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SINOPSE

Foi realizado isolamento de marcadores microssatélites especificos
para o boto-vermelho (Inia geoffrensis) e caracterizados marcadores
desenvolvidos para outras espécies de Cetaceos. Foram analisados dados de
relacdo de parentesco de duas agregacdes do boto-vermelho do baixo Rio
Negro — AM, que se mostraram nao relacionadas.
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RESUMO

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos: no capitulo I foi realizado
tanto o isolamento e caracterizacdo de marcadores microssatélites especificos para o
boto-vermelho (Inia geoffrensis), como caracterizagdo de marcadores desenvolvidos para
outras espécies de cetaceos. Estes marcadores também foram caracterizados para a
franciscana (Pontoporia blainvillei) e para o boto-cinza (Sotalia guianensis). No capitulo
IT foram feitas andlises para determinacdo de relacionamentos dentro e entre duas
agregacdes de boto-vermelho do baixo Rio Negro — AM. Foi possivel observar que todas
as agregacdes dos botos de Novo Airdo e do Furo do Ariat sdo formadas exclusivamente
de machos. Este resultado pode ser explicado pela preferéncia por diferentes habitats,
sendo que os botos machos sdo encontrados principalmente nas calhas dos grandes rios,
enquanto que as fémeas sdo mais isoladas e preferem a varzea e a floresta alagada.
Também foi possivel observar que dentro de cada uma das agregagdes, em Novo Airdo e
no Furo do Ariau, o nivel de parentesco entre os botos apresenta-se muito baixo,
significando que os animais formam este tipo de agregacdo exclusivamente para
alimentacado artificial. Esse tipo de estudo fornece informagdes que ndo podem apenas ser
observadas no campo, e sdo importantes para que se possa entender a biologia das

populacdes analisadas.



ABSTRACT

The present work was divided into two chapters. Chapter I presents the isolation
and characterization of microsatellite markers specifically developed for the Amazon
River dolphin (Inia geoffrensis), as well as the characterization of these markers for other
cetacean species. These markers were characterized in the franciscana (Pontoporia
blainvillei) and the estuarine dolphin (Sotalia guianensis). Chapter II presents an analysis
of relatedness within and between two aggregations of the Amazon River dolphin from
the lower Rio Negro — AM. It was observed that the aggregations at Novo Airdo and Furo
do Ariat were comprised exclusively of male dolphins. This result could be explained by
the differential habitat preference since males are principally found in the main streams
of large rivers while females are more isolated and prefer varzea and flooded forests. It
was also observed that the level of relatedness observed in the Novo Airdo and Furo do
Ariatl groups was very low, which means that these aggregations are the formed
exclusively for hand-feeding. This study provides information which could not be
obtained from field observations only, and is important for the understanding of the

biology of the analyzed populations.
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INTRODUCAO

Inia geoffrensis

O boto da Amazodnia (Inia geoffrensis), comumente chamado de boto-vermelho,
boto-rosa ou simplesmente boto, pertence a ordem Cetacea, subordem Odontoceti,
superfamilia Platanistoidea, familia Iniidae, género Inia. Ainda existem controvérsias com
relagdo a sistematica do boto-vermelho. A classificagdo mais utilizada para o género Inia
separou-o0, por analises morfologicas, em trés subespécies: Inia geoffrensis geoffrensis, Inia
geoffrensis boliviensis e Inia geoffrensis humboldtiana (Best & da Silva, 1989; Rice, 1998).
No entanto, alguns autores, de acordo com analises morfologicas e moleculares, o dividem
em duas espécies: Inia boliviensis e Inia geoffrensis, sendo que esta ultima ainda esta
dividida em duas subespécies: Inia geoffrensis geoffrensis ¢ Inia geoffrensis humboldtiana
(Pilleri & Gihr, 1977; da Silva, 1994; Hamilton et al., 2001), sendo esta a classificagao
utilizada no presente trabalho.

O boto-vermelho estd amplamente distribuido nos rios da bacia Amazonica e
Orinoco. Tem como principais limites para sua distribui¢do as grandes corredeiras,
cachoeiras e rios muito pequenos (Best & da Silva, 1993). De acordo com a classificagao
adotada neste trabalho, as espécies possuem distribuigdes distintas: Inia boliviensis ¢é
encontrada no Alto rio Madeira e nos rios Ichilo, Mamoré¢, Ibor¢, Baré, e Guaporé (Pilleri
& Gihr, 1977); Inia geoffrensis humboldtiana é encontrada na bacia do rio Orinoco (Pilleri
& Gihr, 1977); e Inia geoffrensis geoffrensis ¢ encontrada nos rios do sistema Amazonico,
ocorrendo desde o delta, perto de Belém, até os principais afluentes dos Rios Solimdes,

Tocantins, Branco ¢ Negro. |. g. geoffrensis também pode ocorrer no rio Tapajos, abaixo



das corredeiras de Sao Luis do Tapajés e abaixo da cachoeira do Teotdnio no rio Madeira
(Best & da Silva, 1993).

Durante a estacdo seca, os botos podem estar restritos aos lagos grandes e profundos
e principais canais de rios. Quando os rios aumentam o nivel de dgua, os botos podem
vistos nadando entre as arvores em areas alagadas (Best & da Silva, 1993).

O boto-vermelho ¢ geralmente solitario, sendo raramente visto em grupos de mais
de quatro individuos. Grupos maiores ou agregacdes sao formados principalmente em areas
de alimentacdo, descanso, ou em épocas que envolvem a corte e o acasalamento. A maioria

dos grupos de dois individuos observados corresponde a, mae e filhote (da Silva, 2002).

Os botos machos e fémeas apresentam maturidade sexual em diferentes idades. Os
machos atingem a maturidade sexual quando o peso dos testiculos excede a 0,4% do peso
corporal, e o comprimento do corpo acima de 198 cm (Best & da Silva, 1989). J4 a fémea
apresenta maturidade sexual quando o comprimento do corpo atinge aproximadamente 180
cm (Best & da Silva, 1989), e pela presenga da corpora lutea e corpo albicans nos ovarios
(Harrison et al., 1972). A gestag@o desta espécie ¢ estimada entre 10 e 12 meses, e o filhote
nasce com aproximadamente 79 cm de comprimento (Best & da Silva, 1989).

A coloracdo da pele do boto ¢ bastante varidvel e esta principalmente relacionado
com a idade (Martin & da Silva, 2006), transparéncia e da temperatura da dgua (Best & da
Silva, 1989). Animais jovens sdo cinza mais escuros ¢ a medida que estes animais se
tornam mais velhos, ocorre a perda da pigmentagdo e a cor rosa (sem pigmentagdo) fica
mais aparente (Martin & da Silva, 2006). Pode-se afirmar que botos que vivem em aguas

brancas tendem a ficar predominantemente rosa quando adultos, enquanto que animais que



vivem em aguas escuras sao predominantemente cinza, com a regido ventral e abaixo das
nadadeiras mais rosadas (Best & da Silva, 1989).

Geralmente o boto-vermelho ¢é protegido pelo homem ribeirinho pelas varias lendas
que o associam a poderes sobrenaturais, ¢ conseqlientemente ndo ¢ diretamente cacado. O
que acontece mais freqlientemente ¢ a captura acidental em redes de pesca, ou a morte por
arpdo, quando “atrapalham” a pescaria. Depois de mortos alguns pescadores retiram os
olhos e a genitalia para serem vendidos como um “amuleto do amor” (da Silva, 1990).
Sabe-se que mais recentemente, os pescadores estdo matando o boto para o uso como isca
na pesca da piracatinga (Callophysus macropterus), um peixe muito apreciado na Coldmbia
(da Silva, comunicacdo pessoal). No entanto, o boto-vermelho (Inia geoffrensis) esta listado
como espécie “Vulneravel” no Apéndice II da Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES), ¢ se tornou protegido no Brasil
quando foi instituida a Portaria n° N-011 de 21 de Fevereiro de 1986, que protege todos os
pequenos cetaceos, pinipedes e sirénios das dguas nacionais contra perseguicio, caga ou
captura (IBAMA). Encontra-se listado como espécie VULNERAVEL no Plano de Agao

para os Mamiferos Aquaticos do Brasil (IBAMA, 2001).

Estudos genéticos realizados na Familia Iniidae

As relagdes taxonomicas dos chamados “golfinhos de rio” tém sido questionadas ha
mais de um século. Estes golfinhos estdo separados em quatro géneros, que em sua maioria
sdo monoespecificos: Platanista gangetica (susu) que ocorre na Bacia do rio Ganges,
Lipotes vexillifer (baiji) que ocorria na Bacia do Rio Yangtze e esta tecnicamente extinto

desde novembro de 2006 (Guo, 2006), Pontoporia blainvillei (franciscana) unica espécie de



“golfinho de rio” que ocorre no mar, e possui distribuicdo na costa Atlantica do sul da
América do Sul, desde Itatinas, no estado do Espirito Santo até o Golfo San Matias na
Argentina (Secchi et al., 2002) e o género Inia que foi separado em duas espécies: Inia
geoffrensis que ocorre nos rios da Bacia Amazonica e Inia boliviensis que ocorre na bacia
do rio Orinoco (da Silva, 1994). Cada um desses géneros ¢ agrupado em diferentes
familias, Platanistidae, Lipotidae, Pontoporiidae e Iniidae, respectivamente (Rice, 1998).
Mas de acordo com algumas similaridades encontradas dentro do grupo, tais como,
morfologia e habitat, alguns autores convenientemente classificam todas as espécies de
golfinhos de rio na Superfamilia Platanistoidea, o que tem sido questionado em alguns
trabalhos de filogenia (Nikaido et al., 1999; Hamilton et al., 2001). Milinkovitch et al.
(1994) afirmam que a ordem Cetacea e cada uma de suas familias e superfamilias sdao
monofiléticas, sugerindo que o boto da Amazonia (Inia geoffrensis) é espécie irma da
superfamilia Delphinoidea, que inclui os golfinhos da familia Phocoenidae, a beluga e os
golfinhos nariz-de-garrafa, por exemplo. Por outro lado, Cassens et al. (2000) utilizaram
seqiiéncias de DNA mitocondrial e nuclear, e como resultado, indicaram que estes
golfinhos ndo sdo monofiléticos e sim polifiléticos. Ou seja, os botos da América do Sul
(boto-vermelho e franciscana), formam um grupo considerado irmdo da Superfamilia
Delphinoidea, e o baiji (golfinho do rio Yang-Tsé na China) ¢ a espécie irma deste clado,
sendo o susu (golfinho do Rio Ganges) a espécie mais basal dos golfinhos de rio. Este
resultado também sugere que o boto-vermelho e a franciscana sdo mais relacionados
geneticamente do que os outros golfinhos de rio. J& os Platanistidae (que incluem os
golfinhos das bacias dos rios Ganges e Brahmaputra) foram considerados grupo irmao dos

outros odontocetos utilizados no trabalho (Ziphiidae e Physeteridae). Tais resultados



também foram confirmados por Hamilton et al. (2001), que ainda sugeriram uma distingdo
entre as formas de Inia da Bolivia e da Amazonia.

Em um estudo mais recente (May-Collado & Agnarsson, 2006), foram utilizadas
seqiiéncias de citocromo b de 66 cetaceos, representando 63 espécies, retiradas do
GenBank, para tentar resolver os varios conflitos existentes na filogenia de varias espécies
de cetaceos, incluindo os golfinhos de rio. Estes resultados concordaram com a maioria dos
estudos tanto moleculares quanto morfologicos, mostrando que os golfinhos de rio sdo
polifiléticos, e como sugerido em outros trabalhos, os golfinhos da familia Platanistidae ndo
se agrupam com os outros golfinhos de rio, e sdo mostrados como a familia mais basal da
infraordem Delphinida, como ja havia sido sugerido por Cassens et al. (2000) e Hamilton et
al.(2001). Este estudo (May-Collado & Agnarsson, 2006) também concorda com a
classificagdo de trés familias proposta anteriormente, sugerindo que Pontoporiidae e Iniidae
sdo mais relacionados e que Lipotidae forma seu grupo irmao.

Com relagdo a trabalhos filogeografico e populacional em botos de agua-doce da
América do Sul, pouco tém sido feito. Banguera-Hinestroza et al. (2002) utilizando-se do
seqiiénciamento de dois genes mitocondriais, observaram uma distingdo no genoma
mitocondrial dos botos das Bacias dos Rios Beni ¢ Mamoré na Bolivia e da Amazonia
central. Foram analisadas amostras de tecido de botos de varias regides das bacias do rio
Orinoco ¢ do Amazonas, coletadas no Brasil, na Colombia, na Bolivia ¢ na Venezuela, a
fim de determinar uma variacdo genética para as trés subespécies sugeridas. A analise da
regido controle mitocondrial mostrou que ndo existem haplotipos compartilhados entre os
botos das bacias Amazonica e da Bolivia, e também que existe um consideravel nivel de
diversidade genética entre as populacdes. De acordo com estes resultados, os autores

propdem varios eventos de isolamento geograficos que acabaram gerando esta diversidade



de haplotipos, sendo possivel observar que as populagdes de Inia estdo claramente
separadas em duas unidades evolutivas consideradas como Inia geoffrensis e, Inia

boliviensis (Banguera-Hinestroza et al., 2002).

Marcadores (ou locos) microssatélites

Marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo regides
encontradas ao longo do DNA que consistem de pequenas seqiiéncias com 1 a 4
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem (Ferreira & Grattapaglia, 1995). As
seqiiéncias de microssatélites sdo altamente polimoérficas e abundantes, e sdo geralmente
encontradas nas regides nao codificadoras do genoma (sendo considerados marcadores
neutros). Sao marcadores codominantes, herdados de acordo com a heranga mendeliana
(Ferreira & Grattapaglia, 1995). A taxa de mutacdo dos microssatélites € alta, e um grande
numero de alelos s3o variagdes em tamanho de um tnico loco (Small et al., 1998).

Os microssatélites podem ser classificados em trés familias: seqiiéncias puras,
compostas e interrompidas (Weber, 1990). Qualquer tipo de combinagdo entre essas
familias ¢ possivel. De acordo com o numero de nucleotideos encontrados em cada
repeticdo, os microssatélites podem ainda ser classificados como di-, tri- ou tetra-
nucleotideos (Queller et al., 1993). Em mamiferos, as repetigdes mais comuns sdo as de
dinucleotideos (CA), (Rohrer et al., 1994).

Os principais mecanismos que ddo origem aos microssatélites sdo os deslizamentos
da DNA polimerase e o crossing over desigual. Ambos levam a uma constante insergao e
delecdo de seqiiéncias simples no genoma (Tautz & Renz, 1984). Estes mecanismos e 0s

erros de reparo que podem ocorrer durante a replicacdo, geram a diversidade de



microssatélites, o que ¢ facilmente detectado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando-se primers especificos as seqiiéncias flanqueadoras. Devido a alta homologia
encontrada nas seqiiéncias flanqueadoras, os primers desenvolvidos para uma espécie
também podem ser amplificados em espécies relacionadas (Moore et al., 1991). Embora
nao haja necessidade de que essas espécies sejam intimamente relacionadas, a porcentagem
dos locos amplificados decresce a medida que o tempo que separa as espécies aumentar
(Fitzsimmons et al., 1995).

Essas inimeras propriedades fazem dos microssatélites os marcadores moleculares
mais empregados nos estudos de mapeamento genético, parentesco, fluxo génico,

identificagdo forense e estrutura genética de populagdes (Goldstein & Schlotterer, 1999).

Microssatélites em Cetaceos

Com o avango da tecnologia dos marcadores microssatélites, estes foram
amplamente desenvolvidos para algumas espécies de golfinhos e baleias. O primeiro
trabalho a isolar e caracterizar marcadores microssatélites para cetaceos foi o de Amos et
al. (1991) que isolaram quatro marcadores microssatélites para a baleia-piloto
(Globicephala melas). Os primers desenvolvidos para essa espécie se mostraram altamente
polimérficos e foram testados por Schldtterer et al. (1991) em DNA extraidos de 11
espécies de cetaceos (baleias e golfinhos). Todos os locos testados foram amplificados para
as onze espécies, mostrando que as regides flanqueadoras destes microssatélites em
cetdceos sdo altamente conservadas. No entanto, apenas trés dos quatro locos se mostraram
polimorficos. Estes resultados evidenciam que, apesar de se ter marcadores microssatélites

desenvolvidos para diferentes espécies de cetaceos, estes nem sempre sdo polimorficos para



uma espécie em questdo. Para estudos de estrutura populacional da beluga (Delphinapterus
leucas) foram isolados 15 marcadores microssatélites, sendo todos polimorficos (Buchanan
et al., 1996). Para o cachalote (Physeter macrocephalus) foram isolados 10 marcadores
microssatélites, no entanto, apenas cinco foram polimorficos, sendo que o nimero de alelos
variou entre cinco ¢ 18 (Richard et al., 1996b).

Shinohara et al. (1997) isolaram e caracterizaram cinco marcadores microssatélites
altamente polimoérficos para o golfinho nariz-de-garrafa Tursiops truncatus. Estes
marcadores também foram submetidos ao teste de transferibilidade (cross-species) para
outras quatro espécies de cetaceos, sendo elas Grampus griseus, Stenella attenuata,
Globicephala macrorhynchus e Megaptera novaeangliae. Todos os marcadores
funcionaram para essas quatro espécies, confirmando o alto grau de conservagdo das
regides flanqueadoras dos microssatélites nessa Ordem, como ja foi demonstrado pelo
trabalho de Schlotterer et al. (1991). No entanto, apenas duas das espécies testadas
apresentaram polimorfismo nas seqiiéncias, com o numero de alelos variando entre dois e
seis (Shinohara et al., 1997).

Rosel et al. (2005) isolaram e caracterizaram 12 marcadores microssatélites também
para a espécie Tursiops truncatus, que ocorre tanto em areas costeiras como oceanicas.
Estes marcadores foram testados em diferentes individuos nas duas areas de ocorréncia e
mostraram-se polimoérficos para as duas regides, no entanto em areas ocednicas o grau de
polimorfismo foi bem maior podendo ser encontrados locos com até 25 alelos. Cinco
desses primers foram testados para duas outras espécies de golfinho, Stenella frontallis e
Inia geoffrensis. A maioria dos primers testados se mostraram polimoérficos, sendo que um

deles foi monomorfico para I. geoffrensis.



Para estudos de paternidade e relagdes de parentesco, foram isolados e
caracterizados cinco marcadores microssatélites para uma outra espécie de golfinho nariz-
de-garrafa Tursiops aduncus. Todos os marcadores isolados foram altamente polimorficos
para essa espécie, com o numero de alelos variando entre sete e 23 (Kriitzen et al., 2001).
Em estudo testando a transferibilidade desses marcadores para duas outras espécies de
golfinho observou-se que para o golfinho listrado (Stenella coeruleoalba), trés dos cinco
microssatélites amplificaram apresentando alto polimorfismo, com o numero de alelos
variando entre nove e 16. Ja na segunda espécie, a franciscana (Pontoporia blainvillei),
apenas trés locos microssatélites amplificaram, sendo que o nivel de polimorfismo foi bem
menor (cinco alelos/locos no maximo) (Kriitzen et al., 2001).

Como visto acima, as regides flanqueadoras das regides de microssatélites nos
cetaceos sdo muito conservadas, e os marcadores desenvolvidos para uma espécie podem
ser utilizados para outras espécies relacionadas (Schlotterer et al., 1991). No entanto, nota-
se uma perda de contetido informativo, em termos de variabilidade, quando se trabalha com
marcadores transferidos de uma espécie para outra. Em estudos populacionais tais como de
identificacdo individual e relagdes de parentesco, em geral se faz necessario o isolamento
de locos microssatélites especificos e que apresentem maior contetido informativo,
principalmente no que diz respeito ao poder de exclusdo desses locos (Kriitzen et al., 2001).

Como foi dito anteriormente alguns pesquisadores desenvolveram marcadores
microssatélites para varias espécies de cetaceos. No entanto, ainda ndo existem trabalhos
sobre o desenvolvimento destes marcadores para nenhuma das espécies de golfinhos de rio,

inclusive para o boto-vermelho (Inia geoffrensis).



Marcadores para determinacéo de sexo

A determinacdo do sexo para as espécies de ceticeos ¢é bastante critica,
principalmente em estudos de genética de populagdes, parentesco e sistemas de reprodugio
e social, onde na maioria dos casos se faz necessario saber a identidade genética dos
individuos. Isso se deve a dificuldade que se tem em apenas observar as regides genitais
dos animais no campo, principalmente porque as espécies possuem pouco dimorfismo
sexual e genitalia interna (Morin et al., 2005).

Em estudos moleculares anteriores, foram desenvolvidos técnicas para
determinagdo do sexo em cetaceos que requeriam além da amplificacdo via PCR, digestao
com enzimas de restricdo de um grande fragmento dos genes ZFX/ZFY (Palsbell et al.,
1992). No entanto, foram encontradas algumas dificuldades de amplificagdo devido ao
grande comprimento dos genes e as amostras geralmente estarem um pouco degradadas.

Trabalhos mais recentes (Bérubé & Palsbell, 1996; Rosel, 2003; Morin et al., 2005)
desenvolveram primers internos as seqiiéncias dos genes ZFX ¢ ZFY diminuindo o
tamanho dos fragmentos e facilitando a amplificacdo dos mesmos em amostras de DNA
degradadas, ndo sendo necessario o uso das enzimas de restricdo ou seqiiénciamento dos
genes, apenas analise em gel de agarose.

Como os primers sdo desenvolvidos para ceticeos em geral, é necessario que se
facam testes de amplificacdo na espécie que serdo usados, pois pode acontecer diferencas
nos tamanhos das bandas ou ineficiéncia na amplificacdo dos produtos, o que pode levar a
determinagdo incorreta do sexo, especialmente quando a quantidade ou qualidade do DNA

for baixa (Rosel, 2003).
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CAPITULO |

Isolamento e caracterizacdo de marcadores microssatélites para o boto-

vermelho Inia geoffrensis

1.1 INTRODUCAO

O boto-vermelho (Inia geoffrensis) ¢ o maior dos cetaceos de rio existentes no
mundo, e estd amplamente distribuido nas bacias dos rios Orinoco e Amazonas, tendo
como principais limites a sua distribuicdo, grandes corredeiras, cachoeiras e rios muito
pequenos (Best & da Silva, 1993). Tem como uma das suas caracteristicas
comportamentais, ser um animal solitdrio, ndo formando grupos estdveis (Martin & da
Silva, 2004). Esta espécie tem sido foco de extensa pesquisa para que se possa entender
mais de sua biologia e ecologia, no entanto ainda existem muitas dificuldades logisticas
(Martin & da Silva, 2004).

Recentemente, alguns estudos vém mostrando que o wuso de marcadores
microssatélites tem sido o meio pelo qual varios pesquisadores t€ém solucionado questdes
dificeis de serem respondidas apenas com observacdo em campo, como ecologia,
comportamento social, formagao de grupos e tipos de sistemas reprodutivos.

As seqiiéncias de DNA microssatélites podem ser muito informativas em estudos de
genética populacional e de relacionamento entre individuos, podendo determinar a
identidade individual e a relacdo de parentesco dentro e entre populagdes, e ainda
determinar a estrutura genética de populagdes (Rosel et al., 2005). No entanto, nota-se uma

perda de conteudo informativo, em termos de variabilidade, quando se trabalha com
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marcadores transferidos de uma espécie para outra. Em estudos populacionais tais como o
de identificacdo individual e relagcdes de parentesco, em geral, faz-se necessario o
isolamento de locos microssatélites especificos e que apresentem maior conteudo
informativo, principalmente no que diz respeito ao poder de exclusdo de parentesco desses
locos (Kriitzen et al., 2001).

Apesar de ja terem sido desenvolvidos marcadores microssatélites para varias
espécies de cetaceos, evidenciando inclusive transferibilidade entre diferentes espécies
(Buchanan et al., 1996; Shinohara et al., 1997; Caldwell et al., 2002), ainda ndo existem
trabalhos sobre o desenvolvimento destes marcadores especificos para as espécies de
golfinhos de rio, incluindo o boto da Amazonia ou boto-vermelho (. geoffrensis). Para isso,
o objetivo do presente trabalho foi construir uma biblioteca gendmica, a partir de uma
amostra do boto-vermelho, para identificacdo dos locos microssatélites, posterior
caracterizagdo dos mesmos tanto em amostras de boto, como também em outras espécies de

golfinhos, como a franciscana (Pontoporia blainvillei) e o boto-cinza (Sotalia guianensis).
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Obtencéo das amostras e preparo do material

Para o isolamento e caracterizagdo dos marcadores microssatélites foi utilizado
apenas uma amostra de tecido proveniente de um individuo do baixo Rio Madeira. Para a
caracterizagdo dos marcadores isolados foram utilizadas amostras de tecido de 31 botos-
vermelho (I. geoffrensis), sendo que, destas 31 amostras, 14 foram obtidas do banco de
tecidos do Laboratorio de Mamiferos Aquaticos do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazdnia) provenientes de diversos rios da Bacia Amazonica e 17 foram coletadas de

animais vivos, em duas localidades do baixo Rio Negro, por coleta de tecido ndo invasiva.

Para a realiza¢do do teste de transferibilidade foram obtidas 10 amostras de boto-
cinza (S. guianensis) do banco de tecidos do Laboratorio de Evolucdo e Genética Animal
da Universidade Federal do Amazonas, e trés amostras de franciscana (P. blainvillei),
gentilmente cedidas pelo Projeto BioPesca, SP, por meio do Banco de Tecidos de MM-

LAPCOM-FMVZ-USP.

1.2.2 Extragéo de DNA

Foram utilizados fragmentos (de 2 a 3 mm) de tecido epitelial, muscular, ou ainda
do figado, dependendo da proveniéncia do tecido. O DNA total foi isolado seguindo o
protocolo do kit Genomic Prep Cells and Tissue DNA Isolation da GE Healthcare, com

posterior confirmacao da extragdo em eletroforese de gel de agarose a 1%.

13



1.2.3 Isolamento de regides de microssatélites

Todo desenvolvimento dos marcadores moleculares de microssatélites seguiu a
metodologia modificada de Farias et al. (2003).

Aproximadamente 10 pg do DNA gendmico de um individuo de boto - vermelho
foram digeridos com a enzima Sau3Al (2 U/ug) numa reacdo de volume total de 200 uL
(100 uL de DNA, 10 pL de tampao da enzima, 2p L de BSA(100 ng/pL), 2 pL de enzima
(2 U/pg), 86 uL de agua Milli-Q autoclavada). Esta enzima possui o sitio de restri¢ao 5’
VGATC 3’ e 3’ CTAGT.

Para a construcao da biblioteca gendmica enriquecida com regides microssatélites o
ideal é obter fragmentos de tamanho variado, entre 400 e 1000 pb. Para tanto, todo o
produto da restricdo (200 puL) foi submetido a eletroforese em gel de agarose de baixo
ponto de fusdo a 1 % por trés horas a 60 V. O corte do gel na regido correta foi direcionado
pela utilizagdo conjunta de um marcador de peso molecular Ladder 1 kb. A banda

correspondendo aos fragmentos desejados foi cortada e purificada utilizando-se kit de

purificagdo de gel GFX da GE Healthcare.

Dois oligonucleotideos adaptadores (ErlBh1Blunt — 5> CGG AAT TCA GTG
GAT CCT GCC 3’; ErlBh1GATCSticky - 5> GAT CGG CAG GAT CCA CTG AAT
TCC G 3°) foram anelados através de uma reacdo de PCR (Reagdo em Cadeira da
Polimerase) de 100 pL, passando entdo a serem chamados de adaptadores ou linkers.
Depois de anelados, esses oligonucleotideos formaram um fragmento de DNA dupla fita
onde a seqiiéncia GATC estava livre para se ligar aos fragmentos de DNA provenientes da

digestao. A reagdo de ligacdo dos adaptadores aos fragmentos de 400 a 1000 pares de bases
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foi realizada com os seguintes reagentes: adaptadores (200 uM), DNA (2-3 pg/uL), T4
Ligase (2 U/uL), Tampao da T4 Ligase (10X). A rea¢do de ligacdo ocorreu a 16 °C
overnight.

Como o objetivo foi enriquecer o produto da ligagdo e evitar a selecdo e exclusao
casual de alguns fragmentos, o produto da ligagdo de reacdo foi entdo reamplificado em
uma reagdo de PCR usando-se apenas um dos primers (Blunt). O produto dessa reagao foi

purificado utilizando um kit de purificagdo de PCR GFX da GE Healthcare.

1.2.4 Hibridizacdo dos microssatélites

A sonda (CT)) foi preparada utilizando-se os seguintes reagentes: sonda-oligo (40
uM), tampdo terminal transferase (5X), Biotina dUTP (1 mM) e terminal transferase
(20u/pL), formando um complexo biotina-sonda. Apds a preparagdo, este complexo foi
ligado a micro esferas magnéticas Dynabeads® M-280 streptavidin (Dynal Biotech,
Hamburg). Este segundo complexo (sonda-biotina-avidina-dynabeads) foi utilizado na
etapa da hibridiza¢do, onde foram ligadas as repeti¢des de microssatélites correspondentes
no DNA gendmico.

A selecdo dos fragmentos ricos em repeti¢des, realizada pela ligagdo dos fragmentos
digeridos de DNA ao complexo sonda/biotina/dynabeads, foi feita utilizando-se um
protocolo que incluiu: (1) lavagem das esferas magnetizadas que foram misturados aos
oligonucleotideos biotinilados formando um complexo esferas/oligonucleotideos; (2)

hibridizacdo do DNA digerido pré-desnaturado (10 min/95 °C) junto com a solucdo
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esferas/oligonucleotideos para a hibridizag¢ao a 55 °C por 4 horas; (3) lavagem do complexo

para o isolamento do DNA com as repeti¢cdes de microssatélites.

Os fragmentos selecionados pelo protocolo descrito acima foram desligados do

complexo por lavagem com tampao TE.

1.2.5 Ligacao dos fragmentos selecionados ao plasmideo vetor e clonagem

Os produtos da hibridizacdo que continham fragmentos potencialmente ricos em
microssatélites foram amplificados, sendo que na ultima etapa da reagdo de PCR a Taq
polimerase adiciona uma adenina na extremidade 3’ do fragmento. Os fragmentos sdo
ligados a vetores de clonagem do Kit TOPO TA cloning da Invitrogen®, os quais possuem
uma timina extra no final 3’, desta forma, este Kit ¢ especialmente desenvolvido para ligar-
se a fragmentos de PCR. Depois de ligar os fragmentos ao vetor estes sdo transformados
pela metodologia de eletroporacao, utilizando células competentes do proprio Kit.

As células foram inoculadas em 2 mL de meio SOC liquido e incubadas a 37 °C sob
agitagcdo por uma hora. Apds esse tempo o material foi inoculado em placas de meio SOB
solido com ampicilina. A confirmacdo de que os plasmideos extraidos possuiam insertos de
diferentes tamanhos foi feita através de PCR usando primers universais M13. Apos essa a
confirmagdo foi realizado o seqiiénciamento de duas placas contendo 96 clones para a

identificacdo dos microssatélites.
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1.2.6 Sequénciamento dos clones

Apo6s a amplificagdo, os produtos de PCR foram purificados utilizando o protocolo
de purificagdo por EXOSAP (Enzimas Exonuclease e Shrimp Phosphatase Alcaline)

conforme protocolo do fabricante.

Para a reagdo de seqiiénciamento, foi utilizado 2 pLL dos PCRs de cada colonia ja
purificados, 2 uL de dgua e 2 pL do kit de reacio DYEnamic™ ET dye terminator kit (GE
Healthcare). A reagdo ¢ realizada basicamente como uma PCR, no entanto quando os
nucleotideos modificados com fluorescéncia do ET dye terminator kit sdo inseridos a fita
que estd sendo construida, esta para, formando varias coOpias da fita molde de varios
tamanhos, contendo um nucleotideo marcado no final. O seqiienciamento dos produtos
ocorreu em seqiienciador automatico de DNA MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare) do
Laboratorio de Tecnologia de DNA da Universidade Federal do Amazonas, onde as bases
marcadas com fluorescéncia sdo lidas com um raio laser. Para isso quando as amostras siao
injetadas nos capilares contendo a matriz de corrida, ¢ realizada uma eletroforese de
capilar, onde os fragmentos de tamanho menor correm mais rapidos do que os fragmentos
de tamanho maior, ¢ a medida que passam pelo laser a base marcada ¢ lida gerando a
seqiiéncia.

Fragmentos com regides ricas em microssatélites foram selecionados e primers
foram desenhados a partir das seqii€ncias das regides de flanqueamento das repeti¢cdes. Para
o desenho dos iniciadores (primers) das regides flanqueadoras dos microssatélites foi

utilizado o software Primer 3 disponivel online (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi). Foram observadas caracteristicas como: tamanho,
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quantidade de nucleotideos C/G e a possibilidade minima de formacdo de estruturas
secundarias dentro dos iniciadores.

Todos os primers foram desenhados de acordo com o método econdmico descrito
por Schuelke (2000) que utiliza juntamente com o primer especifico da regido microssatélite
uma seqiiéncia chamada de cauda M13, onde sera anelado na reagdo de PCR um primer
universal M13 marcado com fluorescéncia, para posterior leitura no seqiienciador
automatico MegaBACETNI 1000 (GE Healthcare). Para os testes de polimorfismo foi
realizada uma PCR com volume final de 10 puL contendo 4,3 uL de H;O, 0,7 uL de MgCl,
(25mM), 0,8 puL de dNTPs (10 mM), 1,0 uL de tampao 10x (100mM Tris-HCI, 500mM
KCl), 0,5 uLL do primer foward contendo a cauda M13 (2 uM), 1,0 uLL do primer reverso,
1,0 uL do primer M13 marcado com fluorescéncia, 0,2 ul. de Tag DNA Polymerase (5
U/ul) e 1 uL. do DNA (com a concentracdo variando entre 50 ng e 100 ng). E as condi¢des
do PCR foram as seguintes: desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, temperatura de
anelamento dos primers variando entre 52 a 60°C dependendo do primer por 20 segundos, e
extensdo a 72°C por 30 segundos, repetidas por 35 vezes, seguidas por outro ciclo para
anelamento dos primers M13 com as seguintes condi¢des: desnaturagdo a 94°C por 20
segundos, temperatura de anelamento do primer M13 a 53°C por 20 segundos, ¢ extensdo a
72°C por 30 segundos, repetidas por 20 vezes, com extensdo final de 30 minutos a 72°C.

Os testes de polimorfismo dos fragmentos selecionados foram feitos diretamente
no seqiienciador MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare), onde foram utilizados apenas doze
individuos para cada primer. A analise das genotipagens realizadas no seqiienciador foram

feitas utilizando os Programas Genetic Profiler e Fragment Profiler.
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1.2.7 Caracterizacdo dos locos microssatélites

Além dos loci de microssatélites desenvolvidos especificamente para |. geoffrensis
também testamos e caracterizamos outros loci desenvolvidos para outras espécies de
cetaceos (teste de transferibilidade).

Todos os locos microssatélites foram avaliados quanto a sua utilizagdo como
marcadores polimérficos para o estudo populacional no boto-vermelho, sendo
caracterizados para as seguintes medidas de diversidade genética: (A) — numero de alelos,
(Ho) — heterozigosidade observada, (He) — heterozigosidade esperada. Os parametros
genéticos foram estimados por loco utilizando-se o programa ARLEQUIN 3.01 (Excoffier
et al., 2005). O desequilibrio de ligagdo entre os locos, € o equilibrio de Hardy-Weinberg
foi calculado com 10000 permutagdes também no programa ARLEQUIN (Excoffier et al.,
2005).

Foi calculada o indice de identidade genética (I), de acordo com Paetkau (1995),
que indica a probabilidade de encontrar em uma populagdo dois individuos nao
relacionados com um gendtipo idéntico. Também foi calculado o indice de exclusdo de
paternidade (Q), que indica a probabilidade de se excluir os provaveis pais de um filhote
usando um conjunto de marcadores microssatélites, de acordo com Weir (1996). Para as
duas medidas mencionadas foram calculados valores para cada loco e para todos os locos

utilizados em conjunto.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas quatro placas com 96 wells de clones de bactérias selecionadas que
continham fragmentos de DNA genomico do boto-vermelho com regides ricas em
microssatélites. No entanto, apenas duas dessas placas foram seqiienciadas uma vez que em
mais de 50% das seqliéncias de cada placa foram observadas seqiiéncias com
microssatélites. Apesar de uma alta taxa de clones ricos em microssatélites, nem todos
apresentaram boas regides flanqueadoras para o desenho dos primers.

Das 88 seqiiéncias obtidas que continham regides ricas em microssatélites, foram
desenhados 25 pares de primers. Destes, 44% flanqueiam microssatélites perfeitos, € o
restante (56%) sdo microssatélites imperfeitos, normalmente compostos por repetigdes GT
ou CT+GA.

Por questoes de tempo, apenas sete destes 25 pares de primers desenvolvidos foram
testados, sendo que todos se mostraram polimorficos para o boto-vermelho, com o nlimero

de alelos variando de dois a 12, como é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizagdo dos locos microssatélites tanto desenvolvidos para o boto-
vermelho (l. geoffrensis), como os desenvolvidos para outras espécies de cetaceos e
testados no boto-vermelho: tipo de repeti¢do, temperatura de anelamento, tamanho dos loci,
numero de individuos analisados (n), nimero de alelos (A) e Heterozigosidade observada
(Ho) e esperada (He), Indice de exclusido de parentesco (Q) e Indice de identidade genética

(D.

Seqiiéncia do T  Tamanho Inia geoffrensis
Locos primer Repeticio (°C)  (pb) n A Ho He Q I
Ig1B1 Presente trabalho (GA)10 60 283-285 24 2 0,3 0,68 021 0,38
IgIF1 Presente trabalho (GT)11(GA)6gg 60 164-178 29 7 09 079 059 0,08
(GA)4 aa (GA)24
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Ttr19
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Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho

Kriitzen et al.
(2001)
Kriitzen et al.
(2001)
Kriitzen et al.
(2001)
Kriitzen et al.
(2001)
Kriitzen et al.
(2001)
Caldwell et al.
(2002)
Caldwell et al.
(2002)
Caldwell et al.
(2002)
Caldwell et al.
(2002)
Caldwell et al.
(2002)
Caldwell et al.
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Caldwell et al.
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Caldwell et al.
(2002)

Rosel et al.
(2005)

Rosel et al.
(2005)

Rosel et al.
(2005)

Rosel et al.
(2005)

Rosel et al.
(2005)

Rosel et al.
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Rosel et al.
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(2005)
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Rosel et al.
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0,5
0,1
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0,8
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0,8

0,3

0,2

0,8

0,2
0,6
0,3

0,4

0,7

0,68
0,19
0,58
0,57

0,74

0,57
0,66

0,63

0,27

0,81

0,75
0,68
0,56

0,74

0,52

0,34
0,10
0,29
0,71
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0,21
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0,47

0,05

0,59

0,28
0,29
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0,43

0,24
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0,03

0,10

0,37
0,16

0,13

0,78

0,08

0,30

0,81

0,28

0,17
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TtrRC11 Rosel et al. (CT)i6 52,9 - - - - - - -
(2005)

TtrRA6 Rosel et al. (TG)x 60 113-117 30 3 05 06 0,19 042
(2005)

Durante a etapa de caracterizagdo dos microssatélites também foram testados
primers desenvolvidos para o golfinho nariz-de-garrafa Tursiops truncatus, descritos por
Caldwell et al. (2002) e Rosel et al. (2005), e para outra espécie do género Tursiops
desenvolvidos por Kriitzen et al. (2001). Para este teste de transferibilidade foi testado um
total de 25 primers, sendo que destes apenas 20 funcionaram para o boto-vermelho, ¢ 14 se
mostraram polimorficos, com o nimero de alelos variando de dois a oito, de acordo com a
Tabela 1. Esse tipo de resultado confere com o que foi dito por Kriitzen (2001), que
marcadores transferidos de uma espécie para outra perdem variabilidade. Um exemplo da
analise de um dos loci polimoérficos pode ser observado na Figura 1.

Os loci Ttr19 e TtrRC11 (Rosel et al., 2005) foram retirados da analise por ndo ter
sido possivel detectar o tamanho do alelo, sendo necessaria uma melhor otimizagdo da
PCR. Trés dos loci desenhados por Caldwell et al. (2002) (TtruGT6, TtruGT39 e
TtruGT48) também foram retirados das anélises por ndo ter sido possivel genotipar todos
os individuos, no entanto estes loci se mostraram polimorficos para os poucos individuos

genotipados.
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Figura 1 — Eletroferograma mostrando polimorfismo para um dos loci desenvolvidos para
Tursiops truncatus, (Ttrl11) e utilizados para Inia geoffrensis, utilizando o programa
Fragment Profiler.

Dos 12 primers desenvolvidos por Rosel et al. (2005), seis ja haviam sido testados
para o boto-vermelho. Destes, um havia sido descrito como monomorfico (Ttr04), por ter
apresentado apenas um alelo para um grupo de sete individuos. No presente trabalho este
primer se mostrou polimoérfico com dois alelos, isso se deve a um maior nimero de
individuos genotipados (31) em relagdo ao trabalho descrito.

Também foi possivel observar uma diminuicdo de variabilidade para o boto-

vermelho em alguns dos primers desenvolvidos para outras espécies. O primer Ttr63
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(Rosel et al., 2005) apresentou para uma das populacdes da espécie descrita, também
analisadas por Rosel et al. (2005), 25 alelos e, para o boto-vermelho s6 foram encontrados

seis alelos. Esta perda de variabilidade pode ser melhor observada na Tabela 2.

Tabela 2 — Comparagdo da variabilidade genética de marcadores microssatélites
desenvolvidos para outras espécies de cetaceos e testados no boto-vermelho (Inia
geoffrensis): nimero de individuos analisados (n), nimero de alelos (A) e Heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He) para cada primer.

Espécie descrita Inia geoffrensis
Locus Seqiiéncia do primer n A Ho He n A Ho He
MK6 Kriitzen et al. (2001) 714 23 0,87 0,89 9 1 - -
MK8 Kriitzen et al. (2001) 692 11 0,76 0,71 27 2 0,3 0,57
MK9 Kriitzen et al. (2001) 456 7 0,71 0,75 28 7 0,8 0,66

TtruAAT40 Caldwell et al. (2002) 103 13 0,75 0,62 31 5 0,3 0,63
TtruAAT44 Caldwell et al. (2002) 103 6 0,36 0,41 29 1 - -
TtruGT51  Caldwell etal. (2002) 103 10 0,67 0,58 20 1 - -
TtruGT6 Caldwell et al. (2002) 103 10 0,08 0,12 19 3 - -
TtruGT39  Caldwell et al. (2002) 103 7 0,50 0,65 10 3 - -

TtruGT48  Caldwell et al. (2002) 103 11 0,42 0,45 9 6 - -

Ttr04 Rosel et al. (2005) 92 9 0674 0,64 31 2 0,2 0,27
Ttrl1 Rosel et al. (2005) 94 8§ 0,713 0,647 30 8 0,8 0,81
Ttr34 Rosel et al. (2005) 95 6 0421 0446 25 4 0,2 0,75
Ttr48 Rosel et al. (2005) 95 7 0484 0514 30 3 0,6 0,68
Ttr58 Rosel et al. (2005) 96 6 0,547 0,633 29 3 0,3 0,56
Ttr63 Rosel et al. (2005) 95 16 0,833 0,892 31 6 0,4 0,74
TtrRC12 Rosel et al. (2005) 34 9 0910 0855 30 3 0,4 0,74
TtrRH1 Rosel et al. (2005) 10 8 1,0 0,864 26 1 - -

TtrRA6 Rosel et al. (2005) 8 2 0250 0,533 30 3 0,5 0,6
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Nao foi observado significante desequilibrio de ligagdo nas comparagdes entre pares
de loci. Os loci Ig1B1, Ig3A1, Igl0Al, e TtruAAT40 apods corregdo de Bonferroni foram
considerados fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo necessario maior aten¢do na
utilizagdo destes primers.

Também foram estimados valores de indice de exclusdao de parentesco (Q), e indice
de identidade genética (I) para cada um dos loci separadamente e para todos os loci
utilizados nesse trabalho, em conjunto (Tabela 1). Os valores de todos os loci em conjunto
foi de 0,999753 para o indice de exclusdo de parentesco, esse valor mostra a probabilidade
de excluir um possivel pai para um filhote usando esse conjunto de marcadores. O resultado
mostra que os loci utilizados sdo bons marcadores para estimativa de relacionamento entre
individuos. O valor de I foi 5,55x10’12, esse valor mostra a probabilidade de se encontrar
em uma amostragem aleatéria um genoétipo idéntico entre dois individuos usando o
conjunto de primers utilizado neste trabalho. Como o valor de I encontrado foi muito baixo,
estes marcadores também podem ser usados para estudos de estrutura populacional.

Além destes primers serem testados para o boto-vermelho, também foram testados
para a franciscana (P. blainvillei), que é a espécie mais relacionada ao boto-vermelho
(Hamilton et al., 2001) e para o boto-cinza (S. guianensis), uma espécie mais distante
filogeneticamente. Todos os primers testados amplificaram para as trés espécies como €

mostrado na Tabela 3, sendo que o numero de alelos variou entre os l0Ci e entre as espécies.
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Tabela 3 — Teste de transferibilidade realizado com os primers de microssatélites
desenvolvidos para Inia geoffrensis.

IgIBl IglF1 Ig2Bl 1g2Gl Ig3Al Igl0Al Igl1Bl

Inia geoffrensis +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Sotalia guianensis +/+ +/+ +/+ +/+ -/+ +/+ +/+
Pontoporia blainvillei ~ +/+ +/? +/+ +/? +/? +/? +/+

Legenda: +/+ Funcionou, e foi polimorfico
+/? Funcionou, mas nao foi possivel determinar se foi polimoérfico ou nio
-/+ Funcionou, mas foi monomorfico

Para a franciscana ndo foi possivel determinar se quatro dos primers utilizados
foram polimoérficos ou monomorficos. Isso se deve ao baixo nimero de amostras usadas
desta espécie, que foram apenas trés. Ja para o boto-cinza apenas um dos primers se
mostrou monomorfico (Ig3A1), sendo que os outros loci variaram o niimero de alelos entre
dois e nove.

As caracteristicas genéticas destes loci, tanto para Inia geoffrensis, como para as
duas outras espécies de cetaceos testadas (S. guianensis e P. blainvillei), indicam que estes
podem ser importantes marcadores moleculares em estudos de estrutura populacional, e

relacdes de parentesco.
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CAPITULO 11

Niveis de parentesco em duas agregacfes de boto-vermelho (Inia geoffrensis)

do baixo Rio Negro, Amazonas — AM.

2.1 INTRODUCAO

Em mamiferos, diferentes taxas de migragdo baseadas no sexo dos individuos sdao
bastante comuns. Normalmente um dos sexos ¢ filopatrico, enquanto que o outro dispersa
mais (Tiedemann et al., 2000). Para grupos de animais sociais, a filopatria de um dos sexos
leva a um maior nivel de relacionamento entre os membros do sexo filopatrico do que entre
os individuos do sexo que se dispersa, e isso pode indicar que os individuos que se
dispersam em grandes grupos ndo o fazem com seus parentes (Lukas et al., 2005).

Virias espécies de mamiferos formam aliangas, estas agregagdes sdo formadas tanto
por machos quanto por fémeas, com intuitos diferentes. Os machos formam aliangas
principalmente para terem acesso ou defender as fémeas, como acontece com o golfinho
nariz-de-garrafa (Tursiops sp., (Connor et al., 1996)); ou para competicdo por territorio,
como acontece com varias espécies de primatas (Pusey & Packer, 1987). Fémeas formam
aliangas principalmente para competir por recursos alimentares, por exemplo, e defender os
filhotes de predadores (Kriitzen et al., 2003; Kriitzen et al., 2004).

Esse tipo de agregacdo em cetdceos estd sendo muito estudado nas espécies de
golfinho nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus e Tursiops aduncus). Estas espécies, em

algumas regides, apresentam o comportamento de formagdo de aliangas principalmente de

27



machos, para competir por fémeas, como pode ser observado nas Bahamas (Parsons et al.,
2003) e em Shark Bay na Australia (Kriitzen et al., 2004). Para estas espécies de golfinhos,
as aliancas formadas pelos machos acontecem em algumas regides, mas ndo em outras, e
mesmo em lugares onde elas ocorrem, os machos continuam a se comportar como solitarios
(Connor et al., 2000).

O boto-vermelho (Inia geoffrensis) é o maior dos cetaceos de agua doce do mundo,
e pode ser encontrado nas Bacias dos rios Orinoco ¢ do Amazonas (Best & da Silva, 1993).
Apesar da sua ampla distribui¢do, poucos estudos tém sido realizados a fim de entender o
comportamento desses animais. Martin & da Silva (Martin & da Silva, 2004) observaram
que machos e fémeas dessa espécie apresentam diferentes preferéncias por habitat. Os
machos preferem os rios maiores, enquanto que as fémeas com filhotes permanecem mais
isoladas e procuram locais mais calmos e protegidos, podendo ser mais facilmente
encontradas em chavascal e dentro das 4areas de varzeas,, Embora ndo possuem
comportamento de formacdo de grupos estaveis, esses animais podem ser observados em
agregacdes de varios tamanhos em locais de alimentagdo, como bocas de rios e encontro de
aguas (Martin & da Silva, 2004).

Ultimamente, a ferramenta molecular mais utilizada para responder questdes
ecoldgicas tem sido os marcadores de DNA microssatélites. As informagdes obtidas com
este tipo de marcador podem responder questdes bioldgicas, desde a determinacdo de
identidade genética até de relacionamento entre individuos, incluindo estrutura genética das
populagdes e relagdes evolutivas (Rosel et al., 2005).

Os microssatélites sdo seqiliéncias simples de duas ou trés bases, repetidas em
tandem. Usualmente sdo menores do que 100 pb e sdo encontrados dispersos pelo genoma.

Tais caracteristicas permitem o seu isolamento a partir de PCR (Reagdo em Cadeia da
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Polimerase) usando primers desenhados para as regides flanqueadoras das repeti¢des. As
diferencas alélicas em cada locus sdo devidas a mudangas nos ntimeros de repeti¢des das
unidades (Tautz, 1989). Os microssatélites sdo os mais indicados para ajudar a responder
questdes de genética populacional por duas razdes: o numero de alelos detectados em cada
locus de microssatélite ¢ bem maior que o encontrado com isoenzimas ou RFLPs
(Polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo), e as taxas de mutagdo dos
microssatélites normalmente sdo bem maiores do que as observadas em DNAs ndo-
codificadores (Tautz, 1989).

Utilizando este tipo de marcadores o presente trabalho tem como objetivo
determinar se existe algum padrdo na formagdo das agregacdes de botos observadas em
duas localidades do baixo Rio Negro, e determinar qual o grau de relacionamento entre os

individuos que participam dessas duas agregacdes.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Area de Estudo

Foram feitas coletas em duas localidades do baixo Rio Negro, Amazonas. Uma
delas se deu na cidade de Novo Airdo, Amazonas, a 180 km de Manaus, onde, desde 1998,
duas irmas comegaram a alimentar alguns botos no, agora chamado, Flutuante Boto-cor-de-
rosa, pertencente a Dona Marilda (mae das meninas). Hoje existem cerca de 14 individuos
de boto-vermelho que interagem com turistas e moradores da regido em busca de alimento.
A outra coleta foi realizada no Furo do Ariai (Hotel Ariat Amazon Towers) (Figura 2),
localizado a duas horas de Manaus subindo o Rio Negro. Nesta localidade, os caseiros do

local vém alimentando cerca de 15 individuos de boto-vermelho ha dois anos.

Figura 2 — Coleta de tecido do boto no Furo do Ariaa (Foto: Izeni P. Farias).
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2.2.2 Obtencgéao das amostras e preparo do material

A coleta de tecido epitelial dos botos foi realizada com a ajuda de um dedal de
costura modificado (furado, para que parecesse um ralador) (Figura 3a). Durante a
interagdo com os botos (Figura 4) esse dedal foi raspado na nadadeira peitoral dos animais
tirando fios de tecido muito pequenos (Figura 3b). Os animais ndo sofreram nenhum tipo de

dano, j& que o tecido retirado foi muito superficial.

Figura 3 — Dedal de costura modificado para coleta (a) e material coletado (b) (Foto:
Waleska Gravena).

’
,
1

AT 2.

Figura 4 — Coleta de tecido do boto em Novo Airdo com a ajuda do dedal modificado
(Foto: Vera M. F. da Silva).
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Foram amostrados tecidos de 11 botos da regido de Novo Airdo, que foram
armazenados em alcool 100% e etiquetados com os respectivos nomes atribuidos aos botos
pelas duas irmds. Também foram amostrados tecidos de sete botos do Furo do Ariau, que
também foram armazenadas em alcool 100% e etiquetadas com os nomes dos animais

dados pelos caseiros.

2.2.3 Extracédo de DNA

Para a extracdo de DNA foram utilizados fragmentos de aproximadamente 3 mm do
tecido epitelial coletado. O DNA total foi isolado seguindo o protocolo do Kit Genomic
Prep Cells and Tissue DNA Isolation da GE Healthcare, e posterior confirmagdo da

extragdo em eletroforese de gel de agarose a 1%.

2.2.4 Amplificagdo do DNA

Para a analise de parentesco foram utilizados 14 primers de microssatélites, destes,
10 foram primers desenvolvidos para outras espécies de cetaceos (Ttr04, Ttrl1, Ttr34,
Ttr48, Ttr58, Ttr63, TtrRA6, TtrRC12 desenvolvidos por (Rosel et al., 2005)Rosel et al.,
MKS8 e MK9 desenvolvidos por (Kriitzen et al., 2001), que foram informativos para Inia
geoffrensis, e 4 foram primers desenvolvidos durante este estudo (IglF1, 1g2B1, 1g2G1,

Ig11B1).
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Todos os primers utilizados, tanto os desenvolvidos para outras espécies como 0s
desenvolvidos para este trabalho, foram marcados de acordo com o método descrito por
Schuelke (Schuelke, 2000) que utiliza juntamente com o primer especifico da regido
microssatélite uma seqiiéncia chamada de cauda M13, onde sera anelado na reagdo de PCR
um primer universal M13 marcado com fluorescéncia, para posterior leitura no

seqiienciador automatico MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare).

2.2.5 Determinagao do sexo

A determinac¢do do sexo dos individuos se deu por reagdo de PCR, com um par de
primers para o gene ZFX e um par para o gene SRY encontrados nos cromossomos X ¢ Y
respectivamente, como descrito por Rosel (Rosel, 2003)

Os fragmentos gerados por PCR dos genes ZFX e SRY possuem uma diferenga de

apenas 43 pares de bases, por isso sdo visualizadas em gel de agarose 2,5 a 3%.

2.2.6 Andlises genéticas

No total foram analisados 18 individuos, 11 pertencentes a regido de Novo Airdo e
sete pertencentes ao Furo do Ariall, para determinacdo das relagdes de parentesco. As
genotipagens foram realizadas no seqiienciador automatico MegaBACE™ 1000 (GE
Healthcare). As analises dos fragmentos amplificados foram realizadas nos programas do
mesmo fabricante, Genetic Profiler ¢ Fragment Profiler onde foi possivel observar o
tamanho dos alelos para cada individuo comparado ao padrio ET 400 ROX. Apoés a

genotipagem de cada individuo foi montada uma matriz com todos os alelos de cada
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individuo, esta matriz foi usada como input file para o programa GENETIX (Belkhir et al.,
2002) que faz os calculos da freqiiéncia de cada alelo nas populagdes como um todo.

Uma analise de Varidncia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992)
considerando-se o Fst de Wright (Wright, 1969) (Goodnight & Queller, 1999), foi utilizada
para descrever a quantidade de diferenciacdo e fluxo génico entre as duas regides (Neigel,
2002). A AMOVA ¢ uma analise hierarquica a qual divide a variagdo total em componentes
covariantes devido a diferengas intraindividuais, interindividuais e/ou diferengas
interpopulacionais. No presente trabalho, os dados foram analisados usando-se o Fsr de
Wright (Wright, 1969) ao invés do Rst de Slatkin (Slatkin, 1995), considerando-se que a
variancia do Rsr tende a ser muito maior do que a do Fsr quando menos de 20 loci sdo

analisados (Gaggiotti et al., 1999)

A variabilidade genética foi avaliada em termos de numero de alelos por loci,
heterozigosidade (observada e esperada) e nos niveis de diversidade génica estimados para
as agregacdes. A diversidade génica ¢ equivalente a heterozigosidade esperada, e ¢ definida
como a probabilidade de que dois alelos amostrados aleatoriamente em uma amostragem,

ndo sejam idénticos por descendéncia (Nei, 1987).

Outro teste aplicado no presente trabalho foi o de Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) o qual assume uma condi¢do genético-populacional ideal caracterizada pela unido
aleatoria de alelos de um locus neutro em uma populagdo infinitamente grande. Para
populacdes que nao estdo sob o EHW a estrutura populacional total pode ser subestimada,
se os alelos que sdo genotipados estiverem sob selecdo, exocruzamento, endocruzamento,
alelos nulos (que causa excesso de homozigotos devido a alelos nao detectados) e efeito de

Wahlund (excesso de homozigotos devido a unido de populagdes geneticamente
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subdivididas). Desta forma, variagdes no tamanho dos loci microssatélites foram
determinadas pela freqiiéncia de heterozigotos (observada e esperada) e testadas para o
equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligacdo e divergéncia na freqliéncia alélica
e genotipica entre as populacdes, analises estas implementadas no programa ARLEQUIN

(Excoffier et al., 2005).

O coeficiente de relacionamento (R) entre os individuos das duas agregacdes, foi
estimado no programa Kinship 1.3 (Goodnight & Queller, 1999). Para essas analises
também foram utilizados 14 individuos de boto-vermelho provenientes de diversos rios da
Bacia Amazonica (também utilizadas na caracterizacdo descrita no Capitulo I), uma vez
que para esta analise existe a necessidade da obtengdo das freqiiéncias alélicas estimadas
para a populagdo natural da qual as agregacdes fazem parte. Para calcular os valores de R,
assumi-se que ndo existe desequilibrio de ligacdo, endocruzamento e taxas de mutagdo. O
programa estima dois valores de verossimilhanca para cada par de individuos dentro da
agregacdo para duas hipdteses, a primeira hipdtese considera algum nivel de
relacionamento, e a hipdtese nula considera que nao existe nenhum tipo de relacionamento,
como e observado na Tabela 4, onde os valores de Pym, Pym, Py, € Py, sdo as freqiiéncias
alélicas da populagdo, e X e Y sdo os individuos testados. A partir destes valores, ¢
calculada uma taxa para os pares de individuos que resulta em uma matriz simétrica dos
valores de relacionamento entre eles. Assume-se que valores de R (coeficiente de
relacionamento) em torno de 0,12, 0,25, 0,50 ou maior que 0,50, os individuos sdo

considerados primos, meio irmaos, irmdos verdadeiros, ou pais e filhotes, respectivamente.
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Tabela 4 — Formulas utilizadas para o calculo da verossimilhanga entre os pares de
individuos analisados, onde X e Y sdo os individuos testados que podem ter alelos de
origem materna (X, € Ym) ou paterna (X, € Yp), os valores de Pym, Pym, Py, € Py, sd0 as
freqliéncias alélicas da populacdo, e R indica a hipotese de relacionamento onde o
compartilhamento de alelos pode ser proveniente tanto da linhagem materna (R;,) quanto
paterna (Ry).

Xp=Yp Xp# Yp

Xm=Ym Pxm(Rm+ (1 - Rm)Pxm)xPxp(Rp + (1 -Rp)Pxp) Pxm(Rm + (1 - Rm)Pxm)xPxp(1 - Rp)Pyp

Xm#Ym Pxm(1 - Rm)Pym xPxp(Rp + (1 - Rp)Pxp) Pxm(1 - Rm)Pym XPxp(1 - Rp)Pyp

Para sabermos o nivel de relacionamento entre os individuos também foi utilizado o
programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006), que apresenta dois métodos para
encontrar o nivel de relacionamento entre os pares de individuos: analise de maxima
verossimilhanga para testar as hipoteses de niveis de relacionamento, e um método que faz
varias simulagdes para encontrar relacionamentos consistentes com as analises de maxima
verossimilhanga. Os genotipos de pares de individuos sdo testados como nao relacionados e
as probabilidades sdo calculadas para cada par, assumindo-se que as freqiiéncias alélicas na
populacdo total sejam iguais as freqiiéncias das amostras. Estas hipoteses sdo simuladas
varias vezes, € se 0 valor de P encontrado para cada par é menor do que 0,05 a hipotese ¢é
rejeitada, se o valor de P ¢ maior do que 0,05 a hipotese € consistente. Os resultados sdo
mostrados como uma matriz, no entanto ndo sdo mostrados valores ¢ sim o tipo de

relacionamento entre os individuos considerando as hipoteses testadas e os indices de

36



relacionamentos encontrados. Sendo que U (Unrelated) sdo individuos nao relacionados,
HS (Half-Sibs) sdo meio irmaos, FS (Full-Sibs) irmdos verdadeiros e PO
(Parent/Offspring) sao individuos considerados pais e filhotes. Em alguns casos além da
hipdtese mais provavel de relacionamento, existe a possibilidade de também ndo se

descartar outras hipoteses alternativas.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Determinacéo do sexo dos individuos

Para o presente trabalho fez-se necessario determinar o sexo dos animais para
sabermos qual € a estrutura sexual das agregagdes. Essa determinagao foi feita por meio de
marcadores moleculares do gene ZFX no cromossomo X e do gene SRY no cromossomo Y
desenvolvidos para cetaceos (Richard et al., 1994; Bérubé & Palsbell, 1996; Rosel, 2003).
O resultado do PCR foi observado em gel de 2,5 a 3%, com marcador molecular de 100
pares de bases. O individuo ¢ considerado macho quando se observa no gel duas bandas,
uma referente ao gene ZFX e outra referente ao gene SRY, mostrando que todos os
individuos amostrados nas duas agregacdes sao machos (Figura 5). As fémeas possuem
apenas uma banda visivel, que na realidade sdo duas bandas do mesmo gene (ZFX)

sobrepostas pertencentes a dois cromossomos.
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Figura 5 — Foto do gel de determinagdo do sexo dos individuos de Novo Airdo (Curumin,
Fefa, Doidinha, Vi, Eidi, Dani, Rafinha, Caua, Lawrence e¢ Ricardo), de uma fémea padrao
e dos individuos do Ariat (Julia, Panqueca, Rosa, Curid, Sonso, Stress, € Sem nome),
realizados com marcadores moleculares de genes dos cromossomos X e Y.

2.3.2 Variabilidade genética

Foi observada uma consideravel variabilidade alélica no nimero de alelos nos loci
do boto-vermelho, onde os valores variaram entre dois a oito alelos considerando as duas
agregacoes juntas. Para a agregacdo de Ariati um dos loci (Ttr58) ndo se mostrou variavel,
sendo monomorfico para esta agregacdo. O locus menos variavel foi o Ttr04 que mostrou
os mesmos alelos para os individuos do Ariati e de Novo Airdo.

Nao foi observado significante desequilibrio de ligacdo nas comparagdes entre 0s

pares de loci para nenhuma das localidades.
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Para o Equilibrio de Hardy-Weinberg nenhum dos loci mostraram-se em
desequilibrio, onde para a agregagdo do Ariau a Heterozigosidade observada (Ho) variou de
0,28 a 0,85 (média = 0,48+0,21), e a Heterozigosidade esperada (He) variou de 0,26 a 0,84
(média = 0,57+0,19). Para a agrega¢do de Novo Airdo a Ho variou de 0,10 a 0,90 ¢ a He de
0,19 a 0,81, como pode ser observado na Tabela 5.

A diversidade génica estimada para as duas agregacdes como um todo foi de 0,56
(£0,29). E as diversidades observadas para cada agregacao foram de 0,56 (%0,30) e 0,53

(%0,29), para Novo Airdo e Ariau, respectivamente.
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Tabela 5 — Numero de alelos, Heterozigosidade Observada (Ho), Heterozigosidade Esperada (He) e valores de P estimados para os
botos-vermelho do Ariat e de Novo Airdo separadamente e para as duas agregagdes juntas.

IglF1 Ig2B1 Ig2G1  IgliBI MKS8 MKO9 Ttr04 Ttrll Ttr34 Ttrd8  Ttr58  Ttr63  TtrRA6 TtrRC12

Ariau
Alelos 5 3 2 5 3 4 2 6 3 2 1 4 2 3
Ho 0,85 0,71 0,42 0,85 0,71 0,42 0,28 0,71 0,28 0,57 - 0,71 0,28 0,57
He 0,83 0,62 0,36 0,75 0,74 0,78 0,26 0,84 0,59 0,43 - 0,57 0,38 0,69
P 0,40 1,00 1,00 0,05 0,003 0,01 1,00 0,23 0,17 1,00 - 1,00 1,00 0,16
Novo Airdo
Alelos 5 4 2 4 2 4 2 6 4 3 4 5 3 2
Ho 0,9 0,5 0,1 0,2 0,3 0,8 0,2 0,8 0,2 0,6 0,3 0,4 0,5 0,7
He 0,79 0,68 0,19 0,58 0,57 0,66 0,27 0,81 0,75 0,68 0,56 0,74 0,6 0,52
P 0,41 0,84 1,00 0,007 0,24 0,25 1,00 0,42 0,008 0,75 0,02 0,03 0,07 0,51
Todas
Alelos 6 5 2 7 3 5 2 8 4 3 4 6 3 3
Ho 0,88 0,58 0,23 0,47 0,47 0,64 0,23 0,76 0,23 0,58 0,17 0,52 0,41 0,64
He 0,79 0,62 0,21 0,67 0,61 0,70 0,21 0,82 0,63 0,58 0,41 0,67 0,47 0,58
P 0,003 1,00 1,00 0,004 0,01 0,01 1,00 0,70 0,00 0,82 0,006 0,13 0,02 0,19
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A AMOVA indicou auséncia de estrutura populacional ap6s a corre¢do de
Bonferroni (Fs7=0,04224, P=0,033), onde a maior variacdo foi observada dentro das
agregacdes (95,78%) do que entre as agregagdes (4,22%). O niimero de migrantes por

geracdo entre as duas agregacdes foi alto (Nm=11,33).

2.3.3 Parentesco

A média do nivel de parentesco (coeficiente de relacionamento) dentro de cada
agregacao e entre elas se mostrou baixa, sendo -0,001, 0,04 e -0,03 para Novo Airdo, Ariau
e entre as duas localidades respectivamente,, como pode ser observado na Figura 6. No
entanto, nas duas agregacdes sdo observados alguns individuos com alto grau de
relacionamento como mostrado na Tabela 7. Como ja foi dito, assumimos que os valores de
R em torno de 0,12, 0,25, 0,50 ou maior que 0,50, os individuos sdo considerados primos,

meio irmaos, irmaos verdadeiros, ou pais e filhotes, respectivamente.
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Figura 6 — Grafico das freqiiéncias dos valores de relacionamento (R) dentro das
agregacdes de Novo Airdo e do Ariau separadamente, e entre estas agregacdes.

Na Tabela 6, sdo mostrados os valores de R calculados para cada par de individuos.
Os valores em azul claro pertencem a individuos considerados irmdos verdadeiros, os
valores verdes sdo individuos considerados meio irmaos, € os valores em lilas sdo
individuos considerados primos. E possivel observar que ¢é encontrado maior
relacionamento entre as duas agregagdes do que dentro delas.

Na Tabela 7, observa-se a matriz de relacionamento gerada pelo programa ML-

RELATE, onde para alguns individuos podem ser observados dois niveis de

relacionamento, pois nao foi possivel descartar a segunda hipoétese.
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Tabela 6 — Valores de R estimados para cada par de individuos dentro e entre as agregacdes, sendo que os individuos em azul sdo
pertencentes a Novo Airdo, os individuos em rosa sdo pertencentes ao Ariad, e os valores em azul claro pertencem a individuos
considerados irmaos verdadeiros, os valores verdes sdo individuos considerados meio irmaos, ¢ os valores em lilas sdo individuos
considerados primos.

Curumin Fefa Doidinha Vi Dani Rafinha Eide Caua Lawrence Ricardo Julia  Panqueca  Rosa Curio  Sonso  Stress  Sem nome
1 2 3 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 7
1 *
2 *
3 -0,04 *
64 -0,06 0,16 0,06 *
65 -0,01 -0,03 -0,03 -0,05 *
66 0,18 0,06 -0,08 -0,09 *
67 -0,25 0,00 0,03 0,14 0,18 *
68 -0,05 0,03 0,14 0,10 -0,27 0,06 -0,19 *
69 -0,29 -0,05 0,10 -0,40 -0,31 -0,15 -0,15 -0,41 *
70 0,09 -0,16 0,14 -0,24 -0,19 -0,37 *
71 -0,01 0,02 0,08 -0,01 -0,06 -0,18 -0,35 -0,39 0,07 -0,34 *
72 0,03 -0,03 -0,02 -0,17 -0,10 -0,37 -0,03 -0,17 *
73 0,13 -0,03 -0,26 -0,11 -0,12 -0,36 -0,28 0,16 -0,16 0,06 -0,10 *
74 0,09 -0,13 -0,12 -0,12 -0,21 0,15 -0,13 0,01 *
75 0,04 -0,04 -0,28 -0,25 0,06 -0,06 0,02 -0,34 0,02 -0,20 -0,14 -0,02 0,07 0,07 *
76 0,15 0,19 -0,12 -0,17 -0,09 -0,14 -0,16 -0,25 0,11 -0,14 -0,05 0,10 0,08 *
77 -0,09 0,07 -0,13 0,18 -0,36 0,11 -0,01 0,09 -0,17 -0,28 -0,21 0,01 *
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Tabela 7 — Matriz de relacionamento gerado pelo programa ML-RELATE, mostrando a relagdo de parentesco entre os pares de
individuos, sendo que para alguns a segunda hipotese ndo pode ser descartada. Observa-se que U (Unrelated) sdo individuos nao
relacionados, HS (Half-Sibs) individuos meio-irmaos, FS (Full-Sibs) irmaos verdadeiros ¢ PO (Parent/Offspring) pais e filhotes, entre
os individuos de Novo Airdo, em azul, e Ariai em vermelho.

Curumin Fefa  Doidinha Vi Dani  Rafinha Eide Caua Lawrence Ricardo Julia Panqueca Rosa  Curio Sonso  Stress  Sem nome
1 2 3 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77
1 *
2 FS/HS *
3 U/HS U/HS *
64 U U/HS U/HS *
65 U/HS U U U *
66 U/HS U/HS U/HS U/HS  U/HS *
67 U U U/HS U/HS HS/U HS/U *
68 U U/HS U/HS HS/U U U/HS U *
69 U U U/HS U U U U/HS U *
70 U/HS U HS/U U/HS U HS/U U HS/U U/HS *
71 U U/HS HS/U U/HS  U/HS U/HS U U HS/U U/HS *
72 U/HS U/HS U U/HS U U/HS U U/HS U U/HS U/HS *
73 U/HS U/HS U U U U/HS U U/HS HS/U U/HS U/HS U *
74 U/HS U/HS U/HS U/HS U U/HS U U/HS U/HS U/HS HS/U U/HS U/HS *
75 U/HS U U U U/HS U U/HS U U/HS U/HS U/HS U/HS U/HS U/HS *
76 U/HS U/HS U U U U U U/HS U/HS U/HS U/HS FS U/HS HS/U U/HS *
77 U U/HS HS/U U/HS U PO/FS  U/HS U U/HS U/HS U/HS U U U/HS U U/HS *
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2.4 DISCUSSAO

Muitas espécies de mamiferos aquaticos tém sido amplamente estudadas com o
intuito de avaliar se existe alguma relacdo de parentesco entre os grupos de migracao,
aliangas ou até mesmo associagdes de curto periodo, como ja foi visto em baleias Jubarte,
Megaptera novaeangliae (Valsecchi et al., 2002), em golfinhos nariz de garrafa, Tursiops
truncatus (Parsons et al., 2003) e em lontras, Lontra canadensis (Blundell et al., 2004),
entre outros. Esses estudos fornecem informacdes que ndo podem apenas ser observadas
no campo, € sdo importantes para que se possa entender a biologia das populagdes

analisadas.

2.4.1 Diversidade Genética

Os valores médios de diversidade génica (0,56), Ho (0,48) e He (0,57) observados
nas agregacdes de bot-vermelho estudadas, podem ser considerados baixos quando
comparados com outros cetaceos, como por exemplo nas populagdes Jubarte onde foram
observados valores maiores de Ho (0,73) e He (0,73) (Valsecchi et al., 2002). As
populacdes de Tursiops da regido costeira do Golfo do México foram consideradas com
uma baixa heterozigosidade (Ho=0,51 ¢ He=0,58) (Natoli et al., 2004), valores estes
ainda acima dos observados em boto-vermelho. Os resultados observados no presente
trabalho podem estar relacionados a um tamanho efetivo de populacdo menor e ser
caracteristico da espécie, entretanto uma abordagem em nivel macro da regido

Amazodnica € necessdria para explicar melhor tal padrao observado.
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A andlise de variancia molecular indicou auséncia de estrutura populacional entre
as duas agregacdes. Sabe-se que os valores de Fst sdo inversamente proporcionais aos
valores de Nm, ou seja, quanto maior o nimero de migrantes, os valores de Fst serdo
menores indicando intenso fluxo génico entre populagdes e auséncia de estruturacio
populacional. Ao passo que, quando observado pequeno numero de migrantes conclui-se
estar ocorrendo restrito fluxo génico. O fluxo génico observado entre as duas agregagdes
¢ intenso o que sugere que dentro da bacia do Rio Negro podemos estar lidando com uma
populacdo panmitica de boto-vermelho. Entretanto, em comparagdo ao restante dos
individuos que compdem diferentes localidades da Amazonia alguns de nossos resultados
sugerem que os botos do Rio Negro podem possuir um fluxo génico restrito em relagao
ao resto da Bacia Amazdnica (resultados ndo mostrados). Tais tendéncias s6 poderdo ser
confirmadas com um numero maior de individuos de outras localidades da bacia

Amazonica.

2.4.2 Relacionamento

Durante as coletas havia sido observado nos animais um padrdo de marcas de
arranhoes e dentes ao longo de todo o dorso. Ainda ndo se sabia qual era o sexo da
maioria dos animais, no entanto esses tipos de marcas sdo caracteristicos de brigas de
machos (Martin & da Silva, 2004). Em um trabalho anterior, apenas quatro dos animais

de Novo Airdo haviam sido sexados pela observagdo por mergulho, da localiza¢do da
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abertura genital, constatando que os animais com os nomes de Lawrence, Dani, Curumim
e Fefa eram machos (Barezani, 2005).

Martin & da Silva (Martin & da Silva, 2004), descreveram que botos adultos
provavelmente ndo formam nenhum tipo de organizagdo a ndo ser associagdes de curto
periodo com outros adultos de ambos os sexos, € mesmo assim continuam com
comportamento solitario apés a desagregacdo. Essas associagdes podem ser observadas
em locais de alimentacdo na natureza por ambos 0Ss sex0s, 0 que nao ocorre nas
agregacdes artificiais estudadas no presente trabalho, onde s6 foram observados machos.
Apesar de ndo serem observadas fémeas nas agregacdes de Ariat e Novo Airdo, nossos
resultados também concordam com a preferéncia de habitat, observada por Martin & da
Silva (Martin & da Silva, 2004), onde os machos sdo sempre observados em maior
numero nos canais de grandes rios. Essa diferenca se deve ao tipo de agregagdo formada
nas duas localidades, esse tipo de agregacdo (artificial) se deve ao fato dos animais
estarem nestas localidades por estarem recebendo alimento facil.

Os botos, tanto de Novo Airdo quanto do Ariall, possuem um coeficiente baixo de
parentesco dentro das agregagdes. Isso indica que esses animais ndo formam grupos
unicamente por individuos mais aparentados como pode ser observado nas aliangas
formadas por golfinhos do género Tursiops (Kritzen et al., 2003; Parsons et al., 2003). A
espécie Tursiops truncatus ¢ capaz inclusive de reconhecer seus parentes a partir de
identificagdes acusticas especificas (Sayigh et al., 1995).

As agregagdes de boto-vermelho observadas nas duas localidades amostradas,
portanto, ndo sdo formadas por individuos altamente relacionados como em caso de

familias. Este tipo de resultado confirma a hipotese de que esses animais s6 se reunem
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neste local, Unica e exclusivamente para receber alimento facil, e continuam
independentes uns dos outros (solitirios no seu estilo de vida). Este tipo de
comportamento se iguala as associagdes de curto-periodo formadas em locais de
alimentagdo somente para facilitar a captura de peixes como descrito por Martin & da

Silva (2004).

Os resultados do presente trabalho indicam que o nivel de relacionamento entre os
botos que possuem um tipo de agregacao mais recente (Ariau) ¢ um pouco maior do que
os botos de uma agrega¢do mais antiga, como ¢ o caso dos botos de Novo Airdo que
iniciaram este tipo de agregacdo ha oito anos. Neste caso, ¢ possivel que o que esteja
ocorrendo seja como acontece com algumas espécies de primatas. Estudos com
chimpanzés mostraram que as relacdes de parentesco entre pequenos grupos sao bem
maiores do que em grupos ja estabilizados com maior nimero de individuos (Lukas et al.,
2005). Logicamente, os primeiros individuos a aparecerem podem ser mais relacionados
J& que estavam na mesma 4rea, como aconteceu com os individuos de Novo Airdo, onde
os primeiros a aparecerem, Curumin e Fefa (Dona Marilda com. Pessoal), t€ém um maior
nivel de relacionamento (R=0,49), podendo ser considerados irmaos verdadeiros, como
foi confirmado pela analise de seus genotipos.

Para muitos mamiferos, os niveis de relacionamento entre membros de grupos sao
considerados altos, principalmente quando a dispersdo ¢ limitada (Clutton-Brock, 2002).
O boto-vermelho nada devagar comparado a outros golfinhos, e os mesmos individuos
podem ser observados na mesma area por muitos anos (Best & da Silva, 1989), s6
possuem dispersdo limitada por cachoeiras e grandes corredeiras (Best & da Silva, 1993),

o que ndo acontece entre as duas localidades coletadas, que possuem uma distancia
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aproximada de 90 km, e que pode ser confirmado pelo alto nimero de migrantes por
geracdo entre as duas regides (Nm=11). Também pode ser observado que existem mais
relacdes entre as agregagdes do que dentro das mesmas, ou seja, existe uma relagdo de
parentesco maior entre alguns individuos dos dois diferentes agrupamentos, o que sugere
novamente que as agregacoes sao formadas unicamente para alimentacdo (hand-feeding).

Também pode ser observado um par considerado pai e filho entre as duas
agregacdes. Os individuos Rafinha de Novo Airdo e Sem nome do Ariall possuem um
valor de R alto (0,30), mas que ndo poderiam ser considerados pai e filho e sim um
relacionamento entre meio irmdos a irmdos verdadeiros. No entanto pela andlise dos
genotipos feita pelo programa ML-RELATE estes foram considerados pai e filho.

Em alguns casos existe uma diferenca nos resultados dos dois programas
utilizados, isso se deve ao tipo de analise feita pelos programas. O KINSHIP procura
relacdes de parentesco a partir das freqiiéncias genotipicas observadas em uma populacao
total, enquanto que o ML-RELATE faz comparagdo entre os genotipos procurando
semelhancas entre eles. De qualquer maneira com os dois programas foi possivel
observar que estas agregacdes ndo sdo formadas totalmente por individuos relacionados
como ja foi dito.

Ainda ndo existem explicacdes claras sobre a segregagdo sexual nos botos, como
pode ser observado em outras espécies de ceticeos, onde as fémeas de cachalote
(Physeter macrocephalus) sao filopatricas e permanecem em grupos de animais
relacionados com seus filhotes, e os machos dispersam e nunca sdo vistos como parte de
associac¢des de longo periodo (Richard et al., 1996a; Lyrholm et al., 1999). Este tipo de

filopatria também pode ser observado em golfinhos da espécie Tursiops truncatus, onde
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foi confirmada a dispersdo dos machos e filopatria das fémeas (Mdller & Beheregaray,
2004).

Desta forma ¢ necessario que sejam realizadas mais coletas durante um maior
tempo e em mais localidades, as quais englobem a época de reproducdo, para que se
possa ter certeza de que as fémeas ndo sdo observadas dentro das agregacdes, ja que

alguns individuos ndo foram coletados porque ndo apareceram durante os dias de coleta.
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