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RESUMO

Dos SANTOS, Teresa Elisa Clemenistrutura social do boto-cinza Sotalia guianensis)

na Baia de Guanabara (RJ).2015. Dissertacdo (Mestrado em Biodiversidade doBia
Evolutiva) — Instituto de Biologia, Universidadedeeal do Rio de Janeiro Rio de Janeiro,
2015.

A Baia de Guanabara, localizada na costa centrdesiRio de Janeiro, abriga uma
populacdo residente de botos-cinZot@lia guianens)s que se encontra em alarmante
declinio populacional. Apesar de ser uma espécengata, dados acerca da sua diversidade
genética em microescala geogréfica e no nivel pomnal ainda sdo escassos. O objetivo
desse estudo foi investigar a estrutura sociabésam a diversidade genética da populagéo de
botos-cinza da Baia de Guanabara (BG), comparamuiocacimais de areas adjacentes (AA)
na costa do Rio de Janeiro. Como objetivo especifestamos a hipotese de filopatria natal
de fémeas er. guianensig-oram utilizadas 62 amostras provenientes ddlen¢s = 58) e
biopsia (N = 4), sendo 50 de individuos da BaiaGdenabara e 12 de animais de areas
adjacentes (Rio das Ostras, Restinga da MaramPag@a da Reserva, Niterdi, Barra da
Tijuca, Barra de Guaratiba e Leme). As amostrasnfocoletadas entre 1994 e 2013. Foram
utilizados 12 loci de microssatélites especificdsze marcadores e 39 amostras (BG = 30;
AA = 9) que tiveram taxa de amplificacdo superidd08 compuseram o conjunto final de
dados. O tamanho populacional efetiv@)(fei estimado em 4 individuos (2,2-10,4; IC 95%).
O teste especifico ndo detectou sinais de gargglolacional, mas a janela de deteccdo deste
método é anterior a 1951. Os niveis de diversidgeledtica foram menores na Baia de
Guanabara (BG — heterozigosidade observadg (H249; heterozigosidade esperada):(H
0,344; AA - H: 0,353 e | 0,513). Déficit de heterozigotos foi identificasg@as duas
localidades, com § significativo (BG: 0,336; AA: 0,280, p < 0,002), gque sugere
endocruzamento relevante na BG e eféahlundna AA. A diferenciacdo genética da
populacdo da BG foi indicada a partir de uma aedlis agrupamento Bayesiana e do indice
de estruturacdo ¢r = 0,040, p = 0,049). Os resultados das analisggmoentesco revelaram
qgue individuos da BG apresentam alto grau de peseot Além disso, fémeas da BG sado
mais relacionadas geneticamente do que machose Estrfémeas, adultas e juvenis
configuram o grupo com maior grau de parentesaqyamto entre diades de machos-machos
0s mais aparentados foram filhotes e juvenis. Naded formadas por fémeas e machos,
fémeas adultas e filhotes machos sdo os mais apdosn Tais achados apoiam a hipotese de
filopatria das fémeas d&. guianensisOs resultados chamam atencao para a necessidade d
criacdo de medidas que permitam o crescimento pojpumal na Baia de Guanabara,
diminuindo a mortalidade e favorecendo a imigra¢dmando tais taxas mais proximas as
naturais.

Palavras-chave: Microssatélites; Organizacao sdeakntesco; Filopatria.



ABSTRACT

Dos SANTOS, Teresa Elisa Clemengocial structure of the Guiana dolphin Sotalia
guianensis) in the Guanabara Bay (RJ).2015. Dissertacdo (Mestrado em Biodiversidade e
Biologia Evolutiva) — Instituto de Biologia, Univ&dade Federal do Rio de Janeiro Rio de
Janeiro, 2015.

In Guanabara Bay, located at the south-centralt @dd®io de Janeiro state, a resident
population of Guiana dolphin§étalia guianens)sfaces an alarming declining rate. Despite
being an endangered species, data on the genewcsity of S. guianensisn micro-
geographical scale are still scarce. The purpostisfstudy was to investigate the social
structure and analyze the genetic diversity of @Gaiaolphins in Guanabara Bay (GB),
comparing them with animals from adjacent areas)(&/ the coast of Rio de Janeiro. The
specific goal was to test the hypothesis of natalghilopatry inS. guianensigemales. Sixty-
two stranding (N = 58) and biopsy (N = 4) samplesrevused, of which 50 were from
Guanabara Bay individuals and 12 were from adjaeeeés (Rio das Ostras, Restinga da
Marambaia, Praia da Reserva, Niter0i, Barra dac@jjuBarra de Guaratiba and Leme).
Samples were collected between 1994 and 2013. Bwgbecific microsatellite loci were
genotyped. Eleven markers and 39 samples (BG AB0; 9) which had genotyping rates
over 50% composed the final data set. Effectiveutaipn size (N) was estimated as 4
individuals (2.2-10.4; 95% CI). No evidence of lmeck was found using a specific test, but
the detection window for this method ended in 195&netic diversity levels were lower in
Guanabara Bay (GB - observed heterozygosity):(B.249; expected heterozygosity(H
0.344; AA - H,: 0.353 and K 0.513). Heterozygote deficit was identified wthp areas, with
significant ks (BG: 0.336; AA: 0.280, p < 0.002), suggesting prnameed inbreeding in GB
and possibly aWahlund effect in AA. Genetic differentiation of the GB maation was
indicated by Bayesian clustering analysis and tkatiobn index (kt = 0.040, p = 0.049).
Relatedness analyses revealed that GB individuale b high degree of kinship. In addition,
GB females are genetically more related than ma&lesng females, adults and juveniles are
the group with the highest degree of relatednesglevamong male-male dyads the most
related were calves and juveniles. In female-mgbedd, female adults and male calves were
the most related. These findings support the hygsishof female philopatipn S. guianensis
The results highlight the urgency of establishingasures that allow for population growth,
by reducing mortality and enabling immigration,nging those rates closer to natural levels.

Keywords: Guiana dolphin; Microsatellite; Socialsture; Kinship, Relatedness; Philopatry.
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1. INTRODUCAO

O boto-cinza $otalia guianens)sé um pequeno cetaceo da familia Delphinidae. Em
funcdo dos habitos costeiros e estuarinos, o bofadFIGURA 1) € encontrado em areas
proximas de centros urbanos, o que o torna vuleer@wdiversas ameacas, como perda e
degradacédo de habitat, capturas acidentais erdadi®s de pesca, colisdo com embarcacdes e
poluicdo quimica e sonora (Da SILVA e BEST, 199&NEIA et al, 2010). Na Baia de
Guanabara (RJ), estudos de longo prazo usandeoaanfanta de fotoidentificacdo revelaram
uma populacéo local residente (AZEVERDal, 2004), que tem sofrido forte decréscimo

populacional.

Embora ao longo da distribuicdo na costa do Beas#pécie tenha parametros de sua
biologia a ecologia pouco conhecidos, a vulnerddile da espécie foi reconhecida e na Lista
Nacional Oficial de Espécies da Fauna AmeacadaExtiacdo de 2014, organizada pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodided® (ICMBio), a espécie foi
classificada como “vulneravel”.

O boto-cinza é uma espécie gregaria que formanerefalmente grupos de dois a 50
individuos (AZEVEDOet al, 2009a). A estrutura social € um aspecto poucadadb da
espécie e, até o0 momento, apenas um estudo utilados genéticos para investigar a
organizacdo social do boto-cinza. CUNHA (2007)izdil microssatélites para analisar as
relacbes de parentesco entre 18 individuos da @ai@uanabara. A partir dos resultados
dessas e outras andlises, a autora levantou sesipde que, assim como na maioria dos
mamiferos, as fémeas d& guianensisseriam o sexo filopatrico, enquanto os machos
dispersariam (CUNHA, 2007).

Nesse sentido, os botos da Baia de Guanabaraeefamesuma oportunidade Unica
para compreender melhor a estrutura social da iespétestar a hipétese de filopatria das
fémeas, pois constituem uma populagdo pequenaendsi e sistematicamente monitorada
nos ultimos 20 anos.

A avaliacao da diversidade genética dessa popuagdestudo de sua estrutura social
sdo importantes para estimar o risco de extincdbat@-cinza na Baia de Guanabara e em
outros lugares onde existem populagbes locais emtsid da espécie. Essas informacdes
poderdo ser usadas futuramente para a elaboracfdamies de conservacdo que possam

ajudar a preservar essas populacdes locais, gatanpor exemplo, a integridade do nucleo
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de fémeas da regido e avaliando a viabilidade tadw de possiveis corredores que
permitam que os machos continuem alcancando agfme

Os microssatélites foram as ferramentas moleculatibzadas para execucdo desta
dissertacdo. Esses marcadores hipervariaveis eedmda biparental permitem a analise
individual e familiar, além de possibilitarem asék multilocus, garantindo maior resolucéo e

confiabilidade.

Figura 1:Sotalia guianensisa Baia de Guanabara. Fonte: MAQUA-UERJ

1.1 Sotalia guianensis (van Bénéden, 1864)

A taxonomia infragenérica deotalia odontocetos membros da familia Delphinidae,
foi alvo de questionamentos por um longo period@s,mna Uultima década, estudos
morfolégicos (MONTEIRO-FILHO et al, 2002) e genéticos (CUNHAet al, 2005;
CABALLERO et al, 2007) foram determinantes para o reconhecimeetduds espécies:
Sotalia fluviatilis (GERVAIS, 1853) eSotalia guianensis(VAN BENEDEN, 1864).
Enquanto, no Brasil, a primeira € endémica da Baniazobnica, a Ultima habita o ambiente
marinho.

Sotalia guianensjsvulgarmente conhecido como boto-cinza, ocorreago da costa
atlantica das Américas Central e do Sul, sendorgrazdo de Honduras até o estado de Santa
Catarina, na Regido Sul do Brasil (Da SIL\¢Aal, 2010) (FIGURA 2). Ao longo de sua
distribuicdo, 0 boto-cinza ocorre principalmente eestuarios abrigados, baias e
desembocaduras de grandes rios (Da SILVA e BESIg)19
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ao®

Figura 2: Distribuicdo d8. guianensig~onte: (CUNHAet al, 2010).

Entre as principais caracteristicas morfologica$Sdguianensisgstdo a presenca de
um rostro relativamente longo e estreito, nadadémasal baixa e triangular e nadadeiras
peitorais grandes. Os animais dessa espécie poskuremcinza escuro e a regido ventral em
tons cinza claro, branco ou rosado, e uma fabedbpouco desenvolvida que se estende do
olho a nadadeira peitoral (JEFFERS@MNl, 1993).

O tamanho corporal maximo € 206 cm (Da SILVA e BEBI96), mas, em média,
individuos adultos dessa espécie apresentam cert@80dcm. Ja os filhotes nascem medindo
entre 90,2 cm (RAMOS, 1997) e 106 cm (RAME&Sl, 2000; ROSAet al, 2003; SANTOS
et al, 2003), apdés uma gestacdo de onze a doze mes8BJRAL997). A lactacdo, por sua
vez, dura cerca de nove meses (RAMOS, 1997; ROSASNTEIRO-FILHO 2002).

O boto-cinza pode viver até 35 anos de idade (RAMOE®7; ROSAS, 2000;
SANTOSet al, 2003). A maturidade sexual ocorre com pouco maiseis anos (RAMOS,
1997), e ndo h& dimorfismo sexual aparente.

S. guianensig® uma espécie gregaria que forma preferencialnggofes de dois a 50

individuos (AZEVEDOet al, 2009a), embora estudos ja tenham revelado agregapm
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mais de 150 membros (FLORES, 2002). Atualmentg@aols0es de organizacdo social ainda
ndo sao conhecidos, mas se observa que 0s grupoglmente sd0 compostos por
individuos de todas as faixas etarias (adultognsw filhotes) (Da SILVA e BEST, 1996;
FLORES, 2002).

Tal como outros odontocetdS, guianensisitiliza sons para se comunicar, bem como
para funcdes relacionadas a navegacdo. Esses atbas ger divididos em duas categorias:
pulsados e tonais (POPPER, 1980; RICHARDSE@N al, 1998). Os assobios sao
caracterizados como sons tonais e sdo um mecaimgnootante de comunicacdo subaquatica
(TYACK, 1998). Cada espécie de odontoceto aprespatticularidades nos padrbes de
comunicacao. O boto-cinza apresenta um repert@ii@ado de assobios. Segundo estudo de
Azevedo e Van Sluys (2005), esses assobios sadesimpanto a forma e aqueles com
nenhum ou um ponto de inflexdo sdo os mais abueslabo mesmo estudo, os autores
identificaram alta variabilidade intraespecificantta na duracdo quanto nos pontos de
inflexdo, 0 que pode ser resultado de uma modulggéaeflita aspectos relacionados tanto
ao contexto quanto ao proprio individuo (AZEVEDW@AN SLUYS, 2005).

O fato desses animais permanecerem submersos a paate do tempo € uma
caracteristica que tem dificultado estudos baseado®bservacdo. No entanto, a partir de
1990, pesquisas nessa area comecaram a se tordar veg mais frequentes. A
fotoidentificacdo, técnica que possibilita recordreindividuos a partir de marcas naturais
(WURSIG e JEFFERSON, 1990; DEFRAgt al, 1990 e WELLS e SCOTT, 1990), é uma
estratégia que vem sendo usada para o monitoramergopulacdes de boto-cinza e que tem
ajudado a compreender aspectos ecoldgicos da eq8ZZORNOet al, 1995; CUNHA,
1999; CUNHA et al, 1999; FLORES, 1999; SANTOSt al, 2001; ANAMIAS, 2006;
SANTOS e ROSSO, 2007; ROSSI-SANT@al, 2007; ZAPPESt al, 2010; MAGNANI,
2011; CAMPOS, 2012; SCHULZE, 2012).

Estudos empregando a fotoidentificacdo vém seralzaeos desde 1995 na Baia de
Guanabara. As informacfes obtidas a partir do m@itento de longo prazo revelaram que

essa baia abriga uma populaca&dguianensisesidente (AZEVEDt al, 2004).
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1.2 Baia de Guanabara (RJ)

Localizada na porcao centro-sul do Estado do Ridameiro (22°50' S; 43°10"' W), a
Baia de Guanabara apresenta superficie total dev&Lum espelho d’agua de 328%{Rio
de Janeiro, 2001), sendo a segunda maior baisodal brasileiro (FIGURA 3) (KJERFVEt
al., 1997; SEMADS, 2001).

Com comprimento total norte-sul de 28 km e larguéxima (leste-oeste) de 27 km,
apresenta uma extenséao de 1,8 km de largura eentaala (CARVALHO, 2013). Quanto a
profundidade, a média observada é de 5,7 m, masgi&@o do canal central esse valor passa
para 20 m, podendo alcancar um méaximo de até 5@ mntrada da baia (COSTA, 1998;
SEMADS, 2001).

22°40'0"S

22°50'0"S

23°0'0"S

43°20'0"W 43°0'0"W

Figura 3: Localizacdo da Baia de Guanabaea, d& estudo do presente trabalho.
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Trinta e cinco rios contribuem para a composi¢&Eselsistema que atinge um volume
total de agua estimado de 2 X LOMAYR et al, 1989) e possui caracteristicas de estuario.
Sua complexidade merece destaque, em funcdo ddegvamiabilidade ambiental devido ao
gradiente de salinidade, variacfes da altura dan&éniagua e pelo padréo de circulacdo de
marés (AMADOR, 1997). Além disso, ha a presencaali®s ecossistemas periféricos como
mangues, lagunas, brejos, pantanos, mata atlantbstes rochosos, praias arenosas e rios
(CARVALHO, 2013).

A regido hidrogréfica da Baia de Guanabara tem 4@&1e abriga 25 bacias e sub-
bacias. Essas, por sua vez, acabam transportandaiaa parte da poluicdo gerada no
continente para a baia (SEMADS, 2001). Segundalestde Amador (1997) e Valentim e
colaboradores (1999), a Baia de Guanabara atuan®&ntonsiderada um dos sistemas
estuarinos mais degradados da costa brasileirap&ta dessa degradacao € consequéncia de
estar circundada pela Regido Metropolitana do esti Rio de Janeiro que engloba 21
municipios. Isso significa que cerca de 11 milhdedabitantes residem no entorno da Baia
de Guanabara e que aproximadamente 14 mil indsisgtperam nessa regido (MENICO&t!
al., 2012). Estima-se que essa populacéo de cerch mdHbes produz esgoto domeéstico que
gera diariamente uma carga de 470 t de demandaibimg de oxigénio (DBO) (FEEMA,
1990, 1998). Quanto as atividades econémicas, @stadViagrini e Santos (2001) listam a
presenca de dois portos comerciais, diversos gsewleduas refinarias de petrdleo, 14
terminais maritimos de carga e descarga de prochlamssos, mais de 1.000 postos de
combustiveis, além da instalacdo mais recente ddemminal de Regaseificacdo de GNL
(gas natural liquido), um gasoduto e o Complexorogatmico do Rio de Janeiro
(COMPERJ). Toda essa atividade antrépica na reggidta no langcamento diario de 10,9 Kg
de metais pesados e 343 Kg de Oleo dentro da Rat@udnabara (KJERFVé& al, 1997 e
PERIN et al, 1997).

Quanto as atividades pesqueiras, ha trabalhospuretaan que haja cerca de cinco mil
(BARROSO, 1997) até 18 mil (CIDS, 2000) pescadagsantes na regido da Baia de
Guanabara, 0 que representaria uma producdo pes@eiaproximadamente 13 toneladas
por dia. Esse valor parece ainda estar subestiliidoestudo de Jablonski e colaboradores
(2006) aponta que, entre abril de 2001 e marcad02,2a producéo de pescado registrada na
Baia de Guanabara atingiu mais de 19.000 t, canggmdo a US$ 4,8 milhdes. Sardinha
boca-torta Cetengraulis edentulyie sardinha verdadeir&d4rdinella brasiliensisforam as
espécies dominantes entre 0s pequenos pelagicgsardn corvina (familisSciaenidag
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tainha (familiaMugilidae) e bagres (ordem Siluriformes) prevalecem entréemsersais mais
pescados. As redes de emalhe, de arrasto, de edacmafas sdo as mais utilizadas entre os
pescadores artesanais da Baia de Guanabara. régaaeninhas, destacam-se as de fundo e
superficie, espinhéis, garatéia e zangareio. Aucagcidental em redes de emalhe representa
um problema para varios taxons marinhos (CHgtNI, 1988; NORMAN, 2000; LOPE2t

al., 2003; BAKER e WISE, 2005). Especialmente parga#fnhos, esse tipo de acidente se
revela preocupante, pois tem sido registrado agolote toda a distribuicdo degotalia
(FLORES, 2002). Na propria Baia de Guanabara, Aleve colaboradores (2009)

identificaram partes de rede presas ao corpo designimais.

1.3 A populacao de botos-cinza da Baia de Guanabara

Em 1875, onze anos apés P.J. van Bénéden desearegpgecie costeira @talia(S.
guianensiy seu filho, E. van Bénéden, descre&ubrasiliensisa partir de exemplares da
Baia de Guanabara. Posteriormei@eprasiliensisfoi sinonimizada con8. guianensisNa
época em que avistou 0s botos-cinza da Baia deaBaem E. van Bénéden afirmou que os
animais eram muito abundantes na éarea, inclusiveraprio porto da cidade do Rio de
Janeiro, de modo que causava surpresa outros ltigaue ali desembarcaram nao terem
notado esses golfinhos que considerava uma no¥iesfembora a populacdo de botos da
Baia de Guanabara ja tivesse chamado atencéo gi@gseores no século XIX, os estudos na
baia s6 tiveram inicio 100 anos depois, a partotétada de 1980 (BOROBIA, 1984; GEISE,
1984).

Os botos da Baia de Guanabara apresentam alt@didiela area. Segundo estudo de
Azevedo e colaboradores (2004), em média, esspmBniém sido avistados na localidade
por 4,5 anos consecutivos e os filhotes permanetanbaia até depois de atingirem a
maturidade sexual, utilizando a area para aliméotagreproducdo (AZEVEDE al, 2004).
Comportamentos de deslocamento, descanso e sac&#izambém tém sido identificados e
estudados nessa populacdo (CARVALHO, 2013). Emissn&éalizada em trés periodos
distintos (2002/2004; 2008/2010 e 2010/2012), Qhové2013) observou que alimentacéo e

deslocamento foram os comportamentos mais frequeatérea.



23

Esses animais ocupam o topo da teia alimentar @I8l, 2012). A dieta dos botos-
cinza da Baia de Guanabara € composta principadmnteledsteos, mas eles também se
alimentam de cefalopodes e crustaceos. CorWhergpogonias furnien, goete Cynoscion
jamaicensiy e mamanga-lisoRprichthys porosissimlisaparecem entre as espécies com
maior importancia relativa na dieta dos botos (MERQLO).

Nos primeiros estudos realizados na Baia de GuemaBarobia (1984) e Geise
(1984) j4 apontavam que o0s botos apresentavam tafexgncia pela area do canal central.
Posteriormente, Azevedo e colaboradores (2007)iromerfam esse padrdo e notaram que,
além do canal central, a regido nordeste da Baie,imclui as proximidades da llha de
Paqueta e a Area de Protecdo Ambiental de Guapimiambém passou a configurar um
local de preferéncia dos botos, tornando-se umacoegnda mais relevante a partir de 2008
(CARVALHO, 2013). Proximo ao canal central, as aredilizadas pelos botos apresentam
profundidades de 10 a 20 metros, enquanto aquitlaslas ao nordeste da baia atingem no
méaximo cinco metros de profundidade (AZEVERBCaL, 2007).

A distribuicdo dos animais parece sofrer influérsaaonal. Na época seca, 0S grupos
de botos-cinza se concentram a partir da porcavateda baia, além das regibes norte e
nordeste. No periodo chuvoso, por sua vez, os grepaoncentram por toda a extensao do
canal central e quase nao ocorrem na regido nerdadtaia (CARVALHO, 2013). O padrao
de utilizacdo das areas de vida também parecer swifileéncia dos periodos do dia
(manhé&/tarde). Carvalho (2013) identificou que misnais utilizam areas maiores nos turnos
da tarde do que nos turnos da manha.

Nas ultimas décadas, no entanto, a area de videslemimais vem sofrendo uma
diminuicdo constante (AZEVEDG@t al, 2005). Segundo Carvalho (2013), essa reducéo se
mostra mais significativa no entorno da llha deug#d e na area centro-sul do canal central.
A area utilizada para alimentacdo € uma das que sodieu reducdo gradativa nos ultimos
anos, esse comportamento deixou de ser observadotomo da Ilha de Paquetd e na boca
da baia (CARVALHO, 2013).

Outro parametro que vem sendo afetado de forma&di@annos ultimos anos é o
tamanho populacional. A partir de dados coletadre 1995 e 2003, utilizando a técnica de
fotoidentificacdo, Azevedo e colaboradores (20@Bniificaram 69 animais. Na década
seguinte houve um declinio de 50% da populacdoanaénte a populacdo se resume a 38
individuos. Entre 2009 e 2015, houve um declinid d8% e apenas 20 a 40% dos filhotes
chegam a idade adulta (AZEVEDO AF, comunicacaoqadssA viabilidade da populagéo se
mostra ainda mais critica quando se nota que émdad da a luz a um filhote por vez e em
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intervalos de trés a quatro anos, e que a matwidasual tarda seis anos na espécie
(RAMOSet al, 2000; ROSASt al, 2003; SANTOSet al, 2003).

Embora em ndamero reduzido, os botos da Baia dedbasm permanecem mantendo
um padrdo de organizacdo0 em grupo, Ou Seja, estaipel uma aparente associacao e
normalmente seguem executando uma mesma atividaoheyma distancia maxima entre os
membros de até 30 metros (AZEVEDO, 2005). Segustiade de Carvalho (2013), na baia
esses grupos sao formados mais frequentementerparainco individuos, embora também
tenham sido observados grupos de tamanhos varigmbssive com até 40 individuos. No
entanto, grupos com mais de 30 componentes s& tam como individuos solitarios, que
foram verificados em 0,9% das observacoes feited\pevedo e colaboradores (2005).

Outro dado observado por Azevedo (2005) diz resaeitpadrdo de associacdo desses
animais: a presenca de filhotes no grupo pareee@nir em sua conformacéo, implicando em
um numero maior de adultos. Nesse contexto, Can@013) identificou que 0s grupos nos
quais 25% ou mais dos componentes séo filhotest#ndo de forma mais clara reducéo e
mudanca na utilizacdo do habitat. A reducao no ndumaas areas utilizadas por esses grupos
ultrapassa 60%. Declinio similar também foi obsgovao tamanho das areas utilizadas por
grupos com mais de dez individuos (CARVALHO, 2013).

Efeitos negativos das atividades antropicas vémlcseegistrados na populagédo de
botos da Baia de Guanabara e sdo responsaveidgudilio. Essa € a area mais degradada ao
longo da distribuicdo d&. guianensigLAILSON-BRITO, 2007). Na Baia de Guanabara,
além da perda e da degradagédo do habitat, os ésit#s expostos a ameacas como capturas
acidentais, poluicdo quimica e sonora e transiterdbarcacdes (Da SILVA e BEST, 1996;
CUNHA et al, 2010). Todos esses fatores estdo presentes @ms elevados, e atuam em
sinergia aumentando seu efeito deletério sobrepegadacao de botos.

Os efeitos do langcamento de esgoto doméstico estinal este Ultimo contendo
metais pesados e outros contaminantes nas aguaasialase mostram evidentes em varias
pesquisas. Ao comparar a acumulacdo de organookrach amostras de gordura 8e
guianensisdas baias da Guanabara, Sepetiba/llha Grandee(Raranagua (PR), Lailson-
Brito e colaboradores (2010) identificaram que otoé da Baia de Guanabara possuem as
maiores concentragbes de somatorio de diclorotlifieioroetano (DDT), de
bifenilpoliclorado (PCB) e hexaclorobenzeno (HCBgundo os autores, as concentracoes
observadas nesses animais sdo comparaveis aquel@sradas em cetaceos que habitam
aguas de paises do Hemisfério Norte com alto wiw@hdustrializacdo. Analises de mercurio
total (HgT) também indicam que os botos da Bai&danabara apresentam concentragdes
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maiores (920,3 ng/g) desse elemento do que os eniladBaia de Sepetiba (269,2 ng/g) e da
Baia de llha Grande (688,4 ng/g) (BElal, 2012).

Além dos riscos relacionados a perda de habitat@taminacdo, os animais da baia
estdo sujeitos a lesbes causadas por interacda dom 0 homem. Uma analise de botos
fotoidentificados (N= 78) revelou que 9% dos ansnavos apresentavam lesdes claramente
causadas por atividades humanas (AZEVEBXCal, 2009b). A interacdo com redes de
emalhe também é uma importante causa de mortalidad#ra ndo exista uma estimativa da

sua frequéncia.

1.4 Estrutura social

Segundo Hinde (1976), a estrutura social pode sénida como a qualidade, o
conteldo e o padrdo dos relacionamentos sociaie erdividuos. Diferentes estudos de
ecologia comportamental, entre eles, os de Ch€s3@8) e Dobson (1998), tém revelado que
0s sistemas sociais exercem influéncia signifieaBebre a estrutura genética, o grau de
parentesco e 0 sucesso reprodutivo das espécies.

Segundo DeWoody (2005), estrutura genética e asdrigocial estdo, na verdade,
indissociavelmente ligadas. Diferentes autoresutisc como questdes de estruturacéo social
vém sendo mantidas e perpetuadas nas populacigaisiaPara Maller (2012), os sistemas
sociais sdo o resultado da selecdo natural e sepbaé os esforcos dos individuos para
atingir o sucesso reprodutivo maximo. Os sistenoasais sdo uma forma de cooperacéo.
Segundo Hamilton (1964), a sociabilidade e o cotapoento cooperativo apenas evoluem e
permanecem estaveis se 0s membros da populacémahaaprrem forem beneficiados de
forma adaptativa. De acordo com essa teoria, graposis constituidos de individuos néo
relacionados sdo menos propensos a cooperar da\sdtecdo de parentesco. JA4 quando os
grupos sao compostos por parentes e o0 grau detgsrerdentro do grupo € maior do que
entre grupos, a selecdo de parentesco pode proraogeoperacdo entre os membros do
grupo (HAMILTON, 1964a; DUGDALEet al. 2008).

A vida em grupo apresenta algumas vantagens. Enlggdjes animais, a organizacao
em grupo e a cooperacdo podem diminuir a vulnedalié frente a predadores
(McCULLOUGH, 1969; HAMILTON, 1971), tornar a capturde presas mais eficiente e
melhorar a transmissdo de informacdes entre owithdis (VAUGHAN, 2011). Alguns
autores (NORRIS e DOHL, 1980; NORRIS e SCHILT, 1)988gerem, na verdade, que a
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evolucdo da organizacdo social em delfinideos Wifgigtivamente dirigida pelo risco de
predacao.

As andlises de subestrutura genética em fina eslealito de populacbes animais
ajudam a compreender melhor aspectos como demmggfidindmica populacionais
(LAMBIN e YOCCOZ, 1998; MACCOLLet al. 2000). Ao mesmo tempo, marcadores
moleculares podem responder questdes relacionadgsa de parentesco, a paternidade e
maternidade, ao sistema de acasalamento e a cameowtbs como, por exemplo, de
dispersdo de um dos sexos e de filopatria (HUGHESS; AVISE, 2004).

Em mamiferos, estudos apontam que os machos teaddispersar, enquanto as
fémeas seriam filopatricas. Ha, portanto, uma tecidédos grupos sociais se formarem a
partir de relacbes matrilineas (GREENWOOD, 1980)esd¢ sentido, Coltman e
colaboradores (2003) lembram que diferentes estwdas marcadores moleculares tém
revelado altos niveis de parentesco entre fémaatsodde grupos sociais em representantes
da maioria dos grupos de mamiferos que apresersiantuga social pronunciada.

A filopatria natal parece contribuir para a formac& grupos em algumas populacdes
(SPONG, 2002; VAN HORNet al, 2004). Essa maior familiaridade com o sitio de
nascimento pode favorecer a cooperacao entre parentcontribuir para uma taxa de
mortalidade menor. Por outro lado, a dispersaoilpiiss a descoberta de novos territérios,
reduzindo a competicdo entre parentes e ajudarelotar a endogamia (LAWSONMt al,
2007).

Segundo Hepper (1991), delfinideos sédo capazesadahecer o lago de parentesco
entre os membros dos grupos, mas, até o momentanaises de parentesco ainda séo
limitadas nesse taxon (MOLLER, 2012). Entre os dltabs atualmente disponiveis estdo
aqueles desenvolvidos coffursiops sp. (KRUTZEN et al, 2003; FREREet al, 2010;
DUFFIELD e WELLS, 1991; OWEN, 2003; MOLLEBt al, 2001, MOLLERet al, 2006;
WISZNIEWSKI et al, 2010, PARSONSet al, 2003 e RANDICet al, 2012), Stenella
coeruleoalba (GASPARI et al, 2007), Delphinus delphis(VIRICEL et al, 2008),
Lagenorhynchus acutusM(RIMIN et al, 2011), Orcinus orca (PILOT et al, 2010) e
Globicephala melagAMOS et al, 1991). Os estudos de Mdller e colaboradores (R8@k:
Frére e colaboradores (2010) mostram, por exenple, fémeas formam lagos sociais
moderados com fémeas que sdo maternal ou bipanemi@ associadas, mas também se
associam com aquelas nao relacionadas, incluindgu@sestdo em um estado reprodutivo
similar (MOLLER e HARCOURT, 2008). Aliancas entreaohos também podem ser
formadas, como mostra o trabalho de Mdller e cokdmres (2001) confiursiops aduncus



27

da Australia. Machos formam aliangas ndo necessarite com individuos aparentados, mas
sim com outros de mesmo tamanho, para garantiessacas fémeas e impedir que outros
acasalem. Andlises de paternidade revelaram quenaa¢do dessas aliancas aumenta o
sucesso reprodutivo dos machos (MOLLER al. 2001). Além disso, os estudos com

delfinideos tém revelado o estabelecimento de lagogis entre as maes e filhotes. Essa
associacao parece tornar-se ainda mais forte quanéos nascem (WELLS, 1991).

1.5 Comportamento cooperativo e estrutura social d&. guianensis

Ao se organizar em grupos, o boto-cinza executanadg atividades em cooperacéo,
como o forrageamento e a alimentacdo. Estudos compopulacéo residente da Baia Norte,
em Santa Catarina, identificaram seis padrées dsdie comportamento alimentar entre esses
individuos, sendo cinco deles mediados pela orgaé em grupo e quatro apresentando
cooperacao direta entre os membros (ROSSI-SANTBEISORES, 2009).

Também ja foi observado um alto grau de coeséae estindividuos durante repouso,
socializagéo e deslocamento (LUNARDI, 2011). Aléssd, algumas aliangas peculiares tém
sido reportadas par&. guianensisUm registro feito por Nery e colaboradores (2009)
identificou um caso de agressao a um filhote naa B Sepetiba. Individuos adultos
separaram o binbmio mée-filhote e enquanto parigruloo reteve a fémea, outros individuos
agrediram o filhote, que ndo voltou a ser avistadoregido. Para 0s autores, a agressao
possivelmente se deu por parte de machos comabji coercao sexual.

Ao analisar a populacdo de botos-cinza da prai®iga, no Rio Grande do Norte,
Lunardi e Ferreira (2013) identificaram que indixdd solitarios apresentaram menos
transicbes comportamentais do que grupos heterogéf@mados por animais de diferentes
classes etarias). Além disso, mais rotinas forasemiadas para grupos heterogéneos do que
para aqueles homogéneos (das mesmas classes)etd¥ads lembrar que os autores
consideraram “rotina” como a realizacdo de trés pmtamentos (alimentacamilling -
deslocamento ndo-direcional; socializagéo; deslecémne descanso) em sequéncia.

Nesse contexto, a presenca de filhotes realmentegafetar a organizagéo do grupo,
visto que Azevedo e colaboradores (2005) identdicaque na Baia de Guanabara, quando
filhotes estdo presentes, 0 grupo € cerca de demssvmaior. Para os autores, esse dado
sugere que grupos maiores podem auxiliar no dekememto dos filhotes e na

aprendizagem.
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Uma analise com animais da Baia de Sepetiba (CAMRQR?) indica que os botos-
cinza apresentam redes sociais com caracterigdiedssdo-fusdo, ou seja, 0s animais se
associam em pequenos grupos que mudam quantocarspasicao em intervalos de horas e
dias (WELLS et al, 1987; SMOLKERet al, 1992). Além disso, redes sociais foram
estabelecidas a partir de niveis de associacfereiés entre os animais. A presenca de
ndcleos de associacdo sugere que ha papéis sdistigos para alguns individuos dessa
populacdo deS. guianensi® que a centralidade em determinados membrosairglie ha
animais que atuam como conectores dos grupos.

Um dos fatores que pode contribuir para um compuwtdo diferenciado entre os
botos-cinza diz respeito ao padrédo de dispersdamiowis. A partir da analise de individuos
de toda a costa brasileira, Cunha (2007) identificma estruturacdo maior a partir de dados

mitocondriais do que nucleares, o que sugere pdifita das fémeas e guianensis

1.6 Relacdes de parentesco

As arvores genealdgicas sdo um método frequentemsilizado para analisar o
parentesco entre individuos (CANNINGS e THOMPSO8B1), mas muitas vezes é dificil
conduzir essa analise, em funcdo da longevidadegpscies e da complexidade de se inferir
0 grau de parentesco a partir de estudos obsemasioElas constituem uma estratégia
metodoldgica baseada na atribuicdo de pares ouogrdp individuos a categorias de
relacionamento. Ha, no entanto, outro método quke per usado para analisar parentesco,
gue é baseado no calculo do coeficiente de pamn{gs Trata-se de uma medida continua
que avalia a identidade por descendéncia entradigiduos (BLOUIN, 2003). Segundo a
regra de Hamilton (1964a), o parentesco genétit@ elis individuos pode ser estimado a
partir da probabilidade deles possuirem genesia&ntherdados de um ancestral comum.
Essa correlacdo genética é denominada coeficieatgpalentesco ou consanguinidade,
caracterizada pela letna O coeficienter pode ser interpretado, portanto, como a fragao
esperada de alelos que é idéntica por descend@ngpiababilidade de um alelo passar de
uma geracao a outra (passo genético) em um organigroide € de 1/2. Assim, o calculo do
coeficiente de parentesco pode ser resumido petaufar =Y (1/2), onde N é o nimero de
passos genéticos que une dois individuos consamgimum ancestral comum. O somatorio

€ necessario quando a relacdo de descendénciavendois ancestrais comuns. Dois
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individuos séo considerados aparentados quandogussm valor de igual ou superior a
0,125 (BLOUIN, 2003; Tabela 1).

Tabela 1. indices de parentescp (

Categoria de parentesco r
Gémeos monozigéticos 1
Pais-filhos 0,5
Irm&os inteiros 0,5
22 geracgdo (por exemplo, meio irm&os, tios) 0,25

32 geracgdo (por exemplo, primos de primeiro grau) ,12%
N&o relacionados 0
Fonte: Modificado de Blouin (2003)

Atualmente, varios estimadores de r foram propos$ins quais a precisao e a acuracia
dependem das distribuicdes das frequéncias aléicde parentesco verdadeiro (Van De
CASTEELEet al, 2001; LYNCH e RITLAND, 1999; WANG, 2002).

1.7 Filopatria

A filopatria, caracterizada pela fidelidade aoocsitatal, das fémeas e# guianensis
foi sugerida por Cunha (2007) ap0s a autora ideatimaior estruturacao genética a partir de
dados mitocondriais do que nucleares. A fidelida@l® grupo aparece como um
comportamento frequente em cetdceos e, quando é&iespossui também o habito de
residéncia, a fidelidade ao sitio também ocorrefdde, na maioria dos mamiferos sociais

(GREENWOOD, 1980), ha uma tendéncia dos machosmiapem mais do que as fémeas.

Além da comparacdo de dados genéticos mitocondeiamsicleares, uma possivel
filopatria pode ser revelada por andlises de pesent Em uma populacdo com fémeas
filopatricas, esperar-se-ia, por exemplo, que dideate de parentesca)(entre fémeas
adultas fosse superior a 0,125, indicando, portaatacdo de parentesco, e, ainda, deveria ser
um valor maior do que os indices obtidos para allpggo geral e para os machos, visto que,
por permanecerem no sitio de nascimento, as féfogaxeriam uma contribuicdo genética
ndo aleatdria para as geragdes seguintes e seyiprmeaipais responsaveis pela diferenciacao

genética de populacfes distintas (STORAI, 1999). Também haveria uma tendéncia de
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encontrar valores elevados entre fémeas adult#fsogef, bem como entre machos adultos e
filhotes. Mas a analise apenas com o nucleo de osaalultos ndo deveria revelar um
coeficiente indicativo de parentesco, ou seja, idaabter um valor inferior a 0,125, pois se
eles dispersam ao atingir a maturidade sexual,t@duhachos identificados em uma
populacado residente ndo seriam geneticamentegrins. Ja andlises considerando apenas
os filhotes resultariam, por sua vez, em coefieiende parentesco elevados (superiores a
0,125), visto que, independente do sexo, espefiar-a@contrar nesse grupo irmaos inteiros,

meio irmaos e primos.

Investigar a possivel filopatria das fémeas no {ootpa tem relevancia para a
conservacdo da espécie, pois, além de ampliar beconento acerca dos hébitos desse
animal e contribuir para entender melhor a dinareic estruturacdo genética e social das
populacdes residentes, um comportamento dessepbide ter especial importancia em
populacdes ameacadas. Isso porque a confirmac@ueale® nucleo de fémeas realmente
permanece no sitio de nascimento indica, por exgntple, em caso de extingdo de uma

populacao, a recolonizacdo da area seria improvavel

1.8 Estruturacéo populacional

Definir populacdo ndo é algo simples (WAPLES e GAGGII, 2006), porém,
segundo Solé-Cava e Cunha (2012), no contexto dseoceacdo, os conceitos mais usados
sdo os de unidades evolutivamente significativ&vdlutionarily Significant Unit", ESU,
RYDER, 1986) e unidades de manejo ("Management "UMU; MORITZ, 1994).
Diferencas quantitativas, por exemplo, frequénalécas, podem ser usadas para delimitar
uma MU (MORITZ, 1994), por isso, a definicdo de plagédo a partir desse conceito se
mostra menos restritiva (MORITZ, 1994; PALSBOet al, 2007) do que aquela baseada em
ESU, visto que essa ultima requer o monofiletisecproco das linhagens. No presente
trabalho, usamos o conceito de MU.

A panmixia ndo € uma condicdo frequente em popetagaturais, o que indica que os
individuos ndo se reproduzem ao acaso ao longaaaelistribuicdo. Entre os fatores que
podem limitar a panmixia, aqueles que mais se aplia vertebrados séo a selecdo de habitat
com fidelidade natal (filopatria), o deslocamen&strito de adultos e cruzamentos com

populacdes em subpopulagdes, pois os individucsapas acumular mutacdes dentro dos
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subgrupos que nao sdo compartilhadas entre osgrAfon disso, o endocruzamento dentro
das subpopula¢des diminui a variabilidade genéidarcas evolutivas como a deriva e a
selec&o natural podem contribuir para a divergégereética entre as populacdes (SLATKIN,
1985; SOLE-CAVA, 2000; AVISE, 1994). Em contrapdatj a migracéo entre as populacées
€ um fator que promove fluxo génico e, dessa fofreguentemente contrabalanceia a agéo
das forgcas que causam a diferenciacdo, contribysad® a homogeneizacdo das populacdes
(RIDLEY, 2006; FRANKHAM, 2008). Mas barreiras geaficas (naturais ou antrépicas) ou
padrbes comportamentais sdo fundamentais parardetera intensidade da migracao entre
as populacbes (AVISE, 2004; LOWE e ALLENDORF, 2018gsse contexto, o tamanho
populacional e as diferencas ambientais ao longodigaibuicdo da espécie acabam
determinando a importancia relativa de cada umedefsgores (AVISE, 2004; SOLE-CAVA

e CUNHA, 2012).

Informagbes acerca da estrutura populacional anxikm decisGes de conservagao e
manejo (O'BRIEN, 1994). Com isso, cada vez maisdest ttm se dedicado a investigar a
questao. A partir da analise com marcadores mitiréais e nucleares, Cunha (2007) prop6s
seis MU par&S. guianensigio longo da costa brasileira, sendo elas: (1); Ray&eara; (3)
Rio Grande do Norte; (4) Bahia; (5) Espirito Saat@) Sudeste/Sul (Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Parana e Santa Catarina). Mas a autoradepasgue a auséncia de diferenciacéo
verificada nessa ultima regido (Sudeste/Sul) padar gefletindo a origem recente dessas
populacdes, portanto, sugere que a populacédo f@dra@da como um estoque Unico para
fins de manejo (CUNHA; da SILVA; SOLE-CAVA, 2010Estudos com marcadores
moleculares também tém revelado diferenciacdo pojmral em microescala geografica em
S. guianensispor exemplo, entre as populacbes da Baia deyParda Baia de Sepetiba
(HOLLATZ et al, 2011) e entre os animais das baias de Guan&spatiba e llha Grande
(SANTOS, 2015).

1.9 Microssatélites

Como pesquisas observacionais normalmente demagdarde esforco de campo e
tempo, o que, dada a complexidade das relacOempapulacionais, pode inviabilizar o
estudo, os marcadores moleculares tém se tornalfovez mais importantes no campo de

investigacdo da estrutura social (HAYN#E al, 2003). Os microssatélites estdo entre as
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técnicas mais empregadas atualmente (SCHLOTTERB®4)2Esses marcadores também
tém sido amplamente utilizados em analises de @M e de estruturacdo populacional.
Microssatélites apresentam altas taxas de mutaggmreisso, se mostram mais
adequados para estudos populacionais e famili#ftelGHES, 1998; AVISE, 2004). Séo
marcadores nucleares de herancga biparental e ggegu codominancia, o que possibilita a
identificacdo de homozigotos e heterozigotos. Gbeisi em sequéncias de nucleotideos que
contém repeticoes de dois a seis pares de basel{@BRet al, 1993) e sdo abundantes no
genoma de eucariotos. Eles ocorrem principalmenteregiées nao codificadoras, sendo
portanto considerados neutros, o que indica quees&n sofrendo influéncia da selegao
natural (De WOODY, 2005). Apresentam grande vadaeflica e permitem andlises
multilocus, bem como anélises que ndo assumem iGkegumigracdo-deriva. Atualmente,
varios loci tém sido isolados de diferentes esgédeedelfinideos, mas o uso de iniciadores
especificos é recomendavel pois iniciadores hetgodl podem produzir alelos nulos em
funcdo de mutacdo na sequéncia de flanqueamentdlHBUe WATTS, 2007). Cunha e
Watts (2007) desenvolveram 12 marcadores dinudeasi polimoérficos especificos paba

guianensis
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a estrutura social e analisar a divadgdgenética da populacédo de botos-
cinza residente na Baia de Guanabara, comparamid@cionais de areas adjacentes na costa
do Rio de Janeiro.

2.2 Especifico
Como objetivo especifico, o presente trabalho pdedestar a hipétese de filopatria
natal das fémeas eBotalia guianensjsusando analises de parentesco conduzidas a gbartir

marcadores de microssatélites.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das amostras

34

As amostras utilizadas no estudo sdo provenientesedropsias de animais que

encalharam ou que foram capturados acidentalmeateostras de biopsia remota coletadas

pela equipe do Laboratério de Mamiferos AquaticeJ&ERJ entre os anos de 1994 e 2013

(Tabela 2).

Ao todo, foram analisadas 50 amostrasSdeguianensigrovenientes da Baia de

Guanabara. Amostras de botos-cinza (N = 12) déesgiroximas a Baia de Guanabara (Rio

das Ostras, Restinga da Marambaia, Praia da Redeiteadi, Barra da Tijuca, Barra de

Guaratiba e Leme) foram usadas para comparar comdodduos da Baia de Guanabara

(FIGURA 4).

Tabela 2. Local, ano de coleta, sexo e faixa etlagaamostras de. guianensisa baia de

Guanabara (RJ) e areas adjacentes, entre 19948e 201

Cadigo Localidade Ano Sexo Faixa etaria
1 BG#01* Baia de Guanabara 200M adulto
2 BGHO2* Baia de Guanabara 2001M adulto
3 BG#O3* Baia de Guanabara 2001F  juvenil/adulto
4 BG#04* Baja de Guanabara 2009F adulto
> MQ18 Praia do Leblon, RJ 1994M adulto
6 MQ19  Baia de Guanabara - Praia das Gaivotas (R®4 1 filhote
7 MQ33 Baia de Guanabara — Ilha de Paqueta 19%5 adulto
8 MQ45 Baia de Guanabara - Ilha de Paqueta 1086  Juvenil/adulto
9 MQ61 Baia de Guanabara — Ilha de Paqueta 1956 adulto
10 mQe2 Baia de Guanabara — Ilha de Paqueta 1956 feto do MQ61
11 mQs3 Baia de Guanabara - Ilha do Governador ~ 1996 filhote
12 MQG69 Baia de Guanabara — llha de Paqueta 1987 filhote
13 mQo7 Baia de Guanabara - llha do Governador 1997 adulto
14 MmQos Baia de Guanabara - Ilha do Governador 1997  feto do MQ97
15 moQ1o7 Baia de Guanabara - Praia da Moreninha 1948 filhote
16 mQin Barra da Tijuca (Posto 8) — RJ 199 adulto
17 mQi22 Baia de Guanabara — Ilha de Paqueta 1999 adulto
18 MQ127 Baia de Guanabara — llha de Paqueta 1949 adulto
19 mQizs Baia de Guanabara — llha de Paqueta 1999 filhote
20 MQ134 Baia de Guanabara — Illha de Paqueté 20dh  juvenil/adulto




Cadigo Localidade Ano Sexo  Faixa etaria
21 MQ135 Niter6i (Camboinhas) — RJ 2000 F adulto
22 MQ136 Niteri (Camboinhas) — RJ 2000 F filhote
23 MQ138 Barra de Guaratiba (RJ) 2000F  iuvenilfadulto
24 MQ140 Rio das Ostras —RJ 2000F  iuvenil/adulto
25 MQ143 Baia de Guanabara - llha do Governador 200 adulto
26 MQ157 Baia de Guanabara - Paqueta 200  juvenil/adulto
27 MQ160 Baia de Guanabara - Praia do Flamengo 2002 juvenil/adulto
28 MmQ180 Baia de Guanabara - Niter6i 2008 juvenil/adulto
29 mQi81 Baia de Guanabara - Maua 200! adulto
30 MQ182 Bafa de Guanabara - llha do Governador 2003 adulto
31 mQis3 Baia de Guanabara - Ilha do Governador ~ 20b filhote
32 MQ185 Baia de Guanabara — llha de Paqueta 2093 juvenil/adulto
33 mMQiss Baia de Guanabara — Ilha de Pancaraiba 2003 filhote
34 MQ191 Baia de Guanabara - Cais do Porto (RJ) 20k adulto
35 MQ192 Baia de Guanabara - Cais do Porto (RJ) 20k adulto
36 MQ193 Baia de Guanabara - llha do Governador 2004 filhote
37 mQie7 Baia de Guanabara 2004" filhote
38 MQ205 Barra de Guaratiba (RJ) 2005° -
39 MQ207 Baia de Guanabara - Ilha do Governador 2004  juvenil/adulto
40 mQ208 Barra da Tijuca (Joatinga) - RJ 2008V juvenil/adulto
41 mQ214 Baia de Guanabara - llha do Governador 2006 adulto
42 MQ215 Baia de Guanabara - Ilha do Governador 2006 filhote
43 MQ217 Baia de Guanabara - llha do Governador 2006 filhote
44 MQ227 Restinga de Marambaia - Rio de Janeiro 2007 juvenil/adulto
45 MQ238 Baia de Guanabara 2007M  juvenil/adulto
46 mQ270 Baia de Guanabara 2008  uvenil/adulto
47 MQer2 Niterdi (Itaipuagu) - RJ 2008 F filhote
48 mQ286 Baia de Guanabara - Magé 200Y! filhote
49 MQ291 Baia de Guanabara 2009F  juvenil/adulto
50 MQ292 Baia de Guanabara - Sdo Gongalo 2009 filhote
51 MQ295 Baia de Guanabara - Ilha do Governador 2009 filhote
52 mQ303 Leme - Rio de Janeiro 2010 F filhote
53 MQ332 Baia de Guanabara 2010F  Juvenil/adulto
54 MQ376  Praia da Reserva (llha 26) - Rio de Janeiro 20M  Jjuvenil/adulto
55 MQ380 Bafa de Guanabara - Magé 201f  Juvenil/adulto
o6 MQ383 Baia de Guanabara - Ilha do Governador ~ 20¥  juvenil/adulto
57 MQ387 Baia de Guanabara 2012M  juvenil/adulto
58 MQ438 Baia de Guanabara 2013M  juvenil/adulto
59 MQ443 Baia de Guanabara 2013F  Juvenil/adulto
60 MQ444 Baia de Guanabara - Praia da Bica 2018 adulto
61 MmQ454 Baia de Guanabara - Praia da Urca 20  juvenil/adulto
62 mQas7 Baia de Guanabara 2009F filhote

Amostras em negrito compuseram o conjunto finadat#os (N = 39). Ver tépico 4.1.2 na

pag. 50; (-) informagédo ndo disponivel; (*) biopsia

35
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Figura 4. Locais onde as carcagas de botos-cBizgujanensjsforam coletadas na Baia de Guanabara (RJ), 9@ e 2013. As amostras estao
numeradas seguindo a Tabela 2. Os tamanhos daksiv@rdes sédo proporcionais ao nimero de amastietadas em cada ponto de coleta.
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Figura 5: Locais onde as carcacas de botos-cBizgujanensjsforam coletadas fora da Baia de Guanabara (Riig £994 e 2013. As
amostras estdo numeradas seguindo a Tabela 2n@sitas dos circulos vermelhos séo proporcionaigiagero de amostras coletadas
em cada ponto de coleta.
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3.2 Determinacéo do estado de conservacao, da clastgia e do sexo

O estado de conservacéao foi determinado durardgal@acao das necropsias, a partir da
classificacdo para mamiferos aquaticos de Geratounsbury (1993). Nesse sistema, as
amostras sdo atribuidos codigos, sendo: (1) paraa@n vivos; (2) para carcaca em boas
condicdes (fresca); (3) para carcaca em estad@vakz@decomposta, mas com 0rgaos intactos);
(4) para carcaca decomposta (decomposicdo avangg@a)para carcaca mumificada ou resto
de esqueleto.

A classe etaria foi determinada usando o protodeldHohn e colaboradores (1989).
Nesse sistema, camadas de crescimento ou GLGs fitGrhayer Groups, PERRIN e
MYRRICK, 1980) depositadas na dentina e no cimeéotdente sdo usadas para estimar a idade.
Na maioria dos delfinideos, cada GLG observaddo taa dentina pdés-natal como no cimento,
representa um ano de idade (HOEMNal, 1989; PINEDO e HOHN, 2000).

Quando a idade nao foi determinada a partir dasendb dente, a mesma foi estimada
pelo comprimento total [medida tomada desde o lemtdh nadadeira caudal até a extremidade
da maxila (NORRIS, 1966)]. Individuos com tamantierior a 106 cm (RAMOSt al, 2000;
ROSAet al, 2003; SANTOSet al, 2003) foram classificados como filhotes, enquargajue
apresentaram tamanho acima desse valor foram eoadwb juvenis/adultos, visto que a
diferenciacao entre adulto e juvenil apenas petopconento nem sempre € precisa (AZEVEDO
et al, 2009a).

Quando o estado de decomposicdo avancado impedieteaminacdo do sexo pela
auséncia de 6rgados reprodutores, os individuogtiv® sexo determinado usando o protocolo
de sexagem molecular otimizado para a espécie (QURHFBOLE-CAVA, 2007). O mesmo
protocolo foi utilizado para determinar o sexo damstras provenientes de biopsia remota.

A determinacd@o do estado de conservacgdo, a estanddi idade a partir da analise do
dente e a mensuragdo do comprimento total dosithdig foram executadas pela equipe do
Laboratério de Mamiferos Aquaticos e Bioindicaddfe®fa. Izabel Gurgel” (MAQUA-UERJ).

3.3 Extracdo de DNA

As amostras de pele e musculo utilizadas no egtudm preservadas em etanol ou secas
a frio, a partir de liofilizagdo. Durante o procas®nto, a primeira etapa executada foi a
extracdo de DNA utilizando o protocolo de Fenolf@formio (SAMBROOK et al, 1989).
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Nesta etapa, amostras maceradas de cerca de 2rmamm ifcubadas em tubos de 1,5 mL com
proteinase K e tampéo de lise de Palsle@dl. (1992) — (1 % SDS; 0,15 M NaCl; 1 mM EDTA,;
0,1 mg/mL proteinase K; em 10 mM tris-HCI — pH 8)8; a 55°C por trés horas. Na sequéncia,
volume igual de fenol/cloroférmio foi adicionadaresturado, gerando emulsdo. O conjunto foi
centrifugado, a fase aquosa foi resgatada e alcaadaovo tubo de 1,5 ml. Esse procedimento
foi repetido por trés vezes, quando entdo a irgerfancontrava-se limpa. Volume igual de
cloroférmio foi adicionado e centrifugado. O sola@ante foi resgatado e transportado para
novo tubo, no qual foram adicionados NaOAc 3 Manet (EtOH) gelado 100 %. O tubo foi
incubado no gelo durante a noite e depois cenadaga frio. O sobrenadante foi entdo
descartado e EtOH 70 % gelado foi adicionado. Nevden o tubo foi centrifugado e o

sobrenadante descartado. Apds a secagem do pstkefpi ressuspenso em agua deionizada (50
uL).

3.4 Sexagem molecular

As regides nucleares ZFX/ZFY foram amplificadas R, conforme protocolo
otimizado para a espécie (CUNHA e SOLE-CAVA, 200B)rante essa reacao, utilizamos
iniciadores para odontocetos ZFXY582, ZFX923 e Z&¥7descritos por Bérubé e Palsboll

(1996) em reacOes separadas (Tabela 3).

Tabela 3. Descricdo das sequéncias dos iniciadpresforam utilizados na sexagem
molecular das amostras 8eguianensigue ndo puderam ter o sexo determinado a partir

de analise da morfologia externa.

Iniciador Sequéncia Referéncia
ZFXY582 ATAGGTCTGCAGACTCTTCTA

ZFX923 AGAATATGGCGACTTAGAACG Bérubé e Palsbgll (1996)

ZFY767  TTTGTGTGAACTGAAATTACA

As amplificagGes foram feitas em reacdes 15 plLiecwo a concentracdo final de 200
uM de dNTPs, 2,5 mM de Mggl10ug de BSA, 0,5uM de cada iniciador e 1 U/reacao Tiq
polimerase (Promega).

As condicdes de ciclagem da PCR foram: desnaturaéal por 3 minutos a 95 °C,
seguido de 30 ciclos de amplificagcdo (1 min a 931°@in de anelamento a 50 °C; e 1 min a 72
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°C), e uma extenséo final de 5 min a 72 °C. Cagrokgativos foram incluidos em todas as
amplificagdes.

Os produtos de PCR foram separados por eletrofoesdigada em géis de agarose 2%
com tampao TBE 0,5X (Tris-borato-EDTA), corado cbnometo de etideo (10 mg/mL). O

tempo de corrida foi 55 min em corrente de 90V en20

3.5 Microssatélites
Para esse estudo, foram utilizados 12 microssgivlimorficos especificos (Tabela 4)

paraS. guianensigesenvolvidos por Cunha e Watts (2007).

Tabela 4. Sequéncias dos 12 loci de microssat@dbsorficos especificos paf guianensis

utilizados no presente estudo e desenvolvidos poh&e Watts (2007).

Locus Sequéncia Referéncia
Sguin02 F: GGATGTCACTGAACACAGAGC

R: ACCTATCTACATTTCCCAGAGG
F: TCCAATCTCCAACCAAATCCC

Sguioo3
R: GTCGCTAAGTTCATCATCTGC
squioos F: TGAATGGGTCAGAGTTTTGCC
R: TCAATGGGAGGCACTGTAGG
Squioos i AGCACAATCACAACGAAGACC
R: TTGCCTCAGTTCAGGAAGCC
squioos  F: CTATGATGGACGGTTGAAGG
R: TCTCTTGGTCATTGCCTTCC
squioo7  F: CCATTTAGAGGTTGGGGTGC
R: GGGATTCCATAGTGACAAGC
squiolo  F: ATTAGCCACAGACAAGATCG Cunha e Watts (2007)
R: CATGGGATTTCTGGAAGCC
Squio11 F ACAGAGAAGCAAGTGGGAAACC
R: TTCCCCGCCACTAAGATTCC
squiols F TCCAGTAGGGTTTTCTGTTGC
R: GAATGTGGGCACTTCTTCCC
Squio16 F: TTCTCTGGGCAAACACTGC
R: CATTATTGCCGAACTGATGC
Squiol7 F: GTGGTGGAGTAGAGGATAGG
R: ACATTGGGCTTCAACGCACG
. F: CTGGAAAAAGAGTAGTTGGC
Sqgui018

R: GTGCAAGACCTCAAAATCC
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Os loci de microssatélites foram amplificados usam@stratégia do iniciador com cauda
(SCHUELKE, 2000) em reacbes de {I0, contendo 20@uM de dNTPs, 2,5 mM de Mggl10
ug de BSA, 0,2uM de iniciadorforward, 0,8 uM de iniciadorreverse 1 Ulreacdo de Taq
polimerase (Promega) e 4 de fluorocromo (VIC, NED, PET e 6-fam).

ApOs a otimizacdo das condigbes de amplificacA@nasstras de DNA foram diluidas
para alguns marcadores: o marcador SguiO05 foiddildez vezes e o SguiO07 foi diluido seis
vezes.

Inicialmente, foi realizada uma primeira otimizagéara as condicdes de ciclagem da
PCR: 3 min a 95 °C; seguidos por 5 ciclos de 30as@°C; 30 seg a 50 °C e 45 seg a 72 °C. Na
sequéncia, séo realizados 35 ciclos de 30 seg’@,8D seg a Ta (Tabela 5; Otimizagéo 1) e 55
sega 72 °C e mais 30 min de extenséo a 72 °C. &ws tws experimentos foram usados controles
negativos. Apos a reacao de amplificacédo, as aasofsiram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 2% com tampao TBE 0,5X (Tris-borato-EDT&yado com brometo de etideo (10
mg/mL) e tempo de corrida de 55 min (90V e 30 mAjapverificar se houve a formagéao de

produto e, portanto, sucesso nas reacdes de arapdb.

Tabela 5. Temperatura de anelamento (Ta) 6timdicamta para cada um dos 12 locus de
microssatélites desenvolvidos especificamente $aguianensipor CUNHA e WATTS (2007)

na primeira (1) e na segunda (2) etapa de otimizexécutada nesse trabalho.

Temperatura (Ta)
Locus Otimizacdo 1  Otimizacgdo 2

Sgui016 48 °C 58 °C
Sgui002 50 °C 56 °C
Sgui003 50 °C 60 °C
Sgui004 50 °C 58 °C
Sgui005 50 °C 60 °C
Sgui006 50 °C 60 °C
Sgui007 50 °C 58 °C
Sgui010 50 °C 58 °C
Sguio1l 50 °C 60 °C
Sguio17 50 °C 54 °C
Sgui018 52 °C 60 °C

Sgui014 54 °C 58 °C
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Os produtos de PCR foram agrupados em dois paiREBBJRA 6), de acordo com a
faixa de tamanho dos alelos e os fluorocromo, eotgmados em sequenciador automatico
ABI3500. A determinacéo dos alelos foi feita usandmftware Geneious v. 8.0 (DRUMMOND
et al, 2010).

PAINEL 1
Ry 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Iniciador Flucrocromeo

Squif02 VIC
Sguil03 NED
Sguil0s 6-FAM

Squipog | O-FAM
Squi0o7 NED

squiote [N ==

PAINEL 2
Iniciador Fluorocromo 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
Squild4 viC
souvto [ T
Squildi1 6-FAM

Squil16 vIC
Squi017 6-FAM

Figura 6: Painéis com tamanho dos alelos em cacias lde microssatélite, desenvolvidos
especificamente paia. guianensipor CUNHA e WATTS (2007), e respectivos fluorocisn
(VIC, PET, NED e 6-Fam) que foram utilizados nestbalho.

Para aumentar a taxa de sucesso de amplificagdanaastras, outras duas genotipagens
foram previamente programadas. Com base nos réssli@da primeira genotipagem (taxa de
sucesso amostras/loci inferior a 50%), optamos quorduzir as outras duas genotipagens
seguindo novas condic¢des de ciclagem.

Assim, foi feita uma nova otimizacdo para os 12 Imodificando o programa de
ciclagem da PCR. Nesse novo protocolo, os ciclasiais visam a amplificacdo dos
microssatélites, e sdo seguidos de oito cicloscéfspmes para incorporagéo do fluorocromo, com
anelamento a 53 °C: 4 min a 94 °C; seguidos paichis de 45 seg a 92 °C; 45 seg a Ta (Tabela
5; Otimizacgao 2) e 45 seg a 72 °C. Na sequénaaesdizados oito ciclos de 45 seg a 92 °C, 45
seg a 53 °C e 45 seg a 72 °C e mais 30 min de s&dem 72 °C. Apenas o marcadgui003
permaneceu com o protocolo de amplificagdo antexisto que nos testes de otimizacao
apresentou resultado superior nas condi¢cdes anfigesnperatura de anelamento, no entanto,

passou de 50°C para 60°C.
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Além das temperaturas de anelamento, algumas dmwsdide amplificagdo foram
modificadas no novo protocolo, sendo elas a coragid final de MgGle o volume final de
DNA (Tabela 6).

Tabela 6. Novas concentracdes de MgCl]s MgCl,) e volume final de DNA (YDNA) e
diluicho usados no protocolo novo de ciclagem damaid de microssatélites desenvolvidos
especificamente paf guianensipor CUNHA e WATTS (2007).

[ 1+ MgCl, mM V; DNA/diluicdo uL
Sgui002 25 1
Sgui003 3 1
Sgui004 3 1
Sgui005 25 2
Sgui006 3 2
Sguio07 3 1
Sgui010 3 1
Sguioll 3 2
Sgui014 25 1
Sgui0l6 25 1
Sgui0l7 25 1
Sgui018 2,5 1/ 10x

Novamente, o sucesso de amplificacdo foi verificadeartir de eletroforese em gel de
agarose 2% com tampao TBE 0,5X (Tris-borato-EDTéyado com brometo de etideo (10
mg/mL). O tempo de corrida foi 55 min em corrente IV e 30 mA. Na sequéncia, foi
realizada a segunda genotipagem em sequenciadomatico ABI3500 e foi feita a
determinacao dos alelos usando o software Genei@8 (DRUMMONDet al, 2010).

Para a terceira genotipagem, amplificamos apenasteas que ndo funcionaram ou cujo
resultado gerou duvida na primeira e segunda geagens. Nessa nova etapa, foram feitas
previamente reextracbes de DNA usando o mesmo qmiotode Fenol/Cloroformio
(SAMBROOK et al, 1989).

Para as amplificacbes, usamos o novo protocologdalo na segunda genotipagem,
seguindo as temperaturas de anelamento (Ta) egibi@alabela 5 — otimizacdo 2. Quanto as
condi¢cdes de amplificacdo, usamos 1,5 U/reacacadepdlimerase (Promega), ao invés de 1,0
U/reacgao, e volumes finais de DNA maiores (Tabgla 7
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Tabela 7. Condi¢cOes otimizadas da terceira amadifio executada nesse trabalho para os
locus de microssatélites especificos frguianensisjue foram desenvolvidos por CUNHA
e WATTS (2007).

[1:MgCl, V; DNA

Sgui002 2,5 2
Sgui003 3 2
Sgui004 3 2
Sgui005 2,5 25
Sgui006
Sgui007
Sgui010
Sgui011l
Squi014
Sgui0l6
Sgui0l7 2,5
Sgui018 3

NN
ST WWW W

o1 o1
NN
N NN -
NNDN o1 o

Na sequéncia, foi realizada a eletroforese engelgarose 2% com tampao TBE 0,5X
(Tris-borato-EDTA), corado com brometo de etide® (hg/mL). O tempo de corrida e 0s
padrbes de voltagem e amperagem foram os mesmizmadds nas etapas anteriores. A
genotipagem foi realizada em sequenciador automatRi3500 e foi feita a determinacdo dos
alelos usando o software Geneious v. 8.0 (DRUMMGHBI, 2010).

3.6 Analise dos dados

Para verificar a presenca de alelos nulos, usama®gramaMicro-Checker v. 2.2.3
(OOSTERHOUTEet al, 2004). Frequéncia e rigueza alélicas, bem comlosabrivados foram
determinados n&xcel Microsatellite Toolkit v. 3.1, (PARKS, 2001) e nos programaSTATv.
2.9.3.2(GOUDET, 2002) 6sENETIX v. 4.04BELKHIR et al, 2004). As mesmas ferramentas
foram utilizadas para testar se os loci estavankguilibrio deHardy-Weinberge em Equilibrio
de Ligagao.

Uma andlise de agrupamento e atribuicdo foi re@dizzo program&tructure v. 2.3.4
(PRITCHARD et al, 2000), variando o namero de populagdes provd¥ientre um e trés.
Consideramos esses trés valores porque K = 1 spiee® a hipdtese de panmixia, K = 2

indicaria um cenario com duas populacdes genetictamestruturadas (Baia de Guanabara e
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areas adjacentes) e K = 3 considerando a possiidide estruturacdo dentro de uma das &reas
de coleta (Baia de Guanabara ou areas adjacebD&s)cadeias MCMC independentes foram
simuladas para cada K, com 1.000.000 de passd3.@000deburn-in. Foi utilizado o método de
Hubiszet al. (2009), que utiliza as localidades de origem dagséras como prior para a analise,
com o modelo de mistura entre populacdes e de @rex@s correlacionadas. O grafico para
escolha do K mais provavel foi obtido 8tructure Harveste(EARL e VONHOLDT, 2012).

A partir da determinacdo do K mais provavel, wifims os programa€LUster
Matching and Permutatio(lCLUMPP)v. 1.1.2(JAKOBSSON e ROSENBERG, 200Distruct
v. 1.1(ROSENBERG, 2004) &hostscript v. 9.16Artifex Software) para obter o grafico de Q
(que representa a propor¢cdo do gendtipo de cadeidod correspondente a cada uma das
populacdes) mais representativo.

O tamanho efetivo () para a populacdo da Baia de Guanabara foi cdlzypelo
método de desequilibrio de ligacdo (HILL, 1981 andn o programbl.Estimator v 2.0XDO et
al., 2014). Foram usados valores criticos de 0,02, €,0,01 de frequéncia alélica para descartar
alelos raros. A fim de possibilitar uma compara¢ambém foi estimado \da populacao ds.
guianensisda Baia de Sepetiba, usando dados de 40 indiviglelostipados para 0s mesmos
loci, ou seja,Sgui002 Sgui003 Sgui004 Sgui005 Sgui006 Sgui007 Sgui01lQ Sgui0ll
Sgui014 Sgui016 Sgui0l7e Squi018(SANTOS, 2015).

Para a investigacdo de possivel gargalo populdcifmausado o programBottleneck
(PIRY et al, 1999). Os trés modelos de mutacédo (Alelos IdmitAM; Modelo de Duas Fases,
TPM, e Modelo de Mutagcdo Passo a passo, SMM) fousados para as simulacbes de
coalescéncia. O modelo TPM foi configurado paravaatar 95% de mutacbes passo a passo e
variancia de 12, conforme recomendado por Pirylabooadores (1999). A significancia dos
desvios do equilibrio mutacao-deriva foi avaliada meio do teste d@/ilcoxon(LUIKART e
CORNUET, 1998). O teste qualitativo de mudanca dadan('mode-shift") de Luikart e
colaboradores (1998) também foi usado.

Para a andlise da estrutura social, foram obtidoBdices de parentesco par a par (
usando oVIL-Relate(KALINOWSKI et al, 2006). Os valores devariam entre 0 (individuos
nao-relacionados) e 0,5 (relagéo pai-filho ou irsndxteiros), e valores acima de 0,125 (relagao
entre primos ou tio-sobrinho) séo considerados coicadores de parentesco (KALINOWSKI
et al, 2006). Os valores de médios foram comparados dentro e entre os sexvdgtodda
populacdo da Baia de Guanabara e também em retegdndividuos das areas costeiras

adjacentes. Comparacdes entre as classes etantaéntaforam executadas.
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Conduzimos ainda uma analise de variancia simplR©OWVA) para um fator e um teste
de comparacdo multipla deukeyno programaMinitab17 (Minitab Inc.) para determinar se as
meédias encontradas dentro das areas adjacentesite df Baia de Guanabara foram
estatisticamente diferentes.

Na Figura 7, um fluxograma resume 0s principais@aslescritos acima.

Extragio DNA
Fenol'cloroformmo

Otimizacdo dos 12 loci
de microssatélites
especificos {Cunha e
Watts, 2007)

Amplificagdodas
12 placasde
microssatélites

Montagemdos
painéis e
genotipa germ

Beamplificacdo

Sexagem 3* amplificagio

L— | Analize de
dadoz

F 1

Figura 7: Sintese das etapas metodoldgicas exesutadpresente trabalho para a obtengéo
dos dados genéticos das 62 amostraS.dgiianensesoletadas entre 1994 e 2013 na Baia
de Guanabara e nas areas adjacentes.
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4. RESULTADOS
4.1 Caracteristicas das amostras

Das 62 amostras analisadas €l¥ de cuanabarx 50; N areas adjacentes 12), quatro foram
provenientes de biopsias remotas. Considerandaa@Enamostras provenientes de encalhes (N
= 58), 39 animais tiveram o estado de conservagécaticaca avaliado, segundo Geraci e
Lounsbury (1993), e anotado na planilha de necaofisste variou de Codigo 2 — carcaca em
boas condicbes — até Codigo 5 — carcaca mumificadeestos do esqueleto. O estado mais
prevalente (N = 16) foi Codigo 4, referente a cgasadecompostas (decomposicdo avancada).
Das 39 amostras com estado de conservacao avatiad®.eram de areas adjacentes (FIGURA
8).

Estado de conservacao

B Codigo2 Codigo3 & Cdodigo4 B Cddigo5

Areas adjacentes I 3 S

Baia de Guanabara - 9 _ ‘11 S . I

* Dezenove (19) amostras ndo puderam ter o estado de conservacdo determinado. Além dessas,
as quatro biopsias também ndo estdo representadas no grafico.

Figura 8: Estado de conservacéo de carcacas de-tioia Gotalia guianens)scoletadas
na Baia de Guanabara e areas adjacentes, entreel2043, seguindo os codigos de
Geraci e Lounsbury (1993).

Quanto a classe etéaria, das 58 amostras provesieetencalhe, 32 tiveram a idade

estimada a partir da analise dos dentes, usargétniea de Hohn e colaboradores (1989). Como
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a maturidade sexual ocorre por volta dos seis daddade (RAMOS, 1997), esse foi o limite
usado para classificar os animais como adultosteEquatro e cinco anos, esses animais
costumam se separar das maes e dispersar (AZEVHRH@omunicacdo pessoal). Assim, essa
faixa foi considerada como juvenil/adulto, enquairidividuos abaixo desse limite foram
agrupados como filhotes. Com isso, dos 32 aninaais idade estimada, 16 foram considerados
filhotes (até trés anos de idade), dois juvenisitfgue cinco anos de idade) e 14 adultos (a partir
de seis anos de idade). Na categoria filhotesetd@®s das areas adjacentes (dois de NiterGi e um
do Leme), enquanto entre adultos trés eram das adjacentes (Praia do Leblon, Barra da

Tijuca, Niterdi). J& no grupo de juvenis todos @ectam a Baia de Guanabara.

Outros 24 animais foram agrupados por classeaeténi fungcdo do comprimento total.
Desses, quatro individuos apresentaram tamanhioinge 106 cm, 0 que, segundo a literatura
(RAMOS et al, 2000; ROSAet al, 2003; SANTOSet al, 2003), indicaria que ainda eram
filhotes, sendo todos provenientes da Baia de GaaaaConsiderando os demais individuos,
nas areas adjacentes, o tamanho variou de 12hfa @R Reserva) até 198 cm (Rio das Ostras),
enquanto na Baia de Guanabara variou de 125 atécit©5Dois individuos da Baia de
Guanabara apresentaram tamanho igual ou supefi®0 &m contra um das areas adjacentes
(Rio das Ostras). No entanto, como a diferenciagdtre adulto e juvenil apenas pelo
comprimento nem sempre é precisa (AZEVERD al, 2009a), optamos por manté-los
classificados como juvenis. Um individuo pode setedninado como adulto, visto que
apresentou ovarios maduros (ambas da Baia de GarapaQuanto as biopsias, trés pertenciam
a animais adultos e uma a um juvenil. Um individas areas adjacentes (Barra de Guaratiba)

nao teve a classe determinada (FIGURA 9).

Classe etaria

Baia de Guanabara Areas adjacentes
indeterminados | 1
adultos 15 3
juvenis 18 5

filhotes 17 3

Figura 9: Classes etarias dos botos-cirsatdlia guianens)sda Baia de Guanabara e areas
adjacentes, entre 1994 e 2013.
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Quanto ao sexo, dos 58 animais avaliados, 51 tiveraexo determinado por analise da
morfologia externa durante a necropsia. Desseserdim machos, sendo quatro das areas
adjacentes (Praia do Leblon, Barra da Tijuca eaRtaiReserva). Das 24 fémeas, cinco eram de

areas adjacentes (Niteroi, Rio das Ostras e Barfaudratiba).

Além das quatro biopsias remotas, outros cinco aisitiveram o sexo determinado por
sexagem molecular. Essa analise indicou a preskendais machos (Baia de Guanabara) e sete
fémeas, das quais seis eram da Baia da Guanabera @as areas adjacentes (Leme).

Reunindo as informacdes obtidas a partir de ne@opsda sexagem molecular, 60
individuos tiveram o sexo determinado, sendo 381{Nzaia de Guanabarm 25 € Nareas adjacentes
6) e 29 maChOS (Iégia de Guanabar& 25 e Néreas adjacente_s 4) (FlGURAS 1oa e 10b).

Baia de Guanabara

mMorfologia 1 Sexagem molecular

machos fémeas (a)
Areas adjacentes
m Morfologia Sexagem molecular

1

machos fémeas

(b)

Figura 10: Sexo dos botos-cinZofalia guianens)sda Baia de Guanabara (a) e areas
adjacentes (b), entre 1994 e 2013.
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4.1.2Conjunto de dados final usado nas anélises

Das 50 amostras provenientes da Baia de Guan&fafancionaram para 50% ou mais
dos marcadores. Quanto as amostras das areasndéefacgas 12 previamente incluidas no
estudo, nove atingiram taxa de sucesso igual oerisu@m 50%. Sobre os marcadores, 11 dos 12
funcionaram para 50% ou mais das amostras (Tahe@o& isso, as analises foram conduzidas

com 39 amostras e 11 marcadores. O Unico marcadorido foi osgui018

Tabela 8. Percentual (%) de loci de microssatébwgsecificos par&. guianensi§fCUNHA e
WATTS, 2007) amplificados para amostra total (N2} 6 para amostras com taxa de sucesso

igual ou superior a 50% (N = 39).

% de loci
amplificados

(N=62) (N=39)
Sgui002 0,565 0,846
Sgui003 0,435 0,667
Sgui004 0,645 0,897
Sgui005 0,516 0,692
Sgui006 0,581 0,846
Sgui007 0,645 0,949
Sgui010 0,548 0,744
Sgui0ll1 0,468 0,744
Sgui0l4 0,419 0,590
Sgui0l6 0,694 0,923
Sguiol7 0,726 0,897
Sgui018 0,242 0,359

*Em negrito, valores com taxa de sucesso inferia@%b.

Quanto a proporcéo sexual dos 39 individuos inokiighs analises finais, 37 tinham o
sexo conhecido: 16 machos, sendo dois das areaseaths, e 21 fémeas, das quais seis eram
das areas adjacentes. Apenas dois individuos, sendda Baia de Guanabara e um das areas

adjacentes (Restinga da Marambaia) néo tiverammdsterminado.

Com relacdo a classe etaria, das 39 amostras ,fiddiseram filhotes, 17 foram

classificados como juvenis e 10 como adultos (FIGUR).
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Classe etaria (N = 39)

m Baia de Guanabara Areas adjacentes
adultos 1
juvenis 5
filhotes 3

Figura 11: Classe etaria dos botos-cin@atélia guianens)sda Baia de Guanabara e
areas adjacentes, entre 1994 e 2013, utilizadesgsaanalises finais (N = 39).

4.2 Analises genéticas

4.2.1Diversidade genética

Nas areas adjacentes, o menor valor de riquezaaafél identificado no locusguiO03
(1,000), enquanto o marcadsguiOl7 apresentou o maior valor (3,441). Para a Baia de
Guanabara, o locus com menor rigueza alélica fegu007 (1,000), enquanto eguiOllse
mostrou mais diverso (3,518). Excetuando o |sge003 a riqueza alélica foi maior nas areas
adjacentes, apesar de mais amostras da Baia daliawanerem sido analisadas (Tabela 9).

Tabela 9. Riqueza alélica de microssatélites epesiparaS. guianensi$CUNHA e WATTS,
2007) por locus (N = 11) e por populagéo (areaacadites e Baia de Guanabara).

Locus Areas adjacentes  Baia de Guanabara Total

Sgui005 2,929 2,844 2,948
Sgui006 2,969 2,345 2,432
Sgui002 2,467 1,618 1,729
Sgui003 1,000 1,377 1,335
Sguio07 2,348 1,000 1,490

Sgui017 3,441 2,699 2,946
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Locus Areas adjacentes  Baia de Guanabara Total
Sgui0ll 4,000 3,518 3,755
Sgui0l6 1,750 1,312 1,411
Sgui004 1,885 1,303 1,546
Sgui0l14 1,964 1,864 1,897
Sgui010 1,967 1,734 1,769

Vinte e dois alelos foram compartilhados entrermbviduos das areas adjacentes e da

Baia de Guanabara. Alelos privados também forarereddos nas duas localidades em quase

todos os loci, com excecdo apenas dos marcadoué308ge sgui010. Nas areas adjacentes,

ocorreram 10 alelos privados em sete loci (sgui®§6i006, sgui007, sgui017, sgui0ll, sgui016

e sgui004). Ja na Baia de Guanabara observam@senpa de 13 alelos privados também em
sete loci (sgui005, sgui003, sgui017, sgui011,GIfisgui004 e sgui014) (Tabela 10).

Tabela 10. Frequéncias alélicas para os 11 loei fy@as adjacentes (AA) e Baia de

Guanabara (BG).

Alelos AA BG
151 50,00 50,00
Sguiods 157 0,00 19,57
Nlocisa =4 159 2500 26,09
Nlociss=23 161 2500 0,00
163 0,00 4,35
. 221 833 0,00
N, 223 B33 741
Nlogeo—p7 225 3333 4259
227 50,00 50,00
Sguiod2 225 20,00 10,71
Nlocia =5 227 70,00 87,50
Nlociss=28 243 10,00 1,79
Sguio03 168 0,00 2.35
Nlociss =3 170 100,00 93,48
N IOCiBG =23 172 0,00 2,17
Sguio07 235 6,25 0,00
Nlocissa =8 243 56,25 100,00
Nlociss=29 245 3750 0,00
168 0,00 3,57
Sguiol7 174 1429 12,50
Nlocisa =7 176 21,43 3571
Nlociss=28 182 2857 0,00
184 3571 4821
422 0,00 20,83
426 30,00 41,67
_ 428 0,00 417
Sgui0ll 430 10,00 16,67
Nlocisa =5 435 20,00 8,33
Nlocies=24 434 0,00 8,33
444 30,00 0,00
452 10,00 0,00
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Alelos AA BG
166 6,25 0,00
Sgui0l6 176 0,00 3,57

Nlociaa =8 178 6,25 0,00
Nlocisc=28 180 87,50 94,64

186 0,00 1,79

Sgui004 271 0,00 5,56
Nlociaa =8 273 75,00 94,44

N locigs =27 275 25,00 0,00

. 252 0,00 5,26
N Isogcli"Ol_“ , 258 2500 7.89
Nlocr=11 260 7500 84,21
B¢ 266 0,00 2,63
Sgui010 303 30,00 18,75
N lociga =5
NloCie =24 305 70,00 81,25

*Em negrito, alelos privados.

Na Tabela 11, comparamos a diversidade genéticanama no presente estudo com
outros estudos que analisaram microssatéliteS.egnianensisle outras localidades. Utilizamos
dados de Santos (2015), que avaliou populacdestds-binza do centro-sul do Estado do Rio
de Janeiro (Baia de Guanabara, Baia de Sepetitgiced® llha Grande), e informacdes de
Cunha (2007), que reuniu amostras de toda a cosdddira (Para, Ceara, Rio Grande do Norte,
Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Pawdoarfd e Santa Catarina). Ambos os estudos
utilizaram os mesmos loci de microssatélites usados presente estudo, que foram

desenvolvidos especificamente p&raguianensi$SCUNHA e WATTS, 2007).

Tabela 11. Heterozigosidades médias observadase(ldeperadas (He) na Baia de Guanabara,
BG; areas adjacentes, AA; Baia de Sepetiba, BS3 8aillha Grande, BIG; Para, PA; Ceara,
CE; Rio Grande do Norte, RN; Bahia, BA, Espiritm®a ES; Rio de Janeiro, RJ, Sdo Paulo,

SP; Parana, PR; Santa Catarina, SC aguianensis.

Sotalia guianensis

a autora
(2015)

BG AA BG BS BIG PA- CE RN BA ES RJ SP PR SC

H, 0,249 0,353 0,277 0,308 0,227 0,521 0,4030,342 0,314 0,360 0,2890,2030,1560,375
He 0,344 0,513 0,363 0,312 0,297 0,587 0,575 0,630 0,402 0,402 0,4410,2890,2590,370

SANTOS (2015) CUNHA (2007)
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4.2.2Equilibrios de Hardy-Weinberg (EHW) e de ligacéo

Quanto as heterozigosidades esperadas @Htivemos valores que variaram de zero a
0,844 e de zero a 0,755 nas areas adjacentes aiaal® Guanabara, respectivamente. Para as
heterozigosidades observadas)(tbtivemos valores de zero a 0,833 nas areasead@s e de
zero a 0,663 na Baia de Guanabara (Tabela 12)di@eide endocruzamentgsFotal para as
areas adjacentes foi 0,336 e para a Baia de Guanfha,280, ambos significativos (ambos
com P = 0,001). Apé6s a correcao de Bonferrangj(stado = 0,00227) os marcadosgsiO04e
014 se mostraram em desequilibrio em ambas as lodakdala os marcadorsgui002e 007
estdo em desequilibrio apenas nas areas adjacarigegantosguiO03 e 016 estdo em
desequilibrio apenas na Baia de Guanabara. Nenhosn nthrcadores se mostrou em
desequilibrio de ligagéo (Tabela 13).

Tabela 12. Valores de Heterozigosidade esperadee(Hleservada (Ho);de de P no
teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) pardacéocus de microssatélites e

localidades d&. guianensiavaliadas no presente estudo.

Areas adjacentes Baia de Guanabara
He Ho s P (EHW) He Ho k P (EHW)
Sguio05 0,714 0,5000,333 0,023 0,656 0,4350,342 0,005
Sguio06 0,682 0,833-0,250 0,609 0,574 0,481 0,163 0,100
Sguid02 0,511 0,2000,636 0,001 0,227 0,179 0,215 0,046
Sguio03 0,000 0,000 - - 0,127 0,043 0,662 0,001

Sguio07 0,575 0,1250,794 0,001 0,000 0,000 - -
Sgui0l7 0,780 0,5710,284 0,047 0,634 0,643-0,014 0,487
Sgui0ll 0,844 0,8000,059 0,182 0,755 0,542 0,287 0,003
Sgui0l6 0,242 0,250-0,037 0,064 0,105 0,036 0,663 0,001
Sgui004 0,400 0,0001,000 0,001 0,107 0,037 0,658 0,001
Sgui014 0,429 0,0001,000 0,001 0,289 0,053 0,822 0,001
Sgui0l10 0,467 0,600-0,333 0,339 0,311 0,292 0,064 0,128
Total 0,513 0,353 0,336 0,001 0,344 0,249 0,280 0,001

*Em negrito, valores significativos apés correcgéde (0,002).
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Tabela 13. Teste de Equilibrio de ligacdo entr@gtodks loci de microssatélites especificos
paraS. guianensiflCUNHA e WATTS, 2007) baseado em 1100 permutagdegustado para
5%.

Locus x P Locus x Locus X
locus locus locus

005 X 006 0,033 002 X 003 0,206007 X 014 1,000
005 X 002 0,243 002 X007 0,743007 X010 1,000
005 X 003 1,000 002 X017 0,239017 X011 0,054
005 X 007 1,000 002 X011 0,350017 X016 0,058
005 X 017 0,837 002 X016 0,063017 X004 1,000
005X 011 0,181 002 X004 0,068017 X014 0,117
005 X 016 1,000 002 X014 0,566017 X010 0,223
005 X 004 0,302 002 X010 0,427011 X016 0,258
005 X 014 0,397 003 X 007 NA 011X 004 0,603
005X 010 0,672 003 X017 0,013011 X014 0,266
006 X 002 0,141 003 X011 0,197011 X010 0,842
006 X 003 0,555 003 X016 0,616016 X004 0,330
006 X 007 0,466 003 X004 0,511016 X014 0,339
006 X 017 0,017 003 X014 0,922016 X 010 NA
006 X 011 0,275 003 X010 0,985004 X014 0,339
006 X 016 0,784 007 X017 1,000004 X 010 NA
006 X 004 0,010 007 X011 1,000014 X010 0,370
006 X 014 0,555 007 X016 1,000

006 X 010 0,341 007 X004 1,000

*Nenhum valor significativo apés correcdo= 0,0009)

4.2.3Teste de alelos nulos

A analise naVlicro-Checker v. 2.2.3ndicou que cinco locisguiO03 sgui005 sgui011
sgui0l14 e sgui01l§ apresentaram excesso de homozigotos na Baia deaZara (N = 30),
indicando possivel presenca de alelos nulos. J&anmeas adjacentes ndo foi possivel conduzir

essa analise em funcédo do numero reduzido de dados.

Os graficos da Figura 12 relnem as analises cat@kizioMicro-checkerpara esses
cinco loci que apresentaram evidéncia de alelossn#{ frequéncia de homozigotos esperada e

observada é apresentada para cada marcador.
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Figura 12: Frequéncias de homozigotos na Baia den&hara para os loci de
microssatélites especificos paa guianensissguiO03 sgui005 sgui0ll sguiOl4d e
sgui016 O x indica valor observado para cada alelo, eamabvermelha a faixa de
frequéncia esperada (Intervalo de confianca de 95%)
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4.2.4Analises de estruturacdo populacional

Na analise Bayesiana de agrupamento e atribuigéemftestados trés cenarios distintos,
onde o numero de populacdes (K) variou de 1 a 8er@rio de duas populacdes foi indicado
como o mais provavel (FIGURA 13). O indice de f&actambém detectou diferenciacdo

populacional entre as duas localidades testadas (040; P = 0,049).

L (K) (média +- desvio padriio)

—490F @

—500F

—510F

—5201

=530

Meédia est. da prob dos dadog de Ln

—540f

—550F

1.0 1.5 2.0 2:5 3.0

Figura 13: Logaritmo de Probabilidade Posterio(ID) da analise de agrupamento para cada K
mostrando o0 numero de popula¢gdes mais provavelZK =

A analise do coeficiente Q, que representa a pgdpatio gendtipo de cada individuo que
corresponde a cada uma das populacbes, mostrandiveduos das areas adjacentes foram
atribuidos a populacéo verde, enquanto os repeegestda Baia de Guanabara foram atribuidos

a populacdo vermelha com coeficienteserfno Médios acima de 0,5 (FIGURA 14).
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Figura 14: Valores de Q da andlise de atribuic&wsiderando K = 2 e com informacaapriori sobre a origem das amostras. Cada cor represerda u
populacdo. O grafico representa uma compilacdedéteracdes independentes. A seta indica a anustaia de Guanabara com.Qeihomédio inferior
a 50%.
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Na populacdo da Baia de Guanabara apenas um imdidpdresentou genotipo com
menos de 50% pertencente a populagdo vermelha §Mi@®). Ja na populacédo verde, dois
individuos provenientes de Niteroi (MQ135, MQ13émka e seu feto), um de Barra de
Guaratiba (MQ138, fémea), um da Restinga da Maran{h#Q227) e outro da Praia da Reserva
(MQ376, macho) apresentaram genotipos misturadwsoomtribuicdo importante da populagéo
vermelha (Tabela 14).

Tabela 14. Coeficientes Q das populacdes vermeNerde para cada individuo. Individuos
codificados como MQ e BG foram coletados na Bai&danabara, os demais (AA) nas areas

adjacentes. Os codigos AA também representam aasdgiDs.

Qvermelho Qverde
(BG) (AA)

AA135 0,7749 0,2251
AA136 0,8408 0,1592
AA138 0,7477 0,2523
AA140 0,098 0,902
AA208 0,1957 0,8043
AA227 0,7205 0,2795
AA272 0,1301 0,8699
AA303 0,4297 0,5703
AA376 0,5176 0,4824
MQ122 0,8759 0,1241
MQ128 0,865 0,135
MQ134 0,9785 0,0215
MQ143 0,6274 0,3726
MQ157 0,983 0,017
MQ160 0,9683 0,0317
MQ182 0,9803 0,0197
MQ188 0,8131 0,1869
BGO1 0,9545 0,0455
MQ207 0,7845 0,2155
MQ214 0,9714 0,0286
MQ215 0,9811 0,0189
MQ217 0,9398 0,0602
MQ238 0,9748 0,0252
MQ292 0,9821 0,0179
MQ295 0,9508 0,0492
BGO02 0,9765 0,0235
MQ33 0,5115 0,4885
MQ332 0,9184 0,0816
MQ387 0,9802 0,0198
BGO03 0,9681 0,0319
MQ438 0,9695 0,0305
MQ443 0,9795 0,0205
MQ444 0,9792 0,0208
MQ45 0,7911 0,2089
MQ454 0,9177 0,0823
MQ487 0,8715 0,1285
BG04 0,9644 0,0356
MQ63 0,9728 0,0272
MQ98 0,2172 0,7828

*Em negrito, individuos com contribuigdo genéticaion da outra populacgéo.
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4.2.5.Tamanho populacional efetivo (N) e investigagcéo de gargalo populacional

Na andlise mais conservadora #mEstimator v.201(usando somente alelos com
frequéncia superior a 0,05), @ Na Baia de Guanabara foi estimado em 4, com wrvald de
confianca (IC) variando de 2,2 a 10,4. Nas analseisos conservadoras (usando somente alelos
com frequéncia acima de 0,02 e de 0,01), os valtedd foram 7,7 (IC de 3,0 a 17,7) e 8,5 (IC
de 3,2 a 19,3), respectivamente.

Os resultados gerados para a populacdd. delianensisla Baia da Sepetiba indicam um
Ne de 52,7 (andlise com limite de 0,05, com IC d& Binfinito), bem acima do observado para
a Baia de Guanabara. A estimativa do tamanho pcpokd efetivo da Baia de Sepetiba ainda
permaneceu superior a da Baia de Guanabara naseamakenos conservadoras: 36,2 (limite de
0,02, com IC de 13,4 a infinito) e 90,7 (limite@®@1, com IC 24,3 a infinito).

O teste déVilcoxonrealizado no programBottleneck v 1.2.084o0 foi significativo para
nenhum dos trés modelos analisados=(0,05). Para o IAM (Modelo de Alelos Infinitos),
valor de P foi de 0,687, enquanto para os modelisl TModelo de Duas Fases) e SMM
(Modelo de Mutacédo Passo a Passo) os valores deaf 10,903 e 0,232, respectivamente. O
teste de mudanca da moda (“mode-shift”) revelou dis@ibuicdo em forma de L, o que sugere
que as distribui¢cdes das frequéncias alélicasustaap ao cenario esperado quando ha equilibrio
mutacao-deriva, ou seja, a perda de alelos ram&sta ocorrendo de forma mais acelerada do

que a perda da heterozigosidade.

4.2.6Analises de parentesco

As analises de parentesco dos 39 individuos usanddL-Relate geraram 784
comparacdes entre pares de individuos (diadesyrtk desse conjunto de dados, selecionamos
diferentes subconjuntos para andlises. No pringiliconjunto analisado, os individuos foram
agrupados por regido: dentro das areas adjacerBescqmparacdes), dentro da Baia de
Guanabara (435 comparacdes) e entre areas admeeBtda de Guanabara (270 comparacoes).
Nessa primeira analise, ndo houve distin¢cao de, sliextorma que tanto machos quanto fémeas e

os dois individuos sem sexo determinado foram idoki A andlise revelou um parentesco
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médio maior = 0,187) entre os individuos da Baia de Guanafa@&{RA 15) do que entre 0s
botos das areas adjacentes (0,094) e entre Baia de Guanabara e areas adjaqent0,087).
Apenas o indice observado na Baia de Guanabareoinghiarentesco, pois foi maior do que
0,125.

Comparacdo entre todos os individuos
AAxBG 0,087 i
i
BGxBG i 0,187
i
AAXAA 0,004 i
0 0,05 0,1 0,15 0,2
r

Figura 15: Indices de parentesco médios calculamt® todos os botos-cinza das areas
adjacentes (AA) e Baia de Guanabara (BG); densadzas adjacentes e dentro da Baia de
Guanabara. A linha tracejada indica o valor mingaterminante de parentesca=(0,125).

Na sequéncia, analisamos subconjuntos dentro detigarde comparacdo entre diades
(dentro da Baia de Guanabara, dentro das areaseatfja e entre Baia de Guanabara e areas
adjacentes) em funcdo do sexo dos animais. Na ®af@uanabara, a analise entre machos e
fémeas (210 comparagfes) gerou umeédio de 0,197, enquanto a analise entre machos e
machos (91 comparacdes) gerou unde 0,153 e a andlise entre fémeas e fémeas (105
comparacdes) gerou umde 0,220 (FIGURA 16). Dentro da Baia de Guanalsaratodos os

casos houve indicacdo de parentesco, porém egsest®u maior entre fémeas.
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Baia de Guanabara

Ml b 0,153
FxF

0,220

Fx M 0,197

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

r

Figura 16: indices de parentesco médios de botzscida Baia de
Guanabara, comparando diades s6 de machos (MxM $meas (FxF) e
de fémea e macho (FxM). A linha tracejada indicavalor minimo
determinante de parentesr = 0,125)

Ao considerarmos o subconjunto das areas adjacemtdancdo do sexo, identificamos
que machos e fémeas (24 comparacdes) tiveranr wl@ 0,011, machos e machos (duas
comparacdes) um zero, e fémeas e fémeas (30 comparacdes) Qril9. Em nenhuma das
situagdes houve indicacao de parentesco (FIGURA 17)

Areas adjacentes

MxM | 0

ExE 0,119

FxM 0,011

r

Figura 17: indices de parentesco médios calculagesas com botos-cinza das areas adjacentes,
comparando diades s6 de machos (MxM), s6 de fé(re&3 e de fémea e macho (FxM). A linha
tracejada indica o valor minimo determinante demt&scor(= 0,125).
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As Figuras 18a-c reinem as informagfes geradasapimném organizadas por sexo, ao
invés de por area. Novamente, percebe-se que adBdkanabara apresenta parentesco médio
acima de 0,125 nas trés comparacfes por sexo, rdngos animais das areas adjacentes nao

foram aparentados.

Machos
|
I
Baia de !
Guanabara Lese i
U
I
I
|
M i
Areas 0 :
adjacentes !
|
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
d (a)
Fay
FEémeas
i
i
i
Baia de Guanabara : 0,220
i
i
i
i
i
i
i
|
Areasadjacentes 0,119 !
i
i
!
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
i (b)
FemeasXMachos
i
Baia de !
Guanabara i 0197
E
]
Areas
adjacentes 0,011 i
i
!
] 0,05 01 0,15 0,2 0,25
; (©)

Figura 18: Andlise de parentesco de botos-cinz8ala de Guanabara e areas adjacentes: (a) entre o¢
machos; (b) entre as fémeas e (c) entre fémeaschomaA linha tracejada indica o valor minimo
determinante de parentesca=(0,125).
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A andlise de variancia simples (ANOVA) para um fa® teste de comparagado multiplaldd&eyrevelaram que as médias de
parentesco observadas dentro das areas adjacelgegs@®da Baia de Guanabara sdo estatisticamiégrtentes, com valor de P igual
a 0,007 (significativog. = 0,05) (FIGURAS 19a-c).

Dad Grafico de valores individuais de AfxAs, BGXBG Grafico de intervalos AAxAA; BGXBG ICs Simultdneos de 95% de Tukey
i i IC de 95% para a média Diferenca de Médias para AAxAA; BGxBG
0,25
r FxF 0,25 |
. T Fxl |
0,20 .r *I - 0.20
rtodos os indiv. ’ |
015 r Mxi 015 BGXBG - | | ) |
r FxF _ ' AAKAA | | |
0,10 rtodos os 0,10
indiv. |
L ]
0.08 . 0,05 |
rFxM, S |
0.00 [ Mxh 0,00 0,00 0.05 010 0.15 0,20
AAKAA v AdoAA BGxBG
! 0 desvio padrio combinado foi usado para calcular Se um intervalo nao contiver o zero, as medias

{ay 05 intervalos. correspondentes serdo significativamente diferentes. (c)

(b)

Figura 19: Valores médios degerados para parentesco de botos-ciBzaafia Guianens)snas areas adjacentes (AA) e dentro da Baia dadbasa (BG).
Em (a), valores individuais em cinza e pontos amjisesentando médias (AA = 0,056; BG = 0,189);ir{tervalos de confianca a partir de desvio padrao
combinado (0,046) e (c) intervalo de confiancampostra a média de BG menos a média de AA.

A Figura 20a-c ilustra a analise da classe eténmdrd dos grupos organizados por sexo na Baia dedbara. Entre machos, os individuos mais
aparentados foram os filhotes e os juvenis Q,234), enquanto os adultos e filhotes ndo foralacionados geneticamente< 0,029). As
investigacdes dentro do grupo de fémeas indicaraenag diades mais aparentadas sdo aquelas forp@dadultas e juvenig & 0,338),
enquanto as compostas por filhotes e juvenis tivenaenor parentesca € 0,154). Ao considerarmos as diades de fémeas ohasia
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notamos que 0s mais aparentados sdo as fémeaasagllds machos filhotes £ 0,299) e os
filhotes sdo os menos relacionados 0,120).

Machos (a)
|
adu x fi 0,029 |
adu x juw 0,107 i
fix fi 0,109
juvx juw i 0,199
adux adu i 0,201
fix juw i 0,234
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
r
.
Fémeas (b)
1
Ll
fix juw 0,154 '
i
"
adu x fi 0,158 i
i
1
juv i juw 0,163 |
i
Ll
fix fi : 0,196
'
.
adux adu H 0,321
i
1
adu x juv \ 0,338
:
] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0.3 0,35 0.4
r
Fémeas X Machos (c)
1
fix fi 0,120 .
M_aduxF_fi i 0,199
M_aduxF_juw i 0,204
juwx juw i 0,213
F_aduxM_juv E 0,227
adux adu E 0,231
F_fimM_juwv i 0,232
M_fixF_juv i 0,274
F_aduxM_fi i 0,299
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
r

Figura 20:Andlise de parentesco de botos-cin3atélia guianens)sda Baia de Guanabara por classe
etaria a partir da comparacdo de diades de filh@igsadultos (adu) e juvenis (juv) exclusivas e
misturadas: (a) entre os machos; (b) entre as £méa) entre fémeas e machos. No grafico (c), @&me
(F) e machos (M) foram discriminados nas analiseslasses etérias diferentes. A linha tracejadiaand
o valor minimo determinante de parentesce (,125).
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A andlise de variancia simples (ANOVA) para um fa@ teste de comparagdo multipla
de Tukey revelaram que as médias de parentescovatias por classe etaria dentro dos grupos
segmentados por sexo nha Baia de Guanabara néetafisticamente diferentes, com valor de P
igual a 0,515d = 0,05) (FIGURA 21). Na Figura 22a-b, intervattesconfianca de 95% para a

média.
Grafico de valores individuais de fixjuv; aduxadu; ...
0,35
® 1 FxF(29)
e I FXFO0)
r Faduxhfi
0,30 ® (15
&1 MfixF juvi15)
0,25 @
‘Ffffﬂxr::_imsﬁj & T Fxhi20) i G8) §" Fadujuv (35)
AR TEA VU ” : . iy [ Madu
w 0,20 PEMAE) e ) e FxF(ID ..rrﬂadggﬂu XA
< [20) " (20)
o] : o TFxF(10) . [FXF
v TFxF25
0,15 (23 & (25
r Fxiian
0,10 PR3 e MxM27)
0,05 -
o MM
(12
0,00 : : : : : z
Tisjuw aduxadu JuwEjuw fixfi aduxjuv aduxfi

Figura 21: Valores médios degerados para parentesco de botos-ci®@a(ia guianens)sem
grupos organizados por sexo (machos vs. machogafeivs. FEmeas e fémeas vs. machos) para
diades definidas por classe etaria: filhote vhofe (fixfi); filhote vs. juvenis (fixjuv); filhots vs.
adultos (fixadu); adulto vs. adultos (aduxadu); l@dws. juvenis (aduxjuv) e juvenis vs. juvenis
(juvxjuv). Valores individuais em cinza e pontosuigzrepresentando meédias (fixjuv = 0,224;
aduxadu = 0,251; juvxjuv = 0,192; fixfi = 0,142;uwguv = 0,219 e aduxfi = 0,171) e entre
parénteses numero de diades comparadas dentrdaleatagoria.
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Grafico de intervalos fixjuv; aduxadu; ...
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Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente
diferentes. (b)

Figura 22: Valores médios degerados para parentesco de botos-ciBntafia guianens)sem grupos
organizados por sexo (machos vs. machos; fémeaBéwseas e fémeas vs. machos) para diades
definidas por classe etaria: filhote vs. filhotef{; filhote vs. juvenis (fixjuv); filhotes vs. dultos
(fixadu); adulto vs. adultos (aduxadu); adultojusenis (aduxjuv) e juvenis vs. juvenis (juvxjuEm

(a), intervalos de confianca a partir de desvioradombinado (0,075) e (b) intervalo de confianca
gue mostra a média de cada diade menos a médidrdal@ade.
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5. DISCUSSAO

5.1Variabilidade genética: baixa riqueza alélica e digrsidade

O estudo da variabilidade genética é extremamemperiante, pois a variacdo € a base
para a selecéo natural, representando, portantepumponente fundamental para a evolugéao das
espécies (ALLCOCKet al, 1995). A comparacdo entre 0s animais das argaseates e da
Baia de Guanabara mostrou que essa Ultima pospueza alélica menor para todos os
marcadores, com excecao do loagui003que foi monomdérfico nos botos-cinza de fora da
baia. Na Baia de Guanabara, por sua vez, 0 mornismorfocorreu no marcadsguio07 E
interessante destacar que a variabilidade foi meaoBaia de Guanabara mesmo com um
namero trés vezes maior de animais analisados 8R)=xlo que nas aguas adjacentes (N = 9).
Notamos ainda que os individuos da Baia de Guaagmsuem um namero maior de alelos
privados (N = 13) do que os animais das areas etee (N = 10). A esses resultados é
importante acrescentar ainda o déficit de heteodaggidentificado tanto pelMicro-checker
quanto nas analises de EquilibrioHigrdy-Weinberg Todos esses achados sugerem uma perda

de variabilidade genética da populacao de botasaaa Baia de Guanabara.

Entre os fatores que podem estar contribuindo pas® cenario, esta a reducao do
tamanho populacional, tal como evidenciado a pddimonitoramento dos ultimos 20 anos na
Baia de Guanabara, visto que esse processo patedgerda de diversidade genética. Como
lembram Solé-Cava e Cunha (2012), a reducdo dontemnpopulacional efetivo € um dos
principais responsaveis pela perda de variabilidadepopulacdes ameacadas de extincdo. Em
estudos com o golfinho-de-hect@gphalorhynchus hectgriPichler e Baker (2000) também
encontraram diversidade genética reduzida na liweNe na costa leste da Nova Zelandia, o
que consideram ter sido causado pela reducéo dmtandas populacdes, em fungéao da elevada
mortalidade dos animais em redes de pesca. Massévpbainda que outros elementos, além do
declinio populacional, estejam por tras da baix@éakdidade genética. Estudos realizados com
Phocoena sinyspopularmente conhecida como vaquita, boto-dofipacou toninha-do-golfo,
também encontraram baixa diversidade genética (ROSEROJAS-BRACHO, 1999), no
entanto, sua homogeneidade parece ter sido capsaddeito fundador na origem da espécie
(TAYLOR e ROJAS-BRACHO, 1999).
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Niveis moderados de diversidade genética e baigaeza alélica também foram
observados en$otalia guianensi®m outras areas (CUNHAt al, 2005; HOLLATZ et al,
2011). Cunha e colaboradores (2005) e Cunha (2000 aram a regido controle do DNA
mitocondrial e microssatélitggara investigar amostras & guianensigoletadas nas Regides
Norte, Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil. Essémllvas revelaram baixa diversidade entre
amostras do Sul/Sudeste. Nesse caso, 0s autorgdaranam que esse achado seria o resultado
da colonizacdo dessa regido a partir de um nuneeluzido de individuos (efeito fundador). A
expansdo d&otalia guianensiso longo da costa brasileira teria ocorrido ndidemorte-sul,
sendo que, ao atingir essa ultima area, barreicgedgraficas teriam possivelmente limitado a
continuacdo da expansédo (CUNHKAal, 2005). J& em Hollatz e colaboradores (2011) &oeg
controle do DNA mitocondrial e microssatélites foraisados para investigar individuos das
baias de Sepetiba e Pardigtes autores também acreditam que um efeito fondadha sido
determinante para os baixos niveis de diversidaukersados. A heterozigosidade média
observada no presente estudo para a Baia de Guar{al#49) foi um pouco menor do que a
verificada por Santos (2015) para a mesma locaid@i277). A analise de Santos (2015)
também realizada com microssatélites especificasSaguianensigpontou que a variabilidade
genética da Baia de Guanabara foi inferior a obs@nentre os individuos da Baia de Sepetiba
(Ho = 0,308), mas ligeiramente superior aquela enadatna Baia de llha Grande,(#0,227).

Outro fator que pode contribuir para a perda dekdidade genética é uma organizacao
social matrifocal (HOELZEIlet al, 1998; WHITEHEADet al, 2000). Em um estudo com orcas
(Orcinus orcg das aguas costeiras da California até o Alasoae)zdl e colaboradores (1998)
consideraram que a baixa variabilidade genéticarghda a partir da analise de trés marcadores
nucleares e da regido controle do DNA mitoconds&ia compativel com uma estruturacao
populacional matrifocal e com tamanho efetivo peguePara Whitehead (1998), a cultura
parece contribuir também para a baixa diversidatiecondrial em sistemas matrifocais. O autor
entende cultura, de acordo com o conceito de BofRickerson (1985), ou seja, como uma
informac&o que pode causar variagdo no comportangeqte é adquirida a partir de individuos
da mesma espécie por imitacdo ou aprendizado. tBmsmissdo cultural de comportamentos
aumentar a sobrevivéncia ou reproducédo de indigigymarentados, alelos neutros podem ser
transmitidos ao longo das linhagens matrilineages)ongo prazo as linhagens tenderiam a fixar

tais alelos, mesmo sem que eles sejam diretamele@mados.
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5.2 Déficit de heterozigotos: endocruzamento

Tanto as areas adjacentes quanto a Baia de Guanabegsentaram déficits de
heterozigotos, no entanto, é possivel que fatasmts estejam por tras desses resultados em
cada uma das localidades analisadas. Solé-Cavale@R012) argumentam que mais do que a
perda de variabilidade genética, um problema drueim populacbes ameacadas é o
endocruzamento. Isso porque, segundo 0s autorgeamio a variabilidade génica reduzida
prejudica o potencial de resposta a desafios anaisero endocruzamento leva ao aumento da

expressao de genes deletérios na populacao (dépressendocruzamento).

Na nossa andlise, encontramos um indice de endmsamo (fs) significativo para a
Baia de Guanabara. Essa informacdo somada a requogidacional observada e a baixa
variabilidade sugere que provavelmente o déficit hdgerozigotos observado na Baia de
Guanabara seja consequéncia do endocruzamentoriva dgnica, forca evolutiva que atua
mais intensamente em populacdes pequenas e queaeduabilidade, também pode ser levada

em consideracao.

Outro dado que parece corroborar o endocruzamelgeante entre os botos da Baia da
Guanabara € o resultado do teste de alelos nutosni@ programaMicro-checker Essa analise
mostrou que dos 11 marcadores utilizados na pesginso apresentaram evidéncia de alelos
nulos, com déficit de heterozigotos. Alelos nul@o ausados por mutacdes nas regioes
flanqueadoras dos microssatélites que impedem ¢araaeto de um dos iniciadores e a
amplificacdo de um dos alelos em individuos hetgodbas para aquele alelo (JARNE e
LAGODA, 1996). Com isso, individuos originalmentetdrozigotos para esse alelo parecem ser
homozigotos e as genotipagens resultam em dééditetlerozigotos e excesso de homozigotos.
Todas as equacdes (Brookfield 1, Brookfield 2, Ktdlaorty e colaboradores e Oosterhout)
usadas para estimar a frequéncia de alelos nuesnf&sse calculo a partir da deficiéncia de
heterozigotos, assumindo a panmixia. Na praticm, ssgnifica que os estimadores consideram
gue a deficiéncia heterozigotica é resultado dmsleulos e ndo de outros mecanismos, entre
eles, efeito Wahlund endocruzamento ou cruzamentos direcionados (TAEB\R?2007).
Segundo Chybicki e Burczyk (2009), esses estimadooenumente superestimam a frequéncia

de alelos nulos quando sé&o utilizados em populap@esxperimentam alguma endogamia.
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Outros fatores, como a residéncia dessa populasdaspectos ecoldgicos, o declinio
populacional recente e o0 baixo tamanho populaciaiativo, indicam que o déficit de
heterozigotos observado na Baia de Guanabara senpeeestudo parece ser mais um indicativo
de endocruzamento do que da presenca de alelos. rio fato, considerando também os
resultados que obtivemos com relacdo ao grau dmigsco dos botos da Baia de Guanabara

(veja secéo a sequir), temos evidéncias de consatgde entre esses animais.

Confirmando a previsdo tedrica, simulacdes tém destmado que o endocruzamento
afeta negativamente a persisténcia das populaQi@sady e colaboradores (2006) observaram,
a partir de projecdes computacionais estocastmgas, 0 endocruzamento pode diminuir os
tempos médios de extingdo em 37%. Na analise, mogransiderou os efeitos da endogamia em
populagdes naturais de mamiferos e aves. As coggesdoram feitas com e sem efeito do
endocruzamento e em populagbes com 100, 500 e P@d@dduos. Para os autores, esses
achados apontam que o endocruzamento representdasm@incipais ameacas para a maioria
dos taxons de mamiferos e aves cujas populacdegeatitamanhos que variam de pequeno a
moderado, ou seja, com pouco menos de 1000 indisidRara Taylor e Rojas-Bracho (1999), o
endocruzamento sofrido no passado pela vagBltaqoena sinysfoi determinante para o seu
atual estado de conservacao alarmante: esse cé&atassificado como criticamente ameacado
pela IUCN. Por meio de simulacdes, os autores vas®n que mais de 84% das fixagbes
alélicas ocorreram no passado e ndo no declinialacpnal recente. Ou seja, 0s autores
defendem que a baixa variabilidade € decorrénciardevento fundador na origem da espécie, e
nao do gargalo sofrido nas ultimas geracdes. Assiaspécie seria naturalmente rara desde sua
origem. Refletindo sobre esse contexto, vemos qua das possibilidades para explicar o
cenario seria que o fato da espécie permanecewvadabilidade reduzida por um longo tempo
pode ter levado a eliminacdo dos genes altamefggedes ao longo da evolugcdo. Mas, mesmo
assim, ainda haveria genes levemente deletérios, mpderiam trazer problemas como
malformacgfes, no entanto, eles ndo levariam a meatapouco impediriam a reproducéo
(LYNCH, 1995).

Alguns autores tém mostrado, no entanto, que dadeustos do endocruzamento,
mecanismos para evita-lo podem ser selecionadosdquiborem menos custosos do que 0s
efeitos do préprio endocruzamento (WASIEER al, 1986; KOKKO e OTS, 2006). Nessas
situacOes, a escolha de parceiros geneticameetenliés (AMOSt al, 201; HOFFMANEet al,
2007), a disperséo do sitio de nascimento (GREENWAMO80) ou a capacidade de diferenciar
os parentes (BLOUIN e BLOUIN, 1988) seriam, por rapi, estratégias favorecidas pela
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selecédo natural. No entanto, estudos com populatdiesais sugerem que, mesmo diante dos
efeitos deletérios causados pelo endocruzamento,seenpre 0s mecanismos para evita-lo sao
selecionados e perpetuados entre os individuose er&olaboradores (2010) apresentam, por
exemplo, o caso dobursiopssp. de Shark Bay, Australia. Os autores encomraraveis de
endocruzamento maiores do que 0s esperados ao reEssEs animais e observaram ainda que
tanto fémeas endocruzadas quanto aquelas comeslletdocruzados témwvalor adaptativo
(medido pelo sucesso no parto) reduzido. Aléem diagmesquisa australiana mostra que fémeas
que tém filhotes mais cedo possuem mais chancssrdem endocruzadas, o que, para a equipe,
indica que a idade das fémeas, bem como a expexi&do fatores determinantes na prevencgao
do endocruzamento, ou seja, fémeas mais joverarsenais vulneraveis a cruzar com parentes
por desconhecerem sua relacdo de consanguinidadenm@xchos mais velhos. Todas essas
questbes parecem pertinentes também para os leoBaia de Guanabara, pois, além dos dados
genéticos fornecidos nesse estudo e discutidos aacolados ecoldégicos mostram que,
atualmente, um pequeno grupo de fémeas experiéntesponsavel pela geracdo de filhotes,
pois algumas fémeas nédo tém dado a luz e outrdermeseus filhotes nos primeiros meses de

vida (AZEVEDO AF, comunicacédo pessoal).

Ja nas areas adjacentes a explicacdo para um gelieedocruzamento - ainda mais
significativo do que dentro da Baia de Guanaba&8@vs. 0,280) é diferente. Nossa hipétese é
gue o valor elevado dgsmao esteja refletindo o endocruzamento nas argaseates, mas sim
seja consequéncia de uma distorcdo causada peto ¥¥ahlund Quando analisamos as
frequéncias genotipicas em uma populacéo granderaifica, observamos um dado numero de
homozigotos. Se conduzirmos a mesma andlise agiopawmpulacdes subdivididas, ao
combinarmos as médias dessas frequéncias chegasenomsvalor superior aquele encontrado
guando apenas um conjunto de dados foi avaliade &scesso de homozigotos (ou deficiéncia
de heterozigotos) acontece porque 0s cruzamentosstao ocorrendo ao acaso entre todos os
individuos, mas sim preferencialmente dentro dgmijagdes. A esse efeito matematico no qual
encontramos frequéncias elevadas de homozigotognatisar conjuntamente populagdes
subdivididas da-se o nome de eféahlund(RIDLEY, 2006).

E possivel, portanto, que o efeitdahlundesteja por tras do déficit de heterozigotos nas
areas adjacentes, visto que os nove individuosiithe nessa categoria foram recolhidos em
diferentes areas, sendo algumas relativamententistaOs municipios de Barra de Guaratiba e
Rio das Ostras sdo separados, por exemplo, por kil Rio das Ostras (22°31'37"S,
41°56'42"W) faz parte da costa centro-norte dodestlto Rio de Janeiro ®otalia guianensig
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frequentemente observada nessa regiao (SICILI&AN&, 2006). Por outro lado, a costa centro-
sul do Rio de Janeiro abriga, além da Baia de Gaaaapoutras populacdes residentes de boto,
sendo elas Baia de Sepetiba (FLA€thI, 2008a; FLACHet al, 2008b) e Baia de Ilha Grande
(LODI e HETZEL, 1998; ESPECIEt al, 2010 e SOUZA, 2013). Nesta ultima, ha ainda @ Bai
de Paraty que compde o complexo da Baia de llhaderéKREBS, 2008). A diferenciacéo
populacional entre os botos das baias costeird&ialde Janeiro tem sido revelada a partir de
dados genéticos (HOLLAT2t al, 2011; SANTOS, 2015), por isétopos estaveis (RiSal,
2012), organoclorados (VIDAL, 2010) e emissdes s ANDRADE, 2010).

Da mesma forma que nas baias costeiras, € pogsivéiaja mais de uma populacéo nas
areas adjacentes, ou ainda, que alguns indivickamdhidos fora da Baia de Guanabara sejam,
na realidade, integrantes da populacdo residentBafta de Guanabara (caso dos individuos
coletados em Niterdi). Os resultados observaddStnature corroboram essa hipotese, pois, na
populacdo formada por individuos das areas adjesejstamente os dois animais recolhidos
em Niteroi (MQ135, MQ136; fémea e seu filhote),em@ntaram composicdo genética maior da
Baia de Guanabara. Outros trés individuos apresemtgendtipos misturados, sendo eles de
Barra de Guaratiba (MQ138, fémea juvenil/adultajgstihga da Marambaia (MQ227
juvenil/adulto) e outro da Praia da Reserva (MQ3nacho juvenil/adulto). As analises de
parentesco indicam que a exce¢do dos animais sitdma e de outro recolhido fora da Baia
(fémea de Rio das Ostras juvenil/adulta), a maidog botos das areas adjacentes ndo apresenta
parentesco nenhum, ou seja, das 72 comparacoes, f&it (69,4%) revelaram indicegjuais a
zero. A auséncia de consanguinidade pode ser uoativd também de que, de fato, individuos
provenientes de populacdes diferentes foram reanido categoria areas adjacentes, o que
corrobora a possibilidade da deficiéncia de hetgobas ter sido causada pelo efditahlund

5.3 Diferenciac@o genética: evidéncias a partir da aniéle Bayesiana de agrupamento

e atribuicdo e do kst

Tanto o kst quanto a analise Bayesiana de agrupamento e ieftibsuportaram a
existéncia de diferenciagdo genética entre os asidedentro da Baia de Guanabara e os de
fora dessa area. O resultado obtido a partir gkddr mais sutil do que o revelado na analise

Bayesiana, uma vez que o valor encontrage $F,040; P = 0,049) ficou préximo ao limite de
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significancia. De fato, odt se mostra menos sensivel a deteccdo de difer@nojmpética sutil,

tal como a esperada em andlises de microescalas$ivpl, por exemplo, que a definicdo de
gruposa priori, exigida pelo Er, tenha afetado a analise, pois, tal como discuideriormente,

ha indicios de que tenhamos tratado locais de raigtopulacional como homogéneos (SOLE-
CAVA e CUNHA, 2012). Nesse sentido, a analise Beayes de agrupamento e atribuicao
realizada no Structure, utilizando modelo de miéstar informacdo geografica conpior
(HUBISZ et al, 2009), se mostra mais sensivel para detectareddmcdes sutis (estruturacao
fraca), tal como a observada entre subpopulacdeespecificas residentes de uma regido com
formacao recente, como € o caso da Baia de Guang@aca de 3000-3500 anos, AMADOR,
1997; SEMA, 1998). O modelo proposto por HUBISZotaboradores (2009) também é mais
adequado para casos em que o tamanho amostrabZAd®dalém de ser capaz de ignorar a
informacé&o geografica quando os indicios aceroastteturacdo populacional ndo sao evidentes

ou quando a estrutura se mostra incoerente cootas l[deduzidos na amostragem.

Além disso, é importante lembrar, tal como citadoma, que ha a possibilidade de
individuos de dentro da Baia de Guanabara terematitbuidos de forma equivocada as areas
adjacentes, visto que pela andlise Bayesiana dgpagento e atribuicdo cinco individuos
alocados nesse Ultimo conjunto apresentaram maimpasicao genética da Baia de Guanabara.
Combinando esse resultado com as andliseMlld&Relate notamos que esses cinco animais
apresentaram indices de parentesco relativamestadels entre si, sendo o maior deles obtido
entre a fémea e seu filhote de Niterdi< 0,6634), tal como esperado. Além dessa diade,
notamos alto grau de parentesco entre a fémea téediNe o individuo da Marambaia €
0,657), bem como entre o filhote de Niter6i e dMrambaia i( = 0,2966) e entre a fémea de
Niteréi e a fémea de Barra de Guaratiba (0,3484). Apenas o0 macho da Praia da Reserva se
mostrou mais distante ndo apresentando parentescacnenhum desses animais, com excecao
da fémea de Niteroir (= 0,138). Assim, se algum desses animais, de faicatribuido de
maneira equivocada as areas adjacentes, a reagoug@s mesmos dentro do conjunto amostral
da Baia de Guanabara poderia aumentar o sinaltadgueacdo observado e talvez torna-lo até
mesmo mais perceptivel pelgrF

A diferenciacdo genética observada nesse estudesperada, pois, tal como citado
acima, tem sido evidenciada em diferentes poputag@s. guianensisio estado do Rio de
Janeiro. Hollatz e colaboradores (2011) observad#derenciacdo genética entre botos-cinza
machos da Baia de Paraty e da Baia de Sepetibant@ewnte, um estudo de Santos (2015)
apontou diferenciagdo genética entre os animaipaias de Guanabara, Sepetiba e Ilha Grande.
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Essas informagfes sdo acompanhadas por dados dpdgemos e ecoldgicos que também
apontam delimitacdes populacionais (BE&lal, 2012; VIDAL, 2010; ANDRADE, 2010 e
SANTOS, 2015).

Segundo Wright (1978), € possivel observar trégstiprincipais de estruturacdo de
populacdes: (a) isolamento por distancia; (b) nwd#d ilhas e (c) modelo passo-a-passo
("stepping stones"). Tal como proposto por Cunt@082, é possivel que esse ultimo modelo
(“stepping stones”) seja 0 mais adequado para@ph fluxo génico ens. guianensijsvisto
que o habito costeiro implica em uma distribuic@dango de um uUnico eixo dimensional. Por
esse modelo, cada subpopulacdo somente troca meigremm as populacdes vizinhas (SOLE-
CAVA e CUNHA, 2012). Isso indica que a probabilidade cruzamentos dentro de cada
subpopulacdo € maior do que a probabilidade deacrezto entre individuos de subpopulagbes
diferentes. Mas embora menos frequente, esse cemtamnterpopulacbes ocorre, porém,
diferentemente do modelo de ilhas, no qual a disdarentre as subpopulacbes nédo €
determinante para estabelecer o nivel de fluxocgénterpopulacdes, no modelo passo-a-passo,
a probabilidade de ocorrer cruzamento entre indoddde subpopulacbes diferentes esta
relacionada a distancia geografica, assim a chd@sse cruzamento ocorrer aumenta quando as
subpopulacdes estdo mais proximas entre si. Wpighids, com base no modelo de ilhas, que
um migrante por geracdo bastaria para impedir ereditiagdo por deriva. Segundo Slatkin
(1985), essa previsdao também parece relevanteopa@elo "stepping stones". Nesse ponto, é
interessante registrar que recentemente foi idemdid a entrada de quatro individuos
provenientes da Baia de Sepetiba na Baia de Guansdmabém localizada no centro-sul do Rio
de Janeiro. Esses animais foram reconhecidos a gartfotoidentificacdo (AZEVEDO AF,
comunicacao pessoal). Esse dado reforca a idegaeleemS. guianensisa estruturacao parece
ocorrer a partir do modelo passo-a-passo. A an&8lssgesiana de agrupamento e atribuicdo
indicou que, dentro da Baia de Guanabara, ha pelwosnum individuo que apresenta alta
propor¢cao genotipica correspondente a populacaardas adjacentes (MQ98, feto) e ha outros
(MQ33, macho e MQ143, macho) que também possueltnitnagdo genotipica relevante da
populacdo verde (aproximadamente 40%). Essas iafgies corroboram a sutileza da
diferenciacéo genética dos animais da Baia de ®Basmao que era esperado, visto que se trata

de uma analise em microescala.

Quanto a analise de estruturacdo populacional zitalnesse trabalho, vale ressaltar
que ha limitacdes em funcdo do tamanho amostrakzigol das areas adjacentes (N = 9), e da
possivel sobreposicdo de geragfes dos individuasteiior da Baia de Guanabara. No entanto,
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esse estudo ndo teve como objetivo principal astiyecdo da existéncia de estruturacao
populacional. Os animais recuperados fora da Bai@uhnabara atuaram principalmente como
um grupo controle para a analise de diversidadétgane parentesco da populacédo da Baia de

Guanabara.

5.4Tamanho populacional efetivo e teste de gargalo pofacional

O tamanho efetivo () € uma questdo importante para populacbes ameacada
(WRIGHT, 1931). Trata-se do numero de individuos gtetivamente esta contribuindo para a
evolucdo da populacdo (SOLE-CAVA e CUNHA, 2012)ssée sentido, individuos jovens e
velhos demais para a reproducéo, por ndo conteilmypara a formacéo da proxima geracéo, ndo
sao incluidos. H4 uma relacdo entre variacdo genétiamanho populacional efetivo, tal como
expresso pelo modelo de alelos infinitos de Wr{@9&8), no qual a heterozigosidade esperada
pode ser estimada a partir do tamanho efetivotex@ade mutagédo de um gene. Logo, o declinio
do tamanho efetivo de uma populacdo é um dos peiwiresponsaveis pela perda de
variabilidade em populacgdes ameacadas de extiS@bH-CAVA e CUNHA, 2012).

Nossa analise apontou um plara a Baia de Guanabara de quatro individuos,wwom
intervalo de confianca (IC) variando de 2,2 a 18lds analises menos conservadoras (incluindo
alelos com frequéncias de 0,02 e 0,01), os vattedd foram 7,7 (IC de 3,0 a 17,7) e 8,5 (IC de
3,2 a 19,3), respectivamente. Em todos os cengossiveis, o Nndo ultrapassa duas dezenas, 0
que indica que menos de 20 individuos estdo efawée contribuindo para a evolugdo da
populacdo. Segundo Whitehead (1998), cetaceos inegirs em sistemas matrifocais tém
tamanhos efetivos consideravelmente reduzidos. Bm estudo com o golfinho-chileno
(Cephalorhynchus eutropiaPérez-Alvarez e colaboradores (2015) identificaum N de 101
para a populacdo do Sul do Chile e ugd®&l 39 para os individuos da regido Norte. J4 asalis
de Santos (2011) com toninhd@ottoporia blainville) (N = 253), que indicaram estruturacéo
em trés grupos — (1) Rio de Janeiro/Espirito Saf#p;Sao Paulo/Parana e Norte de Santa
Catarina e (3) Sul de Santa Catarina, Rio Grand&uwp Uruguai e Argentina —, revelaram
tamanhos efetivos de 23,8; 56,2 e 622,1, respectinee. Em um estudo com o golfinho-nariz-
de-garrafa Tursiops aduncysda Moreton Bay, Australia, Ansmann e colaborasiq@013)
apontam um Nde 56 para individuos do Sul (N = 51) e de 12@ pa do Norte (N = 47). Em
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todos os estudos nos quais o tamanho efetivo auaméaixa de algumas dezenas, os autores se
mostram preocupados com a viabilidade das popuda¢deN. da Baia de Guanabara é ainda
mais baixo do que os valores considerados alarsards estudos acima. E& guianensis
estudos apontando o tamanho efetivo sdo escassp® limita a comparacao dos dados. Mas
nossa analise com botos-cinza da Baia de Sep#titde(52,7) também corrobora que, na Baia
de Guanabara, a situacdo é extremamente preocupbentd, de quatro indica que o tamanho
populacional (censo) da populacdo na geracdo anweveria ser em torno de 20 a 40 botos
(FRANKHAM, 1995; PALSTRA e FRASER, 2012). Isso poega razdo media entre/N
obtida em meta-analises estaria entre de 0,1 (FRAW, 1995) e 0,2 (PALSTRA e FRASER,
2012). Esses tamanhos populacionais na BG parengmstimados ja que dados de
fotoidentificacdo apontam para uma populacdo maéogeracao anterior (AZEVEDO et al.,
2004). A falta de precisdo pode decorrer da solsiepo de geracbfes em nossa amostra e/ou ao
endocruzamento na BG, que podem ter reduzido mighifamente o N Alternativamente, a
relacdo N/N nos botos-cinza pode ndo corresponder a raz&biam@ que Palstra e Fraser
(2012) relatam grande variacéo entre grupos taxaadncom historia de vida distintas. Estudos
de Soulé e Wilcox (1980) e Franklin (1998) apontare, em teoria, um tamanho populacional
efetivo minimo para evitar depresséo por endocrenéorseria de 50 individuos. J& para evitar a
perda de variabilidade devido a deriva génica (FRANI, 1998) seriam necessarios no minimo
500 individuos. Mas como esses numeros foram edtimma partir de moscas drosdfilas, €
necessario cautela ao estabelecer valores minimosrdanhos populacionais para fins de
conservacao (SOLE-CAVA e CUNHA, 2012).

O tamanho efetivo também €& afetado pela proposgxual e pelo sistema de
acasalamento (SOLE-CAVA e CUNHA, 2012). Esse dadelévante, por exemplo, quando ha
desvios da proporcao de 1:1 entre machos e fémeasegam a diminuicdo da variabilidade
total, uma vez que individuos do sexo mais rarsgasa contribuir mais para as geracdes
seguintes. Da mesma forma, quando o sistema dalaesnto é poliginico ou poliandrico, os
individuos que monopolizam a reproduc&o contribueais para ool génico (SOLE-CAVA e
CUNHA, 2012). Embora nédo existam ainda dados gewetisupbe-se que o boto-cinza
apresente sistema de acasalamento promiscuo. Onhamelativo dos testiculos sugere
competicdo espermatica (BOSSENECKER, 1978; ROSABP)2 Nesse caso 0 sistema de
acasalamento ndo resultaria em um mengr eNtambém contribuiria para manutencdo da

variabilidade genética da populacéo.
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Em um estudo com o boto-vermelhoi@ geoffrensisna Reserva Mamiraua e arredores,
Martin e Da Silva (2004) encontraram propor¢do aepudxima de 1:1 entre machos e fémeas
(N =235), embora a analise de cada area em parti(ednais de varzea, chavascal, ressacas na
entrada do sistema Mamiraua e rios principais)aeelielado segregacédo sexual espacial, com
machos e fémeas ocupando mais determinadas reBidesutro lado, um estudo na india com o
golfinho-do-GangesRlatanista gangetica gangeticaostrou uma propor¢ao sexual de machos
adultos para fémeas adultas de 0,66:1. Essa pépenyiesada para as fémeas, somada a outros
fatores como, por exemplo, uma quantidade impartate filhotes saudaveis (13,84% da

populacdo) foram considerados indicios de uma tenaée crescimento da populacéo.

E interessante refletir sobre a razdo sexual e isgpmctos sobre o tamanho efetivo na
Baia de Guanabara. Segundo Azevedo e colabora@®@4), fémeas (identificadas a partir do
contato estreito com filhotes, e monitoradas adepigizo por foto-identificacdo) tém indices de
reavistamento maiores e sdo observadas em intsrvaémores, o que poderia indicar uma
propor¢cdo maior de fémeas adultas em relacdo aawactultos nessa regido. Por outro lado, a
Baia de Guanabara representa um sitio importantepdeducéo para essa espécie (AZEVEDO
et al, 2004). Portanto, é provavel que a quantidade dehos adultos aumente a partir de
imigracdo. Isso explicaria os dados obtidos a ipd#icoleta de carcacas ao longo de 19 anos,
que sugerem uma propor¢do sexual proxima de 1sio vjue, na amostra inicial, dos 60
individuos com sexo determinado, 31 eram féme&sredthos. Considerando apenas os adultos
da Baia de Guanabara, oito eram machos e seisféna@as. Infelizmente, muitas carcacas sao
recolhidas em decomposicdo avancada, o que impedentficacdo dos individuos pelas
marcas em suas nadadeiras dorsais. Essa inforreacmeceria se os machos que morrem na
Baia de Guanabara séo residentes ou imigranteen@alda importancia do tamanho efetivo
para a variabilidade genética e, consequentemgate,a viabilidade da populacéo, esses dados
reforcam a importancia do movimento de imigracaondehos para a Baia de Guanabara, a fim

de manter uma razéo sexual natural proxima aoalaalém de reduzir o endocruzamento.

Estrangulamentos ou gargalos populacionais (SOWRE)), sdo caracterizados por uma
reducdo do tamanho populacional e podem resultperdga de diversidade genética (NERI,
1975; TAJIMA, 1989, 1996; BOUZAT, 2010). Esse fergma pode comprometer a habilidade
de uma espécie de se adaptar a mudancas ambi€DtBRIEN e EVERMANN, 1988;
FRANKHAM et al, 1999; REUSCH e WOOD, 2007), aumentando o riscaexacio. E
interessante notar que a prépria reducdo populalcgamtribui ainda para aumentar a variancia
amostral, tornando a populacdo mais sujeita aosogfela deriva genética (PRIMACK e
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RODRIGUES, 2001; FRANKHAMet al, 2004), além de aumentar as chances de endogamia
(RALLS et al, 1988).

Quando uma populacdo experimenta uma reducdo eecentamanho populacional
efetivo, se observa uma reducao correlacionadaideero de alelos e de loci polimérficos. No
entanto, segundo Cornuet e Luikart (1996), a renluitinimero de alelos ocorre de maneira
mais acelerada do que a reducgéo da heterozigostdpdeada. Isso acontece pela perda de alelos
raros, que pode ser instantanea, enquanto a pefaeterozigosidade acontecera por deriva e/ou
endocruzamento ao longo de geracdes. Assim, quhaadom excesso de heterozigosidade
esperada em relacdo a heterozigosidade esperaéquilitorio mutacéo-deriva, ha indicios de

possivel gargalo populacional.

Em nossa analise, nenhum dos trés modelos utiszaddeste de deteccdo de gargalos
revelou resultados significativos, portanto, naouveo evidéncia de estrangulamento
populacional. O teste "mode-shift" também corrolessa conclusédo. Isso indica, segundo Piry e
colaboradores (1999), que nédo ha evidéncia de Iggogaulacional dentro de aproximadamente
2N+—4N. geracdes no passado. Considerando que o tempoerdg€dg estimado par&.
guianensis® de 14 anos (TAYLOR' al, 2007) e que a menor estimativa degiie obtivemos
foi 2,2 e a maior 19,3, entédo a janela de detedgaestrangulamento populacional seria de 61,6
anos até 1024,8 anos atras. Um estudo aponta qu®&sr1989 havia cerca de 400 botos na
Baia de Guanabara (GEISE, 1991), portanto, o declimais acentuado teria ocorrido nos
altimos 30 anos (AZEVEDO AF, em preparacado), irérwue estd fora da janela de tempo
investigada.

O tigre-siberiano Fanthera tigris altaich € uma espécie ameacada que sofreu um
alarmante declinio populacional nas ultimas décagmessando de mais de 100 mil individuos no
inicio do século 20 (LUCet al, 2004) para menos de 3000 (DINERSTEIN et. al, 2007
MORELL, 2007). E, atualmente, segundo Dinerstegolaboradores (2007) e Morell (2007), a
espécie ocupa apenas 7% de seu territorio orighhabpulacdo de tigres-siberianos da Russia
foi ainda mais impactada em funcdo da caca e daureaple filhotes para exposicdo em
zooldgicos internacionais (HEPTNER e SLUDSKII, 1p®om isso, durante a década de 40, a
populacdo foi estimada em 20 a 30 individuos (KARIY, 1948). Apos a proibicdo da caca
em 1947, a reducado das capturas e a implementacawdidas conservacionistas, a populacao
aumentou e, em 2005, era estimada em 428-502 dgudisi(MIQUELLEet al, 2007). Henry e

colaboradores (2009) investigaram molecularmentestias de individuos dessa populacao (N
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= 95), mas ndo encontraram evidéncia de gargalalpopnal, usando o programa Bottleneck
v.1.2.02. O programa também falhou na detec¢a@stlangulamentos populacionais em outras
populacbes que apresentavam evidéncias historieasledlinio acentuado. E o caso, por
exemplo, das lontras-marinhdsnhydra lutris nerejsda California. Segundo Kenyon (1969), a
caca comercial levou a reducéo drastica da espétigdra lutris sendo resumida em uma duzia
de populagbes remanescentes. Segundo Aguilar bocatiores (2008), as lontras chegaram a
ser consideradas extintas na Ameérica do Norte had@Alasca até uma populacdo pequena ser
redescoberta na regido do Big Sur, na Californssa [oi considerada uma subespéEiehydra
lutris nereis. Ao longo dos anos, a populagéo foi se recuperandtingiu de 2500 a 3000
animais (B. HATFIELD, US GEOLOGICAL SURVEY, dadosiom publicados). Ao analisar
amostras dessa populacdo, Aguilar e colaborad@®@38) néo identificaram evidéncia de
gargalo populacional (N = 350) a partir dos tegststisticos (dentro dos ultimos 200 anos),
mas, a partir de analise Bayesiana encontrararhdenfarte reducdo populacional até 500 anos
atrds. Outro caso interessante € o do golfinhaukrigarrafaTursiops truncatusque habita a
porcado croata do Mar Adriatico. Esses animais doesh a Unica espécie remanescente de
mamifero marinho na regidao (BEAR#l al, 2004; DURAS GOMERCIEt al, 2009). Embora
tenham sido abundantes até o final de 1950, o iceodmecou a mudar em 1949 quando foi
iniciada uma campanha para erradicar os animais,osgescadores consideravam os golfinhos
competidores. Com o tempo, essa concepcao foi sgtelada e, apdés 1960, ndo foram mais
registradas recompensas por assassinato dessesisafiBEARZI et al, 2004; BEARZI e
FORTUNA, 2006). Em 1995, a morte dos golfinhos@@du oficialmente ilegal na Croacia,
visto que todos os mamiferos marinhos passarammategidos pela lei (BEARZt al, 2004;
DURAS GOMERCIC et al, 2009). Gomercic e colaboradores (2002) estimartpra a
populacao de golfinho-nariz-de-garrafa da porcéaterdo Mar Adriatico era composta por 218
animais em 1998. Ao analisar amostras desses anifhai= 30), a partir de 12 loci de
microssatélites dinucleotideos, Galov e colaboesl(2011) encontraram evidéncia ambigua de
um gargalo populacional recente. Enquanto o teateaddo M M ratio test GARZA e
WILLIAMSON, 2001) com dois conjuntos de valoresgagétricos, sugeriu um estrangulamento
populacional recente, a analise no programa Beitlenusando os trés modelos TPM, SMM e
IAM, ndo mostrou evidéncia de gargalo genéticoeMaimbrar que ®1 ratio teste os testes de
excesso de heterozigosidade e frequéncia alélmgagelas temporais de deteccéo diferentes
(CORNUET e LUIKART, 1996; GARZA e WILLIAMSON, 2001)
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A partir de uma revisao literaria, Perry e colaboras (2012) sugerem que testes de
gargalo populacional baseados em microssatéliradngente ndo detectam estrangulamentos em
populacdes de vertebrados que sabidamente vivantideclinios. Os autores fizeram ainda
simulacdes que ratificaram essa ideia. Populagéadaglas que se encontravam em equilibrio
mutac&o-deriva foram submetidas a gargalos e o lma@aNright-Fisherfoi empregado para
projeta-las em um futuro apds os declinios no téimafetivo. Os resultados das simulagdes
mostraram que 0S programas que testam a possistdreda de gargalos populacionais podem
ter um poder de deteccdo limitado principalmente gausa de tamanhos amostrais restritos.
Outro aspecto discutido pelos pesquisadores é ume@dyel subestimativa das taxas de
mutacdes de multiplos passos. Isso porque os padraotados nesses modelos parecem ndo
ser capazes de assumir taxas de mutacdo capaalesadger a variacao existente na evolucéo de
microssatélites em vertebrados. Essa limitacdajnekyy os autores, faz com que os testes de
gargalo tenham uma tendéncia maior de “apontarSipes estrangulamentos em populagdes

estaveis.

Frente a essas consideracdes, entendemos que reiausé evidéncia de gargalo na
populacdo de botos da Baia de Guanabara, a partprabrama Bottleneck, ndo elimina a
possivel existéncia de um estrangulamento genéBisses animais. Esses resultados sugerem
gue pesquisas futuras sobre o tema devem considegpassibilidade de utilizar ferramentas
analiticas diferenciadas.

5.5Anélises de parentesco

No presente trabalho, utilizamos um programa quesiiga o grau de parentesco entre
individuos a partir do calculo do coeficiemigoortanto, trabalhamos com a estimativa da fragdo
de alelos que é idéntica por descendéncia entrdegliale individuos. Sabendo que a
probabilidade de um alelo passar de uma geracéitra (@asso genético) € de 1/2, o calculo do
coeficiente de parentesco pode ser resumido peteufar =Y (1/2)", onde N é o nimero de
passos genéticos que une dois individuos consamgliam um ancestral comum. Os valares
podem ser: 1 (gémeos monozigéticos), 0,5 (pais-flarmaos inteiros), 0,25 (meio irméos e
tios) e 0,125 (primos de primeiros grau) (BLOUINQO3). Dois individuos séo considerados

aparentados quando possuem um valarigeal ou superior a 0,125.
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Ao comparar o indice de parentesco médio obtidéraeta Baia de Guanabara, dentro
das areas adjacentes e entre Baia de Guanabagaseadjacentes, observamos que apenas o0s
animais de dentro da Baia de Guanabara revelaramdioe indicativo de parentesao=< 0,19,
acima de 0,125). A organizacdo espacial agregadaindeiduos geneticamente mais
relacionados é frequente em populacdes naturaggin8e Avise (2004), esse padrdo pode ter
varias consequéncias, sendo o endocruzamento uas ti como discutido acima e, esse, de
fato, parece ser um problema entre os botos dadg@azuanabara. Mas outro aspecto relevante &
que, algumas vezes, hd a necessidade de manutdegfas estruturas familiares para a
reproducao da espécie (AVISE, 2004).

Estudos com outros mamiferos sociais terrestres d@omtado indices de parentesco
relativamente parecidos, por exemplo, entre grulgosédes-selvagens-africanaygaon pictuy
(r = 0,27, GIRMANet al, 1997) e entre suricataSyricata suricatta (r = 0,28, DUGDALEet
al., 2008). Ribas (2012) identificou ummeédio de 0,23 entre dez grupos de ariranRtesgnura
brasiliensi9 do Pantanal. Os grupos foram compostos normaén@ar um casal alfa
geneticamente néo relacionado e por seus pardiéssa autora identificou um sistema social
mais complexo do que o esperado, pois 0 grau dmigEco variou entre 0s grupos com alguns
deles incluindo individuos completamente néao relamilos. Os estudos em cetaceos com
analises de parentesco ainda sdo escassos. Récbalaboradores (1996) ao analisar trés grupos
de cachalote Rhyseter macrocephalusia costa do Equador, identificaram que o grau de
parentesco dentro dos grupos foi maior do que egtopos. Shelton (2006) analisou a
composicao de grupos de golfinho-cinzentagenorhynchus obscuuem duas localidades da
Nova Zelandia: em Kaikoura (na costa oriental ta Bul) e na Baia do Almirantado (na costa
norte da Ilha Sul). A analise com microssatélitegelou que, na Baia do Almirantado, os
individuos ndo formam grupos preferencialmente parentesco. JaA a analise de grupos
bercarios em Kaikoura mostrou que ha uma tendédosm membros compartilharem um
ancestral materno. Mas € interessante notar queasm da Baia do Almirantado, grupos de
forrageamento e alimentacdo formados preferencrabngoor adultos do mesmo sexo
predominaram na andlise. J4 a analise com tréquestale belugaDglphinapterus leucasda
Baia de Hudson, Canad4, e no entorno da mesmaueyet esses animais mantém associacoes
com individuos geneticamente relacionados duramémtes de migracdo (COLBECHK al,
2012). Kita e colaboradores (2013) identificarame,qae 165 golfinhos-nariz-de-garrafa
(Tursiops truncatuscapturados ao longo da costa do Japao, 120 apaem@ um indice de

parentesco igual ou superior a 0,25. Por outro,ladiacel e colaboradores (2008), ao
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compararem um grupo (N=52) de golfinhos-comubnslghinus delphis provenientes de um

encalhe em massa ocorrido em 2002 na costa daagFcEn€anal da Mancha com outros 42
individuos oriundos de encalhes individuais ocosicgntre 1993 e 2003 ao longo da costa
ocidental da Franca (Baia de Biscaia e Canal dachMgnnao encontraram evidéncias de que o
primeiro grupo (encalhe em massa) apresentasse graio de parentesco entre si do que em

relacdo aos outros animais (encalhes individuais).

5.6 Evidéncias de filopatria das fémeas

Considerando apenas os resultados obtidos dentBaidade Guanabara, identificamos
gue tanto a analise na qual todos os componentgrido foram investigados € 0,19), quanto
a analise entre fémeas e machos (0,197) e entre fémeas e fémeas (,220) indicaram niveis
de parentesco ligeiramente inferiores aos atrilsumlaneio-irmaos (0,25) (BLOUIN, 2003).
Mesmo assim o valor observado para as comparagies diades de fémeas e fémeas foi
significativamente maior. Além disso, quando amaaties 0S grupos organizados por Sexo
(macho-macho; fémea-fémea e fémea-macho) a partdlagse etaria, notamos que, enquanto
nas diades formadas exclusivamente por fémeasdoddmos com maior grau de parentesco
foram adultas e juvenis/adultas, naquelas formadesmente por machos ou por fémea-macho,
0s animais mais relacionados foram filhotes e jisfadultos. Mesmo sem apresentar diferenga
significativa, provavelmente em funcdo do tamanmosiral reduzido de cada classe etéria, tais
achados indicam que animais que ainda nao atingiratade de dispersdo ou que se encontram
préximo a mesma estao contribuindo de forma méksaate para o parentesco entre os machos
e nas comparagoes fémea-macho. Por outro ladaupo prmado exclusivamente por fémeas,
as adultas também se mostram altamente relaciorasasas demais. O monitoramento de
longo-prazo por foto-identificacdo ja havia mostragle na BG existe um nucleo de fémeas
residentes, responsaveis pela geracdo dos filtaEESVEDO AF, comunicacdo pessoal). Os
dados de parentesco revelam que essas fémeas a@&otagas entre si e a explicagdo mais
provavel é a filopatria. Esses resultados, somadofto de analises coBi guianensiserem
apontado maior estruturacéo genética a partir dedaitocondriais do que nucleares (CUNHA,
2007), reforcam a ideia da existéncia de filopalaa fémeas dessa espécie. A fidelidade, nesse

caso, é tanto ao sitio natal quanto ao grupo. Namarde, a fidelidade ao grupo € um padrao
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frequente em cetaceos, porém, quando a espécieeaaeo habito de residéncia, tal coBio
guianensisa fidelidade ao sitio também ocorre.

Como observado para a maioria dos grupos de mamiferciais (GREENWOOD,
1980), também er8. guianensigparentemente ha uma tendéncia dos machos digrersais
do que as fémeas. Um estudo de Amos e colaborad®®$) realizado com baleias-piloto-de-
peitorais-longasGlobicephala melgsdas llhas Faroé, Dinamarca, também indicou que#s
sdo mais aparentadas entre si e que os machosleeate frequentemente entre os grupos ou
permanecem no grupo natal, mas evitam a reprodugz@cfémeas geneticamente relacionadas.
O comportamento de dispersdo também foi verifiqgaala os machos dos grupos de cachalote
(Physeter macrocephalusho Equadar Tanto dados gerados por marcadores mitocondriais
quanto aqueles fornecidos por microssatélites borezam a presenca de um sistema social
organizado em grupos matriarcais nos quais os rsagispersam por volta dos seis anos de
idade (RICHARDet al, 1996). A filopatria das fémeas resulta na forragé grupos sociais
que representam uma fragdo néo aleatérpodbgénico das fémeas adultas. Quando uma fémea
substitui sua mée, assumindo o papel de reproduémaa uma diferenciacdo genética entre os
grupos em funcdo das correlacdes alélicas matiese que se acumulam de maneira
independente dentro dos diferentes grupos (ST@RAI, 1999). Como lembram Storz e
colaboradores (1999), a habilidade individual de€imos de monopolizar o acesso reprodutivo a
grupos de fémeas resulta em altos niveis de pamntentro da coorte de prole de cada grupo.
Assim, indices de parentesco de 0,25 indicam quéinico macho insemina todas as fémeas
reprodutoras em um grupo. Como consequéncia, @edtode filopatria das fémeas associado a
poligamia contribui para uma maior homogeneidadetiea da coorte de filhotes de um grupo e
para a maior variancia entre os grupos dentro de populacdo (STOREt al, 1999). Assim,
esses autores entendem que, em um cenario de trdopdas fémeas, o potencial de
endocruzamento vai ser determinado pela velocidmddransferéncia dos machos entre os
grupos. Nesse contexto, consideram relevante daosgressiveis sobreposicbes entre a
frequéncia de reproducdo do macho e o inicio daundade sexual de suas descendentes
fémeas, bem como a frequéncia com que 0s machesiguatingem a maturidade sexual dentro
do grupo natal. Nos botos da Baia de Guanabarasdael fotoidentificacdo revelam que os
juvenis se separam de suas maes entre quatro @ anos (AZEVEDO AF, comunicacao
pessoal), o que seria um pouco antes de atingiramataridade sexual (RAMOS, 1997).
Acompanhar os juvenis apds a separacdo de suas éndiigil porque muitas vezes esses

animais ainda nao adquiriram marcas que permitamdantificacdo. De qualquer modo, alguns



85

filhotes machos que puderam ser acompanhados pecsram na Baia de Guanabara
(AZEVEDO AF, comunicacao pessoal), o que contratfigpotese de dispersdo dos machos.

Segundo Solé-Cava e Cunha (2012), a fidelidadegidaenatal € um dos fatores que
limita a panmixia. Para Storz e colaboradores (1, 9%®vavelmente a estruturacdo genética de
grupos sociais exerce uma influéncia poderosa remae mudancas microevolutivas dentro das
populacdes de muitas espécies de mamiferos. Hanll8b4a, 1964b) propbs que a composi¢ao
genética de um grupo socialmente organizado pdteitiar de maneira diferenciada o valor
adaptativode cada membro que compde esse conjunto, o quibiptassue a selecdo natural
atue dentro do proprio grupo (WADE, 1982; WADE eQAGJLEY, 1980, 1984; WILSON,
1975). Com isso, percebe-se que a estrutura popodddefinida pela organizacdo social tem
implicagcBes importantes para varios processos Bvofu(STORZet al, 1999).

No contexto ecoldgico, a fidelidade a uma localelpdrece estar associada a protecao
gue ela confere em termos de sobrevivéncia. A Bai@uanabara, assim como outras baias e
estuarios, fornece abrigo contra predadores e alag@o abundante (SANTQOS al, 2001),
apesar do elevado grau de degradacdo. Como dsquiidKarczmarski (1999), onde ha alta
densidade de presas, 0os animais nao sao for¢ca#odeslocar por longas distancias em busca de
alimento, resultando, portanto, em alta fidelidadesitio. O fato de a area representar um local
adequado para a reproducédo (AZEVEBl, 2004) também deve contribuir para a fidelidade.

Segundo Greenwood (1980), tem sido sugerido qudémeas de mamiferos séo
filopatricas porque, para esse grupo, os custoglisizersdo, bem como os beneficios da
fidelidade natal, s&o maiores do que para os macdh&sm, enquanto machos conseguem
aumentar seu sucesso reprodutivo se separandérdaad apdés o cruzamento e indo em busca
de novas parceiras (competicdo por parceiras sxums fémeas incrementam seu sucesso
reprodutivo cuidando da prole (competicdo por reas). Esse cuidado aumenta a probabilidade
de sobrevivéncia dos filhotes e a chance delemgdcam a maturidade sexual. Nunes (2007)
lembra que, além da lactacdo, defender a proleatiagores e de individuos da mesma espécie
representa custos para a fémea. Nesse sentidomargacia em um territorio conhecido pode
ajuda-las nas tarefas de aquisicdo de alimento detlssa. A possibilidade de habitar uma
localidade conhecida confere ainda uma maior saegarguanto as variagdes do meio, visto que
animais que residem em &reas sujeitas a intensdangas ambientais podem sofrer perdas
relevantes em seu valor adaptativo (BOYCE e PERRINB7). Adicionalmente, permanecer

junto a outras fémeas aparentadas também seriqamegem, para aumentar a protecao contra
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predadores e outras ameacgas e facilitar o apretalida filhote, e também visto que o risco

delas praticarem o infanticidio seria menor.

Wolff (1994) propde hipéteses alternativas pardopdtria das fémeas. Segundo o autor,
em funcdo da competicdo intensa por parceiras, @sagbligdmicos teriam uma longevidade
reprodutiva menor do que as fémeas. Assim, quari@imea juvenil atinge a maturidade sexual,
a chance de seu pai ainda estar no sitio natatlézida, portanto, sua permanéncia nessa
localidade reduziria o risco de um potencial cruzatm com seu pai. Em contrapartida, machos
tendem a atingir a maturidade sexual e dispersguagno suas maes estdo no sitio natal. Com
isso, eles também reduzem o risco de cruzar comsogenitoras. Ja Perrin e Lehmann (2001)
sugerem que o fato da selegéo ter favorecido féweaazes de reconhecer parentes pode ter
contribuido para a evolucdo da filopatria, pois désdotadas dessa habilidade conseguiriam
evitar o endocruzamento sem emigrar do local deimasto, mesmo quando ndo ha dispersao

dos machos.

A capacidade de reconhecer individuos aparentaalesg também ser influenciada pelo
aprendizado associativo (KOMDEUR e HATCHWELL, 1998so indica, segundo Perrin e
Lehmann (2001), que durante o periodo de associqgéoprecede a dispersdo, os filhotes
conseguiriam memorizar caracteristicas dos parentssriam capazes de recordar tais tracos
apos o periodo de dispersédo. Além disso, 0 apratdliassociativo permitiria que o altruismo
fosse direcionado para os parentes. Outras hatb@édparecem ser transmitidas também em
grupos sociais. Kritzen e colaboradores (2005) lamppor exemplo, que o carregamento de
esponjas por golfinhosT(rsiops sp.) no rostro para ajudar na busca por presas é um
comportamento transmitido quase que exclusivamegltes linhagens maternas. Em um estudo
com grupos de macacos-griv€thlorocebus aethiopsWaal e colaboradores (2010) mostram
gue, em sistemas onde ha filopatria das fémeasremdizado social parece focado nas fémeas.
Para os autores, talvez isso ocorra porque ela@esmais conhecimento sobre a distribuicéo
de recursos alimentares no territdrio e porque k#os sociais com a maioria dos outros
membros do grupo (SMUT& al, 1987; DUNBAR, 1988). Assim, elas seriam melhdozdes
de aprendizado social do que os imigrantes, pelwomao contexto de forrageamento. Mesmo
assim, € importante lembrar que além do sistem&atesmisséo vertical (progenitores para
prole), existem ainda outros tipos de aprendizade envolvem transmissdo obliqua (mais
velhos para mais novos) e horizontal (transmisaferdl entre pares ou individuos de classes
etarias semelhantes) (MANBt al, 2007) e eles podem ser relevantes em sistemas lond

fidelidade ao grupo. Em um estudo coharsiopssp. na Shark Bay, Australia, Mann e
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colaboradores (2007) apontam indicios da existédeiaim sistema de transmissdo obliqua.
Segundo os autores, machos juvenis desenvolvemepartério mais variado de taticas de
forrageamento, visto que dispersam apos o periedaadacdo. As fémeas adultas apresentam
apenas um subconjunto de estratégias de forragéanoetue, segundo 0s autores, sugere que a
expansao do repertdrio de forrageamento entre ghaoramaturos pode ter sido consequéncia
de transmissé&o obliqua.

A maior parte dos dados analisados na Baia de BGaemaal como discutidos acima,
apoia a ideia de filopatria das fémeas e de di@ped®s machos. No entanto, dois resultados
contradizem essa hipotese. Um feto coletado na BeiaGuanabara (MQ98) apresentou
contribuicdo maior da populacdo das areas adjaenteseu gendtipo. Infelizmente, a mae deste
feto (MQ97) ndo pdde ser genotipada até o moménggendtipo multilocus do feto mostra dois
alelos exclusivos, um em homozigose no losgsi005 e outro em heterozigose no locus
sgui014 Tais alelos provavelmente influenciaram sua aig#o as areas adjacentes. A
genotipagem da mée e a regenotipagem deste fe¢ogumodonfirmar a presenca desses alelos, ou
um erro de genotipagem. Se de fato a fémea e lbetefiapresentarem tais alelos, a conclusao
mais provavel sera que ela teria dispersado dex @ura. Esse seria um indicio contrario a
hipétese de filopatria das fémeas, mas ndo a daradi, pois a filopatria seria um padrdo

prevalente, mas ndo necessariamente obrigatorio.

Também é digno de nota que a andlise entre assdiadeadas por machos e fémeas
adultos revelou indices de parentesco elevades @,231), 0 que ndo seria esperado em um
cenario onde os machos dispersam. Conforme memiia@ma, o acompanhamento de alguns
filhotes machos por fotoidentificacdo também sugepermanéncia deles na BG ap0s atingirem
a maturidade sexual. Talvez esses resultados emigun desvio da estrutura social natural da
espécie na BG. Uma explicagdo possivel seria quiegradacdo ambiental da baia e o
estrangulamento sofrido por essa populagéo tenfetada a estrutura social da espécie na Baia
de Guanabara. Estudos apontam que os botos-cindaramu seus padrdes de movimento e
utilizacdo do habitat nas ultimas décadas (BORORP8B4; GEISE, 1984). Especificamente, um
padrdo de movimento diario até a regido da entdadbaia, observado até o inicio dos anos
2000, ndo ocorre mais. E possivel que durante éssassdes a entrada da baia houvesse
encontro com botos-cinza dispersores de outras,aeegue nessas ocasides 0os machos juvenis
se incorporassem a esses grupos em dispersdo.éAcausliesses eventos pode ter reduzido a
dispersdo dos machos, e contribuido para o endooero na BG. Essa alteracdo teria
produzido ruido na nossa analise, embora o padedestfutura social da espécie ainda seja
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perceptivel. Apesar das ultimas duas evidénciascentrario, todos os demais resultados
condizem com a filopatria das fémeas e com a difipedos machos. Seria interessante
investigar a estrutura social dos botos-cinza etrasipaias onde ha populacdes residentes, a fim

de confirmar a prevaléncia deste padrdo na espécie.

5.7 Relevancia para a Conservacao

Dada a diferenciacdo genética dos botos da Bataudeabara, o declinio populacional
acentuado, o endocruzamento relevante e o tamaopalggional efetivo extremamente
reduzido, € possivel inferir que a populacéd@dguianensisiessa regido esta em risco elevado
de extincdo. As andlises de parentesco corrobonampmsta de Cunha (2007) de que as fémeas
seriam filopatricas, e que os machos promoveriaftax@ génico na espécie. A filopatria das
fémeas implica em baixa probabilidade de recol@diaaem caso de extingdo local. Ja a
dispersdo diferenciada pode acarretar desvios mao raexual, quando a mortalidade dos
dispersores é alta, contribuindo para a reducdmamanho populacional efetivo. Nesse sentido,
0 presente trabalho salienta a importancia de p&s@0 da populacdo geneticamente
diferenciada da Baia de Guanabara, composta pontoheo de fémeas e seus filhotes, e da
criacdo de corredores ecoldgicos que permitam quaarhos alcancem as fémeas desta e de
outras populagfes. Para tanto, é necesséria dcrilecuma Unidade de Conservagdo que possa
assegurar a viabilidade da populacdo, bem comtabaetecimento de medidas de regulacéo e de
fiscalizacdo mais efetivas no controle das ativkddaumanas realizadas na Baia de Guanabara e
no seu entorno. ldealmente, a manutencdo dos biips-da Baia de Guanabara deveria
acontecer a partir de medidas que permitam o onestd populacional, pela reducdo da
mortalidade e pelo aumento da imigracéo, tornaadotaxas mais proximas as naturais. Se a
translocacao se tornar a Unica saida para evéatirecao desta populacdo, recomenda-se que 0s
individuos introduzidos provenham da populacéo tismaente mais proxima possivel da Baia

de Guanabara.
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6. CONCLUSAO

Os marcadores microssatélites revelaram baixasidaate genética e alélica dos botos-

cinza na Baia de Guanabara;

A deficiéncia de heterozigotos observada na BaiaGdenabara possivelmente é
consequéncia do endocruzamento, enquanto, nas algaentes, parece ser causada

pelo efeitowahlund

Os botos da Baia de Guanabara compdem uma popujag@ticamente estruturada e

exclusiva;

O tamanho populacional efetivo da Baia de Guanabariremamente baixo;

Na Baia de Guanabara, os botos-cinza apresent#iragrau de parentesco;

As fémeas sdo mais aparentadas entre si do quedsos) 0 que apoia a hipétese de
filopatria das fémeas nessa espécie.
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