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RESUMO

Os cachalotes?hyseter macrocephalusnnaeus, 1758sdo amplamente distribuidos
por todos 0s oceanos do mundo. Todavia, os madiéoseas tém diferencas marcadas em seu
padrdo de distribuicdo. Globalmente, estudos gmgtecologicos e de comportamento vocal
comparando populagdes sugerem a existéncia deantaastrutura social matrilinear com alta
filopatria das fémeas nas regides tropicais, sentloxo génico mediado pelos machos. As
populacdes do oceano Atlantico Sul Ocidental (AZM)da sdo tidas como as menos
pesquisadas e conhecidas. A fim de identificar igess unidades de manejo da espécie na
regido, o presente estudo apresentou a primeitseda diversidade genética e a avaliagédo da
potencial estruturacéo das populacdes de cachaotesigo do ASO, utilizando sequéncias
da regido controladora do DNA mitocondrial (DNAm& 565 pb obtidas de amostras coletadas
na regido. Além disso, objetivou-se também estabeks relagdes filogeograficas entre estas
populacdes do ASO e as do resto do mundo. Pasadizaggio deste estudo foram analisadas 58
amostras de cachalotes de trés areas geograficastaabrasileira (nordeste =15, sudeste =3,
sul = 36) e uma da costa argentina (n = 4), e coadpa com 1.577 sequéncias de outros
oceanos, disponiveis publicamente no GenBank (#¢uF 362, indico = 159 e Pacifico =
1.056). Além disso, o sexo de 39 espécimes foraki@do molecularmente, a fim de se testar
a existéncia de mais de uma populagéo de cachalotdSO, a partir da detecgcao de fémeas
em areas além do nordeste brasileiro. A analissetasgencias do DNAmt revelou a existéncia
de quatro grupos genéticos e sete haplotipos no. #SQdiversidades haplotipica (Hd) e
nucleotidica £) observadas para a espécie como um todo no A&mtnhfbld = 0,6824 & =
0,002296, respectivamente. Os testes de neutralidatetiva ndo sugeriram mudancas
significativas no tamanho efetivo e nem expansiulacional recente da espécie no ASO. Os
resultados das analises de variancia molecular (XRM)Qevelaram que entre 9,14%47) e
12,31% (ks7) da variacdo genética observada deve-se a difeseagtre as populacdes.
Contudo, essa diferenciacado geografica sé foi fixgitiva entre as populacdes do nordeste e
sudeste-sul do Brasil, as quais possuiam altosdgdle fixacdo entre si (nordeste e sudeste-
sul do Brasil: kr= 0,1089;0st= 0,1378; nordeste do Brasil e Argentingi£-0,1076;0s7=
-0,0512; sudeste-sul do Brasil e Argentingr £ 0,0742; ®st = 0,1206; P<0,00001). A
populacdo do nordeste do Brasil apresentou a dilagls genética mais baixa do estudo (Hd =
0,5128 er = 0,001796), quando comparada com as populacdssdiste-sul (Hd = 0,6659 e
n = 0,002482), e Argentina (Hd = 0,8333te= 0,002043). A costa sudeste-sul do Brasil
apresentou trés haplétipos exclusivos num totakele, enquanto a costa da Argentina



apresentou um hapl6tipo particular. Apenas a regjidl@ste-sul apresentou um grupo genético
exclusivo, sugerindo que a distribuicdo da variagéoética € melhor compreendida com a
existéncia de trés grupos ao longo do ASO (nordsstieste-sul e Argentina), 0s quais seriam
considerados diferentes unidades de manejo. Emarela comparacdo mundial entres as
populacdes de cachalotes, foram recuperados 36tipm3 e quatro grupos genéticos, sendo
gue apenas o oceano Pacifico apresentou um groptaeexclusivo. A AMOVA revelou que
entre 8,89% (§7) e 16,39% ®s1) da variagdo genética observada deve-se a ditssamgre as
populacdes do mundo. A AMOVA indicou que ha difeiagdo geografica entre o ASO e 0s
demais oceanos, 0s quais possuiam altos indiciesagéo entre si (ASO e Atlantico Norte:
Fst= 0,1837;®st= 0,3142; Atlantico Sul Ocidental e indicost= 0,0898;®st= 0,1661;
Atlantico Sul Ocidental e Pacifico:sF= 0,1140; ®st = 0,0757;P<0,00001). A amostra
unificada do oceano ASO nao apresentou haplétipdsigvos. Entretanto, os individuos da
regido sudeste-sul do Brasil compartilharam sesssgois sete haplétipos com a populagéo do
oceano Pacifico. Dos 39 cachalotes com sexo detadmimolecularmente nove eram machos
e 30 fémeas, tendo sido encontradas 18 fémeagida mil, fora da regido tropical, sugerindo
que ha pelo menos mais de uma populagéao reprochuiveSO. Estes resultados, aliados as
diferencas de variabilidade genética e ao poucopadithamento de haplotipos entre as
populacdes estudadas, sugere que os cachaloteslegiessul do Brasil seriam uma unidade
de manejo, potencialmente isolada em termos repivodudas demais. Contudo, o DNAmt é
um marcador matrilinear e apresenta exclusivameriistoria evolutiva das fémeas. Desta
forma, a continuidade destes estudos, incluind@as@mostras e marcadores nucleares, sera
fundamental para a identificagdo de reais unidatesmanejo da espécie no ASO e

principalmente em aguas brasileiras.

Palavras-chave:Cetacea. DNAmMt. Genética de populacdes. Odontdetagem.



ABSTRACT

Sperm whales,Physeter macrocephalutinnaeus, 1758, are widely distributed
throughout the world's oceans. However, males anmthfes have marked differences in their
distribution pattern. Worldwide studies on genetesology and vocal behavior comparing
populations suggested the existence of a stronglimadl social structure with female high
philopatry in tropical regions, and gene flow méedhby males. The populations of the
southwestern Atlantic Oce&d8WA) are still considered the least known andistidn order
to identify possible management units of the sgeitidhe SWA, the present study presented
the first analysis of the genetic diversity and ¢valuation of the potential structuring of the
sperm whale populations along the SWA, using secpgefiom the mitochondrial DNA control
region (MtDNA) of 565 bp obtained from samples ectiéd in the region. In addition, it was
also aimed to establish the phylogeographic ralahigps among these SWA populations and
those of the rest of the world. Fifty-eight sperrhates from three geographic areas on the
Brazilian coast (northeast = 15, southeast = 3hsel86) and one from the coast of Argentina
(n = 4) were analyzed and compared with 1577 sempseinom other oceans and available in
GenBank (Atlantic = 362, Indian = 159 and Pacifitd56). In addition, the sex of 39 specimens
was molecularly determined in order find femaletsme of the northeastern coast of Brazil,
which would confirm the existence of more than sperm whale population in the SWA. The
analysis of mtDNA sequences revealed the existericour genetic groups and seven
haplotypes in SWA. The haplotype (Hd) and nucleofid diversities observed for the species
as a whole in SWA were Hd = 0.6824te= 0.002296, respectively. The selective neutrality
tests did not suggest significant changes in tfecefe population size or recent population
expansion for the species in SWA. The results ®htlolecular analysis of variance (AMOVA)
revealed that between 9.14%s() and 12.31% (&) of the genetic diversity variation observed
are due to differences between populations. Howévisrgeographical differentiation was only
significant between the populations of northeast aoutheast-south Brazil, which had the
highest fixation index between them (northeastsndheast-south Brazilst= 0.10890st=
0.1378; northeast Brazil and Argentinar£- 0.1076Dst= - 0.0512; southeast-south of Brazil
and Argentina: £=0.0742;®s7t=0.1206;P<0.00001). The population of northeastern Brazil
had the lowest genetic diversity of the study (HA.5128 anck = 0.001796), when compared
to the southeast-south populations (Hd = 0.665%an@.002482), and Argentina (Hd = 0.8333
andr = 0.002043). The southeast-south coast of Bpesented three exclusive haplotypes

in a total of seven, while the coast of Argentimasented a particular haplotype. Only the



samples from the southeast-south region of Bramkgnted an exclusive genetic group,
suggesting that the distribution of the genetigataon is better understand with the existence
of three groups of sperm whales along the SWA [reast of Brazil, southeast-south of Brazil
and Argentina), which could be considered as difiermanagement units. Regarding the
worldwide genetic structure of sperm whales, 39ldtgpes and four genetic groups were
recovered, and only the Pacific Ocean presentexelnsive genetic group. AMOVA revealed
that between 8.89% §bp and 16.39% ®st) of the observed genetic variation was due to
differences among the populations of the world. A¥#COndicated that there is a geographical
differentiation between the SWA and the other osgavhich had high indexes of fixation
between them (SWA and North Atlantigi#= 0.1837 ®st= 0.3142, SWA and Indian Ocean:
Fst= 0.0898;0st = 0.1661; SWA and Pacific:skF= 0.11140:®s7t= 0.0757;P<0.00001). The
unified sample of the SWA did not present exclusiaplotypes. However, individuals from
the southeast-south of Brazil only shared six eerehaplotypes with the population of the
Pacific Ocean. From 39 sperm whales with sex mtdelgudetermined, nine were males and
30 females, 18 females were found in the southemgion, outside the tropical region,
suggesting that there are at least more than gmedective population in WSA. These results,
together with the differences in genetic variapiahd the lack of sharing of haplotypes among
the studied populations, suggest that sperm wthigdes southeast-south of Brazil would be a
management unit, potentially isolated, in reprothectterms, from the others. However,
MtDNA is a matrilineal marker and exclusively prasethe evolutionary history of females. In
this context, the continuity of these studies, udahg new samples and nuclear markers, will
be fundamental for the identification of real urofsmanagement of the species in the SWA

and particularly in Brazilian waters.

Keywords: Cetacea. mtDNA. Genetics of populations. Odonto8etx molecularly.
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1 INTRODUCAO

Os cachalote?hyseter macrocephalusnnaeus, 1758, sdo amplamente distribuidos
por todos os oceanos do mundo (DILLON, 1996; DUFAUWL al, 1999; WHITEHEAD,
2003; WATWOOD et al, 2006), alimentando-se principalmente de cefalépoem
profundidades entre 200 e 2000 m, e ocasionalntenpeixes mesopelagicos (LYRHOLM &
GYLLENSTEN, 1998; CHRISTAL & WHITEHEAD, 2001; WATWOD et al, 2006).
Entretanto, sua distribuicdo ndo € continua, seindguentemente associada a frentes
oceanograficas, canions submarinos e alta prodatié primaria e secundaria (DUFAUET
al., 1999; LYRHOLMet al, 1999).

A espécie € considerada o maior odontoceto (cetapem dentes) e possuidora de
acentuado dimorfismo sexual, com machos medind@&té de comprimento e possuindo o
triplo de biomassa das fémeas, as quais medem el &#&m de comprimento (LYRHOLM
& GYLLENSTEN, 1998; DUFAULT et al, 1999; CHRISTAL & WHITEHEAD, 2001,
TOLEDO & LANGGUTH, 2009; DEGRATEt al, 2011). O crescimento também é diferente
entre 0s sexos, 0s machos crescem mais rapido sjdéneeas, acelerando sua taxa de
crescimento principalmente no inicio da puberdadéage 19 e 20 anos (ou entre 11 e 12 m de
comprimento), enquanto as fémeas diminuem sua daxarescimento apds a maturidade
sexual, a partir dos nove anos de idade (ou ergr® & de comprimento) (DUFAULSt al,
1999).

Além das diferencas mencionadas acima, os mactéoseas tém diferencas marcadas
em seu padrdo de distribuicdo. Acredita-se qumpédeatura possa ser o fator mais importante
na dispersdo das fémeas e de neonatos, restring@adanovimentos a um intervalo de 1.000
km da costa, principalmente em aguas tropicais 388€) e também subtropicais, sendo
raramente encontradas além das latitudes 45-504°8 (RICE, 1989), formando grupos
sociais de longo prazo, enquanto os machos, povesjalispersam-se do seu grupo original
geralmente aos seis anos de idade, quando se umgop@s de machos, diminuindo sua
sociabilidade e aumentando o seu percurso migoag@ilongo dos anos (DILLON, 1996;
LYRHOLM & GYLLENSTEN, 1998; LYRHOLM et al, 1999; WHITEHEAD, 2003;
TOLEDO & LANGGUTH, 2009). A partir do primeiro pedo reprodutivo, os machos se
tornam solitédrios e migram em direcdo aos poloalgemte a partir dos seis anos de idade,
onde toleram temperaturas proximas de 0°C, usufouite novas areas e recursos alimentares.
Contudo, ap0s a maturacéo sexual, aos 35-40 al&T(BL970), em cada periodo reprodutivo

eles voltam para seus grupos de origem nos trgpicas ndo permanecem permanentemente
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com seu grupo social (DILLON, 1996; LYRHOLM & GYLINSSTEN, 1998; DUFAULTet
al., 1999; LYRHOLMet al, 1999; MESNICKet al, 2011).

A maior parte da informacéo historica existentesals cachalotes € oriunda dos dados
de capturas das operacOes baleeiras (MESNICHI, 2011). A exploracdo comercial dos
grandes cetdceos comecou no século XVII e termémul988, com a recomendacdo da
moratoria da caca pela Comissao Internacional BaléelB, do inglédnternational Whaling
Commission IWC) (LYRHOLM & GYLLENSTEN, 1998; DUFAULTet al, 1999). Nesse
periodo, foram identificadas pela CIB as areas goaor abundancia e frequéncia de
cachalotes (e de outros cetaceos), as quais foefinidhs comostocks populacionais
(DUFAULT et al, 1999). Estestocksreferem-se a unidades biolégicas, divisdes geiogsaf
ou de um ponto de vista comercial, para unidadespgdem ser manejadas e utilizadas pelo
homem (DILLON, 1996; DUFAULT et al, 1999). Recentemente em funcdo do
desenvolvimento de técnicas ndo-letais de amostrggey. foto-identificacdo, bidpsias de
pele, gravacéo de vocalizagoes) foi obtida umaoneldbmpreenséo dos padrbes de distribuicao
e estruturacdo populacional e social dos cachadle8TEHEAD, 2003), bem como dos seus
stocks até entdo somente conhecidos com base nos dattogidos disponiveis do periodo da
caca (DILLON, 1996; JAQUET, 1996; DUFAULAt al, 1999).

De modo geral, as populactes de cachalote dosaxédantico Norte e Pacifico como
um todo, foram as mais estudadas. Esta ultimauegéb dos interesses privados do Japéo e
da Russia em operacOes baleeiras, recebeu um gesfoleo para compreensdo de sua
estrutura populacional (DILLON, 1996; DUFAULER al,, 1999). Como resultado foi proposta
a existéncia no oceano Pacifico Norte de tiecks populacionais distribuidos
longitudinalmente: um a leste (oeste da costa déarisando Norte), outro a oeste (leste da costa
de Asia) e outro entre estas duas areas sem ajaei®ites claros, inclusive com a observacéo
de alguns individuos se deslocando entre esta8eedDILLON, 1996; DUFAULTet al,
1999). Historicamente, as populagbes do Atlanticot&Neram consideradas como stock
anico (DILLON, 1996; DUFAULTet al, 1999). Entretanto, estudos mais recentes eracantr
diferencas genéticas significativas em genes nmidiais entre as populacdoes do Golfo do
México, do noroeste do oceano Atlantico, do MaNadote e do Mar Mediterraneo (DROUOT
et al, 2004; WHITEHEADet al, 2012), e também entre as frequéncias dos gerusanes
(ENGELHAUPTet al, 2009).

Globalmente, estudos genéticos, ecoldgicos e dpadamento vocal comparando as
populacdes do oceano Pacifico Norte, oceano Atlaritiorte e hemisfério sul (incluindo

apenas os oceanos Indico e Antartico, o qual sadsidesde a costa da Antartica até a latitude
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de 60°S), sugerem a existéncia de uma forte esdraticial matrilinear com alta filopatria das
fémeas nas regides tropicais e subtropicais, senfloxo génico mediado pelos machos,
incluindo entre as diferentes bacias oceanicas HHORM & GYLLENSTEN, 1998;
DUFAULT et al, 1999; LYRHOLMet al, 1999). Além disso, determinadas populacdes nos
oceanos Atlantico norte e Pacifico, poderiam astdadas das demais (WHITEHEA® al,
2012; GERGCet al, 2014), como a populagédo do Grande Caribe, aagueabkenta caracteristicas
particulares de disperséo, tamanho de grupo etéejevocal (GERCet al, 2007; GERGCet

al., 2014), o que poderia levar ao seu isolamentaldasis populacées do oceano Atlantico
Norte. O mesmo pode estar ocorrendo nas populdgbeseano Pacifico Sul, porém ainda nao
existem informacdes suficientes sobre as mesmas sqatentariam a hipdtese dessas
populacdes estarem reprodutivamente isoladas (DIN,LD996; DUFAULT et al, 1999;
MESNICK et al, 2011).

Recentemente foi descoberta que a espécie apraseathaixa diversidade genética,
mas com altas diferencas populacionais na regdinatadora do DNA mitocondrial (DNAmt)
tanto dentro, como entre as bacias oceanicas (AINDER et al, 2016) e no nivel do grupo
social (LYRHOLM & GYLLENSTEN, 1998). Este resultaéaum indicativo de uma reduzida
dispersao de fémeas entre regides geograficanidisidbem como entre 0s oceanos ou entre
os hemisférios norte e sul no mesmo oceano (LYRHO&MGYLLENSTEN, 1998;
LYRHOLM et al, 1999; ENGELHAUPt al, 2009). Por outro lado, diferencas significativas
nas frequéncias alélicas de diferembes nucleares (6 a 16 microssatélites), foram encdasra
somente em populacdes de locais isolados, commparacéo entre o Mar Mediterraneo e o
Golfo do México (LYRHOLMet al, 1999; ENGELHAUPTet al, 2009) e entre 0s oceanos
(MESNICK et al, 2011), fato que indica um fluxo génico internaefti pelos machos em cada
bacia, mas ndo ocorrendo migracdo de machos dase Estudos mais recentes sobre os
padrbes de dispersdo associados com a distribeicaundancia das presas no Golfo de
Califérnia (JAQUETet al, 2003), estrutura social no Arquipélago de GajdpgdCHRISTAL
& WHITEHEAD, 2001) e cooperacdo dos clas vocaiufgs sociais com vocalizagoes
particulares) de cachalotes no oceano PacificFEINDELL et al, 2012) determinaram que
a configuracao dstocke a sua variabilidade genética sdo mais fortentefgeionadas com as
diferencas culturais entre os clas do que comsadrdiias geograficas (DUFAULEE al, 1999;
RENDELL et al, 2012; WHITEHEAD et al, 2012). Além disso, existem diferencas
substanciais entre 0s oceanos nos dialetos voaignho do grupo social feminino e

proporcao de neonatos dentro dos grupos sociaisTBHEAD et al, 2012; Geret al,, 2015),
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sugerindo que a importancia dos grupos sociaisniews na diversidade genética pode variar
de acordo com o oceano.

Em funcdo da complexa estrutura social dos cadwlda especializacdo no uso dos
recursos, da filopatria das fémeas e do fluxo gémediado pelos machos, seria esperado uma
alta diversidade genética como observado em owdspecies de cetdceos com ampla
distribuicdo, como a baleia-finBé&laenoptera physalyis(LYRHOLM et al, 1999;
ALEXANDER et al, 2012). No entanto, os estudos genéticos exesesbre cachalotes
identificaram baixa diversidade genética para gmijagdes de todo o mundo (DUFAUIET
al.,, 1999; LYRHOLM et al, 1999; MORINet al, 2007; ENGELHAUPTet al, 2009;
RENDELL et al, 2012; ALEXANDEREet al, 2016), fato que foi atribuido provavelmente a
uma populacdo mundial muito jovem, tendo sido emlimseu surgimento entre 25.000 e
100.000 anos (LYRHOLM & GYLLENSTEN, 1998; LYRHOLMet al, 1999;
ENGELHAUPT et al, 2009; ALEXANDER et al, 2012). Resultados similares foram
observados em orca®icinus orcg, outra espécie que, apesar de sua ampla digfitui
geografica e complexa estrutura social matrilinegresenta baixa diversidade genética e
surgimento entre 145.000 e 210.000 anos (HOELZEAL, 2002).

Durante os ultimos 20 anos, esfor¢os de investmaigsta espécie aumentaram
significativamente como resultado de estudos mddees e de marcacdo-recaptura de
individuos foto-identificados (DUFAUL®Et al, 1999; ALEXANDERet al, 2016), os quais
forneceram informacdes valiosas sobre a biolo@stritura social, principalmente no oceano
Atlantico Norte e no oceano Pacifico. Por outrm]aa situacdo das populacdes de cachalotes
das demais regibes é quase totalmente ignorada&nfRewente, Alexandest al (2016)
publicaram um extenso estudo sobre a diversidadétiga global da espécie, incluindo
marcadores nucleares (18ci de microssatélites) e extranucleares (394 pb dghae
controladora do DNAmt) de praticamente todos osiwose do mundo. Contudo, os autores nao
possuiam nenhuma amostra da regido do oceanoiédl@htl Ocidental (por¢éo sul do oceano
Atlantico que banha a América do Sul) e ndo inamimenhuma amostra do Pacifico Sul
Oriental (Peru e Chile) em suas analises. Nestalseas populacdes do oceano Atlantico Sul
Ocidental ainda séo as menos pesquisadas e coadelcicespécie. Com base exclusivamente
na aparente descontinuidade geografica, foi praposiisténcia de dossockspopulacionais
na regido: um na costa leste da América do Suw@ro na costa oeste da Africa (DUFAULT
et al, 1999). No entanto, esta proposta é baseadaidéneias bastante limitadas do ponto de

vista biolégico e ndo considera, por exemplo, aipdglade da existéncia de uma estruturacéo
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ao longo da costa atlantica da América do Sulp\asbcorréncia dos registros da espécie ao
longo de toda a costa brasileira (OdtTal, 2009; OTTet al, 2013; COSTAet al, 2017).

No Brasil, os dados sobre a espécie datam do pedi®mdaca as baleias durante meados
do século XX, quando estacdes baleeiras aindaasstaperantes em Cabo Frio (Rio de
Janeiro) e Costinha (Paraiba) (RAM&&l, 2001; ANDRIOLCOet al, 2010). Estudos recentes
sobre a presenca de cachalotes sdo escassosag@aldas suas populagcdes foram feitas
somente com base em eventos de encalhe ao longustdabrasileira (RAMOSt al, 2001;
MAGALHAES et al, 2008; SICILIANOet al, 2008; MEIRELLESet al, 2009). Como
resultado, sugeriu-se a existéncia de padrdes a@zenespaciais destes encalhes, os quais
ocorreriam com maior frequéncia entre julho e agpata latitudes mais altas (entre 18-25°S)
e entre janeiro e abril nas latitudes mais bapedré 7-3°S) (RAMOSet al, 2001;
MEIRELLES et al, 2009; TOLEDO & LANGGUTH, 2009). Townsend (193Bliblicou
quatro mapas transcritos de livros de registro mibagcacoes de baleias peldgicas norte-
americanas datados de 1761 a 1920, com as loca@zae mais de 50.000 capturas de quatro
espécies de baleias, sendo que 36.908 destas admalates. Os dados apresentam duas
concentracdes de cachalotes, sendo uma na regi@ststsul e outra na regidao nordeste,
exibindo uma possivel populacédo de cachalotes f@foea da regido tropical de distribuicdo
(Apéndice A e B).

Neste sentido, é evidente a lacuna no conhecimsotice 0 padrdo de distribuicdo
espacial e estruturacao populacional, bem come ssmspectos basicos da biologia e ecologia
desta espécie no Brasil e no oceano Atlantico Sidedtal. O Ministério do Meio Ambiente
(MMA), por meio dos Planos de Acéo Nacional pa@oaservacdo dos Mamiferos Aquaticos
(ICMBIio, 2011a; 2011b), destacou como acles péoas a identificacdo de unidades de
manejo da espeécie.

Desta forma, o presente trabalho é o primeiro esgyghético que visa avaliar a
distribuicdo da variabilidade genética e testaotenrial estruturacdo das populacéedde
macrocephaluso oceano Atlantico Sul Ocidental. Para tantoliawae a diversidade genética
e a potencial estruturacao das populacfes de céebao longo da costa brasileira e da costa
argentina, a fim de identificar possiveis unidademanejo da espécie. Além disso, este estudo
procurou estabelecer as relacdes filogeografictie as populages de cachalote que habitam
as aguas do Brasil e Argentina com as demais pgirsado mundo. Espera-se que as
informacdes produzidas neste estudo fornecam sabgdra o planejamento de medidas de
protecdo mais realistas nas areas de ocorrénegpdgie, principalmente na costa brasileira.
1.1 OBJETIVOS
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1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuigd® variabilidade genética das
populacdes dePhyseter macrocephaluao longo do oceano Atlantico Sul Ocidental,
estabelecendo as relacdes filogeograficas entie pepulacdes, e também com as populacdes

mundiais.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Analisar a variabilidade genética das populagiie®ceano Atlantico Sul Ocidental &e
macrocephalusitilizando um marcador molecular extranuclearif@gontroladora do DNA
mitocondrial);

- Verificar a existéncia de estruturacdo geografiaa populacdes de. macrocephaluso
longo da costa do oceano Atlantico Sul Ocidental;

- Testar a hipétese de que ha estruturacdo popuokdchorte-nordeste e sudeste-sulRie
macrocephalusa costa do Brasil;

- Testar se existe estruturacao geografica sufeigara proposicao de unidades de manejo de
P. macrocephaluso oceano Atlantico Sul Ocidental;

- Avaliar se existem evidéncias de expansdo pojmiacdeP. macrocephaluso oceano
Atlantico Sul Ocidental,

- Examinar a existéncia de fémeasRiemacrocephalu$ora da regido tropical (nordeste do
Brasil), o que corroboraria a potencial existéra@amais de uma populagéo reprodutiva de
cachalotes no oceano Atlantico Sul Ocidental e;

- Estabelecer as relagbes entre as populacdPs macrocephaluso Brasil, com as demais

populacdes do oceano Atlantico Sul Ocidental eudes oceanos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DE AMOSTRAS

Para a realizacdo deste estudo foram analisadasmb8tras de tecido de cachalotes
(Tabela 2) Physeter macrocephalugreviamente coletadas entre 1986 e 2016 potuitgies
colaboradoras do projeto e que abrangem trés geeagaficas na costa brasileira e também a
costa argentina (Figura 1) durante 30 anos de aagesh (Apéndice C). As amostras de tecido
da costa do Rio Grande do Sul foram obtidas arpetbiopsias de animais vivos e cedidas
pelo Instituto Aqualie (n = 17) (amostrados na zdodalude entre os anos de 2011 e 2012) e
animais mortos em monitoramentos costeiros pelp&de Estudos de Mamiferos Aquaticos
do Rio Grande do Sul (GEMARS) (n = 8) entre os ate®4999 a 2016 e pelo Laboratério de
Ecologia e Conservacédo da Megafauna Marinha (EcaMeg Instituto de Oceanografia da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) (n =r)eeos anos 2009 e 2012. As amostras
da costa do Rio de Janeiro foram obtidas pelo Gdgpstudos de Mamiferos Marinhos da
Regido dos Lagos ligado a Fundacdo Oswaldo CruM(GEagos & Fiocruz) (n = 2) nos
anos de 1999 a 2005 e pelo Museu Nacional ligddoigersidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) (n = 1) no ano de 1999 a partir de espécmutos. No nordeste do Brasil as amostras
foram obtidas pela Associacdo de Pesquisa e Pegserde Ecossistemas Aquaticos (Aquasis)
na costa do Ceara (n = 14), entre os anos de 2B052 também a partir de espécimes mortos
e encalhados. Na costa de Santa Catarina, as amdstespécimes encalhados mortos foram
obtidas pelo Laboratério de Mamiferos Aquaticos MAQ) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) (n = 1) em 1989 e pelo LaboratdeidNectologia da Universidade da Regido
de Joinville (UNIVILLE) (n = 2) nos anos de 2012@16. Na costa da Bahia, a Unica amostra
obtida foi no ano de 2016 pelo Grupo de EstudoSlamiferos Aquaticos do Rio Grande do
Sul (GEMARS). Na costa da Argentina, o Laboratél@goMamiferos MarinhodLAMAMA)
do Centro Nacional Patagbnico (CENPAT), ligado amselho Nacional de Investigacdes
Cientificas e Técnicas (CONICET) do Ministério déricia, Tecnologia e Inovacédo Produtiva
da Argentina, obteve entre os anos de 1986 e 2Adidogespécimes encalhados mortos. Todas

as amostras continham aproximadamente 1 cm3 ditedoram preservadas em alcool 70%.

Tabela 2.Relacdo de amostras cedidas pelas respectivagigiss. N: nUmero de amostras.
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Regido de Localidade Instituicao Acr()nim9 da  Tipode
Coleta colecéo amostra
Nordeste Ceara Aquasts AQUASIS Encalhe 14
do Brasil Bahia GEMARS BAH Encalhe 1
Sudeste do  Rio de Janeiro Fiocrdz GEMM-Lagos Encalhe 2
Brasil Rio de Janeiro UFRJ MN Encalhe 1
Santa Catarina UFSC UFSC Encalhe 1
Santa Catarina UNIVILLE PM Encalhe 2
SB‘r‘;Si‘l’ Rio Grande do Sul  FURG FURG Encalhe 8
Rio Grande do Sul GEMARY GEMARS Encalhe 8
Rio Grande do Sul Instituto Aqualie IA Biopsia 17
Argentina Argentina CENPAT CENPAT Encalhe 4

!Associacdo de Pesquisa e Preservacdo de Ecossideunicos

2Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Gralo Sul

3Grupo de Estudos de Mamiferos Marinhos da Regiéid_€gos ligado a Fundagdo Oswaldo Cruz
“Museu Nacional ligado a Universidade Federal dodRidaneiro

SLaboratério de Mamiferos Aquaticos da Universidedderal de Santa Catarina

®Laboratério de Nectologia da Universidade da Redgdoinville

"Laboratério de Ecologia e Conservacdo da Megafddadnha do Instituto de Oceanografia da
Universidade Federal do Rio Grande

8Laboratério de Mamiferos Marinhos do Centro Nadidtatagonico ligado ao Conselho Nacional de
Investigacdes Cientificas e Técnicas do MinistéiéoCiéncia, Tecnologia e Inovac¢do Produtiva da

Argentina

Para a realizacdo do mapa de distribuicdo das exmatd espécie no oceano Atlantico
Sul Ocidental, as coordenadas geograficas informpelas coletores foram importadas para o
programa ArcGIS versao 10.5 contendo os dados tiledigia obtidos por meio do modelo

ETOPOS-1 (modelo de relevo oceanografico global).
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Figura 1. Mapa das regides de coleta de amostras de teei@hybseter macrocephaluso
longo do oceano Atlantico Sul Ocidental. Circulmshjas: espécimes encontrados mortos na
costa. Circulos verdes: bidpsias de espécimes viaosegido do talude. Tracejado: limite
batimétrico da regido de talude ao longo do oceati@ntico. A: Amostras de encalhes
coletadas na regido nordeste do Brasil. B: Amosteasncalhe coletadas na regido sudeste do
Brasil. C: Amostras de encalhes coletadas na regiBie de biopsias coletadas na regido do
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talude do Rio Grande do Sul. D: Amostras de encaliletadas na costa patagbnica da
Argentina

Todas as analises moleculares foram executadaabwdtorio de Biologia Molecular

da Universidade do Vale do Rio dos Sinos.

2.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizars® o protocolo de diluicdo do
Thermo Scientific™ Phire™ Animal Tissue Direct PER (Thermo Fisher Scientific Inc.), o
protocolo padrdao do PureLink™ Genomic DNA Mini Kithermo Fisher Scientific Inc.), e 0
método fenol-cloroformio (SAMBROOIt al,, 1989).

2.3 AMPLIFICACAO DA REGIAO CONTROLADORA DO DNA MITGONDRIAL

Foram desenhados dgsmersnovos e especificos paPdyseter macrocephalysor
meio dos programas MEGA7 (Molecular Evolutionaryn&g&s Analysis) versao 7.0, Unipro
Ugene versado 1.26 e Primer3web versao 4.0.0,ariiia sequéncias da espécie previamente
depositadas no GenBank. Oprimer senso foi chamado PhyM F (5
AGAGTTACGCCTCCCTAAGAC 3'), enquanto primer anti-senso foi intitulado PhyM_R2
(5 AAACGACCAGATGCCTATAAC 3'), amplificando um fragnento de 654 pb da regido
controladora do DNA mitocondrial (DNAmt). A regiamplificada € indicada para andlises
filogeograficas em escala de tempo microevolutipass apresenta uma taxa de substituicao
extremamente rapida e alto nivel de polimorfismagspecifico (AVISE, 1994).

As reacdes para amplificacdo da regiao alvo foratizadas via reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em um volume final de gb(sendo 3ul de DNA gendmico com
concentracdo de pelo menos 20 ng/ul) sob as seguwnnhcentragdes: 1x de GoTagq® Green
Master Mix (Promega Biotecnologia do Brasil LtdQ,% mM de cadarimer, 2 mM de MgCi.

As reacdes de amplificacao foram realizadas enoenotadores, seguindo as condicdes
dos primers desenhados, consistindo em uma etapa inicial sieatleracdo a 94°C por cinco
minutos; 38 ciclos de um minuto de desnaturacd4’@,9um minuto de anelamento a 60°C e
um minuto de extenséo a 72°C; seguidos de um edi®d0 minutos de extensao final a 72°C.
Uma pequena aliquota do produto de PCRIY3oi utilizada para a verificacdo do resultado

das amplificacdes, por meio de comparagao com uroaadr de tamanho molecular utilizado
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como referéncia quando submetidos a eletroforesedmbal em gel de agarose 1% com
tampao Tris-Boro-EDTA 1x, sendo corados com GelReBbtium) e visualizados em
transluminador ultravioleta. No caso de amplifiegd@e boa qualidade.q. somente um
fragmento e rendimento adequado de aproximadan2énteg/(il), o restante do volume da
reacdo de PCR foi purificado por meio da incubag@m as enzimas Thermo Scientific™
Exonuclease | (Thermo Fisher Scientific Inc.) e fiie Scientific™ FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific )Ina. fim de remover iniciadores
remanescentes e nucleotideos nao incorporadosmpkcens da regido controladora do
DNAmt foram lidos em ambas as dire¢6es no sequemici@automatico na empresa coreana
Advancing through Genomics Macrogen Inc..

2.4 ANALISES DAS SEQUENCIAS DO DNA MITOCONDRIAL

As sequéncias nucleotidicas de 565 pb obtidas fenaatiadas pela visualizagdo dos
cromatogramas, editadas manualmente quando ndoessalinhadas usando o algoritmo
ClustalwWno programa MEGA7 (Molecular Evolutionary Genef\eslysis) versao 7.0. Foram
obtidas as informacgdes genéticas de 58 individeoBhyseter macrocephalusiundas de
encalhes e biopsias coletadas no oceano Atlantic@&8dental, ao longo da costa do Brasil e
da Argentina.

2.4.1 Estruturacao populacional no oceano Atlantic&ul Ocidental

O grau de subdivisdo (estruturagéo) existente exgrpopulacbes no Atlantico Sul
Ocidental foi avaliado utilizando o programa Bamssé@o 6.0 que utiliza uma abordagem
bayesiana para inferir estruturacdo genética pojaulal assumindo que os dados investigados
representam uma mistura kisubpopulagdes. O modelo pressupde que as subpogsikestao
em equilibrio de Hardy-Weinberg e tenta gécgrupos de individuos de modo que aqueles
alocados no mesmo grupo se assemelhem geneticaianr@iotguanto possivel. Neste programa
foi testada a possibilidade de existéncia de atpdiulacéesk = 2 aték = 20) dentro do
Atlantico Sul Ocidental, sendo que para cada vaerk foram realizadas 10 corridas
independentes de 1.000.000 de interagbes MCMCegics ddurn-in de igual magnitude.

O mdédulo utilizado foi dsenetic mixture analysis with sequences or linked |

Adicionalmente, o programa Arlequin versédo 3.5M@i2utilizado para a analise da

estruturacéo populacional por meio de dois estimesdo primeiro usando apenas a frequéncia
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dos haplotipos encontrados em cada populacée (WEIR & COCKERHAM, 1984); e o
segundo calculado pela frequéncia e o niumero deedifas nucleotidicas existentes entre cada
par de hapldtipos consideradobsf; TAMURA & NEI, 1993). No mesmo programa, a
distribuicdo geografica dos haplotipos foi investig através da analise de variancia adaptada
para dados moleculares (AMOVA). Esta analise paniitentificar o quanto da variacédo
existente na espécie é devido a variagdes derdrpataulacdes e o quanto é decorrente de uma
estruturacdo geografica, ou seja, de variacdeg astpopulacdes. Todas as analises foram
realizadas com 10.000 permutacdes para a sigrofecéamalor de significancia estatistica
P<0,05, e computando as estatistiEasobre as frequéncias dos haplétipos. Trés cendgios
subdivisdo amostral ao longo do Atlantico Sul Owgtde foram adotados levando em
consideracao primeiramente o local da coleta.

Desta forma o cenéario amostral inicial consider@xiaténcia de cinco populagdes no
Atlantico Sul Ocidental: Argentina (n = 4), nordesib Brasil (n = 13), sudeste do Brasil (n =
3), sul do Brasil (regido costeira) (n = 21) e dalBrasil (talude) (n = 17). Os espécimes
amostrados na regido sul do Brasil foram designago®ri como pertencentes a zona costeira
(encalhes) e talude (biopsias). Desta forma, fotatb este cenario populacional para que se
pudesse testar a frequéncia dos grupos genéticdgngo da distribuicdo da espécie no
Atlantico Sul Ocidental. O segundo cenario parardises de estruturacdo populacicaal
posterioriseguiram o cenario de subdivisdo populacionalteege das analises exploratorias
do programa Baps versédo 6.0 (ver resultados).dfceito e ultimo cenario para avaliagdo da
estrutura populacional no Atlantico Sul Ocidentalquirou testar a existéncia de estruturacao
latitudinal norte-nordeste e sudeste-sul ao loregoasta brasileira.

As relagbes entre as populacdes do Atlantico Sidebtal foram avaliadas por meio
da geracdo de uma rede de haplétipos pelo progRopart Population Analysis with
Reticulate Tregsversao 1.7, através do algoritmoTdeS o qual tem sido usado para analises
de nivel populacional quando as divergéncias sdwa®a GEORGIADIS et al, 1994;
ROUTMAN et al, 1994; GERBER & TEMPLETON, 1996; HEDIN, 1997; SEAL et al,
1998; VILA et al, 1999; GOMEZ-ZURITAet al, 2000).

2.4.2 Estruturacao populacional mundial
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Para as andlises a nivel oceanico e mundial, ddise estabelecer as relagdes entre as
populacdes da espécie dentro do oceano Atlantit@&8dental e as demais populacbes de
outras bacias oceanicas, as 58 sequéncias obtikis estudo foram ajustadas para um
consenso menor com apenas 380 pb alinhados e ctapazom 1.577 sequéncias publicadas
anteriormente (ALEXANDERt al, 2016) e disponiveis publicamente no banco deé&setas
GenBank, sendo que destas, 1.231 sequéncias fdilamadas nas andlises a nivel regional
(Apéndice D).

Para a avaliacao da estruturacao populacional antsacias oceanicas do Atlantico Sul
Ocidental, Atlantico Norte, Pacifico e indico fantbém utilizado o programa Arlequin versdo
3.5.2.2 pelos mesmos estimadores mencionados acineguéncia dos haplétipos encontrados
em cada populacdo {F WEIR & COCKERHAM, 1984); e a frequéncia de diflecas
nucleotidicas existentes entre cada par de haptipnsideradosbst; TAMURA & NEI,
1993).

A andlise da variancia molecular (AMOVA) foi utdida para estimar a porcentagem
da variacdo genética observada que se deve ardiéereentro e entre as populacdes mundiais
também com o auxilio do programa Arlequin vers&o232.

A relagdo filogenética entre as populagbes do AdanSul Ocidental e as demais
populagdes do mundo foi estimada através da gedsgcéma rede de haplétipos pelo programa
PopArt Population Analysis with Reticulate Tr¢e®rséo 1.7, através do algorith@S Os

resultados gerados foram comparados com a redapdiatipos de Alexandeat al (2016).
2.4.3 Diversidade genética

A diversidade haplotipica (Hd) e a diversidade eotitiica f) foram calculadas com o
auxilio do programa DnaSP verséo 5.10.1 para eagiaa amostral do Atlantico Sul Ocidental

definida apés a andlise de estruturacdo populdcipai cada oceano e para a espécie como

um todo.

2.4.4 Demografia
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A fim de se detectar sinais de expansao populdaianpopulagéo do oceano Atlantico
Sul Ocidental como um todo e em suas subdivisd&s) das outras bacias oceénicas, foram
realizados os testes de neutralidade D de Tajig&0(le Fs de Fu (1996) no programa Arlequin
versao 3.5.2.2, sendo a significancia calculadavésr de 10.000 simulacdes. Em adicao, foi

realizado o teste ddismatch Distributiomo programa DnaSP versé&o 5.10.1.

2.5 DETERMINACAO MOLECULAR DO SEXO

A determinacdo do sexo dos individuos amostradosefdizada geneticamente via
amplificacdo de regides especificas dos cromosseneoy de mamiferos (Pags al.,1987).
A amplificacdo da regido SRY no cromossomo Y doshus foi realizada usando psmers
SRY-R (5" CATTGTGTGGTCTCGTGATC 3’) e SRY-F (5 AGTCTGTGCCTCCTCGAA
3’) (Richardet al, 1994) gerando um fragmento de 152 pb. A amplio do cromossomo X
utilizou osprimers P1-5EZ (5 ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT 3) e P2-3EZ5’
GCACTTCTTTGGTATCTGAGAAAGT 3’) descritos por Aasen iedrano (1990), visando
amplificar um fragmento de 442 pb presente no n#fx tanto em machos como em fémeas.

As reacoes para amplificacéo das regides alvomfagalizadas em um volume final de
11l (sendo Jul de DNA genb6mico com concentracdo de pelo menog4{) sob as seguintes
concentracdes: 0,9x de High Fidelity Buffer (Theriisher Scientific Inc.); 2,27 mM de
MgClz; 0,36 uM de cada primer; 0,18 mM de dNTPs; 0,25 U de mlati™ Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher Scientific.).

As reacOes de PCR foram realizadas em termoci@adeonsistindo de uma etapa
inicial de desnaturacdo a 94°C por trés minutos;i@bs de 45 segundos de desnaturagdo a
94°C, 45 segundos de anelamento 58°C e um minuext@sdo a 72°C; seguidos de um
periodo de 10 minutos de extensdao final a 72°C. pagaena aliquota do produto de PCR (5
ul) foi utilizada para a verificagdo do resultads denplificagbes, por meio de comparagao com
um marcador de tamanho molecular utilizado comaréeicia quando submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose 1,6% tampao Tris-Boro-EDTA 1x, sendo
corados com GelRed™ (Biotium) e visualizados emsttaninador ultravioleta.

2.5.1 Andlise da ocorréncia de machos e fémeas esxda regido estudada

Em funcdo dos cachalotes machos e fémeas apresardderencas marcadas em seu
padrdo de distribuicdo espacial, onde as fémeasomatos restringem seus movimentos

principalmente até os 30°C, mas podendo chegag astlatitudes 45-50°N e 40°S, enquanto
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0s machos, por sua vez, dispersam-se do seu gngiiay chegando até os polos (DILLON,
1996; LYRHOLM & GYLLENSTEN, 1998; LYRHOLMet al, 1999; WHITEHEAD, 2003;
TOLEDO & LANGGUTH, 2009), espera-se encontrar unsanfrequéncia de fémeas adultas
e neonatos de ambos 0s sexos ha regido tropidatdauicdo da espécie, o que corresponderia
a regido nordeste da amostragem deste estudo. doprdevido a existéncia de padrdes
sazonais e espaciais de encalhes diferenciados latitudes mais altas (entre 18-25°S) e
latitudes mais baixas (entre 7-3°S) (RAMé&&l, 2001; MEIRELLESet al.,, 2009; TOLEDO
& LANGGUTH, 2009), a concentracdo de cachalotesregido sudeste-sul e nordeste
(TOWNSEND, 1935), e a fim de se testar a existédeiama segunda populacao reprodutiva
de cachalotes, a qual poderia estar reprodutivaamsoiada das demais e ser considerada uma
potencial unidade de manejo, calculou-se a freqaéie fémeas e machos em cada area
amostrada dentro do Atlantico Sul Ocidental. Paeepgsa hipétese seja confirmada espera-se
detectar fémeas adultas e neonatos de ambos os tsembém em areas além do nordeste
brasileiro.

A definicdo dos adultos e neonatos foi feita witido as medidas de comprimento total
disponiveis na literatura, sendo classificados cosmnatos os espécimes com comprimento
total menor que 4 metros (SHIRIHAI & JARRETT, 2006)
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3 RESULTADOS

3.1 ESTRUTURACAO GENETICA DAS POPULACOES DE CACHAIG DO OCEANO
ATLANTICO SUL OCIDENTAL

A diversidade genética das sequéncias de DNA daaegntroladora foi avaliada em
um fragmento de 565 pb alinhados em um total dedi8iduos da costa brasileira (n = 54) e
da costa argentina (n = 4). Foram encontradosids blimorficos (83,3% de transicdes e
16,7% de transversdes), que determinaram 7 hapdotip oceano Atlantico Sul Ocidental. A
andlise do programa Baps sugeriu a existéncia tigtwacdo genética com quatro grupos
genéticosK = 4) (Figura 2). Como mencionado nos métodos, jpdaames coletados na regiao
sul do Brasil foram designadaspriori como pertencentes a zona costeira (encalhes)detalu
(biopsias). Desta forma, foi adotado este cenavjmulacional para que se pudesse testar a
frequéncia dos grupos genéticos ao longo da distéb da espécie no Atlantico Sul Ocidental.

Nordeste Sul

SUdI |
Costeira Talude

Figura 2. Atribuicdo dos grupos genéticok £ 4) sugerida pelo programa Baps aos 58

individuos com base em sequéncias da regido cadtna do DNA mitocondrial déhyseter
macrocephalusio oceano Atlantico Sul Ocidental nas regibesaleta. As barras verticais
indicam cada individuo e a cor de cada barra repta® grupo genétic&)(em que o individuo
foi atribuido. Cor vermelha: Grupo 1. Cor verdeu@r 2. Cor azul: Grupo 3. Cor amarela:
Grupo 4. As barras verticais que indicam cada iddiv estdo na seguinte ordem: AQUASIS
02C0410/530, AQUASIS 02C0412/307, AQUASIS 02C0480/2AQUASIS 02C0410/308,
AQUASIS 02C0410/338, AQUASIS 02C0412/348, AQUASIZC0412/434, AQUASIS
02C0410/495, AQUASIS 02C0410/532, AQUASIS 02C0464/5AQUASIS 02C0412/280,
AQUASIS 02C0410/477, AQUASIS 02C0411/542, AQUASIBC0410/303, BAH 1 (regido
nordeste); GEMM-Lagos 001, MN-UFRJ 54999, GEMM-La@®2 (regido sudeste); UFSC
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1080, PM 985, PM 51FURG 19, FURG 21, GEMARS 0803, FURG 20, GEMARS (570
FURG 14, GEMARS 1377, FURG 15, GEMARS 0941, FURGAEBMARS 1267, GEMARS
1275, GEMARS 1427, FURG 18, FURG 17, GEMARS 12#&4i@o sul (costeira)); 1A 1221,
IA 1223, 1A 1232, 1A 1231, IA 1227, IA 1230, 1A 1921A 1228, 1A 1226, IA 1224, |A 006,
IA 1222, 1A 001, IA 002, IA 005, IA 1225, IA 004€gigo sul (talude)); CENPAT 2, CENPAT
5, CENPAT 3, CENPAT 6 (Argentina).

A andlise da variancia molecular (AMOVA) indicouequéo ha uma alta diferenciacao
entre as cinco populagdes determinaalgsiori pela regido de coleta, uma vez que apenas
5,75% da variacao total foi explicada por essa@ifcas (Tabela 3). Com relacdo as andlises
de estruturacdo populacional avaliadas pelo indedixacdo de Wright, também nao foi
encontrada uma diferenciacdo significativa, visie gpenas 7,39% da variacao foi explicada

entre todas as populac¢des sugeridas analisadagpar

Tabela 3. Andlise da variancia molecular (AMOVA) baseada wakres de fixacdo gr e
®s7) para a regido controladora do DNA mitocondriaPdigseter macrocephalus oceano
Atlantico Sul Ocidental entre as regides de coletavalores obtidos ndo foram significativos
paraP<0,05.

DNAmMt
Fst (%) ®st (%)

Entre as populacdes 7,39 5,75

Fonte de variacéo

Dentro das populagbes 92,61 94,25

Quando comparados os valores pareados entre alapies estabelecidaspriori de
acordo com a regiéo de coleta, estes valores mamfsignificativos, tanto para afquanto
para o®st, sendo encontrada diferenciacdo genética condi@eaignificativa apenas entre as
populacdes do nordeste do Brasil e da regido ddegalo Rio Grande do Sul do Brasil (Tabela
4).
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Tabela 4. Andlise pareada das estatisti€ada regido controladora d@NA mitocondrial de
Physeter macrocephala® oceano Atlantico Sul Ocidental entre as regi@esoleta. Diagonal

superiordst e diagonal inferior & . Valores significativos pafa<0,05 estdo em negrito.

~ , Nordeste do Sudeste do Sul do Brasil Sul do Brasil
Populacdo  Argentina

Brasil Brasil (costeira) (talude)
Argentina - -0,1076 -0,1473 0,0095 0,1999
Nordestedo 455 i -0,1796 0,0664 02117
Brasil
Sudestedo ;1358 1796 ; -0,1150 -0,0339
Brasil
SuldoBrasil ) 75 0,0920 -0,0968 i 0,0134
(costeira)
Sul do Brasil
(talude) 0,2151 0,2395 0,0189 -0,0040 -

A diversidade haplotipica do oceano Atlantico Saidental (ASO) como um todo foi
de Hd = 0,68244 = 0,0370), enquanto a nucleotidica foinde 0,002296 ¢ = 0,001592). Os
testes de neutralidade seletiva D de Tajima (0,1B63 0,5277) e Fs de Fu (-0,717R;=
0,4129) nao sugerem mudancas significativas nortama nem expansao populacional recente
da espécie como um todo no oceano Atlantico Sudéntal. A analise dévlismatch
Distribution unimodal evidencia que ndo houve expansdo populacrecente no oceano

Atlantico Sul Ocidental como um todo (Figura 3).

0,5+

Exp
0.4 ---o-- Obs

@
034

024 %

014
H

10 15 20
Pairwise Differences

Figura 3. Grafico da analise ddlismatch Distributionde diferencas par a par do DNA
mitocondrial déPhyseter macrocephalu®m oceano Atlantico Sul Ocidental. Exp: Expectativ
Obs: Observado.

Conforme os resultados observados acima foram edetadbos quatro grupos
populacionais de acordo com as cores represented&igura 2 dentro do Atlantico Sul

Ocidental, os quais ndo possuiam limites geogmafestabelecidos (Figura 4@rupo 1
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formado por biopsias e encalhes exclusivamenteidd@Rande do Sul (IA 1221, 1A 1223,
FURG 19);Grupo 2 composto por bidpsias e encalhes do sul do Bexsialhes do nordeste,
sudeste e Argentina (AQUASIS 02C0410/530, IA 128QUASIS 02C0412/307, AQUASIS
02C0410/532, AQUASIS 02C0411/542, 1A 1231, AQUASIRC0410/281, AQUASIS
02C0410/308, AQUASIS 02C0410/338, AQUASIS 02C04432/3AQUASIS 02C0412/434,
AQUASIS 02C0410/495, GEMARS 0803, CENPAT 2, CENPATBAH 1, FURG 20,
GEMM-Lagos 001, GEMARS 0570, FURG 14, GEMARS 13A71227, IA 1230, MN-UFRJ
54999); Grupo 3 formado por bidpsias e encalhes do sul do Brasitalhes de sudeste e
nordeste (1A 1229, IA 1228, IA 1226, 1A 1224, IAGQA 1222, IA 001, IA 002, AQUASIS
02C0410/303, IA 005, IA 1225, UFSC 1080, FURG 2QUWASIS 02C0411/564, FURG 15,
GEMM-Lagos 092, GEMARS 0941, FURG 16, GEMARS 126EMARS 1275, GEMARS
1427, 1A 004, PM 985); &rupo 4 formado por encalhes do sul e nordeste do Brasientina
(FURG 18, FURG 17, AQUASIS 02C0412/280, AQUASIS 02C0/477, CENPAT 3,
CENPAT 6, GEMARS 1274, PM 512).

1 2 3 4

Figura 4. Atribuicdo dos grupos genéticok £ 4) sugerida pelo programa Baps aos 58
individuos com base em sequéncias da regidao cadtna do DNA mitocondrial déhyseter
macrocephalusio oceano Atlantico Sul Ocidental nas regifesaleta. As barras verticais
indicam cada individuo e a cor de cada barra repta® grupo genétic&)(em que o individuo
foi atribuido. As barras verticais que indicam ciadividuo estdo na seguinte ordem: Cor verde
(Grupo 1): 1A 1221, 1A 1223, FURG 19; Cor vermellaupo 2): AQUASIS 02C0410/530,
IA 1232, AQUASIS 02C0412/307, AQUASIS 02C0410/52UASIS 02C0411/542, IA
1231, AQUASIS 02C0410/281, AQUASIS 02C0410/308, AX3IS 02C0410/338,
AQUASIS 02C0412/348, AQUASIS 02C0412/434, AQUASI2CD410/495, GEMARS
0803, CENPAT 2, CENPAT 5, BAH 1, FURG 20, GEMM-L&adi01, GEMARS 0570, FURG
14, GEMARS 1377, 1A 1227, IA 1230, MN-UFRJ 5499%rGzul (Grupo 3): 1A 1229, 1A
1228, 1A 1226, 1A 1224, IA 006, 1A 1222, |IA 001, 1802, AQUASIS 02C0410/303, IA 005,
IA 1225, UFSC 1080, FURG 21, AQUASIS 02C0411/56WRE 15, GEMM-Lagos 092,



32

GEMARS 0941, FURG 16, GEMARS 1267, GEMARS 1275, GfR& 1427, IA 004, PM
985; Cor amarela (Grupo 4): FURG 18, FURG 17, AQURH2C0412/280, AQUASIS
02C0410/477, CENPAT 3, CENPAT 6, GEMARS 1274, PN2.51

Uma AMOVA usando 0 novo cenario de quatro gruposétieos proposto pelo
programa Baps indicou que entre estes novos grggrodticos ha uma grande diferenciacédo
(95%) (Tabela 5), diferentemente do cenario antegaando as cinco populacdes determinadas
a priori pela regiao de coleta foi testada. Entretantosegtgos genéticos (exceto o Grupo 1,
formado por individuos apenas da regido sul), eptésentes em mais de uma populacao
estabelecida priori, sendo dificil atribuir a um padrao geograficqpdpulacdes as diferencas
genéticas encontradas. Além disso, as distanciagtigas pareadas entre 0S grupos
geneticamente formados foram todas significatiteagp para o & quanto para @st (Tabela
6).

Tabela 5. Andlise da variancia molecular (AMOVA) baseada wakres de fixacdo gr e
®s7) para a regido controladora do DNA mitocondriaPdigyseter macrocephalum oceano
Atlantico Sul Ocidental entre os grupos genétichedos os valores obtidos foram
significativos pard<0,05.

DNAmt

Fonte de variacéo
Fst (%) ®st1(%)

Entre as populacdes 95,06 95,06

Dentro das populacdes 4,93 4,93
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Tabela 6.Andlise pareada das estatisti€ada regido controladora d@NA mitocondrial de
Physeter macrocephala® oceano Atlantico Sul Ocidental entre os grgsrgeticos. Diagonal

superiordst e diagonal inferior &. Valores significativos pafa<0,05 estdo em negrito.

Populacdo Grupo 1l Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Grupo 1 - 1,0000 0,9740 0,8738
Grupo 2  1,0000 - 0,9800 0,9382
Grupo3 0,9221 0,9575 - 0,9045

Grupo4 0,6642 0,8791 0,8061 -

As maiores diversidades haplotipica e nucleotidiea grupos genéticos do oceano
Atlantico Sul Ocidental foram do Grupo 4: Hd = 3486(c = 0,2000) er = 0,00833 ¢ =
0,00896), respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7. Diversidade genética da regido controladora do Dhifocondrial dePhyseter
macrocephalusno oceano Atlantico Sul Ocidental nos grupos deogt N: namero de
amostras. S: sitios variaveis. H: niamero de hauméti Hd: diversidade haplotipica:
diversidade nucleotidica. SD: desvio padrao. Ogrgalobtidos para o D de Tajima e o Fs de

Fu n&o foram significativos.

Populacdto N S H Hd (SD) n (SD) D de Tajima P) FS de Fu P)

Grupol 3 0 1 0,0000 (0,0000) 0,00000 (0,00000)  0,0000 (1,0000) 0,0000 (1,0000)
Grupo2 24 0 1 0,0000 (0,0000) 0,00000 (0,00000)  0,0000 (1,0000) 0,0000 (1,0000)
Grupo3 231 2 0,0870(0,0778) 0,00145 (-0,00305) -1,1610 (0,1439) -0,9930 (0,0729

Grupo4 8 2 3 0,4643(0,2000) 0,00833 (0,00896) -1,3101 (0,0961) 0,9990 (0,0536)

Mesmo com este novo arranjo populacional, os tefteseutralidade seletiva D de
Tajima e FS de Fu ndo sugerem mudancas signiffsatho tamanho e nem expansao
populacional recente da espécie como um todo ranocatlantico Sul Ocidental. Entretanto,
a analise d&ismatch Distributiorunimodal sugeriu que existe expansao populacrecahte

Nnos grupos genéticos 3 e 4 deste novo arranjo eah(fSigura 5).
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Figura 5. Gréafico da andlise d®lismatch Distributionde diferencas par a par do DNA
mitocondrial dePhyseter macrocephalusos grupos genéticos no oceano Atlantico Sul
Ocidental. Exp: Expectativa. Obs: Observado. A:pér@. B: Grupo 4. N&o foi possivel

analisar os grupos genéticos 1 e 2, pois nao haqdismos.

A rede de hapl6tipos com este novo arranjo popahaticom quatro grupos genéticos
(Figura 6) apresentou 7 haplétipos. O grupo 1 amtes um Unico haplétipo (haplétipo 2),
assim como o grupo 2 (haplotipo 1). O grupo 3 artess dois haplotipos (haplotipos 3 e 4), e
0 grupo 4 possui trés haplétipos (haplétipos 57B(@abela 8). Apesar do padrdo geral da rede
lembrar uma estrela, ndo houve sinal de expansiing ga demonstrado pelos testes de

neutralidade (ver tabela 7).
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Figura 6. Rede de haplotipos das sequéncias da regido [aaidra do DNA mitocondrial de
Physeter macrocephalums grupos genéticos no oceano Atlantico Sul Otadle@s circulos
representam os haplotipos encontrados e seus tamadlo proporcionais a frequéncia de
individuos que os apresentam. Numero dos hapléfipaisela 8). Os passos mutacionais sao
representados pela quantidade de barras nos rAsoares sao referentes aos grupos genéticos
aos quais os individuos pertencem. Cor vermelhap&d. Cor verde: Grupo 2. Cor cinza:

Grupo 3. Cor azul: Grupo 4.
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Tabela 8. Lista de haplétipos da regido controladora do DiAocondrial dePhyseter
macrocephaluslos grupos genéticos no oceano Atlantico Sul Otidterelacdo de frequéncia

e grupos que os compde.

Numero do Haplotipo  Frequéncia Cluster

1 24 Grupo 2
2 3 Grupo 1
3 22 Grupo 3
4 1 Grupo 3
S 1 Grupo 4
6 6 Grupo 4
7 1 Grupo 4

Contudo, levando em consideracdo a possivel exgiat&@e uma estruturacdo norte-
nordeste e sudeste-sul da espécie na costa dd, Brashovas analises de estruturacao
populacional (Baps e AMOVA) testaram esta hipétesmndo apenas trés populacégsiori:
nordeste do Brasil, sudeste-sul do Brasil e ArgentDs resultados do Baps sugeriram que
espécimes coletados na costa sudeste e sul db&nasientaram um grupo genético exclusivo
(Grupo 1, cor verde) (Figura 7), e os demais trépap genéticos foram compartilhados com
a costa nordeste do Brasil e Argentina. A costaAdgentina compartilhou dois grupos
genéticos com a costa do Brasil como um todo, destea nenhum destes grupos foi exclusivo
de nenhuma area geografica. Como mencionado amterde, apesar destes grupos genéticos
(exceto o Grupo 1, formado por individuos apenaged#io sul), estarem presentes em mais
de uma populacao estabelecidariori, € dificil atribuir a um padrao geografico de plagbes
as diferencas genéticas encontradas.

O grupo 4 (amarelo) ocorre nas trés areas amostrada com frequéncia baixa, sendo
apenas 15% no nordeste do Brasil e 10% no sudastiBrasil. O grupo 1 (verde) € raro,
sendo encontrado apenas na costa sudeste-sul sibéBcam uma frequéncia de apenas 7%.
As maiores diferencas ocorrem nos grupos 2 (veimhel8 (azul), onde o primeiro apresenta
uma maior frequéncia no nordeste do Brasil (70%)entraste com o sudeste-sul do Brasil
(32%), sendo que o contrario € observado no grupprgésentando uma baixa frequéncia no
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nordeste do Brasil (15%) e alta no sudeste-sulrdsiB(51%). Na Argentina os grupos 2 e 4
representam 50% cada, entretanto, a amostragequénmepara fazer maiores inferéncias.

Nordeste Sudeste-sul Argentina

Figura 7. Atribuicdo dos grupos genéticok £ 4) sugerida pelo programa Baps aos 58

individuos com base em sequéncias da regido cadtna do DNA mitocondrial déhyseter
macrocephalugntre o nordeste, sudeste-sul e Argentina no ocgtédntico Sul Ocidental. As
barras verticais indicam cada individuo e a cocal#a barra representa o grupo genétgo (
em que o individuo foi atribuido. Cor verde: Grdp&or vermelha: Grupo 2. Cor azul: Grupo

3. Cor amarela: Grupo 4.

Os novos resultados da AMOVA levando em consideragd cenario com apenas trés
grupos geogréficos indicaram que ha grande difeaeao significativaP<0,05) entre as areas
em geral st= 9% e st= 12%,) (Tabela 9). Entretanto, a maior variacaersmntra dentro

das proprias populacdes do que entre as mesmas.

Tabela 9. Analise da variancia molecular (AMOVA) baseada makres de fixacdo gr e
®s7) para a regido controladora do DNA mitocondriaPthgyseter macrocephalum oceano
Atlantico Sul Ocidental entre as regifes nordestadeste-sul e Argentina. Todos os valores

obtidos foram significativos paf<0,05.

DNAmMt

Fonte de variacéo
Fst (%) ®st(%)

Entre as populacdes 12,31 9,14

Dentro das populacdes 87,69 90,86

As distancias par a par entre as areas do Brdsilfggentina ndo foram significativas,

tanto para o & quanto para @sr1. Entretanto, as distancias par a par entre aslggjms do
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nordeste e sudeste-sul do Brasil foram signifieatiapresentando uma diferenciacédo genética
(Tabela 10).

Tabela 10.Andlise pareada das estatistiEasa regido controladora do DNA mitocondrial de
Physeter macrocephaluentre as regides nordeste e sudeste-sul e Argentinaceano
Atlantico Sul Ocidental. Diagonal superier e diagonal inferior &. Valores significativos

paraP<0,05 estdo em negrito.

Populacao Argentina Nordeste do Brasil Sudeste-sul do Brasil
Argentina - - 0,0512 0,1206
Nordeste do Brasil - 0,1076 - 0,1378
Sudeste-sul do Brasil 0,0742 0,1089 -

A populacdo do nordeste do Brasil apresentou @a@sdtipos, e possui a mais baixa
diversidade haplotipica (Hd = 0,5128) e nucleotidic= 0,00179) (Tabela 11) do estudo.

Tabela 11 Diversidade genética da regido controladora dédA DNtocondrial dePhyseter
macrocephalusnas regifes nordeste e sudeste-sul e Argentinaceano Atlantico Sul
Ocidental. N: nUmero de amostras. S: sitios vaigatt nimero de haplétipos. Hd: diversidade
haplotipica.n: diversidade nucleotidica. SD: desvio padrdo. @lsres obtidos para o D de

Tajima e o Fs de Fu né&o foram significativos.

Populacio N S H Hd (SD) n (SD) D de Tajima ) FS de Fu P)

Argentina 4 2 3 0,8333(0,2224) 0,00204 (0,001941,5916 (0,8205) - 0,6579 (0,1593)

g‘(;’ggsgﬁ 13 3 3 0,5128(0,1436) 0,00179 (0,00144)  0,1926 (AH33 0,8268 (0,6561)
S(;‘geBsr;ej”' 41 6 6 0,6659(0,0524) 0,00248 (0,00172)  0,0279 (®F71- 0,2190 (0,4792)

Os testes de neutralidade seletiva D de Tajima elé&u ndo sugerem mudancgas
significativas no tamanho e nem expansao populatioecente (Tabela 11), tanto nas
populacdes separadas do nordeste, sudeste-suéstiiEgquanto na espécie como um todo no
oceano Atlantico Sul Ocidental. A analise esmatch Distributionunimodal evidencia que
nao existe expansao populacional recente na costaehno Atlantico Sul Ocidental (Figura
8).
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Figura 8. Grafico da analise dblismatch Distributionde diferencas par a par do DNA
mitocondrial dePhyseter macrocephalentre o nordeste, sudeste-sul e Argentina no ocean
Atlantico Sul Ocidental. Exp: Expectativa. Obs: &yado. A: Amostras da regido nordeste do
Brasil. B: Amostras da regido sudeste-sul do Br&siAmostras da Argentina.

A rede de haplotipos (Figura 9) apresentou algampdotipos divergentes dos demais
(e.g. hapldtipos da costa sudeste-sul do Brasil e dtaata Argentina). Ha trés haplotipos
compartilhados entre as areas do nordeste e stglgstld Brasil, sendo que dois séo
compartilhados com a costa da Argentina. Com esta oonfiguracao a costa sudeste-sul do
Brasil apresentou trés haplotipos exclusivos eséacda Argentina apresentou um haplétipo

particular. A costa nordeste do Brasil ndo apresehaplotipos exclusivos. O padrdo geral da
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rede lembra uma estrela, possuindo um haplétiperalerentretanto, os clados néo estéo

geograficamente bem estruturados.

Figura 9. Rede de haplétipos das sequéncias da regido zahdra do DNA mitocondrial de
Physeter macrocephalusas regides nordeste e sudeste-Sul e Argentingesno Atlantico

Sul Ocidental. Os circulos representam os divdrapitipos encontrados e seus tamanhos sao
proporcionais a frequéncia de individuos que ossgmam. Numero dos haplétipos (Tabela
12). Os passos mutacionais séo representados ymatdidade de barras nos ramos. As cores
séo referentes as localidades dos individuos. €onelha: individuos da costa Nordeste do
Brasil. Cor azul: individuos da costa Sudeste-8uBdhsil. Cor cinza: individuos da costa da

Argentina.

O haplotipo central ocorre apenas na costa argefflfiabela 12), enquanto os trés
haplétipos derivados do mesmo séo os mais abursjantepartir destes, apenas no sudeste-

sul do Brasil existem novos haplotipos.
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Tabela 12. Lista de haplotipos da regido controladora do DiMAocondrial dePhyseter
macrocephalusgdas regides Nordeste e Sudeste-Sul e Argentinaceano Atlantico Sul

Ocidental: relacéo de frequéncia e localidadesogummpde.

Haplotipo  Frequéncia Localidade
1 24 Nordeste, su_deste-sul e
Argentina
2 3 Sudeste-sul
3 22 Nordeste e sudeste-sul
4 1 Sudeste-sul
5 1 Sudeste-sul
Nordeste, sudeste-sul e
6 6 )
Argentina
7 1 Argentina

3.2 ESTRUTURACAO GENETICA DAS POPULACOES DE CACHAIDEG A NiVEL
MUNDIAL, DE BACIA OCEANICA E REGIONAL

A diversidade genética das sequéncias de DNA daaegntroladora a nivel mundial
e de bacia oceanica (Atlantico Norte, indico e face Atlantico Sul Ocidental) foi avaliada
em um fragmento de 380 pb alinhados em um total@i5 individuos. Foram encontrados 30
sitios variaveis (100% de transi¢des), que detexmiB9 hapldtipos mundiai. andlise do
programa Baps sugeriu que a estruturacdo genédica ncaior verossimilhanca € a que
apresentou quatro grupos genéticos novaménted) (Figura 10), apenas o oceano Pacifico
apresentou um grupo genético exclusivo (cor amaretauanto compartilhou os outros trés

grupos genéticos com 0s outros oceanos.
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Atlantico Sul

Atlantico Norte Indico Pacifico Ocidental
[ 1 | I |

Figura 10. Atribuicdo dos grupos genéticds £ 4) sugerida pelo programa Baps aos 1.635
individuos com dados do DNA mitocondriallleyseter macrocephalum®s oceanos Atlantico
Sul Ocidental, Atlantico Norte, indico e Pacifiés barras verticais indicam cada individuo e

a cor de cada barra representa cada grupo geétem que o individuo foi atribuido.

A analise da variancia molecular (AMOVA) indicouegia diferenciacao entre oceanos
em geral (entre 8% e 16%) (Tabela 13), entretantoaior variagdo se encontra dentro das
proprias populacdes do que entre as mesmas, psidrdar ao encontrado no oceano Atlantico
Sul Ocidental.

Tabela 13.Analise da variancia molecular (AMOVA) baseada naleres de fixagdo gr e
®s7) para a regiao controladora do DNA mitocondrial Bayseter macrocephalus
mundialmente e entre oceanos Atlantico Sul OcideAttantico Norte, indico e Pacifico.

Todos os valores obtidos foram significativos f2«8,05.

DNAmt

Fonte de variacao
Fst (%) ®s1 (%)

Entre as populagbes 8,89 16,39

Dentro das populacdes 91,11 83,61

As distancias genéticas par a par entre os ocdarars significativas, tanto para e
guanto para @st, sendo assim, todos 0s oceanos apresentaram terendiacdo genética

significativa entre eles (Tabela 14).
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Tabela 14.Andlise pareada das estatistiEasa regido controladora do DNA mitocondrial de
Physeter macrocephaludos oceanos Atlantico, indico e Pacifico. Diagagberiordsr e
diagonal inferior Er. Valores significativos par&<0,05 estdo em negrito. ATL: Oceano

Atlantico. PAC: Oceano Pacifico. IND: Oceano indico

Populacdo ATL PAC IND

ATL - 0,1740 0,1953
PAC 0,0820 - 0,1250

IND 0,1188 0,0946 -

O oceano Atlantico Sul Ocidental apresentou difgaisnsignificativas com todos o0s
outros oceanos, inclusive ao ser comparado comeasid amostras do proprio oceano
Atlantico (individuos do Atlantico Norte) (Tabel&)l

Tabela 15.Andlise pareada das estatistiEaga regido controladora do DNA mitocondrial de
Physeter macrocephalusos oceanos Atlantico Sul Ocidental, Atlantico Merindico e
Pacifico. Diagonal superiabst e diagonal inferior &. Valores significativos par®<0,05
estdo em negrito. ASO: Oceano Atlantico Sul Ociale®TL: Oceano Atlantico Norte. PAC:
Oceano Pacifico. IND: Oceano indico.

Populacdo ASO ATL PAC IND

ASO - 0,3142 0,0757 0,1661
ATL 0,1837 - 0,2271  0,2445
PAC 0,1140 0,1019 - 0,1251

IND 0,0898 0,1490 0,0947 -

A diversidade haplotipica incluindo todas areasidssias foi de Hd = 0,8195 €
0,0054), e a diversidade nucleotidica foirde 0,00555 ¢ = 0,00361) (Tabela 16).
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Tabela 16.Diversidade genética da regido controladora do Dhifocondrial dePhyseter
macrocephalusmundialmente e nos oceanos Atlantico, indico eifitac N: nimero de
amostras. S: sitios variaveis. H: namero de hauméti Hd: diversidade haplotipica:
diversidade nucleotidica. SD: desvio padrao. Ogrgalobtidos para o D de Tajima e o Fs de

Fu significativos P<0,05 eP<0,02, respectivamente) estdo em negrito.

Populacdo N S H Hd (SD) nt (SD) D de Tajima P) FS de Fu P)

ATL 362 6 8 0,7767(0,0085) 0,00437 (0,00302) OHEL6396)  -0,4911 (0,5049)
PAC 1056 26 33 0,7814 (0,0079) 0,00504 (0,00336)-1,3631 (0,0471) -21,4238 (0,0004)

IND 159 6 8 0,7881(0,0146) 0,00558 (0,00364) 13(@B8917) 0,3786 (0,6206)

Total 1635 30 39 0,8195 (0,0054) 0,00555 (0,00361)-1,3457 (0,0480) -25,1963 (0,0004)

Os testes de neutralidade seletiva de Tajima’s Bs @le Fu sugeriram mudancas
significativas no tamanho efetivo da populacdo malndom expansdo populacional recente
na espécie como um todo (Tabela 16). Contudo,anddi os oceanos separadamente, apenas
o Pacifico apresentou valores significativos sulgsricomo expansao populacional. A anélise
deMismatch Distributiorbimodal sugeriu uma possivel expansio no oceamirentretanto,

nao apontou a existéncia de expansao da populagddiahou nos oceanos (Figura 11).
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Figura 11. Grafico da analise dblismatch Distributionde diferencas par a par do DNA
mitocondrial dePhyseter macrocephalusiundialmente e nos oceanos Atlantico, indico e
Pacifico. Exp: Expectativa. Obs: Observado. A: @oeatlantico. B: Oceano indico. C:

Oceano Pacifico. D: Mundial.
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A rede de haplétipos (Figura 12) apresentou guapotipos compartilhados entre as
quatro areas (haplétipos centrais A, B, C e N, TBaldg), ndo apresentando haplétipos
diferentes do encontrado por Alexandgral (2016) (Figura 13). O padrdao geral da rede
apresenta 3 haplétipos ancestrais, dos quais osisla@arivaram, apontando uma possivel
expansdo mundial derivada de um unico grupo amtestm baixa diversidade. Contudo,
alguns haplétipos nao foram compartilhados enttedms oceanog.Q.haplétipos do oceano

Atlantico Sul Ocidental e do oceano Pacifico).

D
e

K | III' Q
. @ —. ® .
OO R
Figura 12. Rede de haplétipos das sequéncias da regido cmidraldo DNA mitocondrial de

Physeter macrocephaluss oceanos Atlantico, indico e Pacifico. As letigsresentam os
haplétipos encontrados por Alexandgral. (2016) para analise de estruturacdo mundial dos
cachalotes (Tabela 17). Cor azul: individuos danoePacifico. Cor amarela: individuos do
oceano Atlantico. Cor verde: individuos do oceamtticdo. Cor vermelha: individuos do oceano

Atlantico Sul Ocidental.
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Figura 13. Rede de haplotipos baseada em 394 pb da regidwolemiora do DNA
mitocondrial. Os hapl6tipos séo coloridos pelo aceaom excec¢do dos haplétipos V e W que
nao foram localizados em um oceano especifico ade@s O tamanho do circulo do haplétipo
€ proporcional numa escala logaritmica ao niméabde amostras com o haplétipo. As linhas
representam substituicdes. Novos haplétipos desmsbeor Alexanderet al (2016) sdo

delineados em vermelhBonte: Alexanderet al (2016).

O oceano Pacifico apresentou 0 maior nimero défiyags (n = 33), dos quais 25 eram
exclusivos, enquanto os oceanos Atlantico e indpresentam trés haplotipos exclusivos cada
um. As amostras do oceano Atlantico Sul Ociderdal apresentaram haplétipos exclusivos,
entretanto, individuos da regido sudeste-sul desteido possuiam dois haplétipos

compartilhados somente com o oceano Pacifico (B.e J
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Tabela 17. Lista de haplotipos da regido controladora do DiMAocondrial dePhyseter
macrocephaluslos oceanos Atlantico Sul Ocidental, Atlantico,idode Pacifico: relagdo de

frequéncia e grupos que os compde. As amostras tlabalho estdo em negrito.

Haplotipo  Frequéncia Localidade

Atlantico, indico, Pacifico dtlantico Sul
A 509 Ocidental (nordeste, sudeste-sul e Argentina)
(haplotipo 1 do presente estudo)
Atlantico, indico, Pacifico étlantico Sul

B 325 Ocidental (Argentina) (hapl6tipo 7 do presente
estudo)
Atlantico, indico, Pacifico atlantico Sul
C 301 Ocidental (nordeste, sudeste-sul e Argentina)
(haplotipo 6 do presente estudo)
D 23 Pacifico

Pacifico eAtlantico Sul Ocidental (sudest«-

E 49 sul) (haplétipo 2 do presente estudo)
F 6 Pacifico
G 5 Pacifico
H 13 Pacifico
I 16 Pacifico
J 72 indico e Pacifico
K 2 Pacifico
L 1 Pacifico
M 8 Pacifico
Atlantico, indico, Pacifico Atlantico Sul
N 76 Ocidental (nordeste e sudeste-sufhaplétipos
3 e 4 do presente estudo)

@) 20 Pacifico
P 2 Pacifico
Q 2 Pacifico

2 Pacifico
S 8 Pacifico

T 3 Pacifico



49

U 1 Pacifico
X 106 Atlantico
Y 10 Atlantico
z 2 Pacifico
AA 2 Pacifico
BB 3 Atlantico e Pacifico
CcC 2 Pacifico
DD 1 Pacifico
EE 3 Pacifico
FF 2 Pacifico
GG 2 indico
HH 2 Pacifico
I 3 Pacifico
13 2 Pacifico eAtIépt_ico Sul Ocidental (sudest«
sul) (haplotipo 5 do presente estudo)
KK 46 indico
LL 1 Pacifico
MM 1 Atlantico
NN 2 Pacifico
00 1 indico

A andlise da variancia molecular (AMOVA) indicouegbid diferenciacdo entre as areas
em geral (entre 22% e 29%) quando levamos em amtaegides mundiais (Tabela 18),

apresentando um indice mais alto do que as difasegitire 0os oceanos.
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Tabela 18.Andlise da variancia molecular (AMOVA) baseada vawres de fixacdo gr e
®s7) para a regiao controladora do DNA mitocondrialRlg/seter macrocephalientre as
regiGes dos oceanos Atlantico, indico e PacifiamdB os valores obtidos foram significativos
paraP<0,05.

DNAmt

Fonte de variacéo
Fst (%) ®st1(%)

Entre as populacdes 22,25 29,78

Dentro das populacdes 77,75 70,22

Os haplétipos centrais (A, B, C e N) foram comjfifstios pela maioria das regides
(Tabela 19). As amostras da regido Sudeste-Sutdano Atlantico Sul Ocidental possuem
haplétipos compartilhados exclusivamente somenteregides do oceano Pacifico, sugerindo
desta forma que o Pacifico seria a populacdo nraisrpa filogeneticamente da populacéo
Atlantico Sul Ocidental. O haplétipo E foi compHréido com as populacdes do Chile, Golfo
da Califérnia, Galapagos, Havai, Costa japonesaaNelandia, Oregon, Peru, Papua-Nova

Guiné e Passagem do Pacifico, e o haplétipo &bfopartilhado com Galapagos.
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Tabela 19. Lista de haplétipos da regido controladora do DiMAocondrial dePhyseter
macrocephaluslas regidesnundiais: relacdo de frequéncia e regides que ogpde. As
amostras deste trabalho estdo em negrito. Os IEEd(, L e U ndo possuiam populacdes
especificadas dentro dos oceanos respectivos. Alddaba. AUS_SAUS: Australia. BAH:
Bahamas. C_ATL: Atlantico Central. CHI: Chile. CNIhas Canérias. COC: llhas Cocos.
GCA: Golfo da Califérnia. GMX: Golfo do México. GP&alapagos. HAW: Havai. 10:
Passagem do Oceano indico. JC: Costa japonesaKKRati. MAL_CHG: Maldivas e
Chagos. MAU: llhas Mauricio. MED: Mar MediterranddZ: Nova Zelandia. OR: Oregon.
PER: Peru. PNG: Papua-Nova Guiné. PX: Passagemaltid®. SEY: llhas Seychelles. SRI:
Sri Lanka. WNAO: Atlantico Norte Ocidental.

Haplotipo Frequéncia Localidade

ALD, AUS_SAUS, CHI, CNI, COC, GCA, GMX,
GPG, HAW, IO, JC, MAL_CHG, NZ, OR, PER,
PNG, PX, SEY, WNAOArgentina, nordeste e
sudeste-sulhaplotipo 1 do presente estudo)
AUS_SAUS, CHI, GCA, GMX, GPG, HAW, JC,
B 236 KR, NZ, OR, PER, PNG, PX, WNAO A&rgentina
(haplétipo 7 do presente estudo)
ALD, AUS_SAUS, BAH, C_ATL, CHI, CNI, COC,
GCA, GMX, GPG, JC, KR, MAL_CHG, MAU,
C 251 MED, NZ, OR, PER, PNG, PX, SEY, WNAO,
Argentina, nordeste e sudeste-sifhaplétipo 6 do
presente estudo)
GCA, GPG, PER e PX

A 385

D 17

E 38 CHI, GCA, GPG, HAW, JC, NZ, OR, PER, PNG,
PX esudeste-sulhaplétipo 2 do presente estudo)
GPG e OR

F 2

G 5 GPG e OR

H 9 GCA, GPG e OR

| 11 CHI, GCA, GPG, OR e PER

3 49 AUS_SAUS, GCA, GPG, HAW, KR, NZ, PER,
PX, SEY e SRI

M 6 GPG, OR e PX

AUS_SAUS, CNI, COC, GPG, JC, MAL_CHG,
N 70 NZ, OR, PER, PX, SEY, SRI, WNA®@prdeste e
sudeste-sulhaplotipo 3 e 4 do presente estudo)
CHI, GPG, NZ e PER
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GPG esudestesul (haplotipo 5 do presente estudo)

ALD, MAL_CHG e SRI

PNG
C_ATL
GCA

SEY
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3.3 OCORRENCIA DE MACHOS E FEMEAS EM CADA REGIAO ESDADA

O sexo de 39 dos 58 cachalotes analisados foiifidexdb molecularmente, sendo 9
machos e 30 fémeas (28 adultas e 2 recém-nasdielad), sido encontradas 18 fémeas fora da
regido tropical (nordeste), todas na regido s@n@alhes e 11 bidpsias no talude). O sudeste
do Brasil e a Argentina ndo apresentaram fémeasaapmachos (Tabela 20).

Os machos foram amostrados em todas as regidedada (hordeste do Brasil n = 2,
sudeste do Brasil n = 3, sul do Brasil n = 1, eehtga n = 3), dos quais seis eram adultos
(sudeste do Brasil n = 2, sul do Brasil n = 1, geitina n = 3) e trés neonatos (nordeste do
Brasil n = 2, sudeste do Brasil n = 1).

Os espécimes machos adultos foram amostrados somemirimavera e verao, ja 0s
neonatos foram amostrados em todas as esta¢das,cen&retanto, os neonatos no sudeste-sul
ocorreram apenas na primavera e verao, enquamtordeste apenas no outono e inverno.

Estes resultados de 18 de 30 fémeas encontradagifia sul (fora da regiéo tropical
no nordeste), aliados as diferencas observadaar@dNidade genética (ver tabela 10) entre as
areas amostradas no ASO e ao pouco compartilhandenb@aplotipos entre as populacdes
estudadas, sugerem que os cachalotes do sudesteBrasil seriam uma unidade de manejo,
potencialmente isolada em termos reprodutivos dasad, indicando que ha pelo menos mais
de uma populacéo reprodutiva no ASO.
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Tabela 20.Identificacdo do sexo obtido molecularmente nagsstras de cachalot@liyseter
macrocephalusdo presente estudo. Sexo, categoria etaria dd@com o comprimento total
do individuo coletado, época do ano de coleta al lde coleta no oceano Atlantico Sul

Ocidental.Q: fémead': macho.

Identificacdo dos espécimes Sexo Caett%?igrla Epocadoano Local de coleta
AQUASIS 02C0410/281 Q Adulto Verao Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0412/307 Q Adulto Outono Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0410/308 Q Adulto Inverno Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0410/338 Q Adulto Verao Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0412/434 Q Adulto Primavera Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0410/495 Q Adulto Outono Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0410/530 Q Adulto Verao Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0410/532 Q Adulto Verao Nordeste do Brasil

BAH 1 Q Adulto Verao Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0412/280 Q Adulto Verao Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0410/477 Q Adulto Verao Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0412/348 Q Neonato Inverno  Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0411/564 3 Neonato Inverno  Nordeste do Brasil
AQUASIS 02C0411/542 3 Neonato Outono  Nordeste do Brasil

GEMM-Lagos 092 3 Neonato Primavera Sudeste do Brasil
GEMM-Lagos 001 d Adulto Verao Sudeste do Brasil
MN-UFRJ 54999 3 Adulto Verao Sudeste do Brasil

IA 1227 Q Adulto Primavera Sul do Brasil

IA 1230 Q Adulto Primavera Sul do Brasil

IA 1231 Q Adulto Primavera Sul do Brasil

IA 1224 Q Adulto Primavera Sul do Brasil

IA 1225 Q Adulto Primavera Sul do Brasil

IA 1226 Q Adulto Primavera Sul do Brasil

IA 1228 Q Adulto Primavera Sul do Brasil

IA 001 Q Adulto Outono Sul do Brasil

IA 002 Q Adulto Outono Sul do Brasil

IA 004 Q Adulto Outono Sul do Brasil

IA 006 Q Adulto Outono Sul do Brasil

GEMARS 1267 Q Adulto Verao Sul do Brasil
GEMARS 1275 Q Adulto Outono Sul do Brasil
FURG 21 Q Adulto Verao Sul do Brasil
PM 985 Q Adulto Primavera Sul do Brasil
GEMARS 1274 Q Adulto Outono Sul do Brasil
PM 512 Q Adulto Outono Sul do Brasil
FURG 17 Q Neonato Verao Sul do Brasil
GEMARS 1377 3 Adulto Veréo Sul do Brasil
CENPAT 2 3 Adulto Primavera Argentina
CENPAT 5 J Adulto Primavera Argentina
CENPAT 3 J Adulto Primavera Argentina
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Contudo, estes resultados devem ser observadoscaotala, jA que ainda se faz
necessario a determinacéo do sexo de 19 espécimes.
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4 DISCUSSAO

Esse estudo € o primeiro a avaliar a diversidatifeeenciacdo genética das populacdes
de Physeter macrocephaluso oceano Atlantico Sul Ocidental. A diversidadenética
mitocondrial encontrada para a espécie no AtlarigbOcidental esta distribuida em quatro
grupos genéticos pouco relacionados a areas gaagrabndo a regido do sudeste-sul do Brasil
uma diversidade genética singular e associada algg@m do oceano Pacifico, tida como a
mais proxima filogeneticamente dos cachalotes d@anfito Sul Ocidental (ALEXANDERet
al., 2016).

Os espécimes do nordeste apresentaram a menaidade nucleotidica e haplotipica
da espécie dentro ASO, inclusive ao se compararacegido da Argentina que teve a menor
amostragem. Além disso, comparando-se a diversiglewlética das regides do nordeste e do
sudeste-sul do Brasil e a costa da Argentina codeasis regides do mundo analisadas por
Alexanderet al (2016), a diversidade nucleotidica do presertelegoi maior (min: 0,001796
max: 0,002482), enquanto a diversidade haplotipnéa: 0,5128 e max: 0,8333) foi parecida.

Entretanto, mesmo a partir da inclusdo das amodaste estudo, o nivel conhecido
atualmente de diversidade da regido controladof2Ni&d mitocondrial dos cachalotes ainda é
um dos menores em relacao aos estudos anteriabslérr21).

Tabela 21.Diversidade genética mitocondrial para difereetgsecies de cetaceos. N: numero

de amostrasrt: diversidade nucleotidica.
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Espécie N 7 (%) Referéncia
Globicephala melas 643 0,35 Oremust al (2009)
Pseudorca crassidens 124 0,37  Chiverst al (2007)
Cephalorhynchus commersonii 196 0,40 Pimpeet al (2010)
Physeter macrocephalus 1.587 0,43 Alexanderet al. (2016)
Delphinapterus leucas 324 0,51 O’Corry-Crowet al (1997)
Orcinus orca 102 0,52  Hoelzedt al (2002)
Physeter macrocephalus 1.635 0,55 Presente estudo
Lagenorhynchus albirostris 122 0,56  Banguera-Hinestrogaal (2010)
Cephalorhynchus hectori hectori 318 0,79 Hamneet al (2012)
Globicephala macrorhynchus 150 0,87  Oremust al (2009)
Phocoenoides dalli 103 1,06 Hayanet al (2003)
Balaenoptera physalus 341 1,13  Bérubét al (1998)
Stenella attenuata 225 1,36  Escorza-Trevifet al (2005)
Balaenoptera musculus intermedia 183 1,40 Srembet al (2012)
Eubalaena australis 585 1,43  Carrolet al (2011)
Lagenorhynchus obscurus 153 1,63 Casseret al (2005)

Kogia breviceps 108 1,65 Chiverst al (2005)
Delphinus delphis 297 1,80  Miriminet al (2009)
Tursiops sp. 220 2,21  Kritzeret al (2004)

Fonte: Modificado de Alexandest al (2013).

De acordo com os resultados, ndo existe uma estgdin populacional genética
associado exclusivamente a determinadas latitualessta do oceano Atlantico Sul Ocidental,
visto que séo apresentados quatro grupos genéistobuidos por todas as regides.

Entretanto, entre os quatro grupos genéticos eramod no Atlantico Sul Ocidental,
um deles ocorre exclusivamente nos individuos gidioesudeste-sul, representando possiveis
diferencas geograficas nas populacdes. Em adicposgivel que a diferencas genéticas
observadas entre as populacdes do nordeste e dstesstil na costa brasileira seja devido a
estrutura social associada a separacao latitudasdhs populacdes pela filopatria das fémeas.
Estudos prévios demonstraram que além da filopatga cachalotes podem apresentar
caracteristicas préprias influenciadas por faterasfuncéo da complexa estrutura social dos
cachalotes, da especializacdo no uso dos recursggr@ducao (LYRHOLMet al, 1999;
ALEXANDER et al, 2012). Uma andlise temporal de encalhes indéicedisténcia de dois
padrbes distintos de nascimentos da espécie mal liimasileiro, enquanto na regido nordeste
0S neonatos foram registrados entre outono e inyemds regides sudeste e sul 0s registros
estdo todos concentrados entre primavera e vargerisdo uma demarcada sazonalidade dos
nascimentos. Os dados de diversidade genéticafeegi@ééncia de fémeas em cada regido

obtidos no presente estudo corroboram os dadoaldaddio de Townsend (1935), sugerindo a
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existéncia de uma populacao reprodutiva entre estac sul do Brasil diferente da populacao
do nordeste, tanto geneticamente quanto em terensazibnalidade reprodutiva.

Essas diferencas podem estar associadas a catézdsrile possiveis grupos sociais no
Atlantico Sul Ocidental (RAMOSt al, 2001), e também associadas as distintas corsdice
oceanograficas de cada uma das regides, como tatm@eda agua, visto que nas regiées norte
e nordeste a temperatura da superficie do mar sgmaestavel em aproximadamente 25°C,
enguanto nas regides sudeste e sul esta médiendertgura sé ocorre no fim da primavera e
durante o verao, periodo de nascimento observadegi@o. Isto poderia levar a formacao de
um grupo de cachalotes independentes no nordestgr@ na regidao sudeste-sul, os quais
devido a filopatria das fémeas levaria a diferegianas frequéncias génicas e ao surgimento
de um grupo diferenciado geneticamente apenasdestisul, 0 que também é evidenciado
pelos indices dést e Fsr.

Além disso, esta estruturacdo entre o nordeswudeste-sul da costa do Brasil poderia
estar relacionada com a corrente Sul Equatoriadad@no Atlantico, que se movimenta no
sentido Leste-Oeste na altura do Equador, e bHseco alcancar a costa nordestina brasileira.
A corrente que se desvia para o norte, € denomic@dente das Guianas com temperaturas
médias de 25°C (INPE), e a que se volta para cdsalcorrente do Brasil com temperaturas
médias de 15°C (INPE), enfatizando a variacdoatapératuras entre o nordeste e sudeste-sul.
Ao sul, o encontro da corrente do Brasil, que &gza tropical pouco densa, com a corrente
das Malvinas, mais densa, origina a regido denataifanvergéncia Subtropical do Atlantico
Sul, enquanto no nordeste ocorre uma zona de gé&sia, formando duas areas, uma ao
nordeste e uma ao sudeste-Sul, com alta produtigideldgica. Além do fator da temperatura
da &rea, a produtividade poderia estar levandoaapassivel estruturacao apesar de ndo haver
barreiras geograficas evidentes (WOOD, 1998; MATEL, 1999; MATTHIOPOULOS:t al,
2004).

As populagbes de cachalotes apresentam diferenbatanciais entre 0s oceanos em
termos de dialetos vocais, tamanho dos clas sdemiginos e propor¢do de neonatos dentro
dos grupos sociais (WHITEHEARt al, 2012; GEROet al, 2015), sugerindo que a
importancia dos grupos sociais femininos na didade genética pode variar de acordo com o
oceano, o que foi corroborado neste trabalho, gstas diferencas nos indicesidg e Fst
foram todas significativas entre os oceanos. Qteekude diferenga genética significativa entre
a populacdo do oceano Atlantico Sul Ocidental eopulacédo do Atlantico Norte é um
indicativo de uma reduzida dispersao de fémeag eagides geograficas distantes (entre os

oceanos ou entre 0s hemisférios norte e sul) bemo soa fidelidade ao seu sitio de nascimento
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(filopatria), (LYRHOLM & GYLLENSTEN, 1998; LYRHOLMet al, 1999; ENGELHAUPT
et al, 2009). Entretanto, as diferencas genéticas whdas foram maiores entre as regides
dentro de cada oceano, possivelmente devido @&agiatde grupos sociais.

Porém, € importante enfatizar que nesta espéaie cbao outras de cetaceos onde as
fémeas séo filopatricas ao seu sitio de nascimestaachos sdo os responsaveis pelo fluxo
génico entre as colbdnias reprodutivas (LYRHOLM &IGENSTEN, 1998; DUFAULTet al,
1999; LYRHOLM et al, 1999). Desta forma, devido a heranca matrilindar DNA
mitocondrial (AVISEet al.,, 1987), mesmo encontrando uma possivel estri@toiagpulacional
refletida na histéria evolutiva das fémeas, devarsdisar com cautela para nao negligenciar o
fluxo génico mediado pelos machos. Neste sentidonéinuidade deste estudo com a analise
combinada de multiploeci nucleares, como microssatélites, os quais refleteontribuicao
de machos e fémeas (heranca bi-parental) (HANCOC®99) nas populacbes, sera
fundamental para a realizagdo de uma inferéncenglknte sobre os processos atuantes sobre
0 genoma da espécie como um todo.

Com relacédo as analises demograficas, nao foi tdei'aima expanséao populacional
recente nos cachalotes do oceano Atlantico Sulddta] demonstrando que, apesar da espécie
como um todo ndo apresentar expansao populaciestd nceano, as populagdes residentes
estdo em uma possivel expansdo ou crescimentogoognal. Para o conjunto de dados
mundiais, Fs de Fu foi significativamente negatifaip que é um forte indicador de uma
expansao populacional mundial das linhagens feresénile cachalotes. Alexandral. (2016)
estimou o tempo de surgimento das populacdes thalcae em cada oceano, sugerindo que no
Pacifico esse evento ocorreu a aproximadament@®®@ufos antes do presente, 67.200 anos
no oceano Atlantico e a 94.000 anos antes do geeseroceano indico. Assim, a populagéo
ancestral do oceano indico ndo estaria em expamsdidlacional. Apenas a populacéo de
cachalotes do oceano Pacifico, por ter a expana&oratente, este fendbmeno estaria ainda em
andamento (ALEXANDERt al, 2016), além disso, a analise do Baps entreesos indicou
um grupo genético exclusivo neste oceano.

Este ultimo resultado foi corroborado pelas amedtia@aregido sudeste-sul do oceano
Atlantico Sul Ocidental, as quais seus cachalotessyiam haplétipos compartilhados
exclusivamente com regides do oceano Pacifico.pgibtigo E (haplétipos 3 e 4 do presente
estudo) foi compartilhado com as populacdes doeCGiblfo da Califérnia, Galapagos, Havai,
Costa japonesa, Nova Zelandia, Oregon, Peru, Pdpua-Guiné e Passagem do Pacifico, e 0

haplétipo JJ (haplétipo 5 do presente estudo)dmpmartilhado com Galapagos.
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A determinagao do sexo dos cachalotes das difereaggdes amostradas no Atlantico
Sul Ocidental foi essencial para compreendermoméandca de distribuicdo espacial nesta
regido, visto que a espécie possui diferencas mi@saentre os sexos (DILLON, 1996;
LYRHOLM & GYLLENSTEN, 1998; LYRHOLM et al, 1999; WHITEHEAD, 2003;
TOLEDO & LANGGUTH, 2009). A hipotese proposta sugdo a existéncia de populagdes
reprodutivas diferentes entre nordeste e sudebtdesBrasil foi confirmada pelo presente
estudo, quando se detectaram 18 fémeas fora deoregpical (nordeste) todas na regiao sul
(7 encalhes e 11 biopsias no talude).

A maior frequéncia de fémeas no Atlantico Sul Ocidk (30 fémeas e 9 machos)
também era esperada devido a distribuicdo espdiiedenciada da espécie, j& que os
individuos foram amostrados estdo entre as lagtd8e50°N e 40°S, com maior predominio
de fémeas adultas e neonatos de ambos o0s sexds, (FIg9).

Os espécimes machos adultos foram registrados $enmen primavera e verao,
possivelmente em fungdo do periodo de acasalam@nts, neonatos foram registrados em
todas as estacfes do ano, entretanto, os neonddasiaste-Sul ocorreram apenas na primavera
e verao, enquanto no nordeste ocorreram apenastowooe inverno, corroborando os dados
encontrados por Rames al (2001).

A particdo de populacdes em unidades menores podena influéncia importante em
muitos processos demogréficos e evolutivos, adsimse necessaria a identificacdo de tais
unidades para entender a biologia de uma espémimelar as estratégias mais adequadas para
a gestéo e a conservacao da mesma (PARSDAIS 2006). Mamiferos marinhos sdo capazes
de se deslocar por grandes distancias em um amaliget ndo possui limites geogréficos
evidentes, ainda assim, frequentemente exibem fultdidade a sitios de reproducdo ou
alimentacédo (WOOD, 1998; MATEt al, 1994; MATTHIOPOULOS:t al, 2004), sendo que
0s cachalotes sdo um grande exemplo disso.

A necessidade de identificar as subdivisbes de lpopes levou ao conceito de
"Unidades Evolutivamente Significativas" (ESUsjrniglésEvolutionarily Significative Unifs
gue sdo unidades definidas abaixo do nivel de Espgge devem ser priorizadas para protecao
(RYDER, 1986; MORITZ, 1994; CHANt al, 2006; HEDRICKet al, 2006; ROBALCet al,
2007; BOTTINet al, 2007). A amostragem de um grande namero de Eerentradas fora
da regido tropical no nordeste, além das difereabasrvadas de variabilidade genética entre
as areas amostradas no ASO e ao pouco compartib@mbe haplétipos entre as populacdes
estudadas, sugerem que os cachalotes do suded®Buasil seriam uma unidade de manejo,

potencialmente isolada em termos reprodutivos gailpQdo ocorrente na regido nordeste,
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indicando que ha pelo menos duas populacdes repraslino ASO. Sugerindo assim, duas
unidades de manejo para cachalotes no oceano idtasul Ocidental, apresentando
diferencas em seus indices de diversidade gerehiaplotipica, haplotipos, grupos genéticos,
época de nascimento, sazonalidade de encalhestathiabntretanto, é necessario verificar a
divergéncia significativa de frequéncia alélicaleni nuclear para comprovar que se tratam de
possiveis ESUs.

A maior ameaca para 0s cachalotes, a caca comext@lisiva, cessou, apesar de dez
cachalotes serem cacados anualmente pelo Japdauswizacdo do IWC Special Permit
(CLAPHAM et al, 2003). No entanto, uma série de outras ameagasdas dimensdes
permanecem, como o emaranhamento em redes e tiehgssca (HAASE & FELIX, 1994;
BARLOW & CAMERON, 2003), niveis elevados de contaarites em seus tecidos (O'SHEA,
1999; NIELSENet al, 2000) e ruidos submarinos (WATKINS al,, 1985; BOWLESet al,
1994). Além disso, as taxas maximas de aument@aojaslacdes de cachalotes sdo muito
baixas, possivelmente na ordem de 1% ao ano (WHEA}N 2002), evidenciando a
importancia da preservacao da espécie, e de ntadossque abranjam as caracteristicas de

cada populacao de cachalotes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo visou contribuir significativategrara ampliar as informacdes sobre
a diversidade genética e a possivel estruturagpajaulacdes de cachalotes ao longo da costa
brasileira e argentina, identificando duas possiuridades de manejo. Foi obtida uma melhor
compreensao dos padrbes de distribuicdo e esttéturpopulacional dos cachalotes no
Atlantico Sul Ocidental, sugerindo que os cachalstedistribuem por toda a costa do oceano,
mas apresentam diferencas entre o nordeste e ststgig na costa do Brasil. De acordo com
Eizirik (1996), é fundamental que se saiba o quatoespécies formalmente descritas
apresentam subdivisfes significativas em termogrgéoos, pois as possiveis diferencas
populacionais implicam em diferentes estratégiasm@dmejo e conservacdo ao longo da
distribuicdo da espécie. Dessa forma, sugere-sagjpepulacdes de cachalote do nordeste e 0
sudeste-sul na costa do Brasil merecam medidasotegfo diferentes e de acordo as ameacas
presentes em suas respectivas areas de ocorréngtiintico Sul Ocidental.

Este trabalho avaliou o padréo de distribuicdo@ape estruturacao populacional desta
espécie no Brasil e no oceano Atlantico Sul Ocmlebntribuindo para preencher a lacuna
que o Ministério do Meio Ambiente (MMA), por mei@sl Planos de A¢do Nacional para a
Conservacao dos Mamiferos Aquaticos (ICMBio, 20204;1b), destacou como uma das ac¢oes
prioritarias para a espécie no Brasil.

Por fim, ressalta-se a importancia de analists@$ucleares para compreender o fluxo
génico intermediado pelos machos (LYRHOLM & GYLLENSN, 1998; DUFAULTet al,
1999; LYRHOLMet al, 1999). A avaliacdo conjunta dos resultados obtalpartir da andlise
do DNA mitocondrial e dos microssatélites de camegbermitirdo testar a hipotese de que ha
estruturacdo populacional suficiente para proposi@ unidades de manejo, ou unidades

evolutivamente significativas, dentro da costaiteia.
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APENDICE A

Apéndice A. Mapa de baleacdo de cachalotes transcritas des lde registro de captura de

baleias por navios norte-americanos datados ded I820, entre os meses de abril a setembro.
Fonte: Townsend (1935).
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APENDICE B

Apéndice B.Mapa de baleacdo de cachalotes transcritas des lde registro de captura de

baleias por navios norte-americanos datados ded 7820, entre os meses de outubro a marco.
Fonte: Townsend (1935).
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APENDICE C

Apéndice C. Coordenadas e data de coleta dos espécimes dalatactPhyseter

macrocephalusdo presente estudo no oceano Atlantico Sul Otadlen

Identificacéo dos espécimes Latitude Longitude Datde coleta

IA 1221 -31,5850 -49,5050 14/12/2012

A 1222 -31,5850 -49,5050 14/12/2012

IA 1223 -31,5850 -49,5050 14/12/2012

A 1224 -30,2202 -47,6137 16/12/2012

IA 1225 -30,2180 -47,6039 16/12/2012

A 1226 -30,2399 -47,6282 16/12/2012

A 1227 -30,3152 -47,6647 16/12/2012

A 1228 -30,3625 -47,6671 16/12/2012

IA 1229 -30,4227 -47,6572 16/12/2012

A 1230 -30,4999 -47,6610 18/12/2012

IA 1231 -30,4999 -47,6610 18/12/2012

A 1232 -30,5111 -47,6623 18/12/2012

IA 001 -32,3160 -49,8753 24/05/2011

IA 002 -32,3203 -49,8816 24/05/2011

IA 004 -32,3855 -49,8741 24/05/2011

IA 005 -32,3708 -49,8784 24/05/2011

IA 006 -32,3618 -49,8714 24/05/2011
GEMARS 0570 -30,9737 -50,6759 17/01/1999
GEMARS 0941 -30,6152 -50,4155 22/01/2003
GEMARS 1267 -30,4272 -50,2983 28/12/2005
GEMARS 1274 -30,0552 -50,1537 13/05/2006
GEMARS 1275 -29,8790 -50,0700 16/06/2006
GEMARS 1377 -29,2005 -49,4306 27/01/2010
GEMARS 1427 -29,4849 -49,8360 17/12/2010
AQUASIS 02C0412/280 -03,1309 -39,1337 07/01/2006
AQUASIS 02C0410/281 -03,1715 -39,1123 24/12/2005
AQUASIS 02C0410/303 -03,1437 -39,1332 25/02/2008
AQUASIS 02C0412/307 -03,4290 -38,2821 11/06/2008
AQUASIS 02C0410/308 -03,4227 -38,2751 22/07/2008
AQUASIS 02C0410/338 -03,0633 -39,3038 13/03/2009
AQUASIS 02C0412/348 -02,5313 -41,1604 18/08/2009
AQUASIS 02C0412/434 -03,2818 -38,5545 27/10/2010
AQUASIS 02C0410/477 -03,0847 -39,2649 15/03/2011
AQUASIS 02C0410/495 -03,4632 -38,2552 12/06/2011
AQUASIS 02C0410/530 -03,2306 -39,0526 12/02/2012
AQUASIS 02C0410/532 -03,5951 -38,1351 16/03/2012
AQUASIS 02C0411/542 -03,4303 -38,3120 11/05/2012
AQUASIS 02C0411/564 -03,4319 -38,2358 11/09/2012
GEMM-Lagos 001 -22,9682 -42,0362 10/03/1999



GEMM-Lagos 092
FURG 16
FURG 17
FURG 18
FURG 14
FURG 15
FURG 21
FURG 20
FURG 19

GEMARS 0803
CENPAT 2
CENPAT 3
CENPAT 5
CENPAT 6
UFSC 1080

MN-UFRJ 54999

BAH 1
PM 512
PM 985

-22,5279
-32,4261
-32,4261
-33,0608
-33,3043
-33,3043
-33,3467
-33,3863
-33,1188
-29,1952
-43,2353
-42,2452
-45,5202
-41,0308
-28,4107
-22,9682
-14,5538
-26,2021
-26,1301

-41,9441
-52,2659
-52,2659
-52,5986
-53,0346
-53,0346
-53,8565
-52,9044
-52,6341
-49,4253
-65,0304
-64,1719
-67,2852
-62,4933
-49,0112
-42,0362
-39,0107
-48,3332
-48,3119

07/11/2005
22/01/2009
17/12/2009
06/12/2011
22/01/2009
22/01/2009
08/02/2012
11/01/2012
11/01/2012
26/05/2001
08/04/2010
20/07/2011
01/01/1986
25/06/2014
13/06/1989
10/03/1999
17/08/2016
03/06/2013
17/12/2016
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Apéndice D.Distribuicdo de amostras genéticas de cachaltiteadas em analises regionais.

Os roétulos brancos indicam areas incluidas no DN#aondrial. As amostras coletadas por

Alexanderet al (2016) foram agregadas em conjunto dentro dekBO@8e outra amostra. Isso

criou as areas regionais localizadas mostradasetésgulos. Amostras adicionais de DNA
mitocondrial incluidas em analises provenientesstedos anteriores em escalas espaciais
semelhantes séo circundados. Os rétulos cinzerdetam regides nao incluidas nas andlises

regionais devido ao pequeno tamanho das amostriastamto foram incluidas neste estudo.

Fonte: Alexanderet al (2016).



