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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a caracterizagdo genética de populagdes do boto-cinza
(Sotalia guianensis), espécie apontada como potencial sentinela por ser um dos
mamiferos aquéticos mais comuns na zona costeira do estado do Rio de Janeiro, uma
area de intensa atividade antrépica. Foram analisadas 29 amostras do Rio de Janeiro, 9
do Pard e 41 do Amapa. Para as andlises moleculares e populacionais foram
sequenciados o gene mitocondrial citocromo b (citb) e parte da regido controladora do
DNA mitocondrial. A andlise do citb revelou a existéncia de 10 haplotipos sendo apenas
um deles compartilhado pelas trés populacdes. No entanto, a andlise do D-Loop revelou
20 haplotipos sendo que nenhum destes foi compartilhado pelas trés populagdes. A
diversidade nucleotidica do citb encontrada nas populacdes do norte foi
aproximadamente trés vezes maior que a encontrada para o Rio de Janeiro, e a
diversidade haplotipica foi apenas um pouco maior nas populagdes do norte em relagao
a encontrada para o Rio de Janeiro. Ja para o D-Loop esta diferenga foi ainda maior,
sendo a diversidade nucleotidica do Rio de Janeiro aproximadamente nove vezes menor
que das populagdes do norte, e a diversidade haplotipica trés vezes menor. Os valores de
Fsr par a par foram significativos para os dois marcadores moleculares indicando a
existéncia de estruturacdo entre as populagdes do norte e do Rio de Janeiro. Na
AMOVA, estimativa ®gr mostrou que a maior variabilidade genética do citb encontra-
se dentro das populacdes, porém ao nivel do marcador D-Loop, os testes de @sr e 0 Dcr
indicaram que a variabilidade genética ocorre proporcionalmente entre os grupos e
dentro das populacdes. O teste de Mantel ndo foi significativo para os dois marcadores
embora o modelo de isolamento por distincia seja condizente com o reduzido
deslocamento realizado pelo boto-cinza de aproximadamente 30 Km. Os resultados das
analises demogréficas e a topologia encontrada na rede de median-joining sugerem que
a populacdo do Rio de Janeiro sofreu um processo de expansdo demografica recente e
consequentemente, uma reducdo ancestral da variabilidade genética do boto-cinza
através de efeito fundador. Através dos resultados deste estudo concluimos que a
precaria condicdo de satide do boto-cinza que vem sendo relatada principalmente para o
sul e sudeste do Brasil, pode estar sendo agravada pela baixa variabilidade genética
encontrada nesta populacdo como consequéncia da redugdo da capacidade adaptativa da

espécie.
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ABSTRACT

The aim of this study was to genetically characterize populations of the guiana dolphin
(Sotalia guianensis), a species considered as a good candidate to use as a marine
sentinel in the coastal of Rio de Janeiro, an area of intense human activity. We analyzed
29 samples from Rio de Janeiro, 9 samples from Pard and 41 from Amapa. For the
molecular analysis were sequenced the mitochondrial cytochrome b gene (citb) and part
of the control region of mitochondrial DNA (D-Loop). The analysis of citb revealed 10
haplotypes and only one shared by the three populations. However, analysis of the D-
loop revealed 20 haplotypes and none of them were shared by the three populations.
The citb nucleotide diversity found in northern populations was approximately three
times higher than that found in Rio de Janeiro, and the haplotype diversity was only
slightly higher in northern populations in relation to observed for Rio de Janeiro. D-
Loop analysis showed that this difference was even greater, the nucleotide diversity of
Rio de Janeiro was about nine times lower than that of northern populations, and
haplotype diversity was three times smaller. The pairwise Fst was significant for the
two molecular markers indicating the existence of population structure among Rio de
Janeiro and the northern populations. In the AMOVA, ®gsp showed that the greatest
genetic variability of citb was found within populations, but the D-Loop analysis, gt
and @c7 indicated that genetic variability occurs in the same proportion between groups
and within populations. The Mantel test was not significant for both markers although
the model of isolation by distance is consistent with the limited movement performed by
the guiana dolphin, that was about 30 Km. Results of demographic analysis and the
topology found in the median-joining network suggests that Rio de Janeiro population
experienced a recent demographic expansion process and therefore a reduction of the
ancestral genetic variability of guiana dolphin through founder effects. We concluded
that the precarious condition of health of the guiana dolphin may be being exacerbated
by low genetic variability found in this population as a consequence of reduced adaptive

capacity of the species.



1. INTRODUCAO

A qualidade da vida humana ¢, direta ou indiretamente, dependente da saude,
vitalidade e vigor do ambiente que nos rodeia. Componentes bioticos e abidticos,
incluindo ar, dgua, solo, alimentos e plantas e os animais constituem o nosso ambiente,
e através destas interacdes complexas, a vida ¢ sustentada (YASSI et al, 2001). A
deterioragdo da saude de qualquer um desses componentes pode ter sérios efeitos sobre
a continuidade da vida. O ambiente aquatico, que cobre dois ter¢os do planeta, ¢
habitado pela maioria das espécies existentes em diferentes nichos ecoldgicos, além
disso, muitos deles sdo importantes fontes de alimento humano.

Estima-se que a populagdo mundial tenha atingido 6,6 bilhdes em 2007, com um
crescimento projetado para 9,3 bilhdes em 2050, sendo os paises em desenvolvimento
0s principais responsaveis por este acréscimo (HAUB, 2007). Aproximadamente 65%
da populacdo humana vive a uma distancia de até 159 km da linha da costa e tém seu
crescimento estimado em 75% até 2025 (COHEN, 1995). Além disso, uma propor¢ao
significativa das maiores cidades do mundo esta ligada, direta ou indiretamente, com o
ambiente marinho (TIBBETTS, 2002). O ambiente aquatico, portanto, desempenha um

papel vital para o funcionamento dos ecossistemas, da saude humana e da civilizagao.

1.1. A Saude do Ecossistema Marinho

O conceito de ecossistema pode ser definido como um sistema dindmico de
relacdes interdependentes entre os organismos vivos e o meio fisico (YASSI et al.,
2001). E uma entidade fechada que adquiriu ao longo da evolugdo estabilidade ¢
equilibrio interno. Um ecossistema ndo pode suportar grandes quantidades de energia
consumida por uma espécie, sem privar outras, ou seja, qualquer instabilidade pode

colocar em risco a viabilidade de todo o ecossistema (YASSI et al., 2001).



Neste sistema complexo, os problemas ambientais estdo intimamente ligados, ou
sdo influenciados por outros fatores, como é o caso dos problemas encontrados no
ambiente marinho. Eles ndo podem ser reparados sem levar em conta a
interdependéncia ecoldgica dos oceanos, as zonas costeiras e os sistemas de agua doce a
eles associados (GESAMP, 2001a; YASSI et al., 2001).

Os processos ecoldgicos e os ecossistemas sao fortemente influenciados por
sistemas sociais ¢ econdmicos. A Conferéncia de Estocolmo e outros relatorios
contemporaneos reconhecem como a principal causa das alteragdes no ambiente
marinho o desenvolvimento social ¢ economico acelerado e o mal planejado das areas
costeiras, que ¢ consequéncia do aumento da densidade demografica, da urbanizacdo e
industrializagdo, do transporte maritimo e do turismo (GESAMP, 2001a; KNAP ef al.,
2002; TIBBETTS, 2002; PNUMA, 2004)

De forma geral, nas ultimas décadas, a degradagdo de ambientes costeiros tem se
intensificado. Em 1972, a Conferéncia de Estocolmo reconheceu a polui¢do marinha, a
exploragdo excessiva dos recursos naturais e a destrui¢ao dos habitats como as maiores
ameagas aos ambientes marinhos costeiros. Por todo o mundo, o esgoto despejado nos
oceanos continua a ser a maior fonte de contaminagdo do meio ambiente marinho e
costeiro em termos de volume. Historicamente, acreditava-se que a introducdo de
nutrientes no oceano através do esgoto, agricultura e atividades industriais era uma boa
iniciativa tendo em vista o crescimento gerado pela produgdo biologica (GESAMP,
2001a). Dentre as principais consequéncias da introdu¢do do carbono orgénico e da
fertilizacdo dos oceanos incluem o crescimento de organismos patogénicos humanos
nos oceanos, eventos de floragdo de algas, principalmente algas toxicas nocivas a satde

humana e a redu¢do de oxigénio em areas costeiras (UNEP, 2006).



O fitoplancton ¢ o produtor primario da teia trofica marinha, ou seja, ¢
responsavel pela producdo de oxigénio e seu crescimento sustenta todos os niveis da
cadeia alimentar. O esgoto age como um fertilizante que contribui para proliferacdo do
fitoplancton (ODUM, 1988). Este cresce de forma desordenada, prejudicando outros
organismos que compde o sistema. O bloom de algas toxicas, como ocorre nas
chamadas marés vermelhas (BADEN, 1983; STEIDINGER e BADEN, 1984), pode
causar a morte de carnivoros que estdo no topo da teia trofica através da bioacumulagdo
das substancias toxicas como ocorreu em 1996 ao longo da costa sudoeste da Florida
(BOSSART et al., 1998). Neste episodio, aproximadamente 149 peixes-boi (Trichechus
manatus latirostris) morreram em uma epizootia sem precedentes. Apds uma série de
exames laboratoriais, descobriu-se que a inalacdo e/ou a ingestdo da brevetoxina foi
responsavel por este evento (BOSSART et al., 1998). No mesmo periodo e na mesma
area ocorreu um bloom de dinoflagelados (Gymnodinium breve) que produziu uma
elevada quantidade de toxinas na agua.

Atualmente, as maiores preocupagdes em nivel mundial estdo relacionadas aos
Poluentes Organicos Persistentes (POPs), pois muitos destes sdo transportados
globalmente pela atmosfera e pelos oceanos. Existem cada vez mais estudos mostrando
que longas exposi¢des a pequenas quantidades destes poluentes causam problemas
reprodutivos, imunologicos e neurologicos em organismos marinhos e possivelmente
em seres humanos (TABUCHI et al., 2006; WEBER et al., 2008; IMAEDA et al.,

2009; ISOBE et al., 2009; LAMON et al., 2009).

1.2. Possiveis Efeitos Genéticos da Contaminacio Ambiental

Durante as ultimas trés décadas, a comunidade cientifica tem demonstrado um

maior interesse e intensificado os estudos sobre os efeitos a longo prazo dos estressores



ambientais sobre a saide humana e a sustentabilidade dos ecossistemas (GESAMP,
2001b; UNEP, 2006). Estas preocupagdes tém sido intensificadas pelo expressivo
aumento dos relatérios sobre as mudangas climaticas € o aquecimento global, a
deposicao do nitrogénio, liberacdes de produtos quimicos industriais no ambiente, além
da perda da biodiversidade global acompanhada pela redugdo da variabilidade genética
nas populagoes naturais (BICKHAM et al., 2000).

Embora a exposicao de organismos aquaticos a contaminantes genotdxicos possa
representar um risco para a saide humana através da cadeia trofica, hd também um risco
ecoldgico que pode levar a mutagdes hereditarias e perda da diversidade genética total
(intra ou inter espécies), com implica¢des significativas para a sobrevivéncia a longo
prazo das populagdes naturais (ANDERSON et al., 1994; BICKHAM et al., 2000).
Exemplos que demonstram que os animais respondem a poluicdo antropogénica por
meio da adaptagdo e da microevolugdo tornam-se cada vez mais frequentes nas
publicagdes cientificas (STATON et al., 2001; MEDINA et al., 2007; BOURRET et al.,
2008; FRATINI et al., 2008; GARDESTROM et al., 2008; CLEMENTS ¢ ROHR,
2009; COE et al., 2009; KNAPEN et al., 2009; MATSON et al., 2009; MEEKS et al.,
2009).

Estudos tém apontado que a exposicdo aos agentes quimicos mutagénicos pode
causar redug¢do da populacdo pelos efeitos somaticos e hereditarios das mutacdes
(HEBERT e LUIKER, 1996; HAWKINS, 1998; BELFIORE ¢ ANDERSON, 2001;
CHEN et al., 2003; BERCKMOES et al., 2005; JOHNSTON et al., 2008). Além disso,
fatores estocasticos (ou aleatorios) sobre populagdes reduzidas somados ao aumento da
taxa de mutagdo resultante da exposicdo quimica podem causar a redugdo do fitness e
acelerar o processo de extincdo da populagdo (BICKHAM et al, 2000; van

STRAALEN e TIMMERMANS, 2002; SPIELMAN et al., 2004; FRANKHAM et al.,



2008). Efeitos indiretos causados por outra classe de contaminantes, chamados
disruptores enddcrinos, também podem ocorrer, porém de forma latente acumulando-se
pelas proximas geragdes. Os disruptores endocrinos sdo substancias quimicas que
interferem no metabolismo enddcrino através de processos epigenéticos que afetam a
linhagem germinal levando a alteragdes reprodutivas hereditdrias (ANWAY e
SKINNER, 2006; NILSSON et al., 2008).

Em contrapartida, apesar de viver em ambientes poluidos, alguns organismos
tém se mostrado capazes de alcangar o sucesso reprodutivo e de se desenvolver
(BOL'SHAKOV e MOISEENKO, 2009). A este fendmeno da-se o nome de tolerancia
que pode ser definida como a capacidade de certos individuos de suportar a exposi¢ao
as concentragdes de agentes toxicos que sdo prejudiciais ou letais para outros individuos
(CHESSER e SUGG, 1996). Neste caso, a sele¢ao natural agira em favor da maioria dos
individuos tolerantes, ou seja, aqueles capazes de ativar os seus mecanismos intrinsecos
de sobrevivéncia. Por ser geneticamente determinada, a tolerancia ¢ herdada e, desta
forma, a exposi¢do prolongada a esta pressao seletiva pode dar origem a ecotipos locais
capazes de sobreviver e reproduzir em condi¢des de poluicao téxica (BOL'SHAKOV e
MOISEENKO, 2009). Corroborando os fundamentos de genética de populagdes
(FRANKHAM, 2003), um nimero crescente de estudos tem mostrado que populacdes
naturais com diversidade genética reduzida parecem menos capazes de se adaptar as
alteragoes ambientais (LANDE e SHANNON, 1996; REED et al., 2002; FRANKHAM,
2003).

Os niveis de variabilidade genética de uma populacdo podem ser alterados por
uma variedade de processos naturais, como fluxo génico, que ¢ a troca efetiva de
migrantes entre as populagdes, a hibridagdo interespecifica, e mutacdes (FUTUYMA,

2002). A variabilidade genética pode ser reduzida pelo efeito de bottlenecks e da sele¢ao



natural resultantes de processos histéricos, como doencas ou mudangas climaticas
(FRANKHAM, 2003). Além disso, as variagdes sazonais e outros padroes de flutuagao
populacional, como os ciclos observados em algumas espécies de roedores e insetos,
podem alterar os niveis de variabilidade genética de uma populagdo (BICKHAM et al.,
2000; FUTUYMA, 2002).

Dois métodos gerais sdo usados para distinguir entre as alteracdes genéticas
causadas por processos naturais, como as descritas anteriormente, ¢ alteragdes induzidas
quimicamente (BELFIORE e ANDERSON, 1998). O primeiro método envolve o uso de
analises filogenéticas, nas quais novas mutagdes devem ser de baixa frequéncia e
diferem do seu haplotipo ancestral por apenas um tUnico par de base. Neste caso, a
analise deve mostrar os haplotipos recém-surgidos nas pontas dos ramos da arvore
filogenética. Quando sdo observadas variantes nos ramos mais internos da arvore ou que
diferirem por mais de uma substituicdo do haplétipo relacionado serdo provavelmente o
resultado de fluxo génico de populagdes vizinhas, ou seja, resultado de causas naturais.
O segundo método depende do delineamento do estudo. Em qualquer estudo em que as
populacdes naturais estejam sendo utilizadas para investigar os efeitos de
contaminantes, ¢ fundamental utilizar uma populacdo de referéncia, bem como uma
populacdo experimental. Quando um padrdo consistente ¢ observado entre vdrias
populacdes de referéncia e varias populagdes expostas, ¢ mais provavel que os efeitos
dos contaminantes estejam causando este padrdo. Isso ocorre porque os processos
naturais que poderiam criar um padrdo semelhante, como a migracdo ou as doengas,
tendem a ser de natureza estocdstica, ndo sendo susceptiveis de afetar apenas a
populacao referéncia, ou apenas as populagdes expostas. Outros fatores que podem ser
incorporados no delineamento dos estudos de campo incluem correlacionar efeitos

genéticos observados com niveis de contaminantes ambientais encontrados nos tecidos,



bem como a utilizagdo de multiplas populagdes para investigar um efeito de gradiente,
como uma 4area proxima de uma fonte de contaminacdo. Finalmente, o uso de
biomarcadores para identificar efeitos somaticos pode ser empregado em conjunto com
estudos genéticos para fornecer uma ligacdo convincente entre os efeitos de
contaminantes em varios niveis de organizacio biologica (BELFIORE ¢ ANDERSON,
1998).

Abordagens genéticas podem oferecer poderosas ferramentas para analisar o
status atual das populagdes, inferir sobre a histéria evolutiva, além de antecipar as
diregoes futuras. A investigagdo sobre os efeitos da exposi¢do de contaminantes em
sistemas biologicos tem historicamente se focado em mecanismos de danos no DNA, ¢
pesquisadores tém estudado principalmente organismos expostos em ensaios de
laboratério (BELFIORE e ANDERSON, 1998). Recentemente, uma énfase maior esta
sendo colocada em estudar populacdes residentes para relacionar as respostas em
populacdes naturais para a compreensdo dos mecanismos atuais (ANDERSON et al.,
1994; BICKHAM et al., 2000). Estudos populacionais proporcionam a base necessaria
para compreender e prever os efeitos em niveis mais elevados de organizacao, incluindo

as comunidades e as escalas da paisagem.

1.2.1. DNA Mitocondrial em Estudos de Populacées Naturais

Dentre os marcadores moleculares utilizados atualmente para acessar a
variabilidade genética dentro e entre populagdes, o DNA mitocondrial (mtDNA) foi
escolhido para este estudo por ser amplamente empregado em estudos voltados a
determinagdo dos niveis de diversidade genética de populagdes naturais (AVISE, 2000;
SUNNUCKS, 2000; ZHANG e HEWITT, 2003; GARANT e KRUUK, 2005;

CHENUIL, 2006).



O mtDNA tornou-se a parte mais bem conhecida do DNA eucaridtico por ser
mais facil de purificar do que os outros segmentos do DNA nuclear (WILSON et al.,
1985). A facil purificagdo ¢ resultado do elevado niimero de copias em cada célula e
pela localizagdo fora do nticleo. O genoma também ¢ facil de ser caracterizado, pois tem
comprimento variando entre 15.000 e 17.000 pares de bases (WILSON et al., 1985).

O genoma mitocondrial possui 37 genes funcionais sem grandes espagos
intergénicos. Estes /oci codificam 22 RNAs transportadores, dois RNAs ribossémicos e
13 RNAs mensageiros para a sintese de subunidades de proteinas especificas envolvidas
na fosforilagdo oxidativa e no transporte de elétrons (de LA CRUZ et al., 1984). O gene
citocromo b ¢é responsavel por codificar a proteina citocromo b do complexo III da
cadeia respiratoria (ou sistema de fosforilagdo oxidativa mitocondrial (HATEFI, 1985).
O mtDNA possui uma estrutura simples e condensada, sendo que o unico fragmento
ndo codificante ¢ a regido controladora que tem fungdo regulatdria na dinamica da
molécula e é rica em bases AT. Nos vertebrados esta regido ¢ chamada D-loop
(Displacement-loop) devido a formagdo de uma estrutura de fita tripla no comego da
replicagdo do mtDNA (BROWN et al., 1979).

Do ponto de vista da aptiddo para os estudos comparativos, 0 mtDNA tem a
vantagem de ser universalmente distribuido no reino animal e possuir notavelmente
conteudo génico uniforme (AVISE, 2004). Os tipos de mudanca evolutiva que o
mtDNA animal pode sofrer sdo relativamente simples, ocorrendo principalmente
substituicdes de bases e mudangas no comprimento das regides repetitivas, e esta
acumulacdo de bases ocorre predominantemente nas pequenas regides nao-codificantes
(WILSON et al., 1985). Devido a sua rapida evolugdo, com uma taxa média de cinco a
dez vezes mais rapida que o DNA nuclear, o mtDNA ¢ considerado um bom marcador

molecular para o estudo de diferenciacdes genéticas recentes (BROWN et al., 1979).



Algumas hipdteses tem sido sugeridas na tentativa de entender esta caracteristica, como
a ineficiéncia do sistema de reparo da mitocondria, a alta exposicdo a radicais livres
produzidos no interior da organela ¢ o fato do mtDNA estar livre de histonas que sao
evolutivamente conservadas e poderiam limitar a taxa evolutiva do DNA nuclear
(BROWN et al., 1979; BROWN et al., 1982; AVISE, 2000).

A ampla utilizagdo deste marcador em estudos filogenéticos e filogeograficos
esta relacionada, principalmente, as suas altas taxas evolutivas e ao padrdo de heranca
matrilinear (HARRISON, 1989; AVISE, 2004). Uma vez que mtDNA ¢ haploide a
variabilidade existente entre os individuos de uma populacio ¢ introduzida
exclusivamente pela mutacao. Desta forma, a filogenia de uma espécie desvendada pela
analise desta molécula representa, em ultima instancia, a historia evolutiva das fémeas
(WILSON et al., 1985; HARRISON, 1989; CASTRO et al., 1998; SANTOS et al.,
2008). Esta caracteristica ¢ uma das limitagdes desse marcador molecular, uma vez que
poucas inferéncias podem ser feitas a respeito da dispersdo dos machos através do
mtDNA. Outra caracteristica peculiar do mtDNA ¢ o fato de que seu tamanho
populacional efetivo corresponde a um quarto dos genes nucleares autossdmicos,
fazendo com que ele sofra uma taxa proporcionalmente mais répida de diferenciagdo
genética através da deriva genética (WILSON et al., 1985). Essa rapida diferenciagdo
permite detectar a existéncia de uma estruturacdo populacional mesmo que a separacao
das populacdes tenha ocorrido recentemente em termos evolutivos (AVISE, 2004).

Do ponto de vista metodoldgico, o grande ntimero de estudos que utilizam o
mtDNA como marcador molecular esta relacionado ao advento da técnica de PCR (do
inglés, Polymerase Chain Reaction) e a utilizagdo de iniciadores universais, 0s quais
possibilitam a amplificacdo de regides homoélogas mesmo entre grupos distintos

evolutivamente. Além disso, devido ao grande niimero de copias por célula, esta regido



do genoma pode ser estudada a partir de quantidades muito pequenas de tecido, ou

mesmo tecidos degradados.

1.3. Mamiferos Marinhos: Sentinelas da Qualidade do Ecossistema Aquatico

Existem 118 espécies viventes de mamiferos marinhos, divididas em trés ordens:
Sirenia, Carnivora e Cetacea (PERRIN ez al.,, 2002). Embora estas ordens nao
compartilhem os mesmo ancestrais, todos os mamiferos marinhos estdo adaptados
anatomicamente ¢ fisiologicamente ao ecossistema aquatico ¢ dele sdo dependentes.
Esta dependéncia faz deste grupo uma sentinela natural das altera¢des e da degradagdo
do ambiente (MOORE, 2008).

Segundo Harwood (2001), os mamiferos marinhos estdo sofrendo uma forte
pressdo seletiva originada pela rapida alteragdo do seu habitat, o qual ele define como
uma unidade ecologica necessaria para o sucesso reprodutivo e alimentar. Como sao
predadores de topo na cadeia alimentar (Figura 1) podem acumular altas concentragdes
de poluentes nos seus tecidos pelos processos de bioacumulagdo e biomagnificagdo
(WELLS et al., 2004). Um estudo avaliando os efeitos das mudangas climaticas a longo
prazo nos mamiferos marinhos realizado por Moore (2005), concluiu que pelo fato
destes organismos integrarem e refletirem uma variagdo ecologica através de uma larga
escala temporal e espacial, eles sdo as principais sentinelas das alteragdes no ambiente
marinho.

O uso potencial dos mamiferos marinhos como sentinela ndo se resume a sua
ampla distribuicdo pelos oceanos. Como sdo animais de vida longa que possuem uma
espessa camada de gordura, estes mamiferos sdo um 6timo depdsito de poluentes
lipofilicos (AGUILAR et al., 1999; O’HARA e O’SHEA, 2005). Embora os niveis reais

de poluentes nos tecidos de mamiferos marinhos sejam mediados por uma série de
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processos biologicos e ecoldgicos (ROSS et al., 2000), um crescente nimero de estudos
ilustram a utilidade deste grupo para indicar a prevaléncia e a persisténcia dos poluentes
nos ecossistemas marinhos (HOEKSTRA et al., 2003). Além disso, os perfis de
isotopos de carbono (DEHN et al., 2006) e de acidos graxos (IVERSON et al., 2004;
BUDGE et al., 2006) na gordura podem ser usados para fazer inferéncias sobre a dieta
dos animais, assim como fornecer evidéncias de alteragdes ocorridas dentro da cadeia

alimentar nos ecossistemas marinhos.

Figura 1 - Fluxograma ilustrativo da bioacumulag¢do de contaminantes na cadeia tréfica
marinha, que inclui a espécie humana e os mamiferos marinhos como animais no topo
da cadeia trofica. Adaptado de Ross & Birnbaum (2003).

Dentre as espécies de mamiferos marinhos que ocorrem na costa brasileira, o
boto-cinza (Sotalia guianensis) foi apontado como bom candidato a espécie sentinela
(MOURA, 2009) por ser um dos mamiferos aquaticos mais comuns na zona costeira do
estado do Rio de Janeiro, uma 4rea de intensa atividade antrépica (BOROBIA et al.,
1991; LODI e HETZEL, 1998; LODI, 2003; AZEVEDO et al., 2005; AZEVEDO et al.,

2007; NERY et al., 2008). Além disso, S. guianensis ¢ bastante estudado ao longo da
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costa brasileira (SIMOES-LOPES, 1988; BARROS et al., 1998; GEISE et al., 1999;
CREMER, 2000; SANTOS et al., 2000; YOGUI et al., 2003; FLORES ¢ BAZZALO,
2004; EMIN-LIMA et al., 2006; COSTA et al., 2007) e de outros paises dentro de sua
area de distribuicdio (EDWARDS e SCHNELL, 2001; GARCIA e TRUJILLO, 2004;
ACEVEDO-GUTIERREZ et al., 2005; MAY-COLLADO ¢ WARTZOK, 2009)

O boto-cinza possui distribuicao continua, desde Honduras até¢ a Baia Norte em
Santa Catarina, no sul do Brasil (SIMOES-LOPES, 1988; BOROBIA et al., 1991;
EDWARDS e SCHNELL, 2001). Diversos estudos tém apontado que S. guianensis
apresenta fidelidade aos seus sitios de alimentagdo e reproducdo associado a ambientes
estuarinos com até 30 metros de profundidade (GEISE et al., 1999; CREMER, 2000; DI
BENEDITTO et al., 2001; EDWARDS e SCHNELL, 2001; LODI, 2002). Esta espécie
geralmente forma grupos pequenos de 2 a 10 individuos (GEISE, 1991; da SILVA e
BEST, 1994; CREMER, 2000; AZEVEDO et al., 2005; EMIN-LIMA et al., 2006). No
entanto, grandes agregacdes foram registradas em baias do Rio de Janeiro: 450
individuos na Ilha Grande (LODI e HETZEL, 1998), at¢ 200 individuos na Baia de
Sepetiba (SIMAO et al., 2000) e cerca de 100 golfinhos na Baia de Paraty. (LODI,

2002) (Figura 2).
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Figura 2 - Grande agregacao de botos-cinza na Baia de Sepetiba. Foto: Leonardo Flach.

A alimentacdo do boto-cinza ¢ composta basicamente de espécies pelagicas e
demersais de peixes e cefalopodes (BARROS et al., 1998), sugerindo que a espécie se
alimenta em diferentes profundidades. Na costa central do Rio de Janeiro e em uma
regido estuarina do estado de Sao Paulo, estudos demonstraram maior importancia de
peixes do que de cefalopodes na dieta de S. guianensis (SANTOS et al., 2002; DI
BENEDITTO e SICILIANO, 2007).

Este pequeno golfinho apresenta habitos preferencialmente costeiros e estuarinos
(JEFFERSON et al., 1993; SICILIANO et al., 2005). A distribuicdo proxima ao litoral
torna o boto-cinza suscetivel aos efeitos das atividades humanas nas zonas costeiras e a
degradacgdo de seus habitats. Vale ressaltar que a regido costeira brasileira apresenta um
quadro preocupante em relacdo a degradacdo ambiental, especialmente nas baias e
estuarios que sdo o destino final das fontes poluidoras dos grandes centros urbanos
(PNUMA, 2002). Estes fatos incluem o boto-cinza entre as espécies de cetaceos do
litoral do Brasil sujeitas a um maior nivel de pressdo antrépica (PNUMA, 2002;

FLORES e BAZZALO, 2004; PNUMA, 2004).
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Os maiores problemas relacionados a conservacdo desta espécie sdo as
interagdes acidentais com redes de pesca (Figura 3) e a degradagdo do seu habitat
(CMS, 2006). Estudos recentes t€ém apontado uma precaria condi¢do de saude para o
boto-cinza com a identificagdo de diversas patologias (VAN BRESSEM et al., 2007) e
ainda sua alta vulnerabilidade aos contaminantes presentes no ambiente (LAILSON-
BRITO et al., 2002; YOGUI et al., 2003; KAJIWARA et al., 2004; CARVALHO et al.,
2008; DORNELES et al., 2008; SEIXAS et al., 2009b; DORNELES et al., 2010).

Moura (2009) comparou as concentragdes de mercurio (Hg) em amostras de
boto-cinza do estudrio amazdnico e da costa norte do Rio de Janeiro e observou
diferengas significativas. As concentracdes de Hg em musculo dos botos do estuario
variaram de 0,07 a 0,79 pg/g”, sendo que a média dos niveis foi 0,38 pg/g’ PU.
Enquanto que nos individuos analisados do Rio de Janeiro, as concentragcdes de Hg
foram mais altas, variando de 0,20 a 1,66 pg/g”, sendo a média dos niveis 1,07 pg/g”
PU (Figura 4). Segundo o autor, esta variagdo estd possivelmente vinculada a fatores de
contaminagdo costeira diferenciada para cada localidade de estudo.

O boto-cinza estd classificado como “ameacado de extingdo” no apéndice I da
CITES (2008) e com status de conservacdo “desfavoravel” no apéndice II da CMS
(2006). A lista vermelha da ITUCN (2008) classifica S. guianensis como dados
deficientes (DD — Data Deficient) e aponta a necessidade de mais estudos sobre a
estrutura e tamanho populacional, diversidade genética, magnitude da mortalidade das

capturas acidentais e o nivel de contaminagao dos espécimes.

14



Figura 3 - Artefato de pesca preso a dorsal de um espécime de boto-cinza da Baia de
Sepetiba. Foto: Leonardo Flach.
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Figura 4 - Distribui¢do dos niveis de mercurio em amostras de musculo de botos-cinza
(S. guianensis) coletados na costa do estado do Amapa e do Rio de Janeiro (MOURA,
2009).
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2. OBJETIVOS

Estudos populacionais proporcionam a base necessaria para compreender e
prever os efeitos da contamina¢do ambiental em niveis mais elevados de organizagdo.
Considerando ainda, que as ameacgas a uma espécie podem ocorrer em diversos niveis
ao longo de sua distribui¢do geografica, ¢ fundamental o reconhecimento e a
caracterizacdo da identidade das populagdes, a fim de que sejam implementados
procedimentos de conservagdo e manejo em escala local.

Com o intuito de contribuir para a obten¢do dessas informagdes para as
populacdes de boto-cinza (Sotalia guianensis) das regides norte e sudeste do Brasil, o
objetivo geral deste estudo € caracterizar geneticamente populacdes de boto-cinza, uma
espécie eleita como sentinela de saude do ecossistema costeiro através da utilizagdo de

marcadores moleculares.

2.1. Objetivos Especificos

= (Caracterizar a diversidade genética do boto-cinza através da utilizagdo de dois
marcadores moleculares do DNA mitocondrial: a regido controladora (D-Loop) e
o gene citocromo b (citb);

=  Comparar os indices de diversidade molecular das amostras do boto-cinza do
Rio de Janeiro com as amostras do norte do Brasil, incluindo os estados do Para
e Amapa;

» Investigar a existéncia de estruturacdo populacional para confirmar a presenca

ou auséncia de migragdo e fluxo gé€nico entre as supostas populagdes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de Estudo

A area de estudo compreende duas areas regionalmente distintas da costa
brasileira: uma area situada na regido sudeste, na por¢do nordeste do estado do Rio de
Janeiro e a outra, no extremo norte do Brasil, na regido costeira do Amapa e o Para

(Figura 5).

90° 70° 50° 30°

p “'ﬂ:

\( Py "
- e il

20°- & _®) -20°

40°- -40°

2.000 Quilémetros
r ]

90° 70° 50° 30°

Figura 5 - Mapa com distribui¢do do boto-cinza (S. guianensis) que se estende desde
Honduras até Santa Catarina, na regido sul do Brasil. As regides de estudo sdo marcadas
pelas areas em preto: a area ao norte abrange o estado do Amapa (AP) e Para (PA) e, na
regido sudeste, o estado do Rio de Janeiro (RJ).

A costa norte do estado do Rio de Janeiro se estende desde o municipio de
Saquarema, na Regido dos Lagos, at¢ Atafona, norte do estado do Rio de Janeiro

(Figura 6). A regido localizada entre Armagao dos Buzios e Atafona recebe importante
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aporte de matéria organica proveniente de rios localizados nesta regido. O Rio Paraiba
do Sul, que é o mais importante aporte fluvial do Rio de Janeiro, devido ao seu volume
de 4gua, ¢ altamente impactado por receber aportes de atividades industriais, agricolas e
esgoto doméstico nao tratado (VALENTIN e MONTEIRO-RIBAS, 1993). O estuario
do Rio Paraiba do Sul ¢ uma das areas mais importantes do estado do Rio de Janeiro em
termos de produtividade pesqueira. Esta regido representa uma fonte de recursos
troficos para a biota aquatica do estudrio (BOROBIA et al., 1991), sendo uma area
favoravel para o desenvolvimento de estudos sobre a acumulagdo e os impactos

contaminantes ao longo da cadeia alimentar.
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Figura 6 - Mapa com a regido norte do estado do Rio de Janeiro. A area de estudo se
estende desde o municipio de Saquarema, na Regido dos Lagos, até Atafona, norte do
estado do Rio de Janeiro.

Durante a primavera e o verdo, ocorre o fendmeno de ressurgéncia na regido que

se estende da Armagdo dos Buzios até Saquarema, caracterizado pelo afloramento da
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Agua Central do Atlantico Sul (ACAS), pela baixa temperatura, alta salinidade ¢ grande
riqueza de nutrientes (MASCARENHAS et al., 1971; GONZALEZ-RODRIGUEZ et
al., 1992). Este fendmeno confere a esta regido uma alta diversidade de espécies por
situar-se geograficamente na fronteira de duas grandes provincias geograficas, com
elementos faunisticos e floristicos de mares temperados, subtropicais e tropicais
(VALENTIN e COUTINHO, 1990).

A érea de estudo na regido norte do Brasil estende-se da costa do Amapa a baia
do Marajé no estado Para (Figura 7). Nesta regido destaca-se a influéncia do rio
Amazonas que despeja um volume de 4gua médio de 6,3 trilhdes m’/ano, o que
representa aproximadamente 16% de toda a agua doce descarregada nos oceanos
(RICHEY et al., 1986). A descarga maxima de agua carreada pelo rio Amazonas para a
regiio marinha chega a 220 mil m’/s, ja o transporte maximo de sedimentos é estimado
em 1,2 bilhdo de ton/ano (MEADE et al., 1985).

A regido de estudo ¢ cercada por regides metropolitanas, como Macapa (AP),
Belém (PA) e Sao Luis (MA). Nestes trés centros urbanos costeiros amazonicos estao
concentrados, aproximadamente 2,8 milhdes de habitantes que, através de um rapido e
desordenado processo de urbanizagdo, vem gerando sérios problemas ambientais como:
desmatamento, sobrepesca, contaminacdo do lencol freatico, contaminagdo dos rios e

estuarios (PEREIRA, 2007).
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Figura 7 - Mapa da é4rea de estudo que se estende da costa do Amapa a baia do Marajo.

3.2. Obtenciao das Amostras

As amostras provenientes do estado do Rio de Janeiro (n = 29; Tabela 1) foram
obtidas pelo GEMM-Lagos (Grupo de Estudos de Mamiferos Marinhos da Regido dos
Lagos) sob autorizagdo para atividades com finalidade cientifica do Sistema de
Autorizagdo e Informac¢do em Biodiversidade — SISBIO/IBAMA Numero 19665-1. Os
monitoramentos de praia sdo conduzidos pelo GEMM-Lagos desde 1999 com a
finalidade de coletar material bioldgico das espécies de mamiferos marinhos que sdo
frequentemente encontrados encalhados ao longo da linha da costa da area de atuagdo
do grupo de pesquisa.

As amostras do Amapa (n = 41) e Pard (n = 7) foram obtidas de exemplares de

boto-cinza capturados acidentalmente em redes de pesca ou carcagas (Tabela 1)
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recolhidas pelo GEMAM (Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos da Amazonia)
sob autorizacdo para atividades com finalidade cientifica do Sistema de Autorizagdo e

Informacao em Biodiversidade — SISBIO/IBAMA Numero 19605-1.

Tabela 1 - Lista das amostras utilizadas neste estudo, com numero de coleta, localidade
e se a amostra ¢ proveniente de encalhe (e) ou captura acidental em rede de pesca (c).

Amostras GEMM-Lagos Amostras GEMAM
N° registro | Localidade de Coleta e/c No registro Localidade de Coleta e/c
GEMMO037 | Barra de Sdo Jodo, RJ e SOTMARO Iha de Marajo, PA e
GEMMO038 Arraial do Cabo, RJ e GEMAMO039 Ilha de Marajo, PA e
GEMMO047 Macaé, RJ e GEMAMO040 Ilha de Marajo, PA e
GEMMO048 Quissama, RJ ® GEMAMO043 Ilha de Marajo, PA e
GEMMO050 Quissama, RJ e GEMAMO044 Iha de Marajo, PA e
GEMMO065 Buzios, RJ ® GEMAMO045 Ilha de Marajo, PA ®
GEMMO073 Buzios, RJ e GEMAMO73 Ilha de Marajo, PA e
GEMMO084 Quissama, RJ ® GEMAMO077 Marapanim, PA e
GEMMO096 Quissama, RJ e CA001 Amapa c
GEMM104 Buzios, RJ ® CAO010 Amapa ®
GEMM105 Saquarema, RJ e CA040 Amapa c
GEMM108 Quissama, RJ e CA042 Amapa ®
GEMMI111 Buzios, RJ e CA044 Amapa c
SF88 Atafona, RJ e CA046 Amapa ®
SF89 Atafona, RJ e CA047 Amapa c
SFo0 Atafona, RJ e CA048 Amapa ®
SF93 Atafona, RJ e CA049 Amapa c
SF94 Atafona, RJ e CAO050 Amapa ®
SF95 Atafona, RJ e CAO051 Amapa c
SF96 Atafona, RJ e CAO058 Amapa ®
SF98 Atafona, RJ e CAO059 Amapa c
SF100 Atafona, RJ e CA060 Amapa ®
SF101 Atafona, RJ e CAO061 Amapa c
SF103 Atafona, RJ e CA062 Amapa ®
SF104 Atafona, RJ e CA063 Amapa c
SF105 Atafona, RJ e CA064 Amapa ®
SF107 Atafona, RJ e CA065 Amapa c
SF109 Atafona, RJ e CA066 Amapa ®
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Amostras GEMM-Lagos

Amostras GEMAM

N°registro | Localidade de Coleta elc No registro Localidade de Coleta elc
SF110 Atafona, RJ e CA069 Amapa c
CAO070 Amapa ®
CA072 Amapa c
CAO078 Amapa ®
CAO079 Amapa c
CAO080 Amapa ®
CAO081 Amapa c
CA082 Amapa ®
CA083 Amapa c
CA084 Amapa ®
CAO085 Amapa c
CAO086 Amapa ®
CA087 Amapa c
CA088 Amapa ®
CA090 Amapa c
CA091 Amapa ®
CA092 Amapa c
CA093 Amapa ®
CA094 Amapa c
CA097 Amapa ®
CA098 Amapa c
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3.3. Extracao de DNA, Amplificacdo e Sequenciamento do DNA Mitocondrial

Para extracio do DNA total foi utilizado o método de fenol-cloroférmio
(SAMBROOK et al., 1989) modificado por Sholl e colaboradores (2008). Apos a
extragdo uma aliquota de 3,0 uL de DNA foi submetida a eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio a 0,3 ug/mL para estimativa de qualidade e
concentracao.

Para as analises de DNA mitocondrial de S. guianensis foram amplificados dois
fragmentos do genoma mitocondrial utilizando diferentes procedimentos.

Um fragmento de aproximadamente 900 pares de bases (pb) da regido
controladora (D-Loop) foi amplificado utilizando os iniciadores descritos por Hoelzel e
colaboradores (1991). Para um total de 50,0 uL de reacdo foram adicionados cerca de
10 ng de DNA; tampao de amplificagao 10X (Invitrogen); 0,4 mM de dNTPs; 1,5 mM
de MgCl, (50 mM). iniciadores (0,3 pmol/uL), Tag DNA polimerase Platinum
(Invitrogen; 0,04 U/uL), nas seguintes condigdes: uma etapa inicial a 94°C por 60
segundos; 30 ciclos iniciando a 94°C por 60 segundos; 57°C por 60 segundos e 72°C por
90 segundos, finalizando a fase de extensdo a 72°C por 10 minutos.

O gene mitocondrial citocromo b (1140 pb) foi completamente amplificado por
PCR utilizando um par de iniciadores externos (CASSENS et al., 2000) (Figura 5). Para
um total de 50,0 pL de reacdo foram adicionados 10 ng de DNA, tampdo de
amplificagdo 10X (Invitrogen); 0,4 mM de dNTPs 1,5 mM de MgCl, (50 mM);
iniciadores (0,3 pmol/uL), Taqg DNA polimerase Platinum (Invitrogen; 0,04 U/uL), nas
seguintes condi¢des: uma etapa inicial a 94°C por 120 segundos; 40 ciclos iniciando a
94°C por 60 segundos; 55°C por 60 segundos e 72°C por 90 segundos, finalizando a

fase de extensdo a 72°C por 10 minutos.
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Uma aliquota de 3,0 pL do produto amplificado foi submetida a eletroforese
horizontal com tampao TAE 1x em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio a
0,3 pg/mL e observados em transiluminador para confirmar se o tamanho do fragmento
amplificado corresponde ao tamanho esperado. O produto restante foi purificado de
acordo com o protocolo do kit de purificacio "GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification" (Amersham Pharmacia) para retirada de iniciadores e nucleotideos livres
na solugdo e visualizado novamente em gel de agarose 1,5%.

As reagdes de sequenciamento do D-Loop foram realizadas utilizando os
mesmos iniciadores da reagdo de PCR, enquanto que para o gene citocromo b foram
utilizados os iniciadores externos CB-outl e CB-out2, e os iniciadores internos CB-inl
e CB-in2 (CASSENS et al, 2000; Figura 5). A precipitagdo, as reagdes de
sequenciamento e o sequenciamento em si foram realizados pela Plataforma Genomica -

Sequenciamento de DNA / PDTIS-FIOCRUZ.

CB-outl CB-in2
E Citocromo b 1T
C;;inl Cl<3-_out2
14 1| 99 1 53|3 8

Figura 8 - Localizagdo aproximada dos iniciadores utilizados neste estudo, adaptado de
Irwin e colaboradores (1991). Retangulos representam o gene citocromo b e a regido
que o flanqueia, os genes tRNA de Acido Glutdmico (E) e tRNA de Lagenorhynchus
albirostris no GenBank (ntimero de acesso: NC _005278.1).

3.4. Analise dos Dados

As sequéncias obtidas foram alinhadas manualmente utilizando o programa
MEGA versao 4 (TAMURA et al., 2007). Nas analises que requeriam estimativa de

divergéncia de sequéncias (AMOVA, Fsr par a par e Indices de diversidade molecular)
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foi utilizado o modelo de substituigdo de nucleotideos de Tamura e Nei (1993),
projetado para sequéncias de regido controle. Este considera a existéncia de distintas
taxas evolutivas para mutagcdes do tipo transi¢do e transversdo, assim como a
possibilidade de diferencas nas taxas de transicdo entre bases purinicas (adenina e
guanina) e pirimidinicas (timina, citosina e uracila).

O programa Arlequin versao 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010) foi utilizado
com o objetivo de:

. Estimar frequéncias haplotipicas e indices de diversidade molecular,
como diversidade genética ou haplotipica (%), a qual ¢ uma fun¢do do nimero de
haplotipos associada as suas frequéncias em cada populacdo; diversidade nucleotidica
(m), definida como o nimero médio de diferengas nucleotidicas por sitio entre todos os
pares de haplétipos (NEI, 1987).

. Investigar as diferencas entre as supostas populacdes através dos
estimadores andlogos ao indice de fixacdo (FST par a par, EXCOFFIER et al., 1992)
com significancia estatistica estimada a partir da simulagdo de 10.000 permutacdes
randomicas. Os valores de Fsr par a par, indice de fixagdo originalmente definido por
Wright (1951; 1965), sao determinados a partir da permutacdo dos haplotipos entre
pares de populacdes e podem ser utilizados para estimar as distancias genéticas a curto
prazo entre populagdes . O valor associado de P consiste na propor¢do de permutagdes
que conduzem a valores de Fst maiores ou iguais aos observados. Esta analise trabalha
com a hipdtese nula de que nao existe diferenciacao entre as populagdes (EXCOFFIER
et al., 2005). Assim, valores de Fgr significativos (P<0,05) conduzem a rejeicdo da
hipétese nula, ou seja, indicam que ha diferengas significativas entre as populagdes
analisadas. J& valores de Fst ndo significativos (P>0,05) corroboram a hipotese nula,

indicando que ndo ha diferencas significativas entre elas.
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. Avaliar a estrutura genética das supostas populagdes através da analise de
variancia molecular ou AMOVA (EXCOFFIER et al., 1992) com 10.000 permutagdes
para os valores associados de P. Esta andlise testa a estrutura genética das populagdes
através da determinagdo dos valores de estatistica @ e a significancia dos indices de
fixagdo foi testada usando uma abordagem de permutacdo ndo paramétrica descrita por
Excoffier, Smouse & Quattro (1992), consistindo na permutagdo de haplotipos,
individuos ou populagdes, entre individuos, populagdes ou grupos de populagdes: Dcr
(variancia entre os grupos em relagdo a variagdo total), dgc (varidncia entre as
populacdes dentro dos grupos) e Dgr (varidncia entre as populagdes em relagdo a
variagdo total). Valores ndo significativos (P>0,05) indicam que nao existe
diferenciacdo entre as populagdes ou que a estrutura proposta para elas a priori nao
representa adequadamente sua estruturagdo. Os valores de estatistica @® foram
calculados inicialmente usando o método de distincia de pairwise difference ¢ na
segunda vez, pelo método da estatistica F convencional a partir de frequéncias
haplotipicas (LONG, 1986).

. Correlacionar matrizes de distancias genéticas (Fst ou andlogos) e
geograficas entre as populacdes de S. guianensis deste estudo através do teste de Mantel
(MANTEL, 1967) com 1.000 permutagdes. Este teste consiste em avaliar a significancia
da correlacdo entre duas ou mais matrizes através de permutacdo, definindo o
coeficiente de correlacdo entre os elementos dessas matrizes (EXCOFFIER et al.,
2005). As distancias geograficas foram estimadas em quildmetros com o auxilio do
programa Google Earth 2009. Os dados genéticos e geograficos foram compilados em
graficos através do Microsoft Office Excel 2007. Tais graficos permitem visualizar
como a estrutura dessas populagdes ¢ influenciada pelos diferentes modelos de fluxo
génico (FUTUYMA, 2002), dentre os quais se encontram os de: panmixia, ilhas,

isolamento por distancia e stepping-stones (Figura 9).
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B. Isolamento

A. Panmixia por Distancia

Distancia Genética
Distancia Genética

Distancia Geografica Distancia Geografica

C. Ilhas D. Stepping-Stones

Distancia Genética
Distancia Genética

Distancia Geografica Distancia Geografica

Figura 9 - Exemplos de graficos de correlagdo entre distdncias genéticas e geograficas
que permitem inferir sobre os modelos de fluxo génico que influenciam a estrutura das
populagdes.

. Testar a hipétese de expansdo populacional através de Mismatch
Distribution (SCHNEIDER e EXCOFFIER, 1999). Esta analise descreve a distribuigao
de diferencas nucleotidicas entre pares de sequéncias de DNA, neste caso de haplétipos
de DNA mitocondrial, baseado no modelo de expansdo populacional subita (ROGERS e
HARPENDING, 1992; HARPENDING et al., 1998; SCHNEIDER ¢ EXCOFFIER,
1999). Através dela € possivel analisar a historia demografica das populagdes porque a
forma das distribui¢des ¢ afetada por assinaturas genéticas de expansdao ou declinio
populacional, o que pode ser utilizado para inferir sua dinamica historica usando
modelos baseados na teoria da coalescéncia (ROGERS e HARPENDING, 1992;
HARPENDING et al., 1998). De forma geral, populagdes que estdo em equilibrio
demografico a um longo tempo apresentam distribui¢des caoticas e irregulares
(multimodais), enquanto que aquelas que passaram por expansdo demografica recente,
resultado de efeito gargalo (bottlenecks) ou de efeito fundador, apresentam distribuigdes
homogéneas (unimodais). Intervalos de confian¢a ao redor do mismatch distribution

foram calculados pelo método de percentil e baseados em 1.000 réplicas de bootstrap e
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nivel de significancia (o) de 0,050. Valores de P maiores que 0,05 conduzem a nao
rejeicdo da hipotese nula, ou seja, indicam que a distribui¢do das diferencas ¢
compativel com a hipdtese de expansdo populacional stbita. A validade do modelo de
expansdo subita foi testada utilizando a abordagem paramétrica de bootstrap usando o
desvio da soma de quadrados (SSD) entre a distribui¢do observada e esperada como um
teste estatistico (Teste de Aderéncia; SCHNEIDER e EXCOFFIER, 1999).

O programa DnaSP v5 (LIBRADO e ROZAS, 2009) foi utilizado para calcular
os testes de neutralidade D (TAJIMA, 1989), R, (RAMOS-ONSINS e ROZAS, 2002) e
Fs (FU, 1997). Segundo a classificacdo de Ramos-Onsins e Rosas (2002), o teste D e o
R, sdo testes de Classe I, pois se baseiam na frequéncia das mutagdes, enquanto o F; se
enquadra na Classe II relativa aos testes fundamentados na distribui¢do dos haplotipos.
Os testes de neutralidade de Tajima e Fu foram utilizados por serem considerados
sensiveis a fatores como bofttlenecks ou expansdo populacional. Assim, espera-se que
apresentem valores negativos se a estrutura genética for influenciada por tais fatores
(TAJIMA, 1996; NEI ¢ KUMAR, 2000). O F; leva em consideragdo o nimero de
haplétipos diferentes dentro da amostra e tende a ser negativo quando ha excesso de
mutagoes recentes (FU, 1997). O teste D apresenta valor negativo quando ha excesso de
polimorfismos de baixa frequéncia indicando expansdo do tamanho populacional e/ou
sele¢do positiva, e valor positivo quando ha baixos niveis de polimorfismos de alta e
baixa frequéncia indicando diminui¢do do tamanho populacional e/ou selecao
balanceada (TAJIMA, 1989). O R; foi calculado por ser considerado o melhor teste para
detectar crescimento populacional em amostras pequenas, com niumero amostral menor
que 20 (RAMOS-ONSINS e ROZAS, 2002; RAMIREZ-SORIANO et al., 2008).

O programa NETWORK 4.5.1.6 (BANDELT et al., 1999) foi utilizado para o
calculo da median-joining (MJ), cujo algoritmo estd explicado em Bandelt e

colaboradores (1999). Este programa ¢ utilizado para reconstruir redes e arvores
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filogenéticas, inferir ancestrais, além de estimar datacdes. Utilizando o critério da
parcimonia, a MJ infere vetores medianos (median vectors) que podem ser interpretados
como haplétipos extintos ou ndo amostrados na populacdo (BANDELT et al., 1999;

POSADA e CRANDALL, 2001).

29



4. RESULTADOS

4.1. Extracao de DNA, PCR e Sequenciamento do DNA mitocondrial

A maior parte das amostras obtidas foi de animais em elevado grau de
decomposicdo, contudo o DNA genomico foi extraido com sucesso das 77 amostras.

Um exemplo pode ser observado na Figura 10.

Figura 10 - Gel de agarose 0,8% mostrando resultado da extracdo de DNA genomico de
16 amostras de tecido de S. guianensis.

A amplificacio pela PCR do gene citocromo b gerou fragmentos de
aproximadamente 1200 pb (Figura 11) e para o D-Loop fragmentos de
aproximadamente 1100 pb (Figura 12). O sequenciamento dos dois fragmentos gerou
sequéncias de 1140 pb para citocromo b e 712 pb para o D-Loop.
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Figura 11 - Gel de agarose 1,5% mostrando resultado da amplificagdo do gene
citocromo b. Na primeira coluna esta o padrdo de tamanho de fragmento de 100 pb, na
segunda coluna o controle negativo e nas colunas de 3 a 16 as amostras amplificadas.
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Figura 12 - Gel de agarose 1,5% mostrando resultado da amplificagdo da regido
controladora do DNA mitocondrial (D-Loop). Na primeira coluna estd o padrao de
tamanho de fragmento de 100 pb, na segunda coluna o controle negativo e nas colunas
de 3 a 19 as amostras amplificadas.

4.3. Caracterizacao Genética das Populacoes do Boto-Cinza na Costa Brasileira

A analise do gene mitocondrial citocromo b (1140 pb) de Sotalia guianensis
revelou a existéncia de 11 sitios polimorficos, definindo 10 haplétipos (Tabela 2). A
composi¢ao nucleotidica média encontrada foi: Timina = 25,97%; Citosina = 31,3%;
Adenina = 30,61%; ¢ Guanina = 12,28%. Nenhuma inser¢ao ou delegdo foi encontrada,
sendo a grande maioria das substituicdes compostas por transi¢cdes (90% das
substituicdes).

No fragmento de 712 pb do D-Loop foram encontrados 16 sitios polimorficos e
20 haplétipos (Tabela 3). A composicao nucleotidica média encontrada foi: Timina =
33,72%; Citosina = 21,62%; Adenina = 29,79%; e Guanina = 14,88%. Nenhuma
inserc¢ao ou delecao foi encontrada, sendo a grande maioria das substituicdes compostas
por transicdes (93,7% das substitui¢des).

O haplétipo mais frequente encontrado entre as sequéncias do citocromo b foi o
hap07 e este foi o unico compartilhado pelas trés populagdes (Tabela 4). J4 na analise
do D-Loop, o haplétipo mais frequente foi o hap18 que ¢ exclusivo das amostras do Rio
de Janeiro. Nesta analise, apenas o hapl0O foi compartilhado entre a populacdo do
Amapé e a do Rio de Janeiro. Tanto na andlise do citocromo b quanto no D-Loop a

amostra que apresentou maior nimero de haplétipos foi a do Amapa, com 9 e 14
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haplotipos respectivamente (Tabela 4 e 5). Nas duas analises, o Amapa e o Para

compartilharam trés haplotipos.

Tabela 2 - Posicao dos sitios polimoérficos dos haplotipos de S. guianensis encontrados
na andlise das sequéncias do gene citocromo b.
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Tabela 3 - Posicao dos sitios polimoérficos dos haplotipos de S. guianensis encontrados
na andlise das sequéncias de D-Loop.

Posicao dos Sitios Polimérficos
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Tabela 4 - Frequéncia e distribuicdo geografica dos haploétipos encontrados entre as
sequéncias do gene citocromo b para S. guianensis.

Populacio
Haplétipo ~ TOTAL
Amapa Para Rio de Janeiro

h01 1 - - 1
h02 1 - - 1
h03 2 - - 2
h04 10 - - 10
h05 3 - - 3
h06 18 1 - 19
ho7 4 6 19 29
h08 1 - - 1
h09 1 2 - 3
h10 - - 10 10
TOTAL 41 9 29 79
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Tabela 5 - Frequéncia e distribuicdo geografica dos haplétipos encontrados entre as
sequéncias do D-Loop para S. guianensis.

Populacio
Haplétipo ~ TOTAL
Amapa Para Rio de Janeiro

h01 1 - - 1
h02 1 3 - 4
h03 1 - - 1
h04 14 - - 14
h05 5 2 - 7
h06 9 1 - 10
ho7 1 - - 1
h08 2 - - 2
h09 2 - - 2
h10 1 - 2 3
h11 1 - - 1
h12 1 - - 1
h13 1 - - 1
h14 1 - - 1
h15 - 1 - 1
h16 - 1 - 1
h17 - 1 - 1
h18 - - 25 25
h19 - - 1 1
h20 - - 1 1
TOTAL 41 9 29 79

Os indices de diversidade molecular, diversidade haplotipica (h) e nucleotidica
(m), estimados para o citocromo b considerando todos os individuos foram de 0,7812 e
0,11% respectivamente, e para o D-Loop, 0,8481 e 0,37%. Considerando as amostras
separadamente, a diversidade haplotipica do citocromo b variou de 0,7463 no Amapa a
0,4680 no Rio de Janeiro. As estimativas de diversidade nucleotidica para este marcador
por sua vez variaram de 0,14% no Amapa a 0,04% no Rio de Janeiro (Tabela 6). Para o

marcador molecular D-Loop (Tabela 7), os menores indices de diversidade haplotipica e
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nucleotidicas foram encontrados no Rio de Janeiro (h = 0,2586 ; © = 0,06%) e a maior

no Par4 (h = 0,8889; 1 = 0,54%).

Tabela 6 - Indices de diversidade molecular obtidos através da andlise do gene
citocromo b.

Indices de Diversidade Molecular

Pops.

N SV H h 7 (%)
AP 41 10 9 0,746 +/- 0,053 0,139 +/- 0,001
PA 9 4 3 0,556 +/- 0,165 0,122 +/- 0,001
RJ 29 1 2 0,468 +/- 0,059 0,041 +/- 0,000

N = niimero amostral; SV = niimero de sitios variaveis; H = numero de haplotipos; # = diversidade
haplotipica; n = diversidade nucleotidica

Tabela 7 - Indices de diversidade molecular obtidos através da analise do marcador
molecular D-Loop.

Indices de Diversidade Molecular

Pops.

N SV H h 7 (%)
AP 41 14 14 0,830 +/-0,042 0,315 +/-0,002
PA 9 8 6 0,889 +/-0,091 0,538 +/-0,003
RJ 29 4 4 0,259 +/-0,104 0,057 +/-0,001

N = numero amostral; SV = numero de sitios varidveis; H = niimero de haplétipos; ~# = diversidade
haplotipica; © = diversidade nucleotidica

4.4. Estrutura¢io Populacional do Boto-Cinza na Costa Brasileira

Para avaliar a estrutura populacional do boto-cinza foram realizados dois testes.
O primeiro consistiu na determinagao dos indices de fixagdo (Fst par a par; Tabelas 8 e
9) e o segundo na analise de variancia molecular (AMOVA) entre os grupos de supostas
populacdes (Tabelas 10 e 11).

Todos os valores de Fsr par a par foram significativos (P < 0,05) na analise dos

dois marcadores com exce¢do do indice encontrado entre Para e Rio de Janeiro, na
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Tabela 8. Os valores significativos encontrados rejeitam a hipotese nula de que ndo
existe diferenciacdo entre as populagdes, ou seja, indicam que ha diferencas
significativas entre as amostras do norte (Amapa e Pard) e do Rio de Janeiro (Tabelas 8
e9).

Na analise de variancia molecular (AMOVA) calculada para o citocromo b
(Tabela 10) o calculo de @cr, tanto pelo método pairwise difference como pela
estatistica F, ndo mostrou diferencga significativa (P > 0,05) entre os grupos (Norte e Rio
de Janeiro), ou seja, estatisticamente ndo foi encontrada correlagdo entre os haplétipos
aleatorios de cada populagdo (AP, PA e RJ) em relagdo aos pares de hapldtipos
aleatorios extraidos do total de amostras analisadas. O calculo do ®@g¢c € do gy mostrou
diferengas significativas (P < 0,05) quando calculados para os dois métodos. O teste
®gr mostrou que a maior propor¢ao de variabilidade genética ocorre dentro das
populagdes no método pairwise difference (77,64%) e na estatistica F (69,26%).

J& na AMOVA calculada para o D-Loop (Tabela 11), quando foi utilizado o
método pairwise difference, apenas o @gt foi significativo. No método de estatistica F
convencional, o calculo do ®sc e do dsr mostrou diferengas significativas (P < 0,05).
Os testes de @st ¢ o Dcr indicaram que a variabilidade genética encontrada pelo
método pairwise difference ocorre proporcionalmente entre os grupos (46,12%) e dentro
das populagdes (47,58%). Enquanto que no método estatistica F convencional, o teste
@gr indicou que a maior propor¢do de variabilidade genética ocorre dentro das

populacdes (58,33%).
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Tabela 8 - Diferenciagdo genética (Fsr) entre as populagdes de S. guianensis (diagonal
inferior) e valores associados de P (diagonal superior) para o gene citocromo b.
*P<0,05. ** P<0,001

FsreP Amapa Para Rio de Janeiro
Amapa 0,001%** 0,000%*
Para 0,236 0,084
Rio de Janeiro 0,341 0,1011

Tabela 9 - Diferenciacdo genética (Fsr) entre as populagdes de S. guianensis (diagonal
inferior) e valores associados de P (diagonal superior) para o D-Loop. *P<0,05. **
P<0,001

Fsre P Amapa Para Rio de Janeiro
Amapa 0,025* 0,000**
Para 0,090 0,000**
Rio de Janeiro 0,531 0,431

Tabela 10 - Analise de variancia molecular (AMOVA) utilizando-se duas metodologias
para o calculo da matriz de distancia: método de pairwise difference e estatistica F
convencional a partir das frequéncias haplotipicas do gene citocromo b. *P<0,05. **
P<0,001

Método: pairwise difference

Variacao % Estatistica ® P
D¢t Entre grupos 11,31 0,113 0,340
Dgc Entre pops./Dentro de grupos 11,05 0,125 0,049%*
Dgr Dentro de populagdes 77,64 0,224 0,000%**

Método: estatistica F convencional

Variacao % Estatistica ® P
D¢t Entre grupos 5,48 0,055 0,660
Dgc Entre pops./Dentro de grupos 25,26 0,268 0,000**
Dgr Dentro de populagdes 69,26 0,307 0,000%**
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Tabela 11 - Anélise de variancia molecular (AMOVA) utilizando-se duas metodologias
para o calculo da matriz de distancia: método de pairwise difference e estatistica F
convencional a partir das frequéncias haplotipicas do D-Loop. *P < 0,05. ** P<0,001

Método: pairwise difference

Variacao % Estatistica ® P
Dcr Entre grupos 46,12 0,461 0,322
Dgc Entre pops./Dentro de grupos 6,30 0,117 0,059
Dgr Dentro de populagdes 47,58 0,524 0,000%**

Método: estatistica F convencional

Variacao % Estatistica ® P
D¢y Entre grupos 32,56 0,325 0,328
Dgc Entre pops./Dentro de grupos 9,11 0,135 0,012*
Dgr Dentro de populagdes 58,33 0,417 0,000%*

Para avaliar a correlacdo entre as distdncias genéticas (Fst par a par) e
geograficas (em Km) foi realizado o teste de Mantel. Na anélise do citocromo b, o teste
gerou um grafico caracteristico de populacdes em panmixia, no entanto, o valor ndo
significativo de P (P = 0,988) indica a inexisténcia de correlacdo entre distancias
genéticas e geograficas. No grafico gerado na andlise do D-Loop, foi obtida uma reta
que indica o modelo de isolamento por distdncia, porém este modelo ndo pode ser

sugerido, pois o P ndo foi significativo (P = 0,08).
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Figura 13 - Correlagdo entre distancia genética (Fsr) obtido através da andlise do gene
citocromo b e geografica (em Km) considerando as trés populagdes de S. guianensis
deste estudo. A linha de tendéncia reflete a extrapolacdo do comportamento dos pontos
(r=0,019; P=0,988).
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Figura 14 - Correlagdo entre distancia genética (Fst) obtido através da andlise do D-
Loop e geografica (em Km) considerando as trés populagdes de S. guianensis deste
estudo. A linha de tendéncia reflete a extrapolagdo do comportamento dos pontos (r =
0,992; P =0,080).

A distribui¢do de diferengas nucleotidicas entre pares de sequéncias (mismatch
distribution) na andlise do citocromo b mostrou uma distribui¢do bimodal para a
amostra do Pard e unimodal para o Amapa e Rio de Janeiro enquanto as curvas

formadas com os dados simulados (assumindo o modelo de sitios infinitos) para estas
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populagdes mostraram uma distribuicdo unimodal (Figura 15). Para esta analise, as
curvas dos dados observados e simulados enquadram-se dentro dos percentis 5% e 95%.
O teste de aderéncia gerou valores de SSD menores para a populagdo do Rio de Janeiro
(Tabela 12), com o P significativo para o modelo de expansdo demografica (P =
0,0490) e para o modelo de expansdo espacial (P = 0,0160). O teste de aderéncia
também foi significativo para as amostras do Para no modelo de expansdo demografica
(Tabela 12).

Para dos dados de D-Loop, a andlise de mismatch distribution também mostrou
uma distribuicdo bimodal para o Pard ¢ unimodal para as demais popula¢des enquanto
as curvas formadas com os dados simulados para estas populagdes mostraram uma
distribuicdo unimodal (Figura 16). Nesta andlise, as curvas dos dados observados e
simulados encontram-se dentro dos percentis 5% e 95%. O teste de aderéncia originou
valores de SSD nao significativos para as populagoes trés populacdes (Tabela 13).

Os valores encontrados nos testes de neutralidade obtidos na andlise do
citocromo b ndo foram significativos (P > 0,05) aceitando a hipotese nula de
neutralidade das mutacdes e populagdo em equilibrio. No entanto, na analise dos dados
do D-Loop (Tabela 15), o teste D foi negativo e significativo para a popula¢do do Rio
de Janeiro (-1,564, P = 0,006) assim como o F para o0 Amapa (-5,877, P = 0,005) e Rio

de Janeiro (-1,725, P = 0,045).
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Figura 15 - Mismatch distribution para o gene citocromo b. m = Dados simulados de
acordo com modelo de expansdao demografica stibita. A= Dados simulados de acordo
com modelo de expansdo espacial subita. ® = Dados observados a partir da distribui¢ao
do numero de diferencgas entre pares de sequéncias de DNA. Intervalos de confianga
estdo representados pelas curvas de percentil 5 e 95.
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Figura 16 - Mismatch distribution para o D-Loop. m = Dados simulados de acordo com
modelo de expansao demografica stibita. A= Dados simulados de acordo com modelo
de expansdo espacial subita. ® = Dados observados a partir da distribuicdo do nimero
de diferencas entre pares de sequéncias de DNA. Intervalos de confianca estdo
representados pelas curvas de percentil 5 e 95.
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Tabela 12 - Valores do teste de goodness-of-fit de Mismatch Distribution, considerando
modelos de expansdo demografica e espacial para o gene citocromo b. *P < 0,05

Expansao demografica Amapa Para Rio de Janeiro
SSD 0,036 0,450 0,016
P-valor (SSD) 0,092 0,000%* 0,049*
Expansao espacial Amapa Para Rio de Janeiro
SSD 0,029 0,064 0,016
P-valor (SSD) 0,158 0,289 0,016*

SSD = Sum of Square Deviation

Tabela 13 - Valores do teste de goodness-of-fit de Mismatch Distribution, considerando
modelos de expansdo demografica e espacial para o D-Loop.

Expansao demografica Amapa Para Rio de Janeiro
SSD 0,007 0,044 0,010
P-valor (SSD) 0,633 0,252 0,333
Expansao espacial Amapa Para Rio de Janeiro
SSD 0,007 0,042 0,002
P-valor (SSD) 0,455 0,347 0,526

SSD = Sum of Square Deviation

Tabela 14 - Valores de D, R, e Fs referentes aos testes de neutralidade obtidos da
analise do gene citocromo b. Valores entre parénteses correspondem ao P.

Populacoes D R, F,

Amapa -0,958 (0,170) 0,078 (0,159) -2,452 (0,109)
Para -0,229 (0,430) 0,166 (0,147) 0,993 (0,751)
Rio de Janeiro 1,320 (0,910) 0,234 (0,909) 1,490 (0,864)
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Tabela 15 - Valores de D, R, e F; referentes aos testes de neutralidade obtidos da
analise do D-Loop. Valores entre parénteses correspondem ao P. *P < 0,05.

Populagoes D R, F
Amapa -0,989 (0,175) 0,076 (0,158) -5,877 (0,005)*
Para 1,372 (0,937) 0,239 (0,927) 0,889 (0,794)
Rio de Janeiro -1,564 (0,006)* 0,071 (0,071) -1,725 (0,045)*

A analise de median-joining para o gene citocromo b (Figura 17A) apresentou
uma topologia em forma de estrela na qual os haplotipos das extremidades ligam-se a
um haplotipo central (h07), que ¢ compartilhado por espécimes do Amap4, Para e Rio
de Janeiro. Nesta analise, hd um méaximo de duas mutacdes separando os haplotipos e
ndo foram encontrados vetores medianos. J& na rede obtida dos dados de D-Loop foram
observados quatro vetores medianos e uma mutacao separando hapldtipos, um maximo
de duas mutacgdes entre vetores medianos e hapldtipos, € uma mutacdo entre vetores
medianos (Figura 16B). Foram geradas alcas (/oops) entre alguns haplotipos resultando
em conexoes alternativas entre estes. Enquanto o haplétipo mais frequente na anélise do
citocromo b estd no interior da rede, no D-Loop parte dos haplotipos estdo conectados a

vetores medianos.
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A. Citocromo b

[ Amapa O Prara M Rio de Janeiro

Figura 17 - Relagdes genealdgicas entre haplotipos de S. guianensis para o DNA
mitocondrial (A. Citocromo b; B. D-Loop) inferidos através da andlise de median-
joining. Os circulos representam os haplotipos, e seu didmetro ¢ proporcional ao
nimero de individuos que compartilham cada haplotipo. Os tragos representam as
substitui¢des. Os nimeros dos haplotipos sdo os mesmos encontrados nas Tabelas 4 ¢ 5.
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5. DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao Genética e Estruturacio Populacional do Boto-Cinza

A andlise de dois fragmentos do DNA mitocondrial, o gene citocromo b (citb) e
o D-Loop, mostrou-se eficiente em detectar uma maior variabilidade molecular nas
populacdes do boto-cinza (Sotalia guianensis) do norte do Brasil (Amapé e Pard) em
rela¢do a populagdo do Rio de Janeiro, traduzida pela presenca de um total de 14 e 22
sitios variaveis para o gene citb e para o D-Loop, respectivamente (Tabelas 2 e 3).
Somado a isso, ¢ expressiva a diferenca na composicdo haplotipica das populacdes
estudadas, nas quais foram observados 12 haplotipos para o citb na populagdo do norte,
e 22 para o D-Loop, e para a populagdo do Rio de Janeiro, apenas dois e quatro
haplotipos para o citb e 0 D-Loop respectivamente (Tabelas 4 e 5).

Como pode ser observado na tabela 6, a diversidade nucleotidica do gene citb
encontrada nas populacdes do norte foi aproximadamente trés vezes maior que a
encontrada para o Rio de Janeiro, e a diversidade haplotipica foi apenas um pouco
maior nas populagdes do norte em relagdo a encontrada para o Rio de Janeiro. Ja para o
D-Loop esta diferenga foi ainda maior, sendo a diversidade nucleotidica do Rio de
Janeiro aproximadamente nove vezes menor que das populacdes do norte, e a
diversidade haplotipica trés vezes menor (Tabela 7).

Quando comparamos os niveis de diversidade genética mitocondrial do boto-
cinza com outros cetdceos, verificamos que esta espécie apresenta indices de forma

geral inferiores aos demais (Tabela 16).
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Tabela 16 - Comparagdo entre indices de diversidade genética do DNA mitocondrial de
diferentes espécies de cetaceos.

Citocromo b

Espécie n h 7t (%) Referéncia

Sotalia guianensis 79 0,78 0,11 este estudo

Lagenorhychus obscurus 215 0,89 0,56 (CASSENS et al., 2005b)
D-Loop

Espécie n h 7 (%) Referéncia

Sotalia guianensis 79 0,85 0,37 este estudo

Lagenorhychus obscurus 153 0,97 1,63 (CASSENS et al., 2005b)

Cephalorhynchus hectori 47 0,66 0,40 (PICHLER ¢ BAKER, 2000)

Phocoena phocoena 81 0,90 1,37 (ROSEL et al., 1995)

Delphinapterus leucas 94 0,70 0,38 (O'CORRY-CROWE et al., 1997)

Os dados de diversidade molecular encontrados neste estudo sugerem que a
populacdo do Rio de Janeiro apresenta variabilidade genética expressivamente mais
baixa que a populacdo do norte do pais. Vale ressaltar que, o tamanho amostral ndo
deve ter influenciado este resultado uma vez que para a populagdo do Para foi analisado
um nimero amostral trés vezes inferior ao da populagdo do Rio de Janeiro (Tabelas 6 e
7), e foram encontrados altos indices de diversidade molecular, confirmando a maior
variabilidade da regido norte.

Em relagdo a estrutura populacional do boto-cinza, os valores de Fsr par a par
foram significativos para os dois marcadores moleculares indicando a existéncia de
estruturagao entre as populagdes do norte e do Rio de Janeiro (P < 0,05; Tabelas 8 ¢ 9).
A estruturacdo ndo foi confirmada pela AMOVA nos dois marcadores, uma vez que a
estimativa de ®c¢r ndo foi significativa (P > 0,05; Tabelas 10 e 11). O ®¢r ndo
significativo pode ser indicativo de uma defini¢do a priori inadequada das populacdes

do norte, uma vez que a espécie ndo reconhece a divisdo politica dos estados, ainda
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mais se tratando de uma espécie marinha, onde as barreiras geograficas sdo dificeis de
definir. Na analise do citb, o ®gc foi significativo para os dois métodos utilizados para
calcular a AMOVA, sendo que, em média, 18% da variagdo genética total ocorrem entre
as populacdes, dentro dos grupos, ou seja, entre Amapa ¢ Para que foram agrupados
como norte (Tabela 10). A estimativa @gt mostrou que a maior variabilidade genética
do citb encontra-se dentro das populagdes (Amapa, Para e Rio de Janeiro) sendo de
77,64% com o método pairwise difference e 69,26% com o método estatistica F
convencional (Tabela 10). Ao nivel do marcador D-Loop, os testes de @sr ¢ 0 Dcr
indicaram que a variabilidade genética ocorre proporcionalmente entre os grupos e
dentro das populacdes (Tabela 11).

O grafico gerado pelo teste de Mantel na analise do citb ¢ caracteristico de
populacdes panmiticas (Figura 13). No entanto, quando comparamos este resultado ao
grafico gerado pela analise do D-Loop, podemos postular que o tempo de separagdo
entre as populagdes estudadas ndo foi o suficiente para que ocorresse diferenciagdo ao
nivel do citb. Lembrando que o tempo de diferenciacdo estimado entre as duas espécies
do género Sotalia, a marinha S. guianensis e a fluvial S. fluviatilis, ¢ de apenas 1,2
milhdes de anos (CABALLERO et al., 2007).

Em relagdo ao resultado do teste de Mantel para o D-Loop (Figura 14), foi
indicada a inexisténcia de correlacdo entre distancias genéticas e geograficas entre as
populagdes do boto-cinza do norte e sudeste do Brasil. Isso porque, apesar do valor de r
elevado (r = 0,992), a correlacdo ndo foi significativa (P = 0,080) apesar de o modelo de
isolamento por distancia (segundo o qual o fluxo génico ocorre localmente entre
vizinhos em uma populacdo de distribuigdo continua) ser condizente com o reduzido
deslocamento realizado pelo boto-cinza de aproximadamente 30 Km (FLORES e

BAZZALO, 2004). Lembrando que como outros pequenos delfinideos como por
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exemplo, Cephalorhynchus hectori e Tursiops truncatus (SLOOTEN e LAD, 1991;
CONNOR et al., 2000), S. guianensis ¢ uma espécie residente (FLORES, 1999;
SANTOS et al, 2001). Azevedo e colaboradores (2004) registraram durante um
intervalo de oito anos a fidelidade de um grupo de 69 individuos na Baia de Guanabara.
Segundo o autor, a fidelidade ao local varia em fun¢ao da disponibilidade de presas, ou
seja, em areas onde a densidade de presas ¢ alta, os golfinhos ndo precisam se deslocar.

Os dados observados na analise da distribuicdo de diferengas nucleotidicas entre
pares de sequéncias (mismatch distribution) do citb geraram um padrdo de curvas
unimodais para Amapa e¢ Rio de Janeiro de acordo com o modelo de expansdo subita
(Figura 15). No entanto, este padrao foi rejeitado pelo teste de aderéncia (SSD)
significativo (P = 0,09) para a populacdo do Amapa (Tabela 12). Para a populagdo do
Rio de Janeiro, a andlise de mismatch distribution gerou uma curva unimodal com
formato semelhante aos dados simulados para esta populagdo, porém este resultado ndo
foi corroborado pelo teste de aderéncia que gerou P significativo para esta populagdo
(Tabela 12), em disconcordancia com o modelo hipotético de expansdo subita da
populagdo. Os valores negativos e significativos encontrados nos teste de neutralidade
D e F; (Tabela 15) para a populagdo do Rio de Janeiro indicam excesso de mutacdes
recentes sugerindo expansdo do populacional e/ou selecdo positiva, ou seja, uma
evidéncia contra a neutralidade das mutagdes (TAJIMA, 1989; FU e LI, 1993; FU,
1997; RAMIREZ-SORIANO et al., 2008). O teste Fy; também foi significativo e
negativo para o Amapa indicando expansdo populacional (Tabela 15).

A andlise de median-joining para o gene citocromo b (Figura 17A) mostrou que
o haplotipo mais frequente (h07) se encontra no interior da rede conforme sugerido por
Crandall e Templeton (1993) e, da mesma forma, podemos interpretar os haplétipos das

extremidades como sendo aqueles que divergiram mais recentemente (CASSENS et al.,
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2005a). O formato tipico de estrela encontrado nesta analise tem sido explicado como
um provavel evento recente de expansdo populacional (SLATKIN e HUDSON, 1991).
Esta provavel expansdo populacional indicada pelos testes de neutralidade e pela
mismatch distribution também ¢ corroborada por Cunha e colaboradores (2005), que
sugeriu que apOs a separagdo da espécie em marinha e fluvial, S. guianensis
provavelmente sofreu expansdo ao longo da costa brasileira até a regido Sul, onde
barreiras biogeograficas limitaram a continuacdo da expansdo. A rede obtida pela
analise do D-Loop mostra um padrao de distribuicdo mais estruturado uma vez que este
marcador apresenta taxas de evolugdo mais réapidas que o citocromo b. E possivel
observar a diferenciagdo que ocorreu entre as populagdes do norte e do sudeste do Brasil
apos a colonizagao da costa de norte para sul (Figura 16A e B).

O padrao de expansdo demografica encontrada na median-joining pode também
explicar a baixa variabilidade encontrada na populagdo do sudeste através de efeito
fundador, ou seja, o deslocamento da espécie em dire¢ao ao sul transportou apenas parte
do patriménio genético da populagdo original. Esta caracteristica pode ser confirmada

com a presenga de haplétipos em comum entre as populagdes do norte e do sudeste.

5.2. Diversidade Genética e Contaminacio Ambiental: Consequéncias para

Populacées do Boto-Cinza da Costa Brasileira

Bickham e colaboradores (2000) revisando os efeitos genéticos da contaminagao
ambiental elaboraram um modelo de como a contaminacdo quimica pode afetar a
genética de populacdes naturais (Figura 18). Comecando no nivel molecular, mutagenos
interagem com o DNA formando lesdes (efeitos somaticos) que podem causar ao tecido
danos que geram efeitos adversos a saude do individuo. Consequentemente havera

reducdo do sucesso reprodutivo dos individuos com redu¢@o do tamanho populacional.
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Esta, por sua vez, pode levar ao estrangulamento da populacdo (um efeito ecologico)
que pode resultar em reducdo da variabilidade genética nas populacdes (efeitos
genéticos sobre a populacdo). Mudangas nas frequéncias alélicas podem resultar da
selecdo em /Joci importantes para a sobrevivéncia em ambientes poluidos ou pela
possibilidade de fixagdo de alelos deletérios em pequenas populacdes (efeitos
evolutivos). Todos estes fatores podem conduzir a uma redugdo do fitness da populagdo
e, eventualmente, a extingdo ou a extirpagao da populagdo.

Embora diversos estudos tenham indicado altas concentragdes de contaminantes
em espécimes de botos-cinza da costa brasileira (MONTEIRO-NETO et al., 2003;
YOGUI et al., 2003; KAJIWARA et al., 2004; KUNITO et al., 2004; DORNELES et
al., 2008; SEIXAS et al., 2009a; b; DORNELES et al., 2010), ainda nao existem
trabalhos que avaliem os efeitos mutagénicos desta contaminagdo sobre a populacio.
Baseados nos resultados obtidos neste estudo, que indicam que a baixa variabilidade
genética observada na populacdo de botos-cinza do Rio de Janeiro ¢ de origem historica
em consequéncia do processo de colonizagdo e efeito fundador, podemos utilizar os
efeitos apontados no modelo proposto por Bickham e colaboradores (2000) sob a dtica
de uma populacao que ja apresenta redugdo da variabilidade genética e estd exposta a
um ambiente altamente impactado.

Sabe-se que a perda de variabilidade genética em uma populagdo pode limitar a
habilidade (fitness) da espécie em conviver com mudangas a longo prazo do ambiente,
tais como poluicdo ou novas doengas (FRANKHAM, 2003). Diversos estudos tém
apontado a precaria condicdo de satide do boto-cinza, principalmente no sudeste do
Brasil, com o surgimento que novas doengas e o aparecimento de malformagdes Osseas

(LAETA, 2007; VAN BRESSEM et al., 2007).
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Van Bressem e colaboradores (2007) publicaram uma revisdo sobre doengas de
pele e esqueléticas em pequenos cetaceos da América do Sul. Nesta revisdo foi
observado que os pequenos cetaceos habitantes das dguas sul-americanas tém sido
afetados por uma variedade de doencas congénitas, parasiticas e infecciosas, além de
traumas diversos. A doenga que mais chamou atengdo neste estudo foi a Lobomicose,
uma micose sistémica que acomete humanos e golfinhos e tem se disseminado entre os
botos-cinza do sul e sudeste do Brasil (VAN BRESSEM et al., 2007, BERMUDEZ et
al., 2009; VAN BRESSEM et al., 2009b). De acordo com Van Bressem e colaboradores
(2007), a incidéncia desta doenca em pequenos cetaceos costeiros da América do Sul
poderia estar associada com a presenga de contaminantes persistentes no ambiente
marinho, causando desequilibrio imunoldgico nos cetidceos expostos e tornando-os
vulneraveis a doenga em questao.

Alteracdes Osseas e patologicas em cetaceos vém sendo relatadas em diversos
estudos e referem-se a fraturas, doencas congénitas, infecciosas e degenerativas (eg.
FRAGOSO, 2001; LAETA, 2007; VAN BRESSEM et al., 2007; LAETA et al., 2008b;
COOPER ¢ DAWSON, 2009). As lesdes observadas tém sido relacionadas a
envolvimentos com artefatos de pesca, choques com embarcacdes, infeccdes
bacterianas, contaminagao ambiental ¢ endocruzamento (ORTEGA-ORTIZ et al., 2000;
VAN BRESSEM et al, 2007; VAN BRESSEM et al., 2009a). Fragoso (2001)
analisando altera¢des morfoldgicas e patologicas em esqueletos de boto-cinza do litoral
do estado do Rio de Janeiro encontrou um alto percentual (77,33%) de anomalias de
diversas naturezas como alteracdes traumadticas, infecciosas, degenerativas e de
morfogénese, registrados no esqueleto axial, ossos do hidide, escapula e ossos das

nadadeiras peitorais. Segundo a autora, o percentual de anomalias de desenvolvimento
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(29,33%) encontrado neste estudo, no qual estdo incluidas as anomalias congénitas, foi

superior aos valores encontrados em outras espécies de delfinideos.

Mutagénese Ambiental
Mutagdes Somaticas Mutagdes Germinativas

l

Danos em Células A%entes QuiAm'icos
Somaticas s Nao—Mutagemcos Peﬂurbagées
(ex: disruptores do Desenvolvimento
l endocrinos)
Redugdo da Viabilidade l
ou da Saude
dos Individuos Reducdo do Sucesso
Reprodutivo
Reducio da l
: | Diversidade Genética | : - .
~ : . :«—— | Efeitos Demograficos:
Sele.x;ao so!are /§ na Copulagio : Declinio Populacional
Loci Especifico : :
U e Bottlenecks
Adaptagio a Redugdo do F ifness
Ambientes Contaminados: da Populagdo
Perda do Potencial Adaptativo, /
Alteracdo da Frequencia Alélica l
em Loci Especificos
EXTINCAO DA
POPULACAO

Figura 18 - Modelo para ilustrar as inter-relacdes entre os fatores relacionados a
contaminagdo quimica ambiental com a diminuicdo da diversidade genética das
populagdes. Adaptado de Bickham et al. (2000).
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Em outro estudo, Laeta (2007) identificou a ocorréncia de costelas cervicais em
45% dos animais estudados na costa centro-norte do estado do Rio de Janeiro. A autora
chamou aten¢do para esta condi¢do, uma vez que se tratando de animais de uma mesma
area e possivelmente provenientes de um mesmo grupo, com supostas relacdes de
consanguinidade, esta anomalia poderia expressar uma caracteristica prevalente nesta
populacdo. No entanto, com os resultados do presente estudo podemos sugerir que esta
alta prevaléncia seja explicada pela baixa variabilidade da populagdo do Rio de Janeiro
e pelo endocruzamento.

Neste mesmo estudo (LAETA, 2007) foi encontrada uma alta ocorréncia (45%)
do ndo fechamento do arco neural nos espécimes do Rio de Janeiro, em oposicdo a 14%
em espécimes do estado do Pard (LAETA et al., 2008a). Em popula¢des humanas, este
defeito pode surgir em consequéncia da deficiéncia de acido folico na dieta de gestantes
(BARNES, 1994). A deficiéncia das vitaminas A, D, E nunca foram descritas para
cetaceos de vida livre, no entanto o complemento destas vitaminas ¢ recomendado para
espécimes em cativeiro onde a dieta e a exposi¢do a raios ultra-violeta podem ser
insuficientes (REIDERSON, 2003). Segundo Laeta (2007), ndo parece provavel que
uma causa nutricional esteja relacionada a esta anomalia, uma vez que a probabilidade
de ocorrer deficiéncia de vitamina D nos golfinhos ¢ pequena, devido a grande
capacidade de armazené-la na gordura, e por se tratar de animais de vida livre, com
acesso a alimentos variados e a exposi¢ao solar.

Segundo Patton (1987), 90% dos defeitos de desenvolvimento ¢ causado por
influéncias genéticas que poder ser resultantes de desordens em um Unico gene
desordens cromossdmicas ou desordens multifatoriais, que sdo as mais frequentes. As
desordens multifatoriais sdo resultado da interacdo entre fatores genéticos (intrinsecos)

ou de fatores genéticos e ambientais (extrinsecos). Alguns estudos tém relacionado
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casos de anomalias osseas de desenvolvimento encontradas em espécies de ceticeos a
baixa variabilidade genética das populacdes (BICKHAM et al., 2000; ORTEGA-
ORTIZ et al., 2000). Somado a isso, estes autores também postulam que malformagdes
congénitas em esqueletos de mamiferos marinhos podem ser um indicador de
contaminagdo ambiental, pois contaminantes geralmente se acumulam e ficam
concentrados em predadores de topo de cadeia alimentar, como ¢ o caso do boto-cinza.
Na costa fluminense, Fragoso (2001) relatou que ao longo da distribui¢do de S.
guianensis, o local que os esqueletos apresentaram mais malformagdes foi a area que
inclui a baia de Guanabara, o que se associava a contaminagdo por metais totais e
organoclorados em tecidos das carcagas de botos-cinza (LAILSON-BRITO et al., 2002;
LAILSON-BRITO et al., 2003; SEIXAS et al., 2009b).

O conhecimento atual sobre o boto-cinza indica que a saide do ecossistema no
qual a espécie faz parte esta ameagada, e esta refletindo os efeitos adversos causados
pela atividade humana, em particular destrui¢do do habitat, a mobilizagdo de
contaminantes e a propagacdo de agentes patogénicos. Neste contexto, este estudo
contribui para a fundamentag¢do do uso do boto cinza, Sotalia guianensis, como espécie
sentinela além de ser capaz de detectar as vulnerabilidades sobre a integridade ecoldgica

marinha desta espécie e do ecossistema no qual ela pertence.

5.3. Consideracoes Finais

Segundo a classificagdo da CITES (2008) e da CMS (2006), o boto-cinza esta,
respectivamente, classificado como ‘“ameacado de extingdo” e com status de
conservagao “desfavoravel”. Contudo, os resultados apresentados neste estudo somados

as recentes indicacdes da precdria qualidade de saide que a espécie vem apresentando,
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principalmente na regido sudeste do Brasil, apontam para urgéncia na conservagao desta
espécie e principalmente para a conservacao do seu habitat.

Uma abordagem multidisciplinar incluindo a andlise conjunta de vérias
informagdes biologicas (por exemplo, genética, morfologia, padrdes de distribuicao) ¢
crucial para determinar as unidades ou areas de manejo voltadas a conservagao do boto-
cinza. Uma vez definidos os estoques, torna-se essencial a coleta de dados para estimar
parametros populacionais relevantes na avaliagdo do risco de extingdo de cada estoque,
os quais incluem taxas reprodutivas, taxas de mortalidade causada por pesca e
estimativas de abundancia. A obten¢do de uma medida de risco relativo ¢ fundamental
para direcionar recursos, geralmente limitados, para o desenvolvimento de pesquisas
prioritarias e/ou para a elaboragdo e implementacdo de estratégias de conservagdo ou
manejo.

A criacdo de Unidades de Conservacdo dentro do limite de distribuigao
preferencial das populagdes da espécie, bem como, a criacdo de éareas de exclusdo
pesqueira para utilizacdo de redes de espera, devem ser consideradas como alternativa
de prote¢do de habitat visando sua conservagdo. Propde-se ainda que toda e qualquer
acdo antropica de elevado impacto ambiental, como atividades sismicas, atividades de
exploragdo de petroleo e trafego de embarcagdes de grande porte, seja controlada nas

areas de uso preferencial do boto-cinza.
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6. CONCLUSOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

o A andlise do gene citocromo b € o D-Loop mostrou-se eficiente em detectar,
através dos indices de diversidade molecular, uma menor variabilidade genética na
populacdo de Sotalia guianensis do Rio de Janeiro em relagdo as populagdes do norte

do Brasil (Amapa e Pard);

. Foi observado fluxo génico reduzido entre estas populacdes que pode levar ao

futuro isolamento destas;

o Os resultados das andlises demograficas e a topologia encontrada na rede de
median-joining sugerem que a populacdo do Rio de Janeiro sofreu um processo de
expansdo demografica recente e consequentemente, uma redug¢do ancestral da

variabilidade genética do boto-cinza através de efeito fundador.

. A precaria condi¢do de saude do boto-cinza que vem sendo relatada em diversos
estudos recentes, principalmente para o sul e sudeste do Brasil, pode estar sendo
agravada pela baixa variabilidade genética encontrada nesta populacdo como

consequéncia da redugao da capacidade adaptativa da espécie.
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