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APRESENTACAO

A presente dissertacdo tem como espécie de estutkifinideo Tursiops truncatus
popularmente conhecido como boto-da-tainha ou rjuifinariz-de-garrafa. A area de estudo
abrangeu o Complexo Lagunar de Santo Antonio dgesiem Laguna (SC), onde existe uma
populacéo estuarina residente, e o litoral nort®RoGrande do Sul (que se extende de Torres
ao Parque Nacional da Lagoa do Peixe), onde évebssicontrar outras duas populacdes
estuarinas da espécie — Rio Mampituba, em Torrésagea de Tramandai, em Tramandai. As
amostras utilizadas nas analises genéticas foréatadas por meio de bidpsias e de episodios de
encalhes de golfinhos mortos ao longo do litoraicha. Além disso, foram utilizadas também
guatro amostras de dentes e uma de tecido de bwidss e encalhados ao longo do litoral
catarinense. Este trabalho esté dividido em tr@#udas e uma introducdo geral a respeito da
espécie. Os objetivos desta dissertacdo sao: lJQragrar através de uma técnica ndo-invasiva a
extracdo eficiente de DNA a partir de dentes orsnde colecdes cientificas (Capitulo 1) e; 2)
caracterizar geneticamente e avaliar a existércestiuturacao populacional entre individuos da
subpopulacédo de Laguna e os espécimes amostradosgaodos litorais catarinense e gaucho,
através da andlise da regido controladora do DNiAcwmidrial (Capitulo Il) e de quatro loci de

DNA microssatélites (Capitulo l1).



INTRODUCAO GERAL

O boto-da-tainha ou golfinho-nariz-de-garrafarsiops truncatusé uma das espécies
mais bem estudadas entre os cetaceos. Esse gglirdra bem conhecido na Roma e Grécia
antigas, fazendo parte de suas lendas e sendortaoerrito nos trabalhos de Aristoteles e
Plinio (WELLS; SCOTT, 1999; BASTIDA; RODRIGUEZ, 2B Sua coloracdo, forma e
tamanho variam entre as populagdes. Os machooaddb ligeiramente maiores do que as
fémeas, com um comprimento entre 2,5 a 3,5 metodora ja tenham sido encontrados
individuos com quase 4 metros de comprimeantb, PERRIN; REILLY, 1984). O peso de um
adulto varia de 200 a 350 kg, mas ha registrost@®@0 kg. Ao nascerem, os filhotes medem
entre 85 e 140 cm e pesam entre 14 e 30 kg (BASTR®DRIGUEZ, 2005). A maturidade
sexual para os machos € atiginda entre os 10 end83 &SERGEANT; CALDWELL;
CALDWELL, 1973; ODELL, 1975), enquanto as fémeamnam-se sexualmente maduras entre
0s 7 e 14 anos (MEAD; POTTER, 1990), podendo dar @ cada 2 a 3 anos. Estima-se que as
fémeas vivam até os 50 anos e os machos até owd(BASTIDA; RODRIGUEZ, 2005).

A espécie é cosmopolita e pode ser encontrada @wos tws mares tropicais e temperados
(WELLS; SCOTT, 1999), ocupando areas como lagu@sGOMO, 2010; DAURA-JORGE
et al, 2012), bajas (READ, 2003; WEDEK al, 2008) e golfos (WURSIG; WURSIG, 1979;
ROSEL; HANSEN; HOHN, 2009), além de aguas profunl@SATHERWOOD; REEVES,
1983), estando inclusive associados a ilhas o@fifBARACHOet al, 2008; OTTet al,
2009). No Atlantico Sul, distribui-se desde 0 AM@PENEDO; ROSAS; MARMONTEL, 1992;
SICILIANO et al, 2006; SICILIANO et al, 2008), no Brasil (2°3'N; 50°47'W) - sendo
comumente avistado na Bacia de Campos, com registpartir dos costbes de Buzios e Arraial
do Cabo, como também em é&reas de maiores profuledid8ICILIANOet al, 2006); ao longo
do litoral de Sdo Paulo (SANTQS al, 2010); assim como em areas abertas e protegaas
longo da costa do sul do Brasil (WEDEK&¥ al, 2008; DI TULLIO, 2009; DAURA-JORGIEt
al.,, 2012) -, até a provincia de Chubut, na Argent{dd°20'S; 65°30'W) (BASTIDA,
RODRIGUEZ, 2005). Mais recentemente, registros agd da costa da Terra do Fogo, na
Argentina, trouxeram maior complexidade sobre as@ige dos limites meridionais da sua



distribuicdo na América do Sukoodallet al (2011) registraram a ocorréncia de sete espécimes
encalhados entre as latitudes de 53° e 55° S.

A primeira descricdo da espécie foi feita por Lackp em 1804, porém o espécime
depositado na colecdo da Escola de Veterinariaade i misteriosamente perdido anos mais
tarde e, consequentemente, o nome cientifico ptopes ignorado pela ciéncia (WELLS;
SCOTT, 1990). Em 1821, Montagu fez uma breve dgierde um exemplar encalhado na costa
de Devonshire, Reino Unido, nomeando-oD#gphinus tursiopsPosteriormente, o género foi
modificado para ursiopspor Gray em 1843 (WELLS; SCOTT, 190; BASTIDA; ROIRJIEZ,
2005). Todavia, entre os séculos 19 e 20, o elepalilmorfismo do género levou a descricao de
mais de 20 espécies de acordo com variagbes deacétny tamanho, morfologia craniana e
distribuicdo geogréfica (WALKER, 1981; ROSS; COCKORI, 1990; HERSH; DUFFIELD,
1990; WELLS; SCOTT, 1999Atualmente, apenask. truncatuse T. aduncussao oficialmente
reconhecidos (MOLLER; BEHEREGARAY, 2001; COMMITTENOTAXONOMY, 2012).
Mais recentemente novos estudos utilizando técmmdsculares sugeriram a existéncia de mais
duas espécies para 0 género - uma na regido melakic Africa do Sul (NATOLI,
PEDDEMORS; HOELZEL, 2004) e outra, denominaddal desiops australisna regido costeira
do sul da Australia (BILGMANNet al, 2007; MOLLERet al, 2008; CHARLTON-ROBBet
al., 2011). Entretanto, ambas espécies ndo foramaloremte reconhecidas pelo comité de
sistematica e taxonomia &ociety for Marine Mammalog§COMMITTE ON TAXONOMY,
2012).

Utilizando-se de variacbes na morfologia craniar@mprimento corporal (WALKER,
1981; HERSH; DUFFIELD, 1990; MEAD; POTTER, 1995)yafsidade de parasitas e dieta
(WALKER, 1981; MEAD; POTTER, 1995), distribuicdo ARRETTA et al, 2005), analises
sanguineas (DUFFIELD; RIDGWAY; CORNELL, 1983) e gdoas (HOELZEL; POTTER,;
BEST, 1998) foi sugerida a existéncia de formaget@s(nshore e oceanicaadffshorg deT.
truncatus As duas formas da espécie foram identificadaa parcostas leste (PARSOMNSal,
2002) e oeste do Oceano Atlantico Norte (DUFFIERIDGWAY; CORNELL, 1983; HERSH;
DUFFIELD, 1990; MEAD; POTTER, 1995; HOELZEL; POTTEBEST, 1998); leste do
Pacifico Sul (VAN WAEREBEEKet al, 1990; SANINO et al, 2005); Pacifico Norte
(WALKER, 1981; LOWTHER, 2006; PERRINMt al, 2011); e Atlantico Sul (FINDLAYet al,



1992). Em relagédo ao tamanho total, na costa destelantico Norte e por¢cdo norte do Golfo
do México a forma oceénica foi considerada de comgno corporal maior do que a costeira
(CURRY, 1997), ja na costa leste do Pacifico NaMtalker (1981) registrou o oposto.

Nos Oceanos indico, Indo-Pacifico e costa oesteatdfico Sul também s&o encontradas
as formas costeira e oceanicaTdesiops Contudo, nessa regido foi demonstrado, através de
andlises moleculares (WANG; CHOU; WHITE, 1999; LEOUPERRIN; DIZON, 1999;
MOLLER; BEHEREGARAY, 2001), a existéncia de duagésses, sendo que aduncuscupa
aguas mais costeiras, enquamtotruncatusapresenta uma distribuicdo mais oceanica (ROSS,
1984; WANG; CHOU; WHITE, 1999; HALE; BARRETO; ROSZ000; WANG; CHOU,
WHITE, 2000; MOLLER; BEHEREGARAY, 2001; KEMPER, 28D Adicionalmente,T.
aduncuspossui um comprimento corporal menor (2,60 m) de Tj truncatus(3,00 m), com
pintas na regido ventral do corpo e um rostro rakisgado do que o ultimo (WANG; CHOU,
WHITE, 1999; WANG; CHOU; WHITE, 2000).

Na América do Sul, analises genéticas e variac@emarfologia craniana e dentaria
demonstraram a presenca das duas formds ttencatuspara as aguas do Chile e Peru (VAN
WAEREBEEK et al, 1990; SANINOet al, 2005). De acordo com Sanimb al (2005), a
populacaoinshore do Chile estaria reprodutivamente isolada, senmtsiderada como uma
unidade evolutivamente significativa (UESvolutionarily Signficant UnitESU do inglés) e
devendo ser manejada como tal. J& as populagftaeredo Chile e Peru ndo apresentaram
diferencas significativas nas frequéncias dos higol® da regido controladora do DNA
mitocondrial, 0 que poderia sugerir a presen¢ardainico estoque populacional: “Peru-Chile
offshore”.

Na costa leste da América do Sul, a controvérsimgeece. Barreto (2000) analisou a
variacdo na morfologia craniana de espécimes deposi em colecdes ao longo do Brasil,
Uruguai e Argentina. Como resultado o autor encantliferencas significativas entre espécimes
registrados ao sul e ao norte da llha de Santaifatg7°35’S; 48°33'W), no sul do Brasil,
sugerindo que esta variacao latitudinal na forntenganho do cranio resultaria na existéncia de
duas subespécie§. truncatus truncatugpara os espécimes da regido ao norte da llia e
truncatus gephyreupara os espécimes localizados ao sul. Estas fdyespoincidem com a
variagdo na temperatura das aguas superficiaiscdano que circundam a costa leste da



América do Sul. Segundo Barreto (2000), a subesmEcnorte € menor e esta em contato com a
corrente tropical do Brasil (242 25 C; SEELIGER; ODEBRECHT; CASTELLO, 1997). A
subespécie do sul € maior e esta presente nadérefiugéncia da corrente de aguas subantarticas
das Malvinas (3 a 15 C; SEELIGER; ODEBRECHT; CASTELLO, 1997). Porém, @mb
muito discutida, ainda ndo ha um consenso sobreest@ip da sistematica e taxonomia da
espécie, aceitando-se apenas a existéncia de uosaespécieTursiops truncatuyspara a costa
oeste do Atlantico Sul.

A sugestdo da ocorréncia das formas costeira eniceedeT. truncatuspara a costa do
Brasil foi relatada pela primeira vez por Simdep¢® (1996) com base nas diferencas no padréo
de coloracdo e forma da nadadeira dorsal de grd@aplfinhos avistados proximos a llha do
Arvoredo (27°17’S; 48°22’'W), no sul do Brasil, rshhata dos 30 m de profundidade. Outros
trabalhos ao longo da costa leste da Ameérica dalSuidaram diferencas genéticas entre ambas
as formas, principalmente para a populagfishoredo Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo
(ASPSP) (OLIVEIRAEt al, 2008; MORENCet al, 2010). Além disso, h4d também relatos da
presenca de populagdes insulares no Atol das RBE&RACHO et al, 2008) e no Arquipélago
de Trindade e Martin Vaz (CARVALHO; ROSSI-SANTO®14).

A espécie é altamente sociavel e de grande adbgtalei a diferentes hébitats. Os botos-
da-tainha podem ser encontrados formando gruposindegrande numero de individuos,
ocupando areas costeiras com alto nivel de resal€8tVIOES-LOPES, 1995; FRUEGt al,
2011, DAURA-JORGEet al, 2012), habitando grandes areas de vida e/ouquemado extensos
deslocamentos ao longo da costa (SIL€RAal, 2009). H4 também registros de grupos de
centenas de exemplares avistados em mar abertoTHERWOOD; REEVES, 1983). Além
disso, € comum registrar a presenca de animaigirsmi (BASTIDA; RODRIGUEZ, 2005).
Diversos tipos de comportamento da espécie ja fatasaritos, como a formacéo de aliancas
entre machos (CONNOIRt al, 2000; GIBSON; MANN, 2008), lacos entre maes lkofes
(CONNOR et al, 2000; GIBSON; MANN, 2008), estratégias de foeiage cooperacao
complexas (SHANE, 1990; DAURA-JORGH al, 2012), além da formacgéo de sociedades de
fissdo-fusdo (CONNORL al, 2000; TSAI; MANN, 2012).

No Brasil, os botos-da-tainha que habitam ambieastgarinos podem apresentar um

alto indice de fidelidade ao hébitat. As populag@ssdentes conhecidas até 0 momento séo as



gue habitam regides estuarinas da costa sul brasid®mo as do Complexo Lagunar de Santo
Antonio dos Anjos (Santa Catarina) (28°20’S; 48%8))’do Rio Mampituba (29°19’S; 49°42’),
da Lagoa de Tramandai (29°58'S; 50°09'W) e Lagos Batos (31°57'S; 52°06'W}odas no
Rio Grande do Sul) (MOLLERet al, 1994; SIMOES-LOPES, 1995; SIMOES-LOPES;
FABIAN, 1999; HOFFMANN, 2004; DI TULLIO, 2009; GIAOMO, 2010).

Nas populacbes de Santa Catarina e litoral norteRido Grande do Sul é possivel
observar a presenca de uma interacdo mutualisboa @s pescadores artesanais locais,
conhecida como “pesca cooperativa”, a qual pode@cem todos os meses do ano, sendo mais
frequente durante a época da tainhdil sp.), de abril a junho (SIMOES-LOPES, 1991;
SIMOES-LOPES, 1995; SIMOES-LOPES; FABIAN; MENEGHETI998; SIMOES-LOPES;
DAURA-JORGE, 2008; DAURA-JORGEet al, 2012). A pesca cooperativa € uma parceria
entre homens e botos, onde os botos agrupam osspatravés de movimentos circulares,
proximo a fileira de pescadores, os quais ficanspe® de um sinal dos botos acima da
superficie da agua para o lancamento das tarrBR¥@R; LINDBERGH, 1990; SIMOES-
LOPES, 1991; SIMOES-LOPES; FABIAN; MENEGHETI, 1998AURA-JORGE et al,
2012). Registros de interagfes interespecificaocasnrelatadas acima séo raras na literatura.
Além dos registros para o sul do Brasil, ha umtogbara a costa da Mauritania, Africa, onde os
pescadores batiam na agua com varas, enquantaasdastainha encurralavam os cardumes
(BUSNEL, 1973).

O numero de individuos residentes das popula¢desutlalo Brasil, assim como, o
deslocamento de botos entre as areas foram desslosicom o auxilio de técnicas de foto-
identificacdo (SIMOES-LOPES, 1991; MOLLERt al, 1994; SIMOES-LOPES, 1995;
SIMOES-LOPES; FABIAN; MENEGHETI, 1998; HOFFMANN, 2@; GIACOMO, 2010;
DAURA-JORGEet al, 2012). Segundo Simdes-Lopes, Fabian e Mene@#dB), entre 14 e
20 individuos interagem com o0s pescadores artesaailaguna, sendo o tamanho total da
populacdo estimado entre 44 e 55 individuos, vdaate acordo com a época do ano (DAURA-
JORGEet al, 2012). Em Tramandai, os primeiros autores céiamteracdo com nove botos.
Mais recentemente o mesmo numero de golfinhos dotabilizado nessa regido por foto-
identificacdo. Destes, seis individuos foram cfasgios como residentes, dois como transientes
e um sazonal (GIACOMO, 2010). De acordo com Beiiné&@00) e Hoffmann (2004), a



populacéo residente de botos de Torres é estinmadzerca de sete individuos, porém acredita-
se que a populacéo total possa ser de quinze dloidisj considerando-se os botos nédo-residentes
(GEMARS, dados néao publicados; MOREMNGal, 2008).

Em relacdo ao deslocamento desses animais, a cagépados catalogos fotograficos
confirmou a presenca em Laguna de dois machos plagupdo estuarina de Tramandai, locais
que distam 219 km de distancia entre si. Aléem digsiopossivel observar um deslocamento
menor de 80 km de uma fémea de Tramandai registeadasembocadura do rio Mampituba, na
cidade de Torres/RS. J& um individuo de sexo ingéteado, também da populacdo de
Tramandai, foi visto mais ao sul, na Lagoa dos$P@foMOLLER et al, 1994). Em 2003, um
boto da populagédo de Torres, conhecido pelos peszadomo Pirata, foi visto em Tramandai
interagindo por 15 minutos com trés individuos ddssalidade (HOFFMANN, 2004). Mais
recentemente foi sugerido um possivel deslocantmtonais de 270 km entre Laguna e a baia de
Guaratuba, no Parana (SIMOES-LOPES; DAURA-JORGHESPO

Apesar da verificacdo de deslocamentos entre adqudjes do sul do Brasil, pouco ainda
se sabe sobre a frequéncia em que os mesmos o@pdipo de interacdo entre as populacdes.
Alguns autores (MOLLERet al, 1994; SIMOES-LOPES; FABIAN, 1999) sugerem quie ta
movimentos podem estar relacionados a disponid#idde recursos alimentares, ja que a
maioria dos deslocamentos registrados ocorreu oeaége migracdo da tainhi&lgil spp.),
sem, no entanto, descartar a possibilidade deassaknto para a reproducéo entre os individuos
das diferentes populagdes.

Os estudos conduzidos utilizando-se da técnica ate-identificacdo permitiram
identificar padrbes de distribuicdo, comportameatmcorréncia das populacbes estuarinas
residentes de boto-da-tainha (MOLLE& al, 1994; SIMOES-LOPES; FABIAN, 1999;
GIACOMO, 2010; DAURA-JORGE, 2011). Contudo, estetudos n&o comprovam fluxo
génico entre as popula¢cdes, mas sim apenas osa®sotos entre as areas mencionadas. Desta
forma, a utilizacdo de técnicas moleculares é damdg importancia para a compreensao da
estrutura populacional e a variabilidade genétiteeee dentro das populagées costeiras.

A variabilidade genética caracteristica da regidmntroladora do mMtDNA foi
extensamente explorada em estudos de estruturdapmmal (AVISE, 1994) e pode ser til na
identificacdo de importantes subunidades populacofMORITZ, 1994), além de ser um



importante pré-requisito em medidas de conservagds efetivas e realistas para as populacoes
naturais e de cativeiro (PARSONS&t al, 2002). J& marcadores nucleares, como 0s
microssatélites, sdo as melhores ferramentas diggisraté 0 momento para a determinacéo de
estruturas e dindmicas populacionais (ZHANG; HEWIPD03). Os microssatélites sdo os

marcadores mais adequados para detectar baixos wmigediversidade genética, geralmente

encontrados em populacdes isoladas, vulneraveisnoweclinio. Estes marcadores também

permitem investigacdes mais acuradas da histomaogdeifica das populacbes e de fatores

antropogénicos potencialmente correlacionados. Adésso, sdo muito Uteis na atribuicdo de

individuos as suas populacdes, na descoberta daégiis de reproducdo e relacdes sociais,
assim como, para uma descricdo mais precisa sajmauade parentesco dos individuos de uma
populacédo (BOURREt al., 2008).

Devido a sua importancia cultural (participacdoddesrsas geragbes de pescadores na
interacdo com o0s botos), biolégica (predadores op@ tda cadeia alimentar) e econdmica
(aumento na captura de peixes pelos pescadorearsie e atrativo turistico para as cidades), na
década de 90, o boto-da-tainha foi considerado cBatoimoénio Natural dos municipios de
Imbé/RS (Decreto 49/90), localizado as margensatpé de Tramandai, e de Laguna/SC (Lei
521/97). Entretanto, esse patrimbénio pode estaagac®.

De acordo com a lista de espécies ameacadas da (R@I8) a espéci&. truncatusé
considerada como de Menor Preocupacédo. Entretahtmalise ndo leva em consideracao a alta
estruturacdo populacional da espécie, nem os impachbientais que as populacées pequenas e
isoladas estariam expostas. Para as popula¢cOemitie Gatarina e litoral norte do Rio Grande do
Sul foi verificada a presenca de doencas, comonatmse (SIMOES-LOPE®t al, 1993;
MORENOet al, 2008; DAURA-JORGE; SIMOES-LOPES, 2011), provetse provavelmente,
da contaminacdo das aguas por dejetos de atividame®micas€.g. exploracdo do carvao
mineral, uso de agrotoxicos), domésticas e hogpésl Além disso, os botos sdo também alvos
constantes de interacdes negativas com a pesgaefalhamentos e agressodes), de impactos
sonoros e atropelamentos por embarcag@gspiesenca de um porto pesqueiro em Laguna e de
atividades nauticas) e de alteracdes de hatstat ragagens e molhes) (SIMOES-LOPES;
DAURA-JORGE, 2008; ZAPPES#t al, 2011).



Devido a escassez de informacdo a respeito do terda alta vulnerabilidade das
populacBes as atividades humanas, é de extremartémpia a determinacdo dos limites
populacionais e a variabilidade genética entrentérdelas populacdes de Santa Catarina e litoral
norte do Rio Grande do Sul, através da utilizagdondrcadores moleculares. A caracterizacao
da presenca ou néo de conectividade entre as gopslaosteiras e estuarinas do sul do Brasil
permitirdA que medidas de conservacdo e manejo dbitcAnocal sejam futuramente
implementadas, evitando, assim, que 0s impactoseatais sofridos continuem a interferir na

saude e tamanho das populacoes.



CAPITULO |

O USO DE DENTES DETursops truncatus COMO FONTE DE
DNA PARA ANALISES MOLECULARES COM MARCADOR
MITOCONDRIAL
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RESUMO

Espécimes depositados em colecfes cientificas reaocimportante fonte de DNA para
identificacdes taxondmicas e estudos de genétigpplelacdes. Isso é especialmente verdadeiro
para as espécies raras, as quais tém um grande ciatifico em funcdo do seu pequeno
tamanho amostral em museus. Além disso, muitasyezacesso as colecdes para a realizacao
de estudos moleculares sobre estes taxons soiggd@saves do uso de técnicas de extracao de
DNA nao-invasivas. Um método alternativo que ewitdestruicdo das amostras de museus e de
extracdo eficiente é apresentado no presente hi@lpalra quatro exemplares de boto-da-tainha
(Tursiops truncatuscoletados ao longo da costa de Santa CatariaajlBentre os anos de 1985
e 2007. Com o auxilio de uma furadeira (modelo B&SER 14,4-2) com brocas de cerca de 2
mm foram feitos pequenos furos em dentes de espscfisicamente adultos deursiops
truncatusda colecdo do Laboratorio de Mamiferos AquéticotJdeversidade Federal de Santa
Catarina (LAMAQ/UFSC). Foram retirados entre 10@1%g de pd de dentina/cemento e
desmineralizados por 7 dias a 55° C com pEb@e EDTA (0,5 M; pH 8). Este material foi
incubado a 55° @vernightpara que as células sofressem digestdo de proteiRAIA pela acdo
de 300ul de Tampéo ATL, 2Ql de Proteinase K e dl de RNAse. A etapa final foi concluida
pelo kit de extracd®Qiagen DNA InvestigatofQIAGEN®). A eficiéncia do DNA extraido foi
testada através da amplificacdo de um fragmentmdrinimo 362 pares de base (pb) da regido
controladora do DNA mitocondrial em quatro espésinde T. truncatus Um total de dois
haplotipos com 11 sitios polimérficos foram encads. O alto polimorfismo observado € uma
possivel decorréncia da grande variabilidade geméld génerdursiops Em casos onde existe
a hipétese de subespécies baseada em caractefetdgicos, a identificacdo molecular pode
ajudar a atribuir os espécimes de museus a catip@cgendo de extrema importancia o uso de
métodos de extracao eficientes e ndo-invasivospamrdemonstrado aqui, para a obtencéo de

resultados satisfatorios e preservacédo dos exessplar

Palavras-chave:DNA dificil, museus, boto-da-tainha, Brasil
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ABSTRACT

Museum specimens are an important source of DNA&wonomic identifications and
population genetics studies. This is especiallg tiar rare species, which has great scientific
value due to its small sample size in museums. bae often, access to collections for
performing molecular studies on these taxa is @agsible through the usd# nondestructive
DNA extraction techniques. An alternative methodhic avoids the destruction of museum
samples and with an efficient DNA extraction is qaeted here for four bottlenose dolphins
(Tursiops truncatusspecimens collected along the coast of Santari@atdBrazil, from 1985 to
2007. This is the first study in Brazil to amplifgeth DNA of T. truncatusfor the mtDNA
control region. Using a drill (Bosch GSR 14.4-2 mbdvith drill bits of about 2 mm, small
holes were made in teeth of specimen3afsiops truncatughysically adults deposited in the
collection of the Laboratorio de Mamiferos Aquasictyniversidade Federal de Santa Catarina
(LAMAQ/UFSC). Between 100-150 mg of powdered defceémentum were removed and
demineralized for 7 days at 55° C with 9pDof EDTA (0.5 M, pH 8). This material was
incubated at 55° C overnight to the cells suffgredtion of proteins and RNA by the action of
300 ul of Buffer ATL, 20 ul Proteinase K and fil of RNAse. The final step was completed by
the extraction kit Qiagen DNA Investigator (QIAGENG@T he efficiency of the extracted DNA
was tested by amplification of a fragment of atste362 base pairs (bp) of the mitochondrial
DNA control region in four specimens @f truncatus A total of two haplotypes were defined
from 11 polymorphic sites. The high polymorphismed#ed is a possible consequence of the
great genetic variability of the gentigrsiops In cases where there is the subspecies hypothesis
based on morphological data, molecular identifaratican help to assign these museum
specimens to each ecotypes, being extremely impuotii@ use of efficient and nondestructive

extraction methods, as showed here, to obtainfaetisy results and to conserve the specimens.

Keywords: difficult DNA, museums, bottlenose dolphins, Btazi
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INTRODUCAO

Atualmente duas espécies sdo mundialmente recaldsepara o génerbursiops- T.
truncatuse T. aduncugMOLLER; BEHEREGARAY, 2001; COMMITTE ON TAXONOMY,
2012). Contudo, com a descricdo de novas subespéciaté mesmo, espéciesg( WANG,;
CHOU; WHITE, 1999; 2000; BARRETO, 2000; NATOLI; PBEMORS; HOELZEL, 2004;
CHARLTON-ROBB et al, 2011; PERRINet al, 2011), mantém-se a polémica das discussoes
taxondmicas do género. Diversos estudos tém-saovdé técnicas de extracdo de DNA antigo -
caracterizado como DNA extraido de material biaogie dezenas a centenas de milhares de
anos (LEONARD, 2008) - para utilizar material bgib depositado em colec¢fes cientificas na
tentativa de demonstrar diferencas genéticas eotagitas entre espécimes do généerrinet
al. (2011) tentaram extrair DNA de dentes para coarpdiferencas entre dois ecoétipos de
Tursiops truncatusao longo da costa da California (USA). O mesmorrecocom Charlton-
Robb et al (2011), que através da andlise de DNA de dergesspécimes depositados em
colecgdes, sugeriram a existéncia de uma nova espa o género no sul da Australiaisiops
australig.

Espécimes depositados em colec¢bes cientificasima@aoimportante fonte de DNA para
identificacdo de espécie®.§. PICHLER; OLAVARRIA, 2001), na andlise da diversiga
genética de populacdes ja extintagy(NICHOLS et al, 2007) e na verificacdo de mudancas na
diversidade genética de populacbes com o passaartis €.g. ROSENBAUM et al, 2000;
PICHLER; DALEBOUT; BAKER, 2001). Diversos materiaisoldgicos podem ser usados no
processo de extracdo de DNA de exemplares de musem® 0ssos, dentes e cerdas bucais
(ROSENBAUM et al, 1997; PICHLER; DALEBOUT; BAKER, 2001; MORINt al, 2007),
porém, o DNA de todos estes materiais pode seifdd dbtencdo por estar degradado, sendo
mais complexo de analisar do que o DNA moderno (NBRD, 2008). Além disso, outra
grande dificuldade de se utilizar amostras de @elegientificas €, muitas vezes, o pequeno
numero amostral disponivel.

Devido a necessidade de destruicdo de partesntiastras de colecdes cientificas pelas
técnicas de extracdo de DNA, 0 acesso a essedraspgmuitas vezes, é limitado. Desta forma,

algumas técnicas foram aprimoradas para evitar ® des grande quantidade de material
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cientifico e destruicdo de exemplares, aumentasmtibém a eficiéncia dos métodos de extracao
de DNA. Rohland, Siedel e Hofreiter (2004) deseme@m um método de extracdo em que a
amostra é submersa em Tiocianato de Guanidina (SuS€n a adicdo de grandes quantidades
de reagentes de desmineralizacdo. Somente o tamp&wobsequentemente processado,
promovendo a preservacdo do espécime. Contudo,rartéao obtido fragmentos que variaram
de 200-400 pb quando da amplificacédo pela PCR nestedo foi utilizado apenas para extracdo
de DNA de dentes de chimpanz&aif troglodytes verjse hienas rocuta crocuta Hyaena
hyaena Parahyaena brunnga

Um eficiente e nao-invasivo método de extracdo deADem Odontocetos foi
demonstrado por Pichler, Dalebout e Baker (200tijzando dentes de cachalotd®hyseter
macrocephalus Com o auxilio de uma furadeira, os autores dimefuros de 1,5-2,0 mm de
largura e 2,0-3,0 mm de profundidade em cada dsatelo capazes de extrair uma quantidade
de 0,01-0,02 g de po de dentina/cemento e ampldicdragmentos de 550-800 pb da regido
controladora do DNA mitocondrial, além de dois IdeiDNA microssatélites.

Para a espécik. truncatus¢ possivel citar a utilizacdo de diversas técnigasxtracao
de DNA antigo, porém por se tratarem de amostrasBNA degradado, muitas vezes, ha uma
reducdo da quantidade de DNA extraido e dos tansard® fragmentos amplificados
(LEONARD, 2008). De acordo com Nicho&t al (2007), o DNA antigo foi utilizado para
avaliar o estado de uma populacéo histérica de-detainha de um local na costa do Reino
Unido onde a espécie ndo € mais avistada. Utilzanda técnica que retira as amostras dos
dentes direto da cavidade pulpar e seguindo o médedextracdo sugerido por Yaeg al
(1998), os autores foram capazes de amplificamfeajos de aproximadamente 250 pb. Ja no
sul do Brasil, Webeet al (2007), com o objetivo de testar o potencial mestras de dentes de
T. truncatuscomo fonte de mtDNA para estudos de taxonomia réétge de populacdes,
utilizaram um método de moagem de dentes, segaidatiacdo sugerida por Hoelzel (1998),
amplificando um fragmento de apenas 123 pb paene gitocromo-b. Resultados significativos
foram obtidos por Perriet al (2007) paraTursiops aduncusCom o intuito de comparar
caracteres genéticos do espécime holotipo com waideexemplares d€. aduncus Perrin e
colaboradores seguiram a técnica de extragédo slageor Hofreiteret al. (2004), amplificando

fragmentos de 399 pb da regido controladora do Mtbdin o auxilio de dois pares de primers.
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Marcadores de mtDNA s&o os mais usados em estuhosDNA antigo. Cada célula
contém uma grande quantidade de cépias do genotoaomdrial e apenas uma Unica cépia
dipléide do genoma nuclear. Desta forma o uso deadares mitocondriais aumenta as chances
de amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimgfRS&®) do DNA geralmente degradado
(BINLADEN et al, 2006; MORIN et al, 2007). Além disso, apesar dos marcadores
microssatélites serem 0s mais visados para estielgenética de populacdes, o tamanho em
pares de bases, 0 pequeno numero de cépias eeasndds em tamanho entre os alelos da
maioria dos loci podem dificultar a amplificacdoDNA degradado, resultando também, muitas
vezes, em fuga de alelos, do ingiallic dropout(FOOTE; HOFREITER; MORIN, 2011).

Espécimes de cole¢bes cientificas sdo geralmeiméca fonte de material genético para
muitas populacdes e espécies de cetaceos. Devgltande importancia do DNA antigo na
caracterizacdo do tamanho populacional histériogis de fluxo génico e relagdes com outras
popula¢cdes (LEONARD, 2008), além das incerteza&speito da taxonomia do géndnarsiops
principalmente, na costa oeste do Atlantico Sul RB&ETO, 2000), este trabalho demonstra a
partir de um método ndo-invasivo e pratico a dfici& da extracdo de DNA a partir de dentes

via amplificacéo pela PCR de exemplared deuncatusdepositados em colecdes cientificas.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

As amostras de dentes utilizadas neste estudore@engentes de quatro exemplares de
T. truncatus depositados na colecdo cientifica do Laboratéro Mamiferos Aquaticos,
Departamento de Ecologia e Zoologia, da Univergidedderal de Santa Catarina. Todos 0s
exemplares séo originarios de eventos de encaltwsidps entre os anos de 1985 e 2007 ao
longo da costa de Santa Catarina (Anexo 1).

O processo de preparacao do material para seritigfmaa colecéo cientifica incluiu a
maceracdo do esqueleto em agua, seguido do prodedsopeza dos ossos e dos dentes com
sabdo em po ou detergente. ApGs a limpeza e seakmematerial, os dentes foram armazenados
em potes completados com uma mistura de alcoole’gbterina (3:1).

Processo de Descontaminacéo
As amostras foram descontaminadas através da indosidentes em etanol absoluto

por cinco minutos.

Processo de Trituracdo e Desmineralizacéo

Com o auxilio de uma furadeira (modelo Bosch G8R-2) com brocas de cerca de 2
mm foram feitos de um a dois pequenos furos em dadee, extraindo cerca de 100-150 mg de
po de dentina/cemento. O pd de dentina passoup,ep&o processo de desmineralizagéo,
conforme descrito por Pimpet al (2009), com rotacéo de 7 dias, a 55° C com@s@ EDTA
(0,5 M; pH 8). Todo este processo foi cuidadosamestlizado em um local devidamente
esterilizado com hipoclorito de sddio (NaClO), paxétar contaminacdo com DNA de outros
individuos. Vale destacar que apenas os dentesxdmptares considerados fisicamente
maduros, ou proximos a atingir a maturidade figcd, COSTA; SIMOES-LOPES, 2012),
foram utilizados neste estudo, devido a preservdedmavidade pulpar e menor area de contato
com agentes contaminantes.

Extracdo de DNA
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Apoés a etapa de desmineralizacéo, foi feito o msxele digestdo de proteinas e RNA
onde foram adicionados 3Q0 de Tampé&o ATL do kit de extrac@@iagen DNA Investigator
(QIAGEN®), 20 ul de Proteinase K e [l de RNAse ao tubo usado na desmineralizagcdo, com
incubacao a 55° Gvernight No dia seguinte, foi realizada a segunda etamtiacdo com o kit
de extracadliagen DNA Investigato(QIAGEN®). Foi adicionado 30Ql de Tampéo AL ao
tubo do procedimento anterior contendo a amosttampao de lise e Proteinase K, o qual foi
misturado no vértex por 10 s cada tubo.

Uma nova incubacéo foi feita a 70° C, por 10 mgitamdo cada amostra por 10 s no
vortex a cada 3 min. As amostras foram entédo degéilas em alta velocidade (14.000 rpm) por
1 min, sendo o sobrenadante transferido para ura moerotubo de microcentrifuga de 1,5 ml.
Neste novo tubo foram adicionados 18@e Etanol (95-100%) e o contetdo misturado pos 15
no vortex. O sobrenadante foi novamente transfegada a coluna MinElute QIAmp (microtubo
de coleta de 2 ml), sendo centrifugado a 6.00(&rdl min. Nesta etapa, e nas seguintes, foram
descartados todos os microtubos de coleta contradiil e novos microtubos de 2 ml foram
adicionados a coluna MinElute QIAmp. Foram adicdnsg 600 ul de Tampdo AW1,
centrifugando a 6.000 x g por 1 min; 7@0de Tampdo AW2, centrifugando a 6.000 x g por 1
min e 700ul de Etanol (95-100%), centrifugando a 6.000 x g panin. A coluna com 0 novo
microtubo de coleta limpo de 2 ml foi centrifugadeelocidade maxima (14.000 rpm) por 3 min
para a completa secagem da membrana. Um novo oborate microcentrifuga de 1,5 ml foi
adicionado a coluna, sendo o filtrado descartadoaostras foram novamente incubadas a
temperatura ambiente (10-25° C) com a tampa apertd0 min. Aplicou-se 3hl de Tampéo
TE no centro da membrana e incubou-se o material gEgunda vez a temperatura ambiente
(10-25° C) com a tampa fechada por 10 min. Paedifar o processo de extragdo, as amostras

foram centrifugadas a velocidade maxima (14.000 gon 1 min e armazenadas a -20° C.

Amplificagdo do mtDNA e Sequenciamento

A eficiéncia do DNA extraido foi testada atravésasnplificacdo via reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) de um fragmento especifico dédoegontroladora do DNA mitocondrial
(mtDNA) seguindo a metodologia empregada por Pingieal (2009), com adaptacdes no
processo de reacdo. Um fragmento de 360 pb daoregi@roladora foi amplificado utilizando
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os primers DlIp-5 (5-CCATCGWGATGTCTTATTTAAGRGGAA-3 e DIp-10 (5'-
CCACAGTACTATGTCCGTATT-3; BAKERet al, 1993) em uma reacao de 50 ul. Dez ul de
DNA extraido (ndo foi estimada a concentracdo doADlawites do PCR) foram adicionados
diretamente a 1,2x PCR Master Mix DreamTaq (Feragn,6 mM de MgGlk 1,6 pmol/ul de
cada primer. Controles negativos foram usados geantir que ndo houvesse contaminagcao dos
produtos de PCR. O ciclo do PCR utilizado foi ouseg: desnaturacéo inicial de 3 min a 94° C,
seguido de 35 ciclos de desnaturacéo de 30 s @ %%elamento dos primers por 45 s a 55° C,
extensdo da polimerase por 1 min a 72° C, segwetiagxtensao final de 10 min a 72° C. A
amplificacao dos produtos de PCR foi verificadagahde agarose 1% e a purificacdo seguiu o
protocolo de Purificagdo com Enzimas - Shrimp At@lPhosphatase (SAP) e Exonuclease |

(EXO). O sequenciamento das amostras foi realipatlbempresa Macrogen, na Coréia do Sul.

Analises dos dados

A qualidade do sequenciamento foavaliada pelo programa ChromasPro
(http://www.technelysium.com.au) e sua identidadaficmada utilizando-se o BlastN (Basic
Local Alignment Search Tool - Nucleotide) (NCBI&it O alinhamento das sequéncias foram
feitas no ClustalX (THOMPSOI&t al, 1997) e a edicdo manual realizada no programadsio
7.0.9 (HALL, 1999). Os sitios polimorficos, o numede haplétipos (h) e as diversidades
haplotipica (Hd) e nucleotidica)(foram estimadas utilizando o programa DnaSP BQZAS
et al, 2003).
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RESULTADOS

O DNA foi extraido com sucesso para todas as quatrostras de dentes dersiops
truncatus obtendo-se concentracdes de PCR de cerca de RQ/BQ Para trés exemplares
(UFSC 1011, UFSC 1299 e UFSC 1317) foi amplificado fragmento de 362 pb e para um
individuo (UFSC 1349) obteve-se 400 pb para a cegifatroladora do mtDNA. O alinhamento
das quatro sequéncias de 362 pb revelou a exiatéeidois haplétipos com 11 sitios
polimorficos (Tabela 1).

A diversidade genética foi estimada para todosndssiduos em conjuto (Tabela 2),
obtendo-se como resultado diversidades nucleotétaplotipica moderadas. (0.01532 e Hd:
0.500).

Tabela 1. Os dois haplétipos da regido controladora do DN#ocondrial de Tursiops truncatus
coletados ao longo da costa catarinense, com énfasesitios polimérficos identificados dentro da
sequéncia de 362 pb das amostras de DNA extraipagiade dentes. Cada coluna representa a posi¢céo

na sequéncia do mtDNA em que foi observado poliisrod entre os haplétipos.

4 71 111122 23
191 4457 0 3 4 2

9 48 36 31417
HL C T C CcCcCTC CCCT
H2 T CT TTTOCTTTZC

Tabela 2. Diversidade genética do mtDNA das amostras de DiXfkaidas a partir de dentes dos
exemplares deTursiops truncatuscoletados ao longo da costa catarinense. Tamamtostial (n),
diversidade nucleotidica) e diversidade haplotipica (Hd).
Amostra n Hd (£SD) n (£SD)
Litoral de Santa Catarina (SC) 4 0,500 (+0,265) 0,01532 (+0,00812)
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DISCUSSAO

O protocolo utilizado neste estudo resultou em arteacdo de DNA de dentes eficiente,
ou seja, material genético em quantidade e intadeidjue permitiu a recuperacao via PCR de
um fragmento consideravel da regido alvo, de petoas 362 pb da regido controladora do
MtDNA, considerando que as amostras foram expa@sta@ndicbes ambientais extremamente
adversasd.g.altas temperaturas e umidade). Os fragmentos acaplds para 0 mtDNA foram
de tamanhos maiores do que muitos estudos readizadwiamente para a espécieTdesiops
truncatuscom DNA degradad¢e.g.NICHOLS et al, 2007 WEBERZet al, 2007. Weberet al
(2007), utilizando amostras de truncatusdepositados em colec¢fes cientificas entre 0s @os
1978 e 1995, obtiveram concentragbes de PCR d&Z3ray/l e fragmentos de apenas 123 pb
para a regido BDR do Citocromo b. Ja Nichetsal (2007) foram capazes de amplificar
fragmentos de aproximadamente 250 pb da regidoratadbra do mtDNA. O fragmento
amplificado de maior tamanho com 400 pb (UFSC 18di9imilar aos obtidos nas amostras de
exemplares biopsiados (COSTA, dados nédo publicades; Capitulo 1l deste estudo),
possuidores de um DNA de melhor qualidade. J& mseotracoes de PCR variaram de 20 a 30
ng/pl.

A extracdo através da perfuracdo, além de naodirajagermite a utilizacdo de alguns
dentes de cada espécime apenas, viabilizando acabtele amostras de DNA de espécies com
numero reduzido de dentes e/ou ainda raras, cotagsmdos zifiideos, e até mesmo de espécies
extintas ou também de hol6tipos depositados emc@ete cientificas e(g. PICHLER;
DALEBOUT; BAKER, 2001). Além disso, € um método auaal a superficie de contato exposta
a contaminacdo € menor do que a das extracoezadsdi através de processos convencionais de
guebra e destruicdo das amostras.

Os dois hapl6tipos observados para as quatro aasosi#io consistentes com 0s
encontrados nas subpopulacdes de Laguna e litor@ do Rio Grande do Sul (COSTA, dados
ndo publicados; ver Capitulo Il deste estudo). Atesso, é possivel observar que, apesar dos
individuos terem encalhado em regides proximasnm@rande polimorfismo dentro da amostra,
reafirmando a grande variagdo genética e morfaddgitada para o género (WANG; CHOU;
WHITE, 1999; 2000; BARRETO, 2000; CHARLTON-ROB® al, 2011).
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Poucos estudos analisaram a estrutura popula@oreiacdo morfologica da espécie ao
longo da costa oeste do Atlantico Sul (SIMOES-LOPE®6; BARRETO, 2000; OTEt al,
2009). Simbes-Lopes (1996), de acordo com obseegagd morfologia externa de exemplares
da espécie, sugeriu a presenca das formas costeicadnica ao longo da costa brasileira. Ja
Barreto (2000), baseando-se em caracteres da wgidotraniana e distribuicdo geogréfica,
citou a presenca de duas subespécids truncatus truncatu® T. truncatus gephyreu€em
relacdo a estrutura populacional, baseada em dadlesulares do mtDNA, Ott e colaboradores
(2009) demonstraram a existéncia de pelo menogtup®s populacionais (Arquipélago de Séo
Pedro e Séao Paulo, Bacia de Campos/Santos e limilo Grande do Sul).

Em casos onde existe a hipétese de subespéciesdlhamm caracteres morfologicos ou
outros dados fenotipicos, a identificacdo molecplade ajudar a atribuir os espécimes de
museus a cada subtipo (FOOTE; HOFREITER; MORIN,120Dessa forma, devido a grande
variagdo encontrada para a espéciel daguncatuse as incertezas a respeito da existéncia de
diferentes subespécies ao longo do litoral do Bragie extrema importancia a necessidade de
estudos que levem em consideracdo ndo somenteteragaanorfologicos de exemplares
depositados em cole¢bes cientificas, como tambémetigos. O uso de métodos de extracdo
eficientes e ndo-invasivos, como o demonstradcertesbalho auxilia na obtencdo de DNA de
boa qualidade a partir de espécimes de museusoaeh necessidade da manutencdo de

colecdes cientificas para a preservacao de espgpana estudos posteriores.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO GENETICA DA REGIAO
CONTROLADORA DO mtDNA DAS SUBPOPULACOES DE
Tursiopstruncatus DO SUL DO BRASIL
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RESUMO

No Brasil, os botos-da-tainhdyrsiops truncatusque habitam ambientes estuarinos podem
apresentar um alto indice de fidelidade ao habHExistem quatro populacfes residentes
conhecidas, as quais habitam regibes estuarinasosta sul do Brasil: Laguna (SC), Rio
Mampituba (RS), Lagoa de Tramandai (RS) e Lago&Pdbss (RS). Movimentos de individuos
de diferentes populacdes entre as areas foramtreelyis anteriormente, porém, pouco se
conhece sobre a estrutura e existéncia de fluxicgé@mtre as populacdes residentes e, até
mesmo, entre 0s grupos formados por individuoséames. Devido a escassez de informacéo a
respeito do tema e a alta vulnerabilidade das pgpek costeiras/estuarinas as atividades
humanas, objetivou-se caracterizar geneticamenseil@sopulacdes dE. truncatuslocalizadas

no sul do Brasil, assim como, verificar a presaheéluxo génico entre as areas de estudo. Entre
1994 e 2012 foram coletadas amostras oriundasigsibs de pele de botos foto-identificados e
de tecido de animais encalhados de trés areasajeagnente distintas: Complexo Lagunar de
Santo Antbnio dos Anjos, Laguna/SC (n=10), litatal Santa Catarina (n=5) e litoral norte do
Rio Grande do Sul (n=29). Foram amplificadas 4418eqias de 316 pb da regido controladora
do DNA mitocondrial, resultando na presenca de wotal tde oito haplétipos. Um Unico
haplatipo foi compartilhado entre as trés subpagiida, sugerindo uma restricdo ao fluxo génico
entre as mesmas. A subpopulacédo do litoral norielgaapresentou oito haplétipos, litoral de
Santa Catarina dois e Laguna apenas um. Em gedaleesidade nucleotidica foi considerada
moderadan=0,01700), assim como, a haplotipica (Hd=0,69%)iférenciacdo genética entre as
subpopulacdes foi evidenciada pelos altos indieedixhcdo entre Laguna e litoral galcho
(pst=0,30529; p<0,05), sugerindo a existéncia de, pelo menos, daigpos populacionais
histéricos (linhagens mitocondriais). Essa estag#@io pode ser resultado da alta filopatria das
fémeas, fato ja sugerido anteriormente para Lad8d) e Imbé/Tramandai (RS) através de
estudos de foto-identificacdo. Aléem disso, o0 mtDMAuUm marcador molecular de heranca
matrilinear, desta forma, conta-se apenas a hastgs fémeas. Neste sentido ndo se pode
descartar a existéncia de dispersdo mediada pelosa® e, consequentemente, a possibilidade
de fluxo génico atual entre as subpopulacdes. Nanem a descoberta de linhagens altamente

diferenciadas enT. truncatusde areas geograficamente proximas torna estesadssliuma
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ferramenta muito importante na definicdo de unidatke conservacdo e manejo biologicamente

significativas.

Palavras-chave:boto-da-tainhaD-loop, filopatria, Brasil
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ABSTRACT

In Brazil, bottlenose dolphing (rsiops truncatusinhabiting coastal environments may have a
high level of habitat fidelity. There are four imsh resident populations known, which inhabit
the estuarine regions of the southern coast ofiBtaaguna (SC), Rio Mampituba (RS), Lagoa
de Tramandai (RS) e Lagoa dos Patos (RS). Movemetsdividuals from different
populations between areas were reported earlianeMer, little is known about the structure and
the presence of gene flow among the resident ptpotaand even among groups formed by
transeunt individuals. Due to the scarcity of infiation on the subject and the high vulnerability
of coastal populations to human activities, thigdgt aimed to genetically characterize the
subpopulations off. truncatusfrom the southern Brazil, as well as verifying giesence of
gene flow between the areas. Between 1994 and 2Kih2biopsy samples from individually
identified animals and tissue samples from strandartasses were collected from three
geographically distinct areas from southern BraZiimplexo Lagunar de Santo Antonio dos
Anjos, Laguna/SC (n=10), coast of Santa Catarir®3%h and northern coast of Rio Grande do
Sul (n=29). The amplification of 44 sequences veitfragment of 316 bp of the mitochondrial
DNA control region resulted in eight distinct hapizes. Only one haplotype was shared
between the three subpopulations, suggesting actest of gene flow among them. A total of
eight haplotypes were found in the subpopulatiomfthe northern coast of Rio Grande do Sul,
two in Santa Catarina and only one in Laguna. Qvergleotide diversity £=0.01700) and
haplotype diversity (Hd=0.695) were moderate. Thenggic differentiation among
subpopulations was supported by the high fixatiaek between Laguna and the subpopulation
of Rio Grande do Sulgt=0.30529;p<0.05), suggesting the occurrence of at least tistmtical
population groups (mitochondrial lineages). Thisidure appears to be a possible consequence
of high females’ philopatry, a fact previously segted to Laguna (SC) and Imbé/Tramandai
(RS) by photo-identification studies. AdditionaliptDNA is a molecular marker of matrilineal
inherited, thus regard only the history of femalaghis sense we cannot discard the existence of
dispersion mediated by males and, consequentlypdissibility of current gene flow between

subpopulations. However, the discovery of highlffedentiated lineages of. truncatusfrom
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areas geographically closes provide key information defining biologically meaningful

conservation and management units.

Keywords: bottlenose dolphins, D-loop, philopatry, Brazil
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INTRODUCAO

A aparente falta de barreiras geograficas visiees ampla distribuicdo de algumas
espécies ao longo dos oceanos, muitas vezes, famamue diversas populacées de uma mesma
espécie de mamifero marinho sejam consideradas cwnaoUnica populacdo. Contudo, nos
ultimos anos, estudos baseados, principalmente¢emcas moleculares e de foto-identificacao,
tém demonstrado a existéncia de populacdes restitama Unica area ou subdivididas em
unidades demograficas independentROSEL; DIZON; HEYNING, 1994; BROWN
GLADDEN; FERGUSON; CLAYTON, 1997; HOELZEL; POTTEREST, 1998; PARSONS
et al, 2002; NATOLI; PEDDEMORS; HOELZEL, 2004; MARTIENBAIRD; ROBERTSON,
2005; NATOLI et al, 2005; SANINOet al, 2005; WARING; QUINTAL; SWARTZ, 2007,
BAIRD et al, 2009).

De acordo com Waring, Quintal e Swartz (2007), ss@nhecidas oito populacdes de
Tursiops truncatusao longo da costa oeste do Atlantico Norte. J&aocifico Norte, onde
anteriormente acreditava-se na existéncia de un (opopulacdo dd. truncatusdentro da
Zona Econdmica Exclusiva do Hawaii, demonstrou-peeaenca de subunidades independentes
ao redor de cada uma das quatro ilhas havaiariasdais como areas de estudo (BAIRCal,
2009). De acordo com os ultimos autores, ndo feentada dispersédo de individuos entre as
areas, demonstrando um alto indice de fidelidadeabdat para cada populacédo analisada.

A presenca de disperséo, que pode ser o movimentordindividuo de uma area ou
populagdo para outra area/populacdo com intuiteedeeproduzir (HOWARD, 1963), pode
demonstrar que populacbes subdivididas espaciatmaptesentam fluxo génico, formando
assim, metapopulacdes. Em geral, os mamiferos g@mssma disperséo preferencial de machos
(GREENWOOD, 1980), incluindo os cetaceos, como @géneroTursiops(e.g. MOLLER;
BEHEREGARAY, 2004). Embora alguns autores citem tquéo 0os machos, quantos as fémeas
de populacdes costeiras de botos-da-tainha costupeamanecer em suas areas natais até a
idade adulta (CONNORt al, 2000; TSAI; MANN, 2012).

A existéncia de popula¢cdes de truncatuscom alto indice de fidelidade ao hébitat
também parece ser comum no sul do Brasilgquais dagrande preferéncia a ocupacgéo de areas

préximas a desembocaduras de rimg.(Rio Mampituba, em Torres/RS), lagunagy(Barra da
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Lagoa de Tramandai, em Tramandai/RS, e Lagoa dos,an Rio Grande/RS) e estuarieg(
Complexo Lagunar de Santo Anténio dos Anjos, emubaéSC) (SIMOES-LOPES, 1995;
SIMOES-LOPES; FABIAN, 1999; HOFFMANN, 2004; DI TULD, 2009; GIACOMO, 2010;
FRUET et al, 2011; DAURA-JORGE, 2011; DAURA-JORGH# al, 2012). Entretanto, apesar
do registro de movimentos de individuos entre aasaé.g. MOLLER et al, 1994; SIMOES-
LOPES; FABIAN, 1999; HOFFMANN, 2004), pouco se ceol sobre a estrutura e presenca de
fluxo génico entre as populacdes residentes anagino, em relacdo aos grupos formados por
individuos transeuntes com areas de vida maiore®s|limites amostrados.

A caracterizagdo genética de truncatusem outras localidades costeiras e oceéanicas
vem sendo extensamente analisada (HOELZEL; POTBHEST, 1998; PARSONSt al, 2002;
NATOLI; PEDDEMORS; HOELZEL, 2004; NATOLIet al, 2005; SANINOet al, 2005;
LOWTHER, 2006; PERRINet al, 2011). Contudo, no Brasil, poucos estudos levam
consideracdo a varibilidade genética da espéeig. BARRETO, 2000; FRUET, 2005;
OLIVEIRA et al 2008; OTT et al; 2009). Recentemente, Ott e colaboradores (2009)
caracterizaram geneticamente a populacdoTddruncatus encontrada ao redor das ilhas
oceéanicas do Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Pauddiando sua relacdo com outras
populacBes da espécie ao longo da costa brasidnaeés da analise de sequéncias da regido
controladora de DNA mitocondrial (mtDNA) os autotksscobriram a existéncia de apenas dois
hapldétipos para a populacéo insular, um nameroamagnor do que registrado nas populagdes
costeiras das Bacias de Campos/Santos (h=6) ecd@i@nde do Sul (h=7).

Marcadores mitocondriais sdo Otimas ferramentas yanificar a diferenciacdo genética
dentro e entre populacdes devido a sua herancamaaterapida taxa evolutiva (MORIN;
DIZON, 2009). A regido controladora do mtDNA, coaoiga comaD-loop, € uma regido rica em
bases adenina e timina e exerce controle sobrpliaagio do mtDNA e transcricdo do RNA,
sendo o arranjo genético dentro de uma mesma dkess@Omica ou filo, extremamente estavel.
N&o obstante, a evolucdo a nivel de sequénciaotidilea é de 5 a 10 vezes mais rapida do que
no DNA nuclear, permitindo que os polimorfismosasejmais facilmente detectados (AVISE
al., 1987; BERTA; SUMICH; KOVACS, 2006). De uma mamaegeral as analises com esta
regido sao feitas através da comparacado de segaé&leindividuos de uma mesma populacédo e
entre populacdes diferentes, sendo as sequénd@as denominadas de haplétipos (MORIN;
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DIZON, 2009). A frequéncia de cada haplétipo, assomo, a diferenca entre os nucleotideos
servem como meio de comparacédo da diversidadeiggmeéteparacao das populacdes (HARTL;
CLARK, 2010).

Ao estabelecer a estrutura genética das popula®@&s truncatusé possivel planejar
medidas conservacionistas apropriadas para caolguegbopulacional, levando em consideracao
o tamanho exato da populagéo e o nivel de amea@@htadas. Populagbes costeiras, como as
do atual estudo, estdo em maior risco de exting&dd a proximidade de areas modificadas
pela acdo humana.@. SIMOES-LOPES; DAURA-JORGE, 2008; ZAPPESal, 2011). Dessa
forma, a definicdo dos limites das populagOes erdicacdo da existéncia de fluxo génico entre

as mesmas permitirdo o estabelecimento de medidesndervacdo e manejo em ambito local.
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MATERIAIS E METODOS

Area de estudo
A éarea de estudo compreende o Complexo Lagunaad® Zntbnio dos Anjos, Santa

Catarina, e o litoral norte do Rio Grande do SudyFa 1).

r25°S

r30°S

Barra da Lagoa
do Peixe

0 75 150 300
e Km
50°W

Figura 1. Mapa da area de estudo abrangendo a regido ®rdadd. Em destaque o litoral norte do Rio
Grande do Sul, que se extende do municipio de FaoeParque Nacional da Lagoa do Peixe, e 0
municipio de Laguna, em Santa Catarina, onde estdizado o Complexo Lagunar de Santo Antdnio

dos Anjos (fonte: Karina Amaral).
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O Complexo Lagunar, adjacente ao municipio catas@&e Laguna (28°20’S; 48°50'W)

é formado por trés subunidades (Lagoas Mirim, linarBanto Anténio), abrangendo uma area
total de 300 krh A porcdo mais ao sul do Complexo é composta lpsi@a de Santo Antdnio
gue recebe as aguas do Rio Tubardo e conectaeeano Atlantico através do Canal da Barra,
gue possui cerca de 2 km de comprimento, 80 mrdaerkae profundidade de mais de 10 m.

O litoral norte do Rio Grande do Sul foi consideractste estudo abrangendo uma area
de cerca de 270 kde extensdo, localizada entre 0 municipio de T¢28%0'S; 49°43'W), na
divisa entre Santa Catarina e Rio Grande do Su, Rarque Nacional da Lagoa do Peixe
(31°17’S; 50°57'W). Ao longo do litoral norte gabckho encontradas duas localidades ocupadas
por populacdes residentes de boto-da-tainha: @mstdo rio Mampituba, localizado na cidade
de Torres, e a Laguna de Tramandai, no municipi®rdmandai (2%6'S; 5008'W), o qual

dista cerca de 82 km de Torres e 219 km de Laguna.

Coleta de dados

As 10 amostras adquiridas por meio de biopsiaszegkls no Complexo Lagunar de
Santo Antdnio dos Anjos foram coletadas pelo Laidoi@ de Mamiferos Aquéticos (LAMAQ),
da Universidade Federal de Santa Catarina, entie dea2011 e maio de 2012. As bidpsias
foram realizadas a partir de uma pequena embar¢agéetros) com motor de 15 hp, utilizando
uma balestra e dardos desenvolvidos especificanpente a coleta de amostras de pequenos
cetaceos (BROWN; KRAUS; GASKIN, 1991).

Foram utilizadas também quatro amostras de dentegementes de exemplares
encalhados entre as latitudes 26° e 28° S dollder&anta Catarina e depositados na colecéo
cientifica do Laboratério de Mamiferos Aquaticosndstras de tecido foram coletadas apenas
do individuo UFSC 1398, encalhado na Praia doelmd]aguna.

Todas as 29 amostras do litoral norte galcho faraletadas e cedidas pelo Grupo de
Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande do(SEMARS). Elas sdo provenientes de
espécimes deé. truncatusencalhados mortos na regido mencionada acima@naaos de 1993
e 2011, com excegcdo da amostra de pele MP0OOl1 pemwende uma biopsia realizada na
desembocadura do Rio Mampituba, Torres/RS (Anexo 1)

Todas as amostras foram preservadas em alcool AMMSO e armazenadas a -20° C.
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Andlises genéticas

Extracdo de DNA e Determinacdo molecular do sexo

A extracdo de DNA das amostras de tecido e peld@wsegmétodo de fenol-cloroformio,
conforme descrito por Sambrook, Fristch e Manig®39). A extracdo e amplificacdo de DNA
dos dentes seguiu a metodologia apresentada péa @zlos ndo publicados; ver Capitulo |
deste estudo)

A determinacdo molecular do sexo dos individuogdalizada através da amplificacéo
dos introns ZFX e ZFY em uma reacdo de 25 pl,zatilo os primers ZFY0097 (5'-
CATCCTTTGACTGTCTATCCTTG-3') e ZFY1294 (5-CATTATGTGTGGTTCTTTTCTG-

3’; PALSBOLL et al, 1992). Um ul de DNA extraido (concentracdo ded280 ng/ul) foi
adicionado a 1x PCR Master Mix DreamTaq (Fermen¢a4)6 pmol/ul de cada primer. As
condi¢Oes da reacdo em cadeia de polimerase (RE&Nfdesnaturacdo inicial de 2 min a 95°
C, seguido de 40 ciclos de desnaturagcédo de 4%8 @,%nelamento dos primers por 45 s a 57°
C, extensao da polimerase por 1 min e 30 s a 728duijda pela extenséo final de 5 min & 72° C.

Como as bandas para diferenciacdo dos sexos possueprimentos similares, apés a
amplificacdo, foi realizada também uma clivagentizatndo a enzima de endonuclease Taq |
(PALSBOLL et al, 1992). O produto resultante da clivagem foi fimado em gel de agarose
2%.

Destaca-se que durante todo o procedimento dendategdo molecular do sexo foi
utilizado como grupo-controle um animal da mesmgéeie e de sexo conhecido tanto pela

morfologia externa como pela analise moleculareko s

Amplificacdo e Sequenciamento do mtDNA

Um fragmento de 413 pb da regido controladora tldONA foi amplificado através de
PCR usando os primers Dlp-5 (5-CCATCGWGATGTCTTATAAGRGGAA-3) e DIp-10
(5- CCACAGTACTATGTCCGTATT-3’; BAKERet al, 1993) em uma reagao de 25 pl. Um pl
de DNA extraido (concentracdo de cerca de 100 hégukdicionado a 1x PCR Master Mix
DreamTaq (Fermentas) e 1,6 pmol/ul de cada pri@esiclo do PCR utilizado foi o seguinte:
desnaturacéo inicial de 1 min a 93° C, seguido@ei@os de desnaturacdo de 30 s a 93° C,

anelamento (ou hibridacéo) dos primers por 30 5°&C5 extensdo da polimerase por 45 s a 72°
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C, seguida pela extenséo final de 5 min a 72° Gumplificacdo dos produtos de PCR foi
verificada em gel de agarose 1% e a purificacaaigegprotocolo de purificacdo de acetato de
amaonio.

A maioria das amostras coletadas no litoral noot&kob Grande do Sul foi sequenciada
pelos pesquisadores do GEMARS no Laboratério delo@im Genbmica da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, conee&c das amostras MP001, G0820, G0861,
G0934, G1283, G1285 e G1337, as quais foram seguascpara este trabalho, junto com as

amostras provenientes de Santa Catarina, pela smgl&crogen, na Coréia do Sul..

Analises dos dados

A qualidade do sequenciamento foavaliada pelo programa ChromasPro
(http://www.technelysium.com.au) e sua identidadaficmada utilizando-se o BlastN (Basic
Local Alignment Search Tool - Nucleotide) (NCBI&itO alinhamento das sequéncias foi feito
no ClustalX (THOMPSOMt al, 1997) ) e a edicdo manual realizada no programads 7.0.9
(HALL, 1999).

As analises de variabilidade genética da amostah e para cada populagédo foram feitas
com base no numero de haploétipos (h), diversidagotipica (Hd) e diversidade nucleotidica
(m), utilizando o programa DnaSP 5.1 (ROZ&isal, 2003).

O programa Arlequin 3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDBE 2005) foi utilizado
para estimar o nivel de diferenciacdo entre as lpgpes através da Andlise de Variancia
Molecular (AMOVA), analise de diferenciacdo peladguéncia haploétipica - sk (WEIR;
COCKERHAM, 1984) - e pela diversidade nucleotidiagst (TAMURA; NEI, 1993).

A AMOVA foi calculada pela distancigst e realizada para determinar a distribuicdo da
variabilidade genética. Esta variancia foi hier@gda entre os grupos¢cr), entre as
populagcdes dentro dos grup®spéd e entre individuos dentro de cada popula&@e.

A andlise das relacdes filogenéticas entre as pofpes estudadas foi feita com base na
frequéncia dos haplétipos compartilhados da regi@droladora do DNA mitocondrial. Para
tanto foi gerada uma rede de hapldétipos pelo métoedian-joining(BANDELT; FORSTER,;
ROHL, 1999) utilizando o programa NETWORK 4.6.

37



RESULTADOS

As sequéncias de 316 pb da regido controladoraNt® mitocondrial foram comparadas
entre as 44 amostras analisadas para este eshidodo-se um total de oito haplétipos com 16
sitios polimérficos (Tabela 2). O haploétipo maisnton (H3) foi compartilhado por todas as trés
subpopula¢cdes. Um total de oito haplétipos foi etremlo na subpopulacdo do Rio Grande do
Sul, sendo seis exclusivos desta subpopulacaobpopulacdo estuarina de Laguna apresentou
um anico haplétipo e dois haplétipos foram regdsana subpopulacdo do litoral de Santa
Catarina.

Apesar do pequeno numero amostral da subpopulagsieira de Santa Catarina, vale
destacar que os dois haplétipos encontrados neispogulacdo também foram compartilhados
com a subpopulacéo de Laguna (H3) e litoral nastRid Grande do Sul (H3 e H7).

Tabela 2. Hapl6tipos da regido controladora do mtDNA enamds nas subpopulacdes Tersiops
truncatusestudadas. Os sitios polimérficos estdo identifisadentro da sequéncia de 316 pb. Os pontos
representam bases idénticas ao haplétipo 1 (H1ja Caluna representa a posicdo na sequéncia do

mMtDNA em que foi observado polimorfismo entre oglé&pos.

91 11111222 2222272
4 2 3 77 9 90002 2 35829
1 226 2656 919 06 317
HIL T C TTCCCCCTT CCGCTCC
H2 T
H3 C T cC. A . C T
H4 T C. A T C T
H5 T C. AT T C TT T
H6 T C. TA TCT A T T
H7 T CC A T . C T .
H8 T CC GT T . C T .

As diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidithdbservadas para a espécie como um

todo (as trés subpopulagdes em conjunto) foram H@80en=0,01700, respectivament&s
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mesmas diversidades foram também estimadas pasasocégpopulacdo separadamente (Tabela
3).

Tabela 3. Diversidade genética da regido controladora doNwtlle cada subpopulacédo dersiops

truncatusestudada. Tamanho amostral (n), diversidade niidleatfr) e diversidade haplotipica (Hd).

Amostra n Hd (£SD) n (£SD)
Litoral norte do Rio Grande do Sul (RS) 29 0,818 (+0,045) 0,01852 (+x0,00147)
Litoral de Santa Catarina (SC) 5 0,600 (+0,175) 0,02085 (x0,00609)
Laguna 10 0,000 (x0,000) 0,00000 (+0,00000)

A anadlise de distribuicdo dos haplétipos revelowcampartilhamento de um Unico
haplétipo (H3) entre todas as subpopulacdes e de haplotipo (H5) exclusivamente
compartilhado entre as subpopulacbes do litoraclya(e de Santa Catarina. A analise de
variancia molecular (Tabela 4) demonstrou que ceiea’1% da variagdo encontrada esta
distribuida dentro de cada subpopulacdo e 29% ii@céia entre os grupos. O indice de fixacao
gue leva em consideracdo a diversidade nucleot{gigateve como resultado a presenca de
diferenciacdo genética entre a subpopulacdo denlaagudo litoral norte do Rio Grande do Sul
(pst=0,30529; p<0,05), ou seja, 30% da variacdo genética obseréadavido a diferencas
interpopulacionais. Contudo, ndo houve diferengaificativa entre as subpopulacdes do litoral
gaucho e catarinensest=-0,03942;p>0,05), assim como, entre Laguna e a subpopulagédo d
litoral catarinense @t=0,41748; p>0,05). Resultado similar foi verificado para otéesle
diferenciacdo populacional que leva em considerad@éequéncia dos haplétipossff; obtendo-
se nivel de diferenciacdo genética elevado e #ghifo entre Laguna e o litoral gaucho
(Fst=0,26121,p<0,05), mas nao-significativo entre Laguna e adite@atarinense @=0,41748,
p>0,05), nem entre as duas subpopulagcbes costEgae,02979 p>0,05) (Tabela 5).

A rede de hapldtipos (Figura 2) refletiu a estragdo populacional observada pelos
indices de fixacdo, demonstrando o compartilhameatam Unico haplétipo (H3) entre as trés
subpopulacbes, o qual também foi o haplétipo meeguente, aparecendo em 100% dos
individuos de Laguna, 34,5% da amostra do Rio GraedSul e 60% na subpopulagéo do litoral

catarinense. Além disso, também foi possivel olaseumna forte divisdo entre a subpopulacéo
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estuarina e os demais individuos das duas submdigsiaosteiras. E importante salientar ainda
gue os dois hapldtipos (H3 e H5) da subpopulacéteca de Santa Catarina estavam separados
por diversos passos mutacionais, demonstrando onb@ divergéncia genética dentro deste
grupo.

Tabela 4. Resultados da andlise de variancia molecular (AMD¥ncontrados nas subpopulagcfes de
Tursiops truncatusestudadas. Valores baseados apenas na frequérsidagdotipos (B) estdo

destacados em italico. Valores baseados na dieelsiducleotidicagef) estdo destacados em negrito.

Fonte de Variacéo d.f. Soma dos Componentes % de p

quadrados de variacao variacéo

Entre os grupos (Fet) 1 1,785 0,07601 18,68 0,33
1 13,630 0,78311 29,13 0,33
Entre as populagdes (k) 1 0,499 0,02231 5,48 0,01
1 1,678 -0,03022 -1,12 0,01
Dentro das populagoes (&) 41 12,648 0,30849 75,83 0,00
41 79,352 1,93541 71,99 0,00
Total 43 14,932 0,40682
43 94,659 2,68831

Tabela 5.indices de fixacdo de Wright par-a-par para apspiblacdes d&ursiops truncatugstudadas.

Valores de Btestdo representados na matriz superior e valor@stdea matriz inferior.

Populacgbes Litoral norte do RS Litoral de SC Laguna
Litoral norte do RS 0,02979(p=0,07) 0,26121(p=0,00)
Litoral de SC -0,03942 p=0,56) 0,4174¢ (p=0,24)
Laguna 0,30529 p=0,00) 0,41748 p=0,12)
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H1

HS

Figura 2. Rede de haplétipos demonstrando as relacbes Hibtigas entre os haplétipos das
subpopulacdes de Laguna, litoral de Santa Catariliwral norte do Rio Grande do Sul darsiops
truncatus O tamanho dos circulos representa a quantidadwdléduos amostrados para cada haplotipo
e as fracBes dentro dos circulos, definidas passoepresentam as frequéncias dos haplétipos @ ca
subpopulacédo. Preto: subpopulacédo do litoral rdmtRio Grande do Sul; Cinza escuro: subpopulacdo de

Laguna; Cinza claro: subpopulacéo do litoral de&emtarina.

Em relacdo a amostra do litoral norte do Rio GrasmléSul, segundo dados fornecidos
pelo GEMARS, ha dois individuos (G0333 e G1259) fpram reconhecidos, por meio de
comparacdo de catalogos fotograficos, como penmgesas populacbes estuarinas de Torres e
Tramandai, respectivamente (Larissa R. de Olivet@nunicacdo pessoal). O exemplar
biopsiado na foz do Rio Mampituba (MP001) tambérnclansiderado como pertencente a
populacédo de Torres. Os dois espécimes de Torrepastiiharam o mesmo haplétipo (H3) que
os exemplares da populacéo residente de Lagundarésd@gJFSC 1011, 1299 e 1317) dos cinco
individuos coletados ao longo da costa catarinedse.o individuo G1259, conhecido
popularmente como “Lobisomen”, apresentou um hguot(H7) diferente das demais

populacgoes.
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Determinacdo do Sexo

Dos 29 individuos da subpopulacao do litoral nddeRio Grande do Sul, 24 tiveram o
sexo determinado, sendo que em 16 o sexo foi gididte pela morfologia externa durante as
coletas e oito foram sexados geneticamente (Fig)ureorrespondendo a um total de 21 machos
e trés fémeas. J4 em Laguna, todos os 10 individweram o sexo determinado geneticamente,
sendo oito machos e duas fémeas. Para a populacéitordl de Santa Catarina, apenas o
individuo UFSC 1398 (amostra de tecido) teve o salaierminado geneticamente,
correspondendo a uma fémea. Para os demais exempmmostras de dentes), apenas o
espécime UFSC 1349 teve seu sexo identificado mpeldologia externa durante o resgate da
carcaca, sendo também uma fémea.

2000 ph
— 1200 ph
— 800 pb

680 ph

490 ph —
— 400 ph
__ 200pb

Figura 3. Fotografia do gel da determinacao genética do dexquatro individuos dBursiops truncatus
coletados ao longo da costa de Santa Catarinaral litorte do Rio Grande do Sul.lFanda de 490 pb

corresponde ao intron ZFX e a de aproximadamertgpb&o ZFY.
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DISCUSSAO

A distribuicdo deTursiops truncatuso longo da costa brasileira € continua, porém, a
presenca de populagdes estuarinas consideraddentesi foi relatada apenas para o sul do
Brasil (SIMOES-LOPES, 1995; SIMOES-LOPES; FABIAN99D: HOFFMANN, 2004; DI
TULLIO, 2009; GIACOMO, 2010; FRUETet al, 2011; DAURA-JORGE, 2011; DAURA-
JORGEet al, 2012).

Neste estudo, as analises de distribuicdo da @arigenética do DNA mitocondrial dos
individuos encalhados e biopsiados revelaram aéexi de uma estruturacdo genética das
subpopulagdes do sul do Brasil. Os resultados @biitdicaram que a subpopulacdo de Laguna
possuia apenas um haplotipo em 10 espécimes attdigaum possivel isolamento geografico
das demais subpopulacbes estudadas, sugerindo usttiBilidade maior as ameacas
ambientais. Entretanto, a falta de variabilidad@égea na regido controladora do DNA
mitocondrial ndo significa necessariamente baixusis de heterozigosidade genética no DNA
nuclear (ROSEL; ROJAS-BRACHO, 1999).

A subpopulacdo de Laguna mantém-se ha algumas acadn numero estavel de
individuos (n=50), porém, para questfes evolutivii® € o censo populacional (n=50) que
importa, e sim o tamanho populacional efetivo (N@)tamanho efetivo reflete o nimero de
individuos que contribuem para a manutencao dasiiaxle genética e o potencial evolutivo da
espécie, sendo por isso usado como um meio dendeterostatusde conservacao da espécie
ou populacdo (VUCETICH; WAITE, 1998). Aumentos @ducdes no tamanho censitario, nem
sempre refletem aumentos ou quedas no numero eefetiy HOELZEL et al, 1993). Desta
forma, se o tamanho efetivo da subpopulacdo derizagempre esteve relativamente baixo
(PIMM et al, 1989), é possivel que ela se mantenha, semimgregar os efeitos negativos
provocados pela falta de variabilidade genéticadmeruzamento (TEMPLETON, 1987; POPE,
1996, de acordo com PARSONSal., 2002). Contudo, é de grande importancia estonide da
subpopulacéo d&. truncatusde Laguna, para verificar as consequéncias dasteqomanejo e
conservacao desta subpopulacao.

A falta de divergéncia genética entre a subpopalagdidente de Laguna e a do litoral

catarinense pode implicar que Laguna néo foi semplada e sugere que o mtDNA do primeiro
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grupo fundador desta subpopulacéo foi provavelmemggnario das subpopulacdes costeiras de
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, as quais n&seayaram diferencas significativas entre si.
Além disso, é possivel observar através da redbag#tipos que os espécimes de Laguna
compartilharam o haplétipo mais comum (H3) com dodividuos (G0333 e MP001) da
populacéo estuarina de Torres, 0 que sugere quasaasbsubpopulacdes foram fundadas pelo
mesmo haplétipo mitocondrial ancestral ou que awnn ainda de subpopulacbes com fluxo
génico realizado ao menos pelas fémeas. Contudtises moleculares utilizando marcadores
mitocondriais revelam apenas fatos ocorridos nosgmiy estimando eventos histéricos
demogréficos importantes e a distribuicdo geogaéfida variabilidade genética das
subpopulagcdes em estudo (ZHANG; HEWITT, 2003), séiodo muito indicados na estimativa
de acontecimentos mais recentes. Além disso, trabahnteriores revelam um alto grau de
residéncia dos individuos de Laguna (DAURA-JOR&EaL, 2012), principalmente, por parte
das fémeas (SIMOES-LOPES; FABIAN, 1999). Utilizarstomodelos de marcac&o-recaptura,
Daura-Jorgeet al (2012) observaram uma probabilidade de emigragagporaria de apenas
0,031, sugerindo a presengca de uma populacdo fechadltamente residente dentro do
Complexo Lagunar de Santo Antdnio dos Anjos.

A subpopulacéo costeira de Santa Catarina foi dereila neste estudo através da analise
de apenas cinco individuos, coletados entre dasidas 26° e 28° S, resultando na presenca de
dois hapldtipos, os quais estdo geneticamententiést@ntre si. Destaca-se ainda apesar de néo
significativas, as divergéncias nos indices decfiwaentre Laguna e o litoral catarinengst €
Fst=0,41748,p>0,05) sdo consideradas expressivas e sugerensquesmas sejam compostas
por mais de um estoque populacional. Ja ao comperaubpopulacdes costeiras de Santa
Catarina e litoral norte do Rio Grande do Sul, olmese que ndo ha uma divisdo clara entre as
mesmas. Estes dois grupos podem ser consideragmsuen Unico estoque populacional. Desta
forma, sugere-se a presenca de ao menos dois estosgndo 0 primeiro composto pelas
subpopulacGes de Laguna e Torres, assim como, pelvduos que compartiiham o mesmo
haplétipo (H3) com as subpopulacdes estuarinas quass ndo foram identificados como
pertencentes a nenhuma subpopulacéo estuarinamesikevido a falta de informacéo e registro

fotografico -, e 0 segundo estoque seria provavaien&®rmado pelos demais individuos das

44



subpopulacdes dos litorais de Santa Catarina €&Riode do Sul, os quais ndo compartilham o
haplotipo mais comum (H3).

Em relagdo a subpopulagdo do litoral norte do Rian@e do Sul, é possivel verificar
uma similaridade com os resultados obtidos poreQ@tilaboradores (2009) ja que os individuos
utilizados também foram analisados neste estudacDelo com os autores, foram analisadas 59
amostras de tecido de botos-da-tainha coletadadiferentes pontos do litoral brasileiro, sendo
20 amostras procedentes do Rio Grande do Sul. Feramontrados sete haplotipos para os
exemplares da costa galcha, sendo a diversidati#ipaa (Hd) de 0,8316 e nucleotidicg (e
0,0213, similar ao verificado para a subpopulacaditdral norte deste estudo (Hd=0,818 e
71=0,01852), o qual utilizou nove amostras a maisajtrabalho anterior.

Muitas espécies de cetaceos demonstram uma compdekaituracdo genética
populacional (HOELZEL, 1998). De acordo com Curtgreith (1997), é possivel que os limites
de um habitat somados a alta fidelidade ao hétaambientes protegidos.§.baias, estuarios)
promovam a diferenciacdo genética entre gruposotfimlyos, enquanto em areas de vida mais
extensas€.g em mar aberto ou ao longo da costa) seja maEqooo intercambio genético
entre diferentes grupos de golfinhos. Esta hipdi@sestada por Méller e colaboradores (2007)
em cinco comunidades deursiops aduncusla regido sudeste da Austrélia, demonstrando a
presenca de estruturacdo genética em uma pequeasla ée distancia. Segundo este Ultimo
estudo, as comunidades de areas geograficamenteygides €.g. baias) apresentaram uma
diversidade genética menor do que as comunidadasias de areas geograficamente abertas,
sem diferenciacdo genética quando comparadas aswaades de ambientes protegidos entre si
e nem ao comparar as comunidades de ambientega®steertos entre si. Contudo, através do
uso de marcadores nucleares (nove loci de micéddea), foram observados valores moderados
de diferenciacéo genética entre os golfinhos dasatobientes. O mtDNA néo revelou a mesma
estruturacdo populacional, porém, o padrdo reporfaat Moller e colaboradores (2007) é
devido, provavelmente, a uma colonizagdo recente atobientes estuarinos pelos golfinhos
costeiros, seguida de uma rapida restricdo ao flg&nico, fato ndo evidenciado pelos
marcadores mitocondriais.

No sul do Brasil, por meio de dados da regido otediora do mtDNA, foi verificada

uma estruturagdo entre a comunidade estuarina gienhae a comunidade costeira do litoral
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norte do Rio Grande do Sul, além da falta de dildegdo genética entre as duas comunidades
costeiras. Desta forma, torna-se possivel supor egteja ocorrendo o0 mesmo padrdo de
diferenciacdo genética relatado por Mogeal (2007).

A estruturacdo populacional indicada pelos indd®gixacdo e pela rede de hapl6tipos
entre a populagéo de Laguna e o litoral norte do@iande do Sul pode ser resultado da alta
filopatria das fémeas, corroborando o que ja hauda sugerido anteriormente por Simdes-
Lopes e Fabian (1999) para as fémeas de Lagunabé/Tnamandai. Enquanto as mesmas
apresentaram um alto indice de residéncia, os redoh@am observados deslocando-se entre as
areas de estudo. Como o sucesso reprodutivo dasagétem grande influéncia no tamanho
populacional, os resultados do mtDNA s&o uma ingobet ferramenta na definicdo de unidades
de conservacéo e manejo biologicamente signifiaatf? ARSONSt al, 2002).

Esta alta filopatria sugerida também para as féndeasmbé/Tramandai (SIMOES-
LOPES; FABIAN, 1999) poderia explicar porque o eptan macho G1259 (Lobisomen),
pertencente a esta subpopulagéo, apresentou uidtipepiiferente das demais subpopula¢cdes
estuarinas (Laguna e Torres) amostradas nesteoestudboto Lobisomen comecou a ser
observado nas subpopulacbes de Laguna e Tramanpaitia de 1991(SIMOES-LOPES;
FABIAN, 1999), porém raros foram os registros dendés deslocando-se a distancias tao
grandes. Molleet al. (1994) citaram o deslocamento de uma Unica fémease locomoveu por
menos de 80 km entre Tramandai e a foz do rio Mailvgpj Torres. Além disso, pode-se supor
também que o boto Lobisomen seja descendente dm$éde fora da populacdo de Tramandai,
ou ainda que esta populacéo residente seja forp@mdaais de um haplotipo que, infelizmente,
nao foi amostrado. Contudo, devido a falta de arasste espécimes sabidamente estuarinos do
litoral norte do Rio Grande do Sul nao foi possiletierminar com exatiddo a verdadeira causa
desta diferenca genética, demonstrando a necessidgd ampliacdo da amostragem,
principalmente, nesta populacdo de Tramandai, derontinuidade dos estudos a respeito da
estrutura e diversidade genética destas comunidestiesrinas.

Em relacdo as diferencas nas proporcdes sexuars @mtbotos amostrados ao longo do
litoral gaucho (21M:3F), destaca-se que o0 mesmce gat também uma influéncia da alta
filopatria das fémeas. Se as mesmas costumam pecerano seu habitat de origeire(areas
estuarinas), enquanto os machos deslocam-se @etentes areas com maior frequéncia, € mais
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provavel que os ultimos estejam sujeitos a maiamesacas durante os deslocamentos, podendo
encalhar com maior frequéncia, do que as fémeapeumanecem em areas protegidas. Ja para
a amostra de Laguna, embora também tenha siddceddf uma diferenca nas proporcdes
sexuais (8M:2F), o mesmo pode ser explicado peto das coletores evitarem biopsiar botos
(provavelmente fémeas) com filhotes, tendenciaassim, uma amostragem maior de machos.

A evidéncia de divisdo geogréafica pelo mtDNA napeae a existéncia de disperséo e fluxo
génico atual entre as populacdes mediado pelos ara@WVISE, 1995). Os dados obtidos
refletem apenas a estrutura populacional das fémeasiue o mtDNA é um marcador
matrilinear (passado apenas pelas fémeas). Degsa,fa presenca de fluxo génico entre as
subpopulacbes de estudo, se existente, serd coagaroapenas através da utilizacdo de
marcadores biparentais, como os microssatélitesteNgentido, dados preliminares sobre a
diversidade genética e estruturacdo populaciomalés da andlise destes marcadores para as

subpopulagdes de truncatusestudadas séo apresentados no proximo capitulo.
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RESUMO

A conectividade genética entre populacées depeadetensidade do fluxo génico entre
os individuos. A estruturacdo populacional podeatermente dependente do tipo de habitat
ocupado e da adaptabilidade dos individuos, o qde fevar ao desenvolvimento de técnicas de
forrageios especializadas e a formacao de grupos,diminuicdo da necessidade de disperséao.
A existéncia de populacdes estuarinas residenteSudgops truncatusao longo do litoral
brasileiro foi relatada apenas para a regido sapesar da verificacdo de deslocamentos de
individuos entre as areas, pouco se conhece soblacdo genética das mesmas. Neste sentido,
este trabalho representa o primeiro estudo de agZali do fluxo génico atual entre a
subpopulacéo residente de Laguna e espécimesdd hibrte do Rio Grande do Sul. Para tanto
foram analisados um total de 36 individuosTdd@runcatuspara quatro loci de microssatélites.
Como resultado, ndo foram verificadas diferencgsifstativas nos indices de fixacaos(re
Rst) quando consideradas a existéncia das duas subpoes citadas acima, porém as analises
baeysianas através do programa Structure demamstrarexisténcia de duas subpopulacdes
dentro da amostra do litoral norte do Rio Grandé&Sdb(LNRS). Ao analisar um novo cenario
considerando duas populacdes geograficamente tdstiomo “Estuarina” (Laguna e parte do
LNRS) e “Costeira/Oceéanica” (12 espécimes do LN&®ervou-se, de acordo com st fuma
moderada estruturacdo populacional entre as duass mqpulacdes € 0,17232,p<0,0000).
Contudo, € importante salientar que o baixo nuraarostral da subpopulacéo de Laguna (n=10)
e de loci analisados podem acabar interferindaegsdtados obtidos. Dessa forma, supde-se que
ou realmente existe fluxo génico atual, ou ndo Rkowempo suficiente para detectar
geneticamente o isolamento dos botos de Lagunan Aliéso, outra hipétese € que o fluxo
génico amostrado seja intermediado somente ensebpopulacdes estuarinas residentes do sul
do Brasil, o que corrobora com os deslocamentosredos entre as areas. O poder estatistico
destas andlises moleculares de estruturacdo nadendkepapenas das diferencas genéticas
encontradas entre as populacfes, mas também tsi@nmente relacionado ao tamanho amostral
e a quantidade de loci analisados. Desta formapraincidade destas analises através da

obtencdo de novas amostras e de mais loci de eatedtes € de extrema importancia para a
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elaboracdo de medidas de manejo e conservacdo nemlistas para a manutencdo das

populacdes costeiras e estuarina3 deuncatusno sul do Brasil.

Palavras-chave:DNA nuclear, técnica de forrageio, deslocameritogp génico
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ABSTRACT

The genetic connectivity among populations depemwisthe intensity of gene flow
exchanged among individuals. The population strectould be highly dependent on the habitat
type occupied and the adaptability of individuaihich may lead to the development of
specialized resource techniques and the formatiograups, with decreased of the need for
dispersion. The existence of inshore (estuarir@jleat populations ofursiops truncatuslong
the Brazilian coast was reported only for the seuthregion and despite the verification of
individuals’ displacements between areas littleriewn about the genetic structure of the same.
This work represents the first study to assesgyére flow between resident subpopulation of
Laguna and specimens of the northern coast of Rand® do Sul. Therefore we analyzed a total
of 36 individuals ofT. truncatususing four microsatellite loci. As a result, thesere no
significant differences in fixation indexesstfand Rst) when considering the existence of the
two subpopulations mentioned above, but the Stradhaeysianes analyzes demonstrated the
existence of two subpopulations within the samgléhe northern coast of Rio Grande do Sul
(LNRS). When considering a new scenario with twoggaphically distinct populations as
“Estuarine” (Laguna and part of LNRS) and “Costai@nic” (12 specimens of LNRS) was
observed, according tost a moderate population structure between the tew populations
(Fst 0.17232, g0.0000). However, it is important to note that fbev sample size of the
subpopulation of Laguna (n=10) and the analyzedrwy end up interfering with the results.
Thus, it is assumed that or there is actual geme firesent, or there was insufficient time to
detect genetically isolation of the dolphins of uag. Moreover, another hypothesis is that gene
flow sampled is only intermediated between residestuarines subpopulations of southern
Brazil, which agrees with the observed movementwdxen areas. The statistical power of these
molecular structure analysis does not only dependgenetic differences found between
populations, but is also closely related to samspde and the number of loci analyzed. Thus, the
continuity of these tests by obtaining new samp@ed more microsatellite loci is of great
importance for the development of more realistimagement and conservation measures for the
maintenance of coastal and estuafin&runcatusn Southern Brazil.

Keywords: nuclear DNA, resource technique, displacemente dienv
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INTRODUCAO

Em muitas espécies, as populacdes sao subdividisasinidades menores devido a
fatores geograficos, ecoldgicos ou comportame@ORICK, 2011). Entretanto, nos cetaceos
a presenca de estruturagdo genética nem sempreretstéionada meramente as divisdes
geogréficas. Frequentemente, esses padrdes ddwidds a comportamentos complexos como
ocupacao de areas costeiras, especializacdo daydmrlocal, alta fidelidade ao habitat e/ou
organizacao social (HOELZEL, 1998). Muitas espédegetaceos apresentam comportamentos
de forrageio complexos.{., HAIN et al, 1982; FORD ®al., 1998). Populacdes do género
Tursiopsexibem diferentes tipos de estratégias de foroageiriando de acordo com o habitat
ocupado pelas mesmas, como forrageio na lama (LEWGHROEDER, 2003); na praia,
utilizando uma técnica de “encalhe” (SARGEANMT al, 2005); e através da utilizacdo de
“ferramentas”, criadas através do uso das espaigasnar —Echinodictyum mesenterinum
(TYNE et al, 2012).

Relacdes entre o tipo de habitat e estratégiasrdmgkio podem acabar promovendo uma
alta fidelidade ao habitat (BARROS; WELLS, 1998; KE¥ON; WAPLES, 2004; NATOLIet
al., 2005; WISZNIEWSKIet al, 2010; DAURA-JORGEet al, 2012). Lawson e Perrin (2007)
citam que os trés fatores principais que podemimgsta dispersdo sao o risco de mortalidade
ao cruzar ambientes desfavoraveis, a importanciéachliaridade com o habitat de origem
(quando h& o desenvolvimento de técnicas complekasforrageio) e os beneficios da
cooperacdo em grupo. De acordo com Kriutgesl. (2005), uma predacéao eficiente na utilizacao
de técnicas de forrageio especializadas pode emvolma aprendizagem social, a qual pode ser
passada através das geracfes. Uma vez aprendidipainie técnica, dificilmente a mesma é
trocada por outra e a ocupacdo de novas areas emgnocorre quando ndo ha uma
compatibilidade entre o tipo de habitat e a técdiedorrageio utilizada (MANNet al, 2008;
TORRES; READ, 2009). Desta forma, a dispersdo @@ @&e origem pode ndo ser uma
vantagem para estes individuos, principalmente aarfémeas, as quais necessitam proteger e
alimentar seus filhotes (CONNQ# al, 2000).

O padrdo de fluxo génico pode ser diferente entaehws e fémeas. Geralmente nos

mamiferos ha uma maior filopatria por parte dasesne uma propensdo de dispersdo dos
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machos com objetivos de reproducdo (GREENWOOD, ;1980NSON; PERRIN, 2007,
HEDRICK, 2011). Estudos envolvendo andlises geagtidemonstraram a tendéncia de
dispersdo de machos de mamiferos marinhos, conmulotes (LYRHOLMet al, 1999) e
elefantes-marinhos (FABIANg&t al, 2003). Um padrdo de dispersdo para reprodugabéia

foi observado entre machos deursiops aduncus (MOLLER; BEHEREGARAY, 2004;
BILGMANN et al, 2007; WISZNIEWSKIet al, 2010). Todavia, alguns estudos relataram
comportamentos de fidelidade ao habitat praticaalo® pelas fémeas, quanto pelos machos de
T. truncatuspara diversas localidades.f;, CONNOR et al, 2000; NATOLI et al, 2005;
SELLAS; WELLS; ROSEL, 2005; ROSEL; HANSEN; HOHN, @) TSAI; MANN, 2012).

A conectividade genética entre as populacdes dep&rith magnitude do fluxo génico
entre os individuos das mesmas. Quando ha um gmataiiedmbio génico, as subunidades sdo
consideradas homogéneas, ndo havendo estruturagélagonal entre elas (HEDRICK, 2011).
Porém, é necessario relatar que nem sempre mowsmeéetindividuos entre areas/populacées
envolvem necessariamente reproducdo e, consequeritentrocas genéticas. Quando ha
auséncia de fluxo génico entre os individuos fat@@mo deriva genética, selecdo e mutacao
poderdo estar atuando na diferenciacdo genétigaogatacées (HEDRICK, 2011).

Estimativas da intensidade de fluxo génico efetintre diferentes populacdes podem ser
verificadas através do uso de marcadores com aliabilidade génica, como 0s microssatélites,
0s quais séo repeticbes em tandem de 1 a 6 nudestiencontrados em alta frequéncia no
genoma nuclear da maioria dos taxons (SELKOE; TORNIDO6). Estas sequéncias repetidas
estdo em constante mutacdo devido a erros duraepieacado do DNA, promovendo mudancgas
nas repeticbes e, consequentemente, nos tamanisoglelos (EISEN, 1999). A elevada
diversidade alélica dos microssatélites permitébwtr os individuos as suas populacdes
especificas e, desse modo, identificar quais es@dcsdo migrantes (HEDRICK, 2011).

Diversos estudos utilizando marcadores microsgegéliemonstraram a presenca de
disperséo restrita entre populacées, filopatriagelo menos um dos sexos e alta divergéncia
genética entre populacdes adjacentesTdesiops sp. (KRUTZEN et al, 2004; NATOLI;
PEDDEMORS; HOELZEL, 2004; NATOLEt al, 2005; SELLAS; WELLS; ROSEL, 2005;
MOLLER et al, 2007; ROSEL; HANSEN; HOHN, 2009; WISZNIEWSKdt al, 2010;
FERNANDEZ et al, 2011). Esta estruturacdo populacional parecaltenente dependente do
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tipo de habitat ocupado e da adaptabilidade dasithus a este ambiente, 0 que pode levar ao
desenvolvimento de técnicas de forrageio espeatiz e a formacdo de grupos, diminuindo,
assim, a necessidade de dispersdo para demaidégpdATOLl; PEDDEMORS; HOELZEL,
2004; BILGMANN et al., 2007; MOLLERet al., 2007).

No sul do Brasil também foi demonstrada a preselecama forte estrutura social entre
os individuos da populacédo residente do Complexguhar de Santo Antdnio dos Anjos, em
Laguna (SIMOES-LOPES; FABIAN; MENEGHETI, 1998; DAWRIORGE et al, 2012).
Segundo os autores, esta populacdo apresenta uportamento complexo de forrageio, o qual
envolve interacbes cooperativas com os pescadooass! Somado a esta especializacdo na
captura de presas, Daura-Jorge, Ingram e SimdessL@®12) evidenciaram a presenca de alta
fidelidade ao habitat de quase toda a populacdmonstrando baixas probabilidades de
dispersao dos individuos para fora do estuarianassmo, de imigracdo de espécimes de areas
adjacentes.

O mesmo padrdo de comportamento de forrageio férgado, em menor intensidade,
em exemplares das popula¢gdesTdetruncatusresidentes na Lagoa de Tramandai e do Rio
Mampituba, ambos no Rio Grande do Sul, 0 que sugena possivel transmissdo de
comportamento entre as areas (SIMOES-LOPES; FABIAMENEGHETI, 1998).
Deslocamentos de individuos entre Laguna e as ddotlidades foram registrados nos anos
90, sendo verificada a presenca de botos de Traharbrres nas areas ocupadas pelas demais
populagdes residentes do sul do Brasil, como nad a@gs Patos (MOLLERt al, 1994) e em
Laguna (MOLLERet al, 1994; SIMOES-LOPES; FABIAN, 1999). Entretantomaioria dos
movimentos e interacdes de individuos destas popesaocorreu na época de migracdo da
tainha Mugil spp.) - sua principal presa -, ndo implicando se@eamente em reproducéo e/ou
fluxo génico.

A existéncia de populacdes estuarinas residente$. deuncatusao longo da costa
brasileira foi relatada apenas para a regido s@rdsil (SIMOES-LOPES, 1995; HOFFMANN,
2004; GIACOMO, 2010; FRUETEt al, 2011; DAURA-JORGEet al, 2012). Diversos estudos
de longa-duracdo analisaram a dindmica populacierfaderam o reconhecimento através de
marcas naturais na aleta dorsal de cada individstdente das mencionadas populacdes
(SIMOES-LOPES, 1995; SIMOES-LOPES; FABIAN, 1999; FEMANN, 2004; GIACOMO,
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2010; DAURA-JORGE, 2011; DAURA-JORGEet al, 2012). Porém, o grau de
relacdo/parentesco das populacdes da regido sul,cbeno sua estrutura genética ainda sao
pouco conhecidos.

Com um tamanho populacional pequeno (n=54), a pgaalestuarina de Laguna tende a
sofrer grandes ameacas, quando comparada com @QOesilade areas de vida maiores
(MCCARTHY; THOMPSON, 2001; TRAILL; BRADSHAW; BROOK,2007; FURY;
HARRISON, 2008). Populacdes estuarinas/costeirascataceos sdo, geralmente, as mais
afetadas pelas a¢bes antropicas, podendo sofreradngdo na sua variabilidade genética. O
aumento das atividades humanas provoca mudancasmdo hdbitat, reducdo das taxas de
reproducdo e taxas de mortalidade elevadas (COCKTRM90; SIMOES-LOPES; PAULA,
1997; SIMOES-LOPES; DAURA-JORGE, 2008; VIAUD-MARTBY et al, 2008). A
identificacdo da estrutura genética desta populagda sua relacdo com outros grupos
populacionais sdo de extrema importancia paraiaic@b de medidas de conservacdo e manejo
apropriadas.

Neste sentido, o presente estudo pretende verdigaesenca de fluxo génico atual entre
a subpopulacéao residente Tetruncatusdo Complexo Lagunar de Santo Anténio dos Anjos, em
Laguna, e os espécimes amostrados ao longo damm#tado Rio Grande do Sul através do uso

de marcadores microssatélites.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta de dados e Extracdo de DNA

Para as analises com marcadores microssatélitas fatilizadas 10 amostras de pele de
T. truncatusprovenientes de biopsias realizadas no Complexunar de Santo Antonio dos
Anjos e uma amostra de tecido de um exemplar (UES®3) encalhado ao longo do litoral
catarinense. Todas as amostras citadas acima footetadas e cedidas pelo Laboratério de
Mamiferos Aquaticos da Universidade Federal degS@atarina.

Além disso, foram analisadas também 25 amostrak. deincatuscoletadas no litoral
norte gaucho (29°20'S, 49°43'W; 31°17’'S, 50°57'Wredidas pelo Grupo de Estudos de
Mamiferos Aquéticos do Rio Grande do Sul (GEMARSNndo a maioria proveniente de
espécimes mortos e encalhados entre os anos dee1@3®RBL, com excecdo da amostra de pele
MPOO1 oriunda de uma bidpsia realizada na deserdbhoeado Rio Mampituba, Torres/RS
(Anexo 1).

O espécime UFSC 1398, que encalhou na Praia denndl.aguna/SC (Anexo 1), foi
agrupado para as analises subsequentes junto coemass botos encalhados ao longo do litoral
gaucho.

Todas as amostras foram preservadas em alcool AMMSO e armazenadas a -20° C.

A extracdo de DNA seguiu o método de fenol-clonmiéd; conforme descrito por
Sambrook, Fristch e Maniatis (1989).

Genotipagem do DNA microssatélite

Quatro loci de DNA microssatélites foram analisapas 36 exemplares de truncatus
O primer KWM12a foi desenvolvido e testado primeiemte pargOrcinus orca(HOELZEL;
POTTER; BEST, 1998), EV37Mn paMegaptera novaeanglia@/ALSECCHI; AMOS, 1996)
e os primers D08 (SHINOHARA; DOMINGO-ROURA; TAKENAX 1997) e TexVet7
(ROONEY; MERRITT; DERR, 1999) foram pafatruncatus

O DNA extraido foi amplificado através de uma reag®m 10 pl, onde foram
adicionados 2 pl de DNA (concentragédo de cerca0degul) a 0,13 puM de primer senso e 0,2
UM de primer anti-senso, 1x Tampao de PCR (10 migtHEI pH 8,3, 50 mM KCI), 0,5 mM
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de MgCh, 0,1 mM de dNTPs, 0,02 U/ul de Tag DNA Polimeras2 uM de fluorescéncia
(FAM).

O primer sentido senso recebeu uma sequéncia M13’- (5
CACGACGTTGTAAAACGAC-3) como cauda, a qual foi comhda com um primer com
marcador de fluorescéncia (FAM) (BOUTIN-GANACH#Eal, 2001).

As reacbes de PCR para os loci de microssatéldasistiram de uma desnaturacdo
inicial a 95° C por 5 min, seguida de 35 ciclosldsnaturacédo a 94° C por 40 s, temperaturas de
anelamentos por 1 min e extensdo a 72° C por lai@m da extenséo final & 72° C por 10 min
(Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos primers dos quatro loci de micrelgest utilizados e suas respectivas

temperaturas de anelamento. fomvard (senso) e R reverse(anti-senso).

Loci Sequéncia dos primers Temperatura de
anelamento (°C)
KWM12a F:5 CCATACAATCCAGCAGTC 3 46°
R: 5 CACTGCAGAATGATGACC 3

D08 F: 5 GATCCATCATATTGTCAAGTT 3' 57
R: 5 TCCTGGGTGATGAGTCTTC_3'

TexVet7 F:5 _TGCACTGTAGGGTGTTCAGCAG_3' 57
R:5 CTTAATTGGGGGCGATTTCA_3'
EV37Mn F: 5 _AGCTTGATTTGGAAGTCATGA_3' 57

R:5 TAGTAGAGCCGTGATAAAGTGC_3'

Cerca de 2 pl de produto de PCR foram diluidos gua éltra-pura e genotipados em um
sequenciador automatico MegaBACE 1000 (Amershansdioces)do Centro de Biologia

Genbmica e Molecular da Pontificia Universidadedlied do Rio Grande do Sul.

Analise dos dados
O tamanho dos alelos em pares de bases nuclestigiba foi quantificado através da
leitura dos fragmentos com o auxilio do programanefie Profiler versdo 2.2 (Amersham
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Biosciences). Para a realizacdo do arredondamemttardanho dos alelos e verificacdo de
eventuais erros nos genaotipos foi utilizado o prow Allelogram (MANASTER, 2002).

A frequéncia dos gendétipos observada foi compacada a esperada pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) para cada um dos loci atrad@deste de probabilidade baseado no
método da cadeia de Markov (GUO; THOMPSON, 199@jplémentado no Arlequin 3.1
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005). O teste de dgsilibrio de ligacédo foi avaliado
através do programa GenePop 4.1.3 (ROUSSET, 2Qb2). que apresentaram desvios de
equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio deadi§o tiveram seu nivel de significancia
ajustado através da aplicacéo da correcdo de Bonfe®s niveis de significancig<0,05) para
desvios de equilibrio de Hardy-Weinberg e para glgibrio de ligagdo foram ajustados
considerando as mdltiplas comparacées no mesmaurdongde dados, segundo a correcao
sequencial de Bonferroni (RICE, 1989).

A medida de desvio das propor¢des de Hardy-Wgjnentro das subpopulactessiF
foi estimada para cada populagdo usando Arleqdin\&lores positivos deig-indicam um
déficit de heterozigotos e valores negativos, uoesso de heterozigotos (HEDRICK, 2011).

A diversidade genética dos quatro loci de micrigdises foi estimada para cada uma das
populacbes amostradas através do numero de aletokqus (A), os alelos raros (Au) e a
frequéncia dos alelos, calculados no GenAlEx 6REAKALL; SMOUSE, 2006).

A riqueza de alelos (AR) foi testada no Fstat 2693 heterozigosidades esperada (He) e
observada (Ho), no programa Arlequin 3.1 (EXCOFEIERVAL; SCHNEIDER, 2005).

O Teste de Student foi aplicado para estimar diferengg@ifstativas entre as médias de
heterozigosidades e riqueza de alelos entre adgudi@s, através do programa Systat 12.0.

A frequéncia de alelos nulos foi calculada de awardm Parker, Sheffer e Hedrick
(1999), utilizando a seguinte formula (onde He éheterozigosidade esperada e Ho, a

heterozigosidade observada):

pn=He —-Ho/1+ He

O grau de diferenciacdo genética entre as popesaédi estimado pelos indicestF
(WRIGHT, 1978) e Rt (SLATKIN, 1995), calculados a partir da AMOVA naograma
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Arlequin 3.1. A significancia dos métodos estatisti foi examinada através de 10.000
permutacdes conforme descrito por Excoffier, SmeuQeattro (1992).

A existéncia de diferenciacdo genética entre Bpaaulacdes de Laguna e litoral norte
do Rio Grande do Sul foi testada também atravédrdgaéncias alélicas utilizando o teste G
(SOKAL; ROHLF, 1981), no programa Genepop 4.1.Jipbétese nula (Ho) considerou que as
amostras foram obtidas de uma populagéo panmitica.

O numero mais provavel de populacées (K) que mealkplica o padrdo de variabilidade
genética observado foi estimado pelo programa tteicv.2 (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000), através de uma abordagem Bayesjgnra a realizacdo de testes de
diferenciacéo e atribuicdo de individuos. Foi asdaom modelo admixturé considerando tanto
o modelo de frequéncia de alelos correlacionadagntgp de alelos independentes. Cinco
corridas independentes para K variando de 1 a3,“barn-in lengthi e “length of simulatioh
definidos em 1.000.000 de repeticdes cada um, fecaladas ndo usando informacdes prévias

das populagdes.
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RESULTADOS

Um total de 36 individuos d&. truncatusde duas subpopulacdes do sul do Brasil —
Laguna (n=10) e litoral norte do Rio Grande do(&alk6) - foram analisados para quatro loci de
microssatélites. Nenhuma evidéncia de alelos rfolasbservada para os loci avaliados.

A subpopulacdo de Laguna apresentou uma heteraiagiesobservada maior do que a
esperada para todos os loci. Na subpopulacdo d&Riode do Sul (RS) registrou-se niveis de
heterozigosidade observada bem menores do querdapcom a presenca de dois loci em que
estas diferencas foram significativas, desviandceglailibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 2).
Apos a aplicacdo da correcdo de BonferrpaD(01), ainda foi detectada a presenca de desvio.

A subpopulacdo do Rio Grande do Sul foi a Unicpraseentar dois pares de loci ligados:
TV7-EV37Mn e TV7-KWM12a. A mesma evidéncia foi deteeda nestes mesmos loci quando
considerando as duas subpopulacdes juntas. Aposec@&o de Bonferronp€0,01), ainda foi
possivel detectar que os loci TV7 e KWM12a estaligatdos. Somado a isto, o locus TV7 foi
considerado monomorfico na subpopulacéo de Lagtmafuncdo destas caracteristicas, o locus
TV7 foi retirado das anélises subsequentes.

As medidas de diversidade genética como riquezalales e alelos exclusivos foram
maiores para a subpopulagéo do litoral norte doGrande do Sul, do que para a subpopulacéo
de Laguna (Tabela 2). Contudo, o Rio Grande doaftdsentou valores deskpositivos (ks:
0,23823;p=0,000978), o que indica déficit de heterozigot@ndogamia. J4 a subpopulacdo de
Laguna apresentou umisFnegativo (ks: -0,59292;p=1,000000), sugerindo um excesso de
heterozigotos na subpopulacéo.

Foram registrados entre cinco a oito alelos poudoe um total de 20 alelos na
subpopulacéo do Rio Grande do Sul. Na subpopuldedaguna, observou-se um total de sete
alelos e de dois a trés alelos por lodsmeédias da heterozigosidade esperada e obserntda
as duas subpopulacdes ndo foram significativamdifeeentes [(>0,05; gl=4), ao contrario da
riqueza alélica (p<0,05, gl=4). A subpopula¢cdo do Grande do Sul foi a Unica a apresentar
alelos exclusivos, aparecendo entre trés e séisalnicos por locus.

Em relac&o a estruturacdo populacional, ndo feemasla diferenciacdo genética entre as

duas subpopulacdes, as quais obtiveram valorexdiz$ de fixacdo extremamente baixost (F
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0,03134;p=0,10217; Rt -0,11604;p=0,96594). A analise de variancia molecular (AMOVA)
apontou que 96,87% da variacdo genética esta dessreubpopulacdes, sendo apenas cerca de

3% de variag&o entre as mesmas.

Tabela 2. Diversidade genética para cada locus de micrdésatém cada subpopulacdo estudada de
Tursiops truncatusA: Numero de diferentes alelos; AR: Riqueza e#liAu: Alelos exclusivos; Ho:
Heterozigosidade observada; He: Heterozigosidagerada. Os asteriscos ' indicam os loci que
demonstraram desvio significativo de equilibrictiedy-Weinberg.

Rio Grande do Su  Laguna

(n=26) (n=10)
A 8 2
AR 5,11¢ 2,00
§ Au 6 0
Ho 0,47619 1,00000
He 0,6910 0,1428
A 5 2
_ AR 3,657 2,000
= Au 3 0
> Ho 0,3750( 0,1428
He 0,4822° 0,4945:
A 7 3
. AR 5,558 3,000
% Au 4 0
S Ho 0,53846 1,0000*
He 0,7994( 0,6601;
A 6,66 233
AR 4,777 2,333
;% Au 4,33 0
= Ho 0,4632; 0,7142¢
He 0,6575 0,5603
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Os resultados obtidos pelo teste G para homogeateida distribuicdo dos alelos,
todavia, demonstraram resultados diferentes dosnénacios pelos indices de fixacdo. Foram
encontradas diferencas altamente significativas fraguéncias alélicas entre as duas
subpopulacées estudada€:§ 17,3981p=0,008) (Figura 1), sugerindo que as subpopulacées

nao sao geneticamente semelhantes.
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Figura 1: Frequéncias alélicas dos trés loci de microssasétias subpopulacdes do Rio Grande do Sul

(preto) e Laguna (cinza claro) @arsiops truncatus

O programa Structure estimou o numero de popula@gfegual a dois como a melhor
quantidade de populacdes capaz de explicar a \atéle genética observada. Este resultado
esta associado a maior probabilidade de P(X/K)sidenando tanto o modelo de frequéncia de
alelos independentes, quanto correlacionados, isdgeat subdivisdo em duas populacoes.

Na Figura 2 gerada pelo programa, cada coluna xm aas abscissas representa um
individuo, o eixo das ordenadas representa a piladzate (%) de aquele individuo pertencer ao
novo agrupamento determinado pelo programa qu@résentado pela sua cor respectiva. Os

primeiros individuos representam os espécimes nafigiente do Rio Grande do Sul (linha
69



continua) e os 10 ultimos sdo da subpopulacdo denaa(linha pontilhada). Os individuos

numerados de 1-12 (ver Figura 2) foram apontadés g®grama como pertencentes a uma
populacéo diferente, que ndo se refere nem ao LN&8,a Laguna. Desta forma, a populacéo
galcha estaria subdividida em duas populacdesrisdgejue estes 12 individuos poderiam ser
migrantes de uma populacdo desconhecida (Figur&C@n relacdo aos demais individuos
analisados, o grafico gerado pelo Structure sugergrande compartilhamento de alelos entre
as subpopulacdes de Laguna e Rio Grande do Sslyplisente como resultado de fluxo génico
atual entre estas subpopulacdes.

De acordo com os resultados obtidos pelo program&tS8re optou-se por considerar as
subpopulagbes de Laguna (n=10) e litoral norte dw Gande do Sul (n=14) uma Unica
populacédo denominada como “Estuarina”, enquantoogu?2 potenciais migrantes amostrados
no LNRS foram considerados como membros de uma noepulacdo denominada
“Costeira/Oceénica”. Desta forma, todos os testésaacitados foram refeitos considerando a

existéncia destas duas populacoes.

i ) o4 56 7 § 9 101 12

Litoral norte do Rio Grande do Sul Laguna

Figura 2. Melhor estruturacdo populacional sugerida pelgym@ma Structure para as subpopulacdes
estudadas d&ursiops truncatustraveés da andlise de trés loci de microssatéfdesindividuos foram
agrupados originalmente em duas populacdes coefarrarea de coleta da amostra (Laguasus
Litoral norte do Rio Grande do Sul). As duas camgsresentam as novas subdivisbes populacionais
(k=2), sendo caracterizado pela cor cinza o grugiaagino e em preto, possivelmente, a populagédo
costeira (e/ou oceénica). Cada coluna verticabsgmta um individuo e sua respectiva probabilidéde

de pertencer a uma ou outra populagéo de acordasdraquéncias dos seus genotipos.
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As medidas de variacdo genética como riqueza desaldelos exclusivos e frequéncias
dos alelos foram maiores para a populacdo “CofDmed@inica” do que para a “Estuarina”
(Tabela 3 e Figura 3). De acordo com a Figura 8sSipel notar que os alelos mais frequentes
dos loci D08 e KWM12a sé&o diferentes entre as goasilacdes. Apenas o alelo de 226 pb do
locus EV37Mn apresenta frequéncias similares enaambpulacdes. Para o locus D08, 70% da
populacdo “Estuarina” apresentou o alelo de 123 griguanto quase 40% da populacéo
“Costeira/Oceéanica” continha o alelo de 127 pb.oXmlamente 60% dos individuos estuarinos
portavam o alelo de 226 pb do locus KWM12a, enquastalelos de 188 pb e de 196 pb do
mesmo locus apresentaram uma frequéncia de 30%ucacda populacdo “Costeria/Oceanica”.
Apesar das nitidas diferencas entre as frequémdélisas entre as populacdes estudadas, as
diferencas nas médias das riquezas alélicas né&@onfaignificativas entre as populactes
“Estuarina” e “Costeira/Oceéanicap<£0,886; gl=4). Segundo os valores de, R populagédo
“Costeira/Oceéanica” apresentou um valor positivis: (¢,14416;p=0,134897) que sugere déficit
de heterozigotos e endogamia, enquanto a “EstlaRisanegativo (ks: -0,11666;p=0,826979).

As meédias da heterozigosidade esperada e obseerdda as duas populagbes ndo foram

significativamente diferentepX0,05; gl=4).
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Figura 3. Frequéncias alélicas dos trés loci de microssadélias populagbes “Estuarina” (preto) e
“Costeira/Oceénica” (cinza escuro) Tiersiops truncatus
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Tabela 3. Diversidade genética para cada locus de miciégeatem cada populacdo — “Estuarina” e
“Costeira/Oceénica”. A: Numero de diferentes alelsR: Riqueza alélica; Au: Alelos exclusivos; Ho:
Heterozigosidade observada; He: Heterozigosidguerada.

Estuarina Costeira/Oceanica

(n=24) (n=12)
A 3 6
AR 2,29 6,00
§ Au 2 5
Ho  0,5833: 0,8571«
He  0,4672 0,8351f
A 4 5
_ AR 268C 4,227
% Au 0 1
& Ho  0,2500 0,4545!
He  0,40641 0,6233¢
A 6 6
. AR 4,194 5,76(
g Au 1 1
S Ho 0,739 0,5000(
He 0,6521° 0,8478:
A 4,33: 5,66
AR 305E 5,39t
% Au  1,00( 2,33¢
= Ho 05241 0,6039(
He  05085¢ 0,7687¢

Os indices de fixacao ¢Fe Rst) mostraram niveis de estruturacao populacionatdiftes
entre as populagdes. De acordo constpla uma moderada diferenciagéo genética entraass d
populagdes (& 0,17232,p<0,0000). J4 para osR ndo ha evidéncias de estruturacdo entre as
populactes (B 0,03258p=0,20265).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) apontoe@2,8% da variacdo genética esta

dentro das populacdes, sendo 17,2% a variacdo &htmesmas. Somado a isso, 0s resultados
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obtidos pelo teste G para homogeneidade da digifibudos alelos foram altamente

significativos entre as populagées “Estuarina” est@ira/Oceanica™s: infinito. p<0,0001).
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DISCUSSAO

Os resultados apontados neste trabalho pelos sndicéxacao (8t e Rst), considerando
a existéncia inicial de duas populacdes, ndo ecardim a presenca de estruturagdo populacional
entre os espécimes de Laguna e Rio Grande do $uatu@, de acordo com as diferencas
significativas nas frequéncias alélicas e subdivis@® duas populagbes pelo Structure foi
possivel verificar um nivel de estruturacdo popated entre os individuos d@&ursiops
truncatus amostrados. Os dois grupos populacionais encordrageste estudo foram
denominados, a principio, de “Estuarino” (compoptlos 10 espécimes da subpopulacdo
estuarina de Laguna e 14 individuos do litoralendid RS - espécimes supostamente estuarinos
com base nos exemplares de Laguna) e “Costeirof@odé(formado pelos 12 individuos
apontados pelo Structure como pertencentes a umdagao desconhecida. Por encalharem na
costa, mas sendo geneticamente diferentes do grsip@rino, ndo foi possivel definir se a
amostra pertencia a grupos populacionais costeu@seanicos).

Diferencas morfoldgicas entre espécimed de&uncatusao longo da costa sul do Brasil
ja foram registradas anteriormente, sugerindo opeaenca de formas costeiras e oceanicas
(c.f, SIMOES-LOPES, 1996), ora a presenca de duas éties de acordo com diferencas
latitudinais €.f, BARRETO, 2000). Estudos recentesg(OTT et al, 2009), utilizando a regiao
controladora do mtDNA, demonstraram também difeasrgenéticas entre exemplares costeiros
do Rio Grande do Sul, botos amostrados na regidessel e uma populacéo insular/oceanica da
costa nordeste do pais. Além disso, novas pesquisiézando marcadores microssatélites, tém
observado diferencas significativas entre populagieTursiops que ocorrem em diferentes
latitudes e isObatas ao longo da costa brasilesassa R. de Oliveira, comunicacdo pessoal).
Somado a isso, encontram-se 0s 12 exemplares aajpsnpelo presente estudo na analise gerada
pelo programa Structure como geneticamente difesetds duas subpopulagdes estudadas.

Desvios de HWE foram verificados durante as arglga dois loci génicos (quando
considerada a existéncia apenas das subpopulagdésrdl norte do RS e Laguna), mesmo
apos a correcdo estatistica de Bonferroni. Este daum possivel indicativo de efeito de
Wahlund (HEDRICK, 2011), que ocorre quando ha unotaiisdo populacional, a qual ndo é
considerada devido ao agrupamento de todas as mubpoes juntas, como aconteceu com a

subpopulacao do litoral norte do Rio Grande do Sul.
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Amostras provenientes de encalhes nem sempre permiferir com segurancga a qual
populacdo tal espécime pertencia. Muitos golfirdrosalham longe da sua area de vida devido a
acao de correntes oceanicas e/ou ventos. Desta,formso de amostras coletadas de carcacas
pode interferir na detectacdo da estrutura genéitae populagbes. Este fendmeno foi
demonstrado por Bilgmanat al (2011) paraTursiopssp. do sul da Australia. Utilizando
espécimes mortos e encalhados, os autores veaificama variabilidade genética menor quando
comparados com bidpsias de exemplares da mesné regile os encalhes foram registrados.
Como exemplo para este fato, cita-se o individuGCQHR398 amostrado proximo a populacéo
estuarina residente de Laguna, mas com um haplétigenétipo extremamente diferentes dos
botos desta populagdo. Devido as similaridades tigasé com alguns individuos da
subpopulacdo galcha, este espécime foi conside@uo oriundo da subpopulacdo do Rio
Grande do Sul, mostrando posteriormente pertengeraasubpopulacdo até entdo desconhecida.
Como os exemplares de Laguna pertencem a uma gaépuéstuarina, sugere-se que UFSC
1398 - assim como os demais exemplares geneticamgniilares a ele — pertencam,
possivelmente, & uma populacdo costeira e/ou axeani

No Brasil, com o auxilio de estudos da morfologian@ana de espécimes do género
Tursiops foi sugerida a presenca de duas subespéTiesupncatus truncatug T. truncatus
gephyreusBARRETO, 2000) e até mesmo espécibstfuncatuse T. gephyreusWICKERT,
2010) em simpatria ao longo do litoral sul do Brd$m estudo similar, conduzido por Charlton-
Robb et al (2011), onde foram analisadas diferencas moritddge genéticas, sugeriu a
presenca de duas espéciesdesiopspara o sul da Austrélia. Todavia, a nova espéapgsta
(T. australig ndo foi aceita pelaSociety for Marine MammalogCOMMITTE ON
TAXONOMY, 2012) devido, entre outros itens, a unmargte namero de sobreposicao das
caracteristicas métricas. Desse modo, a separat/@oas espécies seria somente possivel com o
uso de analises multivariadas, as quais geralm@ntédam a presenca de formas geograficas
dentro da espécieeg PERRIN; DOLAR; ROBINEAU, 1999; PERRINt al, 2011). Além
disso, o comité de taxonomia cita que os espéciaram comparados somente com golfinhos-
nariz-de-garrafa da costa australiana, demonstrantkecessidade de uma reavaliagdo rigorosa
dos dados. Da mesma forma, os trabalhos realizaoldrasil com morfologia craniana.¢
WICKERT, 2010) apresentaram um alto grau de solsieg@o na maior parte das medidas
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tomadas entre os dois gruposTdeasiopssp., além de ndo demonstrarem diferengcas genéticas
entre as espécies propostas. Ja Oliveiraal (2008) utilizando andélises com marcador
microssatélites sugeriram a presenca de trés gdgbgrsiopsno Rio Grande do Sul — costeiro,
oceanico e, possivelmenf€, gephyreusNeste sentido, com base nos dados de Olietiad
(2008) e argumentos apontados pelo Comité em TaxendaSociety for Marine Mammalogy

o atual estudo optou por adotar uma medida maiseceadora chamando os dois grupod de
truncatusgeneticamente distintos como formas estuarina ¢poter individuos de populactes
estuarinas) e costeira (e/ou oceéanica), os quaienp@u nao vir a ser comprovados no futuro
como subespécies ou, até mesmo, espécies diferdat@sirsiops (i.e. T. truncatuse T.
gephyreuk

A existéncia de popula¢des costeiras e oceanicds ttancatusja foi comprovada em
diversas regides do mundo (WALKER, 1981; DUFFIELRIDGWAY; CORNELL, 1983;
HERSH; DUFFIELD, 1990; VAN WAEREBEELKt al, 1990; FINDLAY et al, 1992; MEAD;
POTTER, 1995; HOELZEL,; POTTER; BEST, 1998; PARSO&tSal, 2002; SANINOet al,
2005; LOWTHER, 2006; PERRIMt al, 2011), e apesar de ainda néo ter sido deteraipach
a costa do Oceano Atlantico Sul Ocidental, estatbge j4 havia sido sugerida anteriormente por
Simdes-Lopes (1996). Além disso, é de extrema itApoia destacar que alguns estudos
demonstraram também diferencas genéticas entr@mdagdes costeiras deursiopssp. de
acordo com o hébitat ocupado - areas protegiel@s €stuarios) ou abertas ao longo da costa
(c.f., SELLAS; WELLS; ROSEL, 2005; MOLLERt al, 2007; WARINGet al, 2009).

A nova andlise da estruturacdo populacional defipelo programa Structure permitiu
verificar diferencas genéticas entre as populac@eEnhominadas de “Estuarina” e
“Costeira/Oceéanica”, de acordo com o indice dechixalst, que leva em consideracdo a reducao
da heterozigosidade nas subpopulacdes relativapdggao total (WRIGHT, 1978). Resultado
semelhante néo foi verificado pelatRum indice que assume o0 modelo de mutacdo escalonada
(stepwise mutation modelSMM) (OHTA; KIMURA, 1973). Se os microssatélitesobvem de
acordo com o SMM, entdo os alelos de tamanhosas&sil(ou seja, com mesmo numero de
repeticdes) sdo mais proximamente relacionado® entrdo que com os alelos de tamanhos
diferentes (VALDES; SLATKIN; FREIMER, 1993). Contodha ainda muita controversa a

respeito da acuracia desiRpois alguns loci podem evoluir de maneira simigiguanto outros
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ndo. Quanto maior o tempo de divergéncia entrepslacdes, maiores as chances dos alelos de
mesmo comprimento terem evoluido de ancestraigedies (HEDRICK, 2011).

Destaca-se ainda que diferencas entre o padratude génico entre populagdes com
areas de vida geograficamente proximas ja foranstatadas por Molleet al (2007) para
popula¢cdes d&ursiops aduncuda costa sudeste da Australia. Segundo os autmpslacdes
estuarinas interagiam sexualmente (com fluxo génesdre si, assim como as populacdes
costeiras. Entretanto, ndo foram encontradas esi@€re fluxo génico entre populacbes que
habitam &areas mais protegidas e as populacdeseds abertas ao longo da costa, mesmo
distando menos de 60 km entre si. Desta forma,dedoarta-se a hipétese de que um padréao
similar possa ser encontrado para a costa brasiletvendo uma interagcdo sexual com fluxo
génico de individuos de Laguna somente com indoddde outras populacbes estuarinas
residentes, jA que movimentos entre as areas feeaificados anteriormente.. MOLLER et
al., 1994; SIMOES-LOPES; FABIAN, 1999).

Segundo Daura-Jorge, Ingram e Simdes-Lopes (20i2)uma alta frequéncia de
permanéncia dos botos estuarinos residentes (desao® sexos) no Complexo Lagunar de
Santo Antbnio dos Anjos, com uma probabilidade mégmcdo extremamente baixa (0,0031).
Simdes-Lopes e Fabian (1999) mencionaram o intdsichde apenas 5,7% de individuos entre
Laguna e Imbé/Tramandai (RS). De acordo com obs@egafeitas por Daura-Jorge al
(2012), a maioria dos espécimes migrantes fazerte mhr grupo que ndo coopera com 0S
pescadores e, assim, ndo fazendo uso da técnieai@gada de forrageio. Contudo, devido a
falta de informacéo da subpopulacéo de origem a@si@as de encalhes, provenientes do litoral
norte do Rio Grande do Sul, a hip6tese levantatieriarmente ndo pode ser verificada neste
estudo.

A respeito dos altos niveis de heterozigosidadebaixo polimorfismo observados na
subpopulacdo de Laguna é importante ressaltar g meesmos podem ser uma consequéncia do
pequeno tamanho efetivo, pois tamanhos populac@egquenos sugerem que a populacéo foi
fundada por poucos individuos reprodutivos, ossjaeam heterozigotos para a maioria dos loci
(e.g.LEARY; ALLENDORF; FORBES, 1993).

O poder estatistico ndo depende apenas das disremire as popula¢des, mas varia
também conforme a riqueza dos dados, como o tamambstral de cada populacdo, o nimero
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de populacdes e a quantidade de variaveis medidasanhos amostrais pequenos geralmente
tendem a causar diferencas populacionais nao-sigtvgas, resultando em erros na estimativa
do nivel de estruturacédo populacional (WAPLES, 19B@sta forma, é de extrema importancia
delinear melhor o experimento tanto através do atongo nimero de loci de microssatélites a
ser analisado, bem como, o numero de individuossaatms da subpopulacdo de Laguna
(considerando os botos que interagem ou nao comseaplocal, a fim de caracterizar cada
espécime de acordo com a técnica de forrageiaad#i) e das demais subpopulacdes estuarinas.
Somente desta forma sera possivel testar se ardiges genéticas nas subpopulagdes estudadas
relacionadas ndo somente a limitacdo de fluxo géeitre os individuos de Laguna e litoral
norte do Rio Grande do Sul, mas também com a égiaatle forrageio dentro da subpopulacdo
de Laguna. A partir da continuidade deste estut gessivel determinar com maior preciséo a
estruturacdo e o padréo de fluxo génico entre @sogrpopulacionais, bem como tomar medidas
de manejo e conservagao mais realistas e adega@&déass populacoes.
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ANEXOS

Anexo 1. Informac8es das amostras Barsiops truncatusisadas nas andlises de diversidade da regido

controladora de mtDNA e estrutura populacionalMdcho; F: FEémea; |: Indeterminado.

Amostra Sextc Comprimento Datade Latitude (S) Longitude (W) Localidade
total (cm) coleta
LG001 M I 04/05/1. 28°25'47.66 48°48'59.79
LG002 M I 05/05/1: 28°26'50.21 48°50'04.55
LG003 M I 05/05/1: 28°25'23.84 48°50'12.52
LG004 F I 06/05/1: 28°28'04.16 48°50'32.23
LG005 M I 06/05/1: 28°28'00.42 48°49'32.43
LG006 M I 06/05/1. 28°28'46.87"  48°49'22.36
LGO007 M I 06/05/1: 28°26'45.72 48°49'45.38
LG008 M I 25/09/1: 28°25'57.72 48°50'29.25
LG009 M I 27/09/1: 28°30'09.41 48°47'17.63
LGO011 F I 27/09/1: 28°27'06.50 48°50'27.82
MP0OO1 M I 05/10/1: 29°19'32,5 49°42'38,8
GO0115 M 30C 16/10/9: - - Litoral norte do R.
G019z M 20¢ 26/08/9: - - Jardim do Eder
Tramandai/RS
G0203 M 224 10/09/9- - - 51,5 km ao sul d
Quintédo, Palmares do
Sul/RS
G021¢ F 19t 30/10/9: - - 95 km ao sul d
Tramandai-Imbé/RS
G0286 F 271 25/10/9! - - Mariapolis—
Oso6rio/RS
G0292 | 19t 28/10/9! - - 70 km ao sul d
Imbé-Tramandai/RS
G033: M 34t 04/01/9¢ - - Torres/R¢
G0400 [ I 28/01/9° 31°20'13,9 51°00'43,2
G0401 M 29¢€ 19/02/9° - - Farol de Quinta~
Palmares do Sul/RS
G050¢ M 29C 16/01/9¢ - - Praia do Barce
Capéao da Canoa/RS
G0569 M I 30/12/9¢  30°28'56,7 50°19'28,8
G0816 M 33¢ 28/02/0:  31°13'51,7 50°53'03,9
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G0820
G0861
G0916
G0928
G0934
G1021
G105C
G1094
G1165
G1192
G123¢
G125¢

G1260
G128:

G1285

G1337

UFSC 1011
UFSC 129¢
UFSC 1317
UFSC 1349
UFSC 1398

= L

T

23z
177

27¢
32¢

31C
29¢
28C

28/03/0:
17/08/0:
20/12/0:
20/12/0:
22/01/0:
09/08/0:
10/09/0¢
28/10/0:
25/02/0:
10/11/0«
19/09/0!
03/11/0¢

06/12/0¢
20/11/0¢

I
23/10/0¢
20/11/8¢
31/03/0:
09/10/0:
05/01/0°
27/02/1:

30°47°20°

30°25'32,6
31°06'46,4
31°17°38,8

29°52'34’

31°12°08,7

30°11°25,7
30°02'18,6

29°53'29,3

30°35,582
27°43
26°17
27°25
27°44
28°29

50°32'19
50°17'536"

50°46'13,7
50°57'31,5

50°04'21

50°51'19,2

50°12'26,3
50°08'46,4

50°04'45,5

50°23,898
48°30
48°32
48923
48°37
48945

Albatroz, Imbé/R:

Guarita 22, Imbé/R

Indeterminad

Barra de Imbé
Imbé/RS

Mini-z6c, Balnearic
de Santa Terezinha —
Imbé/RS
Indeterminad
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