 88 S113004 KP756636.1 Oremus et al., 2015
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Anexo 2. Lista com a identificacdo, localidade, tipo de coleta, tecido coletado, sexo e
colaboradores dos individuos da espécie S. attenuata amostrados no litoral brasileiro.

Identificagdo Espécie Localidade Coleta Tecido Sexo Colaboradores
Sat 1l S.attenuata Fernando de Noronha (FN) Encalhe Figado Macho CMA
Sat 2 S.attenuata Fernando de Noronha (FN) Encalhe Musculo Macho PGR
Sat 3 S.attenuata Rio Grande do Sul (RS) Encalhe Musculo Macho GEMARS
Sat 4 S.attenuata Ceara (CE) Encalhe Musculo Macho AQUASIS
Sat 5 S.attenuata Fernando de Noronha (FN) Encalhe Musculo Macho PGR
Sat 6 S.attenuata Cacimbas, Linhares (ES) Encalhe Musculo Macho 1BJ
Sat 7 S.attenuata Quixaba, Aracati (CE) Encalhe Pele Fémea AQUASIS
Sat 8 S.attenuata Praia dos Estevéo, Aracati (CE) Encalhe Pele Macho AQUASIS
Sat 9 S.attenuata Rio de Janeiro (RJ) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 10 S.attenuata Rio de Janeiro (RJ) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 11 S.attenuata Rio de Janeiro (RJ) Biopsia Pele Macho PMC-BS
Sat 12 S.attenuata Rio de Janeiro (RJ) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 13 S.attenuata Rio de Janeiro (RJ) Biopsia Pele Fémea PMC-BS

Sat 14 S.attenuata Séo Paulo (SP) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 15 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 16 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Macho PMC-BS
Sat 17 S.attenuata Séo Paulo (SP) Biopsia Pele Macho PMC-BS
Sat 18 S.attenuata Séo Paulo (SP) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 19 S.attenuata Séo Paulo (SP) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 20 S.attenuata Séo Paulo (SP) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 21 S.attenuata Séo Paulo (SP) Biopsia Pele Macho PMC-BS
Sat 22 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 23 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 24 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Fémea PMC-BS
Sat 25 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Macho PMC-BS
Sat 26 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Macho PMC-BS
Sat 27 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Macho PMC-BS
Sat 28 S.attenuata Sao Paulo (SP) Biopsia Pele Macho PMC-BS
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