
 Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Centro Biomédico 

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes 

 

 

 

 

 

 

 

Dafne Adriana Abreu dos Anjos 

 

 

 

 

 

Identificação molecular de remanescentes ósseos de cetáceos do 

período de exploração baleeira da Antártica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2024 



Dafne Adriana Abreu dos Anjos 

 

 

 

 

Identificação molecular de remanescentes ósseos de cetáceos do período de 

exploração baleeira da Antártica 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada, como requisito parcial 
para obtenção do título de Mestre, ao Mestrado 
Profissional em Saúde, Medicina Laboratorial e 
Tecnologia Forense, da Universidade do Estado 
do Rio de Janeiro 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Cesar Rogerio Leal do Amaral 

Coorientador: Prof. Dr. Elizeu Fagundes de Carvalho 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2024 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CATALOGAÇÃO NA FONTE 

UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Bibliotecária: Ana Rachel Fonseca de Oliveira 
              CRB7/6382 

 
Autorizo, apenas para fins acadêmicos e científicos, a reprodução total ou parcial desta 

dissertação, desde que citada a fonte. 

 

______________________________________   ____________________________ 

Assinatura        Data 

 

 

 

 
A599       Anjos, Dafne Adriana Abreu dos. 
                    Identificação molecular de remanescentes ósseos de cetáceos do período 

de exploração baleeira da Antártica / Dafne Adriana Abreu dos Anjos. – 2024.  
                    100f. 

 
Orientador: Prof. Dr. Cesar Rogerio Leal do Amaral 

 
Dissertação (Mestrado) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto 
de Biologia Roberto Alcântara Gomes. Programa de Pós-Graduação em 
Saúde, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense. 

 
1. Cetáceos – Teses. 2. Almirantado, Baía do (Antártica) – Teses. 3. Antártica, 

Península - Teses. 4. Evolução biológica. I. Amaral, Cesar Rogerio Leal do. II. 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de Biologia Roberto Alcântara 
Gomes. III. Título.                                                        

 
 

            CDU 599.51/.53 (995.1) 

 

 



Dafne Adriana Abreu dos Anjos 

 

 

Identificação molecular de remanescentes ósseos de cetáceos do período de 

exploração baleeira da Antártica 

 

 

Dissertação apresentada, como requisito parcial 
para obtenção do título de Mestre, ao Mestrado 
Profissional em Saúde, Medicina Laboratorial e 
Tecnologia Forense, da Universidade do Estado 
do Rio de Janeiro 

 

 

Aprovada em 19 de julho de 2024. 

 

 

Banca Examinadora:___________________________________________________ 
                                 Prof. Dr. Cesar Rogerio Leal do Amaral (Orientador) 

                                 Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ 

 

 
____________________________________________________ 

      Prof.ª Dra. Dayse Aparecida da Silva  

      Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes – UERJ 

 

____________________________________________________ 
     Dr. Salvatore Siciliano 

     Fundação Oswaldo Cruz 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2024 



DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Às pessoas que mais me apoiaram, Olíbia, João, Wendy e Cesar. 

 



AGRADECIMENTOS 

 

 

À minha família, Olíbia, João e Wendy, por todo o suporte, amor e valores 

ensinados no lar, abdicando de tudo que foi necessário para me proporcionar 

educação e me apoiar incessantemente a seguir meus sonhos, com toda a paciência 

que demandei. São minha base e não estaria onde cheguei sem vocês. 

À família Amaral, por me acolherem com tanto carinho e cuidado, me dando 

todo o suporte. Espero muito um dia conseguir retribuir minha gratidão a vocês que 

me deram uma casa  onde morar e hoje moram no meu coração. 

 Ao Dr. Cesar Amaral, pela orientação ao longo de todo o processo desde o final 

da minha graduação, por apoiar meus sonhos acadêmicos e possibilitar  que eu os 

alcançasse. Pela experiência pessoal e profissional transmitida, pela amizade, pelos 

conselhos pacientes e momentos únicos. Esse trabalho não seria possível sem você 

como meu professor, orientador e grande parceiro. 

 Ao Dr. Elizeu Fagundes, meu coorientador, pela colaboração e acesso à 

plataforma genômica durante este trabalho. 

A todos do NGA, em especial aos meus colegas Anna Donato e Rodrigo 

Goldenberg, por me acolherem gentilmente desde a minha chegada no laboratório, 

pela experiência compartilhada, parceria, ensinamentos e companhia descontraída. 

Também por todas as sugestões e revisões durante a realização deste trabalho.  

A todos do LARAMG, por toda a ajuda e espaço durante o primeiro ano do meu 

mestrado, em especial ao Dr. Heitor Evangelista pela Bolsa DTI-C que me 

proporcionou condições de me manter durante o início do mestrado. 

A todos do LDD, por toda a ajuda durante os testes de extração e o 

sequenciamento, em especial à professora Dayse pelos conselhos no início do meu 

mestrado e o compartilhamento de insumos. 

Ao professor Paulo Câmara e ao projeto Bryoantar, por me proporcionarem a 

oportunidade de participar da OPERANTAR XL ao final da minha graduação, onde 

todo este trabalho foi arquitetado e tomou forma. 

Aos órgãos de fomento CNPq pela bolsa DTI-C de dez meses, e FAPERJ pela 

bolsa Qualitec. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De tudo ficarão três coisas: a certeza de estar sempre começando, a certeza 

de que é preciso continuar e a certeza de ser interrompido antes de terminar.  

Fazer da queda um passo de dança, do medo uma escada, do sonho uma 

ponte, da procura um encontro. 

 

 

Fernando Sabino 



RESUMO 

 

ANJOS, Dafne Adriana Abreu dos. Identificação molecular de remanescentes 
ósseos de cetáceos do período de exploração baleeira da Antártica. 2024. 100f. 
Dissertação (Mestrado Profissional em Saúde, Medicina Laboratorial e Tecnologia 
Forense) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado 
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 

 

No início do século XX, houve intensa atividade baleeira na Antártica, cujos 
vestígios são representados na atualidade em forma de ruínas e numerosos ossos de 
baleia espalhados pelas Shetlands do Sul. Nesses anos, centenas de milhares de 
baleias foram capturadas, especialmente rorquais. Apesar desses vestígios históricos 
se encontrarem expostos durante longos anos a elementos degradantes, o ambiente 
antártico proporciona condições favoráveis à preservação desses ossos, com ciclos 
de congelamento e temperaturas baixas durante todo o ano. Desse modo, esses 
fragmentos ainda podem apresentar DNA viável para identificação molecular das 
espécies. O presente estudo teve como objetivo avaliar o uso do sequenciamento 
Sanger e da metodologia SpInDel, que se baseia na análise de pequenas regiões de 
inserção e deleção (InDel), com foco na identificação das espécies, por meio da 
análise de regiões do DNA mitocondrial, de antigos fragmentos ósseos datados do 
período baleeiro moderno, encontradas ao longo da Baía do Almirantado. Utilizando 
as metodologias propostas, o estudo realiza a primeira identificação molecular dos 
ossos de baleia depositados na Baía do Almirantado e tem como produto de inovação 
o Kit de Identificação Molecular de Cetáceos Antárticos, baseado em apenas três 
regiões de inserção e deleção com cerca de 300 pb dentro da região 16S e t-RNAs 
adjacentes. Nossos resultados corroboram os registros históricos de caça nas 
proximidades da região, de modo que puderam ser identificadas duas espécies de 
baleias conhecidamente alvejadas durante o período baleeiro. 

 

Palavras-chave: Antártica, Baía do Almirantado, identificação molecular; SpInDel; 

cetáceos. 

 

 

  



ABSTRACT 

 

ANJOS, Dafne Adriana Abreu dos. Molecular identification of cetacean bone 
remains from the Antarctic whaling period. 2024. 100f. Dissertação (Mestrado 
Profissional em Saúde, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) - Instituto de 
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio 
de Janeiro, 2024. 
 

At the beginning of the 20th century, intense whaling activity took place in 
Antarctica, whose remains are represented today in the form of ruins and numerous 
whale bones scattered across the rocky beaches of the South Shetlands. In those 
years, hundreds of thousands of whales were captured, especially rorquals. Although 
these historical remains were found exposed for long years to degrading elements, the 
Antarctic environment provides conditions favorable for the preservation of these bone 
fragments, with freezing cycles and low temperatures throughout the year. This way, 
they can still present viable DNA for species’ identification based on molecular 
analyses. The present study aimed to evaluate the use of Sanger sequencing and the 
SpInDel methodology, which is based on the analysis of small insertion and deletion 
regions (InDel), with a focus on identifying species, through the analysis of regions of 
mitochondrial DNA, of ancient bone fragments dating from the modern whaling period, 
found throughout Admiralty Bay. Using the proposed methodology, the study performs 
the first molecular identification of whale bones deposited in Admiralty Bay and it has 
as innovation product the Antarctic Cetacean Molecular Identification Kit, based on just 
three insertion regions and deletion of approximately 300 bp within the 16S region and 
adjacent t-RNAs. Our results corroborate historical hunting records in the vicinity of the 
region, so that two species of whales known to have been shot during the whaling 
period could be identified. 

 
Keywords: Antarctica, Admiralty Bay, Molecular Identification, SpInDel, Cetaceans. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

O período baleeiro na Antártica, do século XIX ao XX, impactou intensamente 

as populações de baleias distribuídas no oceano austral, reduzindo algumas espécies 

até a beira de sua extinção (THOMAS et al. 2016). Os vestígios desse período podem 

ainda hoje ser encontrados em diversas regiões antárticas e subantárticas, com os 

numerosos ossos de baleia abandonados nas praias e próximos as antigas estações 

de processamento. Por décadas, os epicentros da caça foram as ilhas Geórgia do Sul 

e Shetlands do Sul (BASBERG & HACQUEBORD 2023). Um dos pontos de 

concentração e deposição desses ossos é a Baía do Almirantado, na Ilha Rei George, 

apesar de não serem encontradas ruínas de instalações baleeiras na região. Embora 

componham a paisagem há mais de um século, pouco se sabe sobre a origem desses 

ossos, além de seus números e idades aproximadas. 

Nesta introdução são apresentados diferentes temas pertinentes ao estudo, 

divididos em seis partes. Na primeira parte é traçado um panorama sobre o continente 

Antártico, suas especificidades e regime; Na segunda parte são explanados detalhes 

sobre o local de estudo, aprofundado das Shetlands do Sul, à Ilha Rei George, e 

finalmente a Baía do Almirantado; Na terceira parte são apresentadas as espécies-

alvo, ou seja, os cetáceos antárticos de interesse comercial durante o período 

baleeiro, cujos ossos são o objeto de estudo; Na quarta parte é apresentado um 

levantamento do período baleeiro na Antártica, sobretudo na Baía do Almirantado, e 

os impactos atuais dessas interações antrópicas com as espécies apresentadas; Na 

quinta parte, são apresentados os desafios na identificação dos vestígios do período 

baleeiro; Na sexta parte, é discorrido o uso de ferramentas moleculares na 

identificação forense em amostras antigas e degradadas, apresentando o método 

SpInDel;  E por fim, a sétima e última parte compreende a motivação e caracterização 

do problema, que levaram ao desenvolvimento do presente trabalho.   
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Um panorama sobre Antártica 

 

 

A Antártica é o continente mais ao sul e isolado do planeta, conhecido por suas 

condições naturais extremas, incluindo o clima frio, seco e com ventos intensos, 

detento as temperaturas mais baixas já registradas em ambiente terrestre, -89ºC 

próximo ao Pólo Sul (KRAUSE & FLOOD 1997; TURNER et al. 2021). Sua porção 

continental de cerca de 14 milhões de quilômetros quadrados, compreende cerca de 

10% da superfície terrestre, aumentando durante o inverno com o congelamento do 

oceano austral e a formação de extensas plataformas de gelo (FOX et al. 1994). De 

toda a superfície Antártica, apenas 1-3% dessa área encontra-se livre de gelo 

(YERGEAU et al. 2007), de modo que a porção de água retida nas geleiras equivale 

a 70% de toda a água doce do planeta (FOX et al. 1994). Além da maior reserva de 

água doce do mundo, estima-se que a região seja rica em minérios de interesse 

comercial, como ouro, prata e níquel, além de petróleo, dada a sua origem geológica 

(VIEIRA 2006) quando, no passado, esteve unida a outros, formando o 

supercontinente Gondwana, possuindo uma origem similar à do continente africano, 

sulamericano, Índia e Austrália, onde esses recursos também são conhecidos (DE 

TREVISAN 2004). 

O continente antártico é cercado pelo Oceano Austral. O Oceano Austral é a 

sub-região oceânica que marca a fronteira entre as águas frias polares e as águas 

temperadas mais ao norte. É delimitado pela plataforma continental costeira da própria 

Antártica e pela convergência antártica ou zona frontal polar sul, onde a temperatura 

da água pode variar em até 10°C em questão de apenas alguns quilômetros de 

distância. Essa variação de temperatura se deve ao encontro de diferentes massas 

de ar, frias e quentes, e é denominada frente polar. Os resultados desses limites de 

temperatura podem ser determinantes para a distribuição de algumas espécies, que 

toleram melhor ou se beneficiam dos recursos disponíveis em temperaturas mais 

baixas. É o que, por exemplo, define a distribuição da maioria dos mamíferos marinhos 

tropicais e temperados, incluindo suas rotas de migração anuais (BOYD 2009; Figura 

1). 
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Figura 1 - Mapa do continente antártico e a zona de convergência antártica 

 

 

Fonte: BOYD 2009 

 

Os ricos e diversos serviços ecossistêmicos antárticos incluem a modulação do 

clima global, a proteção da biodiversidade nativa, migratória e do habitat, que fornece 

condições únicas de reprodução e sobrevivência para diversas espécies 

(PERTIERRA 2021). Sua superfície coberta de gelo atua no resfriamento do planeta, 

uma vez que sua grande área branca reflete a radiação solar, o que reduz a retenção 

de calor sobretudo no hemisfério sul (MAYEWSKI et al. 2009). A biodiversidade local 

é restrita e caracterizada pelas diferentes adaptações ao clima rigoroso e recursos de 

difícil acesso. Sendo majoritariamente criptogâmica, a flora nativa contém centenas 

de espécies endêmicas e cosmopolitas de musgos, hepáticas e líquens, enquanto 

abriga apenas duas espécies nativas de plantas com flor (OCHYRA et al. 2008; 

COLESIE et al. 2023). A fauna de vertebrados é característica e inclui aves marinhas 
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como pinguins e albatrozes, mamíferos marinhos como focas, elefantes-marinhos, 

lobos-marinhos, além de espécies de baleias e golfinhos (LOWEN 2011).  

Ao longo do tempo, a Antártica despertou interesse de várias nações, 

envolvendo questões econômicas, políticas e ambientais (O’REILLY & SALAZAR 

2017). A disputa pela região resultou em diversas reclamações territoriais e tentativas 

de ocupação, baseadas em diferentes teorias  na tentativa de justificar a posse e 

acesso aos recursos do continente (SIMÕES 2017). A fim de resolver tais disputas 

territoriais e outras questões geopolíticas, o Tratado Antártico foi proposto durante o 

Ano Geofísico Internacional e assinado em 1959 (BULKELEY 2010). À luz do tratado, 

entende-se como Antártica tudo que se encontra ao sul do paralelo 60ºS, incluindo o 

continente, os arquipélagos das Ilhas Balleny, Ilha Peter I, Ilha Scott, Ilhas Orkney do 

Sul e Ilhas Shetlands do Sul, além das plataformas de gelo. O tratado determina a 

Antártica como um território livre de reivindicações territoriais, regula as atividades 

desenvolvidas na região, e junto ao Protocolo de Madri/Protocolo de Preservação 

Ambiental, determina o status de “Reserva Natural Internacional dedicada à Ciência e 

à Paz” até 2048 (TIN et al. 2009; CÂMARA & MELO 2018). Desse modo, são vetadas 

quaisquer atividades de cunho militar ou extrativista, limitando o uso do território 

antártico para fins pacíficos, turísticos e principalmente científicos, almejando a 

cooperação internacional. Sob esse regime, para integrar o tratado como membro 

consultivo faz-se necessário  que a nação desenvolva pesquisa científica na Antártica. 

Status que o Brasil atingiu em 1983, cumprindo as condições com a criação do 

Programa Antártico Brasileiro (PROANTAR), junto aos outros 28 membros 

consultivos.  

 

 

A Ilha Rei George e a Baía do Almirantado  

 

 

Localizado ao norte da Península Antártica, as Ilhas Shetlands do Sul são um 

arquipélago de origem vulcânica composto por 12 ilhas maiores e numerosas ilhas 

menores, que juntas totalizam uma área de 3.687 km2 (BARTON 1965). Ao Norte, faz 

fronteira na Passagem de Drake e ao sul separa-se da Península Antártica pelo 

Estreito de Bransfield. Desde sua descoberta em 1819, a região integra a rota mais 

abrigada para embarcações vindas da América do Sul, sendo um dos motivos de ser 
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uma das áreas mais visitadas da Antártica, e também utilizada por algumas espécies 

de mamíferos marinhos (BASSOI et al. 2020; BARTON 1965; RAKUSA-

SUSZCZEWSKI 1998; STEEL et al. 2017). O encontro desses dois elementos resultou 

na instalação de estações de caça e processamento de baleias e focas, que foram 

sediadas nas ilhas desse arquipélago nos anos de intensa exploração na Antártica 

(ISLAND 2001; KITTEL 2001). Atualmente  o local comporta estações de pesquisa e 

abrigos de vários países, incluindo Argentina, Bulgária, Chile, China, Coréia do Sul, 

Espanha, Estados Unidos, Equador, Polônia, Rússia e Uruguai, além do Brasil, com 

a Estação Antártica Comandante Ferraz (EACF), que assim como a maioria das 

outras, localiza-se na Ilha Rei George (ISLAND 2001) (Figura 2).  

 

Figura 2 - Mapa da Ilha Rei George e suas estações, com destaque para a Baía do 

Almirantado e a Estação Antártica Comandante Ferraz 

 

Fonte: Adaptado de South Shetland Islands (Lonelyplanet.com) 
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Sendo a maior do arquipélago ao qual pertence, a Ilha Rei George ( 61º 50’ - 

62º 15’ S / 57º30’ - 59º 00’ O) chamou a atenção de diversas expedições ao longo do 

tempo (BARTON 1965; BIRKENMAJER 1980; RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1998). 

Apesar de mais de 90% da superfície da ilha ser coberta por gelo, foram as condições 

mais amenas em comparação às regiões mais próximas ao polo e sua área acessível, 

livre de gelo, que atraíram caça, pesquisa e turismo para a ilha (BIRKENMAJER 

1980). Além disso, também pela proteção que suas enseadas fornecem, a região 

passou a ser considerada adequada para a instalação de bases científicas 

permanentes e como ponto de abrigo para embarcações, incluindo navios baleeiros 

no passado (BARTON 1965; KITTEL 2001). Desse modo, a região é marcada por forte 

atividade científica na atualidade, porém sua história foi marcada pela caça intensa às 

focas e baleias, o que é evidenciado pelos diversos tipos de artefatos arqueológicos 

oriundos do período baleeiro, que ainda hoje compõem as paisagens da ilha. Ossos 

de baleia, ruínas de embarcações naufragadas e diversos objetos datados do período 

baleeiro são encontrados dispersos pela costa da ilha, em especial em sua maior 

enseada, a Baía do Almirantado (BIRKENMAJER 1980; KITTEL 2001). Apesar disso, 

não há nenhum registro de instalação ou ruína de qualquer estação de processamento 

de focas, que foram caçadas até a extinção local, ou de baleias (RAKUSA-

SUSZCZEWSKI 1998). 

Atraídos pela abundância de krill (RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1980), a região 

abriga colônias de espécies como pinguins (DANTAS et al. 2014), focas e elefantes 

marinhos (Mirounga leonina) (FUDALA & BIALIK 2020), além de baleias que podem 

ser avistadas durante o verão, quando algumas espécies se movem para latitudes 

mais altas em busca de alimento (RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1980; STEEL et al. 2017) 

e também no inverno (Figura 3).  
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Figura 3 - Cetáceos avistados na Baía do Almirantado durante a OPERAÇÃO 

ANTÁRTICA XLI, no verão de 2022-2023 

 

Fonte: Rodrigo Goldenberg, 2023. 

 

Três estações de pesquisa estão instaladas na Baía do Almirantado: a estação 

peruana Machu Picchu; a estação polonesa Arctowski; e a estação brasileira 

Comandante Ferraz (Figura 2). É nas proximidades delas que se concentra a maior 

quantidade de restos ósseos de baleias, além das outras numerosas peças ósseas 

espalhadas ao longo das praias rochosas da baía (KITTEL 2001). Por ser 

regularmente frequentada por diversos grupos de pesquisa, a geologia 

(BIRKENMAJER 1980), a história (KITTEL 2001; RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1998), os 

fatores abióticos (CATALDO et al. 2023) e a diversidade das comunidades biológicas 

(SICIŃSKI 2011; VICTORIA et al. 2013) do local são relativamente bem conhecidos e 

estudados. Apesar disso, lacunas no conhecimento sobre a Baía do Almirantado ainda 

persistem, como por exemplo a ausência de observações, relatórios ou comunicados 

formais, atuais ou pretéritos, sobre a presença de baleias na região, apesar de serem 

comumente observadas na região. 

 

 

Cetáceos da Península Antártica 

 

 

Cetacea é um grupo de mamíferos marinhos de vida exclusivamente aquática, 

ao contrário de pinípedes como focas e leões-marinhos, que são parcialmente 

terrestres (JEFFERSON et al. 2011; BERTA et al. 2015). Atualmente são conhecidas 
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mais de 90 espécies de baleias, golfinhos e botos espalhadas em todos os oceanos, 

incluindo a baleia-bicuda-de-Baird (Berardius bairdii) e a baleia-bicuda-de-Ramari 

(Mesoplodon eueu) as duas últimas espécies recém-descobertas (CARWADINE 

2020; CARROLL et al. 2021). Para a sobrevivência em ambiente aquático, os 

cetáceos apresentam uma série de adaptações corporais que permitem a natação, 

isolamento térmico através de espessas camadas de gordura, e comunicação por 

sons de alta frequência, sendo utilizados também para ecolocalização (BERTA et al. 

2015). Dois subgrupos são separados dentro da  infra-ordem Cetacea, de acordo com 

os hábitos alimentares e seus aparelhos bucais: Mysticeti e Odontoceti. O grupo 

monofilético Mysticeti inclui as espécies conhecidas como baleias verdadeiras ou 

baleias de barbatana, assim chamadas devido ao seu aparelho bucal filtrador 

homônimo, utilizado para se alimentar de copépodes, krill e cardumes de peixe 

(CHURCHILL et al. 2011). Enquanto o grupo Odontoceti ou “baleias dentadas”, possui 

as baleias bicudas, baleias piloto, botos, toninhas, cachalotes, falsas orcas, golfinhos, 

orcas-pigmeus e cachalotes-pigmeus, cuja alimentação é baseada principalmente em 

moluscos e peixes, além das orcas (Orcinus orca), que possuem dieta mais diversa, 

incluindo aves, outros mamíferos marinhos, como focas, leões-marinhos e outras 

também outras baleias (BRUYN et al. 2013; CARWADINE 2020; PITMAN et al. 2011).  

Das baleias verdadeiras ou de barbatana, duas famílias têm representantes na 

Península Antártica, sendo a maior parte das espécies pertencente à família 

Balaenopteridae, os rorquais, a qual inclui a baleia-azul (Balaenoptera  musculus), 

jubarte (Megaptera novaeangliae), fin (Balaenoptera physalus), sei (Balaenoptera 

borealis) e minke-antártica (Balaenoptera bonaerensis) e minke-anã (Balaenoptera 

acutorostrata). Enquanto da família Balaenidae, a única espécie encontrada na 

Antártica é a baleia franca do sul (Eubalaena australis) (LEAPER & MILLER 2011; 

Figura 4). 
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Figura 4 - Principais espécies de cetáceos encontrados na Península Antártica 

 

 

Legenda: A. Baleia azul (Balaenoptera  musculus); B. Baleia Fin (Balaenoptera physalus); C. Cachalote 
(Physeter macrocephalus); D. Jubarte (Megaptera novaeangliae); E. Baleia Sei (Balaenoptera 
borealis); F. Baleia Franca do Sul (Eubalaena australis); G. Minke (Balaenoptera 
bonaerensis); H. Orca (Orcinus orca). 

Fonte: Adaptado de FRIEDLAENDER & MODEST 2018 

 

 

 Dentre os Odontocetos, poucas famílias são encontradas regularmente tão ao 

sul, incluindo Physeteridae, as cachalotes (Physeter macrocephalus); Ziphiidae, de 

difícil identificação devido à semelhança morfológica e raras aparições de baleias 

bicudas, como a baleia-nariz-de-garrafa-do-sul (Hyperoodon planifrons),  a Baleia-

bicuda-de-arnoux (Berardius arnuxii), a baleia-bicuda-de-cuvier (Ziphius cavirostris), a 

baleia-bicuda-de-layard (Mesoplodon layardii); e Delphinidae, que apesar de ser uma 

família muito diversa, no Oceano Antártico são encontrados apenas as orcas (Orcinus 

orca) e em ocasiões excepcionais, o golfinho-cruzado (Lagenorhynchus cruciger) 

(BOYD 2009; GARRIGUE et al. 2009; PITMAN & ENSOR 2003; PITMAN et al. 2011).  

Boyd (2009) define como “baleias antárticas” as populações que habitam o 

Oceano Austral (sobretudo a frente polar) e dependem criticamente dele em parte de 

seu ciclo de vida, reprodução e alimentação. Algumas baleias que ocorrem na 

Península Antártica possuem hábitos migratórios, realizando ao longo do ano a maior 

migração sazonal de um mamífero (ROBBINS et al. 2011). Distribuindo-se ao longo 

do ano entre  áreas de alimentação em altas latitudes envolvendo águas antárticas 

como rota e campos de alimentação durante o verão; e durante o inverno, 

movimentam-se para áreas de reprodução em baixas latitudes, onde se reproduzem 
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a temperaturas e condições de desenvolvimento mais amenas para os filhotes (BOYD 

2009; CORKERON & CONNOR 1999). A variação da temperatura oceânica durante 

o ano é um fator determinante para a presença e migração de baleias para a Antártica, 

diretamente relacionado à disponibilidade da principal fonte de alimento na região, o 

krill antártico (Euphausia superba). O derretimento do gelo marinho durante o verão 

expõe grandes quantidades de krill que se acumularam abaixo das plataformas em 

mares congelados, liberando um estoque de alimento que compõe a base da cadeia 

alimentar antártica (FLORES et al. 2012; MCBRIDE et al. 2021). 

Tendo como principal fonte de alimento enormes quantidades de Krill, baleias 

são bioacumuladoras e por isso, considerados sentinelas do ambiente marinho, 

desempenhando um papel importante na dispersão de nutrientes ao longo de seu 

processo migratório, e por isso, protegidos por por lei (ONG 1998). Sendo o krill sua 

principal fonte de alimento, as mudanças climáticas globais influenciam as populações 

polares, com o derretimento de gelo marinho, acidificação da água e alteração da base 

alimentar e presas (TULLOCH et al. 2019). Além disso, a influência antrópica também 

oferece ameaças diretas a essas espécies (LEAPER & MILLER 2011; TIN et al. 2009). 

Na atualidade, as ameaças mais significativas são as colisões acidentais com 

embarcações e emaranhamento em redes de pesca (Bycatch), especialmente para 

espécies menores, como a baleia-minke (REEVES et al. 2013), apesar de não haver 

muitos registros de incidentes na Antártica (LEAPER & MILLER 2011). Há também a 

perturbação sonora de origem antrópica, gerando traumas auditivos e desorientação 

ao mascarar a vocalização, que podem resultar em estresse fisiológico e até mesmo 

encalhes (REEVES et al. 2014).  

Nem sempre as perturbações acidentais foram as principais ameaças 

enfrentadas por essas espécies. Além da ação antrópica indireta e acidental, as 

atividades humanas já foram principal ameaça a essas populações, durante o período 

no qual a caça era permitida e mesmo após a proibição, com a caça ilegal (THOMAS 

et al. 2016). A partir do início da caça comercial de baleias, vários estoques antárticos 

passaram a estar sob estresse populacional, levando à quase extinção de diversas 

espécies de baleias (TRATHAN & REID 2009; TIN et al. 2009). Algumas populações 

têm mostrado sinais de recuperação desde o final do período de exploração baleeira, 

enquanto outras permanecem esgotadas, com números muito baixos e podem ser 

vulneráveis à extinção (CLAPHAM et al. 1999). Uma das espécies com maior sucesso 

na recuperação populacional é a baleia-jubarte do hemisfério sul, que têm 
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apresentado franca recuperação e atualmente são listadas pela IWC como espécie 

menos preocupante (REILLY et al. 2008; FLEMING & JACKSON 2011; STEEL et al. 

2017; THOMAS et al. 2016). Ao passo que outras espécies apresentam uma 

recuperação bem mais lenta e conturbada, como a baleia-azul antártica (BRANCH 

2004, 2007; LEAPER & MILLER 2011), a baleia-franca-do-sul (JACKSON et al. 2020) 

e a cachalote (WHITEHEAD & SHIN 2022) (Figura 5). Estas tiveram sua recuperação 

fortemente prejudicada pelas atividades ilegais desenvolvidas pela União Soviética, 

entre 1948 e 1972, que retraiu a recuperação destas espécies ao remover grande 

parte da população reprodutiva (TORMSOV et al. 1998; IVASHCHENKO & CLAPHAM 

2014).   

 

Figura 5 - Capturas históricas de baleias ao redor do continente Antártico 

 

 

Legenda: (a) Mapa de capturas na região circumpolar com destaque para as áreas de intensa atividade 
baleeira (em vermelho); (b) Gráfico que relaciona o total de capturas por espécie ao longo 
do tempo, entre 1890 e 2015.  

Fonte: Adaptado de TULLOCH et al. 2019. 
 

Apesar de ser signatária da IWC para a regulamentação da caça à baleia em 

1946, a ex-União Soviética conduziu uma campanha de 30 anos de operações 

baleeiras ilegais (IVASHCHENKO & CLAPHAM 2014). Os baleeiros da então União 

Soviética ignoraram as restrições e limites de captura, espécies protegidas, áreas 

operacionais e outras regras definidas em vários momentos pela Comissão. No 

mesmo ano de assinatura do regulamento, os baleeiros soviéticos expandiram suas 
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atividades até a Antártica, onde passaram a registrar quase 30% de todas as capturas 

realizadas na região, declarando apenas 18% (BULKELEY 2011; TØNNESSEN & 

JOHNSEN 1982; ALLISON 2011). Em 1972, um conjunto  de observadores 

internacionais foi introduzido para regular as atividades baleeiras e com isso as 

capturas cessaram. Ainda assim, algumas falsificações dos dados de captura 

continuaram em algumas frotas soviéticas, omitindo e adulterando números dos 

espécimes capturados, ao incluir como cachalotes e jubartes machos de grande porte 

as capturas de múltiplas fêmeas pequenas (MIKHALEV et al. 2009; IVASHCHENKO 

et al. 2011). O total de capturas na Antártica foi de aproximadamente 338.336 baleias, 

das quais apenas 185.778 foram relatados (IVASHCHENKO et al. 2011). Os estoques 

antárticos mais prejudicados pelas atividades não declaradas foram as cachalotes, 

seguida pela baleia sei, jubarte, fin e minke (IVASHCHENKO & CLAPHAM 2014) 

(Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Capturas totais estimadas das frotas baleeiras soviéticas na Antártica entre 

1946 e 1986, por espécie de acordo com a contabilidade mais recente da 

IWC, de 21 de maio de 2012 

 

Espécies Capturas reportadas Estimativa do número real 
de capturas 

Relação entre capturas  
reportadas/estimativa 

do número real 

Azul 3.651 13.035 3,57 

Fin 52.931 44.960 -1,16 

Cachalote 74.834 116.147 1,55 

Jubarte 2.710 48.721 17,9 

Sei 33.001 59.327 1,79 

Minke 17.079 49.905 2,92 

Bryde 19 1.468 77,2 

Franca 4 3.368 842 

Outras 1.539 1.405 -1,09 

Total 185.768 338.336 1,82 

 

Fonte: Adaptado de Ivashchenko & Clapham  2014 
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Atividade baleeira na Baía do Almirantado e vestígios na atualidade 

 

 

As intensas atividades baleeiras no hemisfério sul rapidamente exauriram as 

populações de diferentes espécies de baleias, que ainda hoje se encontram em 

processo de recuperação (CLAPHAM et al. 1999). Sem qualquer regulamentação, as 

capturas eram limitadas apenas pela capacidade logística dos navios e pela distância 

das estações de processamento, conforme a abundância de animais na região 

(KITTEL 2001). Do início das atividades até o começo do século XX, as baleias-jubarte 

(Megaptera novaeangliae) eram as mais caçadas e foram as primeiras a terem suas 

populações exauridas (TRATHAN & REID 2009). Na segunda metade do século XIX, 

as baleias-francas também se tornaram escassas no hemisfério sul e a caça de 

rorquais (Balenopterídeos) começou a dominar o Oceano Austral (JACKSON et al. 

2008). Com a implementação de avanços tecnológicos, a captura de animais maiores 

e mais velozes passou a ser possível. Assim, baleias-azuis (Balaenoptera musculus), 

fin (Balaenoptera physalus) e sei (Balaenoptera borealis) passaram a ser as espécies 

mais caçadas, uma vez que as jubarte apresentavam uma queda populacional brusca 

após anos de caça, além do fato de que animais maiores rendiam maior volume de 

óleo e carne por captura (TØNNESSEN & JOHNSEN 1982; CLAPHAM & BAKER 

2018). 

O surgimento e uso do motor a vapor nas embarcações foi um ponto 

determinante nessa transição, pois tornou possível acompanhar a velocidade dessas 

espécies que, combinado ao uso de arpões explosivos, passou a ser um método de 

abate eficaz para animais de porte grande como os rorquais. Além dos avanços 

tecnológicos da época, o refinamento de técnicas de caça em si também também teve 

sua parte na mudança de espécies exploradas. Animais maiores apresentavam um 

arraste dispendioso até as unidades de processamento, com risco de perda da 

carcaça, uma vez que afundavam com o peso. Como solução, os baleeiros 

desenvolveram a técnica de injeção de ar comprimido na cabeça após o abate, a fim 

de evitar que afundassem e se perdessem (CAMPBELL 1992; TERESIŃSKI 1947). 

Contudo, a área de caça ainda era limitada pela distribuição dos animais, havendo a 

necessidade de uma estação de processamento próxima, em terra firme, nos polos 

baleeiros como as Ilhas Deception e Geórgia do Sul (DIBBERN 2010; JACKSON et 

al. 2020). A caça pelágica tornou-se possível a partir de 1912, após o surgimento dos 
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navios-fábrica em meados de 1905 (TØNNESSEN 1970), que suplantaram a 

necessidade de processamento longe da costa (TRATHAN & REID 2009). 

Pouco se sabe sobre a presença de cetáceos na Baía do Almirantado durante 

o período baleeiro na Antártica. Apesar de não haver qualquer registro ou vestígio de 

instalações baleeiras no local, nem da região ser extensivamente frequentada por 

alguma espécie de baleia, a ocorrência dessas atividades é evidente diante da 

quantidade de remanescentes ósseos encontrados nas praias. Kittel (2001) discute a 

disposição de cerca de 175 fragmentos ósseos e das diversas relíquias arqueológicas 

encontradas na Baía do Almirantado, relacionando-as com atividades e técnicas de 

caça utilizadas durante os anos de caça comercial. As várias ossadas encontradas 

nas praias sugerem que os animais poderiam ter sido arrastados para a costa e lá 

processados, o que não seria possível sem instalações apropriadas para o 

processamento das carcaças (KITTEL 2001). Além disso, levando em consideração a 

posição de deposição dos crânios, que é mais comumente observada apoiada no lado 

dorsal e com sua parte traseira voltada para o mar, seria uma posição inadequada 

para o processamento em terra, já que o arraste era feito pelo pedúnculo caudal 

(KITTEL 2001).  

Contudo, assim como o motor a vapor, o surgimento das primeiras fábricas 

flutuantes marcou o início das atividades na Baía do Almirantado, com a chegada do 

navio-fábrica norueguês, Admiralen, e outros navios baleeiros em 1905 (ADIE & 

BASBERG 2009; CAMPBELL 1992; HACQUEBORD 1992; RAKUSA-SUSZCZEWSKI 

1998; TØNNESSEN 1970) (Figura 6). A partir de então, a maior parte dos 

processamentos de baleias capturadas nas proximidades da Ilha Rei George passou 

a ser ligado à Baía do Almirantado (KITTEL 2000), até a imposição de proteção contra 

a caça durante a década de 1960, pela International Whaling Commission (IWC) 

(TØNNESSEN & JOHNSEN 1982; CLAPHAM & BAKER 2018). No entanto, não há 

dados informativos quanto às espécies de baleias processadas na região. Quando a 

Baía do Almirantado passou a ser um ponto importante para o processamento dos 

indivíduos abatidos, as baleias azuis já eram os alvos mais comuns, no entanto, não 

há qualquer registro de presença dessa espécie no presente ou passado nas 

enseadas locais. Por essa razão, os vestígios encontrados na região podem ser uma 

fonte única de informações históricas sobre o período baleeiro na Baía do 

Almirantado, e biológicas, como a diversidade de espécies local, padrões de migração 

e variação genética das populações de baleias do hemisfério sul pré e pós bottleneck 
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causado pela superexploração (JACKSON et al. 2008; LINDQVIST 2009). Nesse 

contexto, compreender quais espécies compõem a gama de ossadas encontrada na 

Baía do Almirantado seria de grande valor para entender sobre a história baleeira na 

região e o padrão de recuperação das espécies a ela relacionadas. 

 

Figura 6 - Navio-fábrica Admiralen, aportado em Seattle 

 

Fonte: Adie & Basberg, 2009. 

 

 

Desafios na identificação dos vestígios de cetáceos 

 

 

Os vestígios do período baleeiro encontram-se expostos às intempéries 

naturais desde o momento da sua deposição até a atualidade, fazendo com  que a 

maior parte das peças ósseas tenham sido quebradas ou parcialmente soterradas. 

Além da degradação natural, os ossos de baleias eram manipulados e processados, 

sendo utilizados como combustível para fogueiras ou feitos de objetos diversos, como 

bancos ou degraus (VIEIRA 2020), assim como o próprio processo de obtenção do 
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óleo incluía a fervura dos ossos (TØNNESSEN & JOHNSEN 1982). Por essa razão, 

nem sempre é possível realizar a identificação morfológica de ossadas deformadas 

ou reduzidas a pequenos fragmentos. Porém, para realizar a identificação de espécies 

nesse tipo de material é possível recorrer às análises moleculares. 

Trabalhos envolvendo extração  e análises de DNA antigo (aDNA) têm se 

tornado cada vez mais comuns (WILLERSLEV & COOPER 2005; LINDQVIST et al. 

2009; WELLMAN et al. 2017; ORLANDO et al. 2021; REN et al. 2022). Como 

moléculas orgânicas, uma vez fora do organismo não se espera que os ácidos 

nucleicos mantenham sua integridade por muito tempo, sendo rapidamente 

degradados em condições ambientais (WILLERSLEV et al. 2004). De modo que a 

integridade do aDNA está intimamente ligada ao tipo de ambiente de deposição das 

amostras e suas diversas condições. Ossos antigos e encharcados por longos 

períodos de tempo apresentam grandes desafios para análises moleculares, visto que 

quanto mais longo o tempo de submersão da peça óssea, maior a perda de compostos 

orgânicos (CARTOZZO et al. 2018). Entretanto, as moléculas de DNA apresentam um 

maior tempo de sobrevivência em ambientes frios como a Antártica, onde passam 

grande parte do tempo congeladas, permanecendo preservadas a baixas 

temperaturas  (WILLERSLEV et al. 2004). Ainda assim, as taxas de sucesso na 

obtenção de DNA desse tipo de amostra são imprevisíveis, com um reduzido número 

de cópias, de integridade limitada a poucas centenas de pares de base após o período 

de exposição ambiental (BORGE et al. 2007; SMITH et al. 2001; LAMBERT et al. 

2002; WILLERSLEV et al. 2004). Isso faz com que a ação de contaminantes torne-se 

ainda mais nociva à amostra durante todos os processos, sobretudo na etapa de 

extração,á que o DNA de microrganismos e até mesmo de quem manipula a amostra 

pode ser muito mais abundante que o da amostra, em caso de contaminação. Por 

essa razão, análises moleculares envolvendo material antigo exige rigor especial, 

desde a manipulação da amostra à escolha de ferramentas/técnicas moleculares a 

serem utilizadas (COURT 2021; POINAR & COOPER  2000). 
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Identificação molecular de cetáceos  

 

 

Dentro das análises moleculares, o DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido 

amplamente utilizado para diversos fins. Seu número de cópias por célula é 

consideravelmente maior em comparação ao DNA nuclear, aumentando a chance de 

obter-se uma molécula viável de DNA em amostras degradadas/envelhecidas, através 

dos processos de extração (HANDT et al. 1994; WIESNER  et al. 1992). Fitas leves e 

pesadas constituem a maior parte da molécula de mtDNA, de acordo com a 

distribuição de nucleotídeos em cada área, que consiste em 37 genes codificantes de 

RNAs ribossomais e transportadores relacionados à produção de adenosina trifosfato, 

citocromos, entre outros; e regiões não codificantes, como o D-loop (COURT 2021). 

Juntamente ao cytB e ao gene que codifica a subunidade I da citocromo c oxidase 

(COI), são as mais utilizadas como marcadores mitocondriais em estudos de 

diagnóstico molecular relacionados a cetáceos, seguidos pelo 16S-rRNA, utilizado 

principalmente na identificação de materiais esperadamente degradados (ALTER & 

PALUMBI 2009; DALEBOUT et al. 2004; LINDQVIST et al. 2009). Apesar de algumas 

espécies apresentarem dificuldades na identificação baseada apenas em regiões 

barcoding, quando utilizados corretamente, o uso de marcadores mitocondriais pode 

ser uma ferramenta molecular valiosa na identificação de cetáceos (HOOKER et al. 

2019; SILVA et al. 2021). 

Além do uso de marcadores mitocondriais na identificação de amostras 

degradadas, nas últimas décadas a técnica forense SpInDel tem sido utilizada para 

identificar espécies com base em polimorfismos de inserção e deleção (InDels) 

(ALVES et al.  2017; AMARAL et al. 2015, 2017; CARNEIRO et al. 2012; SKUZA et 

al. 2020). Esse tipo de análise permite identificar espécies com base no padrão 

numérico gerado a partir do comprimento de fragmentos contendo polimorfismos raros 

do tipo InDel, dentro de regiões hipervariáveis do DNA (PEREIRA et al. 2010) (Figura 

7). 

 

 

 

 

 



30 

Figura 7 - Esquema das análises SpInDel, representando as regiões hipervariáveis e 

o comprimento das regiões considerando as variações associadas às 

inserções e deleções dentro dela 

 
 

Legenda: Ilustração do alinhamento de sequência para três espécies hipotéticas. Quatro regiões 
conservadas (caixas verdes) definem três domínios hipervariáveis (linhas marrons 
pontilhadas). Cada espécie é identificada por um número perfil resultante da combinação de 
comprimentos em regiões hipervariáveis.  

Fonte: adaptado de Pereira et al. 2010. 

 

 Seu uso em regiões maiores, em DNA mais íntegro, permite também realizar 

a identificação sem a necessidade de sequenciamento. Com o uso de primers em 

multiplex das regiões onde se localizam os InDels, a diferença do padrão de tamanhos 

das regiões é visivelmente distinguível num gel de agarose ou poliacrilamida, 

permitindo assim a identificação da espécie. 

 

 

Motivação e caracterização do problema 

 

 

Diante do grande número de ossos de baleia encontrados na Baía do 

Almirantado, sobretudo na Península Keller, a ausência de trabalhos de identificação 

de espécies deixa uma lacuna na compreensão da história e da ecologia do local. Se 

por um lado a identificação morfológica desse material pode ser inviável, métodos 

moleculares surgem como uma ferramenta para a identificação destes vestígios 

degradados. Mesmo assim, após o longo período de deposição, foram realizados 

trabalhos de inventário desses ossos (KITTEL 2001), porém nunca de identificação 
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molecular, como Lindqvist e colaboradores (2009) realizaram e na Geórgia do Sul, um 

dos epicentros da exploração baleeira. 

Desse modo, o presente trabalho almeja realizar a primeira identificação 

molecular desses ossos do período baleeiro no século XX, comparando os resultados 

obtidos com a literatura sobre o histórico da caça na localidade, a fim de discutir a 

relação dessas atividades entre as espécies encontradas nas amostras e as que ainda 

são encontradas ainda hoje habitando a Baía do Almirantado e áreas próximas. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Objetivo geral 

 

 

Este projeto de pesquisa tem como objetivo geral investigar a possibilidade da 

utilização de técnicas moleculares para a identificação de fragmentos ósseos do 

período de exploração baleeira da Antártica, ainda encontrados depositados nas 

praias da Baía do Almirantado, Ilha Rei George, Antártica. 

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

Como objetivos específicos, o presente trabalho contempla:  

 

a) Coletar amostras de fragmentos ósseos de cetáceos depositados na 

Península Keller, Baía do Almirantado, próximos à Estação Antártica 

Brasileira Comandante Ferraz; 

b) Realizar a extração de DNA, quantificação do material extraído e, quando 

possível, a identificação molecular do material baseado em técnicas de 

identificação molecular de espécies;  

c) Comparar os resultados obtidos com os dados históricos e registros do 

período baleeiro na região. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Amostragem  

 

 

Durante o verão austral de 2021-2022, foram realizadas coletas ao longo da 

Península Keller, em Punta Ullman, Geleira Wanda e Ponta Stenhouse, na Ilha Rei 

George, Antártica, sob o apoio do Programa Antártico Brasileiro (PROANTAR). A 

escolha dos sítios de deposição das ossadas seguiu o trabalho de Kittel (2001). Os 

locais de amostra são encontrados no mapa da Baía do Almirantado, confeccionado 

com o software QGIS 3.22.8 (Figura 8).  

 

Figura 8 – Mapa da Baía do Almirantado, pontos de coleta plotados em vermelho 

 

Fonte: autora, 2023. 
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As amostras consistiram em substrato contendo fragmentos ósseos 

relacionados a 38 peças craniais de cetáceos depositadas nas praias durante o 

período baleeiro, isto é, com cerca de 100 anos desde sua deposição (Figura 9). Além 

dos occipitais, material de costelas e vértebras também foi coletado, a fim de comparar 

a preservação do DNA em diferentes tipos de ossos. Para realizar as coletas, foram 

utilizadas pinça com ponta achatada, broca metálica e martelo geológico, higienizados 

em campo entre as coletas com hipoclorito 2% e álcool 70%. De cada peça foi 

coletado  em triplicata, contendo material suficiente para preencher um tubo de 1,5µL 

. 

 

Figura 9 - Coletas na Península Keller 

 

Legenda: a. Baleia de Jacques Cousteau, ainda congelada no início do verão; b. Coleta ao longo da 
Península Keller (amostra B25); c. Perfil do material fragmentado, coletado junto a solo; d. 
Amostra B13, côndilo occipital taxonomicamente indistinguível.  

Fonte: Cesar Amaral, 2022. 
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2.2 Processamento inicial das amostras 

 

 

O processamento inicial das amostras foi realizado no Laboratório de Biologia 

Molecular da EACF, desde o isolamento dos fragmentos, à extração e quantificação 

do DNA obtido. Os fragmentos ósseos foram isolados do sedimento e reduzidos, 

macerando ou perfurando os fragmentos para acessar as partes mais internas do osso 

(Figura 10). Para os processos de extração, alíquotas de 350 mg  de cada amostra 

foram submetidas a dois métodos de extração: o kit de extração e purificação por 

coluna ExtractMe Total Kit DNA/RNA blirt®; e extração orgânica por fenol/clorofórmio.  

 

Figura 10 - Amostra de sedimento contendo fragmentos ósseos 

 
Legenda: Destacados em vermelho, fragmentos de osso alvejados para o isolamento.  
Fonte: autora, 2022. 
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2.2.1 Extração e purificação com kit ExtractMe Total Kit DNA/RNA blirt ® 

 

 

No método de extração e purificação por coluna, as alíquotas das amostras 

foram submersas em 600 µL de tampão de lise RLys Buffer e inicialmente vortexados 

por 1 min, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Após alguns testes, foi 

optado por estender o tempo de  incubação no tampão e manter a uma temperatura 

mais elevada, adequada para a ação de lise. Desse modo, a etapa inicial de digestão 

foi alterada, removendo a agitação no vórtex e mantendo a amostra no tampão ao 

longo da noite (overnight) à 56 ºC, em mesa agitadora Eppendorf® ThermoMixer® C 

(Figura 11). Após isso, seguiu-se o protocolo sem alterações nas etapas posteriores.  

 

Figura 11 - Amostras após o período de incubação 

 

Fonte: autora, 2022. 

 

O produto da lise foi então centrifugado e o sobrenadante, transferido para um 

novo tubo, onde seriam adicionados 600 µL de etanol 70% e misturados. A mistura 

obtida foi transferida em duas rodadas para a coluna de purificação junto a um tubo 

coletor, esvaziado entre as centrifugações e trocado no final da segunda rodada. Com 

o material genético e os resíduos concentrados no filtro, duas etapas de limpeza foram 

realizadas: a primeira adicionando 700 µL de tampão RW1, após a centrifugação o 

filtrado foi descartado e o tubo coletor foi reutilizado para a segunda etapa, na qual 

foram realizadas duas rodadas adicionando 500 µL de tampão RW2. O tampão RW2 
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contém álcool, o que poderia reduzir a eficiência na eluição do DNA ao fim do processo 

de extração, portanto, foi realizada uma centrifugação sem adição de reagente para 

remover resíduos do tampão de lavagem. Por fim, a coluna de purificação foi 

encaixada num tubo de 1,5 mL e o DNA contido no filtro foi ressuspendido e eluído 

em 50 µL de tampão REB. O DNA obtido nesse processo foi quantificado em 

espectrofotômetro Multiskan SkyHigh Microplate®. Todos esses processos foram 

realizados em até 48h após a coleta, tendo as amostras permanecido congeladas até 

o início do processo de extração, no laboratório de biologia molecular da EACF. 

 

 

2.2.2 Extração orgânica por Fenol/Clorofórmio 

 

 

Além do kit descrito acima, foi testado o protocolo de extração de  DNA através 

da extração orgânica com Fenol/Clorofórmio. Para tal, amostras foram selecionadas 

de acordo com os resultados obtidos através dos primeiros testes de extração com 

kit. Nesse processo, as alíquotas das amostras foram eluídas em mistura de 500 µL 

de tampão de lise, 15 µL de Proteinase K e 15 de DTT µL, e assim incubadas ao longo 

da noite, também em mesa agitadora à 56 ºC. Após a incubação, as amostras foram 

centrifugadas e, em capela, adicionados 450 µL de fenol-clorofórmio. As amostras 

foram vertidas para misturar o lisado e os reagentes. Após a centrifugação, das duas 

fases bem definidas e formadas, apenas a fase superior foi coletada (~450 µL) e 

transferida para um novo tubo de 1,5µL, descartando a fase restante. No novo tubo 

com  o lisado, 800 µL de etanol absoluto e 60 µL de NaCl 5M foram adicionados e a 

mistura, mantida no congelador por 1 hora. Após outra centrifugação de 15 minutos, 

com a formação de um pellet no fundo, o sobrenadante era descartado, mantendo o 

tubo em descanso para a evaporação de resíduos de álcool e resíduos que poderiam 

interferir na pureza da amostra. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 50 µL de água 

RNAse free.  

Esse segundo processo, por sua vez, foi realizado no Núcleo de Genética 

Molecular Ambiental e Astrobiologia (NGA - UERJ) e no Laboratório de Diagnósticos 

por DNA (LDD - UERJ), assim como as demais análises moleculares. O DNA obtido 
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através da extração orgânica foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 2000 

(ThermoFisher Scientific®). 

 

 

2.3 Marcadores moleculares  

 

 

Em estudos moleculares envolvendo cetáceos, diversos marcadores são 

comumente utilizados na distinção de espécies, tais como o COI, o 16S rRNA, o cytB 

e o D-Loop. Neste estudo, foram selecionados dois marcadores mitocondriais 

amplamente utilizados na identificação molecular de espécies de cetáceos: a região 

barcoding do gene COI (6475:7126), que compreende as primeiras 650 pares de base 

(pb) do gene que codifica a subunidade I da citocromo C oxidase; e o RNA ribossomal 

16S (2974:3546). 

As regiões alvo foram então amplificadas através da técnica de reação em 

cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers para para o gene COI (5’- 

TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’/5’-

ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’) (WARD et al. 2005) e para 16S rRNA (5’-

CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’/5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’) 

(MILINKOVITCH 1994; PALUMBI 1991, 1996). Além de fragmentos menores do 16S 

(~300 pb) para a SpInDel, utilizando os primers flanqueadores das regiões de 

interesse, confeccionados pela autora (Mais detalhes em 3.8). 

 

 

2.4 Amplificação por reação de polimerização em cadeia (PCR) 

 

 

As amostras extraídas foram aliquotadas e, quando necessário, diluídas para a 

concentração de trabalho a 5 ng/µL. Das alíquotas de trabalho, foram utilizados  para 

a reação de PCR: 2 µL do DNA obtido, adicionado a um mix de 5 µL de Taq  do PCR 

Master Mix Kit (Qiagen®), 1 μL de cada primer [10 μM] e 1 μL  de água RNAse free, 

tendo como volume final 10 μL por amostra. 

A termociclagem foi realizada utilizando uma Eppendorf Mastercycler personal 

e uma GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®), no NGA - UERJ. O 
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protocolo de termociclagem para o 16S e o COI seguiu: 2 minutos a 95ºC, 35 ciclos 

de 30 segundos a  94ºC, 40 segundos a 52ºC e 1 minuto a 72ºC, com uma etapa de 

extensão final de 10 minutos a 72ºC. Os produtos das reações de PCR foram corados 

com corante não mutagênico Safer (KASVI®) e separados por eletroforese em gel de 

agarose 2%, imerso em tampão Tris-Acetato-EDTA, sob tensão média de 110V por 

30 minutos, para controle de qualidade e tipagem do multiplex. A visualização foi feita 

em transiluminador blueBox® Pro. Como controle positivo das amplificações foi 

utilizado tecido epitelial de baleia jubarte.    

 

 

2.5 Purificação e sequenciamento 

 

 

Os produtos amplificados foram purificados através da enzima ExoSAP-IT® 

(USB Corporation), em incubação por 15 minutos a 37ºC e 15 minutos a  80ºC, onde 

foram utilizados 5 μL do produto da amplificação e 2 μL da enzima.  

Após a primeira etapa de purificação, foi realizado o sequenciamento Sanger 

das amostras para cada fita da dupla, senso e antisenso. A reação de sequenciamento 

utilizou 1 μL de BigDye® Terminator Sequencing Ready Reaction Kit v3.0 

(AppliedBiosystems), 1 μL de tampão BigDye, 1 μL do primer [10 μM] e 3,5 μL do 

produto purificado. A termociclagem da reação de sequenciamento seguiu 25 ciclos 

de 10 segundos a 95ºC, 5 segundos a 50ºC e 4 minutos a 60ºC. 

Após o sequenciamento, na segunda etapa de purificação para remover os 

nucleotídeos não utilizados e que poderiam influenciar na visualização da sequência, 

foi utilizada a resina Sephadex® G-50. Preparada com 750 μL de Sephadex® G-50 

(solução de 10g em 150mL de água Milli-Q) aplicados em coluna de purificação 

acoplada em tubo de 1,5 mL e centrifugada a 8000 rpm por 90 segundos para 

desidratação (Centrífuga Centrimicro 242 – FANEM®). Após a centrifugação, o filtrado 

foi descartado e foi repetida a centrifugação, concluindo assim a etapa de formação 

da coluna. Então, a coluna formada foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL onde 

10 μL do produto do sequenciamento seria adicionado bem no centro da mesma, 

sendo novamente centrifugadas a 8000 rpm por 180 segundos.  

O produto final purificado de 6,5 μL foi adicionado a 10 μL de formamida (Hi-Di 

Formamide®, Applied Biosystems), para catalisar a reação, e estes foram aplicados 
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na placa de sequenciamento de 96 poços. A leitura foi realizada por eletroforese 

capilar em condições desnaturantes, utilizando o sequenciador automático ABI Prism 

3500® (AppliedBiosystems), preenchido com polímero POP-7® (AppliedBiosystems). 

 

 

2.6 Análises das sequências 

 

 

Os resultados da eletroforese capilar foram analisados através do software 

Sequencing Analysis 3.7 (AppliedBiosystems) para a determinação da qualidade das 

sequências obtidas. As sequências foram editadas e alinhadas pelos parâmetros 

padrões de MUSCLE, no software GENEIOUS v6.1 (KEARSE et al. 2012; EDGAR 

2004). Para a identificação preliminar, as sequências consenso foram alinhadas com 

as sequências referência de espécies relacionadas, recuperadas do banco de dados 

do National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank, usando a 

ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al. 1997). Posteriormente, um banco de dados foi 

construído utilizando sequências obtidas do NCBI GenBank das espécies de cetáceos 

encontradas na Península Antártica (Balaenoptera acutorostrata, Balaenoptera 

borealis, Balaenoptera musculus, Balaenoptera physalus, Eubalaena australis, 

Megaptera novaeangliae, Physeter macrocephalus e Orcinus orca), juntamente às 

sequências geradas, que foram depositadas no mesmo banco de dados (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Números de acesso das sequências publicadas anteriormente no Genbank 

e utilizadas nas análises 

 

Espécie Nº de  acesso Espécie Nº de  acesso 

Balaenoptera acutorostrata MT410935 Balaenoptera physalus KV572860 

Balaenoptera acutorostrata AP006468 Eubalaena australis OP205178 

Balaenoptera acutorostrata NC00527 Eubalaena australis OP205179 

Balaenoptera borealis MF409248 Eubalaena australis OP205180 

Balaenoptera borealis MF409249 Eubalaena australis AP006473 

Balaenoptera borealis AP006470 Megaptera novaeangliae U13117 

Balaenoptera musculus ON257891 Megaptera novaeangliae MF409246 
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Espécie Nº de  acesso Espécie Nº de  acesso 

Balaenoptera acutorostrata MT410935 Balaenoptera physalus KV572860 

Balaenoptera acutorostrata AP006468 Eubalaena australis OP205178 

Balaenoptera musculus ON257892 Megaptera novaeangliae PP475430 

Balaenoptera musculus ON257894 Megaptera novaeangliae AP006467 

Balaenoptera musculus ON257896 Physeter macrocephalus KU891393 

Balaenoptera musculus ON257900 Physeter macrocephalus KU891394 

Balaenoptera musculus ON257903 Physeter macrocephalus MT410874 

Balaenoptera musculus ON257908 Physeter macrocephalus U13119 

Balaenoptera musculus ON257909 Physeter macrocephalus NC002503 

Balaenoptera musculus ON257910 Orcinus orca GU187211 

Balaenoptera physalus U13103 Orcinus orca GU187215 

Balaenoptera physalus KC572854 Orcinus orca GU187217 

Balaenoptera physalus KC572857 Orcinus orca GU187218 

Balaenoptera physalus KC572858 Orcinus orca GU187219 

Balaenoptera physalus KC572859   

 

 

2.7 Identificação  de espécies 

 

 

As árvores filogenéticas foram construídas com base no banco de dados 

construído analisadas utilizando o software MEGA X 10.2.6 (KUMAR et al. 2018). O 

método de Neighbor-Joining  foi empregado para inferir a identificação das espécies 

(SAITOU & NEI 1987). O suporte dos nós foi avaliado através da técnica de bootstrap 

(x 1000 réplicas) (FELSENSTEIN 1985). As distâncias evolutivas foram calculadas 

usando o modelo de substituição nucleotídica Kimura 2-parameters (K2P - KIMURA 

1980) e estão apresentadas em número de substituições de bases por local. Todas 

as posições ambíguas foram removidas para cada par de sequências. Análises 

evolutivas foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al. 2018). 

A identificação molecular foi verificada utilizando o método de Máxima 

Verossimilhança e modelo de substituição nucleotídica General Time Reversible (GTR 
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- NEI & KUMAR 2000), realizada no MEGA X (KUMAR et al. 2018) utilizando o critério 

AKAIKE. O grau de suporte foi avaliado utilizando o teste bootstrap (x1000 

réplicas)(FELSENSTEIN 1985) Uma distribuição Gama discreta foi usada para 

modelar diferenças de taxas evolutivas entre locais (5 categorias (+G, parâmetro = 

0,2930)). O modelo de variação da taxa permitiu que alguns sítios fossem 

evolutivamente invariáveis ([+I], 41,84% sítios) (GTR+G+I). Todas as posições 

contendo lacunas e dados faltantes foram eliminadas. 

 

 

2.8 SpInDel 

 

 

A maioria dos métodos de identificação molecular de espécies utiliza diferenças 

presentes nas sequências pareadas, ou seja, entre as sequências de consulta e de 

referência (DNA barcoding). O método de identificação de espécies por InDels permite 

a diferenciação pela determinação do comprimento de sequências hipervariáveis, 

contento múltiplas inserções e deleções. Essas regiões encontram-se intercaladas 

com regiões altamente conservadas, que apresentam nenhuma ou baixa variabilidade 

(PEREIRA et al. 2010). Com base nessas características, foram selecionadas regiões 

hipervariáveis de interesse, para a avaliação da possibilidade de identificação 

molecular das amostras através do método SpInDel, regiões conservadas, para o 

design de primers flanqueadores.  

Para a análise SpInDel in silicio, foram selecionadas e testadas três regiões 

curtas, contentoras de polimorfismos tipo Indel, utilizando o software SpInDel 

WorkBench v3 (CARNEIRO et al. 2012). As regiões foram selecionadas no gene 

mitocondrial 16S rRNA, com perfis de InDel suficientemente diferentes a fim de 

distinguir as espécies de interesse (ANJOS et al. 2023a).  

Para os testes com amostras, foi desenhado um trio de pares (B1, B2 e B3) 

para amplificação em multiplex, com base nas regiões anteriormente selecionadas 

nas análises in silico. Os primers produzidos foram testados nas amostras B13 (Kit), 

B23 (Fenol) e tendo como controle positivo, a amostra J1 (tecido de jubarte). O 

protocolo de amplificação seguido na reação multiplex foi o mesmo utilizado para o 

singleplex de 16S ar/br, assim como a visualização da qualidade de amplificação foi 

feita em gel de agarose 2%. 
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A confecção do kit de primers utilizados em multiplex na identificação de 

cetáceos antárticos, foi realizada com base nos alinhamentos de sequências de 

mtDNA das espécies alvo, obtidas do banco de dados GenBank. A designação das 

regiões flanqueadoras foi feita de acordo com as análises in silico supracitadas, no 

SpInDel WorkBench v3. Para incluir a última região de InDel no amplicon do final do 

gene 16S, o início do tRNA-Leu foi utilizado como terminal. Desse modo, o multiplex 

compreendeu três regiões de ~300 pb do 16S e seu tRNA adjacente, que codifica o 

aminoácido Leucina. Os parâmetros dos primers foram analisados e ajustados 

utilizando a ferramenta OligoCalc 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html), com os parâmetros ajustados 

para: conteúdo GC 40-60%; TmA 56º-64ºC; tamanho 15-20 pb, evitando regiões com 

poli-A e poli-G. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Extração e Quantificação do DNA 

 

 

O processo de extração utilizando o protocolo padrão do Kit ExtractMe Total 

DNA/RNA® falhou em obter DNA das amostras ósseas, com concentração de ácidos 

nucleicos baixa ou nula. Pelo fato de se tratarem de amostras consideradas 

desafiadoras, antigas e com longo tempo de exposição às duras condições ambientais 

antárticas, foram realizados novos testes. Após os resultados preliminares foi 

realizada a alteração da metodologia de extração, conforme descrito na Seção 3.2.1, 

através da qual, aumentando o período de digestão, manipulando a temperatura e 

agitação das amostras, foi possível obter quantidades aceitáveis de DNA para todas 

as amostras.  

Foram observadas também as razões de pureza 260/280 e 260/230, às quais 

podem indicar a presença de compostos interferentes na leitura, como proteínas 

(comprimento de onda ~280 nm) e outros contaminantes como uréia e fenol 

(comprimento de onda ~230 nm). Os resultados de pureza obtidos nas análises de 

espectrofotometria para a razão 260/280 mostraram-se satisfatórios, com valores 

próximos à faixa aceitável de ~1.8 nm. Entretanto, foram observadas alterações nos 

valores para a razão 260/230, os quais foram majoritariamente abaixo da faixa 

considerada adequada, de 2.0~2.2 nm. A lista de amostras e os resultados obtidos 

pelas análises de espectrofotometria das amostras extraídas pelo kit encontram-se na 

Tabela 3. 

 

 

 

 

 

Tabela 3 – Lista de amostras, concentração de DNA por amostra e razões de pureza 
obtidas em leitura por espectrofotometria dos resultados obtidos pela 
extração por coluna 
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 Quantidade ng/µL 260/230 260/280 

WA1 14,2 0,0495 2,08 

ULM1 62,7 0,64 1,81 

ULM2 34,6 0,447 1,95 

SNT1 66,9 0,517 1,76 

B01_1 11.9 0,458 1,8 

B01_3 51,4 0,323 1,52 

B02 19,4 0,212 1,96 

B03 59,2 0,666 1,97 

B03_3 25,1 0,18 1,79 

B04 17,6 0,171 2,06 

B05 7,5 0,61 2,36 

B06 21,8 0,488 1,75 

B07 45,4 0,423 2,02 

B08 77,4 0,969 1,95 

B09 14,5 0,0898 1,96 

B10 172 1,46 2,14 

B11 5,58 0,119 2,9 

B12 24,8 0,584 1,72 

B13 7,88 0,0233 2,73 

B14 108 1,02 2,17 

B15 30,5 0,335 1,96 

B16 13,2 0,0242 2,45 

B17 76,1 0,381 1,94 

B18 68,2 0,656 2,14 

B19 16,4 0,0121 2,63 

B20 29,9 0,0951 1,93 

B21 51,3 0,052 2,24 

B22 49,2 1,02 2,02 

B23 10,8 0,119 1,78 

B24 36,8 0,52 1,82 

B25 65 0,445 1,58 

B26 115 0,672 1,85 

B27 4,23 0,162 0,936 
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De maneira geral, o DNA obtido pelo método de extração orgânica foi superior 

em quantidade, porém, inferior em qualidade em relação ao método de extração por 

coluna. Das amostras empregadas no teste de extração orgânica, apenas uma pôde 

ter seu DNA amplificado. A quantificação do DNA extraído das amostras por Fenol-

clorofórmio encontra-se na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Lista de amostras, concentração de DNA por amostra e razões de pureza 

obtidas em leitura por espectrofotometria dos resultados obtidos pela 

extração por Fenol-clorofórmio 

 

 

 

 

B28 42,7 0,617 1,85 

B29 57,7 0,268 1,76 

B30 34,5 0,527 1,77 

B31 100 1,23 2,26 

B32 27,9 0,55 1,9 

B33 3,56 0,0377 1,37 

B34 15,4 0,0223 2,16 

B35 29,1 0,223 1,74 

B36 23,1 0,16 1,85 

B37 21,3 0,0336 1,84 

B38 350 1,33 2,18 

Amostra Quantidade ng/µL 

B10-Fenol 129 

B11-Fenol 1356 

B14-Fenol 420 

B23-Fenol 1252 

B26-Fenol 559 

B34-Fenol 1648 
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Além dos diferentes métodos de extração, foram analisadas possíveis 

diferenças entre os tipos de ossos que serviram de fonte de coleta do tecido. As peças 

testadas foram ossos cranianos (48,17 ± 57,95), costelas (29,38 ± 19,37) e vértebras 

(19,92 ± 18,04), os quais não renderam diferença significativa na quantidade de DNA 

obtida dentre ossos diferentes de occipitais (p<0,05). Desse modo, as peças cranianas 

não apenas apresentaram a vantagem de individualização das amostras, como 

asseguraram uma fonte de DNA com material genético de qualidade similar a outros 

ossos, porém em maior quantidade. A correlação de amostras com concentração de 

DNA por amostra e razões de pureza obtidas em leitura por espectrofotometria dos 

resultados obtidos de diferentes tipos de ossos podem ser encontrados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Lista de amostras, concentração de DNA por amostra e razões de pureza 

obtidas em leitura por espectrofotometria dos resultados obtidos pela 

extração por coluna em costelas e vértebras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostra Quantidade ng/µL 260/230 260/280 

B01_5 (Costela) 7,02 0,0168 2,21 

B03_1 (Costela) 58,2 0,634 1,86 

B06_4 (Costela) 34,1 0,377 2,14 

B07_3 (Costela) 13,6 0,0986 1,88 

B08_3 (Costela) 46,2 0,605 1,83 

B09_5 (Costela) 17,2 0,107 1,85 

B10_2 (Costela) 56,4 0,394 1,55 

B10_2 (Costela) 40,1 0,336 1,85 

B03_5 (Vértebra) 14,2 0,444 1,68 

B06_3 (Vértebra) 5,0 0,0503 1,96 

B07_5 (Vértebra) 1,83 0,0490 1,36 

B08_2 (Vértebra) 59,3 0,174 1,96 

B09_4 (Vértebra) 27,3 0,397 1,55 

B01_1 (Vértebra) 40,1 0,336 1,85 
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3.2 Identificação de espécies 

 

 

3.2.1 DNA Barcoding 

 

 

Os testes de identificação com o COI não foram bem-sucedidos, não sendo 

possível a amplificar o fragmento 650 pb. Com isso, testes com outros marcadores 

moleculares foram realizados, e o 16S rRNA foi escolhido para prosseguir com as 

análises, por ser eficiente na distinção das espécies-alvo.  

Dentre as 38 amostras originais, foi possível sequenciar e identificar com 

sucesso quatro dos indivíduos amostrados, a nível de espécie, através do 

sequenciamento parcial da região 16S rRNA. Os eletroferogramas obtidos foram 

corrigidos e analisados (Figura 12). Para a identificação inicial, as sequências 

consenso foram alinhadas com sequências similares obtidas do banco de dados do 

NCBI Genbank, utilizando o algoritmo de sequências biológicas primárias BLAST 

(ALTSCHUL et al. 1997). As amostras B13, B31, B33 foram identificadas como de 

baleia-azul (Balaenoptera musculus), com alto grau de confiança (99-100%); e a 

amostra B23 foi identificada como uma como baleia-fin, com grau de certeza razoável 

(56-99%). As sequências obtidas foram depositadas no GenBank e receberam os 

números de acesso PP790983 (B13), PP790984(B23), PP790985 (B31) e PP790986 

(B33). As demais amostras não puderam ser amplificadas ou apresentaram 

contaminação por outros organismos. As análises pelos métodos de Neighbor-Joining 

e Máxima Verossimilhança envolveram as 43 sequências de nucleotídeos, havendo 

um total de 199 posições no conjunto de dados final. Em ambos os métodos, as 

sequências B13, B31 e B33 agruparam com as sequências de Balaenoptera 

musculus, obtidas do banco de dados, e a sequência B23 com as de Balaenoptera 

physalus, com alto grau de suporte (Figuras 13 e 14).  
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Figura 12 - Eletroferograma ilustrativo do sequenciamento da região 16S, da amostra 

B13, identificada como Balaenoptera musculus 

 

 

 

Fonte: autora, 2022. 
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Figura 13 - Árvore de Neighbor-Joining (K2P) da região parcial 16S rRNA (bootstrap 

x1000) dos cetáceos Antárticos, com base nas sequências-referência do 

Genbank e sequências obtidas (B13, B31, B23 e B3) 

 

 

 

Legenda: Análises incluindo as sequências obtidas do banco de dados e as quatro sequências geradas 
(indicadas pelas setas vermelhas). Os valores de suporte/bootstrap para os grupos estão 
representados nos nós internos.  

Fonte: Cesar Amaral e Autora, 2024. 
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Figura 14 - Árvore de máxima verossimilhança (GTR+G+I) com base no 16S rRNA 

das espécies de baleias antárticas, mostrando a relação evolutiva e 

filogenia (LUDWIG et al. 2011) 

 

 

 
Legenda: Sequências geradas indicadas pelas setas vermelhas. Os valores de suporte/bootstrap para 

os grupos estão representados nos nós internos.  
Fonte: Cesar Amaral e Autora, 2024. 

 

 

3.2.2 SpInDel 

 

 

Para as análises SpInDel, foi traçado o perfil de InDels na região que 

compreende o 16S - tRNALeu e com base nele foram confeccionados os primers 

flanqueadores das regiões de inserção e deleção do 16S rRNA e o início do tRNA-

Leu As regiões selecionadas são ilustradas na Figura 15; o perfil de InDels traçado é 

descrito e relacionado na Tabela 6; detalhes sobre a região e tamanho do amplicon 

encontram-se listadas na Tabela 7. Os primers desenvolvidos para a SpInDel, com 
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base nas análises anteriores, foram testados e obtiveram sucesso na amplificação do 

DNA fragmentado presente nos ossos e na amostras de tecido (Figura 16). Com base 

nestes resultados, mostrou-se possível obter DNA mitocondrial a partir de fragmentos 

degradados de ossos de baleia utilizando uma técnica forense apropriada para 

análises moleculares, com métodos de extração simples. 

 

Figura 15 - Alinhamento do 16S e tRNA-Leu das sequências do banco de dados 

 

Legenda: a. perfil de InDels do alinhamento das sequências de espécies antárticas obtidas do banco 
de dados, com regiões de InDel em vermelho e conservadas em verde; b. Perfil de conteúdo 
GC, com regiões com maior conteúdo GC em verde e menor em vermelho; c. Regiões 
selecionadas como flanqueadoras, para os primers.  

Fonte: ANJOS et al. 2023. 
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Figura 16 - Gel de agarose com a escala alélica, o resultado da amplificação da 

amostra B13 em singleplex de cada par de primer, em multiplex com os 

três pares de primers e o controle negativo 

 

 

Legenda: PPM. Ladder; B1F-B1R. par de primers B1; B2F-B2R. par de primers B2; B3F-B3R. par de 
primers B3; Multiplex. Amplificação em em multiplex com B1, B2 e B3; C-. controle negativo 
da reação.  

Fonte: autora, 2022. 
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Tabela 6 – Perfil SpInDel das mesmas regiões em 16 rRNA e tRNAs de cada espécie. 

As diferenças fornecidas pelos polimorfismos de inserção e deleção 

representam o padrão de comprimento único (em pb). 

 

 
 

Tabela 7 - Perfil dos primers incluindo alcance, sequência e tamanho do 

amplicon dos primers desenhados e utilizados no multiplex. 

Primer Alcance do primer  Sequência do primer 5′–3′ Tamanho do Amplicon 

B1F 256 - 272 TACCCGAAACCAGACGAGCTA 316bp 

B1R 553 - 572 CCRTHTCTAAAAAGCTGTACC  

B2F 484 - 503 GGRTACAACCTTNACTAGAGAG 362bp 

B2R 828 - 846 TTGTGTTTGCCGAGTTCCTTTTAC  

B3F 1350 - 1367 ACCTCGATGTTGGATCAGGAC 326bp 

B3R 1659 - 1676 GGATTTGAACCYCTGRGT  

 

 

 

 

 

 

  Perfil SpinDel  

Espécies B1-B2 B3-B4 B5-B6 

Balaenoptera acutorostrata 218 339 251 

Balaenoptera bonaerensis 218 339 250 

Balaenoptera borealis 218 340 250 

Balaenoptera musculus 217 339 250 

Balaenoptera physalus 218 338 250 

Eubalaena australis 218 338 240 

Megaptera novaeangliae 219 339 250 

Orcinus orca 217 341 250 

Physeter macrocephalus 217 344 251 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Recuperando DNA antigo dos ossos depositados nas praias da Península 

Keller, Ilha Rei George, Antártica 

 

 

Obtivemos sucesso em recuperar DNA antigo dos ossos de baleias 

depositados na Baía do Almirantado, utilizando ambos os métodos de extração, 

provando que mesmo após décadas de exposição às condições ambientais antárticas, 

ainda é possível obter DNA viável desses remanescentes ósseos. Diante disso, 

diferentes quesitos foram observados a fim de selecionar um método mais viável e 

adequado para o tipo de processamento em questão. Foram levados em conta a taxa 

de sucesso observada durante os testes, as condições de trabalho e recursos 

empregados durante o processamento e a qualidade do material obtido, observada 

nas análises e etapas posteriores à extração. 

 O uso do ExtractMe Total Kit DNA/RNA blirt® mostrou-se apropriado na 

extração e purificação dos ácidos nucleicos presentes em amostras antigas e 

degradadas, como as da Baía do Almirantado, obtendo DNA em concentração e 

pureza razoáveis através de seu uso. Embora as relações 260/230 apresentadas nas 

leituras por espectrofotometria tenham apresentado valores abaixo do considerado 

aceitável, esses valores podem não representar de maneira confiável a pureza das 

amostras. Segundo o fabricante do kit, o reagente RW2 contém Guanidina-

Isotiocianato, o qual é responsável por alterar as leituras na faixa de comprimento de 

onda de 230 nm, por absorver o mesmo comprimento que geralmente é absorvido por 

contaminantes indesejados, como o fenol (mais informações no boletim técnico T042 

da Thermo Fisher Scientific sobre espectrofotômetros NanoDrop). Contudo, a 

absorbância na faixa de 280 nm, indicadora da presença de proteínas (ARMBRECHT 

2013), permanece inalterada e sua razão em relação ao comprimento de 260 nm, faixa 

absorvida pelos ácidos nucleicos, pode ser utilizada de maneira confiável.  

A extração orgânica, por sua vez, não promove alterações nas leituras para 

quantificação de DNA. O material obtido através desse método mostrou-se viável para 

as análises e sequenciamento de pelo menos uma das amostras testadas. Apesar 

disso, na escolha dentre os métodos testados, o uso de fenol-clorofórmio não 
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apresenta fatores suficientemente favoráveis para preterir o uso do kit devido ao custo 

e risco associado. O processo exige não apenas o uso de equipamentos de proteção 

pessoal, cabines de biossegurança e protocolos para evitar contaminação das 

amostras, mas também aparelhagem laboratorial específica, como uma capela de 

exaustão para o processamento com Fenol, e cuidados adicionais no descarte de todo 

o resíduo gerado, por se tratar de um agente carcinogênico. Por essa razão, apesar 

dos resultados positivos obtidos através da extração de DNA por fenol-clorofórmio, o 

método não foi selecionado como o mais adequado para este trabalho. 

Sabe-se que ambientes frios/congelados como a Antártica oferecem condições 

específicas e favoráveis para a preservação de aDNA, de amostras ainda mais antigas 

que os ossos da Baía do Almirantado (SMITH et al. 2001). As baixas temperaturas 

durante todo o ano e o ciclo de congelamento durante o inverno, minimizam a 

degradação dos ácidos nucléicos encontrados nas amostras, de modo que é possível 

obter mtDNA de amostras tão antigas (WILLERSLEV et al. 2004). Apesar disso, a 

degradação do material genético fora do organismo de origem é inevitável, portanto, 

o manejo de qualquer material antigo exige uma abordagem específica e cuidadosa 

(CAVALCANTI et al. 2015, 2017). Desse modo, por se tratar um material antigo e 

exposto às intempéries ambientais, os efeitos de agentes degradantes sobre os 

vestígios ósseos analisados implica na dificuldade na identificação dos ossos. Efeitos 

práticos de agentes degradantes ambientais têm sido amplamente investigados, 

incluindo exposição a UV, elevados níveis de umidade, diferenças de temperaturas, 

soterramento e submersão em água (PERRY et al. 1988; SCHWARTZ et al. 1991; 

ALAEDDINI et al. 2010). Variações na abundância e qualidade do DNA presente em 

ossos podem ser observadas em amostras de acordo com o tipo de agente 

degradante, em especial, amostras enterradas e submersas em água (KRESTOFF et 

al. 2021). 

Diferenças estruturais dos ossos podem também podem influenciar a 

preservação do material genético. Ossos enriquecidos em óleo, como é o caso o de 

mamíferos marinhos polares, apresentam uma preservação melhor do material 

genético (CARTOZZO et al. 2018). Assim como a espessura do osso também pode 

ter efeito sobre a degradação do material genético, havendo uma heterogeneidade no 

estado do DNA em diferentes profundidades de ossos expostos a condições 

ambientais. Alaeddini e colaboradores (2010) afirmam que peças maiores/mais 

espessas possuem um gradiente de degradação através da espessura, de modo que 
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quanto mais profundo, menos degradado. Desse modo, os resultados obtidos neste 

trabalho corroboram o estudo de Alaeddini e colaboradores (2010), como foi 

observado que amostras retiradas da parte rígida de occipitais renderam DNA  em 

maior quantidade comparativamente a vértebras e costelas. 

 

 

4.2 Identificação Molecular dos espécimes analisados 

 

 

Com grande número de substituições na sua sequência, a evolução do gene 

COI é considerada rápida o suficiente para permitir a discriminação de espécies 

estreitamente relacionadas e de grupos filogeográficos intraespecíficos (HEBERT et 

al. 2003). Contudo, ainda há sobreposição entre a diversidade intra e interespecífica 

do COI em táxons muito próximos e de divergência recente, o que pode implicar em 

falhas na identificação de alguns grupos como, por exemplo, de cetáceos (VIRICEL & 

ROSEL 2012; SILVA et al. 2021). O mesmo se aplica para o cytB, um dos marcadores 

mais comumente utilizados em estudos moleculares e de identificação de baleias, 

porém, também insuficiente para distinguir algumas espécies de baleias (VIRICEL & 

ROSEL 2012). Para ambos os marcadores a identificação de Eubalaena pode ser um 

desafio, sobrepondo as espécies de Eubalaena  entre si e a Megaptera novaeangliae.  

Para esses táxons,  a identificação de espécies não é realizada de forma confiável 

usando os três fragmentos de mtDNA usados mais frequentemente (COI, cytB, e D-

Loop) (VIRICEL & ROSEL 2012). A fim de assegurar a identificação correta, o uso 

desses marcadores é recomendado em conjunto com outros fragmentos de mtDNA, 

como em Ross et al. (2003).  

A falha nos testes de amplificação do COI refletem o descompasso entre o 

tamanho da região-alvo e o comprimento do DNA, altamente fragmento encontrado 

nos ossos antigos da Baía do Almirantado. Por essa razão, juntamente à baixa 

confiabilidade na identificação de algumas das espécies esperadas, o uso desse 

marcador  foi descartado ao longo do estudo. Apesar de ser uma região menor (~400 

pb) e considerada mais eficaz na identificação molecular de cetáceos, o cytB não foi 

escolhido durante a seleção de marcadores, por possuir desempenho similar ao do 

COI (VIRICEL & ROSEL 2012). 
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Genes mitocondriais como o 16S e o 12S rRNA, são pouco utilizados na 

identificação de espécies de cetáceos, sendo mais frequentemente usados para 

estudos filogenéticos. Seu uso para análises taxonômicas pode ser considerado 

limitado pela prevalência de InDels que complica o alinhamento de sequências 

(DOYLE e GAUT 2000). Para investigar novas possibilidades na identificação de 

cetáceos, com ênfase na tipagem de DNA altamente degradado, o 16S rRNA foi 

escolhido por se mostrar um marcador altamente eficaz para a identificação molecular 

de espécies (MITANI et al. 2009). Expandindo possibilidades dentro da investigação 

de vestígios oriundos de cetáceos, nossos resultados corroboram a eficácia do uso 

desse gene para realizar a identificação confiável das espécies de baleia presentes 

na Península Antártica (ANJOS et al. 2023a). Podendo ser usado para a identificação 

das espécies em questão e/ou complementar o uso de outros marcadores comumente 

utilizados (SARRI et al. 2014) para clados que apresentem sobreposição, como 

baleias-francas e jubarte. O mesmo não se aplica para algumas espécies de cetáceos, 

porém não incluídas neste estudo, como algumas espécies de Delphinidae e 

Phocoenidae, que apresentam dificuldades na identificação molecular relacionadas à 

sua recente diversificação e hibridização (ANJOS et al. 2023b). 

Vários fatores podem ser relacionados com a baixa taxa de sucesso na 

amplificação do material extraído, embora o mais provável seja a degradação por 

agentes naturais. O tipo de processamento feito com os ossos das baleias caçadas 

diminui a possibilidade de encontrar DNA íntegro: ossos escaldados (TØNNESSEN & 

JOHNSEN 1982), quebrados e abandonados em condições ambientais pelos 

próximos cem anos até o momento da sua coleta. O conjunto de fatores reforça a 

baixa expectativa inicial de obter-se DNA do organismo (BAKER et al. 1996). Diante 

desse desafio, o presente estudo é o primeiro a se propor e obter sucesso ao 

identificar os ossos de baleia da Baía do Almirantado, reconhecendo duas diferentes 

espécies de baleia que se encontram entre eles. 

 

 

4.3 SpInDel 

 

 

Se por um lado os InDel presentes no 16S rRNA são considerados um 

problema na identificação de espécies (DOYLE e GAUT 2000), o uso da técnica de 
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identificação molecular através de regiões de Inserção e Deleção, com o SpInDel, 

permitiu a diferenciação das espécies através da análise desse mesmo tipo de 

polimorfismo presentes na região. Os resultados obtidos sugerem ser possível a 

identificação através desse gene, o que pode agregar ao arcabouço de ferramentas 

moleculares disponíveis para a identificação de aDNA para os cetáceos considerados 

neste estudo.  

Apesar de não ser uma técnica tão difundida como o Barcoding, o SpInDel tem 

se mostrado preciso na identificação de espécies (ALVES et al.  2017; AMARAL et al. 

2015, 2017; CARNEIRO et al. 2012; SKUZA et al. 2020). O baixo número de estudos 

utilizando o SpInDel como uma técnica confiável para identificação de espécies pode 

estar relacionado a fatores além da eficácia da técnica. A origem recente dessa 

técnica desenvolvida por pesquisadores portugueses, o uso pouco intuitivo da 

plataforma e o baixo esforço de difusão dentro do meio, são alguns dos fatores que 

podem justificar o seu uso ser raro em estudos de identificação. 

O multiplex confeccionado (Patente BR1020220219257) com primers de 

tamanho reduzido (~600 pb) permite, conforme observado nas análises in silico, a 

identificação molecular das espécies de baleias antárticas com sucesso. Além disso, 

a amplificação do DNA no teste preliminar realizado com o multiplex desenvolvido 

mostrou-se também bem sucedido.  O tamanho dos fragmentos de DNA disponíveis 

nas amostras degradadas tornava inviável a amplificação de uma região alvo 

completa com tamanho de 600-1000 pb (EICHMANN & PARSON 2008). Desse modo, 

a identificação de espécies baseada em regiões entre 100-300 pb de comprimento, 

localizados nas regiões de inserção e deleção do gene 16S rRNA apresenta-se como 

uma possibilidade viável para a identificação desse material degradado.  

O uso prático do kit desenvolvido almeja a tipagem e visualização das 

diferenças de comprimento dos fragmentos de 16S rRNA das espécies alvo. 

Permitindo amplificar regiões muito menores do gene que, uma vez amplificadas, 

podem ser analisadas. Através das análises SpInDel, foram identificadas e utilizadas 

com sucesso regiões que abrangem polimorfismos suficientes para distinguir as 

espécies com base nas três regiões selecionadas, assim como já foi realizado para 

outros animais marinhos (ALVES et al. 2017; AMARAL et al. 2015, 2017). Além do 

emprego na identificação de amostras antigas, o mesmo apresenta grande potencial 

na identificação de amostras processadas e de difícil identificação, como produtos de 

baleia comercializados em mercado clandestino (BAKER e PALUMBI 1996).  
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Desse modo, os resultados do presente trabalho adicionam mais um degrau ao 

conhecimento de marcadores moleculares empregados na identificação de cetáceos, 

incluindo o 16S rRNA como uma das possíveis regiões a serem utilizadas. Assim 

como para o uso e aplicabilidade da técnica SpInDel.  

 

 

4.4 Identificação molecular dos remanescentes ósseos e sua relação com o 

histórico da atividade baleeira na região da Baía do Almirantado 

 

 

Ao realizar com sucesso a identificação molecular dos remanescentes ósseos 

dos cetáceos da Baía do Almirantado, foi possível inferir a presença de baleias no 

século passado e comparar os resultados obtidos com registros de observação atuais. 

Esse tipo de levantamento fomenta a compreensão sobre a distribuição de espécies, 

ao fornecer novos dados históricos da possível ocorrência dessas baleias nas 

adjacências da Baía do Almirantado. Comparando aos levantamentos de captura 

realizados durante os anos baleeiros na Antártica, é possível elucidar o real impacto 

dessas atividades sobre os estoques que frequentam ou frequentaram a região. 

Os atuais restos ósseos analisados representam apenas uma parcela das 

baleias capturadas na região da Ilha Rei George, não havendo registro de estações 

baleeiras dentro da Baía do Almirantado, e diante do fato de que o processamento 

das carcaças de baleia inicialmente só era possível com instalações/estações 

costeiras. As baleias cujas carcaças são encontradas nas praias da baía são parte 

das capturas realizadas após a primeira operação de uma fábrica flutuante na região, 

com o navio-fábrica norueguês Admiralen (RAKUSA-SUSZCZEWSKI 1998; 

TØNNESSEN e JOHNSEN 1982). Em especial, após o surgimento das tecnologias 

responsáveis por viabilizar a capturas de animais maiores, já que as duas espécies 

encontradas neste estudo são as maiores espécies da região, e consequentemente, 

mais velozes e difíceis de capturar. Assim, o avanço das tecnologias e técnicas de 

caça, como as máquinas a vapor e os arpões explosivos, estão intimamente 

relacionados com a presença dos ossos desses grandes rorquais na Baía do 

Almirantado. O desenvolvimento de técnicas para a manipulação das carcaças 

também pode estar relacionado à presença desses ossos no local. A partir do 

momento em que os baleeiros passaram a injetar ar comprimido após o abate, os 
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animais poderiam ser capturados a distâncias maiores das bases e navios de 

processamento, evitando a perda da carcaça durante seu transporte  de  longa 

distância para regiões mais abrigadas ou estações (KITTEL 2001). Além desse 

método, a decapitação das baleias antes da remoção de carne e óleo fazia com que 

o crânio ainda estivesse cheio de ar, e assim fosse arrastado para as praias com mais 

facilidade, ainda sim, muitas outras peças ainda devem ter se depositado no fundo do 

mar. Relacionando a deposição desses ossos à caça na Baía do Almirantado, e não 

apenas a morte natural ou encalhe, apesar de não haver esforços de monitoramento 

para levantar esse tipo de registro nesta área (BRANCH 2007a). Esses fatores 

implicam na possibilidade de essas espécies nunca terem frequentado a Baía, sendo 

apenas arrastados para o processamento em  

As identificações realizadas são consistentes com a captura massiva de 

rorquais na Antártica durante o período baleeiro (a partir de 1904) até sua proibição 

em 1982, e durante o período de caça ilegal realizada pela ex-União Soviética 

(BRANCH 2007a; CLAPHAM 1999; THOMAS et al. 2016; TØNNESSEN e JOHNSEN 

1982). Estima-se que durante o século XX, mais de 360.000 baleias Azuis e 725.000 

baleias-fin tenham sido capturadas no hemisfério sul, sobretudo na Antártica 

(CLAPHAM e BAKER 1999). Porém, pouco se sabe sobre a distribuição e abundância 

dessas espécies nas proximidades da Ilha Rei George. Com a ausência de 

levantamentos recentes, com esforços de detecção visual e acústica, formou-se uma 

lacuna na compreensão das populações recentes na região (BASSOI et al. 2020; 

BRANCH 2007a).  

Considerando as baleias-azuis, não havendo registros de abundância, o que 

se pode inferir através dos dados de captura revela sua completa extinção na baía, 

entretanto, esses dados não são suficientemente precisos para determinar se 

estiveram ou não presentes no local durante os anos baleeiros. É possível que a 

espécie tenha frequentado a região no passado, tendo a baía como ponto de 

descanso/alimentação, e hoje já não mais; ou que os indivíduos fossem somente 

processadas da Baía do Almirantado, sendo retirados de outros pontos. 

Apesar da falta de registros históricos de capturas realizadas na Baía do 

Almirantado, na atualidade também não há registros ou esforços para obtê-

los/disponibilizá-los para se constatar a recuperação das populações nestas regiões. 

Mesmo diante da escassez de dados de observação desta espécie nas Shetland do 

Sul, a identificação da espécie dentre os remanescentes ósseos oriundos do período 



62 

baleeiro moderno reflete o impacto da exploração na sua abundância na localidade. 

Apesar destas baleias estarem protegidas (CIPRIANO e PALUMBI 1999), Branch 

(2004, 2007a, 2007b) estimou que a abundância atual da espécie ainda seja inferior 

a 1% da original, com cerca de 1.700 indivíduos (STACEY 2022). Já as baleias-fin, 

apesar de estarem entre as espécies mais exploradas, possuem população atual de 

cerca de 38.200 indivíduos (Stock presente na Antártica), sendo vistas e registradas 

sazonalmente na península Antártica (BURKHARDT e LANFREDI 2012; ŠIROVIĆ et 

al. 2004, 2009). Estas baleias cosmopolitas foram caçadas na região até que o nível 

de exploração excedeu em muito o rendimento sustentável das populações, 

resultando no colapso das próprias operações baleeiras. 

Num esforço de monitoramento de espécies, Jackson et al. 2020 registra o 

retorno das espécies mais afetadas pela exploração baleeira na Geórgia do Sul, 

através da combinação de diversos esforços de detecção. Esse tipo de estudo é 

necessário para avaliar se há ou não um retorno das baleias azuis a este hotspot 

histórico. Atualmente, pode-se dizer que as baleias Jubarte e Minke podem ser 

avistadas na Baía do Almirantado durante o verão, porém, não há estudo formal ou 

levantamento dos registros feitos para monitorar as espécies da região. Do mesmo 

modo que não se sabe se as espécies que hoje são encontradas na baía retornaram 

ao local após o período baleeiro ou passaram a ocupar o local uma vez esvaziado das 

espécies que o visitavam no passado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

CONCLUSÕES 

 

 

Amostras degradadas e envelhecidas sempre representam um desafio. No 

presente estudo, provamos que é possível obter DNA viável para análises moleculares 

e identificação de fragmentos ósseos dos anos baleeiros, com duas espécies 

inventariadas e quatro amostras identificadas com sucesso, baseadas no 

sequenciamento parcial da região 16S rRNA do mtDNA. Além disso, também foi 

verificada a possibilidade da realização da identificação molecular baseada em 

regiões de Inserção e Deleção através do método SpInDel. O kit de identificação 

desenvolvido utilizando essas regiões mostrou-se viável em ensaios in silico, 

resultando no depósito da patente BR1020220219257. 

Ainda são necessários mais estudos para se entender a influência do ambiente 

antártico na preservação desse tipo de amostra, reunindo dados baseados em 

material degradado de distintas fontes. Estes esforços são necessários para fornecer 

uma percepção histórica e temporal do que aconteceu e ainda acontece com as 

populações de organismos antárticos. 

A presença atual de baleias-azuis e fin na Baía do Almirantado ainda precisa 

de mais observações e estudos para ser conclusiva. No entanto, é evidente que a sua 

abundância e distribuição foi prejudicada em sua extensão devido à caça, e isto é 

apenas ilustrado pelo número de ossos destas espécies e de várias outras nas costas 

antárticas. Este estudo almeja representar não apenas um teste de método na 

identificação de espécies, mas também um passo a mais para compreender a história 

da caça às baleias na Antártica, em especial na Baía do Almirantado, área onde a 

presença brasileira no continente antártico é reforçada pelas atividades de pesquisa 

realizadas na Estação Antártica Comandante Ferraz, e também os impactos destas 

atividades antropogênicas nas espécies caçadas no passado e sua influência nas 

populações do presente. 
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