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RESUMO

O golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) tem distribuicdo mundial em
diferentes habitats, alta plasticidade comportamental e grande variacdo genética e
morfologica. No Brasil, T. truncatus ocorre de norte a sul, contudo os estudos de estruturacéo
populacional da espécie no pais ainda sdo restritos a algumas localidades. Existe também a
proposta baseada na morfologia da existéncia de outra espécie, T. gephyreus, ao sul da
distribuicdo, em simpatria parcial com T. truncatus. O objetivo deste estudo é avaliar os niveis
de variabilidade genética e estrutura populacional da espécie ao longo da costa brasileira além
da comparagdo parcial com a identificacdo morfoldgica. Para isso foram analisadas 110
amostras em seis areas de ocorréncia na costa do Brasil, além de espécimes da Guiana
Francesa e do Arquipélago de S&o Pedro e Séo Paulo (ASPSP). Apds a analise da regido
controladora do DNAmt e de sete loci de microssatélites, nds encontramos estruturacdo
populacional significativa da espécie nos dois marcadores. Esses resultados apontaram a
existéncia de trés grupos genéticos geograficamente distintos: ASPSP (ASPSP mais Guiana
Francesa), Nordeste (estados do Pard, Ceard, Rio Grande do Norte e Bahia) e Bacias de
Campos e de Santos (BC/BS, estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina). A
diversidade haplotipica e a riqueza alélica destes grupos foram altas assim como o grau de
estruturacdo genética entre eles. Ja no RS existem alguns individuos com alta probabilidade
de pertencerem ao grupo BC/BS, e outros ao grupo Nordeste, além de varios individuos que
compreendem um grupo genético muito diferenciado nos microssatélites e com haplétipos do
DNAmt em um clado exclusivo, a maior parte deles identificados como T. gephyreus.
Combinando estes resultados com outros estudos parciais, concluimos que o golfinho-nariz-
de-garrafa do sudoeste do Oceano Atlantico é composto por, pelo menos, quatro unidades de
manejo distintas geograficamente: i) ASPSP; ii) Nordeste; iii) BC/BS (que parece se estender
até pelo menos o RS); e iv) Bahia San Antonio, Argentina. Por fim, possivelmente a partir de
SC até o Uruguai, parece existir também uma entidade genética distinta, que ndo é o T.
truncatus candnico, mas aparentemente simpatrica com este, e que esta claramente associada
a morfologia descrita como T. gephyreus, embora alguns aspectos desse quadro ainda nao
estejam claros o suficiente para que se tome uma decisdo taxondmica formal.



ABSTRACT

The bottlenose dolphin (Tursiops truncatus) has worldwide distribution in different
habitats, high behavioral plasticity, and large genetic and morphological variation. In Brazil,
T. truncatus occurs from north to south, yet studies of population structure of the species in
the country are still restricted to certain locations. There is also a proposal based on the
morphology of the existence of another species, T. gephyreus, in the southern part of the
distribution, in partial sympatry with T. truncatus. The goal of this study is to assess the levels
of genetic variability and population structure of the species along the Brazilian coast and also
compare the results with previous morphological identification. A total of 110 samples were
analyzed in six areas of occurrence on the coast of Brazil, as well as specimens from French
Guiana and Arquipelago de Séo Pedro e Sdo Paulo (ASPSP). After analyzing the mtDNA
control region and seven microsatellite loci, we found significant population structure of the
species in the two markers. The results indicate the existence of three geographically distinct
genetic groups: ASPSP (comprising samples from ASPSP and the French Guiana), Northeast
(from states of Para, Ceara, Rio Grande do Norte and Bahia) and Campos and Santos Basins
(from BC/BS, the states of Rio de Janeiro, Sdo Paulo and Santa Catarina). Haplotype diversity
and allelic richness of these groups were high as well as their genetic structure. Samples from
the RS state comprise some individuals with high likelihood to be part of the BC/BS group
and others to the Northeast group. However, several individuals comprise a much
differentiated genetic group in microsatellites and with mtDNA haplotypes from a unique
clade, most of them identified as T. gephyreus. Combining these results with previous studies,
we conclude that the bottlenose dolphin from the southwest Atlantic Ocean consists of at least
four management units: i) ASPSP; ii) Northeast; iii) BC/BS (that seems to extends at least to
RS); and iv) Bahia San Antonio, Argentina. Finally, from SC state to Uruguay it seems to
exists a distinct genetic entity that is not the canonical T. truncatus, but sympatric to it, and
that is associated with the T. gephyreus morphology, but the picture is not clear enough to
propose a formal taxonomic decision.
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Resumo
O resumo ja foi apresentado anteriormente (ver acima), dessa forma, ndo ha

necessidade de repeti-lo nesta secéo.
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Introducao

Estudos de diferenciacdo genética interpopulacional tém sido realizados nos Gltimos anos em
diversas espécies de cetaceos (e.g. Patenaude et al. 2007, Natoli et al. 2008, Ansmann et al. 2012, Cunha
et al. 2014, Quintela et al. 2014). Apesar do alto potencial de dispersdo, a estruturacdo entre essas
populacdes é comumente encontrada. Essa estruturagdo pode estar relacionada tanto a fatores ambientais,
como a influéncia de correntes marinhas e temperatura oceénica (e.g. Natoli et al. 2005), como a
caracteristicas comportamentais associadas ao habitat (Louis et al. 2014). O golfinho-nariz-de-garrafa,
Tursiops truncatus (Montagu, 1821), também tem sido apontado como uma espécie que apresenta niveis
baixos a altos de estruturacdo mesmo entre populagdes geograficamente proximas (Hoelzel et al. 1998,
Parsons et al. 2002, Torres et al. 2003, Natoli et al. 2004, Sellas et al. 2005, Parsons et al. 2006,
Bilgmann et al. 2007, Viaud-Martinez et al. 2008, Tezanos-Pinto et al. 2009, Martien et al. 2011,
Mirimin et al. 2011, Caballero et al. 2012, Louis et al. 2014).

O golfinho-nariz-de-garrafa tem distribuicdo cosmopolita, ocorrendo tanto em aguas temperadas
como tropicais, costeiras e oceanicas (Wells and Scott 1999, Reynolds et al. 2000). No Brasil, T.
truncatus esta distribuido de norte a sul do pais, ocupando diferentes habitats como regides costeiras,
lagoas, estuarios e mares internos, além de aguas pelagicas e ilhas oceénicas, o0 que evidencia a sua alta
plasticidade comportamental (Pinedo et al. 1992, Ott et al. 2009, Gondim et al. 2013). Esta caracteristica
aliada a grande variagdo morfoldgica e a ocupacéo de varios habitats levaram a descri¢do de mais de 20
espécies diferentes no passado (Walker 1981, Hersh and Duffield 1990, Ross and Cockcroft 1990, Wells
and Scott 1999). Atualmente, apenas as espécies T. truncatus e T. aduncus (Ehrenberg, 1833), conhecidas
popularmente como golfinho-nariz-de-garrafa do Indo-Pacifico, sdo reconhecidas pelo Comité de
Taxonomia da Society for Marine Mammalogy (Committee on Taxonomy 2015). Contudo, novos estudos
moleculares sugerem a existéncia de pelo menos mais duas espécies —T. australis no sul da Australia
(Bilgmann et al. 2007, Méller et al. 2008) e uma varia¢do de T. aduncus no litoral da Africa do Sul
(Natoli et al. 2004).

No Brasil, acredita-se que as ameagas a conservacdo de T. truncatus estdo relacionadas a
intensificacdo das atividades humanas préximo a costa. Como resultado dessa ameaca em especial, ja foi

registrado uma reducdo na taxa reprodutiva e aumento da mortalidade de determinadas populagdes
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costeiras do golfinho-nariz-de-garrafa (Sim&es-Lopes and Daura-Jorge 2008, Viaud-Martinez et al. 2008,
Fruet et al. 2012).

Apesar de sua ampla distribuicdo e presenca em areas com intensa atividade antrdpica, os
estudos sobre a estruturacdo do golfinho-nariz-de-garrafa na costa do Brasil ainda sdo pouco abrangentes.
Um dos primeiros estudos realizados foi o de Ott et al. (2009) com 59 individuos do golfinho-nariz-de-
garrafa, provenientes de trés regides geograficas: Arquipélago Sao Pedro e Sdo Paulo (ASPSP, n=19);
Bacia de Campos e Bacia de Santos, incluindo os estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (BC/BS, n=20) e
Rio Grande do Sul (RS, n=20). Nesse estudo 0s autores encontraram uma alta estruturacdo entre essas
populacBes indicadas pelos indices de fixacdo entre os pares de populacdes (ASPSP e BC/BS:
Fs1=0,5180; ASPSP e RS: Fst=0,5259; BC/BS e RS: Fst=0,1163; P<0,001). Além disso, os resultados
evidenciaram que ndo havia compartilhamento de nenhum haplétipo entre o ASPSP e as demais
populagbes. Como apontado pelos autores, seus resultados indicaram que a populacdo do ASPSP estd
isolada geograficamente e que T. truncatus apresenta uma forte estruturacdo genética no Brasil.

O trabalho de Fruet et al. (2014) incluiu espécimes coletados desde o sul do Brasil
(Floriandpolis, Santa Catarina) até a costa central da Argentina (Bahia San Antonio). Nesse estudo, os
autores analisaram a regido controladora do DNA mitocondrial e 16 loci de microssatélites de 138
individuos, e encontraram estruturagdo genética entre duas grandes populagdes: uma no sul do Brasil
(incluindo Uruguai) e outra somente na Bahia San Antonio (Argentina). Esse resultado indicou que as
condicBes ambientais as quais as populagdes estdo expostas podem levar a um aumento na especializagdo
para aquele habitat e a diferenciacéo entre as populaces.

Em outro estudo, publicado por Costa et al. (2015), os autores analisaram a estruturagdo entre
trés populagdes do sul do Brasil, utilizando a regido controladora do DNA mitocondrial, cinco loci de
microssatélites e foto-identificagdo. Como resultado eles obtiveram diferenciacdo entre as trés
populacbes: Laguna/Santa Catarina, Torres/Rio Grande do Sul e ao longo da costa de Santa Catarina.
Contudo, embora tanto o trabalho de Fruet et al. (2014) quanto de Costa et al. (2015) tenham encontrado
estruturagdo populacional em golfinhos-nariz-de-garrafa no litoral sul do Brasil, nenhum deles realizou
analises da estruturacdo populacional abrangendo toda a costa brasileira.

A auséncia de estudos genéticos para as demais areas brasileiras dificulta a compreensdo sobre a

existéncia e a relacdo das populagdes de T. truncatus. O golfinho-nariz-de-garrafa tem sofrido com o
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impacto da atividade pesqueira (ICMBio 2011) e ha ainda diversas notificacdes recentes de casos de
patologias de origens e etiologias diversas, diagnosticadas como Lobomicose ou assemelhadas
(‘Lobomicose-like disease”), ou mesmo distintas dessas (Daura-Jorge and Simdes-Lopes 2011, Van
Bressem et al. 2015). Devido a esses fatores faz-se necessario compreender qual o nivel de influéncia
dessas ameacas sobre T. truncatus e sua diversidade genética como um todo. Para isso, é preciso
esclarecer qual o nivel de fluxo génico entre suas populagbes e se as mesmas sdo significativamente
diferentes entre si, a fim de que as estratégias de conservagdo atendam as necessidades de cada populagéo
considerada.

A diferenciacdo entre populacdes proximas de T. truncatus em diferentes regifes do mundo pode
estar relacionada ao sistema social da espécie e a fidelidade ao sitio de nascimento, j& evidenciados por
estudos de foto-identificacdo (e.g. Parsons et al. 2006, Baird et al. 2009). A estruturacdo ainda pode ser
explicada pela existéncia de duas formas geograficas distintas sugeridas para a espécie: costeira (inshore)
e oceanica (offshore). A identificacdo dessas duas formas tem sido realizada por meio de analises
morfolégicas, ecoldgicas e genéticas na costa da Escocia, da América do Norte, do Mar Negro e do Mar
Mediterraneo (e.g. Duffield et al. 1983, Mead and Potter 1995, Hoelzel et al. 1998, Natoli et al. 2005). Ja
os resultados de Segura et al. (2006), em um estudo da regido controladora do DNA mitocondrial de
sequéncias de T. truncatus no Golfo do México, corroboraram fracamente os resultados propostos pelas
analises de morfologia, comportamental e ecologia existentes para a regido. Porém, deve-se levar em
consideracdo que o trabalho n&o incluiu marcadores nucleares, o que pode ter “mascarado” um possivel
isolamento recente, segundo colocado pelos proprios autores.

Estudos craniométricos de espécimes coletados ao longo da costa brasileira, uruguaia e argentina
sugerem a existéncia de uma forma distinta de T. truncatus no sul do Brasil. Em um estudo ndo
publicado, Barreto (2000) prop6s duas formas geogréaficas distintas ocorrendo no Brasil: uma ao norte
(identificada como T. truncatus) e outra ao sul (sugerida como a subespécie T. t. gephyreus).
Posteriormente, em outro estudo ndo publicado, Wickert (2013) propds a ocorréncia de duas espécies na
regido, T. truncatus e T. gephyreus revalidando a espécie proposta por Lahille (1908). Com base na
andlise da distribuicdo geogréfica dos encalhes dos diferentes exemplares analisados, a autora encontrou
simpatria entre T. truncatus e T. gephyreus do litoral norte do Parana em direcdo sul até o municipio de

Tavares (metade norte) no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Ja a partir da metade do sul do Rio
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Grande do Sul até o norte da Argentina, haveria ocorréncia exclusivamente de individuos T. gephyreus,
enquanto ao norte da zona de simpatria ocorre apenas T. truncatus.

O presente estudo visa avaliar os niveis de variabilidade genética e estrutura populacional do
golfinho-nariz-de-garrafa ao longo da costa brasileira, incluindo espécimes da Guiana Francesa e do
Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo. Para tanto, sete loci de microssatélites e sequéncias da regiéo
controladora do DNA mitocondrial foram usados para investigar o nivel de fluxo génico entre essas
populacBes e a provavel diferenciacdo genética entre elas, bem como possiveis flutuacBes histéricas
populacionais. Além da amplitude da area amostrada, o trabalho destaca-se por incluir ndo apenas
animais encontrados encalhados, de origem muitas vezes desconhecida, mas também individuos
biopsiados e identificados como inshore e offshore, possibilitando testar a hip6tese de que diferencas
ecoldgicas poderiam direcionar a diferenciacdo genética entre populacdes de T. truncatus. Outro ponto
importante é que este € o primeiro estudo genético em que parte dos individuos foi identificada
morfologicamente como T. truncatus ou T. gephyreus. Por fim, buscou-se preencher a lacuna causada
pela auséncia de estudos moleculares da espécie no restante do Brasil com o objetivo final de contribuir

para 0 maior conhecimento e manejo adequado da espécie.

Material e Métodos
Coleta de amostras e extracdo de DNA

Foram utilizadas 110 amostras de tecido de golfinhos-nariz-de-garrafa previamente coletadas a
partir de animais encalhados ou biopsiados por instituicGes e grupos de pesquisa colaboradores (ver
Tabela 1 — Informacdes de Suporte) na Guiana Francesa (GF, n=1) e em sete areas de ocorréncia da
espécie no Brasil, nas regides Norte/Nordeste: Pard (n=1), Ceara (n=4), Rio Grande do Norte (n=4),
Bahia (n=6); Arquipélago de S8o Pedro e S8o Paulo (ASPSP, n=19) (distante aproximadamente 1010km
da costa brasileira); Bacia de Campos e Bacia de Santos (BC/BS inclui os estados do Rio de Janeiro, Sdo
Paulo e uma amostra de bidpsia de Santa Catarina, essa amostra foi considerada como pertencente a Bacia
de Santos pelo fato dessa estender-se desde Floriandpolis — SC até o limite Sul do Cabo Frio — RJ) (n=45)
e do litoral norte do Rio Grande do Sul (RS, n=30) (Figura 1). E importante ressaltar que 22 amostras do
RS séo de individuos cuja morfologia craniana foi estudada por Wickert (2013) e que foram identificados

como T. gephyreus ou T. truncatus. As amostras de tecido obtidas foram preservadas inicialmente em
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alcool 96% ou em solucdo de dimetil sulfoxido (DMSO) saturada com cloreto de sédio (Amos and
Hoelzel 1991), e posteriormente congeladas a -20°C para armazenamento em longo prazo.

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando-se a metodologia padrao de extracdo com
fenol/cloroférmio descrita por Sambrook et al. (1989), com ligeiras modificagcbes (Shaw et al. 2003).
Aproximadamente 200mg de tecido de cada amostra foram maceradas individualmente com nitrogénio
liquido em um recipiente estéril. As amostras foram entéo transferidas para tubos de 15mL e incubadas, a
37°C em 4,5mL de tampao de lise (4M uréia, 0,2M cloreto de sodio, 0,5% N-lauroil sarcosinato de sodio,
10mM CDTA [acido 1,2 ciclohexano-diaminotetracético], 200mM Tris-HCI pH 8,0) por pelo menos 72
horas. Posteriormente, cerca de 20unidades/mL de proteinase K foram adicionadas as amostras e estas
incubadas a 65°C por 1 hora. Ao final deste periodo, uma nova dose de proteinase K foi adicionada e as
amostras transferidas novamente para uma temperatura de incubacdo de 37°C. Apds 24 horas, uma
terceira e Ultima dose de proteinase K foi adicionada as amostras e estas incubadas a 37°C por mais 24
horas. As etapas seguintes da extragcdo seguiram o0s procedimentos padrdes de extracdo com
fenol/cloroférmio descrita por Sambrook et al. (1989). Ao final da extracdo, 0 DNA foi ressuspendido em
um volume proporcional ao tamanho do precipitado (entre 50ul e 500ul) com tampdo TNE2 (10mM Tris-

HCI pH 8,0, 10mM NaCl, 2mM EDTA).

Amplificacdo da regido controladora do DNA mitocondrial

Parte da regido controladora do DNA mitocondrial (316 pb) foi amplificada através da técnica de
reacio em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se os iniciadores (primers) L15926 (5’
TCAAAGCTTACACCAGTCTTGTAAACC) (Kocher et al. 1989) e HI16498 (3’
CCTGAAGTAGGAACCAGATG) (Rosel et al. 1994). As reacGes para amplificagdo da regido alvo
foram realizadas em um volume final de 20ul (modificada de Ott 2002) sob as seguintes condigdes: cerca
de 20ng de DNA gendmico; 1x Tampdo de PCR (10mM Tris-HCI pH 8,3, 50mM KCI); 0,2mM de
dNTPs; 0,Img/mL BSA; 3,5 mM MgCl,; 0,2uM de cada primer; 1 unidade de Tag DNA Polimerase
(Gibco BRL®).

As reagdes de PCR foram realizadas em termocicladores, consistindo de uma etapa inicial de
desnaturacdo a 93°C por 5 minutos; 30 ciclos de 1 minuto de deshaturacdo a 93°C, 1 minuto de

anelamento a 51,5°C e 1 minuto de extensdo a 72°C, seguidos de um periodo de 10 minutos de extensao
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final a 72° C e uma hora a 4° C. Uma pequena aliquota do produto de PCR (2ul) foi utilizada para a
verificacdo do resultado das amplificacBes, por meio de comparagdo com um marcador de tamanho
molecular utilizado como referéncia quando submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 1%
com tampdo Tris-Borato-EDTA 0,5x, os quais foram corados com Brometo de Etidio (0,10ug/mL) e
visualizados sob radiacdo ultravioleta. No caso de amplificacbes de boa qualidade (i.e. somente um
fragmento e rendimento adequado de aproximadamente 10ng/ul), o restante do volume da reacao de PCR
foi purificado através da incubacdo com enzimas de fosfatase alcalina e exonuclease I (Amersham
Biosciences) a fim de remover iniciadores remanescentes e nucleotideos ndo incorporados. Por fim, foi
feito o sequenciamento automatico seguindo os critérios do sistema DYEnamic ET DYE Terminator cycle
sequence kit for MegaBACE™ 1000 no Laboratério de Biologia Genémica e Molecular da Pontificia

Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.

Analises das sequéncias do DNA mitocondrial

Os sequenciamentos foram realizados em ambos os sentidos da fita de DNA e as sequéncias de
boa qualidade, avaliadas através da visualizagdo dos cromatogramas, foram alinhadas usando o algoritmo
ClustalW no programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013), o mesmo avaliado visualmente e se necessario
corrigido no mesmo programa. A diversidade nucleotidica () e a diversidade haplotipica (h) foram
calculadas para a espécie como um todo e para cada area de amostragem com o programa DNAsp v.5
(Librado and Rozas 2009). O grau de subdiviséo (estruturacdo) existente entre as populacdes foi avaliado
pelo programa Arlequin v.3.5 (Excoffier and Lischer 2010), por meio de dois estimadores: o primeiro
usando apenas a frequéncia dos hapl6tipos encontrados em cada populacdo (Fst, Weir and Cockerham
1984); e o segundo calculado pela frequéncia e 0 nimero de diferengas nucleotidicas existentes entre cada
par de haplétipos considerados (¢s, distdncia). No Arlequin a distribuicdo geogréfica dos haplétipos foi
investigada através da andlise de variancia adaptada para dados moleculares (AMOVA). Esta analise
permitiu identificar o quanto da variacéo existente na espécie é devido a varia¢es dentro das populagdes
e 0 quanto é decorrente de uma estruturacéo geografica, ou seja, de variacdes entre as populagGes. Todas
as analises do programa Arlequin foram realizadas em 10.000 permutacdes para a significancia, valor de

significancia estatistica P<0,05, computando as estatisticas F sobre as frequéncias dos haplétipos.
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Os testes de neutralidade D de Tajima (1989) e Fs de Fu (1996) foram calculados no programa
Arlequin e a significancia calculada através de 10.000 simulacdes. A relacdo filogenética entre as
sequéncias foi estimada através de uma rede de hapldtipos por meio do método de median joining pelo

programa Network v.4.6 (Bandelt et al. 1999) usando os pardmetros default.

Amplificagdo do DNA microssatélite

Foram utilizados sete loci de microssatélites de DNA previamente desenvolvidos para cetaceos
KWM2b, KWM9b e KWM12a (Hoelzel et al. 1998), EV37mn (Valsecchi and Amos 1996), TexVet5,
TexVet7 e D08 (Rooney et al. 1999, Shinohara et al. 199). As reacdes para amplificacdo dos
microssatélites seguiram o protocolo sugerido por Natoli et al. (2004) em um volume final de 20l sob as
seguintes condicGes: cerca de 20ng de DNA gendmico; 1 X Tampéo de PCR (10mM Tris-HCI pH 8,3,
50mM KCI); 0,1mM de dNTPs; 1,5 mM MgCl,; 0,016uM primer forward; 0,25uM de primer reverse;
0,05 unidades de Taq DNA Polimerase (©lnvitrogen); 0,2uM de fluorescéncia.

As reacdes de PCR para os loci de microssatélite foram realizadas em termocicladores, através
do sistema de touchdown, consistindo de uma etapa inicial de desnatura¢do a 94°C por 2 minutos e 30
segundos; 1 minuto de anelamento a 60°C; 9 ciclos de 1 minuto de anelamento a 60°C (-1°C por ciclo); e
1 minuto e 30 segundos de extensdo a 72°C; seguidos de 40 ciclos de uma segunda desnaturacdo de 30
segundos a 94°C; 1 minuto de anelamento a 50°C; e 1 minuto e 30 segundos de extensdo a 72°C; 5
minutos de extensdo final a 72°C e 30 minutos a 4°C. O programa Genetic Profiler (Amersham
Biosciences) foi utilizado para quantificar o tamanho dos alelos em pares de bases nucleotidicas (pb)
através da leitura automatica dos fragmentos, mas com conferéncia manual. O arredondamento do
tamanho dos alelos e verificagdo de eventuais erros nos gendtipos foi realizado por meio do programa
Allelogram (Manaster 2002). Além disso, foi utilizado o programa Micro-checker (Oosterhout et al.
2004) para detectar eventuais erros de interpretacdo na leitura dos alelos, como a presenca de alelos nulos

e stuttering, através do método de simulagdo Monte Carlo e a teoria de Hardy-Weinberg.

Anélise dos sete loci de DNA microssatélite
As frequéncias alélicas e a heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), os desvios do

equilibrio de Hardy-Weinberg (Guo and Thompson 1992) e o desequilibrio de ligacdo e estruturacéo
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populacional (Fst e Rst) foram calculados e testados com o Arlequin, usando os parametros: 1.000.000
passos de MCMC, 100.000 passos dememorization, 10.000 permutacGes para a significancia e valor de
significancia estatistica P<0,05.

O programa Structure v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000) foi utilizado para a andlise da estruturagéo
populacional. Foi testada a possibilidade de existéncia de até 10 populagdes (K=2 até K=10), sendo que
para cada K foram realizadas 10 corridas independentes de 1.000.000 de iteragdes MCMC, precedidas de
burn-in de igual magnitude. O modelo utilizado foi 0 admixture model acompanhado de uma corrida com
e sem prior de populacbes (origem). Inicialmente, o Unico individuo coletado na Guiana Francesa foi
definido como uma populacdo distinta das demais. Contudo, como ap0s todas as analises 0 mesmo
sempre foi atribuido como sendo integrante da populacdo do Arquipélago S&o Pedro e S&o Paulo, nas
andlises finais 0 mesmo foi incorporado a esta populagdo. Os resultados do Structure foram sumarizados
por meio do site Structure Harvester (Earl and vonHoldt 2012), segundo os célculos sugeridos por
Evanno et al. (2005). Para visualizacdo, foram utilizados os softwares Clumpp v.1.1.2 (Jakobsson and
Rosenberg 2007), que sumariza os valores apresentados pelo Structure e distruct v.1.1 (Rosenberg 2004)
que representa graficamente os valores gerados pelo Clumpp.

A relagdo entre os individuos baseada na distancia Dc de Cavalli-Sforza and Edwards (1967) foi
estimada através de uma arvore neighbor-joining sem raiz como programa Populations v. 1.2.32
(Langella 1999) e a arvore resultante foi visualizada e editada com o FigTree v.1.4.2.

O fluxo génico atual entre as populagBes foi calculado através do programa BayesAss v.3
(Wilson and Rannala 2003). Os valores de aceite para avaliagdo dos pardmetros da analise apresentaram-
se entre 20% e 60% (Wilson and Rannala 2003) como indicado pelo manual do programa. Os parametros
usados foram de 30.000.000 iteracBes seguidas de burn-in de 3.000.000 itera¢cdes, DM=0,1, DA=0,5 e
DF=0,5. O programa Tracer v.1.5 (Rambaut and Drummond 2007) foi usado para monitorar as cadeias e

sua convergéncia.

Resultados
DNAmMt
A variagdo das sequéncias de DNA foi avaliada em 316 pares de base alinhados, em um total de

109 individuos, uma vez que ndo foi possivel a obtencdo de uma sequéncia de um individuo do nordeste.
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Foram encontrados 30 sitios variaveis (92,2% transices e 8,8% transversdes), que determinam 32
haplotipos (Tabela 2 — Informacdes de Suporte). As diversidades haplotipica e nucleotidica das areas
foram em geral moderadamente alta (total Hd=0,85) e bastante elevada (total n=1,5%), respectivamente
(Tabela 1). A excecao foi a populagdo do Arquipélago de Séo Pedro e Sao Paulo que apresentou somente
dois haplétipos e, portanto H e & bastante baixos.

A rede de haplétipos (Figura 2) apresentou alguns haplétipos e clados muito divergentes dos
demais (e.g. o hapl6tipo da Guiana Francesa). Ha quatro hapl6tipos compartilhados entre 0 RS e BC/BS e
que sdo compartilhados somente entre essas duas areas. Embora o padrdo geral da rede lembre uma
estrela, ndo ha um hapl6tipo central, e de forma geral os hapldtipos de cada area estdo distribuidos ao
longo da rede, mas alguns clados estdo geograficamente estruturados, como ocorre com um do Nordeste e
um do RS. E importante salientar que este clado do RS (identificado por um retangulo na Figura 2)
contém sequéncias que foram encontradas exclusivamente e em todos os individuos que foram
identificados morfologicamente como T. gephyreus (Wickert 2013), embora alguns individuos com
haplétipos deste clado ndo possuam informagdo morfoldgica e, portanto, ndo possam ser atribuidos a
qualquer uma das duas morfoespécies. O haplétipo do espécime coletado no Pard apresentou-se mais
préximo dos haplétipos do Nordeste (agrupados a direita da rede), sendo considerado como integrante da
mesma area. De forma semelhante, dos cinco haplétipos da Bahia, quatro se encontram no “grupo do
Nordeste” (formado por cinco haplétipos a direita da rede, Figura 2), sendo que um ainda é compartilhado
com trés amostras do RN reforcando a atribui¢do da Bahia a populacédo do Nordeste. Vale ressaltar que a
amostra coletada em SC apresentou haplétipo compartilhado com sete individuos da BC/BS e cinco do
RS (Tabela 2).

A andlise da variancia molecular (AMOVA) indicou que h&d uma diferenciacdo alta e
significativa entre as areas em geral, com as duas medidas utilizadas (>26%, P<0,05) (Tabela 2). As
distancias par a par entre as areas foram todas significativas, tanto para o Fst quanto para o ®st, sendo a
populacdo do Arquipélago Séo Pedro e Sdo Paulo geralmente a que apresenta a maior diferenciagdo
genética (Tabela 3).

Os testes de neutralidade seletiva de Tajima’s D e Fu’s FS ndo sugerem mudangas significativas
no tamanho e nem expansdo populacional recente, exceto na populagdo do ASPSP, tanto nas populacGes

separadas quanto na espécie como um todo (Tajima’s D: -0,61 £ 0,32; Fu’s FS: 0,08 £ 0,48) (Tabela 1).
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Microssatélites

Os sete loci de microssatélites analisados apresentaram polimorfismo moderado, sendo a média
de heterozigosidade esperada total igual a 0,76 (SD=0,057) e a média total de alelos por locus foi de 12
alelos (Tabela 4). Por ndo haver consisténcia no desequilibrio de ligagdo e nos desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg na maioria dos loci e entre as &reas, indicando niveis baixos de interacdes entre os loci
(D'Aoust-Messier and Lesbarréres 2015), nenhum locus foi excluido das analises. O programa
Microcheker sugeriu a presenca de alelos nulos e de stuttering em algumas areas, mas por ndo haver
consisténcia destes resultados entre loci e &reas, nenhum locus for excluido das anélises.

Como esperado para microssatélites, a andlise AMOVA mostrou que aproximadamente 90% da
variabilidade é intrapopulacional, mas a diferenciagdo de ~10% entre as &reas € significativa para ambas
as estatisticas (Tabela 2). Os indices diferenciacdo par a par, Fst e Rsr entre as quatro &reas sao
moderados, mas todas séo significativos (P<0,05) (Tabela 5).

A anélise com o Structure sugere que a estruturagdo genética com maior verossimilhanca é a que
apresenta quatro grupos genéticos (Figura 1 — Informag@es de Suporte), que correspondem em geral as
areas geograficas utilizadas aqui (Figura 3), com excecdo dos individuos do RS. A composicdo das
amostras do RS é complexa, alguns individuos dessa &rea apresentam um alto nivel de atribuicdo a um
novo grupo (representado em amarelo na Figura 3), outros sdo muito similares aos individuos da BC/BS
(verde), ainda h& dois individuos mais relacionados a populagdo do Nordeste e, por fim, alguns
apresentam uma mistura de componentes. Ressalta-se que dez dos treze individuos identificados
morfologicamente como T. gephyreus (retdngulo tracejado, Figura 3) apresentam uma alta proporcdo do
componente amarelo (de agora em diante denominado componente gephyreus). Por outro lado, individuos
identificados morfologicamente como T. truncatus apresentam uma maior diversidade de composicao
genética, alguns mais similares aos individuos do Nordeste ou BC/BS, mas dois desses apresentam uma
presenca considerdvel do componente gephyreus. Trés dos cinco individuos do RS sem identificagdo
morfologica também apresentam uma alta proporgdo do componente gephyreus, e interesssantemente,
eles sdo 0s Unicos outros individuos que possuem haplétipos (DNAmt) do clado gephyreus (Figura 2). Na
analise exploratoria, com K=2, os dois grupos genéticos formados sdo claramente (embora ndo

perfeitamente) associados com os morfotipos gephyreus e truncatus e ndo com a area geografica ou com a
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distancia geografica, o que sugere uma diferenciacdo genética significativa entre estes dois tipos de
morfologias.

A arvore neighbor-joining que representa as distancias genéticas entre os individuos (Figura 4)
se assemelha aos resultados do Structure, onde os individuos de uma mesma area geografica tendem a se
agrupar. Novamente, todos os individuos (exceto trés) que possuem o componente gephyreus (Figura 3)
estdo em um ramo muito distinto, embora neste ramo estejam alguns individuos ndo identificados
morfologicamente (do RS e de outras regides). E importante notar que: os trés individuos no
identificados morfologicamente do RS, mas com DNAmt do clado gephyreus, também estdo agrupados
nesse ramo e, que nenhum individuo com morfologia T. truncatus esta neste grupo.

Os maiores valores de migracdo encontrados foram da &rea do RS para a BC/BS (M=0,069,
Tabela 6) e da populagdo do ASPSP para o Nordeste (M=0,063, Tabela 6). Enquanto as menores
migracOes detectadas foram do RS e do BC/BS para o ASPSP (M=0,012 e 0,015 respectivamente),
bastante correlacionadas com a distancia geografica entre elas. Curiosamente, os maiores valores de
heterozigosidade observada foram encontrados no ASPSP, sugerindo uma provavel imigracdo de

individuos de localidades ndo avaliadas.

Discussao

Esse estudo é o primeiro a avaliar a diversidade e diferenciacdo genética das populagdes de T.
truncatus desde o Norte (e Guiana Francesa) até o sul do Brasil, incluindo as dguas adjacentes ao
Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo. A diversidade genética mitocondrial encontrada para a espécie na
regido como um todo foi alta em comparagdo com outras populacGes da espécie e outras espécies (Tabela
3 — Informagdes de Suporte). Contudo, se observarmos os valores para as areas isoladamente, veremos
que ASPSP apresentou a menor diversidade nucleotidica da espécie (0,067%), o que € esperado por ser,
entre as estudadas, a de menor tamanho populacional e a de distribuicdo mais restrita. Em estudos
recentes Fruet et al. (2014) e Costa et al. (2015) do sul do Brasil, Uruguai e Argentina, encontraram
niveis baixos ou moderados de variabilidade genética. A existéncia de pequenas comunidades distintas
com alto grau de residéncia e certa restricdo ao fluxo génico entre elas foi sugerida por esses autores

como causa provavel para seus resultados.
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Os resultados do presente estudo demonstraram haver significativa estruturacdo genética,
principalmente nos marcadores nucleares, no golfinho-nariz-de-garrafa ao longo da costa brasileira. Dos
quatro grupos genéticos principais, dois parecem representar basicamente populagcdes geograficamente
distintas, uma com os individuos do ASPSP (mais Guiana Francesa) e outra da regido Nordeste do Brasil
(NE, mas com talvez alguns representantes do RS). Ja o grupo genético representado principalmente pelas
amostras das Bacias de Campos e de Santos parece representar um grupo que se estende até o RS, onde é
simpatrico com individuos provavelmente pertencentes a outra unidade biol6gica (morfotipo gephyreus,
ver abaixo). Finalmente, a distribuicdo descontinua de parte da nossa amostragem pode ter aumentado, de
modo ndo determinado, o grau da estruturacdo entre algumas areas analisadas.

Nesse estudo, a maioria dos espécimes coletados foi oriunda de bidpsias: 19 do Arquipélago Séo
Pedro e S8o Paulo (sabidamente oceénicos — aproximadamente 1010km da costa e com profundidade
entre 1000 e 2000m de profundidade), oito individuos do Nordeste (costeiros — 30-50m de profundidade)
e 38 das Bacias de Campos e de Santos (costeiros — 30-50m de profundidade). Dessa forma, a forte
diferenciacdo genética da populagdo do Arquipélago em relacdo as demais areas pode ser explicada
devido ao fato dessa populacdo ser reconhecidamente de habitat oceénico enquanto as outras amostras,
em sua grande maioria, sdo provavelmente de individuos de habitats mais costeiros. Todavia, é
importante destacar que estudos das Bacias do Pard/Maranhdo até Santos revelaram a existéncia de
individuos costeiros e oceanicos em todas as bacias (Ramos et al. 2010) também na Bacia de Campos e
no litoral do Rio Grande do Sul, existem registros de avistagens (mas ndo amostradas) do golfinho-nariz-
de-garrafa em regifes oceanicas (Siciliano et al. 2006, Ott et al. 2013). Porém, nossos resultados
moleculares apontam para a existéncia de uma Unica populacdo de Tursiops sabidamente offshore (dados
geogréficos e genéticos), a de ASPSP, contudo ndo h& formacgdo de grupos separados dos hapl6tipos
correspondentes aos habitats como ocorre no estudo de Louis et al. (2014), sugerindo uma diferenciacdo
ndo tdo antiga.

Em contrapartida, a estruturacdo entre as popula¢fes do Nordeste e Bacias de Campos e de
Santos, parece ndo estar relacionada a sua distancia da costa, pois a grande maioria das amostras destas
duas populacGes é, provavelmente, de individuos de habitos costeiros. Contudo, € importante mencionar
que o local de coleta, mesmo nas biopsias, pode ndo representar exatamente onde 0s espécimes vivem a

maior parte do tempo de sua vida. Diversos estudos tém demonstrado que carcacas de mamiferos
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marinhos podem derivar por longas distancias antes de encalhar nas praias (e.g. Peltier et al. 2012, Prado
et al. 2013). A explicacdo mais provavel para a diferenciacdo entre as populacGes do Nordeste e Bacias de
Campos e de Santos € a estrutura social associada a separacdo latitudinal destas populacGes pela zona de
ressurgéncia presente nas Bacias de Campos e de Santos. Estudos tem mostrado que além da filopatria ao
sitio de nascimento, os grupos de golfinhos podem apresentar caracteristicas proprias influenciadas por
fatores como distribuicdo das presas (Heithaus and Dill 2002), estrutura do habitat (Lusseau et al. 2003),
sucesso reprodutivo (Méller and Harcourt 2008), transmissdo cultural (Kritzen et al. 2005) e competicéo
entre machos (Connor et al. 1999). Relativo a Bacia de Campos essa regido apresenta peculiaridades em
seu habitat como a mistura de massas de agua Tropical (temperatura mediana e salinidade alta) e costeira
(temperatura alta e baixa salinidade) (Siciliano et al. 2006). Ainda nessa Bacia hd o evento de
ressurgéncia que ocorre durante o verdo entre as latitudes 21° e 23°S controlado pelos ventos nordeste e
leste quando a &gua Central do Atlantico Sul (baixa temperatura e menor salinidade) penetra na
plataforma interna causando diminuicdo da temperatura oceénica (Siciliano et al. 2006). Essas condi¢des
podem estar levando a uma diferenca regional na sua produtividade, refletida na abundancia e distribuicéo
de presas, e consequentemente, na estruturacdo da populagdo da Bacia de Campos em relagdo a do
Nordeste. Essas possiveis diferencas genéticas atribuidas a diferencas entre os habitats e relacionados as
zonas com produtividade diferenciada ja foram mencionadas anteriormente para a espécie por Natoli et
al. (2005) para a regido do Mar Negro até o nordeste do Atlantico e Escdcia, onde os autores sugeriram
que as diferentes caracteristicas hidrograficas como temperatura e salinidade da agua de duas bacias
estudadas (leste e oeste do Mar Mediterraneo) refletiram em habitats distintos com diferengas na
distribuicdo e abundancia de presas, 0 que poderia ter moldado a estruturacdo das populagdes analisadas
de T. truncatus.

O padrdo complexo apresentado no Structure entre as amostras do RS tem vérias explicagdes
possiveis. A presenca de individuos com maior probabilidade de pertencerem as populagdes mais ao norte
(BC/BS e Nordeste) ou uma mistura destas sugere algum fluxo génico entre estas trés areas. Esta hipotese
é consistente com os resultados das distancias Fst tanto no DNAmt quanto nos microssatélites (Tabelas 3
e 5), no qual os valores sdo, de forma geral, baixos entre RS-BC/BS e RS-Nordeste, assim como com 0

fato de termos encontrado valores relativamente altos de migragdo entre estas trés areas (Tabela 6).
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Porém, a conexao migratdria entre as areas do RS e do Nordeste, devido a distancia geogréafica, € menos
provavel, sendo talvez necessario encontrar outra explicacdo para estes resultados.

A presenca de varios individuos no RS associados a um componente genético Unico, bastante
divergente (o componente gephyreus) do restante dos outros individuos, poderia ser explicada por duas
hipoteses, ndo excludentes: existéncia de duas populagGes distintas (evidenciadas na analise de K=2 do
Structure, Figura 3) na costa do Rio Grande do Sul, associadas a distancia da costa (inshore e offshore)
como sugerido por dados recentes de avistagens (e.g. Ott et al. 2013) ou ainda a simpatria entre
populacBes geograficas (e morfologicamente) distintas, como sugerido pelos estudos morfolégicos nao
publicados (e.g. Wickert 2013).

Quanto a primeira hipdtese, ela é dificil de ser testada atualmente, pois como as amostras do RS
sdo de animais encalhados, ndo ¢é possivel determinar o habitat utilizado por esses espécimes em vida.
Contudo, sabe-se que um dos individuos (GEMARS1259) associado ao componente gephyreus (e
identificado morfologicamente como T. gephyreus e com DNAmt do clado gephyreus) foi identificado
em vida por meio de foto-identificacdo como sendo reconhecidamente um individuo com alto grau de
residéncia no estuario do Rio Tramandai, na zona costeira do Rio Grande do Sul (Van Bressem et al.
2007). Observa-se que na anélise de K=2, os individuos com o componente ndo gephyreus estdo no
mesmo grupo dos individuos do ASPSP, a Unica populacdo claramente oceénica. Porém, o fato das
demais areas amostradas também apresentarem o0 mesmo componente do ASPSP (em K=2) sugere que o
componente gephyreus se diferencia dos demais por outros fatores que ndo o de habitat costeiro ou
oceénico. Em uma comparagdo mais ampla, o estudo de Louis et al. (2014) no Atlantico Norte mostraram
uma clara separagdo nas sequéncias de DNAmt entre populacbes peldgicas (offshore) e costeiras
(inshore). Quando comparamos estas sequéncias com as nossas (resultados néo incluidos aqui), 0s nossos
hapl6tipos do clado truncatus (ou seja, ndo gephyreus) se agrupam, incluindo algumas identidades, com
as sequéncias pelagicas deles, enquanto que os haplétipos do clado gephyreus, embora mais distante e
sem nenhuma identidade, sd&o um pouco mais proximos dos haplétipos do habitat costeiro. Esses
resultados indicam ser dificil relacionar diretamente a diferenciacéo significativa entre as populacGes
estudadas com o habitat (costeiro e oceénico). E importante notar que, assim como em Louis et al. (2014),
nenhuma das nossas sequéncias se agrupou com o clado de individuos da regido costeira do Noroeste do

Atlantico, o que corrobora a grande distingdo deste Ultimo grupo dentro de T. truncatus (Moura et al.
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2013). Portanto, no momento ndo existem informacfes suficientes para testar a hipotese de grupos
genéticos inshore e offshore de Tursiops no Rio Grande do Sul.

Por outro lado, em relacdo a hip6tese de existir unidades morfoldgicas distintas na regido, este é
0 primeiro estudo genético com individuos também analisados morfologicamente, permitindo o teste da
mesma. NOs mostramos que existe uma associagdo completa entre os individuos com morfologia T.
gephyreus e um clado mitocondrial exclusivo e divergente, assim como uma grande associagdo destes
individuos com um componente genético biparental também bastante distinto (o componente gephyreus).
Portanto, estes resultados sugerem a existéncia de uma unidade biolégica real, e diferente do taxon T.
truncatus canénico, pelo menos na regido norte da costa do RS e que esta associado a proposta do tdxon
T. gephyreus (Barreto 2000, Wickert 2013). Porém, a existéncia de trés individuos com morfologia e
DNAmt associados & T. gephyreus mas com baixa propor¢do do componente gephyreus nos marcadores
nucleares, assim como dois individuos com morfologia e haplétipos associados a T. truncatus, mas com
uma proporgdo relativamente alta do componente gephyreus nos marcadores nucleares, sugerem a
existéncia de algum fluxo génico entre estas unidades bioldgicas, possivelmente mediada pelos machos.

Apesar das sequéncias do estudo de Fruet et al. (2014) ndo estarem disponiveis e que
informacdes morfoldgicas ndo tenham sido analisadas pelos autores, é possivel comparar parte dos seus
resultados com os nossos devido ao fato de duas sequéncias serem comuns a ambos. Eles também
encontraram dois grupos distintos de haplétipos na rede (ver Figura 5 de Fruet et al. 2014), separados por
quatro substituicBes, que agora podemos mostrar que correspondem aos clados gephyreus e truncatus
descritos aqui. O primeiro pode ser identificado pelo haplétipo encontrado nas populagdes de Laguna
(SC) e o segundo pelo haplétipo encontrado na popula¢do da Bahia San Antonio na Argentina. Além
disso, no estudo ainda ndo publicado de Barreto (2000), parte da regido controle do DNAmt de 17
individuos (nenhum analisado aqui) foi sequenciada, incluindo individuos das duas formas morfolégicas,
0 autor também encontrou um clado completamente associado com a morfologia gephyreus, composto de
individuos encontrados no RS, exceto um proveniente da Argentina. Por conseguinte, a existéncia de pelo
menos uma linhagem genética matrilinear separada associada a uma morfologia divergente no RS parece
ser um resultado bastante consistente.

No entanto, dois pontos do estudo de Fruet et al. (2014) sugerem que o0 cenario pode ser mais

complexo do que os resultados ja expostos indicam. Em primeiro lugar, a hipétese sugerida por estudos
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morfolégicos, de uma distribuicdo norte-sul das formas truncatus e gephyreus, respectivamente, ndo é
consistente com a presenca em todos os individuos da populagdo mais ao sul (Bahia San Antonio), de um
Unico haplétipo aqui identificado como do grupo truncatus (HO5 na sua Figura 5). Finalmente, os
resultados desses autores na analise de estrutura genética com os dados de microssatélites (Figura 3 de
Fruet et al. 2014) ndo parecem corroborar nossos resultados da existéncia de um componente genético
gephyreus muito distinto. A Unica area de amostragem em comum entre os dois estudos é a NPL deles e
nossa area do RS, e ndo ha nenhuma evidéncia em seus resultados de dois componentes distintos na
regido, tdo claramente encontrados aqui. Além disso, diferentemente do que foi observado como um
padrdo em nosso estudo, no trabalho de Fruet et al. (2014) ndo existe uma associacdo clara entre a
presenca de haplotipos de DNAmt dos dois grupos, com 0s dois componentes genéticos nucleares
distintos. Deve-se notar que Fruet et al. (2014) utilizaram um nimero muito maior de loci do que o
utilizado aqui.

Portanto, combinando todas as informacdes disponiveis (especialmente neste estudo e de Fruet et
al. 2014), concluimos que a espécie do golfinho-nariz-de-garrafa do sudoeste do Oceano Atlantico parece
ser composta por, pelo menos, quatro unidades de manejo distintas geograficamente bem estruturadas: i)
Arquipélago de S&o Pedro e So Paulo; ii) Nordeste do Brasil; iii) Bacias de Campos e de Santos; e iv)
Bahia San Antonio, Argentina. Apesar dos individuos do sul do Brasil e Uruguai compreenderem uma
Unica unidade em Fruet et al. (2014) (as quais foram chamadas de ESU — Unidades Evolutivamente
Significativas), n6s sugerimos que a unidade BC/BS provavelmente se estende para o sul, até pelo menos
0 RS, talvez até o Uruguai. Nessa regido, ha outra unidade (ainda que parcialmente simpéatrica com aquela
mais ao norte) que compreende os individuos com o componente genético e morfoldgico gephyreus.

Por fim, embora os resultados apontem claramente para a existéncia de uma entidade bioldgica
distinta, que ndo é o T. truncatus candnico, no sudoeste do Oceano Atlantico, alguns aspectos desse
quadro ainda ndo estdo claros o suficiente para que se proponha qualquer decisdo taxonémica formal
sobre 0 assunto. Para resolver este impasse, serd necessario um estudo que abranja a amostragem de toda
a distribuicéo, usando tanto DNAmt quanto um grande nimero de marcadores biparentais (microssatélites
ou outros marcadores) e, tanto quanto possivel incluir a descri¢do morfoldgica dos individuos, bem como

amostras de bidpsia de espécimes oceanicos (offshore).
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Figura 1. Mapa com os locais de coletas de amostras de tecido de Tursiops truncatus analisados neste
estudo. As cores sdo referentes as localidades dos individuos, conforme a legenda: Arquipélago de S&o
Pedro e Sdo Paulo (ASPSP), Guiana Francesa (GF), Nordeste (NE), Bacias de Campos e de Santos

(BC/BS) e Rio Grande do Sul (RS).
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Figura 2. Rede de haplotipos das sequéncias da regido controladora do DNAmt. Os circulos representam
os diversos haplétipos e seus tamanhos sdo proporcionais a frequéncia de individuos que os apresentam.
Os passos mutacionais sdo representados pela quantidade de barras nos ramos. O retangulo indica os
haplétipos dos individuos identificados morfologicamente por Wickert (2013) como Tursiops gephyreus
(referidos nesse estudo como clado gephyreus). As cores sdo referentes as localidades dos individuos,

conforme a legenda, e as abreviagdes sdo conforme a Figura 1.
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DNAmMt gep

Figura 3. Probabilidade de atribuigdo aos grupos genéticos (K = 2 e K = 4) dos 102 individuos com dados
de microssatélites determinada pelo Structure. As barras verticais indicam cada um dos individuos e o
comprimento das barras é o coeficiente de atribuicéo a cada grupo genético (representado pelas cores). A
flecha indica o individuo da Guiana Francesa, considerado como pertencente a populacéo do Arquipélago
de S&o Pedro e Sdo Paulo. O retdngulo em linha sélida representa os individuos identificados como T.
truncatus (com legenda T.tru) e o retangulo tracejado identifica os individuos idenficados como T.
gephyreus (com legenda T.gep) no estudo morfolégico de Wickert (2013), e a chave com a legenda indica
os individuos com DNAmt pertencentes ao clado gephyreus (DNAmt gep). Abreviagdes conforme a

Figura 1.
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Figura 4. Arvore de neighbor-joining ndo enraizada representando as distancias genéticas de Cavalli-
Sforza e Edwards entre individuos baseadas nos dados de microssatélites. Identificados com a cor azul
sdo os individuos com morfologia T. gephyreus e nos ramos vermelhos estdo aqueles com os haplétipos
(DNAmt) do clado gephyreus. Nas amostras do RS, seguida da identificacdo da populacdo a que
pertencem estao a identificagdo morfolégica dos individuos que compde a analise (Ge = T. gephyreus, Tr

= T. truncatus, Un = desconhecida) e os que pertencem ao clado gephyreus (DNAmt) estéo identificados

ainda com as letra GC.
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Tabelas

Tabela 1. Estatisticas basicas da regido controladora do DNAmt. N = nimero de amostras, S = sitios varidveis, H = niimero de haplotipos, Hd = diversidade haplotipica, = =

diversidade nucleotidica (%), SD, desvio padrdo. * P<0,05.

Populacgdo N S H Hd (SD) n % (SD) Tajima’s D (valor - p) Fu’s Fs (valor - p)

Arquipélago de Sdo 19 2 2 0,105 (0,092) 0,067 (0,059) -1,51%* (0,04) 0,59 (0,41)

Pedro e Sdo Paulo

Nordeste 14 14 9 0,912 (0,059) 1,94 (0,302) -0,23 (0,43) -0,45 (0,40)

Bacia de Campos e 45 18 12 0,848 (0,028) 1,34 (0,174) -0,42 (0,37) -0,38 (0,48)

Bacia de Santos

Rio Grande do Sul 30 20 12 0,862 (0,040) 1,948 (0,184) -0,29 (0,43) 0,59 (0,63)
Total 109 30 32 0,855 (0,025) 1,56 (0,124) -0,61 (0,32) 0,08 (0,48)

Tabela 2. Analise da variancia molecular (AMOVA) baseada nos valores de fixagdo (Fst e ®st) para a regido controladora do DNAmt e para os sete loci de microssatélites

(Fste Rst). Todos os valores obtidos foram significativos para P<0,05.

Fonte de variacdao DNAmMt Microssatélites
FST G:)ST FST RST

Entre as populagdes 26,82 28,08 9,47 12,41

Dentro das populagdes 73,18 71,92 90,53 87,59
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Tabela 3. Analise pareada das estatisticas F da regido controladora do DNAmt. Diagonal superior ®st e diagonal inferior Fst. Todos os valores sdo significativos para P<0,05.

Populagdo

Arquipélago de S3o
Pedro e Sdo Paulo

Nordeste Bacia de Campos e Rio Grande do Sul

Bacia de Santos

Arquipélago de S3o Pedro e Sdo Paulo

Nordeste

Bacia de Campos e Bacia de Santos

Rio Grande do Sul

0,529
0,444

0,468

0,548 0,152 0,370

0,323 0,260

0,120 - 0,222

0,112 0,095 -

Tabela 4. Diversidade genética média com os dados de microssatélites. N = nimero de amostras, A = nimero de alelos, RA = riqueza de alelos, E = nimero de alelos

exclusivos, Ho = heterozigosidade observada, He = heterozigosidade esperada.

Populagdo N A RA E Ho He (SD)
Arquipélago de Sdo 19 6,86 6,04 1,14 0,63 0,76 (0,07)
Pedro e S3o Paulo

Nordeste 12 5,43 5,36 0,28 0,58 0,65 (0,28)
Bacia de Campos e 43 9,43 6,52 1,57 0,51 0,72 (0,22)
Bacia de Santos

Rio Grande do Sul 27 7,57 5,89 0,71 0,36 0,64 (0,23)
Total 101 12 6,885 3,71 0,524 0,760 (0,17)

34



Tabela 5. Analise pareada das estatisticas F para os dados de microssatélites. Diagonal superior Rsy e diagonal inferior Fsr. Todos os valores séo significativos para P<0,05.

Populagdo Arquipélago de Sao Nordeste Bacia de Campos e Rio Grande do Sul
Pedro e Sdo Paulo Bacia de Santos

Arquipélago de S3o Pedro e Sdo Paulo - 0,124 0,085 0,131

Nordeste 0,113 - 0,158 0,141

Bacia de Campos e Bacia de Santos 0,084 0,099 - 0,118

Rio Grande do Sul 0,126 0,107 0,077 -

Tabela 6. Razdes de migragdo (média posterior) e respectivos valores de desvio padrdo (entre parénteses) entre as areas estimadas com o BayesAss.

Para

De Arquipélago de SGo  Nordeste

Pedro e Sdo Paulo

Arquipélago de S3o Pedro e Sao -
Paulo

0,063 (0,035)

Nordeste 0,022 (0,021) -

Bacia de Campos e Bacia de Santos 0,015 (0,013) 0,020 (0,018)

Rio Grande do Sul 0,012 (0,012) 0,041 (0,026)

Bacia de Campos e
Bacia de Santos

0,024 (0,023)

0,040 (0,041)

0,069 (0,033)

Rio Grande do Sul

0,026 (0,023)

0,057 (0,035)

0,032 (0,022)
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Figura 1. Valores da probabilidade de Log referentes as diferentes quantidades de nimero de populagfes

de Tursiops truncatus sugeridas no programa Structure através da analise de sete loci microssatélites.
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Tabela 1. Relacdo de amostras cedidas por seus respectivos grupos de pesquisa. N = nimero de amostras.

Localidade Grupo de pesquisa Tipo de amostra N
Arquipélago de S3o Pedro e GEMARS' Bidpsia 19
Sdo Paulo (ASPSP)
Les Hattes, Guiana Francesa Benoit Simon-Bouhet Encalhe 1
(CEBC/CNRS)
Marapanin, PA/Norte GEMAM? Bidpsia 1
Aracati, Cruz, Fortim, Aquiraz, AQUASIS* Bidpsia 1
CE/Nordeste Encalhe 3
Natal, RN/Nordeste GEMARS Bidpsia 1
ECOMAR-PPC’ Encalhe 3
Barra Grande, BA/Nordeste GEMARS Bidpsia 6
Bacias de Campos e de Santos GEMM-Lagos6 Bidpsia 38
(BC/BS) Encalhe 7
Litoral norte do RS GEMARS Encalhe 30

! Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande do Sul

2 Centre d’Etudes Biologiques de Chizé/ Centre national de la recherche scientifique

3Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos da Amazonia - GEMAM
4Associag;ﬁo de Pesquisa e Preservagao de Ecossistemas Aquaticos

>ECOMAR - Projeto Pequenos Cetaceos — Rio Grande do Norte

6Grupo de Estudos de Mamiferos Marinhos da Regido dos Lagos
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Tabela 2. Lista de hapl6tipos de DNAmt: relacédo de individuos que os compde, sua frequéncia e localidades.

Individuos Frequéncia Localidade

ASPSP_A 1 Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Paulo (PE)

ASPSP_B, ASPSP_C, ASPSP_D, ASPSP_E, ASPSP_G, ASPSP_H, ASPSP_I, ASPSP_J, 18 Arquipélago de S3o Pedro e Sdo Paulo (PE)

ASPSP_K, ASPSP_L, ASPSP_M, ASPSP_N, ASPSP_0O, ASPSP_P, ASPSP_Q,

ASPSP_R, ASPSP_S, ASPSP_T

BC/BS018, BC/BS023, BC/BS028, GEMM94 4 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ),

Arraial do Cabo (RJ)

BC/BS019, BC/BS024, BC/BS030, BC/BS063 , BC/BS066, BC/BS067, BC/BS078, 11 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)

BC/BS079, BC/BS080, BC/BS082, BC/BS083

BC/BS020, BC/BS025, BC/BS065, BC/BS070, BC/BS073, BC/BS01, GEMM132, 13 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP, RJ e SC)

GEMMS98, GEMARS1192 GEMARS1260, GEMARS1285, GEMARS292, Litoral Norte do Rio Grande do Sul (RS)

GEMARS916

BC/BS021, BC/BS022, BC/BS029, BC/BS033, GEMARS216 5 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)
Litoral Norte do Rio Grande do Sul (RS)

BC/BS026, BC/BS031, BC/BS032, BC/BS064, BC/BS068, BC/BS069, BC/BS072, 13 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)

BC/BS074, BC/BS076, BC/BS077, GEMM60, GEMARS115, GEMARS401 Litoral Norte do Rio Grande do Sul (RS)

BC/BS027 1 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)

BC/BS071 1 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)

BC/BS075 1 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)

BC/BS081 1 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)

GEMM120 1 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)

GEMM17 1 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)

GEMMS57, GEMARS1050 2 Bacia de Campos e Bacia de Santos (SP e RJ)
Litoral Norte do Rio Grande do Sul (RS)

NEOO1, NEOO2, Ne004, P1 4 Litoral sul do Rio Grande do Norte (RN), Litoral

norte do Rio Grande do Norte (RN), Barra
Grande (BA)/Nordeste
NEOO3, 02c325 2 Litoral norte do Rio Grande do Norte (RN)

Pontal de Cima, Fortim (CE) Nordeste
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02c373

02c375

P2, P3

P4

P5

P7

GEMARS1021, GEMARS1094

GEMARS1165, GEMARS1259, GEMARS286, GEMARS400, GEMARS934
GEMARS1235, GEMARS192, GEMARS203, GEMARS333, GEMARS503,
GEMARS569, GEMARS816, GEMARS861, MPT003

GEMARS1265

GEMARS1283

GEMARS1477

GEMARS820

GEMARS1320

GEMAMA441

Guiana

OCUNRRERLRNRR

T N S O =

Barro Preto, Aquiraz, (CE) Nordeste
Nordeste
Barra Grande (BA)/Nordeste
Barra Grande (BA)/Nordeste
Barra Grande (BA)/Nordeste
Barra Grande (BA)/Nordeste
Litoral Norte do Rio Grande do Sul
Litoral Norte do Rio Grande do Sul
Litoral Norte do Rio Grande do Sul

Litoral Norte do Rio Grande do Sul
Litoral Norte do Rio Grande do Sul
Litoral Norte do Rio Grande do Sul
Litoral Norte do Rio Grande do Sul
Litoral Norte do Rio Grande do Sul
Marapanim (Para)/Nordeste
Les Hattes/Guiana Francesa
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Tabela 3. Diversidade genética mitocondrial para diferentes espécies de cetaceos, N: nimero de espécimes analisados; H: nimero total de hapl6tipos encontrados em cada um

dos estudos; h: diversidade haplotipica e =: diversidade nucleotidica.

Populagao N H h n
Tursiops truncatus (ASPSP desse estudo) 19 2 0,105 0,0006
Tursiops truncatus (Nordeste desse estudo) 14 9 0,912 0,019
Tursiops truncatus (BC/BS desse estudo) 45 12 0,848 0,013
Tursiops truncatus (RS desse estudo) 30 12 0,862 0,019
Tursiops truncatus (total desse estudo) 109 32 0,85 0,015
Tursiops truncatus sul do Brasil, Uruguai e Argentina (Fruet et al. 2014) 124 9 0,71 0,009
Tursiops truncatus sul do Brasil (Costa et al. 2015) 32 8 0,71 0,0168
Tursiops truncatus costeiro llha Choros, Chile (Sanino et al. 2005) 8 2 - 0,0069
Tursiops truncatus ocednico Chile (Sanino et al. 2005) 8 6 - 0,0200
Tursiops truncatus costeiro Peru (Sanino et al. 2005) 3 2 - 0,0021
Tursiops truncatus ocednico Peru (Sanino et al. 2005) 12 12 - 0,0179
Tursiops truncatus costeiro do Atlantico Norte Ocidental (Hoelzel et al. 1998) 29 6 - 0,006
Tursiops truncatus ocednico do Atlantico Norte Ocidental (Hoelzel et al. 1998) 26 12 - 0,027
Tursiops truncatus norte Bahamas (Parsons et al. 2006) 56 11 0,76 0,006
Tursiops truncatus costeiro Caribe (Caballero et al. 2012) 112 22 0,57 0,009
Tursiops truncatus Golfo do México (Sellas et al. 2005) 56 7 0,79 0,009
Tursiops truncatus costeiro Atlantico Norte Oriental (Natoli et al. 2004) 9 2 0,42 0,016
Tursiops truncatus costeiro (norte) do nordeste Atlantico (Louis et al. 2014) 76 5 0,66 0,006
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Tursiops truncatus costeiro (sul) do nordeste Atlantico (Louis et al. 2014)
Tursiops truncatus pelagico do nordeste Atlantico (Louis et al. 2014)
Tursiops truncatus Agores (Quérouil et al. 2007)

Tursiops truncatus Madeira (Quéroil et al. 2007)

Tursiops truncatus Portugal (Quéroil et al. 2007)

Tursiops truncatus pelagico do Mar Mediterraneo (Louis et al. 2014)
Tursiops truncatus costeiro Golfo da Califérnia (Segura et al. 2006)
Tursiops truncatus oceanico Golfo da Califérnia (Segura et al. 2006)
Tursiops truncatus llhas do Havai (Martien et al. 2011)

Tursiops truncatus Africa do Sul (Natoli et al. 2004)

Tursiops truncatus pelagico China (Natoli et al. 2004)

Tursiops aduncus China (Natoli et al. 2004)

Pontoporia blainvillei (Cunha et al. 2014)

Delphinus sp. (Stockin et al. 2014)

Phocoena phocoena Oceano Pacifico (Rosel et al. 1995)

Phocoena phocoena Oceano Atlantico (Rosel et al. 1995)

Eubalaena australis (Patenaude et al. 2007)

Megaptera novaengliae (Félix et al. 2012)

115

101

83

24

51

32

51

130

38

17

19

162

84

136

182

38

29

14

15

11

20

25

12

11

30

65

34

41

0,49
0,92
0,95
0,92
0,85
0,90
0,86
0,94
0,88
0,29
0,92
0,88
0,86
0,99
0,90
0,89
0,91

0,92

0,001
0,014
0,015
0,012
0,014
0,013
0,011
0,013
0,022
0,008
0,024
0,015
0,009
0,017
0,0137
0,0081
0,0271

0,019

41



