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Resumo

A influéncia antropogénica nas espécies de cetaceos, nomeadamente através
da interacgcdo com as pescas (exploragédo directa ou acidental), polui¢cdo e
degradacdo de habitat, tem-se revelado uma ameaga a integridade das
populagbes selvagens de cetaceos a nivel mundial. Para legislagdo de
proteccdo dos cetaceos torna-se necessario conhecer as populagbes em
termos genéticos (estrutura e diversidade), a sua ecologia (abundancia,
distribui¢cao, taxas de sobrevivéncia, reprodugao, mortalidade e migragao) e
morfologia, bem como o impacto das actividades humanas sobre essas
espécies, dados desconhecidos para muitos dos cetaceos que ocorrem em
Portugal. Abordando apenas uma das areas que se torna essencial conhecer
relativamente a estas espécies para posterior aplicagdo em estratégias de
gestdo e conservacao, o presente estudo avaliou o nivel de estruturagéo e
variabilidade genética de golfinho comum de bico curto (Delphinus delphis) no
centro/norte de Portugal, através da anadlise da regido controlo mitocondrial
de animais arrojados nesta area. Dentro desta populagdo, com intengao de
determinar o impacto causado pelas capturas acidentais destes animais em
artes de pesca, com base nos dados obtidos, foi avaliada a existéncia de
relagbes entre as capturas acidentais e a estrutura social, analisando as
relagdes entre haplétipos dos animais capturados.

Numa andlise global, com o objectivo de detectar relagdbes com populagdes
de outras regides e identificar a origem destes animais, sera realizada uma
comparagdo da populagdo de Portugal centro/norte com sequéncias
provenientes do Agores, Canarias, Mar Negro e Pacifico.

A analise de varidncia molecular (AMOVA) revelou a inexisténcia de
estruturagao populacional desta espécie na costa centro/norte de Portugal,
sugerindo um elevado fluxo genético entre os individuos. Apés uma andlise
global, observou-se que a populacdo da area de estudo se enquadra numa
populagao Unica a nivel do Oceano Atlantico, uma vez que nao houve
diferenciagcdo genética entre as populagdes atlanticas analisadas, sendo a
populagao do Pacifico a Unica significativamente divergente.

A analise da informagao existente a priori sobre os arrojamentos (ano, més,
localizacdo, sexo do animal, estado de decomposi¢cao do corpo e indicio de
captura acidental) em conjugacdo com os dados genéticos obtidos permitiu
sugerir relagdes de parentesco, possivelmente mais fortes que a partilha de
linhagem materna, sendo também reforgadas as hipéteses existentes sobre a
organizagao social desta espécie. Todos os resultados sao relacionados com
dados existentes sobre capturas acidentais por arte de pesca, de modo a
alertar sobre a importdncia da definicdo de estratégias de gestdo e
conservagao, bem como sobre a implementagdo de medidas de mitigagao
para apoiar a sustentabilidade de cetaceos.
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Abstract

The influence of human activities on cetacean species, including interaction
with fisheries (direct exploitation or bycatch), pollution or habitat degradation,
is considered one of the major threats to cetacean populations worldwide. In
order to implement legislation on cetacean protection, it is necessary to obtain
data on population genetics (structure and diversity), ecology (abundance,
distribution, rates of survival, reproduction, mortality and migration) and
morphology. It is also necessary to assess the impact of human activities on
these wildlife species. However, such data are unavailable for most of the
cetacean species occurring in Portugal. Therefore, the present study assessed
the level of genetic population diversity and structure of short-beak common
dolphin (Delphinus delphis) in the center/north region of Portugal, by analysing
the mitochondrial control region of animals stranded in that geographic area,
thus focusing on an essential subject to any management and conservation
strategy. In this population, the relations between haplotypes of the studied
animals were investigated, aiming at assessing relationships between
accidental captures of common dolphin and their social structure thus
determining the impact of bycatch on the population in the study area.
Furthermore, in a global analysis, samples from center/north of Portugal were
compared with those from Azores, Canary Islands, Black Sea and Pacific
populations in order to investigate the genetic relation between different
populations and identify the origin of these individuals.

The analysis of the molecular variance (AMOVA) revealed the absence of
population structure in Delphinus delphis occurring in the center/north coast of
Portugal, suggesting a high genetic flow between individuals. Overall data lead
to the hypothesis that the center/north Portuguese population is a part of a
single population occurring in the Atlantic Ocean. In fact, there was no genetic
differentiation between the Atlantic regions analysed, the only significantly
divergent population being that from the Pacific.

By integrating data on stranded animals (year and month of stranding,
geographic location, sex, state of decomposition of the body and signs of
bycatch) with the genetic data, parental relationships between some
individuals were suggested, which were probably stronger than a maternal
lineage. The results also reinforced the hypothesised social organization of
this species. All results were compared with available data on common dolphin
bycatch in the Atlantic Ocean, thus emphasising the need to define
management and conservation strategies, as well as to implement mitigation
measures to support the sustainability of wildlife cetacean populations.
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Siglas e Terminologia

ADN - Acido desoxirribonucleico, em substituicdo da sigla inglesa “DNA”.

AFLP - Sigla derivada da terminologia inglesa “Amplified fragment length polymorphism?”,
cuja traducao sera Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado.

Afunilamento — Fenémeno de efeito gargalo, reducdo acentuada do tamanho efectivo de
uma populacao. Adopta-se este termo em substituicdo do termo inglés “bottleneck”.

ARN - Acido ribonucleico, em substituicio da sigla inglesa “RNA”.

Atribuicdo - Em substituicdo do termo inglés “assignment”, como por exemplo em
“assignment tests”.

“Boleia” genética - Processo pelo qual um alelo ou mutagdo neutral ou, em alguns casos
deletéria, se pode espalhar ao longo do pool genético devido ao facto de estar ligado a
uma mutagao benéfica. Adopta-se este termo em substituicao do termo inglés “ genetic
hitchhiking”.

CTAB — Brometo de Cetiltrimetilaménio.

Deslizamento da polimerase - Relativo ao mecanismo de mutagao cuja designagao inglesa é
“polymerase slippage”.

Haplogrupo - Um grupo de haplétipos relacionados entre si.

Haplétipo - Variagdes das sequéncias de ADN mitocondrial dentro de um individuo.

Heteroplasmia - Referente a presenca de diferentes tipos de ADN mitocondrial na mesma
mitocondria, célula ou individuo.

ISM - Sigla derivada da terminologia inglesa “infinite site model”, cuja traducdo podera ser
modelo com numero infinito de sitios.

Iniciador - Em substituicdo do termo inglés “primer”, utilizado para definir a sequéncia
oligonucleotidica iniciadora utilizada na reaccao de amplificacdo em cadeia da
polimerase

PCR - Sigla derivada da terminologia inglesa “Polymerase Chain Reaction”, cuja traducao
serd Reacgao em Cadeia da Polimerase.

Pool genético - Conjunto completo de alelos Unicos que podem ser encontrados no material
genético de cada um dos organismos vivos de uma espécie ou populagao.

Stock — Este termo consiste na unidade populacional utilizada para definicao de estratégias
de gestdo. De um modo geral, aceita-se a existéncia do stock genético, como
populagcées naturais que se encontram estruturadas em populagbes locais que
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funcionam como unidades isoladas com pouca ou nenhuma troca genética entre si, e
do stock fenotipico ou ambiental, como unidades que apesar de ndo apresentarem
diferenciacao genética entre si, adaptaram-se separadamente aos respectivos habitats,
consoante a técnica utilizada para definir este agrupamento.

Transmissdo acidental paterna - Transmissao acidental de mitocdndrias paternas durante a
fertilizacdo. Adopta-se este termo em substituicao do termo inglés “parental leakage”.
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Capitulo 1 Introducao







1.1. O golfinho comum e a sua ocorréncia em Portugal

1.1.1. Caracterizacao taxonémica

O golfinho comum de bico curto (Delphinus delphis) € um mamifero social
pertencente a Ordem Cetacea. Existe ainda alguma controvérsia relativamente a taxonomia
deste género, uma vez que as variagbes geograficas existentes sugerem uma grande
diversidade de espécies. No entanto, estudos baseados na comparacao de sequéncias
mitocondriais (Rosel et al., 1994; LeDuc et al, 1999; Amaral et al., 2007) e marcadores
nucleares (Kingston & Rosel, 2004; Natoli et al., 2006) foram desenvolvidos de modo a tentar
desvendar a relacdo genética entre os morfotipos do género Delphinus - o golfinho comum
de bico curto (D. delphis) e o golfinho comum de bico comprido (D. capensis) - ja descritos
anteriormente por outros autores (Heyning & Perrin, 1994). Um estudo filogenético do género
Delphinus, baseado na analise da regiao controlo do ADN mitocondrial, demonstrou que nao
havia partilha de haplétipos entre os dois morfotipos, sendo sugerido que a divergéncia
genética nucleotidica (1,1%) associada as variagdes morfoldgicas existentes, poderiam
representar diferentes espécies, com monofilia reciproca (Rosel et al., 1994). No entanto,
outros estudos genéticos da familia Delphinidae, assentes na analise do citocromo b
mitocondrial (LeDuc et al., 1999; Amaral et al., 2007) e em marcadores nucleares (Kingston
& Rosel, 2004), demonstraram que as espécies ndo eram reciprocamente monofiléticas,
indicando uma divergéncia genética muito recente. A acrescer a estes resultados, Natoli et
al. (2006) sugerem que o baixo nivel de diferenciagdo genética verificada ao longo da vasta
area geografica estudada, conjuntamente com as variagbes morfoldgicas verificadas,
poderéo ser derivadas de adaptagdes locais, em vez de diferenciacao filogenética. Apesar
de toda a controvérsia, é assumido pelos taxonomistas e pela maioria dos estudos
realizados com o género Delphinus, que este apresenta duas espécies, D. delphis e D.
capensis.

1.1.2. Distribuicao

A espécie golfinho comum de bico curto (doravante denominada apenas como
golfinho comum) apresenta uma vasta distribuicdo, ocorrendo em &guas temperadas e



tropicais de todos os oceanos e alguns mares, em simpatria com o golfinho comum de bico
longo (Bearzi et al., 2003) (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa de distribuicdo do género Delphinus. (Adaptado de Perrin, 2002).

O golfinho comum é uma das espécies mais numerosas do Nordeste Atlantico, sendo
frequentemente avistado nas zonas costeiras europeias (Lopez, 2003; Reid et al., 2003;
Silva & Sequeira, 2003; Lopez et al., 2004; Wall et al., 2006; Ferreira, 2007). De notar que,
estudos de morfologia (Westgate, 2007), genética (Natoli et al., 2006), ocorréncia e
abundancia (Waring et al., 2007) sugerem que apenas existe a espécie Delphinus delphis no
Atlantico.

De acordo com Natoli et al. (2006), a analise genética mitocondrial e nuclear de
diferentes populagbes desta espécie apresentou pouco ou nenhum nivel de divergéncia
genética entre populagcdes do mesmo lado do oceano, o que pode evidenciar um grande
nivel de fluxo genético entre si, reflectindo a grande mobilidade desta espécie e a sua
estrutura social fluida. No entanto, alguns estudos sugerem diferenciacdo entre as
populacdes de Delphinus delphis no Oceano Atlantico. A analise da regidao controlo e do
citocromo b mitocondrial de populagdes do Atlantico (Escécia, Espanha e Portugal) permitiu
detectar um grupo muito divergente das restantes amostras, sendo indicadas como
hipdteses para este resultado a possibilidade de serem linhagens divergentes que evoluiram
independentemente, subespécies ou eventos de hibridacdo introgressiva (Amaral et al.,
2007). De igual modo, um estudo morfoldégico baseado nas caracteristicas cranianas desta
espécie, indicou algum nivel de diferenciacdo nas populacées do Atlantico, principalmente
individuos de Portugal que apresentavam segregacao relativamente a outras areas (Murphy
et al., 2006)



Na costa portuguesa, o golfinho comum esta presente durante todo o ano, no entanto
aparenta ter uma distribuicdo mais abundante nas regides Norte e Centro. Ferreira (2007)
verificou que esta espécie apresenta a frequéncia de arrojamentos mais elevada (63,9%) na
zona centro/norte do pais, o que demonstra que este podera ser o cetaceo mais abundante
nessa regiao, tal como ja havia sido referido por Silva & Sequeira (2003). Alguns estudos
sustentam a hipétese de que a sua distribuicdo estd dependente do movimento e da
disponibilidade das suas presas, que consistem em peixes pelagicos, cefaldopodes e
crustaceos (Morizur et al., 1999; Silva, 1999; Lopez et al., 2004).

1.1.3. Organizacao social

Cré-se que os grupos de golfinho comum sdo compostos por individuos
provavelmente relacionados entre si (Evans, 1994; Schaffar-Delaney, 2004). No geral,
alguns estudos sugerem a existéncia de trés tipos de grupos dentro das sociedades de
cetaceos: “escolas” que incluem apenas fémeas, gravidas ou lactantes com as suas crias;
grupos mistos dos dois sexos e todas as idades e grupos de machos compostos apenas por
machos imaturos ou por machos de todas as idades (Moller et al., 2001; Silva & Sequeira,
2003; Schaffar-Delaney, 2004).

Tal como a maioria das espécies oceanicas é provavel que o golfinho comum coabite
numa sociedade de fissdo-fusdo, onde a composicdo dos grupos varia diariamente, mas
mantém associagées a longo prazo e subgrupos funcionais (Moller et al., 2001, 2006).
Aparentemente, estas divisdes funcionais e segregacdo sexual e/ou etaria ocorre em
diversas populagbes e espécies de golfinhos (Perryman & Lynn, 1994; Escorza-Trevino &
Dizon, 2000; Moller et al., 2001, 2006; Silva & Sequeira, 2003; Martin & Silva, 2004; Natoli et
al., 2005) e baleias (Lyrholm et al., 1999; Gowans et al., 2001). Varios estudos sugerem a
ocorréncia de segregacdo sexual, quer através da formagao de “escolas” compostas por
fémeas e crias onde s6 surgem machos adultos na época de acasalamento, quer através da
utilizagdo de diferentes habitats (O'Corry-Crowe et al., 1997; Baird & Whitehead, 2000;
Christal & Whitehead, 2001; Gowans et al, 2001; Martin & Silva, 2004; Moller &
Beheregaray, 2004; Murphy et al., 2005; Westgate & Read, 2007). No entanto as razdes
para este tipo de segregacdo sao ainda desconhecidas, apesar de poder dever-se a
competicdo masculina, a tentativa de evitar endocruzamentos e a competigcao pelos mesmos

recursos (Greenwood, 1980; Handley & Perrin, 2007).



Na maioria das espécies de cetaceos, o cuidado das crias € uniparental, sendo uma
funcdo exclusivamente desempenhada pelas fémeas, pelo que é provavel que estas
exercam um papel fundamental na estrutura social das populacdées de golfinhos e baleias
(Schaffar-Delaney, 2004). No entanto, as relagdes progenitora-cria € a organizagao social de
Delphinus delphis ainda sao pouco conhecidas, uma vez que 0S poucos estudos
relacionados com a reproducdo desta espécie incidiram sobre a sazonalidade da época
reprodutiva e as caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas (Murphy et al., 2005; Danil &
Chivers, 2007; Westgate & Read, 2007).

Apesar dos diversos estudos recentes relativos ao golfinho comum, existe ainda
auséncia de conhecimento acerca de caracteristicas ecoldgicas, genéticas e demogréficas,
bem como sobre o impacto das actividades humanas nesta espécie, que podem, de uma

maneira geral, afectar fortemente a sua sustentabilidade e sobrevivéncia.
1.2. Actividades humanas e a conservacao dos cetaceos

A influéncia antropogénica nas espécies de cetdceos, nomeadamente através da
interaccdo com as pescas (exploracdo directa ou captura acidental), da poluicdo e da
degradacdo do habitat, tem-se revelado uma ameacga a integridade e a viabilidade das
populacdes selvagens de cetaceos a nivel mundial (Bearzi et al., 2003; Lopez et al., 2003;
Reeves et al., 2003; Silva & Sequeira, 2003; Baker et al., 2006).

Tendo em consideragdo as ameagas a que os mamiferos marinhos estao expostos
em aguas europeias, a Directiva Habitats (92/43/EEC) decreta a protecgao estrita para todos
os cetaceos e exige a definicdo de Areas Especiais de Conservagdo para o roaz corvineiro
(Tursiops truncatus) e o bbéto (Phocoena phocoena). A implementacao desta legislacéo e
consequente definicdo de areas de protec¢cdo marinhas, implica o conhecimento de varios
aspectos da ecologia populacional das espécies (abundancia, estrutura, distribuicdo, taxas
de sobrevivéncia, mortalidade, reproducado e migragao, genética, morfologia) e do impacto
das actividades humanas sobre essas espécies (Hastie et al., 2003; Reid et al., 20083;
Canadas et al., 2005). Na costa continental portuguesa, a informacao referente a cetaceos é
limitada em termos de ecologia, ndo existindo dados fidedignos sobre as taxas de
mortalidade das diversas espécies (quer natural quer resultante de factores antropogénicos),
0 que resulta na classificacdo de “Insuficientemente Conhecidas” para muitas espécies
(Cabral et al., 2006; IUCN, 2006). Tal situagado dificulta a implementagdo das diversas



directivas da Uniao Europeia e de Planos de Conservacdo e Gestdo. Em termos
conservacionistas, em Portugal, o golfinho comum foi classificado com o estatuto de “Pouco
preocupante” (Cabral et al., 2006; IUCN, 2006), estando, em termos internacionais, incluido
no Apéndice |l das Convengbes CITES e Berna e no Anexo |V da Directiva Habitats.

As capturas acidentais de pequenos cetaceos em artes de pesca constituem um
problema mundial, sendo apontada por muitos autores como uma ameaca a integridade das
populacdes de cetaceos existentes (Silvani et al., 1999; Spencer et al., 2000; Lépez et al.,
2002; Read et al., 2006; Ferreira, 2007). As redes de emalhar e o arrasto pelagico sao
responsaveis pela maioria da mortalidade acidental de cetaceos, tendo ja sido descritos nos
diversos estudos referentes a interacgdo dos cetaceos com a pesca (Tregenza et al., 1997;
Morizur et al., 1999; Silva et al., 2002; Kaschner, 2003; Lépez et al., 2003; Zollett &
Rosenberg, 2005; Ferreira, 2007; Wise et al., 2007).

Na legislagao portuguesa, a protecgéo de cetaceos é contemplada pelo Decreto-Lei
n°263/81, de 3 de Setembro, que proibe a captura intencional, transporte e morte destes
animais em aguas portuguesas e pela transposicao da Directiva Habitats para a legislagao
portuguesa (Decreto-Lei 140/99, de 24 de Abril com a redac¢do dada pelo Decreto-Lei
49/2005 de 24 de Fevereiro). No entanto, apesar de existir pouca informagdo sobre a
interaccao cetaceos-pesca nas aguas continentais portuguesas, os registos de arrojamentos
e os relatos dos pescadores indicam que ocorrem inimeras capturas acidentais e uma
mortalidade consideravel de cetaceos (Sequeira & Ferreira, 1994; Silva et al., 2002; Lépez et
al., 2003; Silva & Sequeira, 2003; Ferreira, 2007; Wise et al., 2007). Ferreira (2007) realizou
um estudo sobre ocorréncia e captura acidental de pequenos cetaceos na costa centro e
norte de Portugal, através da andlise de animais arrojados, com metodologia padronizada
utilizada também por outras redes de deteccao de arrojamentos europeias. Com este estudo,
concluiu que dos animais observados, 55% apresentavam evidéncias de captura acidental e
11% provavelmente morreram devido a captura acidental em artes de pesca.

Relativamente ao golfinho comum, tanto nas pescarias de Portugal continental como
nas da Galiza, esta espécie parece ser a principal vitima de captura e mortalidade
acidentais, j& que dos animais analisados por Ferreira (2007), cerca de 61% apresentavam
vestigios de captura acidental, enquanto que Lépez et al. (2002) registaram que cerca de
23% dos golfinhos comuns arrojados na costa galega resultavam de capturas acidentais. A
causa mais provavel destas capturas acidentais parece ser a competigao directa ou indirecta

entre os mamiferos marinhos e as diferentes artes de pesca pelas mesmas espécies



(Morizur et al., 1999; Silva et al., 2002). O golfinho comum é identificado como um predador
oportunista, isto é, alimenta-se das presas mais abundantes (Silva, 1999). Estudos
realizados demonstram que a sardinha (Sardina pilchardus), principal espécie-alvo da pesca
de cerco, € uma das principais presas do golfinho comum nas aguas portuguesas e que
outras espécies de peixes pelagicos que se encontram distribuidos pela area de actividade
das artes de pesca fazem parte da composicao da dieta de varias espécies de cetaceos que
ocorrem na costa portuguesa (Silva, 1999).

O impacto das capturas acidentais nas popula¢des de golfinho comum em Portugal é
desconhecido pelo que se torna fundamental a realizagcdo de estudos relacionados com a
sua distribuicdo, abundancia, reprodugao e genética, de modo a conseguir quantificar esse
impacto e assim poder contribuir para a sustentabilidade desta espécie. Apesar de ser uma
das espécies mais abundantes da costa portuguesa e aguas europeias (Lopez, 2003; Reid et
al., 2003; Silva & Sequeira, 2003; Lopez et al., 2004; Wall et al., 2006; Ferreira, 2007), o
desconhecimento acerca das suas taxas reais de mortalidade, quer natural quer devido a
accao humana, nao permite avaliar a sustentabilidade desta espécie a longo prazo.

1.3. Ecologia molecular como ferramenta de conservacao e gestao

O aumento do impacto das actividades humanas nos ecossistemas marinhos
conduziu a necessidade de estabelecer estratégias eficientes de gestdo e conservacao
relacionadas com os mamiferos marinhos. Para tal, tornou-se fundamental o
desenvolvimento de ferramentas apropriadas para compreender as relagdes populacionais
em cetdceos e para caracterizar processos demograficos que influenciam a sua
sobrevivéncia, sendo que essa informagdo € praticamente inexistente para a maioria das
espécies. A utilizacdo de marcadores genéticos de ADN nuclear e mitocondrial como
ferramentas de apoio a tomadas de decisdo em gestdo e conservagédo da vida selvagem,
tem proliferado nos ultimos anos, ja que permite inferir sobre a ecologia das espécies, bem
como determinar o grau de estruturagdo de populagbes, a frequéncia de fendmenos
migratorios, o fluxo genético, o afunilamento demogréfico, a redu¢éo do tamanho efectivo de
uma populagao, tendo ainda aplicagoes forenses, tais como o rastreio de pescas ilegais
(Rosel & Rojas-Bracho, 1999; Pichler & Bacher, 2000; Chivers et al., 2003; Cerchio et al.,
2005; Lang et al., 2005; Segura et al., 2006; Mendez et al., 2007).



Para determinar os processos demograficos que poderao influenciar a sobrevivéncia
de uma populacdo, torna-se imprescindivel obter dados relativos a reproducado, além de
informacgdes relativas a taxa de mortalidade e sobrevivéncia. Para tal, uma das possiveis
aplicagbes de marcadores moleculares é o estudo da estrutura social e dos sistemas de
acasalamento. Diversos estudos foram desenvolvidos numa tentativa de definir e ampliar
conhecimentos sobre os comportamentos e as estratégias sexuais adoptadas pelos
cetaceos, bem como sobre o sucesso reprodutivo das espécies (Cerchio et al., 2005; Lang et
al., 2005). Um exemplo da utilizagdo da ecologia molecular para a conservagao de espécies
consiste num estudo de paternidade de baleia cinzenta (Eschrichtius robustus), uma espécie
em perigo de extingédo, devido em grande parte, ao baixo sucesso reprodutivo das fémeas.
Assim, através da aplicacdo de microsatélites, Lang et al. (2005) pretenderam determinar
qual o sucesso reprodutivo dos machos. Apesar desta andlise nao ter permitido alcangar a
totalidade dos objectivos do estudo, os autores enfatizaram a importancia de identificar os
locais de reprodugdo desta espécie e implementar medidas de conservagdo para estes
locais. Um estudo de paternidade em baleia de bossa (Megaptera novaeangliae), realizado
com 13 microsatélites, demonstrou a existéncia de poliginia como sistema de acasalamento
nesta espécie, mas sem a variagdo na taxa de sucesso reprodutivo caracteristica deste tipo
de sistema de acasalamento, devido a enviesamento no racio sexual (Cerchio et al., 2005).
Existem ainda outros estudos de ecologia molecular que apoiam a definicdo de ecdtipos e
possivel divergéncia genética de cetaceos, importantes para a definicdo e implementacao de
areas de proteccdo marinhas (Segura et al., 2006; Mendez et al., 2007; Quérouil et al.,
2007).

Tal como referido anteriormente, uma das maiores ameacgas enfrentadas pelos
cetaceos sdo as capturas acidentais em artes de pesca. Chivers et al. (2003) pretenderam
comprovar através da analise de ADN mitocondrial se haveria estrutura social na populagao
de golfinho comum numa area de gestdo do Pacifico Norte, onde esta espécie sofre
elevados niveis de captura acidental. Estes autores sugeriram, apesar da pequena amostra,
que aparentemente existem diferencas na populagdo, propondo um estudo mais
aprofundado de modo a apoiar a definicdo de mais unidades de gestdo, nessa regido. Um
outro estudo desenvolvido sobre o golfinho franciscana (Pontoporia blainvillei), uma espécie
ameagada do Norte da Argentina que sofre elevados niveis de capturas acidentais permitiu a
aplicagado de ferramentas genéticas (andlise da regiao controlo do ADN mitocondrial) para
compreender a estrutura populacional, migracdo e dispersdo sexual nesta populagao



(Mendez et al., 2007). O mesmo estudo avaliou também o potencial impacto genético e
demografico das capturas acidentais, de modo a possibilitar a definicdo de uma area de
proteccao para esta espécie. De igual modo, foram analisadas sequéncias da regiao controlo
mitocondrial de golfinho de Hector (Cephalorhynchus hectori), uma espécie descrita como
vulneravel, devido a associacdo de baixas taxas reprodutivas e pequenas populacdes
fragmentadas (e possivel endocruzamento) com capturas acidentais em artes de pesca ou
poluicdo (Pichler & Baker, 2000). Neste estudo, os autores estabelecem uma previsdo de 20
anos para a perda total da variedade do ADN mitocondrial, se ndo forem tomadas medidas
de gestao e conservagao. Rosel & Rojas-Bracho (1999) estudaram a variabilidade genética
da regido controlo do ADN mitocondrial de vaquita (Phocoena sinus), uma espécie em perigo
de extingdo. Tendo detectado que nao existia qualquer tipo de polimorfismo nesta regido do
ADN, como consequéncia de um possivel forte afunilamento ou efeito fundador por altura da
formacdo da espécie seguido por redugdo do tamanho da populagdo, os autores
recomendaram a utilizacdo desta informacdo para o estabelecimento de decisGes de
conservagao para recuperacao desta espécie rara. Natoli et al. (2007), realizaram um estudo
sobre o impacto genético das redes de captura de tubardes na Africa do Sul na populagéo
costeira e oceanica de uma espécie de roaz presente no indico e Pacifico (Tursiops
aduncus), através da analise de marcadores mitocondriais e nucleares. Estes autores
concluiram que, considerando as elevadas taxas de captura acidental nestas redes,
juntamente com o baixo nivel de diversidade genética e com as evidéncias de possivel
diferenciacdo genética entre populagcbes costeiras, seria aconselhavel retirar as redes de
capturas de tubardes, principalmente na zona norte da area de estudo, onde ocorre maior
diferenciacao genética entre as populacdes costeiras de Tursiops (Natoli et al., 2007).

Outro exemplo da aplicagdo de técnicas moleculares na conservagao e gestdo de
cetaceos consiste em estudos relacionados com a pesca e venda ilegal das espécies. Num
estudo de estrutura populacional realizado em populagdes oceénicas e costeiras de roaz
corvineiro (Tursiops truncatus), através da andlise de ADN mitocondrial, conjuntamente com
dados morfolégicos, Segura et al. (2006) chegaram a conclusdo que na Califérnia existem
diferencas nestas populacdes, talvez devido ao isolamento recente ou ao fluxo genético,
sendo importante esta informagéo para apoiar medidas de decisé&o de gestao e conservacgao,
uma vez que a procura por esta espécie protegida nos mercados mexicanos esta a
aumentar. Um outro estudo, baseado na andlise de sequéncias da regidao controlo e do
citocromo b mitocondrial, teve como objectivo a deteccdo de venda ilegal de carne de
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cetaceos em mercados coreanos, proveniente de capturas acidentais (Baker et al., 2006),
sendo a andlise de carnes de cetadceos comercializadas ilegalmente em mercados, o

objectivo de diversos estudos descritos em Dizon et al. (2000).

1.4. Caracteristicas dos marcadores moleculares

1.4.1. ADN mitocondrial

Os marcadores de ADN mitocondrial tém tido uma vasta utilizacdo em estudos
evolutivos, filogenéticos e populacionais. Isto deve-se, em parte, ao facto de apresentarem
um elevado numero de copias por célula e a sua localizagdo extra-nuclear, o que permite
obter melhores resultados que o ADN nuclear em amostras degradadas (como é,
geralmente, o caso das amostras provenientes de cetaceos arrojados) e também em
amostras de dificil extraccdo como é o caso dos pélos, unhas ou ossos (Carracedo et al.,
2000; Pakendorf & Stoneking, 2005). No entanto, as copias de ADN mitocondrial podem néo
ser idénticas, permitindo a existéncia de diversos tipos de ADN mitocondrial no mesmo
individuo (heteroplasmia) (Carracedo et al., 2000), o que pode dificultar alguns estudos
populacionais. Existem teorias sobre a heteroplasmia mitocondrial referindo que o fenémeno
talvez se possa dever a mutagoes somaticas de um individuo, heteroplasmia dos 6ocitos ou
a transmisséo acidental de mitocéndrias paternas durante a fertilizacao (Kvist et al., 2003).
Avise (1991) concluiu, apds avaliacao de alguns estudos de homoplasmia em populacdes
naturais, que a heteroplasmia normalmente resulta de muta¢cdes dentro da linhagem
feminina, em vez da transmissdo acidental paterna e que o estado heteroplasmico tem
pouca duracdo evolutiva. Estas diferencas nas teorias relacionadas com a heteroplasmia
devem-se, em parte, a controvérsia gerada sobre a possivel intervencado paterna na
transmissao mitocondrial a descendéncia. Uma caracteristica vantajosa do ADN mitocondrial
consiste na sua transmissdo exclusivamente materna, ou seja, exceptuando possiveis
mutacoes, as sequéncias de ADN mitocondrial sdo semelhantes para todos os individuos
relacionados maternalmente, permitindo a definicdo de linhagens, sublinhando os ancestrais
maternos de uma populagdo, sem a confusa intervencdo de dados biparentais ou
recombinagdo, como descrito por alguns autores (Lansman et al, 1983; Avise, 1991;
Carracedo et al., 2000; Pakendorf & Stoneking, 2005). Assim, cada tipo de ADN mitocondrial
€ definido como uma sequéncia (hapl6tipo) e é tratado como um locus (Carracedo et al.,
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2000). No entanto, estes pressupostos - heranca exclusivamente materna e inexisténcia de
recombinacdo — tém causado alguma controvérsia. Alguns estudos animais e humanos
defendem que nao deve ser totalmente excluida a hipétese de que os machos tenham uma
pequena contribuicdo de ADN mitocondrial para a descendéncia, sugerindo diversas teorias
para a sua explicacao (Kondo et al., 1990; Avise, 1991; Schwartz & Vissing, 2002; Kvist et
al., 2003; Zhao et al., 2004; Sherengul et al., 2006).

De igual modo, foram ja descritos estudos que demonstram a possibilidade de
ocorréncia de recombinacdo de ADN mitocondrial paterno e materno tanto em humanos
(Ladoukakis & Eyre-Walker, 2004) como em animais (Ladoukakis & Zouros, 2001; Hoarau et
al., 2002; Piganeau et al., 2004), sublinhando a existéncia de uma recombinase funcional
nas mitocdndrias (Pakendorf & Stoneking, 2005). No entanto, ainda ndo € conhecido o
mecanismo através do qual as mitocondrias se fundem e trocam material genético, sendo de
referir que, na auséncia de transmissao paterna e de sequéncias de ADN heteroplasmicas
(processos tidos como raros, ainda), qualquer evento de recombinagdo resultaria em
sequéncias semelhantes a original, ou seja, novos haplé6tipos sdo formados apenas na
presenca de sequéncias heteroplasmicas ou transmissao paterna (Hoarau et al., 2002;
Rokas et al., 2003; Pakendorf & Stoneking, 2005).

Apesar das funcgdes vitais desempenhadas por este tipo de genoma, que podem
pressupor uma taxa evolutiva relativamente lenta, o ADN mitocondrial apresenta uma
elevada taxa de mutacao (cerca de 5-10 vezes superior ao material nuclear). As alteracoes
nas sequéncias de ADN mitocondrial podem surgir de diversos fenémenos (rearranjos,
adicbes, deleccdes ou substituicoes). No entanto, as substituicdes nucleotidicas sao
consideradas a maior causa de divergéncia entre sequéncias em estudos filogenéticos,
sendo que alguns estudos apresentaram taxas de substituicdo nucleotidica silenciosa da
ordem de 4.7 X 10® sitio/ano neste genoma, apesar de este valor ser ainda controverso
(Brown et al., 1979; Avise, 1991; Hoelzel et al., 1991; Pakendorf & Stoneking, 2005). Um
relaxamento nas obriga¢des funcionais ou a falta ou ineficacia de um sistema de reparagao
que possa corrigir as mutac¢des caracteristicas do ADN mitocondrial podem também explicar
a rapida evolugao deste tipo de genoma (Avise, 1991). A existéncia de um sistema de
reparacao deveria resultar numa divergéncia uniforme em todas as posi¢ées nucleotidicas
do ADN mitocondrial, mas diversos estudos fazem referéncia a zonas hipervariaveis - zonas
com maior concentragéo de alteragdes genéticas que a média - sendo sugerido algum tipo
de seleccdo como explicagcao para este fendmeno (Avise, 1991; Stoneking, 2000). O maior
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grau de variacdo no ADN mitocondrial entre individuos, ocorre na regido nao codificante
(regido controlo), que possui “pontos quentes” mutacionais que evoluem a uma taxa 4 a 5
vezes superior a média, como por exemplo, as duas zonas hipervariaveis HVI e HVII
(Carracedo et al., 2000; Stoneking, 2000; Pakendorf & Stoneking, 2005). Nestas zonas, a
substituicdo das bases ndo é uniforme, uma vez que as transicdes ocorrem mais
frequentemente que as transversdes, o numero de transicées de pirimidinas é superior ao de
purinas e as taxas de substituicdo sado variaveis de acordo com os locais do genoma
(Hoelzel et al.,, 1991; Tamura & Nei, 1993; Meyer et al., 1999), permitindo que os multiplos
polimorfismos destas regides possam ser utilizados na distingao de individuos baseada em
hapl6tipos, ja que permitem distinguir entre individuos relacionados ou nao por via maternal.

As ferramentas fornecidas pela Ciéncia, hoje em dia, permitiram a optimizagédo de
técnicas para a utilizagao de ADN mitocondrial para a analise forense, mais especificamente,
para identificacao de individuos ou definicao de relagdes de parentesco através da linhagem
materna. Tal como ja foi referido, este € o tipo de ADN eleito em situagbes com amostras em
estado avangado de degradacao onde existe pouca quantidade de ADN, como é o caso de
amostras provenientes de fatalidades em massa ou crimes (acidentes, catastrofes naturais,
situagdes de guerra, violagcbes, assassinatos), onde habitualmente se torna necessario
identificar cadaveres humanos ou um suspeito (Coble et al, 2004). Quando aplicado a
amostras animais, e tendo em conta o objectivo deste estudo, € excelente para a anélise de
amostras provenientes de arrojamentos. Outra vantagem do ADN mitocondrial € a sua
aplicagédo em situagbes em que sé existem parentes de linhagem materna como amostras de
referéncia (Coble et al., 2004).

No entanto, este tipo de ADN apresenta uma fraqueza, que reside no seu baixo poder
de discriminagéo. Diversos estudos tém sido realizados com o objectivo de maximizar esse
poder, tanto através do desenvolvimento de técnicas que aperfeicoem os resultados obtidos
por ADN mitocondrial em aplicagdes forenses, como através do desenvolvimento de préaticas
laboratoriais que minimizem a possivel interferéncia das contaminacdes e erros na analise
das amostras (Dizon et al., 2000; Parsons & Coble, 2001; Coble et al., 2004, 2006; Just et
al., 2004). A outra desvantagem da utilizacao de ADN mitocondrial advém da falta de bases
de dados de referéncia com elevada qualidade para comparagao das amostras analisadas
(Edson et al., 2004; Just et al., 2004), sendo a situacdo agravada na area animal (Dizon et
al., 2000).
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Relativamente aos cetaceos, um estudo realizado por Hoelzel et al. (1991)
demonstrou, ap6s analise da regidao controlo mitocondrial em diferentes espécies de
cetaceos, que estes animais apresentam uma taxa de substituicdo nucleotidica
(0,5%/Milhées de anos) inferior a descrita por alguns estudos para a regidao controlo
mitocondrial humana, chegando mesmo a sugerir que os valores de substituicdo nucleotidica
encontrada para a regido controlo ndo diferem muito dos valores descritos para o resto do
genoma. No entanto, os resultados obtidos para cetaceos foram consistentes com resultados
anteriormente obtidos para a variagdo das sequéncias mitocondriais em primatas e roedores.
O mesmo estudo permitiu igualmente concluir que as delecgbes e inser¢cdes sdo menos
comuns na regiao controlo dos cetdceos do que noutros vertebrados e encontram-se
normalmente nas zonas extremas 5 e 3'. Estes autores sugerem que as possiveis
explicagbes para uma evolugdo mais rapida desta regido do genoma mitocondrial,
comparativamente com o restante genoma poderdo estar relacionadas com processos de
deslizamento de ADN, possiveis mutagcdes compensatoérias para conservar a estrutura do
ARN e processo de selecgédo dentro da regidao controlo (Hoelzel et al., 1991; Arnason et al.,
1993).

1.5. Objectivos e estrutura da tese

No contexto nacional, existe uma lacuna no conhecimento ecolégico e genético sobre
as populagdes de cetaceos. Assim, abordando apenas uma das areas vitais para a posterior
aplicacao em estratégias de gestao e conservacgao, aponta-se como objectivo principal deste
estudo a avaliacdo do nivel de estruturagdo e da variabilidade genética de golfinho comum
de bico curto (Delphinus delphis) no centro/norte de Portugal, através da andlise da regiao
controlo mitocondrial de animais arrojados nesta &rea. Nesta populagdo, foi também
determinado o impacto causado pela captura acidental destes animais em artes de pesca
com base nos dados obtidos, através da avaliacdo da existéncia de relagdes entre as
capturas acidentais e a estrutura social destes animais, analisando as relagées entre os
haplétipos dos animais capturados.

Por ultimo, com o objectivo de detectar relagdes com populagdes de outros locais e
identificar a origem destes animais, sera realizada uma comparacao desta populagdo com
sequéncias mitocondriais provenientes de animais dos Acores, Canarias, Mar Negro e
Pacifico.
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Estrutura da tese:

O presente capitulo (Introdugao) consiste num enquadramento tedrico a dissertagao.
Os métodos utilizados para atingir os objectivos propostos estdo descritos no capitulo 2 e os
resultados produzidos apresentam-se no capitulo 3, bem como a sua discussédo. Por sua
vez, o capitulo 4 consiste numa sintese do trabalho efectuado, em que se destacam as
principais conclusdes e consideracgdes finais apontando-se algumas linhas de trabalho futuro

a desenvolver.
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Capitulo 2

Metodologia
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2.1. Area de estudo

A area de estudo onde foram recolhidas as amostras, situa-se entre a Figueira da
Foz e Ovar (Figura 2) e abrange parte das regides Centro e Norte de acordo com Sequeira &
Ferreira (1994).

Relativamente a morfologia da plataforma continental, destaca-se a presenca de um
canhao submarino (canhao de Aveiro), cujas cabeceiras estao entalhadas na plataforma em
forma de anfiteatro voltado para Noroeste (Carta Batimétrica Internacional do Atlantico
Central e Oriental 2002).

Relativamente as correntes marinhas existentes nesta area é importante referir que
as componentes basicas do sistema de correntes de Portugal incluem (Ambar, 2002):

(i) A Corrente de Portugal, uma circulagao

42°

superficial permanente, para Sul, ao largo da
Atlantic
Ocean

margem continental portuguesa (a cinza, Figura 2);

(i) A Corrente Costeira de Portugal, uma
corrente superficial para sul na vizinhang¢a do bordo Area de Estudll
da plataforma continental associada ao regime de
afloramento costeiro, que ocorre durante o Verao (a /
cinza, Figura 2);

(i) A Contracorrente Costeira de Portugal, /
uma corrente superficial para norte ao longo da
vertente superior, que ocorre durante o Outono —

Inverno (a preto, Figura 2); \

(iv) uma Subcorrente Mediterrdnea, em
profundidades intermédias, transportando para norte,
ao longo da vertente continental, uma massa de
agua quente e salgada, de origem mediterranica (a
preto, Figura 2).

Figura 2 - Area de estudo (adaptado de
Ferreira, 2007). As setas assinalam a
direccao das diferentes correntes do sistema
portugués.
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A costa tem uma orientacdo no sentido Norte/Sul e é desabrigada dos ventos
predominantes que sopram dos quadrantes noroeste e sudoeste, resultando ser muito batida
pelas vagas. Em consequéncia dos diferentes regimes de vento, a agitagdo maritima ao
largo da costa oeste ao longo do ano tem uma direc¢do que se situa proxima de oeste nos
meses de Inverno, rodando para noroeste nos meses de Verao (IM, 2004).

Na area de estudo existem dois portos de pesca comerciais (Aveiro e Figueira da
Foz) com importantes comunidades piscatérias. Existem também varios portos naturais que
dao abrigo a embarcagbes que realizam a pesca das artes, também conhecida por arte de
Xavega. Os portos de pesca da area de estudo estdo sob a jurisdicao da Capitania do Porto
de Aveiro e da Capitania do Porto da Figueira da Foz. A primeira tem jurisdigdo sobre as
areas desde o Sul da Praia da Cortegaga (Ovar) até a margem Sul da Lagoa de Mira (Mira).
A segunda tem jurisdicao desde a margem Sul da Lagoa de Mira até a Praia do Pedr6gao.

2.2. Amostragem

Entre os anos 2000 e 2006, foram realizadas vistorias ao longo da linha costeira
situada na Costa Norte e Centro Portuguesa, pela rede de arrojamentos da Sociedade
Portuguesa de Vida Selvagem (SPVS) em parceria com o Instituto para a Conservacao da
Natureza e da Biodiversidade (ICNB). Nestas vistorias, os cetaceos arrojados foram
identificados e procedeu-se ao registo de biometrias e ao processo de necrépsia, segundo
protocolos padronizados (Kuiken & Hartmann, 1991; Geracy & Lounsbury, 1993; Rowles et
al., 2001), para determinacdo da possivel causa de morte, patologias e para recolha de
amostras biolégicas, para posteriores estudos de reproducdo, toxicologia, genética e
parasitologia.

Para o presente estudo, foram utilizadas 41 amostras de tecido (pele e musculo) de
golfinho comum (Delphinus delphis), resultantes de arrojamentos entre a Figueira da Foz e
Ovar, entre 2004 e 2006 (ver Anexo |) e conservadas em etanol 70%.
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2.3. Extrac¢ao de ADN Total

As amostras foram extraidas por método de Fenol:Cloroférmio, como descrito em
Sambrook et al. (1989). Este método consistiu na digestdo de uma porcdo de amostra com
300 ul de CTAB e 25 pl de proteinase K (20 mgml™), seguido de agitacdo e incubacdo a
37°C durante a noite, ap6s a qual foram adicionados 25 pl de solugdo RNA-ase (20 mgml™)
no tubo, incubando novamente a 37°C durante 1 hora. Apés incubacao, foram adicionados
ao tubo 350 pl de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25: 24:1), seguido de agitacdo durante
1 hora, a temperatura ambiente, de modo a proporcionar uma mistura eficaz das duas fases
e centrifugado a 14000 rpm durante 5 min, para separagao da fase aquosa da fase organica.
Depois de retirar o sobrenadante para um novo tubo, realizou-se nova extracgdo com
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). A agitagdo e a centrifugacdo nos tubos foram
efectuadas nas condi¢des anteriormente descritas, obtendo-se uma fase aquosa limpida.
Apds extraccdo, o ADN foi precipitado com etanol absoluto seguido de centrifugagao a
14000 rpm, durante 5 s, sendo realizado o mesmo protocolo de centrifugacdo ap6s nova
precipitacdo com etanol 70%. No final, o ADN precipitado foi ressuspenso com 100 pl de
agua esterilizada.

O ADN de amostras mais dificeis foi extraido através do método Chelex (Walsh et al.,
1991). Neste método, foi adicionado 1 ml de 4gua destilada a uma porcéo de cerca de 9 mm?
de amostra, seguido de incubacdo a temperatura ambiente durante cerca de 15 a 30 min.
Ap6s incubacao, a mistura foi centrifugada a 14000 rpm, durante 3 min, sendo de seguida
retirado parte do sobrenadante, uma vez que ficaram no tubo cerca de 25 ul de
sobrenadante, ao qual se adicionou 175 pl de Chelex 5%. Apds nova incubagao durante 15 a
30 min a 56°C e agitagcéo, o tubo foi colocado num banho em ebulicdo durante 8 min. Por
fim, foi de novo misturado e centrifugado 3 min a 14000 rpm.

Em ambos os procedimentos, as amostras foram utilizadas logo apds extracgédo ou
congeladas até posterior utilizagao.

2.4. Amplificacao e sequenciacao
Os marcadores utilizados para a amplificagdo e sequenciacdo da regido controlo do

ADN mitocondrial, descritos por Rosel et al. (1994), foram desenhados para amplificar uma
area central conservada dentro da regiao de controlo (Tabela ).
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Tabela | - Caracteristicas dos marcadores da regido controlo mitocondrial seleccionados.

Marcador Sequéncia Tamanho
L15926 5’aca cca gtc ttg taa acc 3’
630 bp
H00034 5’ tac caa atg tat gaa acctcag 3’

As condigdes da reacgao de amplificacado da regiao controlo do ADN mitocondrial de
Delphinus delphis foram realizadas utilizando o Qiagen Taq PCR Core Kit® num volume total
de 25 pl, contendo 0,4 uM de cada iniciador, 1x tampao com MgCl, (1,5mM), 200 uM de
dNTPs, Solugdo Q (1x), 0,1U de Tag DNA Polymerase e 1 ul de amostra de ADN. O
programa de amplificacao consistiu em: 4 min a 94°C; 35 ciclos de 45s a 94°C, 45s a 50°C,
1min a 72°C; 8min a 72°C.

Apds amplificagéo, a purificagdo de cada amostra amplificada (5 pl) foi realizada com
a enzima Exosap-It® (2 pl), tendo o programa de purificacao consistido em: 15 min a 57°C,
15 min a 80°C. Apds purificacdo, as reacgcbes de amplificacdo para sequenciacao foram
realizadas com o ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit® num volume
total de 10 pl, contendo 1 uM de iniciador directo, tampao de sequenciacdo (0,5x), 2 ul de Kit
de sequenciacao e 2 ul de amostra purificada. O programa de amplificagéao utilizado consistiu
em: 1min a 96°C; 25 ciclos de 10s a 90°C, 5s a 50°C, 4min a 60°C. De notar que, as
amostras que apds sequenciagado, apresentaram uma sequéncia dificil de analisar foram
amplificadas novamente com a reaccao de amplificagdo descrita anteriormente, substituindo
o iniciador directo pelo reverso.

Apds amplificagao, o produto amplificado foi precipitado com 2 pl de acetato de sddio
(83M com pH = 4,6) e 50 pl de etanol 95% e apos incubacao a temperatura ambiente durante
20 min e centrifugagdo a 14000 rpm durante 20 min, foi ressuspenso com 250 pl de etanol
70% e de novo centrifugado durante 5 min a 14000 rpm. Apds centrifugacao, foi retirado o
sobrenadante e secou-se o precipitado. De seguida, a amostra foi preparada para ser
sequenciada num sequenciador automatico ABlI PRISM® 310 Genetic Analyzer. Em cada
aplicacao no sequenciador automatico foram utilizados 25ul de formamida desionizada. A
visualizacado dos resultados foi efectuada com a aplicagdo Sequencing Analysis® 3.7 da
Applied Biosystems.

22



2.5. Analise e tratamento de dados

As sequéncias foram editadas e alinhadas utilizando os programas BioEdit v.4.0®
(Hall, 1999) e Clustal W® (Thompson et al, 1994, 1997) e foram comparadas com 42
sequéncias publicadas de populag¢des de Delphinus delphis do Pacifico e Mar Negro (Rosel
et al., 1994), Acores (Matzen Silva et al., 2002) e Canarias (Hildebrandt et al., 2006). Foi
utilizada uma sequéncia de Delphinus delphis como amostra de referéncia para detecg¢éao de
polimorfismos (Acesso GenBank: DQ378098).

Diversos estudos referem os cuidados a ter na analise de ADN mitocondrial de modo
a definir protocolos para evitar ou minimizar os efeitos de possiveis contaminagdes ou erros
de analise no resultado final (Carracedo et al., 2000; Dizon et al., 2000; Bandelt et al., 2001;
Edson et al., 2004; Yao et al., 2004; Budowle et al., 2005). Em analise de ADN mitocondrial
sao referidos como a maior causa de equivocos, 0s erros consequentes da verificagdo do
processo de sequenciagcdo de amostras, que consistem, na maioria das vezes em trocas de
bases, referéncias ambiguas, mutagdes fantasma e artefactos na recombinagédo (Bandelt et
al., 2001).

Os protocolos utilizados neste estudo para obtencdo de sequéncias da regido
controlo mitocondrial de golfinho comum, de modo a tentar ultrapassar os entraves
resultantes dos erros acima descritos, consistiram no alinhamento e posterior revisdo das
sequéncias das amostras, realizada por duas pessoas, € criagdo de uma lista de
polimorfismos, através da comparacdo com uma amostra de Delphinus delphis (Acesso
GenBank: DQ378098), que apresentava maior percentagem de identidade com as amostras
utilizadas neste estudo. De notar, que algumas amostras, como ja descrito acima, foram
sequenciadas nos dois sentidos de forma a obter resultados mais robustos e a eliminar
duvidas. De seguida, em casos humanos € aconselhavel inserir as sequéncias das amostras
numa base de dados com individuos de referéncia dentro da populagdo de modo a tentar
perceber como se relacionam filogeneticamente com individuos do mesmo haplogrupo e até
de haplogrupos vizinhos e assim conseguir detectar possiveis artefactos de recombinagéo e
mutagdes fantasma (Bandelt et al., 2001). Neste estudo, foi utilizada uma base de dados de
sequéncias de cetaceos (NCBI, 2007), e realizada uma comparagdo com todas as
sequéncias de cetaceos de espécies e populagdes existentes na base de dados, para
verificar se a detecgao de polimorfismos estaria a ser bem realizada.
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2.4.1. Andlise da estruturacao populacional de Delphinus delphis

2.4.1.1. Relacoes entre haplétipos

Foram utilizados diversos métodos para reconstruir as relagdes filogenéticas entre os
haplétipos encontrados para a regidao controlo mitocondrial: 1) o método de Neighbour-
Joining (Saitou & Nei, 1987), 2) o método Maximum Parsimony (Eck & Dayhoff, 1966) e 3) o
método Median Joining (Bandelt et al., 1999).

O método de Neighbour-Joining considera as distancias evolutivas entre um conjunto
de sequéncias para reconstruir a sua histéria evolutiva. Tem como principio definir unidades
taxondémicas operacionais (OTUs), sendo preferida, em cada passo do algoritmo, a topologia
que envolva o menor comprimento total dos ramos. Neste método, a arvore foi construida
utilizando o programa PAUP v.4® (Swofford, 2003), com 1000 réplicas bootstrap, sendo as
distancias genéticas baseadas no modelo de distancia Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993).
Foi tido em conta um critério de 50% para retengao dos nos (majority rule consensus) e as
falhas (gaps) foram consideradas como uma 52 base.

O método Maximum Parsimony baseia-se nos caracteres filogenéticos discretos dos
taxa a analisar, de modo a seleccionar a arvore que requer 0 menor niumero de eventos
mutacionais necessarios para determinar a evolugcao de um conjunto de sequéncias a partir
de um ancestral comum. Quando o conjunto de dados a ser analisado é consideravel, torna-
se aconselhavel realizar uma pesquisa heuristica, que consiste numa arvore inicial que vai
sendo rearranjada de modo a tentar alcangar o critério seleccionado como O6ptimo nesta
andlise (geralmente o menor comprimento dos ramos). Neste método, as arvores foram
construidas utilizando o programa PAUP v.4® (Swofford, 2003), tendo em conta uma
pesquisa heuristica com o algoritmo Tree-Bisection-Reconnection (TBR), para a alteragéao
dos ramos e com 1000 réplicas bootstrap. Foi tido em conta um critério de 50% para
retengao dos nés (majority rule consensus) e as falhas (gaps) foram consideradas com uma
52 base.

As relagbes entre haplétipos foram também inferidas utilizando o método Median
Joining (Bandelt et al., 1999). Ao contrario dos métodos anteriores, as relagdes obtidas a
partir deste método nado estdo limitadas ao formato arvore, permitindo assim que estas
formem estruturas graficas interconectadas entre si, onde cada conexao adicional representa

caminhos mutacionais alternativos (igualmente parsiménios), de um haplétipo para o outro.
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Além disso, este método € indicado para o estudo das relagbes entre haplétipos ao nivel
populacional que normalmente apresentam distancias genéticas reduzidas entre individuos,
uma vez que considera a ocorréncia de recombinacgao, a existéncia de haplétipos ancestrais
na populacdo e tem em consideracdo a falta de variacdo nucleotidica a nivel
intrapopulacional, que os métodos “tradicionais” nao conseguem contemplar (Bandelt et al.,
1999; Clement et al., 2000; Posada & Crandall, 2001). Este método combina o algoritmo de
Kruskal, que selecciona arvores onde sao favorecidas as conexdes mais curtas, com 0
algoritmo heuristico de méxima parsimoénia de Farris, que sequencialmente lhes adiciona
novos vértices baseados em haplétipos intermédios, de forma a reduzir o comprimento total
da arvore (Bandelt et al., 1999). Foram realizadas duas simulagdes neste método, nas quais
se alterou o0 peso das substituigbes nucleotidicas, sendo consideradas como razdes
transversdes:transicées os valores 1:1 e 3:1, uma vez que diversos estudos baseados em
analise de ADN mitocondrial humano, mas também animal (nomeadamente de cetaceos),
concluiram que a nivel mitocondrial as transicdes ocorrem muito mais frequentemente que
as transversoes, aceitando-se um nivel de 3:1 (Hoelzel et al., 1991; Meyer et al., 1999). Foi
construida uma rede de haplétipos, utilizando o programa NETWORK v.4.2.0.1® (Bandelt et
al., 1999).

2.4.1.2. Medidas de diversidade genética

As estimativas de medidas de diversidade genética e estrutura populacional foram
calculadas utilizando os programas DnaSp v.4.10.9® (Rozas et al., 2003) e ARLEQUIN
v.3.1® (Excoffier et al., 2005).

Como medidas de diversidade genética foram estimadas as quantidades
relacionadas com as diversidades nucleotidica (1) e haplotipica (h). A estimativa da
diversidade haplotipica resulta de uma fungéao entre o numero de haplétipos existente na
populacdo e das suas frequéncias (Nei & Tajima, 1981). Relativamente a estimativa da
diversidade nucleotidica (1), esta pode ser calculada a partir da divisdo da proporgdo média
de diferengas nucleotidicas entre os pares de sequéncias (K) pelo comprimento total da
sequéncia analisada (Nei, 1987).

Foi estimada a diversidade nucleotidica para as amostras de golfinho comum da
costa continental portuguesa centro/norte, mas também para os Delphinus delphis dos
Acores, Pacifico, Mar Negro e Canarias, com o objectivo de ter em conta as diversas
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subdivisbes que poderao ocorrer entre as amostras, tal como ja realizado por alguns estudos
(Rosel et al., 1994; Amaral et al., 2007).

2.4.1.3. Medidas de divergéncia genética

Para determinar possiveis subpopulacbes dentro da populagdo portuguesa
centro/norte foram utilizados os métodos filogenéticos descritos no ponto 2.4.1 deste
Capitulo. Posteriormente, foram calculadas as medidas de divergéncia genética numa
tentativa de averiguar a possivel existéncia de estruturagéo, tanto a nivel local, na populagao
de Portugal centro/norte, quanto a nivel global, na comparagdo da populagédo portuguesa
com as populacdes de Delphinus delphis dos Agores, Canarias, Mar Negro e Pacifico.

Foi calculado o valor de divergéncia nucleotidica entre populagdes, através da
estimativa do nimero de diferengas nucleotidicas que ocorrem entre as populagbes (Da).
Esta medida incorpora informacao tanto das frequéncias haplotipicas quanto das diferengas
nucleotidicas entre haplétipos, fornecendo o nivel de distancia genética entre as populagdes
e pode ser estimada por:

D, =mxy T, (Nei & Li, 1979)

Onde:

TIXy — nimero medio de substituicbes nucleotidicas, por local nucleotidico, entre duas
populagdes;

X e Ty — numero médio de substituicbes nucleotidicas, por local nucleotidico, dentro
de cada populagao.

Este calculo foi realizado tendo em conta a distancia de Tamura-Nei (Tamura & Nei,
1993), com uma correc¢cao gama de 0,05, através da utilizagdo do programa ARLEQUIN
v.3.1® (Excoffier et al., 2005).

Outro método estatistico utilizado neste estudo para avaliar o grau de divergéncia
genética entre as populagdes definidas, foi a estimativa dos parametros Fsr (Wright, 1951) e
o seu analogo ®sr (Excoffier et al., 1992). A estatistica Fst através da combinacao de vérias
medidas de heterozigotia a diferentes niveis (individuos, subpopulag¢des e populagéo total),
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permite uma descricdo detalhada da estrutura populacional (Hartl & Clark, 1997). A
estatistica ®st permite igualmente a estimativa do grau de subdivisdo entre as populacdes
definidas (devido a variacao entre populagées, entre grupos dentro das populagdes e dentro
dos grupos das populacdes), no entanto incorpora as distdncias genéticas entre os
haplétipos conjuntamente com as frequéncias haplotipicas (Excoffier et al., 1992), ao
contrario de Fsr, que apenas tem em consideracao as diferengas entre haplétipos e as suas
frequéncias. Esta estimativa foi calculada através de uma analise de varidncia molecular
hierarquica, AMOVA (Excoffier et al., 1992), incorporada no software ARLEQUIN v.3.1®.
Esta andlise permite estimar indices de estrutura genética, baseada na informacgéao alélica
dos haplétipos, bem como a sua frequéncia, podendo determinar diversos niveis de
estruturagdo genética, através de procedimentos de permutagbes nao paramétricas
(Excoffier et al., 1992). Para tal, foi utilizado o método de distancia Tamura — Nei (Tamura &
Nei, 1993), com uma correccdo gama (a = 0,5). A significancia estatistica dos dados foi
testada através de simulagcdes com 1000 permutagoes.

Numa tentativa de detectar a origem das amostras tendo em conta as correntes
marinhas existentes na costa portuguesa foi realizada uma analise da diferenciagao
existente entre as amostras do centro/norte de Portugal detectadas no Veréao e no Inverno e
as diferentes populagdes. Na literatura disponivel encontram-se principalmente 2 tipos de
agrupamentos: Inverno (Dezembro - Fevereiro), Primavera (Margo - Maio), Verédo (Junho -
Agosto) e Outono (Setembro - Novembro) (Silva & Sequeira, 2003; Ferreira, 2007) versus
Inverno (Janeiro — Margo), Primavera (Abril — Junho), Verdo (Julho — Setembro) e Outono
(Outubro — Dezembro) (Murphy, 2004). Ferreira (2007) no seu estudo de ocorréncia e
captura acidental de cetdceos na mesma area do presente estudo, realizou a anélise
trimestral de arrojamentos de golfinho comum tendo em conta o primeiro agrupamento
descrito, de acordo com os resultados de uma Andlise de Componentes Principais (PCA),
que agruparam os arrojamentos desta espécie segundo as suas similaridades. Tendo em
conta este estudo ja realizado na mesma area geografica e que as correntes que compdem
o sistema portugués apresentam uma sazonalidade dividida entre Verdao e Outono-Inverno,
foram definidos os agrupamentos Primavera — Verao (Margo - Agosto) e Outono — Inverno
(Setembro - Fevereiro).

Apds a definicdo dos agrupamentos foram estimados os parametros Fsr (Wright,
1951) e o seu analogo ®sr (Excoffier et al, 1992), através de uma analise de variancia
molecular hierarquica, AMOVA (Excoffier et al., 1992), incorporada no software ARLEQUIN
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v.3.1®. Para tal, foi utilizado o método de distancia Tamura — Nei (Tamura & Nei, 1993), com
uma correcgdo gama (a = 0,5). A significancia estatistica dos dados foi testada através de
simulagcdées com 1000 permutacgdes.

Por fim, foi utilizado um método indirecto para a estimativa dos niveis de fluxo
genético existente entre as diferentes populagdes em termos do numero efectivo de
migrantes. Foi avaliada a taxa de migracdo de individuos, através da estimativa do
parametro de migragao Nym calculado a partir de Fst ou do seu analogo ®sr tendo em conta
a férmula:

_1-F,

N.m .
f 2FST (Slatkin, 1991)

Onde, N; é o numero médio de fémeas na populacado e m € a propor¢ao de migrantes
por geracao, sendo Nim o numero absoluto de fémeas que migram entre as populagdes.
Esta formula segue o modelo de ilha de Wright (1951), que tal como sugerido por Vrijenhoek
(1997), € o modelo mais adequado para espécies com capacidade de dispersdo de longas
distancias. E importante recordar que, a estimativa Nim é influenciada tanto pela variagéo
existente dentro de cada populacdo, como pelo tipo de isolamento das populagbes
(isolamento por distancia ou por barreira geografica) (Pichler, 2002).

2.4.1.4. Testes de Neutralidade

Para testar se o polimorfismo observado nas regibes do ADN estudadas é
consistente com o modelo de evolugao neutral, foram estimadas as estatisticas D de Tajima
(Tajima, 1989) e Fs (Fu, 1997). Estes testes indicam se a seleccdo e/ou processos
demograficos sdo factores a considerar como explicacdo das frequéncias haplotipicas
observadas, por oposi¢ao a deriva genética e selectividade neutral.

A medida D de Tajima (1989) é baseada no modelo de numero infinito de sitios (ISM)
e para testar a hipétese nula de selectividade neutral e populacdo em equilibrio, compara
dois parametros de © (medida de diferenciacdo genética baseada nos polimorfismos entre

sequéncias), através da férmula:
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_ Gk — Bs
- JVar(6k - &) (Tajima, 1989)

D

Onde:
k - nUmero médio de diferencas nucleotidicas entre os pares de sequéncias

s —numero de polimorfismos nucleotidicos observados na amostra.

Por sua vez, o teste Fs de Fu (1997), tal como o teste de Tajima baseia-se na teoria
do numero infinito de sitios (ISM), para avaliar a probabilidade de existir uma amostra neutral
com o numero de alelos igual ou inferior ao observado, dado o numero de diferengas entre
duas sequéncias (S’). Esta estimativa pode ser obtida através da férmula:

S'
Fs= —g" (Fu, 1997)

Estas estatisticas de selectividade neutral foram calculadas através de 1000
simulacoes, recorrendo ao programa ARLEQUIN v.3.1® (Excoffier et al., 2005).

2.4.2. Anadlise da linhagem materna e relaciao com capturas acidentais

Determinaram-se as diferencas genéticas entre pares de haplétipos através da
analise das relaces filogenéticas entre estes, obtidas pelos métodos de inferéncia descritos
no ponto 2.4.1 deste Capitulo.

Uma vez que o ADN mitocondrial € maternalmente herdado, todos os parentes de
linhagem materna apresentam sequéncias de ADN mitocondrial idénticas entre si, se ndo
ocorrerem mutagdes, tal como ja foi referido por diversos estudos (Lansman et al., 1983;
Avise, 1991; Carracedo et al., 2000; Pakendorf & Stoneking, 2005). No presente estudo,
como uma das inten¢des era analisar a possivel ocorréncia de capturas acidentais de grupos
familiares de golfinho comum conciliaram-se as informacdes genéticas obtidas relativamente
a partilha de linhagens maternas com as informagdes que se possuiam a priori sobre as

amostras, nomeadamente 0 ano, 0 més e a localizagdo dos arrojamentos, o sexo do animal,
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o estado de decomposi¢céo do corpo, a ocorréncia de indicios de captura acidental e a arte
de pesca envolvida.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao
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3.1. Estruturacao populacional de Delphinus delphis

3.1.1. Estruturacao populacional a nivel local

O primeiro passo, neste estudo, foi a andlise das medidas de diversidade genética
apresentadas pelos 589 pares de bases sequenciados da regido controlo mitocondrial das
amostras de Delphinus delphis arrojados na area de estudo (centro/norte de Portugal) e a
deteccdo da sua possivel estruturacao genética. Nestes individuos, esta regido apresenta 40
loci polimérficos (s), sendo que 37 das 40 (92,5%) mutagbes detectadas foram transicoes e
ndo ocorreram deleccdes, um resultado consistente com a taxa de substituicbes descritas
para outras espécies de cetaceos (Hoelzel et al., 1991). No entanto, ocorreu uma insergao
de uma base nas sequéncias de alguns individuos, fenédmeno também ja verificado no
estudo realizado por Amaral et al. (2007). Os polimorfismos descritos conduziram a definicao
de 27 haplétipos (Anexo Il), que foram aplicados na andlise da estruturacdo desta
populagao.

A Tabela Il sumaria os resultados estatisticos de diversidade genética apresentados
por esta populacdo. Os valores obtidos em termos de diversidade nucleotidica (1) foram
relativamente elevados e similares a valores obtidos para outras populagcdes da mesma
espécie, como a populacao do Pacifico (1,8%) (Rosel et al., 1994) e populagdes do Atlantico
(1,4% - 1,8%) (Natoli et al., 2006; Amaral et al., 2007).

Tabela Il - Medidas de diversidade genética estimadas para a populagao de Delphinus
delphis de Portugal centro/norte.

N h M (%) K S

441 0.97 +/-0.02 1.33+/-0.70 7.68 40

N — numero de individuos; h - Diversidade haplotipica (média+/-desvio padrdo); m —
Diversidade nucleotidica (média+/-desvio padrdo); k - numero médio de diferencas
nucleotidicas entre os pares de sequéncias; s - proporgao de polimorfismos nucleotidicos
observados na amostra.

A amostragem de individuos de golfinho comum realizada, resulta de arrojamentos
limitados a uma regido relativamente reduzida tendo em consideragdo a capacidade de

movimentagao destes animais. No entanto, diversos factores relacionados com a localizagao
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dos animais por altura da sua morte ou com a influéncia das condi¢gbes atmosféricas ou
marinhas no transporte das carcacas, levam a que individuos que arrojem na mesma area,
possam provir de diferentes populagdes.

Uma populacao de grandes dimensdes pode encontrar-se dividida em subpopulagdes
que consistem em unidades base onde ocorrem acasalamentos aleatérios e onde existe
maior probabilidade de os individuos acasalarem entre si do que com individuos de outras
subpopulacdes (Hartl & Clark, 1997). Relativamente a populacdo em estudo, nao foi possivel
efectuar uma abordagem comum a maioria dos estudos de estruturagao populacional, que
consiste na definicdo de subpopulagbes baseando-se na distribuicdo geografica das
amostras, uma vez que estas provém, tal como referido anteriormente, de animais arrojados
numa area de amostragem relativamente pequena. Assim, de modo a reduzir ao maximo a
subjectividade associada a definigdo de subpopulagbes, o nivel de estruturacdo genética
desta populacao foi obtida através da combinacdo de varios métodos filogenéticos. Foram
simulados varios cenarios, com a variacdo de alguns parametros e foram introduzidas
replicagbes boostrap nos métodos Neighbour-Joining e Maximum Parsimony, de modo a
avaliar a robustez das inferéncias. O valor bootstrap resulta da reamostragem de nucleétidos
das sequéncias a analisar filogeneticamente e sucessiva reconstrucao de arvores, sendo a
variacao entre as arvores importante para definir o erro resultante das estimativas a partir
das sequéncias originais. Para esta medida, os valores abaixo de 50 % nao deverao ser
considerados, sendo 6ptimos os valores que se aproximam de 100%, os quais indicam que
os caracteres informativos desse grupo comprovam que se trata de um grupo (Felsenstein,
1985).

Ap6s a realizacdo das simulacdes, os métodos seleccionados para a analise
filogenética ndo permitiram agrupar os diferentes haplétipos em diferentes subpopulagdes.
Os meétodos filogenéticos Neighbour-Joining e Maximum Parsimony permitiram alcancar
resultados similares entre si (Figuras 3 e 4). Estes métodos demonstraram que, de uma
forma geral, os individuos amostrados aparentemente nao apresentam suficiente
proximidade genética entre si para que ocorra diferenciagao de “grupos” relativamente aos
restantes individuos. Esta inexisténcia de afinidade é comprovada pelos valores bootstrap,
uma vez que valores abaixo de 50% nao foram considerados e as Unicas relagdes
filogenéticas representadas sao as existentes entre os haplétipos L - V,B-E, G-K,D-Ue
N - O e a separagao dos haplétipos AB, | e S dos restantes (Figura 3 e 4).
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Figura 3 - Arvore Maximum-Parsimony ilustrando as relacées filogenéticas entre os 27 haplétipos de
Delphinus delphis de Portugal centro/norte. Sdo indicados os valores bootstrap acima de 50%.
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Figura 4 - Arvore Neighbour-Joining ilustrando as relagdes filogenéticas entre os 27 haplétipos de
Delphinus delphis de Portugal centro/norte. Sdo indicados os valores bootstrap acima de 50%.
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Figura 5 - Rede Median Joining entre os haplétipos da regido controlo mitocondrial de Delphinus
delphis de Portugal centro/norte. O tamanho do circulo é proporcional ao nimero de individuos que
apresentam o respectivo haplétipo. Os circulos brancos representam haplétipos extintos ou nao
amostrados. Os tragos representam o numero de mutacdes entre haplétipos quando mais de uma
mutacgao esta presente.

As diferencas entre as duas redes Median Joining nao foram significativas, sendo
apenas representada a rede que considera as transversées:transicdes de 1:1. Esta permite
visualizar um agregado de hapl6tipos na zona central em formato de estrela, onde se
evidencia o haplétipo A, que se encontra a menos de um passo mutacional dos haplétipos T,
X e P. Este resultado, juntamente com as arvores filogenéticas acima representadas,
demonstra que os haplétipos pertencentes ao nucleo central, terdo divergido recentemente.
Mais distantes da zona central da rede, separados por haplétipos ja extintos ou que néao
foram amostrados, apresentam-se os haplétipos E, B, G, K, L, V, AB, | e S, apenas a um
passo mutacional entre si, em concordancia com os resultados obtidos anteriormente atraves

dos métodos filogenéticos “tradicionais” (Figura 5). Estes haplétipos sdo, regra geral,
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partilhados por individuos de diferentes anos, recolhidos em diferentes locais (Anexos Il e
[l), com excepcao dos haplétipos A e V, o que sera discutido mais adiante.

Numa tentativa de comprovar e reforcar estatisticamente os resultados de
estruturagéo populacional e assim conferir mais robustez a esta analise, foram analisados os
valores dos indices de fixacdo Fst e ®s1, tendo em conta as populacdes de diferentes anos.
Em ADN mitocondrial, a estatistica Fsr € baseada na correlagdo de um par de haplétipos ao
acaso na subpopulacado, relativamente a populacédo total (Wright, 1951), considerando
apenas diferencgas qualitativas e as frequéncias dos haplo6tipos, em vez da distancia genética
entre eles (Excoffier et al., 1992). No entanto, a medida ®sr, ao contrario do Fgsr, ja integra as
distancias genéticas entre os diferentes haplétipos e as suas frequéncias para determinar o
grau de variacao intra e interpopulacional (Excoffier et al., 1992). Os valores de diferenciagao
variam entre 0 (indicando nenhuma variagdo entre a populagdo total e as suas
subpopulagdes) e um maximo tedrico 1, ainda que na pratica, populagées com elevado nivel
de diferenciacdo apresentam valores muito abaixo de 1. Assim, valores de diferencia¢do
entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciagao genética moderada, entre 0,15 e 0,25, diferenciacao
elevada e valores superiores a 0,25 indicam um grau muito elevado de diferenciagao (Hartl &
Clark, 1997). Quando consideradas apenas as diferengcas na identidade e frequéncias dos
haplotipos (Fst), @ populagéo geral apresentou um valor muito baixo (0,000), estatisticamente
nao significativo (p>0,05), tendo sido obtidos resultados similares com a estatistica ®sr
(0,019). Estes resultados indicam que apenas 1,9% da variancia das distancias genéticas
entre haplétipos é devida a diferencas interpopulacionais, sendo este um valor muito baixo
comparativamente com outros estudos populacionais desta e de outras espécies de
cetaceos (41% em populacdes de roaz corvineiro: Parsons et al., 2002; 8,9 - 86,7% em
populacdes de roaz corvineiro: Natoli et al., 2004; 5 - 24,4% em populagdes de golfinho
comum: Natoli et al., 2006).

Estes valores comprovam os resultados obtidos filogeneticamente, indicando que
aparentemente ndo existe estruturagcdo subpopulacional dentro desta populagéo de golfinho
comum, passando os individuos de Portugal centro / norte a ser tratados como uma Unica
populagdo nas analises estatisticas seguintes. Estes resultados sao coincidentes com o
estudo populacional desta espécie, realizado a nivel do Oceano Atlantico por Natoli et al.,
(2006). A andlise genética mitocondrial e nuclear de diferentes populagdes de golfinho
comum do lado nordeste do Atlantico (Escécia, Galiza, Acores, Madeira e Canarias),
segundo este autor, apresentou pouco ou nenhum nivel de divergéncia genética entre
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populacdes, evidenciando grande fluxo genético entre si e reflectindo a grande mobilidade
desta espécie e a sua estrutura social fluida. No entanto, outro estudo baseado na analise da
regido controlo e do citocromo b mitocondrial de popula¢des da Escécia, Espanha e Portugal
sugeriu algum nivel de diferenciacao entre estas populacbées (Amaral et al., 2007). De igual
modo, foram obtidos resultados similares num estudo morfolégico das caracteristicas
cranianas desta espécie, principalmente para individuos de Portugal que apresentavam
segregacao relativamente a outras areas geograficas (Murphy et al., 2006). Os resultados do
presente estudo sugerem a existéncia de apenas uma populagédo de Delphinus delphis ao
longo do Atlantico Nordeste, no entanto, torna-se necesséria uma analise mais global do
nivel de estruturagdo genética desta espécie para clarificar a divergéncia de resultados
obtidos em estudos populacionais de golfinho comum.

3.1.1.1. Testes de neutralidade

O ADN mitocondrial tem sido vastamente utilizado em estudos de genética
populacional, filogeografia e filogenia, assumindo que as frequéncias haplotipicas sao
devidas principalmente a migracdo e deriva genética e que a maioria da variagao
intraespecifica é selectivamente neutral, sendo o ADN mitocondrial considerado um
marcador neutral (Ballard & Rand, 2005).

Tendo em conta os testes de neutralidade analisados neste estudo, se a populagéao
estiver a evoluir com base na teoria da evolug¢do neutral, em equilibrio, o valor de D deveria
ser igual ou muito préximo de 0 (Tajima, 1989). No entanto, a seleccao natural altera a
estrutura de variacdo genética intrapopulacional e as estimativas de © serdo afectadas de
diferentes modos, uma vez que a ocorréncia de mutacdes deletérias podera afectar
fortemente a estimativa s ao contrario de k, conduzindo a diferentes valores de ©s e 6k, se
as mutacoes observadas tiverem um papel selectivo. Segundo Hartl & Clark (1997), valores
negativos de D podem evidenciar uma populagédo em crescimento, uma vez que 0 aumento
da variagao ocorre primeiro em alelos raros, o que mais rapidamente afectara o valor de s.

Relativamente a estatistica Fs, esta tende a apresentar um valor negativo quando
existe um excesso de mutagdes recentes e consequentemente um excesso de alelos raros,
sendo considerado contra a neutralidade das mutagdes se o valor negativo for muito elevado
(Fu, 1997). Um valor significativo de Fs pode indiciar que processos como crescimento
efectivo populacional ou "boleia” genética aconteceram no passado (Fu, 1997).
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Na tabela Ill sdo apresentados os valores obtidos para os dois testes de neutralidade.
A conjugacado dos resultados obtidos nos dois testes permite indiciar um crescimento da
populacdo, com excesso de mutagdes recentes, apesar de o valor de D nao ser significativo
(p>0,05). Este resultado relativamente a estimativa D, por sua vez, indica que ndo existem
evidéncias de que a seleccao esteja a actuar neste fragmento de ADN.

Tabela lll - Estimativas dos testes de neutralidade.

D Fs

Delphinus delphis -0.625 -24.954***

D — estimativa calculada segundo Tajima (1989); Fs — estimativa calculada segundo Fu (1997); (***) —
p<0,001.

O valor de Fs vem reforcar o resultado obtido na rede Median Joining da populacéao
de Portugal centro/norte (Figura 4), uma vez que o formato estrela dos haplétipos centrais,
juntamente com este valor podem indicar possivel expansao recente desta populagéao.

3.1.2. Estruturacao populacional a nivel global

Realizou-se uma andlise populacional global, onde se compararam as sequéncias
obtidas neste estudo, com sequéncias pertencentes a outras populagdes desta espécie,
retiradas do Genebank, que incluiram quatro sequéncias dos Acores (Matzen Silva et al.,
2002), 21 sequéncias das Canarias (Hildebrandt et al., 2006), trés sequéncias do Mar Negro
(Rosel et al., 1994) e 14 sequéncias do Pacifico (Rosel et al., 1994). De notar que, apesar de
nesta andlise serem calculadas estimativas de diversidade e divergéncia genética, tendo em
conta todas as populagdes, iremos incidir sobre os resultados relativos a comparacédo da
populacao de Portugal centro/norte com as restantes populacdes, de modo a tentar perceber
se as amostras resultantes de arrojamentos analisadas anteriormente, poderao ter origem ou
relagcdo com alguma das popula¢cdes mencionadas.

O alinhamento destas sequéncias resultou num total de 392 pares de bases com 58
posicoes polimorficas, tendo sido definidos 58 haplétipos, dos quais 24 eram comuns a
Portugal centro/norte.
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Numa abordagem filogenética inicial, € possivel verificar que, dos 24 haplétipos
definidos para a populacéo de Portugal centro/norte, existe partilha de haplétipos entre esta
populacdao e amostras dos Acgores (1), das Canarias (5) e do Mar Negro (2), ao contrario do
que acontece com o Pacifico que ndo partilha nenhum haplétipo com a populacdo de
Portugal centro/norte (Figura 6). Apesar de aparentemente existirem hapl6tipos néao
amostrados, estes resultados podem evidenciar possiveis relagées de linhagem materna
entre as diferentes populagdes que partilham haplétipos entre si, bem como elevados niveis
de fluxo genético, principalmente entre individuos de Portugal centro/norte e das Canérias, o
que revela a grande capacidade de dispersao desta espécie. Segundo Crandall & Templeton
(1993), haplétipos ancestrais ocupam posigées centrais nas filogenias, apresentando um
numero elevado de conexdes mutacionais, que originam haplétipos mais raros e existem em
grandes frequéncias. Estas caracteristicas sao partilhadas pelo haplétipo H1, o que sugere
que este havera estado presente na populagao ancestral e subsequentemente distribuiu-se a
medida que novas areas iam sendo colonizadas. A presenca de haploétipos comuns nas
diferentes populagdes, juntamente com a ocorréncia de haplétipos mais raros podera sugerir,
tal como descrito por Escorza-Trevino & Dizon (2000), uma radiagcdo evolutiva conjugada

com elevados niveis de fluxo genético que homogeneizaram as populagées.
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Figura 6 - Rede Median Joining da partilha de haplétipos da regido controlo mitocondrial de Delphinus
delphis entre diferentes populacdes. O tamanho do circulo é proporcional ao nimero de individuos
gue apresentam o respectivo haplétipo. Os circulos brancos representam haplétipos extintos ou nao
amostrados. Os haplétipos ndo pertencentes a populagado de Portugal centro/norte com frequéncia
igual a 1 ndo foram considerados.

Foram estimadas as medidas de diversidade genética, para cada uma das
populacdes descritas. Apesar de serem apresentadas todas as estimativas de diversidade
(Tabela 1V), é sugerida a utilizagdo da diversidade nucleotidica (1) como estimativa da
variagao entre populagdes, uma vez que alguns estudos referem que quando a diversidade
genética é estimada entre populagbes, a medida de diversidade nucleotidica € mais
informativa que a heterozigotia ou diversidade haplotipica, uma vez que esta fornece
informacgao sobre as diferengas entre sequéncias de ADN entre os genes (ou haplétipos), a
nivel nucleotidico, enquanto que a heterozigotia apenas indica se dois genes (ou haplétipos)
s80 ou nao os mesmos (Nei & Li, 1979; Tajima, 1983).

Relativamente as medidas de diversidade genética calculadas para estas populacées
(Tabela V), é possivel verificar que as populacdes dos Agores e Pacifico apresentam maior
diversidade nucleotidica, sendo a populagdo do Mar Negro a que apresenta menor variagao
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nucleotidica, o que pode ser derivado da ocorréncia de uma origem mais antiga das outras
populacdes, do tamanho efectivo desta populacdo ser relativamente pequeno ou do
isolamento geografico a que estd sujeita, uma vez que as outras populagdes analisadas
poderdao ter mais contacto com outros agrupamentos da espécie, favorecendo o fluxo
genético. Relativamente a diversidade haplotipica, todas as populagcées apresentam valores
elevados desta estimativa, sendo Portugal centro/norte a que possui o valor mais baixo.

Tabela IV- Sumario das medidas de variabilidade genética das diferentes populagbes de Delphinus
delphis.

Portugal Acores Canarias Mar Negro Pacifico
centro/norte  (Matzen Silva etal,, (Hildebrandt et al., (Rosel et al, (Rosel et al.,
(presente estudo) 2002) 2006) 1994) 1994)
N 41 4 21 3 14

h 0.95+/- 0.01 1.00 +/- 0.18 1.00 +/- 0.02 1.00 +/- 0.27 1.00 +/- 0.03
N(%) 1.51 +/-0.81 1.92 +/- 1.36 1.72 +/- 0.9 1.08 +/-0.87 1.97 +/-1.10

k 5.89 7.50 6.71 4.00 7.70

s 30 14 25 6 34

N - numero de individuos analisados; h - diversidade haplotipica (média+/-desvio padrdo); m -
diversidade nucleotidica (média+/-desvio padrao); K - numero médio de diferencas nucleotidicas entre
os pares de sequéncias; s - nimero de polimorfismos nucleotidicos.

Para analisar estatisticamente a estruturagcao destas populagdes e possiveis relacoes
entre elas foram utilizadas medidas de analise de divergéncia genética como o nimero de
diferencas nucleotidicas que ocorrem entre as populagdes (Da) (Nei & Li, 1979), o indice de
fixagcdo Fst (Wright, 1951) e 0 seu anélogo ®sr (Excoffier et al., 1992).

Uma vez que o ADN mitocondrial apresenta elevada taxa de substituicdo
nucleotidica, Nei & Li (1979) descreveram a estatistica Do de modo a que fosse possivel
determinar o grau de divergéncia genética entre espécies proximas, tendo em conta esta
caracteristica do ADN mitocondrial. Na Tabela V, encontram-se descritos os valores de
divergéncia genética da regido controlo mitocondrial entre as diferentes populacdes de
golfinho comum, tendo em conta o numero médio de diferengas nucleotidicas que ocorrem
entre as populagdes (Da). Estudos populacionais de cetaceos consideraram diferentes
valores de divergéncia genética nucleotidica (Da) como limite de definicao da estruturagéo de
populacdes. Rosel et al. (1994) consideraram 1,09 % de divergéncia entre sequéncias de
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populacdes simpatricas dos morfotipos de Delphinus, um valor suficientemente elevado para
definir diferentes populagdes e sugerir até diferentes espécies. De igual modo, um estudo
populacional de baleia corcunda (Megaptera novaengliae) descreveu niveis de divergéncia
nucleotidica entre subpopulagdes que variavam entre 0,11 e 0,22% (Baker et al., 1990). No
presente estudo, da andlise desta estimativa resultaram valores de divergéncia nucleotidica
baixos para as populagdes de Acores e Canarias relativamente a Portugal centro/norte. Esta
analise reforca também o nivel relativamente elevado (0,22%) de distancia genética entre
Portugal centro/norte e as amostras do Pacifico, verificando-se também a ocorréncia de um
valor similar entre o Mar Negro e Portugal centro/norte (0,21%). Estes resultados sugerem
que, a populagcdo do Mar Negro encontra-se tdo afastada geneticamente de Portugal
centro/norte quanto a populagdo do Pacifico, apesar da andlise filogenética ter detectado
partilha de haplétipos entre o Mar Negro e Portugal centro/norte. De igual modo, reforgou
resultados ja descritos por outros autores, indicando que devera existir apenas uma
populacdo ao longo do Atlantico Nordeste (Natoli et al., 2006; Amaral et al., 2007), uma vez
que as populacdes das Canarias e Agores apresentam valores de divergéncia nucleotidica
baixos entre si e valores relativamente elevados quando comparadas com as populagdes do
Mar Negro e Pacifico, com excepcado de um valor curiosamente baixo entre os Acgores e a
populacao do Mar Negro.

Tabela V- Estimativas da divergéncia genética nucleotidica entre as diferentes populacdes (Da),
segundo Nei & Li (1979), para a regido controlo mitocondrial.

Portugal Acores  Canarias Mar Negro Pacifico
centro/norte
Acores -0.00050 -
Canarias 0.00024 0.00041 -
Mar Negro 0.00210 -0.00042  0.00307 -
Pacifico 0.00224 0.00315 0.00164 0.00406 -

A andlise de variancia molecular (AMOVA) resultou num nivel médio de ®sr igual a
0,0597 (p< 0,001), para o grupo composto pelas cinco populagdes o que indica que existe
diferenciacdo moderada dentro desse grupo. No entanto, de uma forma geral, a analise do
nivel de diferenciacdo entre as populagbes, duas a duas, resultou em estimativas de
diferenciacdo nado significativas estatisticamente (p> 0,05), com valores que variam entre
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baixo a moderado nivel de diferenciacdo entre a populacao de Portugal centro/norte e as
restantes populacées, tal como se encontra descrito na Tabela VI. Quando consideradas
apenas as diferengas na identidade dos haplétipos (Fst), nenhuma populacado apresenta um
grau de divergéncia significativo em relagdo a Portugal centro/norte. Por sua vez, quando
ponderadas as diferencas dos haplo6tipos tendo em conta distancias genéticas (Psr), a Unica
populacdo que apresentou diferenciacao genética moderada significativa em relacao a
populacao deste estudo, bem como em relacdo as restantes populacées, foi o Pacifico, o
que comprova os valores obtidos na rede Median Joining, relativamente a partilha de
haplétipos. Apesar de nao significativos, estes resultados reforcam os valores obtidos na
estimativa D, em que o Mar Negro apresenta também um elevado nivel de diferenciagao em
relacdo a Portugal centro/norte e as Canarias, sendo mais uma vez obtido um nivel baixo de
diferenciagdo em relacdo aos Agores. Verifica-se também, mais uma vez, que as populag¢des
com que Portugal centro/norte apresenta maior afinidade genética séo as dos Agores e das
Canarias.

Tabela VI- Estimativas de divergéncia genética (®st e Fst) entre as diferentes populacdes, para a
regiao controlo mitocondrial.

Portugal o o
Acores Canarias Mar Negro  Pacifico
centro/norte
Portugal - 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
centro/norte

Acores 0.00109 - 0.00000 0.00000 0.00000
Canarias 0.00466 0.03489 - 0.00000 0.00000
Mar Negro 0.07609 -0.05691 0.10180 - 0.00000

Pacifico 0.10748 *** 0.12754** 0.07975** 0.11654* -

®sr - indice de fixacdo de Excoffier et al., (1992), abaixo da diagonal; Fst - indice de fixacdo de
Wright (1951), acima da diagonal; (*) — p<0,05 (**) — p<0,01; (***) — p<0,001

De notar que o facto de os valores de ®srndo serem significativos pode indiciar recente
divergéncia entre os haplétipos destas populagdes, uma vez que como esta medida é
baseada na frequéncia e distdncia genética entre os haplétipos, € necessario que tenha
decorrido tempo evolutivo suficiente para que as diferengas genéticas se tenham
desenvolvido e possam ser detectadas por ®sr. Por sua vez, a estatistica Fst, sendo baseada

apenas nas frequéncias haplotipicas, ja consegue detectar estruturacdo entre populagdes se
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as frequéncias haplotipicas diferirem entre si, mesmo que as distancias inter-haplotipicas
sejam pequenas, sendo representativo de uma divergéncia recente (Escorza-Trevino et al.,
2002). Estes factos levam a que, muitas vezes, os valores de ®sr sejam superiores aos de
Fst, correspondendo ao resultado esperado quando haplétipos relacionados estao
associados geograficamente e o processo de mutacdo foi mais importante que outros
factores para a diferenciacao genética entre populagdes (Natoli et al., 2006).

Resumidamente, esta analise de divergéncia genética global, tendo em conta as
populagcdes de Portugal centro/norte, Agores, Canarias, Mar Negro e Pacifico apesar de
apresentar valores estatisticos nao significativos (p> 0,05) para a maioria das populagoes,
(excepto o Pacifico), evidenciou um nivel de diferenciagdo muito baixo entre Portugal
centro/norte e Agores, bem como entre Portugal centro/norte e Canarias. Por outro lado,
verificam-se niveis relativamente elevados de diferenciacdo genética entre Portugal
centro/norte e as populagbes do Mar Negro e Pacifico. Apesar da andlise filogenética
aparentemente sugerir que é a populagdo das Canarias que possui maior afinidade com
Portugal centro/norte, devido ao maior numero de haplétipos partilhados entre si, verifica-se
que os Acgores apresentam também grande proximidade com a populagdo deste estudo,
sendo estas duas populagbes as mais proximas geneticamente de Portugal centro/norte. Os
resultados obtidos evidenciam também a ocorréncia de uma divergéncia recente entre estes
haplétipos, exibida tanto pelos valores de ®st e Fst, como pela representacdo da rede
Median Joining (formato estrela).

Segundo Waples & Gaggiotti (2006), em termos evolutivos, um dos critérios para que
as populagdes se possam considerar isoladas em termos de gestdo e conservagao consiste
em valores como Nim <25 ou Fst (®s7)> 0,01. Como confirmacao do elevado nivel de fluxo
genético entre as diferentes populagdes, j& inferido a partir dos valores de Da, Fst € @sr,
verifica-se que a migragao de individuos entre populagcbes apresenta maiores valores entre
Portugal centro/norte e Agores, seguido das Canarias, sendo o Pacifico a populagado que
menos partilha individuos com todas as populagdes (Tabela VlI).
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Tabela VII- Valores da estimativa da taxa de migragdo Nfm, calculada segundo Slatkin (1991), entre
as diferentes populacdes.

Portugal o .
Acores Canarias Mar Negro Pacifico
centro/norte
Portugal centro/norte -

Acores 458.82 -

Canarias 106.88 13.83 -

Mar Negro 6.07 Inf 4.41 -

Pacifico 4.15 3.42 5.77 3.79 -

Segundo o paradigma evolutivo descrito por Waples & Gaggioti (2006), Portugal
centro/norte sé poderia ser considerado uma populacao diferente quando comparada com o
Pacifico e o Mar Negro, uma vez que apresenta valores de diferenciacdo relativamente
elevados e um baixo numero de migrantes absolutos entre populacdes. Este resultado
podera ser consequéncia de um possivel isolamento por barreira geografica ou distancia
entre as popula¢des. Uma analise de varidncia molecular realizada com os grupos Portugal
centro/norte, Agores e Canarias (Atlantico) versus Mar Negro resultou num valor de ®sr de
6,37% entre grupos (p> 0,05) o que, apesar de nao significativo estatisticamente representa
um valor relativamente elevado. Alguns estudos referem que tanto o estreito de Gibraltar,
como os estreitos do Bésforo e Dardanelos, que separam o Mar Mediterranico do Mar Negro
e as diferentes caracteristicas associadas a topografia, salinidade e temperatura da agua
apresentadas por estes dois habitats, poderao representar barreiras ao fluxo genético para
algumas espécies de cetaceos, como baleia comum (Balaenoptera physalus) (Bérubé et al.,
1998), golfinho riscado (Stenella coeruleoalba) (Garcia-Martinez et al., 1999) e roaz
corvineiro (Tursiops truncatus) (Natoli et al., 2005). Além disso, Tomilin (1957) propbs a
separacao da populagdo de golfinho comum do Mar Negro numa nova subespécie
(Delphinus delphis ponticus), sendo que foi j& demonstrado que a populagédo do Mar Negro é
geneticamente (Natoli et al., 2003) e morfologicamente (Amaha 1994) distinta de populac¢des
vizinhas.

De igual modo, uma analise de variancia molecular realizada com os grupos Portugal
centro/norte, Acores e Canarias (Atlantico) versus Pacifico resultou num valor de ®sy de
9,95% entre grupos (p> 0,05), o que apesar de nao significativo estatisticamente representa
um valor relativamente elevado. Estudos realizados em Delphinus delphis nos dois lados do
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continente americano, ou seja, no Pacifico Este e no Atlantico Oeste e entre o Atlantico
Noroeste e Nordeste sugeriram diferencas nesta espécie em termos reprodutivos (Danil &
Chivers, 2007; Westgate & Read, 2007), genéticos (Westgate, 2005; Natoli et al., 2006) e
morfolégicos (Heyning & Perrin, 1994; Murphy et al., 2006; Westgate, 2007), tendo em conta
as diferentes localizacdes geograficas. A acrescer a estes estudos, verifica-se que a
distribuicdo desta espécie sugere que o continente americano constitui uma barreira
geografica ao fluxo genético entre as populagbes de Delphinus delphis do lado oeste e leste
do continente (ver Figura 1 no Capitulo 1).

Os resultados obtidos relativamente as relagdes genéticas e ao fluxo migratério entre as
populagbes do Atlantico analisadas (Portugal centro/norte, Acores e Canarias) foram
coerentes com outros estudos de Delphinus delphis (Natoli et al., 2006; Amaral et al., 2007).
Praticamente ndo existem estudos relativos a ocorréncia de migragdes em golfinho comum,
tendo sido apenas publicados dados acerca de movimentos sazonais costeiros e oceanicos,
e referentes a variagdo de abundancias geograficas (Goold, 1998; Neumann, 2001). Um
estudo realizado por Evans (1971), utilizando radiotelemetria, verificou que um grupo desta
espécie pode viajar até 120 quildmetros num sé dia. De igual modo, um estudo realizado
com roaz corvineiro no Atlantico Noroeste, revelou que esta espécie consegue viajar mais de
4200 km num eixo de 2500 km em 47 dias (Wells, 1999), tendo igualmente Klatsky et al.
(2007) revelado que esta espécie consegue percorrer até 28,3 quilébmetros por dia. Estes
trabalhos, juntamente com os resultados obtidos no presente estudo, salientam a grande
capacidade de dispersdao dos cetaceos, em particular do Delphinus delphis, ja que foram
analisados individuos que estdo separados entre si mais de 1500 km, conseguindo manter
niveis de fluxo genético suficientemente elevados para garantir a ocorréncia de apenas um
stock de golfinho comum nesta area do Oceano Atlantico, que devera ser considerada
apenas uma area de conservacao e gestdo (Coyle, 1998; Waples, 1998). E importante referir
que, antes da exclusdo da populagdo do Mar Negro do stock do Oceano Atlantico que
funcionara de base a medidas de gestdao e conservacdao desta espécie, seria necessario
estudar de novo a relagdo entre estas populagdes com outros marcadores mitocondriais ou
marcadores nucleares, de modo a obter conclusées mais consistentes, uma vez que o indice
de diferenciacdo genética apresentou valores nao significativos, mesmo na comparagao do
Mar Negro com cada uma das populagdes Atlanticas, individualmente. De notar que, os
niveis de fluxo genético podem também ser alcancados indirectamente através da mistura de
grupos sociais, um processo que pode ser facilitado pela sociedade de fissdo-fusao
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apresentada por esta espécie, ja que animais terrestres que possuem este tipo de sistema
social também tém elevados niveis de fluxo genético (Gagneux et al., 2001). Podera ser esta
grande capacidade de dispersdo ou a fluidez da estrutura social apresentada por esta
espécie que estard a conduzir até a aparente expansdo da populagcdo de Portugal
centro/norte analisada, revelada pelos valores dos testes de neutralidade, juntamente com a
estrutura da rede Median Joining. Torna-se importante referir, no entanto que existe ainda
grande controvérsia na estimativa dos niveis de fluxos genéticos entre popula¢des, uma vez
que muitas vezes, os dados biol6gicos ndo obedecem aos pressupostos dos modelos em
que se baseiam essas estimativas, o que podera conduzir variagées nos valores de Fsr e,
consequentemente, sub- ou sobrestimativas do numero de migrantes (Whitlock & McCauley,
1999; Bohonak & Roderick, 2001). Ao mesmo tempo, € importante considerar que a
ocorréncia de grande numero de migrantes entre as populagbes nado implica
obrigatoriamente um elevado nivel de fluxo genético, uma vez que para que a dispersao de
individuos esteja directamente relacionada com o fluxo genético entre populagbes €
necessario que os migrantes acasalem e que, pelo menos, alguma da sua descendéncia
alcance a idade adulta (Whitlock & McCauley, 1999). Além disso, o valor de Nym obtido néo é
0 numero actual de migrantes, mas sim um valor virtual que reflecte 0 numero histérico de
migrantes necessario para explicar o grau de diferenciacdo (Fsr) observado entre
populagdes (Vrijenhoek, 1997; Whitlock & McCauley, 1999). Devido a todos estes factores,
os resultados obtidos relativamente ao numero de migradores deverdo ser encarados de
forma conservativa, no entanto, apesar de todas as limitacdes apresentadas podem fornecer
informagdes importantes relacionadas com as relagdes entre populagdes.

Foi realizada uma analise muito preliminar tendo em conta a sazonalidade das
correntes na costa portuguesa, de modo a determinar se esta componente do habitat podera
influenciar a caracterizacdo genética dos individuos, ou seja, se as correntes poderao
influenciar o movimento dos individuos ou das carcagas destes, desde uma populacdo até
outra, especificamente até a area de estudo. Ferreira (2007) observou a existéncia de um
pico de mortalidade por captura acidental de golfinho comum na Primavera e refere como
possiveis explicagbes para esta situagdo a variacdo das condicbes oceanograficas e
climaticas, mudancga na distribuicdo e abundancia da espécie ou uma combinacdo de ambos
os factores, referindo que Silva & Sequeira (2003) sugerem que as condigdes
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oceanograficas podem ser a principal razdo para a sazonalidade dos arrojamentos.
Conjugando os dados genéticos obtidos com as caracteristicas das correntes na costa
portuguesa, verificou-se, através da andlise de varidncia molecular que, consoante a época
do ano, os valores variaram entre baixos e moderados, ndo significativos estatisticamente
(p> 0,05) (Tabela VIIl). Verifica-se que, de uma forma geral, os individuos que arrojaram no
Outono — Inverno na area de estudo, possuem maior nivel de diferenciacao relativamente as
populacdes analisadas, nomeadamente Acgores, Canarias, Mar Negro, que 0s que arrojaram
na Primavera-Verao. Estes resultados sugerem que tendo em conta a localizagéo geografica
destas populagbes em relacdo a costa portuguesa, a Unica corrente que poderia ser
responsavel pelos valores de diferenciagéo obtidos seria a subcorrente mediterranica que flui
ao longo de todo o ano em direc¢ao a norte. No entanto, estes resultados aparentemente
sugerem que as afinidades genéticas entre as populagdes sdo devidas ao fluxo genético
existente entre elas e ndo a possibilidade de na populacdo de Portugal centro/norte
amostrada existirem individuos que pertencem originalmente aos Agores ou Canarias e que
arrojaram na area de estudo devido a movimentagdo das carcagas apd6s a morte, pelas
correntes. Esta sugestdo advém do facto do sistema de correntes existente ao largo dos
Acores apresentar um ramo com ligeira orientacdo para nordeste, podendo encontrar-se com
a subcorrente mediterranica, no entanto as correntes existentes nas Canarias apresentarem
orientacdo para sul (Mason et al., 2005). No entanto, s6 uma andlise com marcadores
nucleares e um estudo mais aprofundado das condi¢cdes oceanograficas (principalmente da
subcorrente mediterranica), climaticas e topograficas, bem como a conciliagdo destes
resultados com a andlise genética de populagcdes a norte, para tentar detectar possiveis
diferencas que pudessem dever-se as correntes marinhas, poderia permitir a obtencao de
conclusdées mais robustas. Outra explicacdo para os resultados obtidos podera consistir
possivelmente no facto de ocorrer mais migragéo de individuos nos meses de Primavera —
Verao, tornando as populacdes das diferentes regides mais homogéneas. Apesar de em
Portugal ndo existir ainda dados referentes a abundancia de cetéaceos, o pico de mortalidade
de Delphinus delphis na Primavera, observado por Ferreira (2007), vai de encontro aos
resultados obtidos, uma vez que sugere maior densidade de golfinho comum nesta area
geograéfica na altura da Primavera — Verao.
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Tabela VIII- Estimativas de divergéncia genética entre as diferentes populacdes (®st € Fsr), para a
regido controlo mitocondrial, em diferentes épocas do ano (Primavera-Verao vs. Outono-Inverno).

Primavera-Verao Outono-Inverno
Dsr Fsr g1 Fsr
Acores -0.01557 0.00000 0.02202 0.00000
Canarias 0.00710 0.00000 0.02194 0.00000
Mar Negro 0.05818 0.00000 0.11714 0.00000

@7 - indice de fixacado de Excoffier et al., (1992), abaixo da diagonal;Fst - indice de fixagdo de Wright
(1951), acima da diagonal; (**) — p<0,01; (***) — p<0,001.

Todos os resultados obtidos reforcam o facto de que a populacdo de Portugal
centro/norte, como referido anteriormente, apresenta forte relacdo genética com as
populagbes dos Agores e Canarias, sugerindo a inexisténcia de estruturagéo a nivel das
populacdes do Atlantico Nordeste analisadas. Apesar da grande capacidade de dispersao e
da existéncia de um grande nivel de fluxo genético entre os individuos desta populagao ja
discutidos acima, a aparente existéncia de apenas uma populacao neste lado do Oceano
implicara a necessidade de estratégias de conservagdo tendo em conta os elevados niveis
de capturas acidentais existentes no Oceano Atlantico, referidos por diversos estudos
(Tregenza et al., 1997; Morizur et al., 1999; Lopez et al, 2002, 2003, 2004; Zollett &
Rosenberg, 2005; Ferreira, 2007; Wise et al., 2007). Tendo por base estudos realizados
sobre o tema verifica-se, por exemplo, que no Mar Mediterraneo a pesca ilegal de peixe
espada capturou 366 e 289 golfinhos comuns e riscados nas redes, em 1993 e 1994,
respectivamente (Silvani et al., 1999), sendo de referir que devem ser adicionados a estes
valores as capturas acidentais de golfinhos por frotas marroquinas nesta area, no espago de
um ano (um total de 237 individuos de Delphinus delphis e Stenella coeruleoalba) (Tudela et
al., 2005). De igual modo, Tregenza et al. (1997) descreveram capturas acidentais de cerca
de 230 Delphinus delphis em redes de emalhar, no Mar Céltico entre 1992 e 1994, tendo o
mesmo autor apresentado como resultado de capturas acidentais realizadas por arrastées
na Baia da Biscaia e Mar Céltico cerca de 1100 individuos, correspondente a 1 % da
populacdo de verao desta espécie nessa area (Tregenza & Collet, 1998). Um outro estudo
realizado para avaliar o impacto das capturas acidentais de golfinho comum pela frota
francesa, com redes de emalhar de deriva na Baia da Biscaia, registou a captura de cerca de
800 golfinhos comuns e riscados, em 1992 e 1993 (Goujon et al., 1993). Relativamente a
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costa Atlantica da Peninsula Ibérica, um estudo realizado na Galiza revelou niveis de
capturas acidentais estimadas na ordem de 663 golfinhos comuns capturados em redes de
emalhar localizadas longe da costa, cerca de 74 animais capturados por ano em arrastdes
na costa irlandesa e capturas acidentais de cerca de 101 animais por ano em redes de
emalhar localizadas perto da costa (Lopez et al., 2003). Relativamente a Portugal, tal como
ja foi referido, ndo existem dados que revelem o impacto das capturas acidentais de
cetaceos em artes de pesca, no entanto, um estudo realizado sobre animais arrojados na
mesma area do presente estudo, revelou que cerca de 457 golfinhos comuns poderao ter
morrido no espago de seis anos, devido a interacgao com artes de pesca, considerando que,
segundo Loépez et al. (2003), os animais arrojados representam apenas 14% dos individuos
mortos devido a interacgdo com pescas (Ferreira, 2007). Um outro estudo realizado para
avaliar o impacto da pesca do atum em Delphinus delphis observou a captura acidental de
109 individuos desta espécie entre 1998 e 2000 nos Acores (Silva et al., 2002).

Uma das questdes relacionadas com a gestdo de espécies selvagens consiste na
duvida “se uma populagdo (ou stock) for reduzida devido a excesso de capturas podera
recuperar a partir de recrutamento ocorrido noutros locais?”, levantada por Waples (1998).
Esta questdo eleva a importancia do fluxo genético na conservacao, especialmente em
animais marinhos capturados pelo Homem, uma vez que as populagbes podem nao ser
muito proximas geograficamente, mas o fluxo genético pode ser suficientemente elevado
para garantir a homogeneizacdo genética. Existem ainda poucos dados relativos a
mortalidade de cetaceos em Portugal devido a capturas acidentais, pelo que se torna
necessario ter em conta os resultados acima descritos de estudos que pretenderam avaliar o
impacto das pescas em Delphinus delphis em diversas regides europeias. Assim, a
conjugacao desses dados com os resultados obtidos relativamente ao numero de migrantes
absolutos que ocorrem entre as diferentes populagdes do Atlantico analisadas (Portugal
centro/norte, Agores e Canarias) (Tabela VII), que por sua vez podem reflectir o fluxo
genético entre populagdes, sugere que a situacao podera vir a ser insustentavel para a
populacdo do Atlantico, num futuro préximo. E fundamental que se realizem estudos de
densidade desta espécie e que se avalie a taxa de mortalidade de golfinho comum por
capturas (intencionais ou acidentais), poluicdo e causas naturais, ja que, apesar do fluxo
genético ser elevado podera ndo conseguir compensar o impacto negativo que o Homem
esta a exercer sobre esta espécie, afectando assim a sua sustentabilidade e capacidade de
resiliéncia, tal como ja descrito para outras espécies (Pichler & Baker, 2000).
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3.4. Analise da linhagem materna e relagao com capturas acidentais em pesca

Utilizando a informacgéo existente a priori sobre as amostras, mais especificamente a
localizacao espacial e temporal do arrojamento, o sexo do animal, o estado do corpo do
animal e os indicios de captura acidental em artes de pesca (Anexo |), houve uma avaliagao
preliminar das capturas acidentais de grupos familiares de golfinho comum em artes de
pesca.

Na populacao de Portugal centro/norte, existem diversas situagdes de haplétipos com
frequéncia superior a 1, logo compostos por varios individuos que possuem uma sequéncia
idéntica entre si, sugerindo uma linhagem materna comum (Anexo Il e Ill). No entanto, apés
andlise pormenorizada dos haplétipos obtidos e conjugacdo destes resultados com as
informacdes relativas as amostras, foi possivel verificar que ha dois casos que partilham a
linhagem materna e permitem levantar a possibilidade de pertencerem ao mesmo grupo
familiar, apresentando lagos mais fortes.

Alguns estudos, através da andlise de animais arrojados, utilizando metodologias
padronizadas e optimizadas ao longo do tempo por diversas redes de arrojamento,
pretendem estabelecer relacdes entre arrojamentos de cetdceos e indicios de capturas
acidentais em artes de pesca (Kuiken et al., 1994; Tregenza & Collet, 1998; Ferreira, 2007).
Todas as amostras utilizadas neste estudo foram j& avaliadas em termos de possiveis
indicios de captura acidental, no trabalho de Ferreira (2007).

Numa tentativa de obter os resultados mais conservativos possiveis, foram
analisados animais detectados no mesmo més ou em dois meses seguidos, uma vez que
sendo as vistorias mensais, a detec¢ao dos individuos poderia ocorrer até um més depois do
arrojamento. De igual modo, foi tido em conta o estado de decomposi¢éo do corpo, uma vez
que um estado menos avangado de decomposi¢cdo pode indiciar uma morte mais recente.
Assim, na Tabela IX, encontram-se descritos os haplétipos A e V em relagdo as
caracteristicas relacionadas com o ano, més e localizagao do arrojamento, sexo do animal,
estado de decomposicdo do corpo, indicio de captura acidental e arte de pesca envolvida
(ver Anexos para outras informagdes). Verifica-se que estes haplétipos possuem animais do
mesmo ano, recolhidos na mesma altura e num local préximo (a negrito), sendo colocada a
hipétese de terem arrojado devido as mesmas causas, uma vez que todos apresentavam

sinais de captura acidental, com excepg¢éao do individuo Dde31 que apresentava sinais de
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captura provavel. Pela conjugacdo de todos os factores genéticos e ambientais, pode
colocar-se a hip6tese destes animais apresentarem uma maior afinidade entre si, baseada
nao apenas na partilha de uma linhagem materna (que podera ou ndo ser recente), mas em
lacos de parentesco mais fortes, se se tiver em conta que esta espécie apresenta grupos
sociais de individuos relacionados entre si, como descrito por Evans (1994).

Essa situagdo € mais evidente nos dois individuos do haplétipo V. Estes animais
foram acidentalmente capturados em arte de Xavega, no mesmo dia, juntamente com os
individuos Dde02, Dde04 e Dde05, que ficaram agrupados noutros haplétipos (A, U e S,
respectivamente) (Tabela IX). No entanto, Dde01 e Dde03 ficaram agrupados no mesmo
haplo6tipo, 0 que pode sugerir forte relacdo de parentesco entre eles. Valsecchi & Zanelatto
(2003) descreveram uma situagado similar com quatro individuos de golfinho franciscana
capturados simultaneamente em redes de pesca, que partilhavam o mesmo haplétipo. Uma
andlise posterior com microsatélites sugeriu que este grupo era constituido por uma mae e
duas crias, sendo o 4° elemento do grupo, um macho que possivelmente seria 0 pai de uma
das crias.
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Tabela IX — Caracteristicas das amostras pertencentes aos haplétipos A, V, U e S.

Arte de
. ) Indicios
Haplotipo Amostra Sexo Ano Més Local pesca
captura
envolvida
Dde02 Macho 2004 Agosto chr?;fa Sim Xavega
Dde26 Macho 2005 Abril Costinha Sim Indeterminado
Dde31 Fémea 2006 Janeiro  Vagueira Provavel Indeterminado
A
. . Redes de
Dde32 Macho 2006 Janeiro Gala Sim Emalhar
Dde40 Macho 2006 Marco Vagueira Sim Indeterminado
Dde45 Indeterminado 2006 Maio Tocha Sim Indeterminado
Poco da . .
v Dde01 Macho 2004 Agosto Cruz Sim Xavega
Dde03 Fémea 2004 Agosto Po&zfa Sim Xavega
u Dde04 Fémea 2004 Agosto P%}r%sa Sim Xavega
S Dde05 Macho 2004 Agosto P%}r%sa Sim Xavega

A negrito encontram-se assinaladas as amostras que sdo consideradas nas hipéteses descritas no
texto.

No entanto, ao realizar a comparacao entre os haplétipos descritos na Tabela IX e
sequéncias de populacbées de Delphinus delphis existentes em bases de dados (NCBI,
2007), nomeadamente dos Acores, Mar Negro, Canarias e Pacifico verificou-se que o
haplétipo A é também partilhado por individuos das populagdes das Canarias e Mar Negro, o
que diminui a probabilidade de que as hipéteses acima referidas sejam verdadeiras para as
amostras pertencentes a populacdo A, uma vez que se verifica que este haplétipo € mais
frequente também noutras populagdes (ver figura 6 deste Capitulo). O mesmo nao se
verificou para os individuos do haplétipo V, aumentando a probabilidade que estes animais
sejam realmente aparentados, uma vez que € um haplétipo mais raro nas populagdes
analisadas.

Um estudo realizado por Reyes (1991), sugere que grande parte do esforgo de pesca
esta concentrado nos locais onde esta espécie € mais abundante, sendo descrito que grande
parte das capturas de “escolas” de golfinho comum ocorrem em &guas costeiras, onde a
estrutura dos stocks e os movimentos sdo pouco conhecidos. Silva (1996) num estudo de
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biologia de reproducao de Delphinus delphis realizado com individuos arrojados entre 1991 e
1996 na costa Portuguesa, descreveu que para esta espécie, fémeas e machos com
comprimento total inferior a 190 cm e 200 cm, respectivamente, sdo considerados
sexualmente imaturos. Estes valores sugerem que os individuos Dde01 e Dde03 sdo um
macho imaturo e uma fémea adulta, respectivamente, o que reforga a hipétese de formacao
de “escolas” compostas por fémeas e crias, como uma das caracteristicas da organizagao
social desta espécie. Silva & Sequeira (1994) ja tinham relatado uma situacdo similar a
analisada neste estudo, através da analise de arrojamentos na costa Portuguesa entre 1975-
1998.

Neste estudo foram analisadas 15 fémeas, das quais 12 apresentaram indicios de
captura acidental. Utilizando os resultados relativamente ao comprimento total de individuos
sexualmente maturos, descritos por Silva (1996), verifica-se que, no presente estudo, um
conjunto de 8 fémeas sexualmente maturas apresentavam indicios de captura acidental.
Lépez (2003) determinou que, para as costas galegas, a propor¢gdo média anual de animais
que chegam a rede de arrojamentos local (detectados ou entregues por pescadores) é de
14% da totalidade de animais capturados acidentalmente em pescas. Considerando que esta
proporcao de animais detectados € equivalente na area de estudo do presente trabalho, a
mortalidade de fémeas sexualmente maturas mortas devido a interaccbes com artes de
pesca podera ser de 57 fémeas nos trés anos analisados. Uma vez que raramente foram
descritas situagdes de gravidez mudltipla (Lépez, 2003) e que o intervalo reprodutor
apresentado na bibliografia para golfinho comum € de, aproximadamente, trés anos (3,3
anos na Galiza: Lopez, 2003; 2,6 anos no Pacifico: Danil & Chivers, 2007), a produtividade
resultante das fémeas capturadas acidentalmente, poderia equivaler ao nascimento de cerca
de 19 crias anualmente. Apesar de nao existirem dados relativamente a densidades desta
espécie em Portugal com os quais se possa fazer uma comparacao, o valor obtido é
consideravel, tendo em conta a pequena amostra e area de estudo. Lopez (2003) alertou
para o facto da situagao desta espécie na Galiza parecer pouco sustentavel, tendo em conta
que a proporgao de renovagao populacional foi estimada em 8,4% e a propor¢ao de animais
afectados pelas capturas oscilavam entre 2,6% e 9,4%. Varios estudos descreveram taxas
de reproducdo anuais para esta espécie em diversos locais (27,2% na Galiza: Lépez, 20083;
28,2% no Atlantico Nordeste: Murphy, 2004; 47% no Pacifico: Danil & Chivers, 2007; 25%-
33% no Atlantico Noroeste: Westgate 2007). No entanto, em Portugal ndo existe ainda um
estudo sobre as taxas reprodutivas de golfinho comum, o que juntamente com a falta de
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conhecimentos sobre a densidade desta espécie em Portugal, impossibilita a determinacao
do impacto da interaccao desta espécie com as pescas na sustentabilidade da populacao.
No entanto, e segundo Ferreira (2007), existe um maior niumero de arrojamentos de
individuos imaturos o que juntamente com os resultados obtidos em estudos acima referidos,
torna evidente que a captura acidental de progenitoras-crias pode significar uma ameaga as
populacdes de cetaceos, uma vez que afectam a produtividade e capacidade de resiliéncia
das espécies podendo contribuir fortemente para a sua insustentabilidade.

Estes resultados reforcam as afirmagdes referidas em varios estudos de que para ser
possivel explorar todo o potencial informativo do ADN mitocondrial torna-se essencial um
estudo adequado das populagdes referéncia, uma vez que o conhecimento das frequéncias
a que cada haplétipo ocorre em determinada populacao facilitaria imenso a interpretacao dos
resultados da andlise de ADN mitocondrial (Baasner et al., 1998; Coble et al., 2004; Yao et
al., 2004; Edson et al., 2004). Para além disso, existe também a possibilidade de individuos
nao aparentados maternalmente exibirem o mesmo tipo de sequéncia devido a mutagdes
homoplasmicas, resultando mais uma vez em interpretagdes incorrectas.

Pelas razbes apresentadas é importante reforcar que as hipoteses levantadas
relativamente as possiveis relacées de parentesco entre as amostras analisadas sdo muito
preliminares e severamente conservativas, uma vez que o ADN mitocondrial ndo pode ser o
Unico método utilizado para identificagdo de individuos e definicdo das relagcbes de
parentesco, podendo, no entanto ter um papel fundamental como método complementar e

apoiar decisdes de exclusao ou inclusao.
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Capitulo 4

Discussao Geral e Consideracoes Finais
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4.1. Discussao geral

Tal como referido por Reeves et al. (2003), um elemento essencial para a conservagao
dos cetaceos é o conhecimento da ocorréncia de estruturagéo populacional intraespecifica, o
que significa, por outras palavras que os esforcos de conservagcao tém que ser orientados
nao s para a manutencao da viabilidade de uma espécie, mas também para a conservacao
da diversidade comportamental, ecologica e genética dentro de uma espécie (Dizon & Perrin,
1997; Coyle, 1998). A distribuicdo geografica das espécies é muitas vezes superior a
capacidade de dispersao dos individuos e a maior parte das populagdes naturais encontra-
se estruturada em populagées locais que funcionam como unidades isoladas com pouca ou
nenhuma troca genética entre si (stock genético), ou como unidades que apesar de nao
apresentarem diferenciagao genética entre si, adaptaram-se separadamente aos respectivos
habitats (stock fenotipico ou ambiental) (Coyle, 1998). A definicdo de stocks, em muitos
casos, tem como objectivo e serve de base a criacdo de unidades de gestao e conservagao
(Rozel et al., 1999; Escorza-Trevino & Dizon, 2000; Chivers et al., 2003; Segura et al., 2006;
Mendez et al, 2007). No entanto, existe ainda alguma controvérsia na definigao destes
stocks. Alguns estudos fazem mencdo a necessidade da andlise de caracteristicas
genéticas, ecoldgicas, morfologicas e fenotipicas na determinagao de um stock (Coyle, 1998;
Waples, 1998). No entanto, existem também referéncias de que estes ndao devem ser
baseados apenas em informagdes genéticas, nem em analises cientificas padronizadas, mas
devem ter também em conta objectivos de gestao especificos e 0s riscos antropogénicos
enfrentados pelas populacées selvagens (Rosel et al, 1999; Taylor & Dizon, 1999).

No presente estudo, a analise genética da populagéao de golfinho comum de Portugal
centro/norte sugere a inexisténcia de estruturacdo populacional nesta espécie, a nivel local,
uma vez que nao ocorreu diferenciacdo genética entre individuos na area de estudo. De
igual modo, ap6s andlise global, verifica-se que existe grande similaridade genética entre as
populacdes Atlanticas analisadas (Portugal centro/norte, Agores e Canarias). A acrescer a
este facto, os resultados deste estudo demonstraram também a ocorréncia de diferenciacao
genética entre individuos do Atlantico e individuos que habitam outros Oceanos (Pacifico),
sendo também a populacdo do Mar Negro distante geneticamente das populacdes
Atlanticas, apesar dos valores nao significativos. Todos estes resultados sdo concordantes
com outros estudos populacionais de Delphinus delphis (Natoli et al., 2003, 2006; Amaral et
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al., 2007). Os resultados deste estudo reflectem um elevado nivel de fluxo genético entre os
individuos das diferentes regides Atlanticas, revelado pelos valores de Fst e ®sr, a partilha
de haplétipos e o numero absoluto de migrantes. Este fenédmeno pode ser resultante da
elevada capacidade de disperséo destes animais, bem como da existéncia de uma estrutura
social fluida entre populacgdes, tal como ja havia sido referido por Natoli et al. (2006)

Segundo Waples (1998), apds andlise estatistica, se ndo sdo encontradas diferencas
genéticas significativas entre populacdes, entdo essas populacées deverao representar uma
unidade de gestao (stock), o que refor¢ca a possibilidade de que Portugal centro/norte, na
realidade, se enquadre num Unico stock a nivel do Oceano Atlantico, constituido também
pelas populagdes dos Acores e Canarias. De referir que, o resultado nado significativo na
separacgao genética da populagcdo do Mar Negro relativamente a estas populagdes poderia
significar a sua incorporagdo nesta unidade de gestdo. No entanto, tal como referido
anteriormente, esta populagdo foi ja descrita por outros estudos como distinta das
populagdes Atlanticas (Tomilin, 1957; Amaha, 1994; Natoli et al., 2003), o que implica que
antes da tomada de alguma decisdo de gestdo ou conservagao referente ao stock Atlantico
analisado neste estudo, seria necessaria a andlise destas populagdes com outros
marcadores mitocondriais ou com marcadores nucleares de forma a obter resultados mais
consistentes. Além disso, tal como referido por Waples (1998), amostras de pequeno
tamanho podem conduzir a que as diferencas populacionais ndo sejam significativas

estatisticamente.

A definicdo de unidades de gestdo em espécies de peixes e mamiferos marinhos é
diferente da realizada em animais terrestres, uma vez que, tal como ja referido, a gestao de
espécies marinhas exploradas pelo Homem tem que ser capaz de prever e incorporar 0s
efeitos da pesca/captura acidental na sustentabilidade de determinado stock (Rosel et al.,
1999). Os resultados deste estudo sugerem que, por comparagao com 0s niveis de capturas
acidentais nos ultimos anos, ao longo da costa atlantica da Europa, descritos por diversos
estudos (Tregenza et al., 1997; Morizur et al., 1999; Silvani et al., 1999; Lépez et al., 2002,
2003, 2004; Silva et al., 2002; Tudela et al., 2005; Zollett & Rosenberg, 2005; Ferreira, 2007;
Wise et al., 2007), podera estar em causa a sustentabilidade desta espécie, a longo prazo,
se nao forem tomadas medidas de mitigagdo de capturas em artes de pesca. Apesar do
elevado nivel de fluxo genético que ocorre entre as regides Atlanticas analisadas, este
poderda nao ser suficiente para compensar as perdas de golfinho comum causadas
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actualmente por esta actividade econdmica. No entanto, s6 apés a realizacao de estudos de
densidade e reproducao desta espécie em conjunto com a analise das taxas de mortalidade
consequentes de capturas acidentais, poluicdo e causas naturais poderdo ser obtidas
conclusGes mais robustas relacionadas com este tema.

Existem diversos estudos que referem o impacto demogréafico e genético que as
capturas acidentais em artes de pesca podem causar nas populacées mundiais de cetaceos
(Morizur et al., 1999; Spencer et al., 2000; Zollett & Rosenberg, 2005; Ferreira, 2007;
Mendez et al., 2007). Ferreira (2007) através de um estudo realizado sobre a ocorréncia e
captura acidental de cetaceos no centro/norte de Portugal, verificou que um elevado niumero
de cetaceos é capturado acidentalmente em artes de pesca, sendo o golfinho comum a
espécie que apresenta maiores niveis de capturas principalmente por redes de emalhar e
arrastado, sendo verificados também alguns casos de captura em Xavega, uma arte de pesca
artesanal nao selectiva, tipica da area de estudo. A utilizagdo de amostras provenientes de
arrojamentos apresenta uma desvantagem, que consiste no total desconhecimento de
informacdes relativamente aos grupos familiares destes individuos. Com o objectivo de obter
conhecimentos relativos a este ponto e, ao mesmo tempo, determinar o impacto da pesca
em grupos familiares de golfinho comum, foram analisadas as possiveis relagbes de
parentesco entre estes animais. De igual modo, as capturas acidentais por artes de pesca
foram relacionadas com a morte de individuos pertencentes ao mesmo grupo familiar,
verificando-se que a utilizagcdo de animais arrojados tornou-se muito Uutil para determinar o
impacto causado pelas capturas acidentais em artes de pesca nas populagdes selvagens de
cetaceos na zona centro/norte de Portugal. Contudo, e tal como descrito por Ferreira (2007),
numa grande percentagem dos animais arrojados ndo € possivel identificar a causa de morte
devido ao seu estado avangcado de decomposi¢éo, além de muitos dos indicios de capturas
acidentais ndo serem especificos para uma determinada arte de pesca, tornando-se
impossivel determinar qual a arte que provocou a mortalidade.

Neste estudo, encontramos provas empiricas que comprovam o estudo realizado por
Ferreira (2007) e fornecem alguma informacao relativamente a organizagdo social
apresentada por esta espécie, uma vez que a ocorréncia de animais com indicios de captura
acidental por arte de Xavega e redes de emalhar, juntamente com os dados genéticos
obtidos, sugerem a ocorréncia de impacto das capturas acidentais em grupos sociais e
linhagens maternas de Delphinus delphis. Especificamente, uma situagéo particular de uma
captura multipla de 5 individuos em arte Xavega (Dde01, Dde02, Dde03, Dde04 e Dde05),
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permitiu comprovar comportamentos sociais descritos para esta espécie. Deste grupo, uma
fémea adulta e um macho imaturo partiilhavam o mesmo haplétipo, 0 que comprova a
formacado de “escolas” nesta espécie como sistema de organizacdo social, sendo também
forte a probabilidade de que estes apresentem lagcos familiares mais fortes entre si. A esta
situacdo acresce o facto de o haplétipo a que pertence Dde04 estar muito préximo,
filogeneticamente, do haplétipo V, sugerindo também forte relacao entre estes individuos No
entanto, essa informacgao s6 podera ser testada através de marcadores biparentais, uma vez
que o ADN mitocondrial s6 fornece informacgéo relativa a linhagem materna. Os restantes
individuos exibiram diferentes haplétipos entre si, comprovando a existéncia de “escolas”
formadas por varios grupos matriarcais que se movimentam juntos, sendo por isso afectados
por fenédmenos similares. Resultados similares foram ja obtidos noutras espécies (Baker et
al., 1994; Valsecchi & Zanelatto, 2003; Mendez et al., 2007). Ao mesmo tempo, demonstrou-
se de que modo as capturas acidentais podem afectar a produtividade de uma espécie, ao
atingirem fémeas e crias, apesar de nao existirem dados sobre as densidades e taxas de
reprodugéo de golfinho comum nesta regido que possam servir para perceber a taxa a que
esse efeito ocorre.

Apesar da analise genética deste estudo ter sido limitada a um marcador
mitocondrial, estes resultados fornecem informacdes importantes sobre a aplicagédo de dados
genéticos a estratégias de gestdo em pequena ou grande escala da espécie Delphinus
delphis, tendo as sequéncias da regidao de controlo mitocondrial sido bastante informativas
para a genética de conservacdo do golfinho comum. Os dados relativos as capturas
acidentais desta espécie em artes de pesca demonstram a necessidade de uma rapida
intervencao através da implementacédo de medidas de mitigacado, tais como: 1) assegurar a
sustentabilidade das capturas ou outros usos de cetaceos, através do desenvolvimento e
sensibilizacao para a utilizacdo de técnicas de pesca alternativas e através da modificacao
dos equipamentos de pesca e utilizagdo de dispositivos acusticos nas redes de pesca e/ou
redes acusticamente detectaveis pelos cetaceos, para diminuir as taxas de capturas
acidentais; 2) apoiar a protecg¢ao e recuperacao do habitat, através da definicdo de areas de
proteccao e imposicao de restricoes relativamente ao tempo e area de pesca nessas zonas,
bem como redugdo da poluicdo aquatica e sonora e redugao do efeito do desenvolvimento
das zonas costeiras; 3) avaliar com rigor cientifico o impacte de todo um novo conjunto de
estruturas a implementar nas zonas costeiras (emissarios de aquaculturas e sistemas de

esgotos, parques edlicos e sistemas de energia da marés); 4) promover o estabelecimento
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de uma relagdo entre a ciéncia e a politica, bem como com a sociedade, com fins de
conservacao de cetaceos (Reeves et al., 2003). No caso especifico da area de estudo, outra
medida urgente seria 0 apoio a estudos de cetaceos, nomeadamente para a determinacao
de densidades, distribuicdo e taxas de mortalidade e reproducdo de cetdceos na costa
continental portuguesa de modo a determinar o real impacto das pescas e perceber se estas
populacdes sao sustentaveis, tendo em conta a pressdo humana a que estao sujeitas.
Apresentando uma atitude conservadora em relacao aos resultados, € sugerido que
estes deveriam ser analisados em pormenor, recorrendo também a outro tipo de marcadores
moleculares, de modo a tentar obter mais informagdes relativamente as amostras, como por
exemplo, perceber mais aprofundadamente qual a possivel origem destes animais arrojados,
tanto em termos de localizagdo geografica, como em termos de variabilidade genética e
composicao das populagdes ou tentar perceber qual o papel das caracteristicas oceéanicas,
climaticas e topogréficas na movimentagao destes individuos. Estes sdo objectivos que vao
de encontro as necessidades de diversos estudos que utilizam amostras resultantes de
animais arrojados com diferentes propositos, como genética (Parsons et al., 2002),
toxicologia (Zhou et al., 2001), reprodugao (Murphy et al., 2005) e parasitologia (Cabezoén et
al., 2004), sendo fundamental o conhecimento da possivel relacdo genética entre individuos
de populagbes vizinhas de modo a tentar perceber a origem dos animais para obter
conclusées mais fundamentadas e também permitir estudos de migracao, por exemplo, um

comportamento ainda pouco conhecido em Delphinus delphis.

4.2. Consideracoes finais

O presente estudo mostrou que nao existe estruturagcdo populacional de golfinho
comum na regido de Portugal centro/norte, que por sua vez, ap6s analise global, parece
integrar uma Unica populacdo que consiste nas regides Atlanticas analisadas, ja que nao
existe diferenciacdo genética entre Portugal centro/norte, Acores e Canarias. Existe a
possibilidade de também estar incorporada neste stock a populagédo do Mar Negro, apesar
da ocorréncia de um valor do indice de diferenciacédo relativamente elevado entre o Mar
Negro e as populagdes do Atlantico (ainda que nao significativo) e de diversos estudos terem
ja referido a separacao desta regido relativamente ao Atlantico, sendo por isso necessaria a
aplicagao de outros marcadores genéticos para a obtengao de resultados mais consistentes.
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A analise das linhagens maternas e relagdo com as capturas acidentais nas pescas
sugeriram a existéncia de capturas de “escolas” formadas por fémeas e crias e evidenciaram
a hipétese de que as agregacdes formadas por esta espécie possuam varios grupos
matriarcais diferentes, que sado afectados pelos mesmos fenédmenos. Ao mesmo tempo, a
analise do efeito das capturas acidentais nas taxas de produtividade das fémeas na area de
estudo evidencia um impacto negativo no numero de nascimentos, o que demonstra o
problema de capturas de fémeas e inclusivamente de crias para a sustentabilidade de uma
populagao.

A conjugagéao de todos os resultados e comparagdo com dados existentes sobre os
niveis de capturas acidentais de cetaceos nas costas europeias, reflectem a importancia da
definicdo de medidas de mitigagdo para garantir a sustentabilidade das populagbes e
manutengao da sua diversidade a nivel genético, comportamental e ecol6gico destas. No
entanto, e tal como referido por Ferreira (2007), tanto na area de estudo, quanto a nivel mais
global devido a elevada importancia quer social quer econémica da pesca, a implementacao
de medidas de mitigacdo sO tera alguma probabilidade de sucesso com o apoio das
comunidades piscatorias.

Este estudo evidencia a importancia da utilizacdo da ecologia molecular como
ferramenta de conservacao e da integracdo de dados moleculares em tomadas de deciséao
relativamente a estratégias de gestdo e conservagao de espécies selvagens, nomeadamente

do golfinho comum.
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Anexo | — Tabela com informagdes relativas as amostras analisadas da populagédo de Portugal
centro/norte (sexo do animal, ano de colheita, localizagio do arrojamento, estado do corpo, indicio de
captura acidental e arte de pesca envolvida)

Estado Indicios de Arte de
Amostra Sexo Ano Localizacao do captura Pesca
corpo acidental envolvida

Dde01 Macho 2004 Poco da Cruz 2 Sim XAV
Dde02 Macho 2004 Poco da Cruz 2 Sim XAV
Dde03 Fémea 2004 Poco da Cruz 2 Sim XAV
Dde04 Fémea 2004 Poco da Cruz 2 Sim XAV
Dde05 Macho 2004 Poco da Cruz 2 Sim XAV
Dde06 Macho 2004 Gala 3 Sim IDT
Dde07 Fémea 2004 Costa Nova 4 Sim IDT
Dde08 Macho 2004 Tocha 3 Indeterminado -

Dde09 Fémea 2005 Mira 3 Sim REM
Ddel10 Macho 2005 Mira 3 Sim IDT
Ddei2 Fémea 2005 Quiaios 3 Sim REM
Dde13 Macho 2005 Leirosa 3 Sim NDT
Ddel4 Fémea 2005 Gala 3 Sim REM
Dde15 Macho 2005 Gala 3 Provavel IDT
Ddel16 Macho 2005 Quiaios 3 Sim REM
Ddel17 Fémea 2005 Aveiro 2 Sim REM
Dde18 Macho 2005 Buarcos 4 Indeterminado -

Dde19 Macho 2005 Leirosa 3 Sim REM
Dde20 Macho 2005 Aveiro 3 Nao -

Dde22 Fémea 2005 Palheirao 3 Indeterminado -

Dde23 Fémea 2005 Tocha 3 Nao -

Dde25 Macho 2005 F. da Foz 3 Sim IDT
Dde26 Macho 2005 Costinha 3 Sim IDT
Dde27 Macho 2005 Mira 3 Nao -

Dde28 Macho 2005 Torreira 2 Nao -

Dde29 Macho 2005 Buarcos 3 Nao -

Dde30 Fémea 2005 Mira 3 Provavel IDT
Dde31 Fémea 2006 Vagueira 3+ Provavel IDT
Dde32 Macho 2006 Gala 3 Sim REM
Dde33 Macho 2006 Mira 2 Sim NDT
Dde34 Fémea 2006 Leirosa 1 Nao -

Dde36 Macho 2006 Tocha 3 Sim IDT
Dde37 IDT 2006 Tocha 4 Sim IDT
Dde38 Fémea 2006 Murtinheira 2 Sim REM
Dde39 Fémea 2006 Tamargueira 3 Sim REM
Dde40 Macho 2006 Vagueira 4 Sim IDT
Dde41 Fémea 2006 Leirosa 3 Sim IDT
Dde43 Macho 2006 Quiaios 3+ Provavel IDT
Dde45 IDT 2006 Tocha 3+ Sim IDT
Dde46 Macho 2006 Palheirao 3 Sim IDT
Dde47 Macho 2006 Mira 3 Indeterminado -

1- Vivo; 2- Fresco; 3 — Decomposicao moderada; 4 — Decomposicao avancada; 5 — Restos;
XAV — Xavega; REM — Redes de emalhar; IDT - Indeterminada.
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Anexo Il — Distribuicdo dos loci polimérficos ao longo dos 27 haplétipos de Delphinus delphis, em
Portugal centro/norte.

Loci polimorficos
Fa 67899111112222233333333333334444455535
4764845667005790023333344567144660355
381214692925923567676170451552586
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Ha = haplétipos; Fa = Frequéncia absoluta desses haplo6tipos na populagao.
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Anexo lll — Distribuigcdo das amostras ao longo dos 27 haplétipos de Delphinus delphis da populagéo
do centro/norte de Portugal.

Haplétipos Amostras
Dde02, Dde 26, Dde31, Dde32, Dde40, Dde45
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