FACULDADE DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ZOOLOGIA

ESTRUTURA POPULACIONAL E HISTORIA FILOGEOGRAFICA DA TONINHA
(Pontoporia blainvillei)

Elenara Véras dos Santos

DISSERTACAO DE MESTRADO
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
Av. Ipiranga 6681 - Caixa Postal 1429
Fone: (051) 320-3500 - Fax: (051 339-1564
CEP 90619-900 Porto Alegre - RS
Brasil

2011



PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ZOOLOGIA

ESTRUTURA POPULACIONAL E HISTORIA FILOGEOGRAFICA DA TONINHA
(Pontoporia blainvillei)

Elenara Véras dos Santos
Orientador: Sandro Luis Bonatto

Co-Orientadora: Tatiane Campos Trigo

DISSERTACAO DE MESTRADO
PORTO ALEGRE — RS — BRASIL

2011



Sumario

AQGIAdECIMENTOS ....evviieieiiieieeiie sttt be et e s e s be et eeseesreeteeseeaseebeeneenreas V
RESUIMO ..ttt b e s e e st e st e e nnb e e e snbe e e anneas VI
N 0L = To! SRS U R PRSPRPRTR VI
IO 1011 oo [0 o Lo USSP 1
1.1. Consideragdes sobre Genética da CoNnservagao...........ccoceevvevververveieanens 1
1.2.  Diversidade e Conservacdo de Cetaceos no Brasil.............ccccveveiveiennnnns 2
1.2.1. Pontoporia blainVIllel.............coviiiiiiiii e, 3
1.2.1.1 Status de Conservagéo de Pontoporia blainvillei.................... 4
1.2.1.2. Definicao de Unidades de Conservacdo para Pontoporia
DIGINVIIEI......oviiii e 4
1.3. Marcadores Moleculares em estudos de populagdes naturais........................ 6
1.3.1. DNA mMitoCONAIIAL. ......eiiiiieiieie e 6
1.3.2. DNA MiCrOSSAEIILE. ... cveveviiieciiiiecieiese s 7
2. ODBJELIVOS. ...ttt ettt et e r e ra e aeeaenre e 7
3. Materiais € IMELOUOS. .......cveieieriesie ettt nes 8
3.1, ODtencao das AMOSEIAS. ........cccveieeiieiieie e cee et sre et sre e 8
3.2.  Extracdo e Quantificacdo do DNA..........ccviiiiiiieeececce e 9
3.3.  Amplificacdo dos Locos de Microssatélite............ccccovevveveiieieericseennnn, 10
3.4. Amplificacdo e Sequenciamento do DNA mitocondrial......................... 11
3.5.  Anélise dos Dados de MiCrosSatélites..........cccovrvererenereneneseneeeeienns 12
3.6.  Anélise dos dados — DNA mitocondrial............ccccevernniniiienicnienieienns 14
4. RESUITAGOS. ...ttt sttt sttt st ettt be et enee e 15
4.1,  DNA MICIOSSAEIITE. ......cveiieeieeiesierie e se e sreeae e es 15
4.2, DNA MiItOCONAIAL.....cviiiiiiiiiiiiie e 24
5. DISCUSSAD. ... eutereete sttt ettt b sttt bbbt bt s et e bbb bbbt e st e nn e 33
5.1. Diversidade geNELICA........cccevvererireiieeeierie et 33
5.2. Estruturagdo Populacional..............cccceiiiiiiiiiiiiiieccce 34



5.3. CONSErVaCa0 € MANEJO.......cceeiiecie ettt

6. Referéncias Bibliograficas



Agradecimentos

Ao meu orientador Sandro por ter me acolhido e aceitado me orientar e também pela
paciéncia a mim dedicada.

A minha Co-orientadora e amiga Tatinha pela ajuda, amizade e paciéncia
incondicional. Sem ela nada disso seria possivel e serei eternamente grata por isso.

Ao colega Paulo Ott por disponibilizar os dados brutos de sua Tese de doutorado e por
toda colaboracdo e ajuda nas analises dos dados.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico (CNPq) pela bolsa
de mestrado, sem a qual este estudo nédo seria possivel.

Aos Professores da Pos-Graduacao pelos ensinamentos e experiéncias passadas.

Aos meus colegas de pos-graduacdo pelas trocas de experiéncias, amizade e auxilio
prestados, em especial a Tanilene, a Tati, e ao David, que muito me ajudaram e fizeram sorrir
nos momentos dificeis.

Aos ex-colegas mas eternos amigos de pesquisa em Ecologia de primatas, Anamélia,
Jonas, David, Danusa e Lilian pela amizade, carinho, compreensdo e conselhos dados nas
horas dificeis e pelos momentos engracados sem 0s quais teria sido bem mais dificil.

Ao Bicca por todos os ensinamentos, conselhos e por ter me aceitado e me entendido.
Muito do que sei hoje devo a ele, tanto em assuntos profissionias como em ensinamentos para a
vida. Por tudo mesmo, pelos conselhos e puxdes de orelha hoje o considero mais que um ex-
orientador, mais que um professor, mais que um amigo, um verdadeiro pai.

Ao0s meus colegas genébmicos que me acolheram e aceitaram no momento que mais
precisei, em especial ao Henrique pela ajuda com questdes computacionais.

As minhas colegas e agora amigas gendmicas que me proporcionaram dias de muita
alegria, por terem me acolhido, me ajudado e compreendido em todas as circunstancias desse
tempo de convivéncia, em especial a Talita, a Cris, a Ane, a Lisie, a Aninha, a Carla, a Ré e a
Laura.

A minha amiga-irma, Marina pela amizade, pelos conselhos, pela ajuda nas analises e
por ter sido essencial no meu processo de engajamento no “mundo génomico” e em especial
pelos momentos de alegria e descontra¢do que me proporcionou.

A Cladi por toda a ajuda dada e por manter o laboratério organizado.

As minhas “trés mies”, Naiara, Sinara e Jussara por terem me criado e me ajudado a ser
a pessoa que sou hoje, pelo carinho e amor incondicionais a mim dedicados. Sem elas, com
certeza eu nao estaria aqui e sou muito grata por isso.

A minha familia por todo o apoio dado em todos os momentos dificeis, por acreditarem
em mim e por todo o carinho a mim dedicado em especial a minha irma Tamara que sempre me
incentivou, apoiou e compreendeu.



Ao meu marido amado, Vinicius por me amar, me entender, me aceitar, por me fazer a
mulher mais feliz do mundo e principalmente por ter me ajudado a “fazer” a coisa mais
importante da minha vida que é a minha filha Sofia.

A minha filha linda e amanda Sofia simplismente por existir e sorrir para mim todos 0s
dias de manha.

VI



RESUMO

A toninha, Pontoporia blainvillei é o Unico representante atual da familia de
odontocetaceos Pontoporiidae. Esta espécie ocorre ao longo da costa atlantica da América do
Sul, entre Itadnas, Espirito Santo e o Golfo Nuevo, Peninsula Valdés, Argentina. A principal
ameaga a espécie sdo as capturas acidentais em redes de pesca, que em algumas localidades
chegaram a atingir o nimero de 1000 capturas anuais. Nos Gltimos anos, um nimero crescente
de estudos tem revelado a existéncia de variacdes genéticas considerdveis ao longo da
distribuicdo geogréfica de P. blainvillei. Visando colaborar para uma melhor compreensédo dessa
estruturacdo existente, novas informacdes moleculares foram analisadas, incluindo o
sequenciamento da regido controladora do DNA mitocondrial e 11 loci de microssatélites de
253 individuos ao longo da costa brasileira, uruguaia e argentina. Para as analises do DNA
mitocondrial foram incluidas sequéncias previamente depositadas no GenBank, totalizando 512
sequéncias. Os resultados obtidos a partir dos dois marcadores moleculares revelam uma clara
diferenciagdo da espécie em trés grupos principais: 1) Rio de Janeiro/Espirito Santo, 2) S&o
Paulo/Parand e norte de Santa Catarina, e 3) Sul de Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Uruguai
e Argentina. O estudo também apontou estimativas preocupantes no que se refere ao tamanho
efetivo de algumas populagbes, em especial & do Rio de Janeiro/Espirito Santo e
consequentemente ao seu status de conservagdo. Os resultados corroboram a definicdo das
quatro areas de manejo (Franciscana Management Areas — FMAS) previamente sugeridas por
Secchi e colaboradores em 2003, e ressaltam a importancia desta definicdo para a Conservagao
da diversidade genética da espécie.
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ABSTRACT

Population Structure and Phylogeography of Franciscana (Pontoporia blainvillei)

Franciscana (Pontoporia blainvillei) is the only extant representative of the
Pontoporiidae family. This species occurs along the Atlantic coast of South America from
Itaunas, Espirito Santo in Brazil to Golfo Nuevo, Valdes Peninsula in Argentina. The most
important threat to the species is the accidental by-catch that in some places reached the number
of 1000 related events per year. In recent years an increasingly number of studies had revealed
the existence of considerable genetic variation along the geographical distribution of P.
blainvillei. In this study, looking to collaborate towards a better comprehension of such existing
structure, we analyzed new molecular data, including the sequencing of mitochondrial DNA
control region and 11 microsatellite loci from 253 individuals along the Brazilian, Uruguayan
and Argentine coast. For the mitochondrial DNA analysis, we added sequences previously
deposited in GenBank, totalizing 512 sequences. Results obtained based on the two molecular
markers revealed a clear differentiation of the species in three main groups: (1) Rio de Janeiro /
Espirito Santo, (2) Sao Paulo and north of Santa Catarina, and (3) south of Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Uruguay and Argentina. The study also shows alarming estimates in reference to
the effective size of some populations, mainly from Rio de Janeiro/Espirito Santo which will
probably reflect on its conservation status. These results supports the definition of the four
management areas (Franciscana Management Area - FMAS) previously suggested by Secchi
and associates in 2003, and point out the importance of this definition to the conservation of the
genetic diversity of the species.
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1. Introdugéo
1.1. Considerac0es sobre Genética da Conservacgao

A Genética da Conservacdo é uma area da genética molecular que vem sendo
largamente empregada em estudos que visam a manutencdo da diversidade genética de
inimeros tdxons, em especial aqueles que se encontram ameacgados de extingdo. Dentre
o0s principais estudos realizados dentro desta area podemos citar a avaliacdo dos niveis
de variabilidade genética encontrados em popula¢fes naturais, a deteccdo de modos de
reproducdo e estruturas familiares e a defini¢do de estruturas populacionais por meio da
filogeografia (Avise, 1994).

Muitos estudos dentro da Genética da Conservagdo sdo voltados primeiramente
para a descricdo dos niveis de variabilidade existentes nos organismos, pois altos niveis
de variabilidade genética sdo considerados importantes para a viabilidade e a
sobrevivéncia de uma populacdo. Quanto maior for a variabilidade existente em uma
populacdo, maior serd a amplitude de possibilidades onde a sele¢do natural podera agir
para gerar novas adaptacoes e, desta forma aumentar a probabilidade de sobrevivéncia
desta populacdo ao longo do tempo evolutivo (Avise, 1994; Lacy, 1997). Neste
contexto, processos como a deriva genética (flutuacdes ao acaso das frequencias alelicas
entre as geracOes) e o0 endocruzamento (cruzamentos entre individuos aparentados), séo
fundamentais, visto que estes podem provocar a perda da variabilidade genética,
principalmente, em popula¢des isoladas e de tamanho pequeno (Amos & Balmford,
2001). O valor adaptativo das espécies pode sofrer varios impactos por excesso de
endocruzamento, por exemplo, fendmeno denominado de Depressdo endogamica.
Dentre estes impactos, podem ser citados, altas taxas de mortalidade, baixa fecundidade,
crescimento lento, instabilidade no desenvolvimento e grande suscetibilidade a doengas
(p.e. Lacy, 1997; Keller & Waller, 2002). Levando-se em conta a importancia da
diversidade genética para as populagdes e as possiveis consequéncias de alteracdes em
seus padrdes naturais, diversos estudos envolvem a caracterizacdo dos niveis de
variabilidade genéticas dentro das populagdes e a caracterizacdo de como as alteracoes
humanas estdo afetando esta variabilidade (p.e. Nader et al., 1998; Grativol et al.,
2001).

A andlise de estruturas populacionais atraves da genética de populacbes e a
filogeografia constituem, com certeza, o principal assunto abordado e investigado na



area da Genética da Conservacdo. A filogeografia, particularmente, como uma
disciplina integrativa que une dados da genética molecular, da genética de populacgdes,
demografia e geografia historica, é o tipo de estudo mais freqiente na literatura
cientifica da area. O seu principal objetivo é delimitar a histdria evolutiva das linhagens
genealdgicas, especialmente ao nivel intra-especifico (Avise, 1998; Avise, 2000). E por
meio das analises realizadas no campo da filogeografia que podemos avaliar a
distribuicdo geogréfica da variabilidade genética dentro de cada espécie, e assim
identificar areas geograficas com restrita troca de individuos que reflitam linhagens
evolutivamente independentes, assim como areas prioritarias para 0 monitoramento,
manejo e protecédo (Avise, 1994; Taylor & Dizon, 1999).

De acordo com Moritz (1994), dois tipos de linhagens evolutivas para fins de
manejo podem ser identificadas dentro de cada espécie a partir de estudos de
filogeografia e estrutura populacional: as Unidades Evolutivamente Significativas
(UES) e as Unidade de Manejo (UM). As UES consistem de populacbes
substancialmente isoladas reprodutivamente de outros grupos co-especificos e
representam, assim, um importante componente da heranca evolutiva de uma espécie
(Moritz, 1994, Eizirik, 1996; King & Burke, 1999). Ja as UM representam um nivel de
unidade de conservacdo abaixo das UES, consistindo de populacbes regionais com
restrita conexdo demogréafica entre si. O foco das UM reside mais na estruturagdo
contemporanea da populacdo do que em fatores historicos como no caso das UES
(Moritz, 1994). Em programas de conservacdo de espécies, estes conceitos tem sido
bastante usados na intencdo de se preservar os padrdes histéricos de diferenciacdo das
populacdes, que podem, por sua vez, refletir padrées de adaptacdes ecoldgicas locais
(Dimmick et al., 2001).

1.2. Diversidade e Conservacéo de Cetaceos no Brasil

A Ordem Cetacea corresponde ao mais diverso grupo de mamiferos aquaticos da
costa brasileira, sendo composta por duas subordens: Mysticeti (baleias com cerdas
bucais) e Odontoceti (animais com dentes) (Rice, 1998). Em aguas brasileiras é possivel
encontrar 42 das 80 espécies conhecidas no mundo desta Ordem (Rice, 1998).

A subordem Odontoceti, no Brasil esta representada por 34 espécies

pertencentes a sete familias: Delphinidae, Iniidae, Kogiidae, Phocoenidae, Physeteridae,



Pontoporiidae e Ziphiidae. Diferentemente dos Mysticeti, os Odontoceti ndo sao
animais migratorios e portanto, podem ser encontrados durante o ano todo ao longo no
nosso litoral (Zerbini et al., 1999).

Estudos evolvendo espécies de cetdceos em aguas brasileiras tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. A partir do inicio da década de 1960, pode-se
perceber um aumento na quantidade de estudos com estes animais. No entanto, estes
trabalhos, em sua maioria, estdo relacionados apenas com a industria baleeira (Paiva &
Grangeiro, 1965; Ellis, 1969), a definicdo da distribuicdo das espécies, a aspectos gerais
da biologia destes animais (Carvalho, 1963; Hershkovitz, 1963) ou a ocorrencia de
novos registros para locais especificos (Castello & Gianuca, 1976; Gianuca & Castello,
1976). A partir de 1990 comecaram a surgir trabalhos mais elaborados tratando da
historia natural e dos problemas de conservacdo de varias espécies de cetacios da nossa
costa (e.g. Di Beneditto et al., 2001; Secchi et al., 2001).

1.2.1 Pontoporia blainvillei (Gervais &d’Orbigny 1844)

Pontoporiidae ¢ uma familia monoespecifica que tem como grupo irmao a
familia do boto vermelho da Amazénia, Iniidae, também monoespecifica. A Unica
espécie vivente da familia, Pontoporia blainvillei, ocorre ao longo da costa atlantica da
América do Sul, entre Itatinas (18° 25°S; 30°42°W), Espirito Santo e o Golfo Nuevo
(42°35°S; 64°48°W), Peninsula Valdés, Argentina (Crespo et al., 1998). Considerada
até algum tempo atras como pertencente ao grupo dos golfinhos de rio, juntamente com
0 boto vermelho da Amazonia e com as trés espécies de golfinhos de rio asiaticas, a
toninha, Pontoporia blainvillei, € um dos menores cetaceos atuais com os adultos
medindo entre 128 e 175 centimetros e pesando entre 35 e 55 kg. Originalmente, a
toninha era caracterizada como um odontoceto de habitos solitarios, mas observagdes
recentes mostraram que vivem em grupos pequenos de 2 a 5 animais, ja tendo sido
registrada a avistagem de grupos entre 10 e 20 individuos (Bordino et al., 1999; Secchi
et al., 2001; Simbes-Lopes, 2005).

A espécie distribui-se ao longo da costa sendo o seu habitat preferencial
aguas costeiras ocorrendo até no maximo 30-35 metros de profundidade (Danilewicz
et al. 2009). Segundo Bordino e colaboradores (2002), a distribuicdo da espécie

apresenta alguns hiatos, que parecem estar relacionados a sua estruturagcdo populacional.



Os animais tornam-se sexualmente maduros entre 2 e 3 anos de idade (Danilewicz
2000). A reproducdo da espécie e o tamanho corporal variam de acordo com a
localidade geogréafica. No norte do Rio de Janeiro e Sul de S&o Paulo, onde os animais
sd0 menores, a maturidade sexual € atingida quando o0s animais atigem
aproximadamente 114 cm (machos) e 126 cm (fémeas). No Rio Grande do Sul, os
machos atingem a maturidade com tamanho médio de 127,4 cm e as fémeas com 138,9
cm. O ciclo reprodutivo é anual ou bianual, sendo o periodo de lactacdo de

aproximadamente oito meses (Danilewicz et al. 2004).

1.2.1.1 Status de Conservacao de Pontoporia blainvillei

A partir de meados dos anos 80 e 90, estudos mais diretos sobre capturas
acidentais de toninhas, comecaram a ser realizados no Rio de Janeiro e no Rio Grande
do Sul. Estes estudos mostram que a regido onde ocorre a maior taxa de mortalidade da
espécie € o Rio Grande do Sul, com estimativas de capturas de 1000 animais
anualmente (Siciliano et al., 2006). Segundo estimativas de Kinas (2002), através de
andlises de viabilidade populacional, as capturas acidentais de Pontoporia blainvillei

podem realmente, ndo serem sustentaveis ao longo do tempo.

Segundo a Lista Vermelha das Espécies Ameacadas de Extingdo da Unido
Mundial para a Conservacdo da Natureza (IUCN) a espécie esta categorizada como
vulneravel, com a populacdo tendendo a diminui¢do. Em nivel nacional, segundo a Lista
das Espécies da Fauna Ameacada de Extingdo do Ministério do Meio Ambiente e do

IBAMA, Pontoporia blainvillei encontra-se categorizada como em perigo.

1.2.1.2 Defini¢éo de Unidades de Conservacéo para Pontoporia blainvillei

Um dos primeiros estudos visando estabelecer Unidades de Conservacéo para P.
blainvillei foi realizado por Pinedo (1991). A autora descreve a existéncia de variacoes
geograficas consideraveis com base em analises morfoldgicas de individuos da espécie.
Segundo Pinedo, existiriam pelo menos duas “formas geograficas” ao longo do
Atlantico Sul Ocidental. Posteriormente, Secchi e colaboradores em 1998 através de

analises moleculares, corroboraram os resultados obtidos por Pinedo (1991). Neste

4



estudo, analises de 476 pares de base da regido controladora do DNA mitocondrial
(DNAmt) de individuos do Rio de Janeiro (n=10) e do Rio Grande do Sul (n=10),
mostraram diferencas significativas entre os animais das duas regides. Segundo o0s
autores: a) a auséncia de seqiiéncias compartilhadas; b) a filogenia e relacdo dos
haplotipos; ¢) a presenca de dois sitios diagnosticos para as populacdes norte e sul; e d)
as andlises de variancia molecular (AMOVA), indicariam a existéncia de pelo menos
duas linhagens geneticamente distintas da espécie ao longo da costa brasileira. Em
adicdo a este trabalho, também utilizando a regido controle do DNAmt, Lazaro et al.
(2004) reuniram dados de 94 individuos do Uruguai e Buenos Aires com os dados de
Secchi et al. (1998) do Brasil. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com Secchi
et al. (1998) e sugerem a existéncia de duas populac¢des adicionais chamadas: Rio de la
Plata, que retine populacdes do Uruguai e do Norte de Buenos Aires, e Claromeco na

Argentina.

Em 2003, Secchi e colaboradores seguindo uma abordagem filogeografica de
Dizon et al. (1992), que leva em conta dados sobre distribuicdo, resposta populacional,
dados fenotipicos e genotipicos, dividiram a espécie em quatro areas de manejo
chamadas de “Franciscana Management Areas” ou FMA I a IV: FMA I- animais do
Espirito Santo e do Rio de Janeiro; FMAII- animais de Sdo Paulo e Santa Catarina;
FMA I11- animais do Rio Grande od Sul e do Uruguai e FMA V- animais da Argentina.
Embora a divisdo da espécie em areas de manejo seja importante do ponto de vista da
genética da conservacdo, 0s proprios autores admitem que talvez os critérios utilizados

para esta definicdo sejam fracos devido a escassez de dados.

Utilizando um marcador molecular, Mendez et al.( 2008), analisando amostras
de tecido de 107 individuos de Buenos Aires, encontraram fortes evidéncias
quantitativas da existéncia de pelo menos duas populagdes geneticamente reconheciveis
na Argentina. Além disto, este trabalho também corrobora com a existéncia das
populagdes (Uruguai e Rio Grande do Sul) encontradas por Secchi et al. (1998) e
Lazaro et al. (2004). O mais recente trabalho sobre o assunto foi publicado por Mendez
et al. (2010). Segundo esta pesquisa, baseada em dados nucleares e mitocondriais
aliados a parametros ambienatis, existem ainda populacdes geneticamente isoladas

dentro da Argentina.



Embora os estudos anteriormente citados indiquem a existéncia de mais de uma
forma geografica para a espéecie, ha ainda um lacuna acerca da diversidade genética de
Pontoporia blainville, visto que at¢ o momento, nenhum estudo publicado agregou
dados mitocondriais e nucleares para toda a distribuicdo da espécie. Segundo Baker &
Palumbi (1996), é necessario uma ampla amostragem e analises de dados mitocondriais
e nucleares em conjunto para que se tomem decisGes de manejo de espécies ameagadas

ja que estes marcadores podem apresentar resultados distintos.

1.3 Marcadores Moleculares em estudos de popula¢des naturais

Estudos mais aprofundados sobre a variabilidade genética tanto de humanos
como de outras espécies, somente comecaram a ser realizados apds a descricdo da
técnica de eletroforese de proteinas em meados da década de 1960. Posteriormente, 0s
trabalhos nessa area foram direcionados ao estudo das variacdes em nivel do DNA. A
partir dai, uma grande quantidade de técnicas comecaram a ser desenvolvidas para
investigar as variacdes existentes em nivel molecular sendo estas, entdo, utilizadas
como ferramentas para investigar questdes como parentesco, histéria filogenética,
ecologia e evolucdo das espécies.

Atualmente, o DNA mitocondrial e o0 DNA microssatélite tem sido bastante
empregados em estudos de diversidade genética e historia filogeografica entre

populacdes de cetaceos.

1.3.1 DNA mitocondrial

Em animais, o DNA mitocondrial é uma molécula presente na quantidade
de centenas a milhares de copias em cada célula e é formada por aproximadamente 15 a
20 kilobases (kb). E nesta molécula que estdo localizados os genes responsaveis pela
codificagdo de proteinas envolvidas no processo de transporte de elétrons e fosforilagdo
oxidativa das mitocdndrias. A regido controladora (também chamada de D-Loop) do
DNAmt é a Unica por¢do que ndo tem nenhuma funcdo codificante. As altas taxas
evolutivas e o padrdo de heranca predominantemente matrilinear fazem do DNAmMt uma
Otima alternativa no estudo de relacGes filogenéticas e na identificacdo de subdivisdes

populacionais (Avise, 1994). Segundo Clayton (1994), em mamiferos, as taxas de



mutacdo desta molécula s@o cerca de 5 a 10 vezes mais altas do que as observadas no
DNA nuclear. Uma das limitagdes deste marcador molecular é o fato de ele representar
apenas a historia evolutiva da linhagem das fémeas, ja que seu padrdo de heranca é
matrilinear. Sendo assim, ndo podem ser feitas muitas inferéncias a respeito da
dispersdo dos machos através deste marcador, fazendo com que subdivis6es geograficas
detectadas neste nivel molecular ndo garantam a auséncia de fluxo génico entre as

populagdes (Bowen, 1997).

1.3.2 DNA microssatélite

Os microssatelites estdo dentre os marcadores moleculares mais utilizados
ultimamente em estudos genéticos de diversidade e estrutura populacional. Eles estdo
incluidos dentro das sequéncias de DNA nuclear denominadas de “Simple Sequence
Repeats” (SSRs) (Kashi et al., 1997) ou “Variable Number of Tandem Repeats”
(VNTRs) (Murray, 1996). Estas sequéncias se dividem em duas categorias de acordo
com o tamanho de suas unidades repetitivas: Minissatélites (repeticdes de 15-70 pares
de bases) e Microssatélites (repeticGes de 2-6 pares de base) (Murray, 1996).

Os microssatélites encontram-se amplamente distribuidos em genomas
eucarioticos, podendo estar presentes em genomas procariéticos sob baixas frequéncias
(Schlotterer, 1998). Mudancas nos numeros de repeticbes causadas por erros de
pareamento devido ao deslizamento das fitas no momento da replicacdo sdo as causas
de muta¢des nos microssatélites. Estes erros sao responsaveis pela adicdo ou delecdo de
repeticdes que conferem o carater altamente polimdrfico destes locos (Schlotterer,
1998).

2. Objetivos

1) Estimar os niveis de variabilidade genética existentes no DNA mitocondrial
e em locos de microssatélite de populacGes de Pontoporia blainvilei ao

longo de toda sua distribuicdo geografica;



2) Analisar a distribuicdo geografica desta variabilidade com o intuito de
investigar a existéncia de unidades demograficas distintas como Unidades
Evolutivamente Significativas e/ou Unidades de Manejo;

3) Relacionar os resultados obtidos com informacdes disponiveis sobre a
biologia desta espécie, a fim de contribuir para a elaboracdo de estratégias

adequadas para sua conservacao e manejo.

3. Materiais e Métodos

3.1. Obtencédo das Amostras

Foram utilizadas, neste estudo, amostras de pele e musculo de exemplares
de P. blainvillei capturados acidentalmente em redes de pesca, ou de individuos
encalhados ao longo da costa atlantica, compreendendo toda a area de distribuicdo da
espécie. A obtencdo do material bioldgico utilizado foi realizada mediante a cooperacgéo
entre diferentes pesquisadores de diversas regides do Atlantico Sul Ocidental (Moreno
et al., 1997; Secchi et al., 1997; Zanelatto, 1997; Di Beneditto et al., 1998; Bastida et
al., 2000; Bordino et al., 2000; Lazaro, 2001; Bertozzi & Zerbini, 2002; Santos et al.,
2002). A amostragem final compreendeu as 232 amostras previamente analisadas por
Ott (2002) juntamente com 21 novas amostras avaliadas neste estudo totalizando 253
individuos estudados. Foram obtidos exemplares provenientes de diferentes regibes
abrangendo praticamente toda a extensdo de distribuicdo da espécie: Espirito Santo (1);
Rio de Janeiro (n=30); Sao Paulo (n=35); Paranad (n=13); Santa Catarina (n=17); Rio
Grande do Sul (n=70); Uruguai (n=45) e Argentina (n=42) (Figural). Por apresentar
apenas uma amostra, decidimos considerar o individuo do Espirito Santo juntamente
com os individuos do Rio de Janeiro nas analises.

As amostras de tecido foram preservadas no momento da coleta em alcool
96%, ou em uma solucgdo de dimetil sulfoxido (DMSO) saturada com cloreto de sodio
(Amos e Hoelzel 1991). Para armazenamento em longo prazo as amostras foram

mantidas a -20° C.
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Figura 1 — Mapa das areas, mostrando os locais de origem das amostras de Pontoporia
blainvillei. Numero de amostras por regido: ES (1), RJ (30), SP (35), PR (13), SC (17),
RS (70), Uruguai (45), Argentina (42).

3.2. Extracéo e Quantificagdo do DNA

As extracGes do DNA gendmico foram realizadas seguindo método padrdo com
fenol/cloroférmio (Sambrook et al., 1989) com algumas modificacBes (Secchi et al.,
1998; Shaw et al., 2003), como descrito por Ott (2002): primeiramente, foram
mascerados em nitrogénio liquido cerca de 200mg de tecido de cada amostra em um
recipiente estéril. Depois de macerado o tecido foi transferido para tubos de 15ml e
incubado por pelo menos 72h, a 37°C em 4,5ml de tampéo de lise (4M uréia, 0,2M
cloreto de sodio, 0,5% N-lauroil sarcosinato de sdédio, 10mM CDTA [acido 1,2
cicloehanodiaminotetracético], 100mM Tris-HCL pH 8,0). Apos 72 horas, cerca de 20
unidades/ml de proteinase K foram adicionadas as amostras e estas, incubadas a 65°C
por 1 hora. Ao final deste periodo, foi novamente adicionada proteinase K (20

unidades/ml), e as amostras foram transferidas para uma temperatura de incubacdo de



37°C. Apos 24 horas, mais 20 unidades/ml de proteinase K foram adicionadas, e as
amostras incubadas a 37°C por outras 24 horas. As etapas seguintes da extracdo
compreenderam as sucessivas lavagens com fenol e cloroférmio para a retirada dos
restos celulares e isolamento do DNA obtido, conforme o protocolo-padréo de extracao

com fenol/cloroférmio mencionado anteriormente.

Ao final da extracdo, o DNA foi ressuspendido em um volume proporcional ao
tamanho do precipitado (entre 50ul e 300ul) com tampao TNE2 (10mM Tris-HCI pH
8,0, 10mM NaCl, 2mM EDTA). A verificagdo do DNA foi feita via gel de agarose 1% e
a quantificacdo pela comparagdao com o marcador de peso molecular “DNA low mass”

(Invitrogen).

3.3. Amplificacdo dos Locos de Microssatélite

Para a amplificacdo dos locos de microssatélite foram utilizados conjuntos de
primers desenvolvidos para outras espécies de cetaceos (Amos et al., 1993; Buchanan et
al., 1996; Palsholl et al., 1997; Shinohara et al., 1997; Valsecchi & Amos, 1996) e
previamente analisados para P. blainvillei por Ott (2002). Um total de 11 locos com
repeticBes dinucleotidicas foi incluido na analise: FCB2, FCB5, FCB17, D22, EV5Pm,
EV76Mn, MK5, MK6, TR3G1, 464/5 e TR3F10. As 21 amostras obtidas para este
estudo foram genotipadas para os 11 locos e os dados gerados foram adicionados a base
de dados gerada por Ott (2002), totalizando 228 amostras genotipadas.

Para as reacfes de PCR, os primers foram marcados com uma molécula
fluorescente que permite a identificacdo do gendtipo de cada individuo através da
separagdo por tamanho dos produtos de PCR em sequenciadores automaticos. Cada
reacdo de PCR continha um volume final de 10ul composta por: Sng de DNA
genémico; 1 x Tampédo de PCR (10mM Tris- HCI pH 8,3, 50mM KCI); 0,2mM de
dNTPs; 2,0mM MgCl2; 1,25ul de cada primer; 1 unidade Taq DNA Polimerase . As
condigdes de amplificacdo foram as mesmas utilizadas por Ott. 2002, como descrito a
seguir: uma etapa inicial de desnaturagdo a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de 30
segundos de desnaturacdo a 94°C; 30 segundos de anelamento em temperaturas entre
45°C e 65°C; 45 segundos de extensdo a 72°C; seguidos de um periodo de 10 minutos
de extenséo final a 72°C.
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A determinacdo dos genotipos foi realizada com o auxilio do programa
GENETIC PROFILER 1.3 (MegaBace 1000), utilizando um marcador de tamanho
molecular interno (ET550-R).

3.4. Amplificacdo e Sequenciamento do DNA mitocondrial

A regido controladora do DNAmt foi amplificada por PCR (polymerase
chain reaction) para as 21 amostras obtidas no presente estudo, utilizando-se primers
universais descritos na literatura (THR e TDKD, Kocher et al., 1989) e previamente
testados para a espécie (Lazaro, 2000; 2001). As reacbes de amplificacdo da regido
controladora do mtDNA foram realizadas em um volume final de 25 ul contendo: de 5 a
10ng de DNA gendmico, 1 x tampédo de PCR, 0,2 mM de dNTPS; 0,1 mg/ml BSA, 2,0
mM MgCL;; 0,2 ul de cada primer, 1 unidade Tagq DNA Polimerase. Posteriormente, as
reacOes de PCR foram realizadas em termocicladores seguindo as mesmas condicdes
descritas por Ott (2002) que consistiam nos seguintes ciclos de amplificagdo: uma etapa
inicial de desnaturacdo a 93°C por 5 minutos; 30 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a
93°C; 1 minuto de anelamento a 51,5°C; 1 minuto de extensdo a 72°C, seguidos de um
periodo de 10 minutos de extensao final a 72°C.

Apos as reagdes, uma pequena aliquota dos produtos de PCR (4ul) foi
utilizada para verificar os resultados das amplificacdes através de eletroforese horizontal
em géis de agarose 1,0%. No caso de amplificacGes de boa qualidade, o restante do
volume da reacdo de PCR foi purificado para a retirada de nucleotideos néo
incorporados, excesso de primers ou impurezas, utilizando-se o Kit enzimatico Exo-
Sap. Os produtos de PCR purificados foram sequenciados utilizando o “DYEnamic ET
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MEGABACE” (Amersham Biosciences), e a
sequir analisados em sequenciador automéatico MEGABACE do Centro de Gendmica
Molecular da PUCRS, seguindo os protocolos que acompanham o aparelho. Os
cromatogramas obtidos foram primeiramente analisados com o programa Chromas 2.33
(Technelysium)e para a montagem das sequéncias consenso foi utilizado o programa
Phred-Phrap (Ewing et al., 1998).

As sequéncias obtidas neste trabalho foram entdo inseridas em uma base de
dados incluindo as sequencias da regido controle do DNAmt de P. blainvillei
previamente geradas por Secchi et al. 1998 (n=20, GenBank AF037593 e AF037594),
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Lazaro 2004 (n=69, GenBank AY644430.1-AY644451.1), Ott. 2002 (n= 232) e Mendez
2008 (n=264, Genbank EF394099-EF394117) totalizando 512 sequéncias (Rio de
Janeiro, n = 31; S&o Paulo, n = 35; Parand, n = 13; Santa Catarina, n = 17; Rio Grande
do Sul, n = 70; Uruguai, n = 45; e Argentina, n = 301).

3.5. Analise dos Dados de Microssatélites

Para a identificacdo de possiveis erros de genotipagem devido a presenca de
stutters (pequenas alteracbes no tamanho dos alelos durante o PCR), allele drop-out
(quando alelos maiores ndo amplificam tdo eficientemente quanto alelos menores) e
alelos nulos (quando um ou mais alelos falham ao amplificar), foi utilizado o programa
MICRO-CHECKER (Oosterhout et al., 2004). A diversidade genética nuclear foi
calculada para cada populacdo considerando o numero de alelos por locus (A), a
heterozigosidade observada (Ho), a heterozigosidade esperada (Hg), a riqueza alélica
(AR) para todos os loci de microssatélites e o Fis como uma estimativa da existéncia de
endocruzamento. Estas estimativas foram calculadas utilizando-se os programas FSTAT
2.9.3.2 (Goudet, 2002) e ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010). As
frequiéncias alélicas foram determinadas com o programa GENEPOP 4.1 (Raymond &
Rousset, 1995; Rousset, 2008). Os testes de desvio de equilibrio de ligacdo entre os
locos e de desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg foram realizados pelos programas
GENEPOP 3.4 e ARLEQUIN 3.11. A correcdo sequencial de Bonferroni foi aplicada
aos dados a fim de ajustar os niveis de significancia para os testes de equilibrio de
ligagdo e de Hardy-Weinberg, levando em conta multiplas compara¢cdes no mesmo
conjunto de dados (Rice 1989).

Dois diferentes programas desenvolvidos para analise da estrutura populacional
dos organismos foram utilizados neste estudo. Primeiramente, o método Bayesiano
implementado no programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) foi utilizado
para definir o nimero de populacdes geneticamente diferenciadas em nossa amostra
total, e simultaneamente associar os individuos as suas populacGes fonte. Nesta analise
foi testada a possibilidade de existéncia de até 10 populacGes diferenciadas (K= 1-10).
Para cada K foram realizadas 10 corridas independentes a fim de averiguar a
consisténcia dos dados. Para todas as corridas foi assumido o modelo de mistura com

locos ndo ligados e frequéncias correlacionadas (Falush et al., 2003), sem a utilizacao
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de informacGes prévias de origem geografica. A analise no STRUCTURE compreendeu
1.000.000 intera¢cdes de MCMC (Markov Chain Monte Carlo) seguidas de um periodo
de burn-in de 500.000 interagfes. A segunda analise foi realizada pelo programa
STRUCTURAMA (Huelsenbeck & Andolfatto, 2007), em uma corrida consistindo de
1.000.000 de ciclos, com o numero de populacbes definido como uma variavel

randémica.

A relagdo entre todos os individuos foi também verificada pela analise fatorial
de correspondéncia (FCA) com o programa GENETIX v. 4.05.2 (Belkhir et al., 1996 —
1998). A FCA é uma analise exploratdria que detecta a melhor combinacdo linear das
variaveis (freqiéncias alélicas em diferentes locos) e descreve a variacdo entre 0s
individuos amostrados, optimizando as diferencas entre estes. Desta maneira, a relacdo
entre os individuos pode ser visualizada em dois ou trés eixos em um gréfico bi ou

tridimensional.

Para determinar o grau de diferenciacdo genética entre as populacGes definidas,
foram calculados, a partir da Analise de Variancia Molecular (AMOVA), os indices Fst
(Wright, 1951) e Rsr (Slatkin, 1995), conforme os métodos descritos por Weir &
Cockerham (1984) e Michalakis & Excoffier (1996), respectivamente. Estas analises de
variancia molecular foram realizadas utilizando o programa ARLEQUIN 3.11
(Schneider, 2005), e a significancia dos testes estatisticos foi obtida por meio de 10.000
permutacdes segundo o método descrito por Excoffier et al. (1992). A AMOVA e
analise de diferenciacdo populacional para a par foi realizada para trés diferentes
cenarios populacionais. O primeiro compreendendo as quatro FMAs reconhecidas
atualmente: FMAL = Rio de Janeiro (RJ), FMA2 = Sdo Paulo, Parana (PR) e Santa
Catarina (SC), FMAS3 = Rio Grande do Sul (RS) e Uruguai (URU) e FMA4 = Argentina
(ARG). O segundo cenério envolveu uma divisdo maxima ao nivel politico de estados e
paises, incluindo um total de sete populacées: RJ, SP, PR, SC e RS no Brasil, e URU e
ARG. Por fim, o terceiro cenario incluiu apenas as trés populac@es identificadas nas
analises com os programas STRUCTURE e STRUCTURAMA (ver resultados abaixo).
A partir da andlise individual de cada cenario estipulado, a representacdo mais plausivel
da estrutura populacional real de P. blainvillei inferida pela analise dos locos de
microssatélite foi selecionada de acordo com os maiores valores obtidos para a anélise

da variancia molecular.
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Taxas de migracdo entre os pares de populacdes reconhecidas pelas anélises
anteriores e o parametro 0, foram estimados com o método de coalescéncia do programa
MIGRATE-n 3.2.6 (Beerli & Felsenstein, 1999; 2001; Beerli, 2004). O numero de
migrantes por geracdo (Nm) foi obtido a partir da multiplicacdo dos valores obtidos pelo
programa para a taxa de migragdo “M”, pelos valores obtidos de 6 para a populagdo
recipiente em cada par de comparagdes. A andlise foi realizada utilizando-se o modelo
Browniano, com uma distribuigdo uniforme e uma taxa de mutagdo constante entre 0s
locos. Foi utilizado o método Bayesiano consistindo de uma cadeia longa de 500.000
passos e incremento amostral de 100, seguidos de um burn-in de 50.000 passos. O
tamanho efetivo das populacdes de acordo com os dados de microssatélite foram
estimados a partir da formula Ne=©/4pg, com uma taxa de substituicdo de 10
(Whitaker et al., 2003; Hedrick, 2005) e também através do programa LDNE (Waples
& Do, 2008) que se baseia no método do equilibrio de ligacdo e implementa a correcao
de Waples (2006). Para tanto foi utilizado o método de Jackknife sob o modelo de

cruzamento randémico e valor critico (Pgrir) de 0,05.

3.6. Analise dos dados — DNA mitocondrial

As sequéncias foram alinhadas automaticamente utilizando o programa ClustalX
(Thompson et al., 1997) e o alinhamento corrigido manualmente com o auxilio do
programa Mega v.4 (Tamura et al., 2007).

Estimativas de diversidade genética, tais como numero de haplotipos, diversidade
nucleotidica e haplotipica para a espécie como um todo, assim como para as quatro
FMAs atualmente reconhecidas, foram realizadas pelo programa Arlequin 3.11.

Utilizando 0 programa Network V. 4.201 (http://www.fluxus

engineering.com/sharenet.htm), foi construida uma rede de haplotipos com o método

median joining network (Bandelt et al., 1999) para estimar as relacdes genealogicas
entre as sequéncias, e a distribuicdo e freqliéncia dos haplotipos identificados ao longo
da area amostrada. O programa BEAST v. 1.6.1 (Drummond & Rambaut, 2006) foi
utilizado com para datar o ancestral comum mais recente da espécie (do inglés: the
times of the most recent common ancestor [TMRCASs]), assim como verificar o padréo
de relacéo filogenética dos haplotipos encontrados. Para este fim, foi utilizado o relogio

molecular estrito com o modelo de substituicdo GTR e gamma de 8 categorias em uma
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corrida de 50.000.000 de passos. Para esta andlise foi utilizada uma taxa média de
substituicdo de 3,25 x 10°® substituicBes/sitio/ano, com limites minimos e méximos de 5
x 10° e 7 x 10°® (Hoelzel et al., 1991; Harlin et al., 2003). Foi incluida a sequéncia de
Inia geoffrensis, o boto-vermelho da Amazodnia, espécie utilizada como grupo externo
(Santos et al 2005., numero de acesso no GenBank: DQ217408.1 e DQ217405.1.

Niveis de diferenciacdo genética entre diferentes areas geograficas amostradas
foram avaliados através da AMOVA e calculo dos indices de fixagdo (®st) par a par,
utilizando-se o programa ARLEQUIN 3.11. A significancia estatistica destes
parametros foi estimada a partir da simulacdo de 10.000 permutacGes geradas
randomicamente. A partir dos indices de ®st foram estimados neste mesmo programa o
namero de individuos migrantes por geracdo (Nm), para cada par de populacbes. A
AMOVA para os dados mitocondriais foi avaliada para os trés mesmos cenarios

populacionais descritos acima na analise dos locos de microssatélite.

Estimativas do parametro 6 para cada populacdo e das taxas migracdo “M”
também foram realizadas por meio da analise Bayesiana implementada no programa
LAMARC (Kuhner, 2006). O numero de migrantes por geracdo (Nm) foi obtido a partir
da multiplicagcdo dos valores de “M” pelo 6 da populacdo recipiente em cada par de
comparacg0es, conforme descrito no manual do programa. Para tanto, foi executada uma
cadeia com 500.000 genealogias, com amostras coletadas a cada 100 passos e burn-in

de 50.000 amostras descartadas.

Foram realizados testes de neutralidade com Fu’s Fs (Fu, 1997) e Tajima’s D
(Tajima, 1989) com o programa ARLEQUIN 3.11. Oscila¢fes no tamanho populacional
ao longo do tempo foram avaliadas no DNAmt através do programa BEAST v 1.6.1
(Drummond et al., 2005) pelo método Bayesiano Skyline Plot, seguindo os mesmos
pardmetros utilizados na analise do ancestral comum mais recente da espécie. O
programa Lamarc foi ainda utilizado para estimar o parametro 6 utilizado no calculo do
tamanho efetivo das fémeas através da variabilidade do mtDNA usando a formula
Nef=0/21.g e a taxa de substituicdo de 3,25 X 107 por sitio/ano (p) e 2,5 anos como
tempo de geracgéo (g) (intervalo entre a idade que atinge maturidade sexual e a minima

senescéncia).

4. Resultados
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4.1. DNA Microssatélite

Foram genotipados um total de 21 individuos para 11 locos distintos. Estes
individuos foram agrupados com aqueles previamente gerados por Ott 2002 (n=207),
totalizando 228 amostras genotipadas. Foram encontrados 99 alelos e todos os 11 locos
analisados mostraram-se polimérficos para a espécie. Com excec¢do do Rio de Janeiro e
do Uruguai, todas as outras regides apresentaram alelos exclusivos, sendo o Rio Grande
do Sul a regido com o maior nimero (7) e o Parana e Santa Catarina SC) as regides com
0 menor numero (1 cada um) (Figura 2). Quando considerada a populagdo como um
todo, sete dos 11 locos analisados apresentaram desvios significativos entre a
heterozigosidade observada e a esperada de acordo com o Equilibrio de Hardy-
Weinberg (p<0,05, ap6s correcdo de Bonferroni). Entretanto, considerando a
amostragem total subdividida conforme as quatro FMAs atualmente reconhecidas para a
espécie, apenas quatro loci apresentaram desvios significativos entre a heterozigosidade
observada e a esperada de acordo com o Equilibrio de Hardy- Weinberg (p<0,05, apds
correcdo de Bonferroni) (Tabela 1). O teste de desequilibrio de ligacdo indicou nédo
haver desequilibrio entre os locos analisados para P. blainvillei (nivel de significancia
a=0,05, incluindo correcdo de Bonferroni para 165 comparagdes). A andlise dos locos
de microssatélite com o programa MICROCHECKER considerando-se a amostra como
um todo detectou evidéncias da ocorréncia de alelos nulos em muitos locos. No entanto,
com a divisdo da amostra nas quatro FMAs nenhum loco apresentou evidéncias de
alelos nulos, sendo as primeiras evidéncias associadas a estruturacdo genética na

espeécie.

Para a amostra como um todo, a diversidade genética estimada para P.
blainvillei foi relativamente alta com Ho = 0,629 e nimero médio de alelos = 9. A
andlise individual para cada uma das quatro FMAs detectou os maiores indices de
diversidade para as populacdes do RS/URU e ARG, e 0s menores para a populacdo do
RJ (Tabela 1). Os testes estatisticos realizados com o programa FSTAT para comparar
os niveis de diversidade encontrados entre as diferentes populagfes indicaram a
existéncia de valores significativamente menores de heterozigosidade observada e
riqueza alélica para a populacdo do RJ quando comparada as popula¢des do URU/RS e
ARG (p < 0,05). Das quatro FMAs, apenas a FMAL referente ao RJ e a FMAZ2
correspondente aos estados de SP/PR/SC apresentaram valores significativos de Fis,
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indicando a existéncia de endocruzamento nestas populacbes (Fis = 0,092 e 0,161,

respectivamente; p < 0,05).

Figura 2- Frequencias alélicas para cada loco por regifo: M Rio de Janeiro, Il S&o
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Tabela 1 — Diversidade genética encontrada para cada loco de microssatélite analisado, considerando a amostra como um todo e para cada uma
das 4 FMAs atualmente reconhecidas para P. blainvillei. A = nimero de alelos, E = nimero de alelos exclusivos, Ho = heterozigosidade

observada, He = heterozigosidade esperada.

FMA 1 FMA 2 FMA 3 FMA 4 Geral
Loco A E AR Ho He A E AR Ho He A E AR Ho He A AR E Ho He A Ho He
D22 3 0 300 0310 0,416 11 0 5,89 0.237* 0,444 11 0 537 0,743 0,773 6 696 0 0,615 0,720 7 0,541* 0,785
FCB2 3 0 299 0517 0,557 15 1 6,41 0,600 0,697 20 1 856 0,792 0,801 9 888 1 0807 0825 11 0,701* 0,825
FCB17 5 0 5,00 0,643 0,682 26 1 10,97 0,775 0,855 34 3 1471 0,848 0,897 13 12,88 0 0,961 0,907 20 0,817 0,899
MK6 2 0 200 0276 0,333 19 0 820 0,620 0,695 29 1 12,27 0,834 0,870 11 10,96 0 0,807 0,867 15 0,702* 0,847
TR3G1 3 0 298 0,103 0,163 7 0 268 0.305* 0,483 4 0 200 0,258 0,277 2 200 0 0,360 0,301 3 0,262* 0,410
FCB5 5 0 472 0,724 0,667 24 0 943 0,745 0,856 18 0 7,95 0,752 0,797 9 888 0 0,653 0681 11 0,735* 0,837
EV7ié6Mn 4 0 399 0,536* 0,642 21 3 10,35 0.586* 0,844 22 3 872 0,858 0818 11 10,84 2 0,807 0,800 17 0,742* 0,874
TR3F1I0 2 0 189 0,036 0,035 6 0 200 0,305 0,283 4 0 200 0,407 0,429 2 200 0 0461 0,434 2 0,340 0,362
MK5 4 0 4,00 0,678 0,720 17 1 7,41 0,614 0,675 22 4 9,14 0,741 0,747 8 792 0 0,615 0,674 13 0,681 0,723
464/5 5 0 499 0536 0,584 24 1 8,82 0,722 0,819 22 2 1098 0,862 0874 11 10,88 1 0,884 0,869 15 0,788 0,875
EV5Pm 5 0 458 0,242 0,252 10 0 3,68 0,614 0,668 11 1 560 0,716 0,696 6 585 1 0,538 0,522 7 0.608* 0,712
MEDIA 3,72 0 3,123 0,369 0,459 16,36 7 4,911 0,454 0665 197 15 6,04 0,710 0,725 88 6,002 5 0,683 0,691 11 0,629 0,740
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Na andlise Bayesiana realizada com o programa STRUCTURE para estimar o
namero de populagdes geneticamente diferenciadas no conjunto total de dados, a maior
verossimilhanca encontrada correspondeu ao valor de K = 3 (mean LN P(D) = -
7463,18) (Figura 3). De acordo com este resultado, a populacdo do estado do RJ foi
associada ao Grupo 1 com valor de associacdo igual a 0,978. As populagdes dos estados
de SP e PR (com exce¢do de um individuo do Paran& que apresentou alta probabilidade
de pertencer ao grupo do Sul) (Figura 4 e 5) foram associadas ao Grupo 2 com valores
de 0,979 e 0,903, respectivamente. O Grupo 3 incluiu todas as populacdes amostradas
mais ao sul da distribuicdo da espécie, incluindo aquelas previamente associadas a
FMAS3 (RS e URU) e a ARG, associada previamente a FMA4 (valores de associacdo de
cada populacdo = 0,963, 0,978 e 0,963, respectivamente). A Unica regido
simultaneamente associada a dois dos grupos reconhecidos pela analise no
STRUCTURE foi SC com 0,686 de associa¢do ao Grupo 3 e 0,306 ao Grupo 2, indo de
encontro ao agrupamento prévio de SC como um todo a FMAZ2 (Figura 4). Avaliando-se
a proporcao de associacdo individual das amostras obtidas em SC pode-se verificar a
existéncia de uma divisdo geografica das amostras em cada uma das populagdes. Todas
as amostras obtidas na metade sul do estado de SC foram incluidas no Grupo 3, com
valores de associagdo extremamente altos (todos maiores que 0,95). Do mesmo modo,
as amostras provenientes da metade norte do estado foram predominantemente
associadas ao Grupo 2 [5/8 (62,5%)com valores acima de 0,95]. Segundo as
procedéncias das amostras do estado de SC, esta divisdo parece ndo ser exata. Os
individuos que associaram-se predominantemente ao grupo do Norte eram provenientes
da localidade de Barra Velha (26°39'7.48"S e 48°41'29.41"0) e o limite norte dos
individuos que associaram-se ao grupo do Sul foi a localidade de Garopaba (28°
2'57.99"S e 48°36'42.21"0). Os resultados obtidos com a andlise no programa
STRUCTURAMA foram exatamente idénticos aos obtidos com o STRUCTURE,
incluindo o mesmo ndmero de populagdes identificadas e exatamente o mesmo

agrupamento de individuos.

O mesmo padrdo de estruturacdo genética foi observado com a anélise Fatorial
de Correspondéncia (FCA), onde podemos verificar a formacao de trés agrupamentos ao
longo dos trés primeiros eixos. O primeiro deles foi formado exclusivamente pelas
amostras provenientes da regido mais ao norte da distribuicdo da espécie, no estado do

RJ. O segundo grupo foi representado por amostras provenientes da regido centro-norte
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da distribuicdo compreendendo os estados de SP e PR e ainda a maior parte das
amostras obtidas no norte de SC. E por fim, o terceiro grupo compreendeu as amostras
obtidas na regido centro-sul e extremo ao sul incluindo aquelas obtidas no sul do estado
de SC, no RS, URU e ARG (Figura 5).

-7200

-7400

-7600 A

-7800

-8000 / \'\

-8200 /

-8400

-8600 ‘/ \\\

-8800

Probablidade média estimada dos dados

-9000

Numero de grupos inferidos (K)

Figura 3 — Resultado do Programa STRUCTURE para o nimero de populacdes de P.
blainvillei geneticamente diferenciadas no conjunto total de dados.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

RJ SP PR~ SC RS URU ARG

Figura 4 — Grafico de barras mostrando as populacbes de P. blainvillei geneticamente
identificadas pelo programa STRUCTURE. Cada barra indica um individuo e as cores
indicam os trés grupos definidos pelo programa: Grupo 1 — vermelho (RJ/ES); Grupo 2
verde (SP/PR e norte de SC); Grupo 3 — azul (sul de SC, RS, URU e ARG). Nota: Cores
diferentes no mesmo individuo indicam a probabilidade deste pertencer a determinadas
populagdes simultaneamente.
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Figura 5 — Gréfico da Analise Fatorial de Correspondéncia (FCA), mostrando a
distribuicdo das amostras de P. blainvillei nos trés primeiros eixos fatoriais.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) de acordo com os indices de
fixacdo Fst e Rsr, utilizada para o teste de diferenciagdo genética da espécie mostrou
haver uma diferenciagéo significativa dentro da espécie. Dos trés diferentes cenarios
testados para a espécie, o de maior diferenciagdo entre os grupos de popula¢bes foi o
Cenario 3, que compreendeu os trés subgrupos definidos pelos programas
STRUCTURE e STRUCTURAMA: Grupo 1 (RJ), incluindo RJ e ES, Grupo 2 (Norte),
incluindo SP, PR e norte de SC e Grupo 3 (Sul), incluindo sul de SC, RS, URU e ARG
(Fst = 0,179 e Rst = 0,241, p<0,01) (Tabela 2). Os valores de Fsr e Rst encontrados
entre subgrupos foram extremamente elevados sugerindo um alto nivel de diferenciacdo
genética entre estas regides (Tabela 3). A mesma analise realizada considerando-se a
divisdo em sete populagdes, referente ao Cenario 2, mostraram ainda existir uma
subestruturacdo dentro do agrupamento do Sul, entre a populacdo do RS e da ARG
(Tabela 4), no entanto uma andlise realizada com o programa STRUCTURE para o

mesmo agrupamento de forma independente ndo detectou nenhum tipo de
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subestruturagdo, sendo a maior probabilidade encontrada para K = 1. Quanto ao nimero
de migrantes por geragdo estimado através do programa MIGRATE, os valores
encontrados entre as trés populacdes definidas pelo programa STRUCTURE foram
extremamente baixos (< 1), sendo valores menores do que aqueles considerados
suficientes para homogeneizar geneticamente diferentes subpopulagdes (Lacy 1987;
Mills & Allendorf, 1996) (Tabela 5).

Tabela 2 — Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) baseada em Fsr e Rsr para 0s

dados de microssatélite para os diferentes cenarios populacionais.

Porcentagem de variacéo

- Dentro das « indice de
Cenario ~ Entre as populacdes o
populagoes Fixacdo
1) Divisdioem 4 Fst 86,48 13,52 0,135
FMASs Rst 82,90 17,10 0,170
2) Divisdonas 7 Fst 87,24 12,76 0,127
populacdes Rst 81,26 18,74 0,187
3) Divisdioem 3 Fsr 82,06 17,94 0,179
populacdes Rst 75,87 24,13 0,241

Tabela 3 - Valores de Fsr (abaixo da diagonal) e de Rst (acima da diagonal) obtidos a

partir da analise de Microssatélites para o segundo terceiro cenario populacional testado.

RJ Norte Sul
Rio de Janeiro (RJ) 0,114* 0,218*
Norte (SP, PR e norte de SC) 0,254* 0,267*
Sul (sul de SC, RS, URU e ARG) 0,196* 0,152*

*Valores significativos para p < 0,05
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Tabela 4 - Valores de Fsr (abaixo da diagonal) e de Rsr (acima da diagonal) obtidos a

partir da anélise de Microssatélites para o segundo cenério populacional.

RJ SP PR SC RS URU ARG

Rio de Janeiro (RJ) 0,123* 0,160* 0,211* 0,215* 0,248* 0,248*
Séo Paulo (SP) 0,261* 0,037 0,317 0,318 0,367* 0,372*
Parana (PR) 0,286 0,011 0,261* 0,256* 0,288* 0,269*
Santa Catarina (SC)  0,239* 0,090* 0,101* 0,000 0,031* 0,065*
Rio Grande do Sul

(RS) 0,198* 0,154* 0,167* 0,025* 0,013 0,037*
Uruguai (URUV) 0,224* 0,180* 0,194* 0,039 0,003 0,006
Argentina (ARG) 0,247* 0,186* 0,197* 0,052* 0,022* 0,009

*Valores significativos para p < 0,05

Tabela 5 — Tamanho efetivo (Ne) (diagonal) e nimero de migrantes por geracdo entre 0s
trés grupos definidos pelos programas STRUCTURE e STRUCTURAMA para os locos

de microssatélites analisados. Estimativas obtidas pela analise no programa MIGRATE

segundo método Bayesiano.

RJ/ES Norte Sul
RJ/ES 20 (0 —400) 0,63 (0,00 —2,64) 0,98 (0,00 — 26,00)
Norte 0,08 (0,00 —2,32) 380 (0 —880) 0,98 (0,00 —22,00)
Sul 0,13 (0,00 — 3,40) 0,98 (0.00 — 2,73) 19.620 (15.040 — 19.880)

A estimativa do tamanho efetivo de cada populacdo pelo LDNE indicou o maior

valor para o agrupamento Sul, com uma média de 622,1 individuos com um intervalo de

confianca de 268,9 a infinito, sendo que a inclusdo de “infinito” no intervalo, segundo

manual do programa, indica ndo haver evidéncia de nenhum desequilibrio de ligacdo

causado pela deriva genética, devido a um numero finito de individuos reprodutivos.

Em contraste ao alto tamanho efetivo encontrado para o agrupamento Sul, os valores

encontrados para os agrupamentos do RJ e Norte foram extremamente baixos incluindo
23,8 individuos (10,9 — 94,4) para o primeiro e 56,2 (34,6 — 113,6) para 0 segundo,

sendo condizente com os valores significativos de Fis encontrados para estas mesmas

populagdes.

23




4.2. DNA Mitocondrial

Obtivemos neste estudo, 21 novas sequéncias da regido controle do DNAmt de
538 pares de base (pb). Estas sequéncias foram agrupadas com aquelas previamente
geradas por Ott (2001) (n=137), e com aquelas anteriormente publicadas por Secchi et
al. (1998) para a costa brasileira (n=20), por Lazaro et al. (2001) para a costa uruguaia
(n=38) e argentina (n=31) e por Mendez et al. (2010) também para a costa argentina
(n=265), resultando em um total de 512 sequéncias provenientes de praticamente toda a
distribuicdo geogréafica da espécie

A andlise da regido consenso (487 pb) das sequéncias obtidas nestes estudos
revelou a existéncia de 56 sitios polimdrficos, resultando em 61 haplétipos distintos
(Anexo 1). Néo foi detectada nenhuma inser¢cdo ou dele¢cdo sendo a maioria das
substituicdes compostas por transicdes (47 transicoes e 9 transversdes). As diversidades
haplotipicas (h) e nucleotidicas () observadas para a espécie como um todo foram h=
0,8953 +- 0,0081 e n=1,13% +- 0,60%. As mesmas analises de diversidade genética
foram também executadas para as 4 FMAs previmanentnte estabelecidas conforme
mostra a Tabela 6. O maior nivel de diversidade genética foi observado para a FMA3
(RS e URU) e para a FMA 4 (ARG) com valores semelhantes aqueles encontrados para

a espécie como um todo.

Tabela 6 - Diversidade genética estimada para a regido controladora do DNAmt (487pb)

nas 4 FMAs atualmente reconhecidas para P. blainvillei.

Populacao N A h 7 (%)
FMAL(ES/RJ) 31 8 0,635+-0,090 0,6+/-0,3
FMA2(SP/PR/SC) 56 10 0,767+/-0,037 1+/-0,5
FMA3(RS/URU) 121 22 0,857+/-0,021 1,1+/-0,5
FMA4(ARG) 42 40 0,870+/-0,011 1,1+/-0,5

N=nimero amostral. A=nimero de haplétipos. h=diversidade haplotipica.
n=diversidade nucleotidica

A arvore filogenética e a rede de haplétipos indicaram a presenca de uma
moderada estruturagdo genética entre as regiGes amostradas (Figuras 6 e 7). Na rede de
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hapldtipos é possivel observar o compartilhamento dos hapl6tipos mais centrais e
frequentes pelas sete populagdes consideradas (RJ, SP, PR, SC, RS, URU e ARG),
juntamente com a existéncia de haplotipos derivados e exclusivos em todas as
populacdes. Além disso, pode-se observar nesta mesma analise a existéncias de um
padrdo sugestivo da ocorréncia de um processo de expansdo populacional ao longo da
historia evolutiva da espécie. Na arvore filogenética é possivel verificar a existéncia de
quatro grupos monofiléticos principais com altos valores de suporte (> 0,90). No
primeiro grupo encontram-se exclusivamente os haplotipos provenientes da regido mais
ao sul da distribuicio da espécie (ARG, URU, RS e SC); no segundo ha
predominantemente individuos da mesma regido, com a presenca de alguns de areas
mais ao norte, como SP, PR e RJ; no terceiro encontram-se, também, exclusivamente
individuos do sul, enquanto que no quarto ha uma clara divisdo em dois subgrupos onde
0 primeiro agrupa individuos exclusivamente do RJ e o segundo agrupa individuos do
RJ e de outras regides do norte da distribuicdo da espécie (SP, PR, além de 4 individuos
do norte de SC).
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Figura 6- Arvore Filogenética dos haplotipos encontrados para a regido controladora do
DNAmt em Pontoporia blainvillei, reconstruida através do método bayesiano. Valores
de Botstrap acima de 50%.
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Figura 7 - Rede de haplétipos construida com base na regido controladora do DNA
mitocondrial de P. blainvillei. Cada hapl6tipo esta representado por um circulo
proporcional em tamanho a sua frequéncia, as cores indicam a frequéncia de cada
hapl6tipo a cada uma das sete regifes amostradas. As barras nos ramos de conexao
entre os haplotipos indicam o nimero de substituicdes entre estes (demonstradas apenas
nos casos com mais de uma substituicéo).

Com relacdo as estimativas de fluxo génico especificas, o maior valor de ®st na
analise de variancia molecular (AMOVA) foi obtido para o Cenario 3 com a divisdo da
amostra nas trés populagdes identificadas nas analises com os microssatélites (Tabela
7). Os indices de diferenciacdo par a par, observados para o DNAmt entre estas
populagOes, foram bastante altos, assim como aqueles encontrados para os dados de
microssatélites, indicando uma profunda diferenciacdo genética entre estes grupos
(Tabela 8). Através da analise dos ®s7 par a par, ainda pode-se observar a existéncia de
uma subestruturacdo dentro dos agrupamentos maiores como, por exemplo, entre RS e
URU (®sr = 0,072, p < 0,001) e entre RS e ARG (®st = 0.050, p < 0,001) dentro do

agrupamento Sul (Tabela 9). O nimero de migrantes por geracdo estimado a partir do
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indice ®st entre as trés populagcbes consideradas no Cenario 3 foi extremamente baixo,
em acordo com as estimativas obtidas pelo programa MIGRATE para os dados de
microssatélite. O mesmo resultado foi corroborado pela analise bayesiana realizada no
programa LAMARC, onde um baixo fluxo génico foi detectado entre estas populacdes,
sendo o maior valor encontrado entre a populacdo do Norte em direcdo a populagdo do
Sul [1,173 (0,138 — 4,373)] (Tabela 10). Ainda com relacdo aos valores de ®sr e
numero de migrantes obtidos, pdde-se verificar a existéncia de um forte isolamento da
populacdo do RJ com relacdo a todas as demais, com valoes de ®st variando de 0,319 a
0,437 e nimero de migrantes de 0,642 a 1,067. Com relacdo a SC, considerada como
pertencente a FMA2, juntamente com o estado de SP, os valores obtidos de ®sr foram
extremamente altos com esta Gltima populagédo, assim como com o PR (0,168 e 0,156
respectivamente; p < 0,001), principalmente se compararmos com 0s baixos valores
encontrados entre SC e as populagdes amostradas mais ao sul como RS, URU e ARG.
Considerando-se as quatro subpopulacgdes pertencentes ao grupo do Sul (SC, RS, URU
e ARG), apesar de alguns valores de ®sr terem se apresentado significantes, o elevado
namero estimado de migrantes por geracdo indica a auséncia de uma forte estruturacao

dentro do grupo (Tabela 9).

Tabela 7 - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA), realizada a partir dos dados de
DNA mitocondrial considerando o indice de fixacdo ®sr para os diferentes cenarios

populacionais considerados neste estudo.

AMOVA Porcentagem de variagao
Dentro das Entre as indice de
Populagdes Populagdes Fixacdo
Cenario 1 - 4 FMAs 82,24 17,76 0,177*
Cenario 2 - 7 PopulagGest 80,74 19,26 0,192*
Cenario 3 — 3 Populagbestt 69,16 30,84 0,308*

T 7 Populagbes: Rio de Janeiro, S&o paulo, Parang, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Uruguai
e Argentina.

1 3 Populagdes: Rio de Janeiro, Norte (Sdo Paulo, Parand e Norte de Santa Catarina) e Sul
(Sul de Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina).

*p<0,01

28



Tabela 8 - Valores de ®st (abaixo da diagonal) e de Nm (acima da diagonal) obtidos a
partir da anélise de DNA mitocondrial para o terceiro cenério populacional testado para
Pontoporia blainvillei. (N= nimero amostral).

Populacéo RJ NORTE SUL
Rio de Janeiro e Espirito Santo (RJ) 0,511 0,619
Sdo Paulo, Parané e norte de Santa 0,338* 0,338

Catarina (Norte)

Sul de Santa Catarina, Uruguai, Rio 0,382* 0,252*
Grande do sul e Argentina (Sul)

* valores significantes para p<0,001

Tabela 9 - Valores de ®gr (abaixo da diagonal) e de Nm (acima da diagonal) obtidos a
partir da andlise de DNA mitocondrial para o segundo cenéario populacional. (N=
namero amostral).

Populagdo RJ SP PR SC RS URU ARG
(N=32) (N=35) (N=14)  (N=17) (N=70) (N=45) (N=300)
Rio de Janeiro (RJ) 0,794 0,848 1,067 0,761 0,642 0,766
Sdo Paulo (SP) 0,386** 42,370 2,462 2,277 0,995 1,288
Parand (PR) 0,370** 0,011 --- 2,689 1,722 0,946 1,107
Santa Catarina (SC) 0,319** 0,168**  0,156* 11,226 10,219 8,927
Rio Grande do Sul (RS) ~ 0,396**  0,180**  0,224** 0,042 6,443 9,449
Uruguai (URU) 0,437**  0,334** 0,345** 0,046 0,072** 36,311
Argentina (ARG) 0,394**  0,279**  0,311** 0,053* 0,050** 0,013

*p < 0,05; ** p < 0,001

Tabela 10 — Pardmetros demogréficos inferidos para as trés populacdes de P. blainvillei
inferidas pela analise dos marcadores moleculares utilizados neste estudo (RJ, Norte e
Sul). Estimativas obtidas pela analise de coalescéncia implementada no programa
LAMARC. As taxas de migracdo estdo expressas como numero de migrantes. O
intervalo de 95% de confianca encontra-se dentro dos paréntesis e o tamanho efetivo
(Nm) na diagonal.

RJ/ES Norte Sul
16.615,38 (4923,1 — 56000) 0,4716 (0,0088 —5,0821) 0,3675 (0,0072 —2,0188)
RI/ES
0,2382 (0,00001 —3,6914) | 27.077 (10461,5 —79384,6) 1,1733 (0,1384 — 4,3731)
Norte
o 0,0891 (0,00001 — 1,8673) | 0,5727 (0.0005 — 6,1813) | 244.308 (171.076,1- 370.461,5)
u
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Com relacdo a historia demogréafica de P. blainvillei, dois testes independentes
de neutralidade foram realizados para dois cenérios diferentes: 1) considerando a
populacdo como um todo, e 2) dividindo a amostra em trés populacdes diferentes
conforme os resultados obtidos para os locos de microsatélites. Para a popula¢do como
um todo, enquanto que o indice de Tajima’s D ndo detectou nenhuma evidéncia de
expansao populacional (=-0,92495; p = 0,16800), o indice Fs de Fu (-24,39393; p =
0,0030) e a analise de Mismatch Distribution detectaram um sinal de expansdo da
populacdo como demonstra a Figura 8. Entretanto, quando analisados os dados para o
cenario 3 (espécie separada conforme resultados dos locos de microssatélites, em 3
populagdes: RJ, Norte e Sul), obteve-se um valor negativo e significativo de Fs e um
sinal de expansdo na analise de Mismatch Distribution apenas para a populacédo do Sul
(Fs = -20,5559 (p = 0,002)) (Figura 8). A partir da analise bayesiana realizada no
programa Beast foi possivel estimar um tempo de divergéncia de todos os haplétipos
atuais da espécie a partir de um Unico ancestral comum ha cerca de 300 mil anos atras
(92.000- 1.950.000) (Figura 6). Segundo a analise de Bayesian Skyline plot, as
populacdes do RJ e Norte da distribuicdo da espécie permaneceram com um tamanho
populacional relativamente constante ao longo destes anos. A populacéo do Sul por sua
vez teria passado por um evento de expansao populacional mais acentuado a partir dos
ultimos 10.000 anos (Figura 9).
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Figura 8 — Andlise de Mismatch Distribution realizadas para A: Amostra total; B: Populagdo do
Rio de Janeiro; C: Populagdo do Norte (SP, PR e Norte de Santa Catarina) da distribui¢cdo de P.
blainvillei; D: Populacdo do Sul (Sul de Santa Catarina, RS, Uruguai e Argentina) da distribuicdo

de P. blainvillei.
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Figura 9 — Resultados das analyses Bayesianas de Skyline Plot para as trés populacdes
de P. blainvillei definidas, mostrando a flutuacdo do tamanho efetivo nestas ao longo do
tempo. (A) RJ (B) Norte e (C) Sul.
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5. Discussao
5.1. Diversidade genética

Os resultados deste estudo indicam que P. blainvillei € caracterizada por niveis
de diversidade genética para o marcador mitocondrial que se assemelham aqueles
encontrados em outros cetaceos. A diversidade haplotipica (h) e nucleotidica ()
encontradas para a espécie (h=0.895, n=1,12) se assemelham bastante a de outras
espécies de Odontocetéceos, como por exemplo o golfinho-do—porto (Phocoena
phocoena) no Atlantico (h=0.890, ©=0.81) e no Pacifico (h=0.900, n=1.37) ¢ para 0O
golfinho-comum-de-bico-longo (Delphinus capensis) no Pacifico tropical (h=0.890,
m=1,20) (Rosel et al. 1995), mas é um pouco mais elevada do que a de outras espécies,
p.e., como o golfinho-fliper (Tursiops truncatus) na Nova zelandia (h=0.79, n=1,6)
(Tezanos-Pinto et al. 2008) e o golfinho-nariz-de-garrafa do indico (Tursiops aduncus)
(h=0,627, n=0,0039) (Natoli et al. 2008) . J& os valores de diversidade genética
encontrados para os marcadores nucleares (H0=0,629, A=9) se assemelham aos de
outras espécies de cetaceos, porém estes ndo podem ser comparados diretamente quando

os locos estudados ndo sdo 0s mesmos.

A variabilidade genética de P. blainville pode ser considerada razoavel em todas
as regibes e populacdes ao longo da distribuicdo da espécie. Os niveis mais altos de
variabilidade genética foram encontrados na regido ao sul (RS, URU e ARG) da
ocorréncia da espécie, enquanto que niveis bem mais baixos foram encontrados na
regido ao norte (RJ, SP e PR) (Tabela 5). No entanto as diferencas dos tamanhos
amostrais podem ter interferido nesses resultados. Considerando-se a espécie dividida
em 7 areas conforme as divisdes geo-politicas, a area que apresentou a mais baixa
variabilidade genética foi o Rio de Janeiro. As analises de tamanho efetivo da populacéo
do Rio de Janeiro também corroboram este resultado, com valores relativos (tabelas 5 e
10) mais baixos que as outras. Porém, encontramos diferengas grandes nas estimativas
de tamanhos populacionais absolutos baseados em microssatélites e DNAmt, sendo as
primeiras sempre muito menores que as segundas. Esta diferenca pode, p.ex., ser vista
para a estimativa do RJ, que foi de 24 individuos para os microssatélites e no minimo
10.000 para mtDNA (Fig. 9). A populacdo do RJ também apresentou valores
significativos de Fis, que indicam a existéncia de endocruzamento, além das estimativas

de fluxo génico apontarem claramente para o isolamento desta populagdo. Alguns
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fatores que podem explicar estas diferengas na estimativa entre os marcadores sdo:
imprecisdo nas taxas evolutivas, em especial nos microssatélites e um possivel fluxo
génico de fémeas, mesmo pequeno, que aumentaria desproporcionalmente a diversidade
do mtDNA em relagéo a bi-parental. Por outro lado, o resultado da analise de Bayesian

Skyline plot indica estabilidade populacional nesta regiéo.

5.2. Estruturacdo Populacional

As analises realizadas tanto com marcadores nucleares quanto com a
mitocondria, mostraram que a toninha possui uma forte estruturacdo ao longo de toda a
sua distribuicdo. Essa estruturacdo, no entanto, é mais complexa do que alguns estudos
anteriores sugeriam. De fato, Secchi et al. 2003 ja haviam detectado que a separacdo da
espécie em apenas duas formas geograficas como sugerido por Pinedo (1991) e Secchi
et al (1998) néo era suficiente para explicar a estruturacdo da populagdo. Por outro lado,
nossos dados sugerem que as quatro areas de manejo como sugeridas por Secchi et al.
(2003) e inicialmente corroborada pelos estudos de mtDNA e microssatélites parciais,
também ndo sdo geneticamente suportadas. Em vez disso, encontramos trés areas bem
delimitadas. As principais diferencas em relagdo aos estudos anteriores sdo a juncéo das
areas Il e IV e o deslocamento da fronteira entre as areas Il e Il para a regido central
do estado de Santa Catarina. Apesar destes resultados, ainda nao € possivel determinar
um local aproximado desta fronteira, ja que permanece uma lacuna na amostragem
deste estado. No presente estudo ndo foram obtidas amostras de regiGes entre a
localidade de Barra Velha (26°397.48"S e 48°41'29.41"0) e a localidade de Garopaba
(28° 2'57.99"S e 48°36'42.21"0). No entanto, ficou claro haver um estruturagdo mais
refinada, que s6 foi possivel detectar, devido a adi¢do de amostras de SC e da analise de
marcadores de mtDNA e microssatélite ao longo de toda a distribuicdo. Estes resultados
confirmam o que j& havia sido sugerido por Higa et al 2002 atraves da analise de

créanios de exemplares da espécie.

A maior divergéncia genética parece estar na populacdo do Rio de Janeiro em
relacdo as populacGes de SP e PR. Dados morfoldgicos anteriormente publicados ja
haviam demonstrado diferengas nas taxas de crescimento entre estas populagdes (Pinedo
et al, 2000; Rosas 2000). As areas da parte sul da distribuicdo da toninha néo

apresentaram diferencas significativas entre si. Analises realizadas através do programa
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STRUCTURE considerando somente estas &reas, mostraram realmente ndo haver
diferenciacdo genética suficiente para separar esta grande regido, no entanto, hd uma
certa diferenca (embora pequena) entre os individuos do RS e do Uruguai e os da
Argentina, que segundo Aznar et al. (1995), poderia estar refletindo uma possivel
separagdo ecoldgica da espécie. Analisando os conteudos estomacais de individuos do
RS e do URU juntamente com os dados da pesquisa de Aznar et al. (1995), Andrade e
colaboradores em 2002, concluiram que a carga parasitaria de individuos do Rio
Grande do Sul e do Uruguai se assemelha bastante entre si mas difere
significativamente dos individuos da Argentina, sugerindo haver um diferenciacao
ecoldgicaentre os individuos destas localidades provavelmente em decorréncia de

diferencas em suas dietas.

5.3. Conservacéo e Manejo

A estimativa por microssatélites do tamanho efetivo da populacdo do Rio de
Janeiro, em especial, chama a atencdo por apresentarem um valor de ~26. Além desta
analise, os valores de Fis confirmam este cenéario de populacdo pequena, endocruzada.
Mesmo este valore significando tamanho efetivo e ndo de censo, e que podem
representar estimativas historicas e ndo atuais, ainda assim sao bastante reduzidos. Este
resultado é bastante preocupante, pois pode significar uma vulnerabilidade dessa

populacdo maior do que atualmente considerada.

Apesar de ndo ter sido observada uma monofilia reciproca através da
reconstrugdo filogenética dos haplétipos (Figura 6), as trés populagBes principais
determinadas neste estudo apresentaram diferencas significativas nas frequéncias
alélicas em locus nucleares. Apesar disto, estas popula¢des ndo estariam de acordo com
0s critérios estabelecidos por Moritz (1994) para a criacdo de Unidades Evolutivamente
Significativas (ESUs). Independente do critério utilizado para defini¢cdo de Unidades de
Manejo, este estudo deixa clara a necessidade de considerarmos estas trés populactes
independentemente para fins de manejo. A situagdo mais critica parece ocorrer na
populacdo do Rio de Janeiro por apresentar barreiras geograficas e ecoldgicas que

impediriam uma recolonizagdo no caso de uma possivel extin¢do local.
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