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Resumo
Dentre os mamiferos marinhos presentes na costa brasileira, Sotalia guianensis
(subordem Odontoceti, familia Delphinidae) € um dos mais comumente encontrados,
possuindo ampla distribuicao pela América do Sul e Central. Pelo fato de apresentar
habito costeiro, esta espécie encontra-se diretamente relacionada com impactos de
origem antrépica tais como poluigdo, pesca acidental ou degradagao de habitats.
Somado a estes fatores, a falta de informagbes relatada pela IUCN surge como
outro ponto de preocupagao, visto que ndo se sabe de fato qual o grau de
conservagao dessa espécie. Por este motivo o presente estudo pretende avaliar
caracteristicas populacionais existentes nos grupos de S. guianensis na regidao do
Lagamar de Cananéia, litoral sul de Sao Paulo, utilizando-se de microssatélites.
Para tanto, aspectos referentes a diversidade genética, grau de parentesco e fluxo
génico entre areas estuarinas e de mar aberto foram considerados. A amostragem é
composta por 22 tecidos oriundos de individuos de mar aberto e 11 estuarinos,
coletados entre os anos de 1996 e 2009. O material foi amplificado por PCR
utilizando-se de oito locos especificos para a espécie. O presente estudo concluiu
que a diversidade genética (numero de alelos, riqueza alélica, heterozigosidade
esperada e observada) ocorrente no grupo de estudo é considerada como moderada
quando comparada a outras populagbes de S. guianensis estudadas. Apds a
retirada dos locos com indicio da presenca de alelos nulos, a populacdo mostrou-se
em equilibrio de Hardy-Weinberg, como revelado também pelo valor de Fis.
Corroborando com o nivel de diversidade genética encontrado, foram avaliados
baixos indices de parentesco, sem diferengas significativas entre os grupos em
comparagao (estuario e mar aberto), bem como entre os sexos, indicando a
auséncia de dispersao sexo assimétrica. A analise Bayesiana e o valor de Fsr néo
evidenciou qualquer sinal de estruturagao populacional entre os animais do estuario
e do mar aberto. No entanto a ocorréncia de alelos exclusivos tanto no grupo de
animais estuarinos quanto no de mar aberto infere que estes apresentam pools
génicos distintos. Desta forma, seria aconselhavel maneja-los de forma

independente.

Palavras-chave: Delphinidae, variabilidade genética, estruturagdo populacional.
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1. Introducéo

Os cetaceos sao mamiferos adaptados ao meio aquatico, sendo que sua
ocorréncia abrange todos os oceanos, estando ainda presentes em areas estuarinas
ou bacias dulcicolas na América do Sul e Asia (REEVES et al., 2003).

Dentre os mamiferos marinhos da costa brasileira, o boto-cinza, Sotalia
guianensis (subordem Odontoceti, familia Delphinidae), € uma das espécies mais
comumente encontradas (Figura 1). Sua distribuicdo geografica estende-se desde a
regido norte de Santa Catarina (27° S), na América do Sul, avangando pela costa até
chegar a Honduras (15° N) (BOROBIA et al., 1991; DA SILVA & BEST, 1994; 1996;
FLORES, 2002). Sua ocorréncia € indicadora de qualidade de vida em ecossistemas
costeiros pois tais animais atuam como pecas chave na dinamica populacional das
comunidades em que estdo inseridos (KATONA & WHITEHEAD, 1988; BOWEN,
1997).

Apesar disso, mesmo um século e meio apds a descricdo da espécie, o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) em
seu plano de agéo para pesquisa e preservagao de cetaceos em aguas brasileiras
inseriu a espécie na categoria “dados deficientes” (IBAMA, 2001). As informacdes
disponiveis também sao limitadas em nivel internacional, visto que a “International
Union for Conservation of Nature” (IUCN) categorizou a mesma como
insuficientemente conhecida (REEVES & LEATHERWOOD, 1994; REEVES et al.,
2003; IUCN, 2012).

Somada a falta de informacgdes, a presenga de atividades antropicas em
grande parte das areas de vida acaba intensificando os possiveis riscos sobre a
espécie. A pesca, trafego de embarcacgdes, construgdes portuarias, desaguamento
de esgoto e derramamento de 6leo proporcionam problemas relacionados a saude e
comportamento destes animais, além da degradacao e perda de habitats (REEVES
& LEATHERWOOQOD, 1994). Mesmo conhecendo-se os potenciais efeitos nocivos
sobre a espécie, pouco se sabe sobre as reais consequéncias destes impactos.
Como exemplo, estudo recente com S. guianensis no estuario de Paranagua
reportou casos de individuos que apresentavam doencas de pele, com a presenca
de ndédulos na epiderme ocasionados por Lacazia loboi, uma espécie de fungo

(BRESSEM et al.,, 2009). Segundo os autores, tais enfermidades podem ser



resultantes da poluicdo, tendo em vista que individuos localizados em areas mais
limpas nao apresentavam estas injurias.

A populagao de S. guianensis residente no estuario de Cananéia vem sendo
estudada desde a década de 1990. Aspectos comportamentais (SANTOS et al.,
2000), habitos alimentares (SANTOS et al., 2002), abundancia (ACUNA, 2002),
determinacgao de idade (SANTOS et al., 2003), acumulo de contaminantes (YOGUI
et al., 2003), tamanho e composicdo de grupos (SANTOS & ROSSO, 2007;
SANTOS et al., 2010a), organizagéo social (SANTOS & ROSSO, 2008), bioacustica
(PIVARI & ROSSO, 2005) foram temas ja amplamente analisados. Além disso,
novos estudos foram produzidos nesta area como parte do projeto sob coordenagao
do Prof. Dr. Marcos C. O. Santos. Estes sdo referente a associacdo com aves
(SANTOS et al., 2010b), uso de area (SANTOS et al., em prensa), e potencial
interagdo de predacdo entre elasmobranquios e pequenos cetaceos (SANTOS &
GADIG, 2009).

Luciano R. Alardo Souto

Figura 1: Individuos de boto cinza, Sotalia guianensis, na Baia de Todos os Santos, Salvador, BA.



Trabalhos relacionados ao uso de ferramentas moleculares para a resolugao
de questdes populacionais sdo recentes para a espécie. Cunha (2005) utilizou-se de
marcadores mitocondriais para evidenciar a diferenciacdo entre S. guianensis e
Sotalia fluviatilis (espécie situada na bacia amazénica). Ainda neste estudo,
evidenciou-se a ocorréncia de pelo menos trés grandes populag¢des de S. guianensis
na costa brasileira, estando estas situadas no Norte, Nordeste e Sudeste/Sul do pais
(CUNHA, 2005). Ainda relacionada a distingdo de S.guianensis e S.fluviatilis,
Caballero e colaboradores (2007) utilizaram-se também de marcadores
mitocondriais para distinguir tais espécies, porém inovaram com o uso de introns
nucleares. Unidos a essa informacdo, dados referentes a morfometria
complementaram o estudo (CABALLERO et al., 2007).

Apesar da existéncia destes diversos trabalhos, ainda existe uma lacuna
relacionada a diversidade e estrutura genética entre estoques populacionais
encontrados em aguas estuarinas, assim como sobre a relagdo com estoques de
areas vizinhas. Neste contexto, o trabalho de Hollatz et al. (2011) surge como
pioneiro sobre a estruturagdo em fina escala de S. guianensis no litoral brasileiro
com resultados significativos.

No estudo em questao foram comparados individuos machos da espécie nas
regides da baia de Sepetiba e Paraty, no Rio de Janeiro. Resultados voltados as
analises mitocondriais ndo foram significativos, visto que a colonizagao por parte de
S. guianensis na regido Sudeste é consideravelmente recente (CUNHA et al.,2005)
e 0 material genético encontrado nas mitocdndrias € mais conservativo. Porém, ao
se analisar o DNA nuclear, notou-se a ocorréncia de estruturacdo entre as
populacdes das duas regides (HOLLATZ et al., 2011). Os autores concluem que,
pelo fato de ambos os estoques situarem-se em areas relativamente fechadas,
questbes voltadas a heterogenia ocorrente entre os ambientes seriam as
responsaveis por tal estruturagdo (HOLLATZ et al., 2011).

Para fins de comparacdo e melhor entendimento, estudos realizados com
outros pequenos cetaceos sao constantemente utilizados como referéncia, como no
caso do trabalho de Douglas e colaboradores (1984) com Stenella attenuata. Este
obteve diferengas morfométricas significativas entre individuos estuarinos e de mar
aberto, evidenciando a existéncia de estoques distintos destes animais entre os

ambientes (DOUGLAS et al., 1984). Posteriormente, um estudo utilizando-se de



ferramentas moleculares com a mesma espécie também chegou as mesmas
conclusées (ESCORZA-TREVINO et al., 2004).

Estruturagbes populacionais podem existir naturalmente como resultado de
fatores biologicos e ambientais (MARTINS, 1987) ou podem ser causadas por
interferéncias de origem antropicas que interrompam ou limitem o fluxo génico entre
populagbes anteriormente panmiticas (FRANKHAM et al.,, 2008). Estudos
moleculares tém relatado estruturagdes populacionais em espécies de cetaceos de
pequeno porte, demonstrando a coexisténcia de estoques geneticamente distintos
numa mesma regidao (HOEZEL et al., 1998; ROSEL et al., 1999; PARSONS et al.,
2002; GASPARI et al., 2007; KRUTZEN & SHERWIN, 2004). Somado a isto, de
acordo com Cunha e colaboradores (2005), existem evidéncias de que as
populagdes de S. guianensis encontradas ao longo da costa brasileira representam
diferentes unidades evolutivas, devendo ser consideradas de forma independente.

Aspectos comportamentais podem colaborar com tal estruturacdo, como
resultado da filopatria exercida pelo sexo feminino e o fluxo génico proporcionado
pelos individuos do sexo masculino entre estoques adjacentes (PICHLER & BAKER,
2000), conforme ja descrito para espécies de pequenos cetaceos (KRUTZEN &
SHERWIN, 2004; MOLLER & BEHEREGARAY, 2004). Outro ponto que pode ser
considerado para possiveis estruturagbes seriam as diferentes caracteristicas
ambientais existentes entre as areas de vida, como temperatura, profundidade, entre
outras (GASKIN, 1968; SILVA et al., 2003).

Informacdes voltadas a questdes populacionais nas mais amplas escalas
atuam como uma alternativa no sentido de avaliar o real impacto de atividades
antrépicas sobre estes animais. Ao se estabelecer a diferenciagcdo de populacées,
assume-se que estas possuem pools génicos (conjuntos de genes) distintos,
devendo, portanto, serem manejadas de formas diferentes para a manutencgao
destas importantes informacgdes biolégicas.

A diversidade genética, de acordo com Frankham e colaboradores (2008), “é
0 material bruto sobre o qual a selecdo natural atua para permitir a adaptacdo e
evolucdo dos organismos e a sua adequacdo as mudancas ambientais”. Ela
constitui-se pela variedade de alelos e gend6tipos encontrados em determinado grupo
de uma mesma espécie (FRANKHAM et al., 2008). A importancia da diversidade
genética é relevante a tal ponto que a IUCN a considera como uma das trés

prioridades globais para a conservagao (IUCN, 2012), tudo isso gracas a dois



aspectos principais: o primeiro considera que, pelo fato das mudangas ambientais
serem processos continuos e incessantes, a diversidade genética surge como
resposta para as populagdes se adaptarem e evoluirem diante destas. O segundo
ponto refere-se a sobrevivéncia e reproducédo da populacéo, sendo que a diminuigao
da diversidade genética estaria associada ao aumento da endogamia e,
consequentemente, com a perda do valor adaptativo. No caso de populacdes
selvagens, um planejamento adequado das atividades antropicas pode ser dirigido a
manutencdo do fluxo génico e, por conseguinte, da diversidade genética
(FRANKHAM et al., 2008).

Desta forma, é imprescindivel o conhecimento tanto dos niveis de diversidade
genética bem como a possivel existéncia natural de estoques geneticamente
diferentes de S. guianensis, visto que as incertezas dificultam acessar potenciais
impactos sobre as populagdes e planejar medidas efetivas de conservagao.
Adicionalmente, a estrutura genética em uma escala mais fina deve ser conhecida

para casos de planos de manejo mais locais.



2. Justificativa e objetivos

A IUCN Red List é considerada uma das principais ferramentas voltadas para
a avaliagdo de espécies ameacadas de extingdo (IUCN, 2012), sendo que seus
dados atuam direcionando esforgos para a conservagcado (RODRIGUES et al., 2006).
Levando-se em consideracdo o fato de S. guianensis enquadrar-se na categoria
“‘Data deficient”, a espécie ndo pdde ser avaliada por falta de informagdes (IUCN,
2012), desta forma, nao se sabe qual o real grau de conservacao da espécie. Neste
contexto torna-se de grande importancia o levantamento de informagdes voltadas a
ecologia e biologia de S. guianensis, partindo desde o ambito individual até o
populacional.

Outro ponto relaciona-se ao fato da area de estudo estar inserida na Area de
Protecdo Ambiental Marinha Litoral Sul (Decreto Estadual N° 53.527 de 08 de
Outubro de 2008), onde a presenca humana pode e deve ocorrer desde que inserida
em adequados planos de manejo e conservacao dos recursos naturais (Lei Federal
N° 9.985, de 18 de julho de 2000). Para tanto, o enriquecimento de informagées
referentes a biota regional é de extrema importancia, visando auxiliar a tomada de
decisdes coerentes.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo analisar a estrutura
genética, em uma fina escala, das agregagdes de S. guianensis da regido do
Lagamar, considerando aspectos referentes a diversidade genética e fluxo génico,
avaliando desta forma a ocorréncia de estruturagdes populacionais entre o estoque

interno ao estuario com as areas de mar aberto adjacentes.
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3. Resultados esperados

Estudo promovido com Pontoporia blainvillei, uma espécie de pequeno
cetaceo, comprovou a ocorréncia de estruturagdo populacional entre individuos
estuarinos e de mar aberto (COSTA-URRUTIA et al., 2011). Somado a isto, Hollatz
et al. (2011) também chegou a resultados significativos quando comparou
populagdes de S. guianensis entre as baias de Sepetiba e Paraty (RJ). Desta forma,
espera-se encontrar uma diferenciacdo genética significativa entre individuos

estuarinos e animais de mar aberto no presente trabalho.
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4. Material e métodos

4.1. Areade estudo:

A éarea de trabalho foi o estuario do Lagamar. Este é situado nas
proximidades do municipio de Iguape (24°45’S), Estado de S&o Paulo, alcangando o
Pontal Sul (25°30’S), no Estado do Parana (Figura 2). A area é composta por dois
principais corpos d’agua totalizando 4.422 quildbmetros quadrados, apresentando
cerca de 180 km de extensao de canais interioranos, ladeados por uma rica area de
manguezais e marismas, representando relevantes areas de protecao, alimentagéo,
reproducdo e descanso de diversas espécies de crustaceos, moluscos, peixes e
cetaceos (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1990). Devido a essa importancia, a area
em questdo foi inserida na Area de Protecdo Ambiental Marinha Litoral Sul (Decreto
Estadual N° 53.527 de 08 de Outubro de 2008).
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Figura 2: Estuario do Lagamar iniciando-se em Iguape (24°45’S), Estado de S&o Paulo, até o

Pontal Sul (25°30’S), Estado do Parana. No sentido Norte/Sul, temos: llha Comprida (ICo), llha de

Cananéia (ICan), llha do Cardoso (ICar), llha do Superagui (IS), llha das Pecas (IP), llha do Mel (IM)
e Pontal Sul (PS). Adaptado de Santos et al., 2010.
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Pelo fato dessa area ser mais abrigada e possuir grande abundancia de
recursos, agregagodes de S. guianensis séo avistadas durante todo o ano exercendo
principalmente atividades relacionadas a alimentagdo e deslocamento, sendo
frequente a presencga de infantes (SANTOS & ROSSO, 2007).

4.2. Coletadetecido:

Os materiais biologicos compostos por musculos e peles utilizados para o
presente estudo sdo oriundos do Projeto Atlantis (coordenagao do Prof. Dr. Marcos
C. O. Santos) e sao constituidos por 22 amostras de animais de mar aberto e 11
estuarinos, coletadas entre os anos de 1996 a 2009. Dentre os botos amostrados
em mar aberto, 12 individuos sdo do sexo masculino enquanto que sete sao fémeas.
Ainda nesta area, quatro individuos ndo possuem sexo definido. Em relagdo ao
estuario, as amostras sao compostas por oito animais machos e uma fémea.

Quando bidpsia, a coleta foi feita com o equipamento da empresa “Paxarms”
préprio para tal finalidade. No caso de necropsias, os animais em questdo foram
encontrados encalhados nas praias da regido ou capturados acidentalmente por
redes de pesca. As amostras foram georreferenciadas no momento da coleta e
posteriormente armazenadas em etanol a 4°C.

Foram considerados como animais estuarinos os individuos coletados na
parte interna do estuario ou encalhados nas praias voltadas para este. No caso de
individuos de mar aberto, foram encontrados encalhados ou nas adjacéncias de
praias voltadas para a costa. Em relacdo a capturas acidentais, os dados coletados

foram oriundos apenas das areas externas do estuario.

4.3. Extracdo de DNA e amplificacao:

Para a obtencdo do DNA, foi utilizado o método de extragdo com tampao
salino (ALJANABI & MARTINEZ, 1997). Este foi selecionado por questdes voltadas
a praticidade, visto que durante o processo de extracdo os reagentes utilizados

seriam NaCl, Tris-HCI, EDTA, SDS, proteinase, isopropanol, etanol e agua (mais
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detalhes em Aljanabi & Martinez, 1997), ao contrario de outras metodologias em que
se utilizam fenol e cloroformio, por exemplo (SAMBROOK et al., 1989).

O DNA foi submetido a amplificagdo utilizando-se de locos microssatélites
especificos para S. guianensis (Tabela 1; CUNHA & WATTS, 2007). Estes sao
constituidos por curtas sequéncias de 1 a 6 pares de base (pb) repetidas em tandem
(TAUTZ & RENZ, 1984), utilizando-se do processo de Polymerase Chain Reaction
(PCR) para sua amplificacdo. Tais marcadores tém como caracteristica grande
distribuicdo através do genoma, multialelismo, alto grau de polimorfismo e heranca
Mendeliana. Além do mais, por se tratar de um marcador co-dominante, ele permite
a identificagcdo de heterozigose. Frente a tais vantajosas caracteristicas, esses
marcadores tém se mostrado como uma poderosa ferramenta em estudos
populacionais, de comportamento e de manejo e conservacdo de espécies de
mamiferos (PICHLER & BAKER, 2000; CUNHA et al., 2005; PARSONS et al. 2002;
GASPARI et al. 2007).

Tabela 1: Marcadores microssatélites que foram utilizados na andlise genética de S.
guianensis (Cunha & Watts, 2007).

Loco Primer (5°-3’) Unidade
repetitiva
Sgqui-002 | F: GGATGTCACTGAACACAGAGC (CA)1s
R: ACCTATCTACATTTCCCAGAGG
Sgui-003 | F: TCCAATCTCCAACCAAATCCC (GT)as
R: GTCGCTAAGTTCATCATCTGC
Sgui-007 | F: CCATTTAGAGGTTGGGGTGC (GT)22
R: GGGATTCCATAGTGACAAGC
Sgui-010 | F: ATTAGCCACAGACAAGATCG (CA)34

R: CATGGGATTTCTGGAAGCC
Sgui-011 | F: ACAGAGAAGCAAGTGGGAAACC (GT)a6
R: TTCCCCGCCACTAAGATTCC

Sgui-016 | F: TTCTCTGGGCAAACACTGC (GT)zs
R: CATTATTGCCGAACTGATGC

Sgui-017 | F: GTGGTGGAGTAGAGGATAGG (CA)2
R: ACATTGGGCTTCAACGCACG

Sgui-018 | F: CTGGAAAAAGAGTAGTTGGC (GT)a0

R: GTGCAAGACCTCAAAATCC

Para as PCRs foi adotado o método de Schuelke (2000) para a incorporagao
de sinal fluorescente. Cada reagao foi conduzida em volume final de 15 ul contendo

tampédo de amplificagdo 1x, 0,6mM de MgCl,, 2mM do primer forward, 8mM do
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primer reverse, 8 mM do primer contendo o sinal fluorescente, 1 U de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen) 50 ng de DNA. O programa da PCR consistiu de uma
desnaturacao inicial a 95°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C. Para que seja feito o
anelamento final, tem-se 12 ciclos de 30 segundos a 94°C e 45 segundos a 53°C.
Por fim, as genotipagens foram efetuadas em sequenciador automatico ABI
3730 (Applied Biosystems) utilizando-se primers com marcas fluorescentes.
Posteriormente os resultados foram analisados através do programa GeneMarker

(Softgenetics).

4.4. Analises estatisticas:

Primeiramente foi avaliada a ocorréncia de alelos nulos pelo programa
MicroChecker (OOSTERHOUT et al.,, 2004). Tal medida foi tomada pois estes
poderiam promover uma leitura errbnea de variabilidade genética, possiveis
estruturagcdes populacionais, entre outras.

Para se determinar a variabilidade genética da populagéo, valores referentes
ao numero de alelos e riqueza alélica foram considerados. Além do mais o Equilibrio
de Hardy-Weinberg foi testado avaliando-se os valores de heterozigosidade
esperada (Hg) e observada (Ho) para cada loco. Desvios ocorrentes entre o valor de
Ho e He indicam variagcdes no equilibrio de Hardy-Weinberg. Quando os valores de
He médio sdo menores que os da média de heterozigosidade observada, por
exemplo, a populagédo apresenta elevada presencga de heterozigotos, evidenciando
tal desequilibrio.

Também foi calculado o valor referente ao parametro Fs, indice que indica o
grau de endogamia existente em uma populagédo. Este é considerado de grande
importancia uma vez que o endocruzamento reduz a heterozigosidade (FRANKHAM
et al., 2008). Para a avaliagdo dos parametros citados anteriormente, foram
utilizados os softwares GENEPOP (RAYMOND & ROUSSET, 1995) e FSTAT
(GOUDET, 1995).

Para que se detectasse a ocorréncia de alelos nulos, os quais poderiam

promover uma leitura errbnea de possiveis estruturagdes populacionais, foi utilizado
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o programa MicroChecker (OOSTERHOUT et al., 2004). Este, por sua vez, produz
genodtipos aleatorios com os dados inseridos e posteriormente compara a
distribuicdo destes com os gendtipos reais através da distribuicdo binomial
cumulativa, comparando-os com desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg
(OOSTERHOUT et al., 2004).

Também foi averiguada a possivel ocorréncia de alelos exclusivos, ou seja,
alelos existentes apenas em um dos grupos em questao. A existéncia destes foi
avaliada através dos resultados obtidos pelo programa GENEPOP (Raymond &
Rousset, 1995).

Através do programa GenAlex (PEAKALL & SMOUSE, 2006) foram
estabelecidos graus de parentesco entre individuos, comparando-se separadamente
individuos do estuario, de mar aberto, fémeas e machos. Também foi avaliado
separadamente o grupo de machos do estuario, grupo de machos de mar aberto e
grupo de fémeas de mar aberto. O grupo de fémeas do estuario ndo foi considerado
pois a amostragem consta com apenas um individuo.

Tais analises foram efetuadas pois, de acordo com Handley & Perrin (2007), a
dispersao sexo-assimétrica ocorre em diversas espécies de mamiferos. Além do
mais, tal padréao ja foi avaliado para Tursiops sp., outra espécie de pequeno cetaceo
(KRUTZER & SHERWIN, 2004). A ocorréncia desta para S. guianensis traria
informagdes voltadas a ecologia comportamental destes animais. Para tanto, foi
avaliado tal indice levando em consideragéo a estimativa de Lynch & Ritland (1999).

No sentido de analisar a estrutura genética da populagao, ou seja, verificar a
existéncia de diferenciagdes genéticas entre populagdes ou estoques, foi utilizada
uma estimativa de diferenciacdo genética, o Fst (WEIR & COCKERHAM, 1984),
calculado por meio do software FSTAT (GOUDET, 1995). Este indice refere-se ao
grau de estruturagcao populacional de tal forma que, caso Fst=0, infere-se que as
frequéncias alélicas entre dois grupos sao idénticas. Em contrapartida, caso Fsr=1,
conclui-se que as populagdes fixaram alelos diferentes, sendo consideradas como
distintas (MCMANUS, et al.,2011).

Para os valores de significancia dos testes multiplos em questao, considerou-
se a correcao de Benjamini & Yekutieli (2001). Posteriormente a analise Bayesiana
implementada no programa STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000) complementou

os resultados obtidos.
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Para esta analise, todos os gendtipos foram inseridos na planilha de entrada
sem que fosse informado o grupo de origem da amostra, se do estuario ou do mar
aberto. Nos modelos testados, admitiu-se mistura e frequéncias alélicas
correlacionadas. Foram testados os modelos de K de uma a seis populagdes, sendo
que para cada modelo (K=1 a K=6) foram realizadas cinco iteragées ou corridas
(periodo de Burnin de 500.000; extensao da Cadeia de Markov de 1.000.000). Para
a definicado do modelo que melhor explicou o conjunto de dados fornecidos a analise,
foi utilizado o método de Jakobsson e Rosenberg (2007) e o de Evanno et al., 2005,
utilizando o Structure Harvester (EARL et al., 2011), programa que fornece uma
maneira rapida de avaliar e visualizar os valores de probabilidade através dos
valores de K e das varias iteragdes para facilitar a detecgdo do numero de clusters

genéticos que melhor se ajustar aos dados.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Variabilidade genética

O numero de alelos encontrados variou de 2 a 8, obtendo uma média de 4,37
alelos por loco. Os valores referentes a riqueza alélica, a qual € corrigida para
amostras de diferentes tamanhos, variaram de 2,00 a 7,64 com uma média de 4,20.
A média de Ho foi 0,325 enquanto ao valor da He média foi 0,426 (Tabela 2).

Tabela 2: Valores referentes a nimero de alelos (N,), riqueza alélica (R,), heterozigosidade
observada (Hp), heterozigosidade esperada (Hg), Valor P referente ao teste de Hardy-Weinberg

(Puw), coeficiente de endocruzamento (Fs) e valor p referente a Fis maior que zero.

Loco Na Ra Ho He Phaw Fis Valor-p
(Fis>0)
Sgui02 3 2,781 0,219 0,473 0,0013* 0,537 0,0125*
Sgui03 2 2,000 0,100 0,156 0,1626 0,360 0,1563
SgquiQ7 4 3,711 0,129 0,212 0,0165* 0,392 0,0250
Sguil0 2 2,000 0,419 0,490 0,4733 0,145 0,3125
Sguill 5 5,000 0,520 0,474 0,0855 -0,097 0,8188
Sguil6 4 3,737 0,032 0,157 0,0002* 0,795 0,0063*
Sguil? 7 6,804 0,600 0,706 0,0039* 0,150 0,1063
Sguil8 8 7,638 0,581 0,737 0,0230 0,186 0,0438
Média 4,37 4,2 0,325 0,426 0,0958 0,308 0,1852

* valores significativos (< 0.0184) considerando a corregédo de Benjamini & Yekutieli (2001)

Quando comparados os valores obtidos para a populagdo de S. guianensis
das costas do Rio de Janeiro e Para, dados referentes ao numero de alelos foram
semelhantes nos locos Sgui02 e Sgui17 e inferiores, no presente estudo, para os
locos Sgui03, Sgui10, Sgui11 e Sgui18 (Cunha & Watts, 2007). Os locos Sgui0O7 e
Sgui16 evidenciaram um numero de alelos superior. Ao se considerar o valor médio
do numero de alelos amostrados, o presente estudo apresentou valores proximos
(Tabela 3).

Em relagao aos resultados de Hg, estes foram consideravelmente distintos em
apenas dois locos (Sgui03 e Sgui11). Os valores refletidos pelos outros locos foram
préximos, assim como a média final da diversidade genética apresentada pelas
populagdes costeiras do Rio de Janeiro e Para (CUNHA & WATTS, 2007) (Tabela
3).

Quando comparados os valores de Hg com os obtidos em estudo de

estruturagdo em fina escala de S. guianensis efetuado na baia de Sepetiba e Paraty
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(Rio de Janeiro), os valores médios foram semelhantes (HOLLATZ, et al., 2011)
(Tabela 3). De acordo com os autores, através dos valores obtidos é possivel inferir
a ocorréncia de niveis de variabilidade genética moderada. A similaridade entre os
resultados de Hollatz et al. (2011) com o presente estudo ja era esperada, visto que,
de acordo com Cunha e colaboradores (2005), as populagbes de S. guianensis das
regides Sul e Sudeste sdo geneticamente proximas, sendo que suas caracteristicas

genéticas seriam semelhantes.

Tabela 3: Valores de numeros de alelos e heterozigosidade esperada obtidos para trés

diferentes populagdes de S. guianensis.

Locos Lagamar B.Sepetiba E* | B. Sepetiba I* Paraty" RJ e PA°
Na HE nA HE nA HE nA HE nA HE

Sgui02 3 0,473 - - - - - - 3 0,444
Sgui03 2 0,156 2 0,05 2 0,043 1 NA 6 0,508
Sgqui07 4 0,212 - - - - - - 2 0,115
Sguilo 2 0,490 - - - - - - 4 0,471
Sguill 5 0,474 6 0,531 5 0,453 5 0,514 14 0,795
Sguil6 4 0,157 - - - - - - 2 0,093
Sgquil7? 7 0,706 5 0,599 4 0,564 4 0,748 6 0,818
Sguil8 8 0,737 5 0,517 7 0,712 7 0,694 10 0,782
Média 55 0,518 4.5 0,424 4,5 0,443 4,25 0,652 5,875 0,503

"Hollatz et al., 2011;  Cunha & Watts, 2007;
- Locos nao utilizados por Hollatz et al., 2011.

Quanto a analise do equilibrio de Hardy-Weinberg, estes foram
significantemente diferentes para os locos Sgui02, Sgui07, Sgui16 e Sgui17 (Tabela
2). A analise da presenga dos alelos nulos informou que todos os locos citados
anteriormente, exceto Sgui17, apresentaram este tipo de erro, resultando na
subestimacéo da heterozigose e consequentemente no desequilibrio de HW. Desta
forma, excluindo-se os locos com alelos nulos, a populagdo em questao encontra-se
no equilibrio de Hardy-Weinberg.

Sob esta mesma perspectiva, o valor médio de F|s obtido corrobora com o
exposto anteriormente, em que ao serem retirados os locos com alelos nulos, os
animais analisados nao apresentam niveis de endocruzamento relevantes, visto que

o valor ndo é significativamente maior que zero.
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A média de relacdo de parentesco obtido para todos os animais (-0,021)
indica um valor de parentesco reduzido. A média do grau de parentesco referente
somente aos animais estuarinos obtidos pelo indice de Lynch & Ritland (1999) foi -
0,068, enquanto que para os de mar aberto foi -0,032. Ambos o0s grupos apresentam
alta diversidade genética, indo de acordo com Frankham et al. (2008). Isto ocorre
pois quanto menor o parentesco de individuos de uma populagdo, maior sera seu
grau de variabilidade genética (FRANKHAM et al., 2008).

Os valores de parentesco médios obtidos para comparagdes entre machos e
entre fémeas n&o foram significativamente diferentes (-0,032 e -0,073,
respectivamente), indicando que nao existe evidéncia de dispersédo sexo-diferencial,
com filopatria de fémeas e dispersdo de machos, como reportado para outros
cetaceos (CONNOR, 2012).

Em relagdo ao baixo indice de parentesco entre fémeas, este segue os
padrdes observados também para T. aduncus (MOLLER et al., 2006). Pelo fato dos
grupos de fémeas serem compostos por individuos nao obrigatoriamente
aparentados, o valor obtido foi relativamente superior ao do sexo masculino. Apesar
disso, para que resultados mais consistentes sejam elaborados em relagdo a
composi¢cado dos grupos, incluindo analises de grau de parentesco, seria ideal unir
dados referentes a analise molecular com informacgdes obtidas através de estudos
com foto identificagdo, como os observados em Moller et al. (2001), Mdller et al.
(2006) e Parsons et. al. (2003).

5.2. Estrutura populacional

Trabalhos recentes evidenciaram a ocorréncia de estruturagdes populacionais
em fina escala com pequenos cetaceos (COSTA-URRUTIA et al., 2011), inclusive
com S. guianensis (HOLLATZ et al., 2011) entre areas estuarinas e de mar aberto.
Tais estudos consideram a heterogenia ambiental ocorrente entre regides vizinhas
como responsavel por esse fendmeno. Além do mais, de acordo com Flores &
Bazzalo (2004), tais animais apresentam areas de vida consideravelmente restritas,
desta forma seria possivel a auséncia de fluxo génico entre grupos relativamente

proximos. Em frente a estas evidéncias, no presente trabalho analises foram
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voltadas para averiguar detalhes referentes ao fluxo génico entre individuos das
duas areas.

Ao contrario do esperado, a analise Bayesiana indicou que tanto os animais
estuarinos quanto os individuos de mar aberto pertencem a uma populagédo genética
(Figura 3). Complementando, o valor de Fst obtido entre os dois grupos amostrais
nao foi significativamente diferente de zero (Fst=0,0521; valor p=0,2), corroborando
os resultados encontrados pela analise anterior. Conclui-se, portanto, a existéncia de
fluxo génico entre individuos de S. guianensis residentes no estuario do Lagamar
com animais das areas de mar aberto adjacentes.

Tal fator pode ser explicado pela grande mobilidade apresentada por S.
guianensis tanto para individuos machos como fémeas (DAURA-JORGE, 2003), o
qual nao ficaria restrito apenas as areas estuarinas ou de mar aberto. Outro padrao
relevante, o qual também acarretaria na néo diferenciagéo, foi observado na regiao
estuarina do rio Caravelas, BA, onde determinados individuos de S. guianensis
apresentavam fidelidade ao estuario, porém a area em questdo era compartilhada
com animais de mar aberto (ROSSI-SANTOS et al.,2007). Neste caso o fluxo génico

poderia ocorrer entre os grupos adjacentes da mesma forma.

L(K) (mean +- SD)
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Figura 3: Grafico gerado pela analise do Structure Harvester (EARL & VONHOLDT 2012),
mostrando que o modelo mais provavel € o de K=1 populagao.
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A ocorréncia de alelos exclusivos foi evidenciada em ambas as areas (Tabela
4), sendo que um destes apresentou-se com uma frequéncia elevada em mar
aberto. Além do mais, dos 35 alelos amostrados, 14 (40%) enquadram-se como
privados a um dos grupos populacionais.

De acordo com Botrel et al. (2006) a ocorréncia destes alelos pode ser um
indicativo de diferenciagdo entre populacbes. Apesar do presente estudo nédo
apresentar tal padrao, tais alelos evidenciam que cada grupamento possui pools
génicos diferenciados, mesmo podendo haver fluxo génico entre estes. Desta forma,
seria de grande importancia manejar estes grupos de formas distintas, considerando
que as caracteristicas genéticas singulares ocorrentes entre eles sao valiosas para
sua manutencéo (RUSCHEL et al.,2008).

Tabela 4: Ocorréncia de alelos exclusivos em individuos de mar aberto e estuario.

Localidades Loco Alelo (pb) Frequéncia
. Sgui02 225 0,056
Estuario .
Sgui18 262 0,056
241 24
Sgui07 0,0
247 0,048
418 0,032
Sgui11
gul 420 0,032
Saui16 170 0,024
g 180 0,048
Mar Aberto
154 0,048
Squil? 178 0,024
180 0,071
228 0,048
Squi18 252 0,024
264 0,143
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6. Conclusoes

O grupo de estudo de Sotalia guianensis analisado no presente trabalho
apresenta niveis consideraveis de diversidade genética quando comparados com
outros estudos (CUNHA & WATTS, 2007; HOLLATZ et al., 2011). Além do mais a
analise referente a relagcédo entre heterozigosidade esperada e observada, somada
com os valores do coeficiente de endocruzamento e a anadlise da presenga alelos
nulos, inferem que esta se encontra no equilibrio de Hardy-Weinberg.

Resultados obtidos com o indice de parentesco de Lynch & Ritland (2009)
corroboraram com tal informacado, visto os baixos valores de parentesco obtidos.
Além do mais, pelo fato de ndo ocorrerem diferengas significativas entre as relacées
de parentesco de animais do estuario e do mar aberto, nem entre fémeas e machos,
indica-se a inexisténcia de uma dispersdo sexo-assimétrica entre os grupamentos
analisados.

Em relacdo a possivel estruturacdo populacional, ndo foi detectada
diferenciagcao genética entre os animais do estuario e mar aberto, de acordo com os
valores obtidos do indice Fst, assim como com a analise bayesiana. Apesar disso, a
ocorréncia de alelos exclusivos nos grupamentos estuarinos e de mar aberto
evidenciou a existéncia de pools génicos distintos. Tal informagédo nao pode ser
ignorada sob a perspectiva conservacionista, sugerindo-se que estes grupos sejam

manejados de formas distintas (Ruschel et al.,2008).
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