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RESUMO

DONATO, A. L. S. Filogeografia da baleia-bicuda-de-Cuvier, Ziphius cavirostris
(Odontoceti: Ziphiidae). 2022. 85 f. Dissertacédo (Mestrado em Ecologia e Evolucéo) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A baleia-bicuda-de-Cuvier, Ziphius cavirostris, é a espécie de Ziphiidae mais
estudada, principalmente devido a sua extensa distribuicdo. E conhecida como o
cetaceo que mergulha a maiores profundidades pelo maior periodo de tempo, e por
encalhes associados a exposi¢cao a exercicios militares e sonares de média frequén-
cia. Grande parte dos estudos realizados esté relacionada a compreender os meca-
nismos por trds desse comportamento e 0s impactos antropogénicos na espécie.
Ainda ha poucas informa¢des quando a sua diversidade genética. As informacdes
disponiveis sdo conflitantes e sugerem novos estudos para confirmar as hipoteses
levantadas. No Brasil, apesar do significativo nimero de encalhes, os estudos reali-
zados se limitam a descrever os individuos encontrados. Nenhuma analise populaci-
onal foi realizada e ndo hd nenhum dado sobre diversidade regional da espécie. O
presente estudo obteve as primeiras sequéncias da regido controle do DNA mito-
condrial da espécie no Brasil e realiza a analise populacional mais abrangente até
entdo, incluindo sequéncias novas e previamente publicadas das regides do Atlanti-
co Norte, Pacifico Norte e Indo-Pacifico. As novas sequéncias brasileiras, apesar de
geograficamente mais proximas do Atlantico Norte, compartilham haplétipos mais
frequentes no Hemisfério Sul. Ao contrario do observado anteriormente, a maior di-
versidade genética foi observada dentro das bacias oceanicas (55,35 %; FST =
0,44648) e nenhum grupo de hapldétipos foi observado. Apesar de andlises par-a-par
indicarem significativa diferenciacdo entre as bacias oceéanicas, 0 numero de se-
quéncias disponiveis para os Oceanos Atlantico Sul e indico sdo muito reduzidos e
nao nos permitem chegar a conclusdes quanto a estruturacdo populacional da espé-
cie.

Palavras-chave: Ziphiidae. Cetaceos. Filogeografia. Diversidade.



ABSTRACT

DONATO, A. L. S. Phylogeography of the Cuvier’s beaked whale Ziphius cavirostris
(Odontoceti: Ziphiidae). 2022. 85 f. Dissertacédo (Mestrado em Ecologia e Evolucéo) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Cuvier's beaked whale, Ziphius cavirostris, is the best known and most studied
Ziphiidae species, mainly due to its extensive distribution. The species is known as
the cetacean that dives to greatest depths for the longest time, and for mass strand-
ings associated with exposure to military exercises and medium-frequency sonatr.
Most studies involve understanding the mechanisms behind this behavior and the
anthropogenic impacts on the species. There is still little information about its genetic
diversity. Available information is conflicting and suggests new studies to confirm the
hypotheses raised. In Brazil, despite the significant number of strandings, the studies
carried out are limited to stranding reports. No population analysis was performed
and there is no data on regional diversity of the species. The present study obtained
the first sequences of the mitochondrial DNA control region for the species in Brazil
and performs the most comprehensive population analysis to date, including new and
previously published sequences from the North Atlantic, North Pacific and Indo-
Pacific regions. The new Brazilian sequences, despite being geographically closer to
the North Atlantic, share the haplotype that is most frequently found in the Southern
Hemisphere. Contrary to what was previously observed, greatest genetic diversity
occurs within ocean basins (55,35 %; FST = 0,44648) and no haplotype groups were
observed in the phylogenetic reconstructions. Although pairwise analyzes indicate a
significant differentiation between ocean basins, sequences available for the South
Atlantic and Indian Oceans are still limited and do not allow us to reach further con-
clusions regarding the species population structure.

Keyword: Ziphiidae. Cetacean. Phylogegraphy. Diversity.
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INTRODUCAO
1 Revisao Bibliografica
1.1 Mamiferos marinhos e os Cetacea

Mamiferos marinhos sdo mamiferos adaptados ao ambiente aquatico, poden-
do viver exclusiva ou parcialmente no meio aquatico. Ndo sdo um grupo monofiléti-
co, compreendendo alguns grupos da ordem Carnivora, como o0s pinipedes (focas,
lobos marinhos, morsas, elefantes e leGes marinhos), o urso polar e lontras, os siré-
nios (peixe-boi e dugongo) da ordem Sirenia, e Cetacea (baleias, botos e golfinhos)
(STEELE, THORPE & TUREKIAN, 2011; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Os
cetaceos, junto dos sirénios, sdo os Unicos mamiferos marinhos que passam todo o
tempo debaixo d’agua (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015).

Cetacea, do latim cetus ou cetos e do grego ketos, significando baleia, per-
tence a ordem Artiodactyla, que compreende 0s animais com numero par de dedos
(BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015; FORDYCE, 2017; CARWARDINE, 2020,
PROTHERO et al., 2021). Os cetaceos representam a maioria das espécies de ma-
miferos marinhos, além de ser o grupo mais diverso em questédo da ecologia e distri-
buicdo (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015; FORDYCE, 2017). Atualmente com-
preendem 92 espécies, das quais uma esta possivelmente extinta (THE SOCIETY
FOR MARINE MAMMALOGY, 2022).

O registro fossil, apesar de limitado, indica que o grupo surgiu por volta de 53-
54 milhdes de anos atrds (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015; FORDYCE, 2017).
Os cetaceos modernos sao divididos em dois grandes grupos: Mysticeti, conhecidos
como baleias de barbatanas, e os Odontoceti, as baleias dentadas, cujas caracteris-
ticas em comum consistem em corpo fusiforme e hidrodinamico, nadadeiras peito-
rais achatadas, com funcao de direcionar e estabilizar a natacéo, auséncia de 0ssos
na nadadeira caudal, cuja orientacdo horizontal tem a funcéo de propulsédo, nadadei-
ra dorsal para auxiliar na estabilizacdo (com perda secundaria em algumas espé-
cies) e presenca de membros posteriores vestigiais (BERTA, SUMICH & KOVACS,
2015; CARWARDINE, 2020). Além disso, as espeécies desse grupo apresentam o
cranio alongado, possivelmente associado ao processo de alimentacéo e a localiza-

¢céo dos orgaos sensoriais, orificio respiratério do topo da cabeca, espessa camada
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de tecido adiposo subcutaneo para isolamento térmico, perda de pelos no corpo (ou
pelos rudimentares ao redor da boca ou do orificio respiratério), e internalizacao dos
orgaos reprodutivos (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015; CARWARDINE, 2020).

Os cetaceos foram considerados como peixes por Linnaeus nas primeiras
versdes do seu livro Systema Naturae (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Suas
caracteristicas, no entanto, eram mais correspondentes com as de mamiferos do
gue com as de peixes (FLOWER, 1883). Comecou-se entdo a questionar se esse
grupo teria originado de um ancestral terrestre ou de um ancestral aquatico, que por
sua vez teria dado origem a todos os mamiferos (FLOWER, 1883).

Caracteristicas como os pelos rudimentares e sistema olfatério rudimentar em
Mysticeti, similar aos dos mamiferos terrestres, sugerem origem terrestres para os
cetaceos (FLOWER, 1883). De inicio, naturalistas acreditavam que os cetaceos se-
riam um passo evolutivo posterior aos ledes-marinhos, pertencendo a ordem Carni-
vora (FLOWER, 1883). Entretanto, comparagdes entre a forma e os membros envol-
vidos no processo de locomocéo dos ledes marinhos e dos cetaceos levou pesqui-
sadores a refutarem essa hipétese (FLOWER, 1883). Foi proposto, entdo que Ceta-
cea seria derivado dos Ungulados, animais de casco, evidenciado em andlises mo-
leculares (IRWIN & ARNASON, 1994) e morfologicas, com base em caracteristicas
dos dentes e do cranio compartilhadas entre os dois grupos, além de semelhancas
entre a laringe, estdbmago, 6rgaos reprodutivos e da membrana placentaria (FLO-
WER, 1883; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015; FORDYCE, 2017). Analises mole-
culares indicavam Cetacea como um grupo dentro do clado parafilético Artiodactyla
(IRWIN & ARNASON, 1994; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Faltavam, entre-
tanto, importantes evidéncias morfolégicas para corroborar essa relacdo, em particu-
lar uma sinapomorfia do tornozelo de Artiodactyla, que confere as espécies a capa-
cidade de uma rapida locomoc¢édo (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Essas evi-
déncias foram encontradas ao analisar um fossil ancestral de cetaceos (do género
extinto Indohyus) encontrado no Paquistdo, confirmando a proximidade de Cetacea
e Artiodactyla (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015).

Andlises filogenéticas baseadas em dados morfologicos indicavam Me-
sonychidae, um grupo basal extinto de ungulados, como grupo irméo de Cetacea
(SZALAY, 1969), enquanto andlises moleculares indicavam que 0s cetaceos eram
mais préximos dos Hippopotamidae (IRWIN & ARNASON, 1994; THEWISSEN et al.,
2001; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Ao observar o registro fossil, a proximi-
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dade de cetdceos com os hipop6tamos se torna improvavel, uma vez que 0s primei-
ros cetaceos surgiram na Asia ha 50 milhdes de anos, enquanto os Hippopotamidae
surgiram na regido por volta de 15 milhdes de anos atras (THEWISSEN et al., 2007).
Além disso, analises cladisticas realizadas posteriormente indicavam que cetaceos
eram mais proximos da ordem Artiodactyla do que apenas de Hippopotamidae ou de
Mesonychidae (THEWISSEN et al., 2001). Em 2007 foi encontrado um féssil perten-
cente a familia de artiodactilos Raoellidae, do médio Eoceno, e consistia dos dentes,
cranio e pos-cranio do género Indohyus (THEWISSEN et al.,, 2007). Ao adicionar
este género na andlise, este foi recuperado como grupo irméo de Cetacea, sendo os
dois grupos Artiodactyla basais (THEWISSEN et al., 2007). Indohyus e Cetacea,
além de compartilharem caracteristicas como a organiza¢do anteroposterior dos in-
cisivos na mandibula e coroa alta dos pré-molares posteriores, compartilham carac-
teristicas na bula timpanica que antes eram consideradas sinapomorfias de Cetacea
(THEWISSEN et al., 2007). Novas analises moleculares apds a descoberta de In-
dohyus obtiveram como resultado que, apesar de Indohyus ser o grupo féssil irméo
de Cetacea, Hippopotamidae, é o grupo atual mais proximo dele (Figura 1) (GEIS-
LER & THEODOR, 2009).
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Figura 1 — Filogenia de Ungulata, com base em analises moleculares.
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Fonte: Geisler & Theodor, 2009.

Os cetaceos basais sdo formados por um grupo parafilético extinto conhecido
como Archaeoceti (Figura 2) (STEELE, THORPE & TUREKIAN, 2011; BERTA, SU-
MICH & KOVACS, 2015). Pakicetus, um grupo de Pakicetidae, utilizava a agua doce
para a alimentacdo, além de apresentar caracteristicas na bula timpanica que suge-
rem que eles eram capazes de ouvir debaixo d’agua, mesmo que de forma limitada
(THEWISSEN et al., 2001; THEWISSEN et al., 2007; FORDYCE, 2008; BERTA,

SUMICH & KOVACS, 2015). Além disso, caracteristicas 6sseas e analise de isoto-
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pos estaveis sugerem um habitat aquatico para esse grupo, caminhando no fundo
como os hipopétamos (THEWISSEN et al., 2007; THEWISSEN et al., 2009).

Figura 2 — Reconstrucao filogenética da evolucao dos cetaceos fosseis e recentes.

Artiodactyla

Pakicetidae T

Ambulocetus T

)

L Rem-ngtonoe«us'f

1 ProtocetusT

= Ba&lo&nums‘i- - f

Domdon'f

- Mysticati (baleen whales)

Odontoceti (toothod whales)

Fonte: modificado de Vaughan, Ryan & Czaplewski, 2013.

Fosseis de Ambulocetus tem aproximadamente 49 milh6es de anos e foram
encontrados em rochas formadas em areas rasas (THEWISSEN et al., 2009). Esses
animais possuiam membros curtos e fortes que ainda eram usados para locomogao
terrestre (THEWISSEN et al., 2009; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Isétopos
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estaveis indicam que o grupo ocupava regides de agua parcialmente doce, possi-
velmente foz de rios (THEWISSEN et al., 2009). Seu nado era caracterizado pela
ondulacéo da coluna vertebral e da cauda, utilizando os membros posteriores como
remo (THEWISSEN et al., 2009; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015).

Os Remingtonocetidae sé@o caracterizados por cranio e mandibula estreita e
comprida (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Apresentavam audi¢cdo mais desen-
volvida do que a dos primeiros cetaceos, com forame mandibular mais desenvolvido
e com presenca de uma camada de lipidios, indicando uma maior eficiéncia na
transmissao de sons debaixo d’agua (THEWISSEN et al., 2009; BERTA, SUMICH &
KOVACS, 2015). Esses animais se deslocavam na agua principalmente pela propul-
sdo da cauda, com membros pequenos e limitada habilidade locomotiva terrestre
(THEWISSEN et al., 2009). Ja os Protocetidae teriam vivido entre 49 e 40 milhdes
de anos atras, e provavelmente apresentavam distribuicdo cosmopolita, sendo en-
contrados depdésitos marinhos préximos a costa (THEWISSEN et al.,, 2009). Uma
caracteristica interessante que diferencia esse grupo dos cetaceos basais anteriores
a ele é a posicdo mais posterior do orificio respiratério, mais parecido com os ceta-
ceos atuais (THEWISSEN et al., 2009). Protocetidae foi um grupo muito diverso e o
modo de locomocao parece variar dentro do grupo, apesar de sua natacao aparentar
ser uma combinacdo de ondula¢gbes dorsoventrais da cauda e utilizacdo dos mem-
bros como remos (THEWISSEN et al., 2009; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015).

Finalmente, os Basilosauridae sdo os primeiros cetaceos basais similares aos
cetaceos modernos. Este grupo originou-se ha aproximadamente 41 milhdes de
anos e sdo caracterizados por apresentarem nadadeiras peitorais e nadadeira cau-
dal, além de membros posteriores incapazes de sustentar o peso do corpo (THE-
WISSEN et al., 2009). Ha dois padrdes corporais no grupo: um corpo similar ao de
uma serpente, que se locomovia por movimentos sinuosos (subfamilia Dorudonti-
nae) e um padrao com corpo parecido com o dos golfinhos modernos, que se movia
por propulsdo vertical da nadadeira caudal (subfamilia Basilosaurinae) (THEWIS-
SEN et al., 2009; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Essas caracteristicas indi-
cam que Basilosauridae é o primeiro grupo de cetaceos totalmente aquatico (THE-
WISSEN et al., 2009).
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1.2 Cetaceos modernos: Odontoceti e Mysticeti

Os cetaceos modernos formam um grupo monofilético e sdo divididos em
Mysticeti e Odontoceti, que divergiram ha aproximadamente 25-35 milhGes de anos
(THEWISSEN et al., 2009; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015; MCGOWEN et al.,
2020). Eles se diferenciam dos cetaceos basais pela presenca de caracteristicas
derivadas como, por exemplo, maxila levemente cdncava e mdultiplos forames infra-
orbitais que se abrem dorsalmente (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015).

As baleias, ou baleias de barbatanas, como sdo conhecidos os Mysticeti, sdo
caracterizados pela auséncia de dentes e pela presenca de barbatanas feitas de
qgueratina (CARWARDINE, 2020). Essas barbatanas possibilitam a alimentagdo por
filtracdo de pequenos animais, principalmente peixes e crustaceos, caracteristica
dessas espécies (CARWARDINE, 2020). Outras caracteristicas incluem orificio res-
piratério duplo, cranio simétrico, grande tamanho corporal e da cabeca (BERTA,
SUMICH & KOVACS, 2015; CARWARDINE, 2020). Mysticeti compreende 15 espé-
cies divididas em quatro familias, Balaenidae, Neobalaenidae, Eschrichtiidae e Bala-
enopteridae (THE SOCIETY FOR MARINE MAMMALOGY, 2022), amplamente co-
nhecidas pelos seus cantos e vocalizagbes para comunicacdo (CARWARDINE,
2020).

Os misticetos basais surgiram no Oligoceno e apresentavam grandes olhos e
dentes afiados (VAUGHAN, RYAN & CZAPLEWSKI, 2013). A substituicdo dos den-
tes pelas barbatanas foi um processo gradual, com formas intermediarias apresen-
tando as duas estruturas (DEMERE et al., 2008). No registro fossil, os primeiros
exemplares de baleias apresentavam dentes, seguido de fésseis mais recentes que
ainda possuiam dentes, mas que apresentavam sulcos ao redor dos alvéolos denta-
rios, indicando o fornecimento de sangue para o palato e a presenca de barbatanas
(STEELE, THORPE & TUREKIAN, 2011; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Es-
pécies que apresentavam as duas estruturas podem ter utilizado os dentes para
captura ativa de presas individuais e as barbatanas rudimentares para filtrar presas
menores em maior quantidade (DEMERE et al., 2008). Esse processo de substitui-
¢cao seria similar ao que ocorre nas baleias modernas, que apresentam dentes na
fase embrionaria, mas, devido a presenca de genes responsaveis pelo desenvolvi-
mento do esmalte ndo funcionais, esses dentes se degeneram, enquanto as barba-
tanas sdo desenvolvidas (DEMERE et al., 2008; VAUGHAN, RYAN & CZAPLEWS-
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Kl, 2013). No Mioceno, as espécies ja teriam perdido os seus dentes e desenvolvido
rostros mais longos, para suportar mais barbatanas (VAUGHAN, RYAN & CZA-
PLEWSKI, 2013).

Ha muita dificuldade em explicar a histéria evolutiva das baleias modernas
com base apenas na morfologia (VAUGHAN, RYAN & CZAPLEWSKI, 2013). Se-
gundo andlises filogenéticas recentes, utilizando uma anélise concatenada de mais
de 3000 genes, as baleias modernas surgiram ha aproximadamente 25,75 milhfes
de anos (Figura 3) (MCGOWEN et al., 2020). As analises mostraram que Mysticeti
apresenta dois grupos monofiléticos, Balaenidae e Balaenopteridae + Neobalaeni-
dae, e que Balaenopteridae é parafilético, incluindo, além de Balaenoptera, os géne-
ros Megaptera e Eschrichtius, estando de acordo com estudos anteriores (Figura 3)
(MCGOWEN et al., 2020).

Os odontocetos, conhecidos como baleias dentadas, golfinhos e botos, com-
preendem 77 espécies, das quais uma esta possivelmente extinta, divididas em 10
familias, Physeteridae, Kogiidae, Ziphiidae, Platanistidae, Iniidae, Lipotidae, Ponto-
poriidae, Monodontidae, Delphinidae e Phocoenidae (THE SOCIETY FOR MARINE
MAMMALOGY, 2022). Sao caracterizados pela denticdo homodonte, cranio assimé-
trico, um Unico orificio respiratorio em forma de meia-lua e pela maxila que se esten-
de posteriormente, formando o processo supraorbital (“telescoping”), servindo para a
insercdo de musculatura (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015; CARWARDINE,
2020). A caracteristica mais marcante dessas espécies € a presenga do “melao”,
uma estrutura gordurosa localizada no topo da cabeca, e a capacidade de ecolocali-
zacao (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015; CAWARDINE, 2020). A ecolocalizagéo
€ gerada pelos complexos musculos faciais e pela anatomia nasal e consiste na
emissao de sons de alta frequéncia e na interpretacdo do seu eco para reconhecer o
ambiente ao seu redor (AU, 2008; CARWARDINE, 2020). Os odontocetos utilizam a
ecolocalizacdo para procurar por presas, evitar predadores e para auxiliar na sua
locomocgédo (CARWARDINE, 2020).
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Figura 3 — Reconstrucao filogenética de Cetacea com base na analise concatenada

de marcadores nucleares.
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Os primeiros Odontoceti tinham um grau moderado de “telescoping”, com o

orificio nasal anterior as érbitas e cranio simétrico (STEELE, THORPE & TUREKIAN,
2011; BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). No final do Oligoceno, os fosseis ja
apresentam “telescoping” completo, como os odontocetes modernos, com o orificio

respiratério entre as orbitas, embora a denticdo ainda fosse heterodonte (BERTA,
SUMICH & KOVACS, 2015). Os primeiros cetaceos, no inicio do Eoceno, apresen-
tavam dentes cerrados, e acredita-se que isso possibilitaria reter a presa dentro da

boca ao mesmo tempo em que a agua era expulsa (VAUGHAN, RYAN & CZA-

PLEWSKI, 2013). J& no Mioceno, essa denticdo se tornou conica e fina e a mandi-
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bula mais alongada, possibilitando a captura das presas com o fechamento rapido
da mandibula (VAUGHAN, RYAN & CZAPLEWSKI, 2013).

As relacdes filogenéticas dos Odontoceti modernos ainda se encontram em
discusséo, principalmente devido a rapida diversificacdo de alguns grupos (VAU-
GHAN, RYAN & CZAPLEWSKI, 2013; MCGOWEN et al., 2020). Analises molecula-
res recentes (MCGOWEN et al., 2020), no entanto, parecem ter resolvido, com alto
grau de robustez, até as relacbes de mais dificil resolucdo. Delphinidae, o grupo
mais diverso de cetaceos, ainda apresenta relacdes filogenéticas em discusséo,
apesar desta ultima andlise ter conseguido reconstrui-las com alto suporte (MCGO-
WEN et al., 2020). A familia Delphinidae teria surgido h& aproximadamente 13 mi-
IhBes de anos, e passado por rapidos processos de diversificacdo simultdneos ou
seguidos no final do Mioceno, inicio do Plioceno, que correspondem a maioria das
subfamilias observadas atualmente (MCGOWEN et al., 2020).

Em relacdo as espécies de dgua doce, acreditava-se que os odontocetes que
invadiram ambientes de agua doce formassem um grupo monofilético (Platanistidae,
Pontoporiidae, Iniidae e Lipotidae) (BERTA, SUMICH & KOVACS, 2015). Entretanto,
Platanistidae parece ser grupo irmdo de todos os odontocetes, com excec¢ado de
Physeteridae e Kogiidae (Figura 3) (MCGOWEN et al., 2020). Platanistidae em al-
gumas analises moleculares também aparece como grupo irmao de Ziphiidae (BER-
TA, SUMICH & KOVACS, 2015; FORDYCE, 2017), resultado que nao foi corrobora-
do com marcadores nucleares (Figura 3) (MCGOWEN et al., 2020).

1.3 As baleias-bicudas da familia Ziphiidae

As baleias-bicudas pertencem a familia Ziphiidae, uma das 10 familias de
Odontoceti, ordem Artiodactyla e compreendem 24 espécies distribuidas em 6 géne-
ros — Berardius, Hyperoodon, Indopacetus, Mesoplodon, Tasmacetus e Ziphius (THE
SOCIETY FOR MARINE MAMMALOGY, 2022). Sdo cetaceos de médio porte, me-
dindo de 3 a 13 metros de comprimento e em geral sdo caracterizadas por um rostro
alongado, dentigdo reduzida, um par de pregas em forma de “V” localizadas na gar-
ganta, nadadeira dorsal pequena e posicionada 2/3 do comprimento total, nadadei-
ras peitorais pequenas que se encaixam em depressdes nas laterais do corpo e na-

dadeiras caudais, em sua maioria, sem reentrancia mediana (Figura 4) (JEFFER-
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SON, WEBBER & PITMAN, 2015; MEAD, 2008). S&o espécies pelagicas e se ali-
mentam principalmente de peixes e lulas de profundidade, buscando capturar em
meédia 30 presas por mergulho (TYACK et al., 2006; MEAD, 2008).

Figura 4 — Exemplares de baleias-bicudas (Ziphiidae) em seu ambiente natural.

Legenda: (A) Ziphius cavirostris. Foto por G. Ocio. (B) Hyperoodon ampullatus. Foto por Hal White-
head’s Lab. Fonte: Jefferson, Webber & Pitman, 2015.

A caracteristica mais marcante da familia sdo as diferentes morfologias dos
dentes (Figura 5). As espécies de baleias-bicudas apresentam apenas um Unico par
de dentes na mandibula que eclodem apenas em machos adultos, com exce¢édo do
género Tasmacetus, onde tanto machos quantos fémeas apresentam o padrdo de
denticdo comumente observado em odontocetos, e do género Berardius, onde ma-
chos e fémeas apresentam 2 pares de dentes (ELLIS & MEAD, 2017). A mandibula
das baleias-bicudas é maior que a maxila, e os dentes séo visiveis nas laterais do
rostro (ELLIS & MEAD, 2017). Alguns individuos apresentam desgastes na parte
interna dos dentes, resultado da friccdo com o rostro, indicando que o0 movimento da
mandibula é prejudicado por essa configuracao (PITMAN, 2008). Em algumas espé-
cies, como Mesoplodon stejnegeri e Mesoplodon layardii, os dentes estdo comple-
tamente expostos. Os machos de Mesoplodon layardii desenvolveram dentes Unicos
entre todas as espécies de baleias-bicudas (Figura 5). De inicio, os dentes curvam-
se para fora, continuam crescendo, curvando-se para cima e para tras, até que se
cruzam acima do rostro formando um arco (ELLIS & MEAD, 2017). Esse arco impe-
de que os individuos abram a boca mais que alguns centimetros (JEFFERSON,
WEBBER & PITMAN, 2015; ELLIS & MEAD, 2017). Outras espécies como Mesoplo-
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don carlhubbsi e Mesoplodon densirostris possuem a maior parte do dente inclusa e
apenas a extremidade exposta (ELLIS & MEAD, 2017).

Figura 5 — Variacdo morfolégica da denticdo encontrada em Ziphiidae (género Me-

soplodon).

Legenda: (A) M. layardii (B) M. densirostris (C) M. mirus (D) M. hectori (E) M. perrini (F) M. grayi (G)
M. carlhubbsi (H) M. stejnegeri (I) M. bidens (J) M. traversii (K) Cranio de Mesoplodon layardii, mos-
trando os dentes cruzando acima do rostro. Adaptado de Pitman, 2008.

Segundo Dalebout, Steel e Baker (2008), existem quatro hipéteses para expli-
car o processo de diversificacdo de Mesoplodon e os padrbes de morfologia dos
dentes do género. Em uma das hipéteses, espécies que possuiam dentes em posi-
¢cdo mais apical seriam basais, enquanto espécies com dentes mais centralizados na
mandibula seriam mais derivadas. Essa hipétese ndo explica os padrdes de distri-
buicdo geogréafica ou como o processo de especiacdo pode ter ocorrido (DALE-
BOUT, STEEL & BAKER, 2008). A segunda hip6tese busca explicar as similaridades
morfolégicas gerais entre espécies e propde que a especiacdo ocorreu devido ao
isolamento de populagbes em canyons submarinos, e que, portanto, espécies adja-
centes seriam mais parecidas entre si. Entretanto, essa hipotese nao faz previsées
sobre as diferentes morfologias dos dentes (DALEBOUT, STEEL & BAKER, 2008). A
terceira hipotese sugere que a selecdo sexual tem um papel importante na especifi-
cacao e diversificagcdo de Mesoplodon, onde a selecdo direcional ou disruptiva na
morfologia dos dentes levaria a especiacdo simpatrica (DALEBOUT, STEEL & BA-

KER, 2008). E, por fim, a quarta hipétese sugere que a forma e posi¢cado dos dentes
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serviria como mecanismo para reconhecimento entre espécies, como mecanismo de
isolamento pré-copulatério. Essa hipétese, no entanto, ndo propée como 0 processo
de especiacdo se iniciou, mas prevé que as diferencas na morfologia dos dentes
surgiriam a partir de selecéo direcional e deslocamento de caracteres (DALEBOUT,
STEEL & BAKER, 2008).

A ocorréncia de espécies com dentes similares dentro de uma mesma bacia
oceanica parece contradizer a hipétese de reconhecimento entre espécies (DALE-
BOUT, STEEL & BAKER, 2008). Além disso, caracteristicas relacionadas ao reco-
nhecimento de espécies costumam estar presentes em ambos 0s sexos, 0 que nado
€ observado nas baleias-bicudas (DALEBOUT, STEEL & BAKER, 2008). De maneira
geral, essa hipotese ndo parece explicar a diversidade e distribuicdo das diferentes
formas de dente, apesar de poder ajudar na manutencao das diferentes morfologias
em espécies simpatricas (DALEBOUT, STEEL & BAKER, 2008). No entanto, na
maioria dos casos, espécies irmas de Mesoplodon com distribuicdo sobreposta
apresentam diferentes formas de dentes, como previsto pela hipotese da selecéo
sexual. Assim, o padrdo observado sugere que a selecdo sexual em dentes para
confrontos intraespecificos, junto da selecdo para reconhecimento de espécies, de-
sempenhou um papel importante na diversificagdo na morfologia dos dentes em Me-
soplodon (DALEBOUT, STEEL & BAKER, 2008).

As baleias-bicudas comecaram a se diversificar no Mioceno, tendo Berardius
como género mais basal, e Mesoplodon como mais derivado (Figura 3) (MCGOWEN
et al., 2020). Apesar de Tasmacetus apresentar denticho comum aos outros Odon-
toceti, e suspeitar-se que ele fosse o género mais basal, ele forma um clado com os
géneros de denticdo reduzida (MCGOWEN et al., 2020). O género Mesoplodon, o
mais diverso em cetaceos, sofreu uma rapida radiacéo evolutiva no final do Mioceno,
com o surgimento de pelo menos 13 espécies (MCGOWEN et al., 2020). Os trés
grupos recuperados no género (“bidens” — Mesoplodon bidens, M. gingkodens, M.
europaeus e M. mirus; “layardii” — M. layardii, M. carlhubbsi e M. bowdoini; e “hectori”
— M. hectori, M. grayi, M. stejnegeri, M. densirostris, M. perrini e M. peruvianus) (Fi-
gura 3) também podem ser observados em reconstrugdes realizadas com base em
introns do DNA nuclear (DALEBOUT, STEEL & BAKER, 2008). A excecéo € Meso-
plodon bidens, que anteriormente havia sido recuperado como a espécie mais basal
de Mesoplodon (DALEBOUT, STEEL & BAKER, 2008).
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1.4 Ziphius cavirostris, a baleia-bicuda-de-Cuvier

O género Ziphius é monotipico e foi proposto em 1823 por Cuvier ao analisar
um fragmento de cranio coletado na Franca em 1804 e descrever a nova espécie
Ziphius cavirostris (HEYNING & MEAD, 2008; ELLIS & MEAD, 2017). “Ziphius” vem
do grego “Xiphos”, que significada espada, ou do latim “Xiphias”, peixe-espada, e faz
alusdo ao rostro pontiagudo da espécie; o epiteto especifico “cavirostris” é a jungao
de rostro e do latim “cavus” (cavidade), se referindo a cavidade pré-nasal presente
na base do rostro em machos adultos (Figura 6) (TURNER, 1872; JEFFERSON,
WEBBER & PITMAN, 2015; ELLIS & MEAD, 2017; CARWARDINE, 2020).

A baleia-bicuda-de-Cuvier (Ziphius cavirostris), de inicio, foi considerada um
féssil devido as condi¢des gerais e a aparéncia “petrificada” que a forte ossificagéo
conferia ao fragmento (HEYNING & MEAD, 2008), mas, em 1850, M. Paul Gervais
comparou o fragmento de Cuvier com um cranio recém-encontrado na Franga, de-
terminando que os dois cranios eram idénticos e que a Ziphius ndo era um foéssil
(TURNER, 1872). A partir de entédo, naturalistas franceses procuraram na literatura
por espécies de cetaceos descritas nos mares adjacentes que pudessem pertencer
ao género Ziphius, encontrando seis possiveis registros, dos quais cinco foram obti-
dos no Mediterraneo (TURNER, 1872). Essa busca se estendeu para outras regides
do mundo, e entre 1863 e 1865 outros trés possiveis registros foram observados,
dois no Cabo da Boa Esperanca, Africa do Sul, e um em Buenos Aires, Argentina
(TURNER, 1872).
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Figura 6 — Créanios de Ziphius cavirostris, onde é possivel observar a cavidade ca-
racteristica dos machos da espécie (direita).

Fonte: Heyning & Mead, 2008.

Em 1872, Sir William Turner comparou quatro dos cinco exemplares do Medi-
terrdneo, os dois da Africa e o da Argentina com um exemplar das Ilhas Shetland
descrito por ele, para determinar se 0s exemplares pertenciam a géneros diferentes
ou se representariam uma ou mais espécies do género Ziphius (TURNER, 1872).
Apesar de pequenas variacoes, ele considerou todos os espécimes como Ziphius
cavirostris, até que novas informacdes pudessem ser obtidas, e constatou que, caso
sua consideracdo fosse verdadeira, Ziphius cavirostris teria extensa distribuicdo, si-

milar a da baleia cachalote (Physeter macrocephalus) (TURNER, 1872).

1.5 Caracteristicas gerais de Ziphius cavirostris

A baleia-bicuda-de-Cuvier apresenta o padrao geral de formato do corpo fusi-
forme das baleias-bicudas, mas de aparéncia mais robusta, com nadadeira caudal
larga e dorsal pequena e falcada (Figura 7) (JEFFERSON, WEBBER & PITMAN,

2015). Adultos atingem em média 6,1 m, sem dimorfismo de tamanho significativo
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entre os sexos (HEYNING & MEAD, 2008), podendo atingir até 8,4 m e pesar 3000
kg (ELLIS & MEAD, 2017). Neonatos tem em média 2,7 m e pesam 250-300 kg
(JEFFERSON, WEBBER & PITMAN, 2015). O rostro é curto e pouco definido, com
uma leve inclinacéo ligando-o a regidao do “melao”, que é proeminente e bulbosa em
machos adultos (HEYNING & MEAD, 2008; JEFFERSON, WEBBER & PITMAN,
2015). O orificio respiratorio € em forma de meia-lua, com as extremidades voltadas
para tras (LODI & BARBOSA, 2013). Uma caracteristica diagnostica da espécie é
uma leve concavidade no topo da cabeca, separando o “melao”
rio, mais aparente em individuos adultos (Figura 7) (JEFFERSON, WEBBER & PIT-

MAN, 2015).

do orificio respiraté-

Figura 7 — llustracao de Ziphius cavirostris por Uko Gorter.

Fonte: Baird, 2017.

A coloracéo do corpo varia de cinza escuro a marrom avermelhado, com a re-
gido da cabeca e dorso mais claros (HEYNING & MEAD, 2008; JEFFERSON,
WEBBER & PITMAN, 2015). Esse contraste ndo é tdo evidente em fémeas, mas
machos costumam apresentar a cabeca completamente branca, e essa coloragéo
avanca pelo dorso com a idade (Figura 7) (HEYNING & MEAD, 2008; JEFFERSON,



31

WEBBER & PITMAN, 2015). O padréo de coloragéo dos neonatos pode representar
0 padréo ancestral das baleias-bicudas, com o dorso escuro e ventre claro, que
também €& observado em neonatos do género Mesoplodon (HEYNING & MEAD,
2008).

Ziphius ndo é uma espécie social, sendo possivel encontra-los mais frequen-
temente sozinhos do que em grupos (BAIRD, 2019). A maioria das associagdes en-
tre individuos envolve uma fémea adulta e um juvenil ou neonato, apesar de esses
pares também serem observados na presenca de outros individuos adultos (BAIRD,
2019). Na Carolina do Norte, no entanto, pares de machos adultos foram visto mer-
gulhando em sincronia por semanas (CIOFFI et al., 2021). Evidéncias sugerem que,
aqueles individuos que formam grupos, procuram por presas sozinhos e retornam
aos seus grupos durante a ascendéncia (BAIRD, 2019; AGUILAR DE SOTO et al.,
2020; ALCAZAR-TREVINO et al., 2021; CIOFFI et al., 2021). Trés hipoteses foram
sugeridas para explicar esse comportamento: segregacao relacionada aos diferentes
comportamentos entre 0s sexos, competicdes intraespecificas prolongadas e alian-
cas entre machos (CIOFFI et al., 2021).

A baleia-bicuda-de-Cuvier apresenta um Unico par de dentes conicos, volta-
dos para frente, na extremidade da mandibula (JEFFERSON, WEBBER & PITMAN,
2015). A erupcéao desse par de dentes normalmente s6 ocorre em machos adultos, e
em fémeas os dentes permanecem dentro da gengiva (Figura 8) (ELLIS & MEAD,
2017). O dimorfismo sexual na morfologia dos dentes — grandes em machos e finos
e pontudos em fémeas — levou, de inicio a separacdo dos sexos em espécies dife-
rentes (ELLIS & MEAD, 2017). Espécimes jovens apresentam cerca de 33/34 pe-
guenos dentes dentro da gengiva (ELLIS & MEAD, 2017). Como observado em ou-
tras espécies da familia Ziphiidae, Ziphius néo utiliza os dentes para captura de pre-
sas e se alimentam por succédo (ELLIS & MEAD, 2017). Dentes nao parecem ser
importantes na captura de cefalépodes e ha uma tendéncia a reducéo do nimero de
dentes funcionais em animais que se alimentam dessas espécies (HEYNING & ME-
AD, 1996; MACLEOD, 1998). A alimentacdo por succ¢éo pode, portanto, explicar por
gue lulas encontradas em seus estdmagos néo apresentam marcas de perfuracdes
(HEYNING & MEAD, 1996).

Heyning e Mead (1996) dissecaram exemplarem dos géneros Mesoplodon,
Berardius e Ziphius e encontraram estruturas que corroboram essa forma de alimen-

tacdo — a lingua pode ser retraida e 0os 0ssos hioides sdo maiores para fixar os mus-
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culos que controlam a lingua. Somado a isso, as pregas na garganta sao distensi-
veis, expandindo a cavidade oral e criando uma pressao negativa que permite a en-
trada de agua, e da presa, na boca (HEYNING & MEAD, 1996; ELLIS & MEAD,
2017). Foi também observado um acumulo de tecido superficial ao redor da boca
que restringia a sua abertura, considerada uma caracteristica mais eficiente na ali-
mentagdo por succdo (HEYNING & MEAD, 1996). Além de analises anatdmicas,
Heyning e Mead (1996) também obtiveram evidéncias observacionais, analisando
espécimes de Mesoplodon carlhubbsi em cativeiro e videos de Ziphius cavirostris,
onde, em ambas as situacdes, foi possivel observar a succdo da presa.

Em animais em que os dentes ndo sao utilizados na alimentacéo, essas estru-
turas podem se desenvolver para assumir outras fun¢cdes (MACLEOD, 1998). Estu-
dos afirmam que cicatrizes fornecem um bom indicativo de comportamento agressi-
vo em odontocetes em condi¢gOes naturais (HEYNING, 1984; ELLIS & MEAD, 2017).
Ainda hoje, ndo ha registro confirmados de confronto entre baleias-bicudas, entre-
tanto machos adultos, com excecdo de Mesoplodon ginkgodens, apresentam exten-
sas cicatrizes lineares (HEYNING, 1984; HEYNING & MEAD, 2008; PITMAN, 2008;
JEFFERSON, WEBBER & PITMAN, 2015; ELLIS & MEAD, 2017). Fémeas e juvenis
apresentam apenas cicatrizes circulares, também presentes em machos adultos,
causadas por tubaréo-charuto (Isistius brasiliensis), em sua maioria, e por lampreias
(Figura 8) (HEYNING & MEAD, 2008; JEFFERSON, WEBBER & PITMAN, 2015;
ELLIS & MEAD, 2017). Assim, acredita-se em que 0s dentes em baleias-bicudas
sejam utilizados em confrontos intraespecificos para estabelecer hierarquias repro-
dutivas (HEYNING, 1984; JEFFERSON, WEBBER & PITMAN, 2015; ELLIS & ME-
AD, 2017; BAIRD, 2019).
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Figura 8 — Dimorfismo sexual observado na denticdo de adultos de Ziphius caviros-

tris.

Legenda: (A) Macho adulto de Ziphius. E possivel observar o par de
dentes cbnicos na mandibula e as extensas cicatrizes lineares.

Foto por Dan J. McSweeney/Wild Whale Research Foundation).

Fonte: Baird, 2017. (B) FEmea adulta de Ziphius. Os dentes em fémeas
permanecem na gengiva e ndo sao observadas cicatrizes lineares.
Fonte: Carwardine, 2020.

Diferentes padrbes de cicatrizes lineares podem ser observados em baleias-
bicudas e eles estdo associados as diferentes posicfes dos dentes na mandibula
(HEYNING, 1984). Espécies com dentes apicais, como Ziphius cavirostris, Mesoplo-
don mirus, Mesoplodon hectori e Mesoplodon perrini, podem deixar tanto cicatrizes
Unicas quanto paralelas, pois essa posicdo dos dentes permite que apenas um ou 0S
dois dentes entrem em contato com o oponente (“Jousting”) (HEYNING, 1984; ELLIS
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& MEAD, 2017). Essa é uma condicdo ancestral em baleias-bicuda e evoluiu da for-
ma de confronto encontrado em odontocetes (“bite and rake”) (ELLIS & MEAD,
2017). Espécies com dentes em posicdo mais centralizada, mas que nao estao pro-
jetados acima do rostro, como Mesoplodon bidens e Mesoplodon grayi, deixam cica-
trizes Unicas, pois 0 contato com o oponente € lateral e apenas um dente € utilizado
(HEYNING, 1984).

Em espécies em que os dentes estdo centralizados e se projetam acima do
rostro, como Mesoplodon densirostris e Mesoplodon stejnegeri, sdo possiveis, em
teoria, tanto cicatrizes Unicas quanto paralelas (HEYNING, 1984). Foi sugerida a
hip6tese de que, nesses casos, as cicatrizes longitudinais paralelas no dorso dos
individuos sdo consistentes com uma aproximagao “dorsum-to-dorsum”, onde um
dos individuos se aproxima do oponente com o ventre para cima (ELLIS & MEAD,
2017). Pesquisadores, no entanto, rejeitaram essa hip6tese, uma vez que grande
parte das cicatrizes ndo sao paralelas (ELLIS & MEAD, 2017). Eles afirmam que séo
observados zigue-zagues e mudancas de dire¢cdo que ndo condizem com a utiliza-
cao dos dois dentes simultaneamente, mas sim com a aproximacéo dos oponentes
frente-a-frente, golpeando de relance com apenas um dente (ELLIS & MEAD, 2017).
Essa forma de confronto pode ser comparada ao observado em outros mamiferos,
como bodes, veados e antilopes (ELLIS & MEAD, 2017).

Baleias-bicudas sdo mergulhadores de profundidade e utilizam a ecolocaliza-
¢cao para localizar e capturar presas (JOHNSON et al., 2004; MADSEN et al., 2005;
JOHNSON et al., 2006; JOHNSON et al., 2008). Ziphius tipicamente apresenta trés
tipos de mergulhos: mergulhos profundos, para forrageio, mergulhos rasos para res-
piracdo, que duram em média 3 a 15 segundos e atingem profundidades de 2 a 3
metros, e mergulhos intermediarios (BAIRD, 2019). Em mergulhos profundos, Tyack
et al. (2006) registraram profundidade méaxima atingida por Ziphius de 1888 metros
em um mergulho de 85 minutos de duracdo no Mar de Liguria, Italia, enquanto Baird
(2019) registrou 2800 metros em um mergulho de 117 minutos no Havai. Mergulhos
superficiais (<500 m) s&o silenciosos, enquanto em mergulhos mais profundos (>500
m) é possivel identificar a emissao de pulsos curtos (“clicks” e “buzzes”) de ecoloca-
lizacdo e ecos, que podem representar as presas (JOHNSON et al., 2004; TYACK et
al., 2006). Os animais vocalizam a partir dos 200 m de profundidade, com clicks de
ecolocalizagéo iniciando, em média, a partir dos 475 m e sdo interrompidos durante
a ascendéncia, em média, a 850 m de profundidade (JOHNSON et al., 2004). Esse
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comportamento pode ser uma forma de despistar predadores que possam ter detec-
tado sua vocalizagcdo, uma vez que as baleias-bicudas se deslocam em média 1 km
horizontalmente a partir do momento que cessam a ecolocalizacdo (AQUILAR DE
SOTO et al., 2020). Nao foram observadas diferencas nas taxas de mergulho e as-
cendéncia e profundidade durante o dia e noite (BAIRD et al., 2008), sugerindo que
ndo ha migragéo vertical das presas (BAIRD et al., 2006).

As baleias-bicudas iniciam o mergulho por natacdo ativa, mas o movimento
da nadadeira caudal € reduzido apos 50-100 m de descida, sem que haja reducéo
da velocidade (TYACK et al., 2006). Diferente do observado em focas, que expiram
todo o ar dos pulmdes antes de mergulhar, as baleias-bicudas retém um pouco de
ar, como sugerido pela movimentacao inicial da nadadeira caudal (TYACK et al.,
2006). Como observado em outros mergulhadores de profundidade, com o aumento
da pressédo ambiente durante o mergulho, ocorre o colapso dos pulmdes, expulsan-
do o ar dos alvéolos para 0 sangue ou de volta para a traqueia, onde a taxa de difu-
sdo do ar para o sangue é reduzida (TYACK et al., 2006). A velocidade vertical de
ascendéncia € menor que a de mergulho, e Tyack et al. (2006) sugerem que os ulti-
mos metros de subida sejam alimentados pela for¢a de flutuacéo do ar expandindo
nos pulmdes, mais do que por natacdo ativa. Além disso, acredita-se que essa as-
cendéncia lenta e silenciosa permita a deteccao visual de predadores que possam
estar na regido (BAIRD, 2019).

Apo6s mergulhos profundos, as baleias-bicudas realizam uma sequéncia de
mergulhos intermediarios, sem intencéo de forrageio (TYACK et al., 2006; BAIRD et
al., 2008; BAIRD, 2019; AQUILAR DE SOTO et al., 2020). Esses mergulhos pare-
cem estar relacionados a luminosidade, uma vez que eles quase ndo ocorrem du-
rante a noite (BAIRD, 2019). Especulava-se que esses mergulhos fossem realizados
porque os individuos estavam supersaturados de nitrogénio e permanecer na super-
ficie aumentava o risco de embolia (TYACK et al., 2006). Assim, caso esses mergu-
Ihos tivessem papel na descompresséo, os animais deveriam atingir profundidades
préximas a do colapso do pulmao e subir lentamente, permitindo a difusdo do nitro-
génio do sangue e tecidos (TYACK et al., 2006). Contudo, os mergulhos podem
atingir profundidades maiores que a profundidade de colapso do pulméo, sendo im-
provavel sua funcéo na descompressao (BAIRD et al., 2008). Uma hipétese alterna-
tiva é que as baleias-bicudas realizam esses mergulhos como uma forma de passar

menos tempo na superficie e evitar predadores, como as orcas (Orcinus orca) e tu-
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barbes (BAIRD et al., 2008; AGUILAR DE SOTO et al., 2020). Essa sequéncia de
mergulhos é feita sem nenhum tipo de vocalizag&o e os individuos podem emergir a
centenas de metros de onde iniciaram o mergulho (AQUILAR DE SOTO et al.,
2020).

1.6 Distribuicdo geografica de Ziphius cavirostris

A distribuicdo de Ziphius cavirostris foi inferida por meio de registros de enca-
Ihe e, portanto, pode nao representar a realidade. Ziphius é uma espécie monotipica
e cosmopolita, com a distribuicdo mais abrangente dentre as espécies de baleias-
bicudas, podendo ser encontrada na maioria dos oceanos, com excecao de regides
de baixa profundidade (<200 m) e altas latitudes em regides polares (Figura 9)
(HEYNING & MEAD, 2008; JEFFERSON, WEBBER & PITMAN, 2015). Pode ser
encontrado em diversos mares fechados, como no Golfo do México, Mar do Caribe,
Mar de Okhotsk, Golfo da Califérnia e no Mar Mediterraneo, onde € a Unica espécie
de baleia-bicuda frequentemente encontrada e onde parece formar uma populacao
geneticamente isolada (DALEBOUT et al., 2005; JEFFERSON, WEBBER & PIT-
MAN, 2015; CARWARDINE, 2020).

Ziphius costuma ser encontrado em regides oceanicas com topografia com-
plexa, sendo comumente associado a canyons submarinos, como observado em
outras espécies de baleias-bicudas (HOOKER, WHITEHEAD & GOWANS, 1999;
MACLEOD & ZUUR, 2005), em agua mais profundas na plataforma continental ou
préximo ao talude (FRANTZIS et al., 2003; MACLEOD & MITCHELL, 2006b; MOU-
LINS et al., 2007; CARWARDINE, 2020).
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Figura 9 — Mapa de ocorréncia de Ziphius cavirostris (pontos em vermelho), com
base nos dados do GBIF, e distribuicdo atual da espécie (em verde).

-160.00 -80.00 0.00 80.00 160.00 N

Fonte: a autora, 2022.

1.7 Encalhes em massa e as ameagcas atuais a espécie

Ziphius cavirostris nunca foi alvo direto de pesca, mas ha relatos de capturas
acidentais em redes de pesca e durante a pesca de outras espécies em regides co-
mo Indonésia, Taiwan, Peru, Chile e em ilhas do Caribe (JEFFERSON, WEBBER &
PITMAN, 2015; BAIRD, 2017). Na Califérnia, EUA, entre 1992 e 1994, houve uma
mortalidade de 22 a 44 individuos, capturados em redes de emalhar (JULIAN &
BEESON, 1998). Ja durante a pesca da baleia-bicuda-de-Baird (Berardius bairdii) no
Japao, entre 1948 e 1952, entre 3 e 35 Ziphius foram capturados por ano de manei-
ra oportunistica, somando 85 individuos (OMURA, FUJINO & KIMURA, 1955; HEY-
NING & MEAD, 2008; JEFFERSON, WEBBER & PITMAN, 2015). Entre 1965 e
1970, um total de 189 Ziphius foram capturados, com capturas anuais variando de
60 individuos em 1965 a 13 em 1969, indicando uma reducédo na captura da espécie
devido a reducao no esforco de sua pesca pelo seu baixo valor na industria baleeira
(NISHIWAKI & OGURO, 1972).

A principal ameaca para a espécie, no entanto, esté relacionada a exposicéo
a ruidos antropogénicos. De maneira ainda pouco compreendida, as baleias-bicudas
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encalham em massa ao serem expostas a ruidos causados por exploragdes sismi-
cas e sonares ativos (COX et al., 2006; HOOKER et al., 2019). A exposi¢céo a esses
ruidos possivelmente leva a alteracdes fisiologicas e comportamentais no padrao de
mergulho, que resulta na embolia gasosa e na morte dos individuos (HEYNING &
MEAD, 2008; JEFFERSON, WEBBER & PITMAN, 2015; BAIRD, 2017).

A doenca da descompressdo, como a embolia gasosa € também conhecida
por mergulhadores, é resultado da supersaturacéo de nitrogénio dissolvido em teci-
dos e a consequente liberacdo de bolhas de gas nitrogénio, causada pela rapida
descompressdo apés mergulho com ar comprimido (FERNANDEZ et al., 2005). As
baleias-bicudas eram consideradas imunes a essa condi¢cdo devido a adaptacdes
ainda ndo bem estabelecidas que reduziriam a carga de nitrogénio durante os mer-
gulhos (HOOKER et al., 2012). Entretanto modelos tedricos mostram que essas es-
pécies apresentam continuamente niveis elevados de nitrogénio nos tecidos, tor-
nando-0s propensos a embolia gasosa caso ocorra alguma alteragdo no seu com-
portamento de mergulho (COX et al., 2006; HOOKER et al., 2009).

Encalhes anteriores a 1963, quando sonares de média frequéncia comecaram
a ser utilizados, envolviam, em média, apenas um individuo (FERNANDEZ et al.,
2005). A primeira vez em que exercicios navais foram associados temporal e espa-
cialmente a encalhes em massa ocorreu em 1991 (COX et al., 2006). Desde entéo,
uma série dessas ocorréncias, com individuos apresentando embolia gasosa e gor-
durosa, vem sendo documentada (COX et al., 2006). Nas andlises de baleias-
bicudas encalhadas em marco de 2000 nas Bahamas nao foram encontrados indi-
cios de doencas infecciosas que pudesse ter causado a morte dos individuos, mas
foram observadas hemorragia subaracnéidea na regido temporal e hemorragia no
ducto coclear, consistente com lesGes acusticas (COX et al., 2006). Em individuos
gue encalharam em maio de 2000, na Ilha da Madeira, foram observadas as mes-
mas lesdes das baleias-bicudas de Bahamas, além de hemorragia e congestdo no
pulméo direito e nos rins (COX et al., 2006). Fernandez et al. (2005) descreveram
pela primeira vez a presenca de embolia gordurosa em cetaceos, observada em ba-
leias-bicudas que encalharam em massa nas llhas Canarias em 2002, associado a
exercicios navais que ocorreram na regidao. Também foram observadas lesdes asso-
ciadas a embolia gasosa no cérebro, pulmdes, nos rins e no figado (COX et al.,
2006).
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Tyack et al. (2011) estudaram a reacao de Mesoplodon densirostris ao serem
expostos a sonares, apresentando duas hipéteses para a causa da mudancga de
comportamento. Em uma das hipoéteses, € possivel que a energia dos harmonicos
da frequéncia fundamental dos sonares de média frequéncia esteja relacionada a
resposta dos individuos. Outra hipotese sugere que 0s sonares apresentam seme-
Ihangas acusticas com o chamado de orcas (Orcinus orca). O estudo foi realizado
em uma area de teste da marinha (Atlantic Undersea Test and Evaluation Center
AUTEC), onde os individuos foram expostos tanto a sonares de média frequéncia
guanto a gravacdes de vocalizagdo de orcas. A resposta aos dois estimulos foi se-
melhante, com a interrupgéo prematura do forrageamento, lenta ascendéncia e eva-
sdo por dezenas de quildmetros. No caso do chamado das orcas, os individuos rea-
lizaram a ascendéncia mais lenta registrada durante o estudo e nadaram durante 10
horas para longe da fonte do chamado, resposta mais prolongada do que observado
para o sonar. Para testar a hipétese de resposta a sonares como possivel presenca
de predadores, os individuos foram expostos a sinais simulando sonares de média
frequéncia, aumentando o nivel do estimulo até obtencdo de uma resposta. As ba-
leiasbicudas responderam ao estimulo do sonar 9 minutos apés o sinal atingir 138
dB, mas responderam ao chamado das orcas apenas 1 minuto apos o sinal atingir
98 dB, ndo sendo possivel confirmar a hipétese. Entretanto, o nivel do estimulo de
sonar esta de acordo com nivel de ruido de propulsdo de navio (136 dB) que levou
outra espécie de baleia-bicuda (Ziphius cavirostris) a interromper a emissao de “cli-

cks” e o forrageamento no Mar Mediterraneo.

1.8 Encalhes de baleias-bicudas na costa brasileira

A maioria dos trabalhos com baleias-bicudas no Brasil limita-se a registros de
encalhes e descricdo dos individuos encontrados. Esses registros, a principio, sao
importantes para se obter informagfes da espécie, uma vez que estuda-las direta-
mente nem sempre € possivel devido ao seu habitat e comportamento (FISCH &
PORT, 2013). No entanto, um maior acompanhamento das espécies € necessario
para se obter maiores informacgdes sobre seus status de conservacgéao.

Ziphius cavirostris representa a espécie de baleia-bicuda com maior nimero

de encalhes na costa brasileira, com aproximadamente 70 registros entre 1948 e
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2020 (Tabela 1 e Figura 10). Outras espécies de baleias-bicudas encontradas séo
Mesoplodon hectori (ZERBINI & SECCHI, 2001), Mesoplodon mirus (DE SOUZA et
al., 2005), Mesoplodon densirostris (CASTELLO & PINEDO, 1980; SIMOES-LOPES
& XIMENEZ, 1993; SECCHI & ZARZUR, 1999), Mesoplodon layardii (MN-RJ; MAIA-
NOGUEIRA & NUNES, 2005), Mesoplodon europaeus (SANTOS et al., 2003; MAR-
TINS et al., 2004), Mesoplodon grayi (PINEDO, LAMMARDO & BARRETO, 2001),
Hyperoodon planifrons (SIMOES-LOPES & XIMENEZ, 1993) e Berardius arnuxii
(SICILIANO & SANTOS, 2003).

Tabela 1 — Encalhes de Ziphius cavirostris na costa brasileira no periodo entre 1948
e 2020 (Continua).

Data Local Referéncia

CARVALHO, 1969 (apud PINEDO,

31/08/1948 Ilha Santo Amaro, SP LAMMARDO & BARRETO, 2001)

CARVALHO, 1975 (apud PINEDO,
nov/71 Cabedelo, PB LAMMARDO & BARRETO, 2001)
11/09/1974 Praia Grande, SP SANTOS et al., 2010

LODI & FIORI, 1987 (apud PINE-
Praia da Caieira, Fernando de DO, LAMMARDO & BARRETO,

05/09/1978 Noronha, PE 2001)
SIMMAM database (SICILIANO et
set/87 Camacari, BA al., 1990)

SECCHI et al., 1993 (apud PINE-
DO, LAMMARDO & BARRETO,
1990 RS 2001)

08/05/1991 Ponta do Cedro, llha do Mel, PR ZANELATTO et al., 1995

LUCENA et al., 1998 (apud PINE-
Praia do Cabo Branco, Joao DO, LAMMARDO & BARRETO,
28/05/1992 Pessoa, PB 2001)

SIMMAM database (Fabia de Oli-
veira Luna/José Zanon de Oliveira
15/04/1993 - Passavante)

SIMMAM database (Fabia de Oli-
veira Luna/José Zanon de Oliveira

01/07/1993 - Passavante)
PINEDO, LAMMARDO & BARRE-
nov/93 RS TO, 2001

13/03/1994 Praia do Uruau, Beberibe, CE ALVES-JUNIOR et al., 1996
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e 2020 (Continuagao).

01/08/1994

01/01/1996
15/07/1996
jan/97

25/11/1997
nov/98

29/10/1999
2000s
2000s
2000s
29/01/2000
18/03/2000

09/05/2000
jan/01

fev/01
jan/02

fev/03

mar/03

mar/03

17/03/2003
06/02/2004

Praia de Tapioca, llha de Itapari-

ca
Praia do Arembepe, BA
CE

Agua de Olivenca, llhéus, BA

Icarai, Caucaia, CE

llha de Itaparica, BA
RS
RS
RS
Mar e Sol, lIhéus, BA

RS
CE

Praia de Buzios, Nisia Floresta,
RN

Olivenca (Sul), llhéus, BA

SIMMAM database

SIMMAM database (Koga. A.K.)
SIMMAM database (Alex Pereira)
MEIRELLES et al., 2009

BATISTA et al., 2012 (SIMMAM
database - Valéria,Célia, Ramiro,
Isabel)

MEIRELLES et al., 2009

Alex Pereira; Ivan Freitas, pers.
com. (apud PINEDO, LAMMARDO
& BARRETO, 2001)

PRADO et al., 2016
PRADO et al., 2016
PRADO et al., 2016
BATISTA et al., 2012
SIMMAM database

PINEDO, LAMMARDO & BARRE-
TO, 2001

MEIRELLES et al., 2009

PANSARD et al., 2005
SIMMAM database (CRMA)

SIMMAM database (Luciano R.A.
Souto, Rodrigo Maia Nogueira)

SIMMAM database (José de Anchi-
eta Cintra da Costa Nunes)

SIMMAM database (Rodrigo Maia
Noguieira, José de A. C.da C. Nu-
nes)

SIMMAM database (Fabia de Oli-
veira Luna/José Zanon de Oliveira
Passavante)

BATISTA et al., 2012
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10/02/2004

mar/04

mar/04

06/04/2004

22/04/2004

22/04/2004

fev/05
mar/05

14/02/2006

10 ou
11/2007

06/11/2007
20/03/2008
22/10/2008
2002-2009
2002-2009
10/02/2009

22/03/2009
04/08/2009
2010-2013
1991-2010

Praia de Camurupim, Nisia Flo-
resta, RN

Praia da Conceicéo / Fernando
de Noronha, PE

Cabo de S&ao Roque, Maxaran-
guape, RN

CE

Praia do Miriri, Rio Tinto, PB

Ilha da Trindade, ES

Praia de Iracema, Fortaleza, CE
Pontal do Maceid, Fortim, CE
RS

RS

Baia Formosa, RN

Praia de Itaparica, Vila Velha, ES
RS
Banco de Abrolhos, BA

SIMMAM database

PANSARD et al., 2005

SIMMAM database (Mateus Carva-
Iho)

SIMMAM database (Fabia de Oli-
veira Luna/José Zanon de Oliveira
Passavante)

SIMMAM database (Fabia de Oli-
veira Luna/José Zanon de Oliveira
Passavante)

SIMMAM database (Paszkiewicz.
E./Silva Jr. J.M.)

PANSARD et al., 2005
MEIRELLES et al., 2009

SIMMAM database (Fabia de Oli-
veira Luna/José Zanon de Oliveira
Passavante)

MAYORGA et al., 2010

SIMMAM database (Mayorga,
L.F.S.P./Barbosa, L.A./Bhering,
R.C.C.)

AQUASIS

AQUASIS

MAYORGA et al., 2010
MAYORGA et al., 2010
NASCIMENTO et al., 2010

SIMMAM database (Fabia de Oli-
veira Luna/José Zanon de Oliveira
Passavante)

MAYORGA et al., 2010
PRADO et al., 2016
GROCH et al., 2010
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Tabela 1 — Encalhes de Ziphius cavirostris na costa brasileira no periodo entre 1948
e 2020 (Concluséo).

jan/10

jan/10

29/03/2010
21/12/2011
13/06/2012

02/04/2013
out/14

28/04/2015
14/02/2020

03/02/2021

13/03/2021

Praia de Ipitanga, Lauro de Frei-
tas, BA

Arpoeiras, Acarau, CE
Praia da Cidreira, RS
Pirambu, SE

Praia dos Cabrito, llha da Trin-
dade, ES

Praia de Itadca, ES
Praia dos Patos, Itarema, CE

Praia Guarda do Embau

Ponta de Pedras, Pernambuco

Curimas, Barroquinha, CE

Canoa Quebrada, Aracati, CE

OLIVEIRA & SOUTO, 2010

SIMMAM database (Luciano R.
Alardo Souto, Luiz Boaventura)

AQUASIS
FEBRONIO et al., 2021
FEBRONIO et al., 2021

FISCH & PORT, 2013
JERDY et al., 2021
AQUASIS

FEBRONIO et al., 2021

SIMMAM database (Everton Ricar-
do Santos da Silva)

SIMMAM database (EcoAssocia-
dos)

ZANELATTO et al., 1995 (apud PI-
NEDO, LAMMARDO & BARRETO,
2001)

SILVA et al., 2021
SILVA et al., 2021
AQUASIS
AQUASIS

Uma série de analises junto aos individuos encalhados foram conduzidas ao

longo dos ultimos anos e sua relacdo com as atividades antropicas nas regides de

ocorréncia foi estudada. Nascimento et al. (2010) afirmaram que pescadores teriam

utilizado a gordura de um individuo de Ziphius para obtengéo de “engodo” (atrativo),

utilizado na pesca do peixe-voador. Ja um espécime de Mesoplodon europaeus teve

sua carne salgada para consumo dos pescadores (MARTINS et al., 2004). A inges-

tdo de restos de plastico foi relatada para duas espécies na regidao: Mesoplodon
densirostris (SECCHI & ZARZUR, 1999) e Mesoplodon mirus (SOUZA et al., 2005).
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Em 2016, foram encontrados pedacgos de rede de pesca obstruindo o es6fago de
uma fémea gréavida de Ziphius cavirostris (BORTOLOTTO et al., 2016). Nao foi pos-
sivel determinar a origem da rede de pesca, mas esse foi o primeiro registro de im-
pacto antropogénico direto nessas espécies de cetaceos (BORTOLOTTO et al.,
2016).

Recentemente, foram observados os primeiros registros de infeccdo por
Phyllobothrium delphini e Crassicauda sp. e Crassicauda anthonyi em Ziphius no
Brasil (FEBRONIO et al., 2021; JERDY et al., 2022). Este € o primeiro registro de
infecgdo por P. delphini em Ziphius no mundo (JERDY et al., 2022). Crassicauda
anthonyi foi descrita pela primeira vez em uma espécie de Mesoplodon na Franca,
sendo encontrada posteriormente em Ziphius em regiées como Australia e Atlantico
Norte e Pacifico Norte (FEBRONIO et al., 2021). Estes, portanto, s8o 0s primeiros
registros do parasita no Atlantico Sul e indicam a necessidade de maiores estudos
para determinar o perfil epidemiolégico dessas espécies de cetaceos na regido, e

para tomar possiveis medidas para sua conservacado (FEBRONIO et al., 2021).

1.9 Diversidade genética de Ziphius cavirostris

Ziphius cavirostris pode se apresentar curioso por pequenas embarcacoes,
mas costuma apresentar comportamento evasivo e mergulha ao ser aproximado por
elas e pode reagir ao seu barulho a grandes distancias (JEFFERSON, WEBBER &
PITMAN, 2015; BAIRD, 2017). Desta forma, amostras para analises genéticas sao
extremamente raras e de dificil obtencdo, e a maioria dos estudos esta concentrada
em areas de alta densidade e abundancia da espécie, como no Mediterraneo, onde
pode ser encontrada regularmente, no Havai (EUA), nas llhas Canérias, na Carolina
do Norte (EUA) e na llha de Guadalupe (México) (HOOKER et al., 2019).

Dalebout et al. (2004) sequenciaram espécimes de todas as espécies descri-
tas até entdo da familia Ziphiidae para criar a primeira taxonomia molecular de ba-
leias-bicudas e auxiliar na identificacdo das espécies. No ano seguinte, Dalebout et
al. (2005) realizaram o primeiro estudo para avaliar a diversidade genética global da
regido controle do DNA mitocondrial de Ziphius. Foi confirmado que o género € mo-
notipico e monofilético e apresenta baixa diversidade genética (m = 1,27% =
0,723%).
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Ao avaliar a diversidade de Ziphius, foram encontrados 33 haplétipos e 23 si-
tios polimorficos, em um fragmento de 290 pb, agrupados em quatro grupos com
forte padréo filogeogréafico — grupo “AG”, que representava 80% dos haplétipos do
Hemisfério Sul, grupo “HS”, que representava 81% do Pacifico Norte, e grupos “T” e
“‘UZ”, que representavam 39% e 36% do Atlantico Norte, respectivamente (DALE-
BOUT et al., 2005). A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou uma forte
diferenciacdo entre as bacias oceanicas, explicando mais de 42% da variacao total,
com apenas quatro haplotipos sendo observados nas trés regides e um numero Si-
milar de haplotipos exclusivos por regido (DALEBOUT et al., 2005).

Apesar de ser o maior estudo realizado com espécies de baleias-bicudas até
entdo, essa analise ndo contava com nenhum espécime do Atlantico Sul, ndo sendo
possivel, portanto, estabelecer uma conexdo entre o Hemisfério Sul e o Atlantico
Norte e avaliar o fluxo génico entre as regides. Otley, Smith e Dalebout (2012) des-
creveram pela primeira vez hapl6tipos do Atlantico Sul, ao analisarem trés espéci-
mes que encalharam nas llhas Malvinas. Cada individuo apresentava haplétipos di-
ferentes, pertencentes ao grupo “AG”, sendo pelo menos dois destes ainda nao des-
critos.

Morin et al. (2012) sequenciaram o mitogenoma completo de 22 individuos do
Atlantico Norte e do Pacifico, mas as analises filogenéticas mostraram que essas
regides ndo eram monofiléticas. Foram formados trés clados, dos quais apenas um
possuia haplétipos de uma Unica regido (Bahamas). Os dois clados restantes apre-
sentavam individuos das duas regides, apesar de haver uma separacdo clara entre
os haplétipos dos dois oceanos em um deles. Ao contrario do observado por Dale-
bout et al. (2005), o baixo padréo filogeogréafico encontrado indicaria multiplos episo-
dios de fluxo génico nos ultimos 2,5 Ma, e 0s autores sugerem mais estudos para
inferir fluxo génico atual (MORIN et al., 2012).

O primeiro estudo molecular com espécies de baleias-bicudas no Brasil foi re-
alizado em 2021, com objetivo de avaliar se o DNA barcoding seria eficiente em
identificar espécies de cetaceos (SILVA et al., 2021). Entretanto, nenhum estudo
populacional foi realizado com essas espécies. O grande numero de registros de
encalhes de Ziphius no Brasil, quando comparado a outras espécies da familia, pa-
rece indicar que a ocorréncia da espécie na regido seja mais comum do que se pen-
sava (BATISTA et al., 2012), e é fundamental conhecer melhor a espécie, a sua di-

versidade e ameacas na regidao. Assim, o presente estudo é o primeiro a obter in-
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formacgbes da regido controle do DNA mitocondrial de Ziphius no Brasil e a incluir
sequéncias do Atlantico Sul na andlise populacional mundial realizada para a espé-

cie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Investigar a estruturacdo populacional de Ziphius cavirostris com base na re-

gido controle (D-loop) do DNA mitocondrial.

2.2 Objetivos especificos

e Confirmar por analises moleculares a identificacdo dos espécimes coletados
encalhados no litoral brasileiro utilizando o marcador mitocondrial citocromo b
(CytB);

e Analisar a diversidade genética da regido controle (D-loop) do DNA mitocon-
drial dos espécimes brasileiros;

e Utilizar as novas sequéncias obtidas e sequéncias disponiveis em literatura e
depositadas em bases de dados publicas para analisar a diversidade genética

da regido controle (D-Loop) do DNA mitocondrial de Ziphius cavirostris.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material utilizado

Devido a dificuldade de obtencédo de amostras de Ziphius cavirostris, foi reali-
zado um levantamento bibliografico no Google Scholar e no Scopus para encontrar
os registros de encalhe da espécie no Brasil e determinar instituicdes, grupos ou
colecbes que pudessem ter e ceder amostras. Sete grupos/museus foram contacta-
dos, porém apenas a ONG Aquasis, Cear4, tinha amostras disponiveis para o estu-
do.

Assim, foram analisadas quatro amostras de tecido de espécimes suposta-
mente pertencentes a espécie Ziphius cavirostris (Tabela 2). Os individuos foram
encontrados em avancado estagio de decomposicdo em praias do Ceard, Brasil,
durante monitoramento regular ou por meio de ligacdo de colaboradores (Figura 10).
As amostras de tecido foram preservadas em alcool absoluto, armazenadas em fre-
ezer a -20 °C e fazem parte da colecao da Aquasis (Associacdo de Pesquisa e Pre-
servacdo de Ecossistemas Aquaticos) — uma ONG criada ha quase 30 anos, que
possui um Programa de Mamiferos Marinhos com o objetivo de estudar, resgatar e

reabilitar espécies de mamiferos aquaticos que ocorrem no Ceara.

Tabela 2 — Espécimes de Ziphius cavirostris encontrados em praias do Cear4, Brasil.

Registro CT Classe

ID AQUASIS Sexo Data (m) etaria Local Cadigo
Arpoeiras, Acarad,

Z1 02C0811/371 M 29/03/2010 2,17 Filhote Cearéa 4
Praia de Iracema,

Z2 02C0812/305 F 20/03/2008 4,7  Juvenil Fortaleza, Ceara 4
Pontal do Maceio,

Z3 02C0810/315 ND 22/10/2008 5,2  Juvenil Fortim, Ceara 4
Praia de Patos,

Z4 02C0810/683 ND 28/04/2015 3 ND Itarema, Ceara 5

Legenda: ID — identificacdo utilizada no presente estudo; M — macho; F — fémea; ND — ndo determi-
nado; CT — comprimento total do espécime; Cadigo — estagio de decomposicao do individuo, codigo 1
(animais encalhados vivos); cédigo 2 (carcagas frescas); codigo 3 (animais em moderado estado de
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decomposigédo); codigo 4 (animais em avangado estado de decomposicao) e cadigo 5 (restos mortais
e em processo de mumificacdo), segundo Geraci & Lounsbury, 2005).

Figura 10 — Mapa dos encalhes de Ziphius cavirostris entre 1948 e 2020.

Z =

Oceano Atlantico

Oceano Pacifico

0 500 1.000 km

Legenda: Registros histdricos de encalhes (em preto); localidades dos individuos analisados no nos-
so estudo estéo sinalizadas (em vermelho). Fonte: A autora, 2022.

3.2 Extracao, amplificacdo e sequenciamento do DNA

As etapas de extracdo, amplificagcdo e sequenciamento do DNA foram reali-
zadas no Laboratério de Diagndsticos por DNA (LDD — UERJ). O DNA das amostras
foi obtido por meio da extracéo por fenol/cloroférmio, que se baseia na afinidade das
proteinas por solventes orgéanicos. Ao adicionar fenol, as proteinas sdo desnatura-
das, separando-se do DNA, que posteriormente é concentrado e precipitado pela
adicdo de etanol absoluto (OLIVEIRA et al., 2007). Foram amplificadas duas regifes
do DNA mitocondrial: um fragmento de 500 pb da porgao 5 da regido controle do
DNA mitocondrial (D-Loop), utilizando os primers M13DIpl.5-L e DIp5-H (Tabelas 3
e 4), e um fragmento de 424 pb do citocromo b (cytB), utilizando os primers GLUDG-
L e CB2-H (Tabelas 3 e 5). O produto do PCR foi separado por eletroforese em gel
de agarose 1,5 % para confirmar a amplificagéo (Figura 11).
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Tabela 3 — Primers utilizados para a amplificacéo das regides D-Loop e CytB.

Primers Sequéncia (5-3’) Referéncia
D-loop
M13DIpl. TGTAAAACGACGGCCAGTTCACCCAAAG- DALEBOUT et al.
5-L CTGRARTTCTA 1998
DIp5-H  CCATCGWGATGTCTTATTTAAGRGGAA ?&LSEBOUT Sl
cyt-b
GLUDG-L TGACTTGAARAACCAYCGTTG PALUMBI, 1996
CB2-H CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA PALUMBI, 1996

Tabela 4 — Condi¢cdes termociclicas utilizadas nas reacoes

DLoop.

de amplificacdo do

Temperatura Duracéao Ciclos
94 °C 2 minutos
94 °C 30 segundos
52°C 30 segundos 35 ciclos
72°C 40 segundos
72 °C 2 minutos

Tabela 5 — Condi¢Bes termociclicas utilizadas nas reacdes de amplificacdo do CytB.

Temperatura Duracéo Ciclos
95°C 3 minutos
95°C 30 segundos
50°C 30 segundos 35 ciclos
72 °C 30 segundos
72°C 10 minutos
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Figura 11 — Exemplo de gel de agarose 1,5 % mostrando o resultado das amplifica-

¢Oes das regides analisadas no presente estudo (neste exemplo, D-Loop).

Legenda: 1 — peso molecular de 50 bp; 2 e 3 — controles positivos da
reacdo de PCR; 4 — Amostra Z2; 5 — Amostra Z3; 6 — Amostras Z4.

O produto amplificado foi purificado utilizando ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup Reagent (Applied Biosystems™), seguindo as condi¢des especificadas pelo
fabricante (Tabela 6). Ap6s a purificacdo, foram sequenciadas as fitas senso e anti-
senso do D-Loop e do CytB de cada amostra, utilizando os respectivos primers. A
reacdo foi realizada utilizando BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Ap-

plied Biosystems, Inc.) segundo as condi¢cdes especificadas na Tabela 7.

Tabela 6 — Condi¢des termociclicas utilizadas na reacéo de purificacdo dos produtos
de PCR.

Temperatura Duracéo
37°C 15 minutos
80 °C 15 minutos

Tabela 7 — Condi¢des termociciclas utilizadas na reacdo de sequenciamento do
DLoop e CytB.

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 10 segundos
50°C 5 segundos 25 ciclos

60 °C 4 minutos
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O produto do sequenciamento foi purificado em resina Sephadex® G-50 de
acordo com Sambrook et al. (1989). Ao filtrado foi adicionado formamida (Hi-Di For-
mamide, Applied Biosystems), e a mistura foi aplicada na placa de sequenciamento.
As amostras foram submetidas a eletroforese capilar no sequenciador automatico
ABI 3500 Series Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Inc.). O programa Geneious
4.8.2 (https://lwww.geneious.com) foi utilizado para a verificagcdo e edicdo das se-
guéncias dos espécimes brasileiros e para obtencédo das sequéncias consenso, e 0
software MEGA 11 (TAMURA, STECHER & KUMAR, 2021) foi utilizado para o ali-

nhamento das sequéncias.

3.3 Identificacdo molecular com base no citocromo b (CytB)

Sequéncias do citocromo b de todas as espécies da familia Ziphiidae foram
obtidas no Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para criar um alinha-

mento (n=103; ferramenta de alinhamento ClustalW) de 279 pb que nos permitisse
identificar os espécimes brasileiros (Tabela 8). Essa regido foi escolhida porque é
uma regido altamente informativa, possuindo polimorfismos espécie-especificos, e
gue, por isso, possibilita a identificacdo utilizando fragmentos pequenos e de amos-
tras muito degradadas (ANDREJEVIC et al., 2019; FARAG et al., 2020).

Uma arvore de Maxima Verossimilhanca (ML) foi reconstruida com base no
alinhamento, seguindo o modelo de substituicdo GTR+G+| e utilizando o método de
Bootstrap para avaliar a robustez da arvore obtida (1000 reamostragens). O modelo
de substituicdo mais adequado foi selecionado utilizando o MEGA 11 baseado no
Critério de Informacéo de Akaike (AIC).

Tabela 8 — Numero de acesso e referéncia das sequéncias de CytB disponiveis no
Genbank utilizadas para identificacdo dos exemplares analisados (Continua).

Genbank Referéncia Genbank Referéncia
Ziphius cavirostris Indopacetus pacificus
AY579561.1 SOAOZEBOUT etal, KY364702.1 Submisséo direta
DALEBOUT et al.,

AY579562.1 Berardius bairdii

2004
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Tabela 8 — Numero de acesso e referéncia das sequéncias de CytB disponiveis no
Genbank utilizadas para identificacdo dos exemplares analisados (Continuacéo).

ARNASON & GUL-

KC776696.1 MORIN et al., 2012 NC_005274.1 [prie st
ARNASON & GUL-
KC776697.1 MORIN et al., 2012 xozsa11  [ERASON
KC776698.1 MORIN et al., 2012 Berardius arnuxii
KC776699.1 MORIN et al., 2012 AY579566.1 g()AO'fBOUT etal,
OTLEY, SMITH &
KC776700.1 MORIN et al., 2012 HQ400646.1 oy rER BRI
KC776701.1 MORIN et al., 2012 Mesoplodon stejnegeri
KC776702.1 MORIN et al., 2012 MG000980.1 LEE et al., 2018
KC776703.1 MORIN et al., 2012 AY579553.1 EOAO'AEBOUT etal,
KC776704.1 MORIN et al., 2012 AY579554.1 SOAO"LLEBOUT etal.,
KC776705.1 MORIN et al., 2012 Mesoplodon hectori
KC776706.1 MORIN et al., 2012 AY228110.1 SOAOF;POZZO etal,
KC776707.1 MORIN et al., 2012 AY228109.1 gOAOF;POZZO etal,
OTLEY, SMITH &
KC776708.1 MORIN et al., 2012 HQ400e52.1 oy rERe BRI
KC776709.1 MORIN et al., 2012 AY579547.1 SOAO';EBOUT etal.,
KC776710.1 MORIN et al., 2012 AY579548.1 g()AO'fBOUT etal,
KC776711.1 MORIN et al., 2012 Mesoplodon carlhubbsi
KC776712.1 MORIN et al., 2012 AY579539.1 g()AO'fBOUT etal,
KC776713.1 MORIN et al., 2012 AY579538.1 SOAO"L‘EBOUT etal,
KC776714.1 MORIN et al., 2012 Mesoplodon europaeus
KC776715.1 MORIN et al., 2012 KC776693.2 MORIN et al., 2012
ARNASON & GUL-
KC776716.1 MORIN et al., 2012 X92537.1  |prme 1995
MILINKOVITCH,
KC776717.1 MORIN et al., 2012 U13139.1  MEYER & PO-
WELL, 1994
LN997430.1 MONTELLIetal, KC776694.2 MORIN et al., 2012

2016
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Tabela 8 — Numero de acesso e referéncia das sequéncias de CytB disponiveis no
Genbank utilizadas para identificacdo dos exemplares analisados (Continuacéo).

NC_021435.1 MORIN et al., 2012
ARNASON & GULL-

X92540.1 BERG, 1996
MILINKOVITCH,

AF304075.1 MEYER & POWELL,
1994

Tasmacetus shepherdi

DALEBOUT et al.,
AY579564.1 2004

HAMILTON et al.,
AF334484.1 2001

Mesoplodon traversii
THOMPSON et al.,

JX901029.1 2012
Mesoplodon perrini

AF441263.1 g)éAOLZEBOUT etal.,

AF441262 1 %OLZEBOUT etal.,

AF441260.1 g)voLzEBOUT etal.,

AF441250.1 %OLZEBOUT etal,

Mesoplodon bowdoini

DALEBOUT et al.,
2004

Mesoplodon peruvianus

VAN HELDEN et al.,
2002
MILINKOVITCH,
AF304074.1 MEYER & POWELL,
1994

Mesoplodon ginkgodens

YAO, CHEN &
HSIAO, 2015

MH019964.1 KIM et al., 2019

AY579536.1

AF492414.1

KR534596.1

DALEBOUT et al.,

AY579544.1 2004

KC776690.2 MORIN et al., 2012

KC776689.2 MORIN etal., 2012

Mesoplodon bidens

EINFELDT, PA-
MH922777.1 TERSON &

FEYRER, 2019

ARNASON & GUL-

X92538.1 LBERG, 1996
AY579535.1 2D(/)A\OI_ArEBOUT et al.,
AY579534.1 EOAO'-LFBOUT etal,
Mesoplodon hotaula
KF027307.1 géAII_ArEBOUT et al.,
KC951572.1 ;éf5SAMANA et al.,
IXA470546.1 5)0A0|_7EBOUT etal.,
KF027306.1 géAll_A,EBOUT et al.,
IX470547 1 géAOL?EBOUT etal.,
Mesoplodon layardii
AY579549.1 EOAO'-“EBOUT etal,
HQI006541 DA EROUT. 2012
HQI006891  pr EROUT. 2012
HQA00658.L i EatuT, 2012
HQ400655.1 OTLEY, SMITH &

DALEBOUT, 2012

Mesoplodon mirus

KF435028.1 Submissao direta

EINFELDT, PA-
MH922776.1 TERSON &
FEYRER, 2019
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Tabela 8 — Numero de acesso e referéncia das sequéncias de CytB disponiveis no
Genbank utilizadas para identificacdo dos exemplares analisados (Concluséo).

KF027308.1 g)éAlLArEBOUT et al., AY579551 1 g(ﬁ)A\OIZEBOUT et al.,
KF027309.1 2D(,)A1I_4EBOUT etal, Hyperoodon ampullatus
Mesoplodon densirostris MN536367.1 EEIQRER EB
KF032877.2  MORIN et al., 2012 MN536368.1 o otal
KF032876.2 MORIN et al., 2012 Hyperoodon planifrons
KF032874.2 MORIN et al., 2012 AY579560.1 géA‘OIZEBOUT etal,
KF032872.2 MORIN et al., 2012 HQ400647.1 HQ400658.1

KF032871.2 MORIN et al., 2012 Platanista minor
ARNASON & GUL-

Mesoplodon grayi NC_005275.1 LBERG, 1996
HQA00650.1 DA ERe T o1 X925431  |peoc leos
AY579546.1 5(1)6\0|_4EBOUT Sl Platanista gangetica
AY579545.1 DATEBOUT etal MW468664.1 Submissdo direta
KFog1442.1 HOMPSON € 28 MN896023.1 KUMAR et al., 2021
Hoo06s11 OTLEY. SMITHE

DALEBOUT, 2012

3.4 Andlise da estruturacdo genética com base na regido controle (D-Loop) do
DNA mitocondrial

Sequéncias da regido controle (D-Loop) de Ziphius cavirostris foram obtidas
no Genbank (Tabela 9) e selecionadas para analise. O software MEGA 11 foi utiliza-
do para o alinhamento de um fragmento de 290 pb (n=126; ferramenta de alinha-
mento ClustalW), que inclui a regido mais variavel da regido controle em baleias-
bicudas (DALEBOUT et al., 2004).
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Tabela 9 — NUmero de acesso e referéncia das sequéncias disponiveis no Genbank
utilizadas na analise da regido controle (D-Loop) do DNA mitocondrial (Continua).

Genbank Referéncia Genbank Referéncia
AB610403 KITAMURA etal., 2013 DQ068247 DALEBOUT et al., 2005
AB610404 KITAMURA etal., 2013 DQ068248 DALEBOUT et al., 2005
OTLEY, SMITH &
AF036222 DALEBOUT et al., 1998 HQ400645 DALEBOUT, 2012
AF036223 DALEBOUT et al., 1998 KC776696 MORIN et al., 2012
AF516679 Submisséo direta KC776697 MORIN et al., 2012
AY029230 Submisséo direta KC776698 MORIN et al., 2012
AY579530 DALEBOUT et al., 2004 KC776699 MORIN et al., 2012
AY579531 DALEBOUT et al., 2004 KC776700 MORIN et al., 2012
DQ068216 DALEBOUT et al., 2005 KC776701 MORIN et al., 2012
DQ068217 DALEBOUT et al., 2005 KC776702 MORIN et al., 2012
DQ068218 DALEBOUT et al., 2005 KC776703 MORIN et al., 2012
DQ068219 DALEBOUT et al., 2005 KC776704 MORIN et al., 2012
DQ068220 DALEBOUT et al., 2005 KC776705 MORIN et al., 2012
DQ068221 DALEBOUT et al., 2005 KC776706 MORIN et al., 2012
DQ068223 DALEBOUT et al., 2005 KC776707 MORIN et al., 2012
DQ068224 DALEBOUT et al., 2005 KC776708 MORIN et al., 2012
DQ068225 DALEBOUT et al., 2005 KC776709 MORIN et al., 2012
DQ068226 DALEBOUT et al., 2005 KC776710 MORIN et al., 2012
DQ068227 DALEBOUT et al., 2005 KC776711 MORIN et al., 2012
DQ068228 DALEBOUT et al., 2005 KC776712 MORIN et al., 2012
DQ068229 DALEBOUT et al., 2005 KC776713 MORIN et al., 2012
DQ068230 DALEBOUT et al., 2005 KC776714 MORIN et al., 2012
DQ068231 DALEBOUT et al., 2005 KC776715 MORIN et al., 2012
DQ068232 DALEBOUT et al., 2005 KC776716 MORIN et al., 2012
DQ068233 DALEBOUT et al., 2005 KC776717 MORIN et al., 2012
DQ068234 DALEBOUT et al., 2005 KF281707 ALFONSI et al., 2013
YUSMALINDA et al.,
DQ068235 DALEBOUT et al., 2005 KY963295 2017
DQ068236 DALEBOUT et al., 2005 LN997430 MONTELLI et al., 2016
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Tabela 9 — Numero de acesso e referéncia das sequéncias disponiveis no Genbank
utilizadas na analise da regido controle (D-Loop) do DNA mitocondrial (Concluséo).

DQ068238 DALEBOUT et al., 2005 OM333227* Presente trabalho
DQ068239 DALEBOUT et al., 2005 OM333228* Presente trabalho
DQ068240 DALEBOUT et al., 2005 OM333229* Presente trabalho

DQ068241 DALEBOUT et al., 2005 U70452 HENSHAW et al., 1997
DQ068242 DALEBOUT et al., 2005 U70453 HENSHAW et al., 1997
DQ068243 DALEBOUT et al., 2005 U70454 HENSHAW et al., 1997
DQ068244 DALEBOUT et al., 2005 U70455 HENSHAW et al., 1997

DQ068245 DALEBOUT et al., 2005

As sequéncias foram agrupadas em regiées geograficas segundo Dalebout et
al. (2005) (Tabela 10). Uma rede de haplétipos Median-Joining foi gerada no softwa-
re PopArt (BANDELT, FORSTER & ROHL, 1999). O software Arlequin (EXCOFFIER
& LISCHER, 2010) foi utilizado para obter os indices de diversidade (diversidades
nucleotidica e haplotipica) e para realizar a Analise de Variancia Molecular (AMO-

VA), para investigar a diversidade entre populacoes.

Tabela 10 — Agrupamento das sequéncias por regiées. As sequéncias foram sepa-
radas de acordo com o local de encalhe dos individuos.

Regides Total de individuos
Atlantico Norte 46
Oeste (WNA) 24
Leste (ENA) 9
Mediterraneo (MED) 13
Pacifico Norte 46
Oeste (WNP) 11
Centro/Leste (ECNP) 35
Hemisfério Sul 33
indico (10) 6
Pacifico (SP) 23

Atlantico Sudoeste
(WSA) 5
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3.5 Reconstrucao filogenética

O software MEGA 11 foi utilizado para calcular o Critério de Informacéo de
Akaike (AIC) e para selecionar o modelo de substituicdo nucleotidica mais adequado
ao conjunto de dados. Duas metodologias para reconstrucao filogenética foram utili-
zadas — Maxima Verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana (Bl). A Maxima Ve-
rossimilhanca for realizada no software MEGA 11, seguindo o modelo de substitui-
cdo GTR+G+l e utilizando o método de Bootstrap para avaliar a robustez da arvore
obtida (1000 reamostragens). A Inferéncia Bayesiana foi realizada no MrBayes (HU-
ELSENBECK & RONQUIST, 2001), seguindo o mesmo modelo de substituicdo. Ca-
deias MCMC (Monte Carlo Markov Chains) foram geradas por 1.500.000 geracdes,
com amostragens a cada 1.000 geracdes, iniciando em uma arvore aleatoria. As
25% primeiras amostragens foram descartadas como “burn-in”. Os resultados da
Maxima Verossimilhanga foram analisados no MEGA 11 e da Inferéncia Bayesiana

no software FigTree 1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).



http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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4 RESULTADOS

4.1 Identificagdo espécimes brasileiros com base no citocromo b

O sequenciamento do CytB resultou em uma sequéncia de 382 pb para as
amostras analisadas e nédo foram encontrados polimorfismos (Figura 12). As se-
guéncias dos individuos no Ceard agruparam com as sequéncias de Ziphius caviros-
tris disponiveis no banco de dados com alto suporte (Figura 13). Apesar do avanca-
do grau de decomposicdo dos espécimes quando encontrados, nosso resultado cor-
robora a identificacdo dos espécimes como Ziphius cavirostris.

N&o foi possivel sequenciar o CytB de uma das amostras (Z1). No entanto, a
analise da regido controle do DNA mitocondrial permitiu a confirmacéo de sua identi-

ficagcdo como Ziphius cavirostris (Figura 14).

Figura 12 — Eletroferograma de exemplo da qualidade de sequenciamento obtido
para o citocromo b (CytB) de Ziphius cavirostris.
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Figura 13 — Arvore de Maxima Verossimilhanca (GTR+G+l) com base no CytB da

Familia Ziphiidae.
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Legenda: Os géneros Platanista e Physeter foram utilizados como grupo-externo da analise. Os
exemplares brasileiros encontram-se sinalizados em vermelho.

4.2 Estruturacdo genética com base naregido controle do DNA mitocondrial
O sequenciamento do D-Loop gerou uma sequéncia consenso de aproxima-

damente 490 bp para as amostras de Ziphius encontradas no Ceara (Figura 14).

Todos os individuos compartilhavam o mesmo haplétipo e ndo foram observados

polimorfismos na regido amplificada.
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Figura 14 — Eletroferograma de exemplo da qualidade de sequenciamento obtido
para a regiao controle (D-Loop) de Ziphius cavirostris.
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As 126 sequéncias de D-Loop utilizadas resultaram em 30 haplétipos, todos ja
descritos anteriormente (DALEBOUT et al., 2005; OTLEY, SMITH & DALEBOUT,
2012), com 20 sitios polimorficos. A diversidade haplotipica encontrada foi 0,9651
+/- 0,0085 e a diversidade nucleotidica foi 0,011818 +/- 0,006734. Os valores obser-
vados sao inferiores aos encontrados no estudo anterior (DALEBOUT et al., 2005),
onde foram observados 33 haplotipos e 23 sitios polimorficos. Alguns haplétipos
descritos e depositados no Genbank correspondem a fragmentos menores do que
490 pb, e a inclusdo destes resultava na perda de sitios polimorficos e em um name-
ro total de haplotipos ainda menor. Assim, a exclusdo desses haplétipos resulta no
namero maximo de haplétipos possiveis.

Todas as amostras brasileiras compartilham o haplotipo A, predominantemen-
te observado no Hemisfério Sul. A maior parte dos haplétipos observados (83,3%)
estd restrita a uma bacia oceéanica (Atlantico Norte, n = 8; Pacifico Norte, n = 8; He-
misfério Sul, n = 9) (Figura 15). Entretanto, 64% destes sdo representados por ape-
nas um espécime. O haplotipo L € o unico haplétipo observado nas trés bacias
oceanicas. Este haplotipo é também o mais frequentemente observado no Pacifico
Norte, seguido do haplétipo E. No Hemisfério Sul, o haplétipo A é o mais frequente-
mente observado. No Atlantico Norte, o haplétipo mais representativo (Haplotipo T3)
foi observado unicamente durante um encalhe em massa no Mediterrdneo (DALE-
BOUT et al., 2005).
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O resultado da AMOVA indica que a maior fonte de diversidade provém da
variacdo dentro das bacias oceanicas (Tabela 10). Analises par-a-par, entretanto,
indicam que as trés bacias oceanicas sdo suficientemente diferentes umas das ou-
tras (Atlantico Norte vs. Pacifico Norte - Fsr = 0,34821; P < 0,0001; Atlantico Norte
vs. Hemisfério Sul - Fsr = 0,36810; P < 0,0001; Pacifico Norte vs. Hemisfério Sul -
Fsr = 0,39679; P < 0,0001). E possivel observar certo agrupamento filogeografico
observando as sequéncias do Atlantico Norte, apesar do agrupamento entre se-
guéncias do Pacifico Norte e Hemisfério Sul ndo ser tdo bem demarcado (Figura
15).

Figura 15 — Rede de hapl6tipos Median-Joining com base na regido controle do DNA
mitocondrial de Ziphius cavirostris.
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Tabela 11 — Resultado da AMOVA. Agrupamentos realizados de acordo com Dale-

bout et al. (2005).

- Variagdo  Indice de ~
Fonte da Variacéo (%) Fixacao p values (10100 permutacgdes)
Entre Bacias Oceanicas 28,67 0,28671 0,00684+/-0,00271
Entre Populacdes das
Bacias Oceanicas 16,39 0,22983 p<0,0001
Dentro das Populacoes 54,94 0,45064 p<0,0001

4.3 Reconstrucao filogenética

A reconstrucao filogenética por Maxima Verossimilhanca resultou em naés in-

ternos com valores de bootstrap muito baixos para suporte dos clados, de forma que

ndo foi possivel recuperar com suporte nenhuma relacao entre as sequéncias (Figu-

ra 16). Apesar disso, foi possivel observar alguns dos clados da rede de haplétipos

na filogenia construida. A reconstrucdo por Inferéncia Bayesiana resultou em maior

suporte para determinados clados, mas a filogenia apresenta maior nimero de poli-

tomias (Figura 17).
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Figura 16 — Arvore de Maxima Verossimilhanca (GTR+G+l) baseada na regido con-

trole (D-Loop) do DNA mitocondrial.
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Figura 17 — Arvore bayesiana baseada na regido controle (D-Loop) do DNA mito-

condrial.
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5 DISCUSSAO

As espécies da familia Ziphiidae sédo as menos compreendidas dentre todos
0s cetaceos. Sao espécies de dificil estudo por serem mais frequentemente encon-
tradas além da plataforma continental e por passarem a maior parte do tempo de-
baixo d’agua em regides de grande profundidade. Baleias-bicudas sdo também de
dificil identificacdo, em especial as fémeas e juvenis, devido a similaridades entre as
espécies. Ziphius pode ser confundido com diversas espécies de Mesoplodon (JEF-
FERSON, WEBBER & PITMAN, 2015), de forma que analises genéticas podem au-
xiliar na identificagéo correta dos individuos.

Quando se considera a identificacdo molecular de espécies, uma técnica am-
plamente utilizada é o DNA barcoding, que utiliza a regido inicial do gene que codifi-
ca a subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase (COX-1 ou COI), devido aos seus altos
niveis de variacao interespecifica (HEBERT et al., 2003). A eficiéncia na identifica-
cdo das espécies ja foi comprovada em diversos grupos, como peixes (WARD et al.,
2005; LOCKE et al., 2010; ASGHARIAN et al., 2011) e aves (HEBERT et al., 2004),
dentre outros. Desta forma, consdrcios como o International Barcode of Life (iBOL.:
https://ibol.org/) foram criados com intuito de estabelecer um banco de dados de re-
feréncia que auxiliasse na identificacdo das espécies e que avaliasse a biodiversida-
de do planeta. Sua utilizacdo em cetaceos, no entanto, é controversa, uma vez que
h& uma sobreposicdo entre a diversidade intra e interespecifica do COl em taxons
muito préximos (AMARAL, SEQUEIRA & COELHO, 2007; VIRICEL & ROSEL 2012).
No caso de Ziphius, o COI parece conseguir identificar corretamente os individuos
(SILVA et al., 2021), entretanto, € aconselhavel buscar marcadores mais informati-
VOS ou realizar analises com base em multiplos marcadores (AMARAL, SEQUEIRA
& COELHO, 2007).

As regifes mais utilizadas para identificacdo de cetaceos sédo o citocromo b
(CytB) e a regiao controle do DNA mitocondrial (D-Loop) (VIRICEL & ROSEL 2012).
O CytB é uma regido que apresenta polimorfismo espécie-especificos e uma alta
taxa de diversidade, possibilitando diferenciar espécie proximas (PARSON et al.,
2000; FARAG et al., 2020). CytB também é amplamente utilizado no meio forense,
pois é eficiente na identificacdo de espécies utilizando fragmentos muito pequenos
(< 400 pb), se mostrando essencial em casos de amostras muito degradadas (AN-
DREJEVIC et al., 2019; FARAG et al., 2020). Estudos utilizando CytB em conjunto


https://ibol.org/
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com D-Loop sdo recomendados, porque o D-Loop é a regido mais variavel do DNA
mitocondrial e possibilita a identificacdo e resolucdo de relacdes filogenéticas em
casos em que o CytB ndo consegue esclarecer (FREELAND, 2006; KINGSTON,
ADAMS & ROSEL, 2009).

Dalebout et al. (2004) realizou a primeira taxonomia molecular de baleias-
bicudas e observou que o citocromo b apresentava maior diversidade interespecifica
na familia, enquanto o D-Loop apresentava maior diversidade intraespecifica. Esse
estudo foi realizado com o objetivo de criar um banco de dados de referéncia para a
identificacdo das espécies de baleias-bicudas, que fosse eficiente para a correta
identificacdo de espécimes que haviam sido incorretamente identificadas por morfo-
logia (DALEBOUT et al., 2004).

Apesar do avancado estagio de decomposicdo dos individuos brasileiros utili-
zados no presente estudo, foi possivel sequenciar um pequeno fragmento do CytB
de trés dos quatro exemplares. Apdés comparagcdo com o banco de dados criado por
Dalebout et al. (2004) e com sequéncias de outras espécies de baleias-bicudas dis-
poniveis no Genbank, foi possivel concluir que os individuos pertenciam a espécie
Ziphius cavirostris (Figura 13). O exemplar Z1 nao teve o citocromo b sequenciado,
mas teve sua identificacdo confirmada pelo D-Loop, uma vez que compartilha o ha-
plétipo A com os outros exemplares brasileiros e foi recuperado agrupado com as
demais sequéncias de Ziphius com alto suporte (Figuras 16 e 17).

Dentre os Ziphiidae, Ziphius cavirostris € a espécie mais estudada da familia,
mas ainda existem muitas lacunas no conhecimento, em especial quanto a sua eco-
logia, abundancia e taxa de crescimento populacional (BAIRD, BROWNELL & TAY-
LOR, 2020). A espécie é considerada como pouco preocupante na Lista Vermelha
de Espécies Ameacadas (IUCN 2022/2021-3), mas essa classificacao foi dada le-
vando em consideracdo sua extensa distribuicdo e estimativas regionais de abun-
dancia, acreditando-se que a espécie possivelmente possa chegar a mais 100.000
individuos (BAIRD, BROWNELL & TAYLOR, 2020). A populagdo do Mediterraneo,
no entanto, é considerada como vulneravel (BAIRD, BROWNELL & TAYLOR, 2020),
e ndo ha estudos e informacfes suficientes para determinar a vulnerabilidade da
espécie no Brasil (BORTOLOTTO et al., 2016).

Ziphius tem a distribuicdo mais extensa dentre as baleias-bicudas, mas a
maioria dos estudos envolvendo a espécie estdo concentrados ao redor de ilhas

oceénicas, no Mediterraneo, no Atlantico Norte e em regiées onde ocorrem frequen-
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tes exercicios navais (HOOKER et al.,, 2019; BAIRD, BROWNELL & TAYLOR,
2020). No Havai, pesquisadores acompanharam a populacdes de Ziphius e de Me-
soplodon densirostris (baleia-bicuda-de-blainville) durante 21 anos e observaram
baixa movimentacédo e forte fidelidade de sitio (MCSWEENEY et al., 2007). Esse
mesmo comportamento foi observado em outras espécies de cetaceos que habitam
regides de grande profundidade do Havai, como golfinho-de-dentes-rugosos (Steno
bredanensis), golfinho-rotador (Stenella longirostris) e falsa-orca (Pseudorca crassi-
dens) (BAIRD et al., 2008). A ocorréncia de baleias-bicudas em uma regido esta
normalmente associada a topografia do fundo oceénico (MACLEOD & ZUUR, 2005),
mas o padrdo de movimenta¢do observado no Havai sugere mais de um fator de-
terminante para a permanéncia da espécie (MCSWEENEY et al., 2007). Os autores
sugerem que a populacédo possa utilizar a ilha como reflugio de predadores, apesar
de orcas (Orcinus orca) ja terem sido documentadas na regido e de marcas de mor-
didas de tubardes ja terem sido observadas em alguns individuos (MCSWEENEY et
al., 2007). O principal fator, no entanto, seria a abundancia de presas ao redor da
ilha quando comparado com outras regides do Pacifico Tropical, onde a produtivida-
de é baixa (MCSWEENEY et al., 2007). A fidelidade de sitio de Ziphius também foi
observada em outras regiées como no Mar de Liguria, na California, nas llhas Cana-
rias e na Carolina do Norte (SCHORR et al., 2014; FALCONE et al., 2017; SUAREZ,
2018; BAIRD, 2019; FOLEY et al., 2021). A estruturacdo populacional da espécie
ainda ndo é bem conhecida, mas esse comportamento pode indicar a existéncia de
subpopulacdes regionais (BAIRD, BROWNELL & TAYLOR, 2020).

Variacdes na morfologia do cranio e no padrao de pigmentacdo também leva-
ram pesquisadores a sugerirem populacdes regionais distintas (DALEBOUT et al.,
2005; REID & VAN HALDEREN, 2013). Andlises moleculares mostraram que todas
as sequéncias disponiveis utilizadas eram monofiléticas, corroborando a classifica-
¢ao de Ziphius como uma unica espécie, com distribuicdo cosmopolita (DALEBOUT
et al., 2005). Foi observada uma diversidade genética relativamente baixa (1 =
1,27% % 0,723%), proveniente em sua maioria da variacdo entre bacias oceéanicas
(DALEBOUT et al., 2005). Foram observados quatro grupos de haplotipos — clados
AG, predominante no Hemisfério Sul, HS, predominante no Pacifico Norte, T e UZ,
predominantes no Atlantico Norte (DALEBOUT et al., 2005). Esses grupos, no en-
tanto, ndo sao monofiléticos e ndo apresentam polimorfismos fixados (DALEBOUT

et al., 2005). Posteriormente, no entanto, analises preliminares realizadas por Morin
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et al. (2012) resultaram em um baixo padréo filogeografico. A discordancia entre os
resultados das duas andlises, a falta de sequéncias do Atlantico Sul, além do baixo
namero de sequéncias do Oceano indico, indica a necessidade de mais estudos pa-
ra esclarecer o padrao filogeografico da espécie.

Os quatro grupos de haplétipos previamente descritos podem, em parte, ser
visualizados na reconstrucdo por Méaxima Verossimilhanga (Figura 16). O valor de
bootstrap minimo para suporte de clados é controverso. Segundo Felsenstein (1985)
valores acima de 95% seriam significativos e indicariam suporte ao clado (SOLTIS &
SOLTIS, 2003). Outros estudos, no entanto, sugerem que valores significativos po-
dem ser tao baixos quanto 70% (SOLTIS & SOLTIS, 2003). O suporte para 0s qua-
tro grupos de haplétipos foi inferior a 50% e néo é possivel corrobora-los. Alguns nos
terminais obtiveram valores de bootstrap acima de 50%, mas, ao levar em conside-
racdo os valores dos nds ancestrais a eles, o suporte seria reduzido (SOLTIS &
SOLTIS, 2003), de forma que também nado é possivel esclarecer outras relacdes
entre 0s haplétipos. Uma reconstrucéo por Inferéncia Bayesiana também foi realiza-
da na tentativa de recuperar os quatro grupos. Essa filogenia, no entanto, teve ainda
menos sucesso em recupera-los (Figura 17). Com excec¢do do clado UZ, que teve
valor de suporte similar nas duas filogenias, a Inferéncia Bayesiana nao recuperou
outro clado, além de resultar em maior nimero de politomias. Esse resultado indica
a incerteza na resolucdo na relacdo entre os haplétipos de Ziphius e a necessidade
de novos estudos para melhor determinar a diversidade genética da espécie.

Os resultados obtidos na presente analise filogeogréfica (Figura 15), corrobo-
ram apenas em parte os resultados previamente publicados por Dalebout et al.
(2005). Apesar de comparacdes par-a-par entre bacias oceéanicas indicarem signifi-
cativa diferenciacdo entre elas, o resultado da AMOVA indica que a maior fonte da
diversidade provém de dentro das bacias oceanicas (Tabela 10). A presenca do ha-
plétipo L nas trés bacias oceanicas e a falta de estruturacéo filogeografica indica
multiplos episodios de diversificacdo (MORIN et al., 2012), seguido do contato se-
cundario entre as populacdes do Pacifico Norte e Atlantico Norte, com base na pre-
senca dos haplotipos W e K na populacdo do Atlantico Norte. Os quatro grupos su-
geridos por Dalebout et al. (2005) podem ser observados na rede de haploétipos (Fi-
gura 15), mas ainda nao foi possivel comprovar o monofiletismo. Destes, apenas o
grupo T esta restrito a uma Unica regido. A maioria das sequéncias deste grupo

(76,92 %), no entanto, pertence a individuos envolvidos em um encalhe em massa
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no Mediterraneo (DALEBOUT et al., 2005) e 70 % destes compartiiham o haplotipo
T3. A organizacdo social de Ziphius ainda ndo é conhecida, mas uma populacéo
endémica foi sugerida para o Mediterraneo com base na presenca de haplotipos ex-
clusivos, além da presenca de menos de 10.000 individuos maduros (DI SCIARA &
TONAY, 2021).

Nao ha informacgbes disponiveis sobre a movimentacdo de Ziphius no Hemis-
fério Sul e, consequentemente, sobre sua estruturacdo populacional. Estudos com
baleia-bicuda-de-gray (Mesoplodon grayi) mostram que essa espécie de baleia-
bicuda apresenta altos niveis de diversidade do DNA mitocondrial e nuclear quando
comparado a outros Odontoceti (WESTBURY et al., 2021). No entanto, analisando
espécimes da Nova Zelandia, Australia e Africa do Sul, ndo foi possivel diferenciar
individuos entres as trés regides ou observar estruturacdo populacional (WEST-
BURY et al., 2021). Mesoplodon grayi é encontrada principalmente em latitudes me-
nores que 30 °S, com diversos registros na regido antartica e subantéartica (JEF-
FERSON, WEBBER & PITMAN, 2015) e parece ndo encontrar restricdes para sua
migracéao e fluxo génico.

No Atlantico Sul, Otley, Smith e Dalebout (2012) obtiveram as trés primeiras
sequéncias de Ziphius, proveniente de individuos que encalharam nas llhas Malvi-
nas. Acredita-se que um dos espécimes compartilhava o haplétipo A (o fragmento
obtido era relativamente pequeno), enquanto os dois outros representavam, cada
um, um haplétipo ndo descrito anteriormente (OTLEY, SMITH & DALEBOUT, 2012).
Esses dados, no entanto, ndo puderam ser utilizados nas nossas andlises devido ao
tamanho reduzido da sequéncia. Os quatro individuos brasileiros foram encontrados
no Ceara, nordeste do Brasil, e compartilham o haplétipo A. Devido a proximidade
com o Equador e com o Hemisfério Norte, esperava-se que os individuos comparti-
Ihassem haplétipos com a populacédo do Atlantico Norte. O resultado encontrado, no
entanto, indica um comportamento de Ziphius possivelmente similar ao observado
em Mesoplodon grayi, com altas taxas de disperséo e fluxo génico por todo o Hemis-
fério Sul. Uma hipétese para a aparente falta de barreiras ao fluxo génico de Ziphius
€ a utilizacdo do Oceano Antartico para dispersdo, como ocorre com M. grayi, uma
vez que estudos mostraram que sua distribuicdo pode ser mais extensa do que se
pensava, chegando a regides subpolares e até polares (MACLEOD & MITCHELL,

2006). Com base no presente resultado obtido para Ziphius, a alta taxa de dispersao
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no Hemisfério Sul parece se estender para latitudes ainda mais elevadas, chegando
proximo ao Equador.

A diversidade do DNA mitocondrial de Ziphius esta em uma faixa intermedia-
ria a de cetaceos com distribuicdo cosmopolita (DALEBOUT et al., 2005). Baleias
jubartes (Megaptera novaeangliae) apresentam o dobro da diversidade, enquanto
cachalotes (Physeter macrocephalus) e orcas (Orcinus orca) apresentam diversida-
de consideravelmente menor, normalmente associada a organizacao social matrifo-
cal da espécie (DALEBOUT et al., 2005; VACHON, WHITEHEAD & FRASIER, 2018;
WHITEHEAD, 2020; DAY et al., 2021). Vachon, Whitehead e Frasier (2018) realiza-
ram uma revisao da literatura para determinar os fatores que influenciam a diversi-
dade genética nos cetaceos. Nessa revisdo, 0s autores concluiram que a organiza-
cao social e a extensdao latitudinal da distribuicdo eram os fatores mais significativos
na diversidade genética do DNA mitocondrial. A diversidade intermediéria de Ziphius
sugere que sua organizacao social ndo seja matrifocal (DALEBOUT et al., 2005).
Esperar-se-ia, no entanto, que Ziphius apresentasse uma diversidade maior do que
a obtida devido a sua extensa distribuicdo. O resultado observado pode estar asso-
ciado ao reduzido numero de informacdes e sequéncias disponiveis no Hemisfério
Sul, em especial no Oceano Indico e no Atlantico Sul, indicando que a diversidade
da espécie observada até entdo esteja subestimada.

A alta taxa de diversidade do DNA mitocondrial observada em algumas espé-
cies de animais marinhos no Hemisfério Sul parece estar associada a eventos de
vicariancia decorrentes das flutuacdes de temperatura durante o Pleistoceno, que
resultou em populacdes distintas no Atlantico e no Indo-Pacifico, seguido de um pro-
cesso de migracédo unidirecional em direcdo ao Atlantico pela Corrente das Agulhas,
no sul da Africa (GRAVES & MCDOWELL, 1995; ALVARADO BREMER et al., 1998;
BUONACCORSI, MCDOWELL & GRAVES, 2001; VINAS, ALVARADO BREMER &
PLA, 2004; MARTINEZ et al., 2006). Esse processo € a principal hipétese para o
padréo de estruturacdo genética observada em diversas espécies de peixes que
migram grandes distancias, como Thunnus obesus (ALVARADO BREMER et al.,
1998; MARTINEZ et al., 2006), Thunnus alalunga (VINAS, ALVARADO BREMER &
PLA, 2004), peixes-espada (ALVARADO BREMER et al., 2005), tubarbes (DUNCAN
et al., 2006) e também em golfinhos (AMARAL et al., 2012). Esse padrdo é caracte-
rizado por menor diversidade genética nas populacbes do Atlantico e em diferentes

frequéncias dos haplétipos entre as bacias oceanicas (VINAS, ALVARADO BRE-
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MER & PLA, 2004; DUNCAN et al., 2006; CASTRO et al., 2007). Com base nos da-
dos levantados, este padréo ndo parece se aplicar a Ziphius, uma vez que nao foi
possivel recuperar uma forte estruturacdo genética entre os oceanos. No entanto,
ainda sao necessarios mais dados da espécie no Atlantico Sul para podermos des-
cartar a hipotese.

Este estudo é o primeiro a incluir sequéncias do Atlantico Sul em analises fi-
logeograficas de baleias-bicudas. Apesar do tamanho amostral limitado, este € um
dos estudos no Brasil com o maior nimero de Ziphius analisados. Apesar disso, a
inclusdo das sequéncias dessa regido e a reanalise dos dados globais disponiveis
para a espécie estdo de acordo com resultados encontrados anteriormente (MORIN
et al., 2012), indicando suporte para as conclusdes observadas. Dos sete espécimes
de Ziphius disponiveis para a regido, cinco compartilham o haplétipo A e os dois res-
tantes possuem haplotipos exclusivos relacionados a ele (OTLEY, SMITH & DALE-
BOUT, 2012). O total de sequéncias ainda é muito baixo para chegar a conclusdes
sobre a diversidade da espécie na regido, mas a espécie pode repetir o padréo de
baixa diversidade genética no Atlantico Sul observado em outras espécies (VINAS,
ALVARADO BREMER & PLA, 2004; DUNCAN et al., 2006; CASTRO et al., 2007,
MILMANN et al., 2021). Ainda sédo necessarios mais esfor¢os para conhecer a espé-
cie no Atlantico, principalmente na porcao oeste, de onde ainda ndo ha sequéncias
disponiveis. Somente assim sera possivel solucionar estruturacdo populacional da
espécie.

No Brasil, apesar do relativo alto nimero de encalhes dentre as espécies de
baleias-bicudas, ha poucos trabalhos publicados com Ziphius, e a maioria deles se
limitam a registros (Tabela 1). Os encalhes ocorrem, em sua maioria, na regiao nor-
deste, onde a plataforma continental € menor, com regides de grande profundidade
relativamente proximas da costa (Figura 10) (BORTOLOTTO et al.,, 2016). Essa
mesma regiao é de interesse da industria de gas e petroleo, e 0s impactos que essa
exploragdo pode ter nas espécies ainda ndo é conhecido (BORTOLOTTO et al.,
2016). Estudos recentes detectaram parasitas nunca antes encontrados em baleias-
bicudas na regido, e que causam infec¢des de significativa mortalidade para esses
animais (FEBRONIO et al., 2021; JERDY et al., 2022). Infec¢des por parasitas po-
dem estdo relacionadas, entre outros fatores, a contaminacéo e degradac¢do ambien-
tal, e mudancgas climaticas (JERDY et al., 2022). Outras infec¢cbes preocupantes pa-

ra a espécie foram observadas nas Illhas Canarias, onde foi detectado infec¢cao por
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Herpesvirus (FELIPE-JIMENEZ et al., 2021b) em trés individuos e um caso de Mor-
billivirus (FELIPE-JIMENEZ et al., 2021a). Acredita-se que tenha ocorrido transmis-
sdo local desses virus, de regides proximas no Atlantico Centro-Norte (FELIPE-
JIMENEZ et al., 2021a; FELIPE-JIMENEZ et al., 2021b). Entretanto, a observacéo
de uma mesma linhagem de Morbilivirus em bacias oceanicas diferentes pode indi-
car que o padrao de migragao, ainda ndo bem conhecido de Ziphius, possa dissemi-
nar o virus e causar eventos de elevada mortalidade como a observado em botos-
cinza (Sotalia guianensis) no Brasil (GROCH et al., 2018; GROCH et al., 2020).

E preciso conhecer uma espécie para poder protegé-la (LI & ROSSO, 2021).
O conhecimento disponivel sobre as baleias-bicudas ainda é muito limitado e nédo
podemos inferir os impactos que as ameacas ja conhecidas e recém-descobertas
tem sobre as populacdes, sendo necessario uma maior colaboracéo entre cientistas
para a obtengdo desse conhecimento (LI & ROSSO, 2021). As baleias-bicudas fa-
zem parte da fauna marinha da costa brasileira e estuda-las é fundamental para
compreender 0s impactos aos quais estao suscetiveis na regido e para propor acoes

para preserva-las.
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CONCLUSAO

Com base nas sequéncias obtidas do citocromo b (CytB) e da regido controle
(D-Loop) dos individuos encontrados na costa brasileira, foi possivel confirmar suas
identificagbes como Ziphius cavirostris. Resultado similar foi encontrado na recons-
trucéo filogenética utilizando a regido controle do DNA mitocondrial, corroborando a
identificacdo. As sequéncias obtidas sdo as primeiras disponiveis para a espécie no
Brasil e as primeiras do Atlantico Sul utilizadas em um estudo populacional.

A presente andlise populacional € a mais abrangente até entéo, e foi realizada
utilizando 126 sequéncias disponiveis para as regiées do Atlantico Norte, Pacifico
Norte, Indo-Pacifico e Atlantico Sul, incluindo novas sequéncias e sequéncias previ-
amente publicadas. Reconstrucdes filogenéticas, por meio de técnicas de Maxima
Verossimilhanga e Inferéncia Bayesiana, foram realizadas para esclarecer a relagéo
entre os haplétipos descritos para a espécie. O resultado obtido € similar ao obser-
vado por Morin et al. (2012) e ndo corrobora os agrupamentos de haploétipos obser-
vados por Dalebout et al. (2005).

Estas andlises indicam uma baixa estruturagdo genética e filogeografica, com
a maior parte da diversidade sendo observada dentro das bacias oceéanicas. Anali-
ses par-a-par, no entanto, indicam significativa diferenciacdo entre elas. Como ob-
servado por Morin et al. (2012), Ziphius parece ter sofrido diversos episédios de flu-
X0 génico, como sugerido pela recuperacdo do haplétipo L nas trés bacias oceanicas
e pela recuperacao dos haplétipos W e K no Atlantico Norte.

A diversidade genética mundial de Ziphius esta em uma faixa intermediaria,
guando comparado a de outras espécies cosmopolitas. Dada a distribuicdo da espé-
cie, esperava-se que a diversidade fosse maior. O nimero reduzido de sequéncias
disponiveis para o Atlantico Sul e para o Oceano indico podem, no entanto, estar
causando uma subestimativa da diversidade total, indicando que um maior esforgo
para coleta de dados nessas regides € necessario para determinar a diversidade de
Ziphius cavirostris.

Os resultados obtidos sugerem que o Hemisfério Sul ndo oferece barreiras
para a migracao da espécie. Entretanto, essa hipotese ndo pode ser confirmada an-
tes da obtencdo de mais dados da regido do Atlantico Sul. Assim, sera possivel de-

terminar se Ziphius dispersa livremente pelo Hemisfério Sul, como observado em
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Mesoplodon grayi, ou se existe uma distribuicdo assimétrica do Indo-Pacifico para o
Atlantico, como observado em diversas outras espécies de animais marinhos.

N&o é possivel obter conclusdes quanto a diversidade genética regional da
espécie no Atlantico Sul, uma vez que o numero de sequéncias para a regiao € re-
duzido. Mais da metade dos individuos do Atlantico Sul compartilham o haplotipo A,
e os haplotipos restantes estdo relacionados a ele. Esperava-se que os individuos
brasileiros compartilhassem haplotipos com o Atlantico Norte, devido a proximidade
geografica, o que nédo foi observado, podendo indicar que individuos do Hemisfério
Sul dispersem até proximo do Equador.

Por fim, a falta de compreensao da diversidade de Ziphius cavirostris no
Atlantico Sul, somado aos recentes estudos sobre possiveis novas ameacas indicam
a necessidade de novos estudos para melhor compreender essa espécie que fre-

guenta a costa brasileira.
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