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RESUMO

Compreender as relacdes de parentesco entre individuos de uma populagiao ¢
fundamental para conhecer os aspectos da estrutura social e apoiar estratégias de conservacao.
Sotalia guianensis, pertencente a familia Delphinidae, possui como caracteristica marcante a
colorago cinza escura na regido dorsal. E uma espécie gregaria que habita as dguas quentes e
costeiras do Atlantico, desde o norte de Honduras até o litoral brasileiro. Este estudo analisou
regides do DNA mitocondrial (mtDNA) e do DNA nuclear (nDNA) para investigar conexdes
de parentesco entre botos-cinza encontrados encalhados no litoral do Espirito Santo, entre 2021
e 2023. Foram coletadas amostras de 58 individuos e realizada a extragdo do material genético
pelo método de solugdo salina. Para analisar a diversidade mitocondrial, e as relagdes
matrilineares, foi amplificada a regido controle D-loop (600bp). Foram encontrados quatro
haplotipos, porém um dos haplotipos apresentou alta frequéncia entre os individuos. Nas
analises de cinco locos microssatélites (nDNA) verificou-se a identificagdo de 71 relagdes
familiares, tanto de primeiro grau, como irmaos completos ou pai-filhos, quanto de segundo
grau, meios-irmaos. O parentesco entre os individuos revelou uma baixa diversidade materna,
com a maioria das amostras apresentando o mesmo haplotipo, o que sugere uma possivel
filopatria feminina. Ademais, a predominancia de relacdes de segundo grau, entre meios-
irmaos, sugere uma estrutura social com multiplas conexdes familiares, possivelmente
resultante do sistema reprodutivo promiscuo e da permanéncia de grupos aparentados no
mesmo espaco ao longo da vida. Com esse estudo foi possivel inferir graus de relacionamento
entre os individuos, aspectos da estrutura social e padrdes de dispersao da populacdo. Esses
resultados ampliam o conhecimento sobre a estrutura social genética da populacdo, e
consequentemente contribui com informagdes para futuras estratégias de conservagdo da

espécie na regiao.

Palavras-chave: Cetaceo, D-loop, Matrilinearidade, Microssatélites.



ABSTRACT

Understanding the kinship relationships among individuals in a population is essential
for assessing social structure and supporting conservation strategies. Sotalia guianensis,
belonging to the family Delphinidae, is characterized by its dark gray coloration on the dorsal
region. It is a gregarious species inhabiting warm, coastal waters of the Atlantic Ocean, ranging
from northern Honduras to the Brazilian coast. This study analyzed mitochondrial DNA
(mtDNA) and nuclear DNA (nDNA) regions to investigate kinship connections among Guiana
dolphins stranded along the coast of Espirito Santo, Brazil, between 2021 and 2023. Samples
from 58 individuals were collected, and genetic material was extracted using the saline solution
method. To assess mitochondrial diversity and matrilineal relationships, the D-loop control
region (600 bp) was amplified. Four haplotypes were found, with one haplotype showing a high
frequency among individuals. Analyses of five microsatellite loci (nDNA) identified 71 family
relationships, including both first-degree (full siblings or parent-offspring) and second-degree
(half-siblings) connections. Kinship patterns revealed low maternal diversity, with most
samples sharing the same haplotype, suggesting possible female philopatry. Furthermore, the
predominance of second-degree relationships among half-siblings suggests a social structure
with multiple family connections, possibly resulting from a promiscuous mating system and the
long-term cohabitation of related groups within the same area. With this study, it was possible
to infer degrees of relationships among individuals, aspects of social structure, and patterns of
population dispersion. These results enhance the knowledge about the genetic social structure
of the population and consequently contribute information for future conservation strategies of

the species in the region.

Keywords: Cetacean, D-loop, Matrilinearity, Microsatellite.



1. INTRODUCAO

Conhecido popularmente como boto-cinza ou golfinho da Guiana, a espécie Sotalia
guianensis (Van Beneden, 1864) pertence a subordem Odontoceti (golfinhos com dentes) e ¢
um dos menores ceticeos pertencentes a familia Delphinidae. Caracterizam-se pela coloracao
de tom cinza escuro na regido do dorso e nas laterais do corpo tonalidades de cinza mais claro
(Figura 1). A regido ventral apresenta pigmentacao branca e rosada, sendo essa segunda mais
comum na fase juvenil. Outra caracteristica morfoldgica marcante ¢ a nadadeira dorsal, que se

encontra posicionada no centro do dorso, com um formato triangular (Da Silva & Best, 1996).

Figura 1. Boto-cinza (Sotalia guianensis). Fonte: Instituto Boto Cinza.

Esses golfinhos sdo encontrados amplamente distribuidos ao longo das dguas costeiras
do Oceano Atlantico tropical e subtropical das Américas do Sul e Central. Seu limite de
distribuicao abrange o norte de Honduras (15° N) e, ao sul, o Estado de Santa Catarina (27° S),
no Brasil (Simodes-Lopes, 1987; Da Silva & Best, 1996) (Figura 2). Ocorre principalmente em
regides como estuarios protegidos, enseadas, baias e desembocaduras de grandes rios (Borobia
et al., 1991). E uma espécie gregaria, que apresenta grupos de 1 a 50 individuos, formados por
individuos adultos, jovens e filhotes (Da Silva & Best, 1996). Essas agregagdes sdo importantes
para varias atividades sociais, incluindo alimentacao, reprodugdo e protecdo contra predadores,
além de beneficiar o acasalamento, tendo mais oportunidades de encontrar diferentes parceiros,

caracteristico de espécies com sistema reprodutivo promiscuo (Flores, 2002).
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Figura 2. Distribui¢do do boto-cinza (Sotalia guianensis). Fonte: IUCN

Os golfinhos dessa espécie, quando filhotes, nascem medindo entre 91,2 ¢ 106 cm, e
quando adulto o comprimento médio € cerca de 190 cm (Ramos et al., 2000). O tamanho
maximo registrado para adultos ¢ 220 cm (Flores, 2002), podendo chegar ao peso corporal
maximo de 121 kg, com uma expectativa de vida variando entre 30 e 35 anos (Rosas &
Monteiro-Filho, 2002).

Apo6s o desmame, as fémeas atingem a maturidade sexual em torno de 5 a 8 anos, com
um ciclo reprodutivo estimado de 2 anos. A gestagdo ocorre em um periodo de 11 a 12 meses,
o tempo de lactagdo dura em torno de nove meses. Os machos sdo sexualmente maduros por
volta dos 7 anos de idade (Rosas & Monteiro-Filho, 2002). Em relag@o ao sistema reprodutivo,
apresenta um comportamento promiscuo, envolvendo multiplos machos e, consequentemente,
uma competicdo espermatica (Silva, 2023).

Sua dieta consiste predominantemente de lulas e de peixes teledsteos, com uma forte
preferéncia aos peixes pertencentes a familia Sciaenidae e alguns géneros de cefaldpodes.
Crustaceos pertencentes a familia Panaeidae sdo eventualmente encontrados nos estomagos de
S. guianensis, porém se trata de um item alimentar com baixa frequéncia de ocorréncia (Di

Benedito, 2000; Oliveira, 2003).
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No estudo realizado por Rodrigues (2014) foi caracterizada a dieta e a ecologia
alimentar do boto-cinza na area do Banco dos Abrolhos, com base na analise do contetdo
estomacal de 42 individuos encalhados. Foram identificados 37 taxons, sendo as principais
presas [Isopisthus parvipinnis, Stellifer rastrifer, Bagre sp., Macrodon sp., Trichiurus
lepturus e Mugil sp., que representaram 85% da dieta. A estratégia alimentar foi classificada
como generalista e oportunista, com uma ampla variedade de presas e poucas espécies
especificas.

Em relagdo ao comportamento social dessa espécie, evidenciado pela coesao dos grupos,
compostos por individuos de diferentes faixas etdrias, esses grupos muitas vezes possuem
estrutura familiar, como entre maes com filhotes e entre outros individuos aparentados, o que
contribui para a coesdo social e para as estratégias cooperativas de alimentacdo e protecdao
(Pinheiro, 2014). Conforme analise de Bicalho et al. (2018), pesquisa realizada no estuario dos
rios Piraqué-Acu e Piraqué-Mirim na costa do Espirito Santo, através de monitoramento por
ponto fixo semanalmente e embarcagdes mensalmente nos anos de 2017 a 2018, 26% dos
grupos eram compostos por adultos e filhotes, sendo sugeridos grupos compostos por
individuos aparentados. Neste contexto, investigar relacdes de parentesco pode contribuir para
uma melhor compreensao da organizagdo social e auxiliar em estratégias de conservagao.

Quanto a conservagao, a Lista Vermelha de Espécies Ameagadas da Unido Internacional
para a Conservagdo da Natureza (IUCN) classifica a espécie S. guianensis como “Quase
ameacada”. No Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de Extingao (ICMBio, 2018),
ela ¢ categorizada como “Vulneravel” (VU). Por apresentarem hébitos costeiros, as populagdes
de boto-cinza estdo vulneraveis a incidentes em redes de pesca e sujeitas a outras ameagas
antropogénicas, como poluicdo causada por lixo sélido ou produtos quimicos. Dias (2024)
atesta que a captura incidental em atividades de pesca representa um risco para o taxon, € as
consequéncias dessas interagdes impactam diretamente sua conservagao.

Neste contexto, a utilizagdo dos marcadores moleculares, DNA mitocondrial (mtDNA)
e locos microssatélites tem favorecido para pesquisas com foco na conservagao de cetaceos. O
DNA mitocondrial, cuja heranga ¢ materna e que apresenta alta taxa de mutagdo, possibilita
investigar padrdes de filopatria, linhagem materna e historia evolutiva. Enquanto, os
microssatélites, por serem biparentais e altamente variaveis sdo aplicados em anélises de
parentesco e principalmente em estudos de diversidade genética (Wilson et al., 1985). Um dos
primeiros estudos que aplicaram o uso desses marcadores foi o de Dizon et al. (1991), que

demonstrou que a aplica¢do desses marcadores proporciona informacdes como, diferenciagao
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genética, fluxo génico, e que o conhecimento de unidades para a conservagdo com base em
dados genéticos ¢ uma estratégia para contribuir na manuten¢do da diversidade genética das
populagoes.

Os microssatélites ou STRs (Short Tandem Repeats) sao pequenas sequéncias curtas de
1 a 6 nucleotideos presentes no DNA nuclear, que sdo utilizados em diferentes aplicagdes como,
andlise de parentesco, identificacdo forense e andlises de estrutura populacional (Wright &
Bentzen, 1995; Ellegren, 2004).

Pereira (2023) utilizou sete loci de microssatélites para estimar relagdes de parentesco
dos 191 golfinhos-rotadores (Stenella longirostris) no Arquipélago de Noronha. Esse tipo de
marcador permite comparar os alelos em cada loco entre os individuos, tornando possivel
identificar combinagdes genéticas compativeis com relacdes entre pais e filhos, irmdos
completos e meios-irmaos. Na sua anélise inferiu-se 164 relacdes de parentesco geral entre os
individuos e a média de parentesco entre fémeas foi mais elevada do que entre machos,
corroborando com a ideia de filopatria pelas fémeas na regido, proposta por Faria et al. (2020).

A partir de andlise da regido controle do mtDNA (D-loop), De Oliveira (2023),
investigou a estrutura genética de uma populacao isolada de toninhas (Pontoporia blainvillei)
no Espirito Santo, a fim de avaliar a diversidade genética materna, estrutura de parentesco e
filiagdo materna. Entre 80 amostras de individuos encalhados, as diversidades haplotipica e
nucleotidica foram baixas, 0,026 e 0,0008 respectivamente. Os resultados sugeriram uma baixa
diversidade haplotipica, e sugeriu-se filopatria para essa espécie de golfinho.

Quanto a diversidade genética para a espécie de Sotalia guianensis na costa do Espirito
Santo, analises do DNA mitocondrial e DNA nuclear, realizadas a partir de individuos
encontrados encalhados, mortos nas praias do litoral capixaba, sdo conduzidas pelo Programa
de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica (PMBA/FEST). Esse ¢ um projeto criado a fim
de monitorar toda a biota em ambientes dulcicolas, costeiros e marinhos que foram afetadas
pelo rompimento da barragem de Fundido, em Mariana (MG). Os resultados dos testes de
estruturacdo do mtDNA indicam a presenca de duas populagdes regionais, divididas entre a
Regido Norte-Central, com diversidade haplotipica de h= 0,615 e o Extremo Sul do estado h=
0,781, bem como duas populagdes temporais, separadas em periodos pré e pds-rompimento da
barragem. A analise da diversidade genética nuclear, baseada em 10 loci microssatélites,
revelam uma populacdo de baixa variabilidade genética, com valores médios de

heterozigosidade de h = 0,120, e riqueza alélica média de RA = 3,360 (PMBA, 2024).
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Estudo anterior com S. guianensis, que utilizou sequéncias de DNA mitocondrial de 203
individuos a fim de investigar a estrutura genética de populagdes desses golfinhos ao longo do
litoral sul da Bahia e norte no Espirito Santo, evidenciou presenca de 18 haploétipos, com
diversidade haplotipica total de 0,8643 e nucleotidica de 0,004337, presenca de haplotipos
exclusivos nas diferentes regides, com uma estruturagdo genética entre as trés areas amostradas
estatisticamente significativa (Mendes, 2019).

Assim, considerando que a espécie € costeira, apresenta sugestao de filopatria, de
presenca de diferentes populagdes, e confirmagdo de diversidade genética baixa para a regido,
o presente estudo oferece uma contribuicdo complementar, buscando analisar sob uma nova
perspectiva a organizagdo social da espécie por meio da inferéncia de possiveis lagos de
parentesco entre individuos no litoral capixaba. Para isso, foram utilizadas sequéncias da regido
de controle do DNA mitocondrial, e marcadores nucleares microssatélites em analises que
buscam comparar os graus de conexao genética entre os individuos, além de avaliar possiveis

padrdes de estrutura familiar dentro das células amostradas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Determinar possiveis relagdes de parentesco e ampliar a compreensdo da estrutura

familiar de individuos de Sotalia guianensis no litoral do Espirito Santo.

2.2 Objetivos Especificos
e Identificar possiveis relacdes de parentesco entre os individuos amostrados;
e Avaliar se os golfinhos encalhados em locais e datas proximas sao relacionados;

e Investigar se os grupos aparentados apresentam indicios de endogamia.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo
O estado do Espirito Santo localiza-se no sudeste do Brasil, tendo todo o seu limite
leste banhado pelo Oceano Atlantico (Figura 3), com uma linha costeira de aproximadamente

436 km de extensao (IBGE, 2023). O clima predominante ¢ tropical litoraneo, com precipitagdo
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média anual de 1200 mm, concentrada entre os meses de outubro e margo, e temperatura média
de 25 °C (INMET, 2023). O litoral capixaba comporta ambientes marinhos e estuarinos, como
manguezais baias abrigadas e recifes, o que favorece a biodiversidade e a ocorréncia de

mamiferos aquaticos (IEMA, 2022).

3.2 Coleta e armazenamento das amostras

Amostras de tecido muscular foram coletadas de 58 individuos (Anexo 1) pertencentes
a espécie Sotalia guianensis, que foram encontrados encalhados mortos nas praias do estado do
Espirito Santo (Figura 3) nos anos 2021 (n=9), 2022 (n=27) e 2023 (n=22), sendo 26 fémeas,

27 machos e cinco de sexo indeterminado.

-43.000 -42,000 -41.000 -40.000 -30.000 -38.000

Figura 3. Localizacdo dos botos-cinza encontrados encalhados entre 2021 e 2023 (pontos rosas) nas
praias do litoral do Espirito Santo. Mapa: Manoela da Silva Pereira.

Quanto a faixa etaria dos individuos da espécie encalhados, 38 eram golfinhos na fase
adulta, 15 juvenis, um feto, trés filhotes e um ndo identificado. Todos os individuos foram
morfologicamente identificados e passaram por necropsia pelo Instituto Orca (Organizagao
Consciéncia Ambiental) e Instituto Baleia Jubarte (IBJ), dentro do Programa de Monitoramento

da Biodiversidade Aquatica (PMBA).
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Apbs a coleta dos fragmentos de tecido, todas as amostras foram armazenadas
individualmente em microtubos de 1,5 ml com alcool absoluto mantidas em freezer e
encaminhadas ao Laboratorios de Genética e Conservagdo Animal (LGCA) do Centro
Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES), no qual foram realizados os procedimentos
de extragdo de DNA, quantifica¢do, amplificagdo, purificacdo, sequenciamento e andlises de
sexagem molecular, diversidade e estruturacdo genética, dentro do escopo do PMBA, ¢ as

analises de parentesco deste estudo.

3.3 Extracio e Quantificacio

Para a extragdo de DNA genomico das 58 amostras, foi utilizado o protocolo de
extracdo por solugdo salina descrito por Bruford et al. (1992). Os fragmentos de tecido foram
picotados com o auxilio de um bisturi esterilizado em placas de Petri e adicionados
individualmente em microtubos de 1,5 ml. Para formar uma solu¢do de lise, em cada tubo foram
combinados 410 ul de Buffer de Extragdo, 80 pl de SDS 10% e 10 pul de Proteinase K. Em
seguida, as solucdes foram incubadas em banho maria a 55°C para a degradagado do tecido. Apos
a etapa de incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 min e o sobrenadante
foi transferido para novos microtubos de 1,5 ml, aos quais foram adicionados 180 pul de NaCl.
Em seguida, realizou-se uma nova centrifugacdao a 13.000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi
transferido para novos tubos de 1,5 ml. Adicionou-se entdao 1000 pl de isopropanol gelado a
solucdo, que foi centrifugada & 13.000 rpm por 7 minutos. Nesta etapa o sobrenadante foi
descartado e adicionado uma quantidade de 250 pL de etanol 80% e centrifugada por 7 minutos.
Esta ultima etapa foi repetida e em seguida o sobrenadante foi descartado, o alcool foi
completamente removido e os microtubos foram colocados em um banho-maria a 55°C. Por
fim, foram adicionados 50 ul de 4gua ultrapura para a ressuspensdo do DNA extraido.
Posteriormente, para a analise de quantificagdo e qualidade do DNA, utilizou-se o equipamento

espectrofotometro (NanoDrop One®).

3.4 Sexagem Molecular via PCR

Para a determinagdo do sexo molecular dos individuos, foi realizado o procedimento de
PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) onde os genes ZFX e SRY foram amplificados,
utilizando os primers ZFX0582 ¢ ZFX0923 (Bérube & Palsboll, 1996); PMSRYF (Richard et
al., 1994) e TtSRYR (Rosel et al., 1994). Para as solugdes foram utilizadas as seguintes

concentragdes: Tampao 10x para PCR (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl (50mM), 1,5 mM de
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dNTP (10mM), 0,3 mM de cada primer (10mM), e para o SRY foi aplicado 0,06 mM, 1,5 de
unidades Taqg DNA polimerase (Invitrogen). O volume final da reagdo foi de 25 pL. As
condi¢gdes de termociclagem foram programadas para os respectivos ciclos: 92°C em 30s,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 30s, 51°C por 45s e 72°C por 45 segundos.

Na sequéncia, cada solucdo de DNA amplificado foi misturada com uma solugdo de
corante BlueJuice. Os fragmentos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, e foto-documentados em transluminador UV, sendo possivel a identificagao do
sexo de cada golfinho.

A significancia quanto a distribuicdo entre os sexos foi avaliada neste estudo por meio

do teste binomial exato (Morisette & Khorram, 1998).

3.5 Amplificaciio e analise do DNA mitocondrial

Para analisar a diversidade mitocondrial, a regido D-loop foi amplificada utilizando os
primers DLp 1.5 (Baker et al., 1998) e DLp8 (Pichler et al., 2001). A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi realizada com um volume total de 20 pL, contendo 1 pL (10-100 ng/pL)
de DNA, tampao 10x para PCR (Invitrogen), 2,5 mM de MgCl> (50mM), 0,4 mM de cada INTP
(10mM), 0,4 mM de cada primer (10mM) e 0,035 unidades de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen), completando o volume com &gua ultrapura. As condi¢gdes do termociclador
consistiram em uma desnaturagéo inicial de 2 min a 94 °C, seguida de 35 ciclos consecutivos
a 94 °C por 30s, 55 °C por 45 s, 72 °C por 40 s, e uma extensao final de 72 °C por 10 minutos.

Os fragmentos amplificados das regides D-loop foram purificados com a enzima
ExoSap-IT para remover possiveis inibidores da PCR e enviados para sequenciamento em
empresa terceirizada. Todas as sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas usando o

algoritmo MUSCLE (Robert, 2004) do programa MEGA v.6 (Tamura et al., 2013).

3.6 Genotipagem de Microssatélites

Inicialmente dez locos microssatélites foram amplificados (Tabela 1). A Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada com um volume 10 pL, contendo Tampao 10x para
PCR (Invitrogen), 0,8 mM de MgCL (50mM), 0,2 mM de dNTP (10mM), 0,2 uM de cada
primer (10mM) e 0,2 de unidades Taq DNA polimerase. As condi¢des no termociclador foram
de 94°C por 4 min, seguido por 30 ciclos de 92°C por 45 s, T° (54 - 60° C) por 45 s e 72°C por
45 segundos. Na sequéncia oito ciclos de 92°C por 45 s, 53°C por 45 s e 72°C por 45 segundos,
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finalizando com 72°C por 30 minutos. A temperatura de anelamento foi ajustada conforme o

loco microssatélite amplificado.

Tabela 1. Locos microssatélites genotipados para determinar diversidade genética e as relagdes de parentesco dos
individuos de Sotalia guianensis no litoral do Espirito Santo (PMBA, 2024). Locos= nome do marcador; Faixa de
amplificacdo dos alelos = (pares de base — pb); Fluorescéncia= marcacdo do primer; T°C= temperatura de
anelamento; Referéncias= estudo responsavel pelo desenvolvimento do marcador.

Locos Faixa de alelos Fluorescéncia T°C Referéncias
(pb)
Sgul 002 210230 HEX 50 Watts 82)1(1)};2; &
Sgut 003 160-200 FAM 52 Watts 82)1(1)};2; &
Sgut 006 210-240 FAM 62 Watts (Czl(l)%f;?; &
Sgui 011 410-460 FAM 5 Watts (Cz%f(l)% &
Sgui 016 150-200 HEX 60 Wats 8818117&; &
Sgui 017 150-190 FAM 60 Watts (Czli)lz)}% &
Sgut 018 240-280 HEX 62 Watts (CZ%I(I)I% &
GATA 98 92-134 FAM s (i’;;sy)oll et al.
PPHO142 127-159 HEX 60 (1;‘;95)61 ctal.
MK6 145-189 HEX " (;((;(L)lﬁen et al.

Os locos foram identificados com o software GeneMapper 5.0 (Applied Biosystems).
O desequilibrio de ligacdo e Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram verificados com o
programa GENEPOP v.4.2 (Raymond, 1995; Rousset, 2008). Para teste de alelos nulos ou erros
de genotipagem foi realizado no programa Microchecker 2.2.0.3 (Van Oosterhout et al., 2004),
com correcdes de Bonferroni. Para célculo dos indices de diversidade genética, riqueza alélica
e teste de estruturagdo temporal (Fst) foi utilizado o programa Arlequim v.3.11 (Excoffier et

al., 2010). E para o coeficiente de endogamia (Fis) e alelos privados foram verificados em Fstat

(Goudet, 2001) (Anexo 1).

3.7 Analise de Parentesco

Neste estudo, para avaliar o nivel de relacionamento entre os individuos foi utilizado o
programa ML-Relate (Kalinowski et al., 2006), software com capacidade de ajustar alelos nulos
e realizar célculos de méxima verossimilhanca (R), o que torna suas analises mais precisas
(Kalinowski et al., 2006). Dessa ferramenta dois parametros foram utilizados para determinar
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o grau de aproximacao entre os individuos: o “Relatedness”, que varia de 0 a 1 e realiza analises
estatisticas baseadas no método de Maxima Verossimilhanga para avaliar e comparar diferentes
hipoteses sobre os diferentes niveis de relacionamento e o “Relationship”, que emprega essas
analises para criar simulagdes que permite encontrar relacionamentos consistentes de primeiro
grau entre pais/ mae e filhos (PO), irmaos completos (FS), e de segundo grau meio-irmao (HS)
e quanto aos nao aparentados (U), a um nivel de significancia de 0,05 (Kalinowski et al., 2006;
Gravena, 2007; Konrad et al., 2018).

Além disso, o coeficiente de parentesco médio (R) foi calculado a partir da planilha com
os resultados fornecidos pelo ML-Relate, considerando todos os individuos que apresentaram

algum grau de conexao, resultando no nivel médio de parentesco para a populacio analisada.

4. RESULTADOS

4.1 Identificacdo do Sexo

Dos 58 golfinhos amostrados, identificados molecularmente no PMBA. Os resultados
indicaram a presenca de 27 machos (50,9%) e 26 fémeas (49,1%), no entanto, o DNA de cinco
individuos ndo amplificou na PCR de sexagem (8,6%), sendo estes identificados como
indeterminados. A proporg¢do sexual observada foi proxima de 1:1, e o teste estatistico ndo se

mostrou significativo (p=0,89).

4.2 mtDNA
Neste trabalho, foi selecionado um subconjunto de 58 individuos, onde foram
identificados quatro haplétipos distintos, (H1, H2, H3 e H13) sendo que (H1) predominou,

ocorrendo em 75,9% dos individuos analisados (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos haplétipos (mtDNA) identificados nas 58 amostras de botos-cinza, indicando
a quantidade de individuos por hapldtipo e a porcentagem correspondente. Os nomes dos haplétipos foram os

mesmos estabelecidos em PMBA (2024).

Haplétipo Quantidade Porcentagem
H1 44 75,9%
H2 12 20,7%
H3 1 1,72%
H13 1 1,72%
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4.3 nDNA

A genotipagem do DNA nuclear dos 58 golfinhos analisados neste estudo foi realizada
previamente pelo Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica (PMBA), a partir
do mesmo conjunto de analises aplicadas a todas as amostras da espécie. Dos dez locos
inicialmente testados para a genotipagem de nDNA, cinco locos foram desconsiderados por
apresentarem frequéncias elevadas de alelos nulos e desvios significativos de Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) sendo eles: Sgui 02, Sgui 06, Sgui 11, Sgui 16 e PPH0142. Assim, os
cinco locos que atenderam aos critérios de qualidade, auséncia de alelos nulos e desequilibrio

de ligacao foram mantidos nas analises genéticas (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado dos cinco locos microssatélites genotipados para determinar as relagdes de parentesco dos
individuos de Sotalia guianensis no litoral do Espirito Santo. Locos= nome do marcador; Faixa de amplificacdo
dos alelos = (pares de base — pb); Fluorescéncia= marcagdo do primer; T°C= temperatura de anclamento;

Referéncias= estudo responsavel pelo desenvolvimento do marcador.

Loco Faixa de Fluorescéncia T°C Referéncias
alelos (pb)
Sgui 03 160-200 FAM 52 Cunha &
Watts (2007)
Sgui 17 150-190 FAM 60 Cunha &
Watts (2007)
Sgui 18 240-280 HEX 62 Cunha &
Watts (2007)
GATA98a 92-134 FAM 56 Palsboll et al.
(1997)
Mk6 145-189 HEX 60 Krutzen et al.
(2001)

4. 4 Parentesco

Em relagdo ao parentesco geral, quando analisadas as relagdes par-a-par, foi encontrado
um total de 71 lacos familiares, 34 parentescos de primeiro grau, sendo 17 pares de irmaos
completos e 17 relagdes pai-filho e 37 relagdes de segundo grau meios-irmaos entre os golfinhos
amostrados nos diferentes anos (Figura 4). O R médio observado foi de aproximadamente

0,244.
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Figura 4. Numero de relagdes par-a-par observadas ao analisar cinco locus microssatélites de 58 botos-cinza do
litoral do Espirito Santo, compostas por pais e filhos, irmaos completos e meios-irmaos.

Dos lagos familiares quanto ao parentesco geral, na Figura 5A, temos uma relacao de
primeiro grau (pai-filho) entre o golfinho S-505, de sexo ndo identificado, e sua descendente E-
729, uma fémea juvenil. Encalharam no ano de 2021 em regides diferentes. Foi identificada
ainda uma relacdo de segundo grau entre esse individuo de sexo nao definido e duas fémeas, S-
467, S-505 ¢ E-742, de meios-irmaos.

A Figura 5B representa uma célula familiar de amostras encalhadas em 2023, onde duas
fémeas adultas (S-492 e E-765) e pertencentes ao hapldtipo H1 apresentaram relagdo de
primeiro grau (irmads-completas), embora encalhadas em regides diferentes, S-492 em abril no
municipio de Guarapari e S-765 em agosto no municipio de Linhares. Também foi identificada
relagdo de meio-irmao destas duas amostras com um macho adulto (S-502) também pertencente
ao haplotipo H1, encalhado no municipio de Vila velha na regido sul.

J& a célula da Figura 5C evidéncia, dentre as relagdes, um possivel cruzamento entre os
individuos S-487, fémea adulta do haplétipo HI, descendente de S-499, macho adulto
pertencente ao haplotipo H2, ambos da regido Sul, sendo pais da fémea juvenil E-736,
encontrada em 2022 na regido Norte do estado do haplotipo H1. Ainda nessa mesma célula,
observa-se uma relacao de primeiro grau (irmas completas) entre as fémeas S-498 e S-491, com
registros de encalhe em 2023, ambas no municipio da Serra, ambas sdo meias-irmas de S-487
que apresenta uma relacdo de meio-irmao com S-460. Outra relacdo de segundo grau, ainda
dessa célula, é entre meios-irmaos: S-499 e E-744.

Na Figura 5D, representada por individuos encontrados no ano de 2022 na regido sul do
litoral capixaba, também ¢ evidenciada uma relagdo de primeiro grau (irmaos completos) entre

os individuos S-455 e S-458, compartilhando o mesmo haplétipo do mtDNA (H2). As demais
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conexdes estabelecem um padrao de relacionamento de segundo grau de meios-irmaos entre

todos individuos da célula familiar, S-454, S-58, S-473, S-468 ¢ S-455.
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1 1
1 1
1 1
o l’
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| . 1
Legenda
Fémea Unidade Amostral = ======= Meio-irmao
Norte Irmédo Completo
Macho . 1 Mae/ Pai e filhote
Unidade Amostral
Sul

Indeterminado

Figura 5. Células familiares entre botos-cinza que encalharam nas regidoes Norte e Sul do Espirito Santo,
entre os anos de 2021 e 2023. Cada individuo é representado pelo ano de encalhe, nimero de identificacdo e
haplétipo do mtDNA. Circulos lilas representam fémeas, quadrados azuis machos e losangos bege individuos com
sexo indeterminados. Setas pretas indicam as relagdes de pai/mde e filhos, linhas vermelhas os irmédos completos
e linha pontilhada as relagdes de meios-irmaos. Hexagonos amarelos representam os encalhes registrados na regido

Sul, enquanto os de cor verde corresponde a regido Norte.
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Nos encalhes ocorridos em datas proximas, foi possivel observar relacionamentos de
primeiro grau, entre individuos encalhados no mesmo municipio € na mesma data. Também
foram identificados relacionamentos de segundo grau de meios-irmdos. As relagdes
encontradas ocorreram na praia do mesmo municipio ou em praias proximas, dentro da mesma
semana (Figura 6).

Na figura 6A, observa-se uma relagao de primeiro grau (mae-filhote) entre duas fémeas
(S-452 e S-453), encontrados na data de 28/12/2021, na Praia de Comboios, no municipio de
Aracruz.

Figura 6B mostra relagdo de segundo grau (meio-irmao) entre as amostras E-758 e E-
760, dois machos encontradas na praia de Guriri pertencentes ao hapldtipo H1, no municipio
de Sao Mateus, no norte do estado. As datas de encalhe desses individuos diferem por apenas

dois dias.
A) 28/12/2021

“

B) 29/07/2022  31/07/2022

Adulto Filhote
Juvenil Adulto
C) 13/06/2023 14/06/2023 D) 28/05/2022
Adulto Adulto
Lege nda
Fémea Unidade Amostral =~ ======-= Meio-irméao
. . Norte Irmao Completo
- Macho Unidade Amostral l Mae/ Pai e filhote

Sul

Indeterminado

Figura 6. Relagdes observadas nos encalhes de botos-cinza em datas coincidentes ou proximas, e em
praias proximas dentro do mesmo municipio. Circulos lilas representam as fémeas, quadrados azuis os machos,
linhas vermelhas indicam os irmaos completos e linha pontilhada as relagdes de meio-irmdo. Amarelo representa

os encalhes registrados na regido Sul, enquanto a cor verde corresponde a regido Norte.
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Ja na figura 6C observa-se outra relacdo de segundo grau entre meios-irmaos, com
mesmo pai, S-501 (Haplotipo H2) encontrado em Parati, e S-502 (Haplotipo H1) na praia de
Itaparica ambos da regido sul, com datas de encalhe com um dia de diferenca.

Ja a figura 6D ilustra uma relagdo de primeiro grau entre irmas completas (mesmos
progenitores), ambas pertencem ao mesmo hapldtipo (H2). Ambas foram encontradas na Praia

de Maroba, localizada no municipio de Presidente Kennedy em 28/05/2022.

5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo descrever, pela primeira vez, possiveis relagdes de
parentesco para a espécie Sotalia guianensis do litoral do Espirito Santo. Foram identificados
71 lagos genéticos entre os 58 individuos, o que representa um recorte da populacdo monitorada
pelo Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica (PMBA). Esses achados
corroboram a baixa diversidade nuclear reportada para a populacdo (PMBA, 2024). O elevado
numero de parentesco observado pode refletir a estrutura social coesa dos grupos e sugerir a
ocorréncia de endogamia, o que pode levar a vulnerabilidade genética. Segundo Frankham et
al. (2010) a baixa diversidade genética nuclear compromete a capacidade de populacdes se
adaptarem a pressdes ambientais e aumenta o risco de extingdo. Assim, a manutengdo da
variabilidade genética € crucial para garantir a sobrevivéncia da espécie a longo prazo.

No PMBA (2024) também foi indicada uma estruturagdo mitocondrial divididas entre a
Regido Norte-Central, com diversidade haplotipica de h= 0,615 e o Extremo Sul h= 0,781, o
que sugere baixa ocorréncia de fluxo génico entre as duas regides. No entanto, as conexdes
genéticas familiares encontradas neste trabalho evidenciam a ocorréncia de diferentes graus de
parentesco entre individuos das regides norte e sul do Estado, como por exemplo a relagdo de
primeiro grau (irmas completas) ilustrada na figura 5B entre S-492 e E-765 ambas de sexo
feminino, haplétipo (H1), o que sugere que esse fluxo génico detectado pode ocorrer por
dispersdo masculina, e a estruturacdo mitocondrial reflete padrdes de filopatria feminina,
hipotese corroborada pela auséncia de estruturacao nuclear (Farro et al. in prep.).

Considerando que aproximadamente 75,9% das amostras do presente estudo estdo
associadas ao mesmo haplotipo (H1), sugere que esses individuos possam ter uma Unica
linhagem materna. Essa baixa diversidade mitocondrial observada nas células amostradas,
indicam grupos familiares com forte parentesco materno. E um padrio também observado em
outras populagdes de cetaceos (Gariboldi et al., 2016; De Oliveira, 2023) que, embora tenham

analisados regides distintas, descreveram para a espécie de Pontoporia blainvillei a alta
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frequéncia de um tUnico haplétipo mitocondrial, sugerindo baixa diversidade de linhagens
maternas nessas populacdes. Esse achado coloca os botos-cinzas aqui analisados dentro de um
padrao ja estudado com outros pequenos cetaceos.

Quando analisamos a ocorréncia de encalhe simultaneo de duas fémeas adultas
geneticamente identificadas como irmas completas, no municipio de Presidente Kennedy,
somada a outras relagdes entre fémeas identificadas no presente estudo, pode-se inferir a
existéncia de uma estrutura social matrilinear com uma manuten¢ao de coesao entre fémeas
aparentadas ao longo da vida. Isso sugere uma filopatria feminina. Padrdes semelhantes de
coesdo social entre fémeas aparentadas tém sido descritos com outras espécies de cetaceos.
Com cachalotes, Physeter macrocephalus, Sarano et al. (2021) avaliando uma populacao de 24
individuos na costa de Mauricio no Oceano Indico, revelaram que irmas, maes ¢ filhas adultas
permanecem no mesmo grupo social ao decorrer da vida. Embora o presente estudo tenha
identificado essa relagdo a partir de encalhe, e ndo observagdo de grupos vivos, esse achado
reforca que fémeas aparentadas podem compartilhar areas e manter o vinculo duradouro.

Uma outra relacdo de primeiro grau entre uma fémea adulta e sua descendente (uma
fémea filhote) também foi encontrada, ambas encalhadas no municipio de Aracruz no dia 28
do més de dezembro de 2021. No estudo de monitoramentos visuais nos estudrios dos rios
Piraqué-Acu e Piraqué-Mirim, no municipio de Aracruz, realizado por Bicalho (2018),
registrou-se uma maior frequéncia de filhotes em grupos de boto-cinza nos meses mais quentes.
Estes meses correspondem as estacdes de primavera e verdo do ano, como o més de dezembro,
sugerindo que o estudrio possa ser mais utilizado para cuidado parental nesse periodo em razio
de maior oferta de alimento e da tranquilidade das aguas.

Batista et al. (2014) descreveram que a alta fidelidade ao local por parte dos botos-cinzas
no estudrio do rio Paraguacu pode contribuir para a ocorréncia de cruzamento entre individuos
aparentados. E em uma das células familiares analisadas nesse estudo, foi identificado um caso
de cruzamento endogamico entre S-499 macho adulto haplotipo (H2), e sua descendente S-487
haplotipo (H1), fémea adulta, ambos registros de encalhe ocorreu na regido sul.

A alta fidelidade da populagdo estudada com uma menor dispersdo genética e a baixa
diversidade mitocondrial observada sugerem uma estrutura matrilinear com poucas trocas de
fémeas entre grupos. Frankham et al. (2010) descreve que esse tipo de cruzamento endogamico
impacta a variabilidade genética, levando também ao aumento da expressao de alelos deletérios.
Assim, a presenga dessa relagdo observada neste estudo reforca a vulnerabilidade da espécie na

regido e a importancia de a¢des voltadas a conservagao da espécie.
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Foram encontrados 37 lagos de segundo grau entre os golfinhos, o que corresponde
aproximadamente 52,11% das amostras analisadas, o que podemos associar ao sistema de
acasalamento promiscuo, descrito para Sotalia guianensis por Flores (2002). Nesse sistema
tanto os machos quanto as fémeas podem copular com varios parceiros quando sexualmente
maduros, o que favorece a ocorréncia de meios-irmaos na mesma populacao.

Ainda analisando as células familiares de encalhes em datas e localidades proximas,
destaca-se duas cé€lulas familiares compostas por individuos machos em faixa etaria diferentes,
com relacionamento de meios-irmaos, o que sugere a existéncia de reprodugdo por um mesmo
genitor em diferentes periodos. Considerando a filopatria feminina aqui ja discutida, € possivel
que fémeas permanegam na mesma area e gerem descendentes de diferentes parceiros. Pereira
(2023) também identificou alto numero de relacionamento de segundo grau entre meios-irmaos
em Stenella longirostris fazendo entender que a ocorréncia desse tipo de parentesco pode ser
comum em outros cetdceos que apresentam comportamento promiscuo. Além disso, foram
observadas relagdes de encalhe em datas e localidades proximas entre os machos, sendo filhotes
encalhados dias antes de machos adultos, com relagdo de segundo grau entre meios-irmaos.
Esse padrdo pode sugerir que individuos jovens se mantém proximos de adultos como uma
forma de aprendizado social, desenvolvimento de estratégias de vida e transmissdo de
comportamentos. O estudo de Connor et al. (2000) com Tursiops, por exemplo, descreveu que
machos formam lagos com adultos, muitas vezes parentes, que funcionam como “mentores”
sociais.

Apesar dos achados relevantes relacionados a genética da espécie, descritos nas
particularidades das células familiares apresentadas, ¢ importante ressaltar que este estudo
utilizou um nuimero reduzido de locos microssatélites, o que pode limitar a precisdo na
inferéncia de parentesco, especialmente em relagdes mais distantes. Ja haviam sido destacados
por Wilson et al. (1985) e Dizon et al. (1991) tanto a utilidade dos marcadores microssatélites
para a andlise de relagdes de parentesco quanto o fato de que a acurécia das analises depende
do ntiimero e da variabilidade dos locos genotipados. No entanto, diante dos resultados
apresentados ¢ fundamental que continuemos com as analises com um maior nimero de
marcadores. Assim como, considerando a baixa diversidade genética e fidelidade materna local
observada, a necessidade de monitorar e garantir a integridade de habitats costeiros, visando

preservar a espécie a longo prazo.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, sdo apresentadas as primeiras evidéncias de relagdes de parentesco de
primeiro e segundo grau para Sotalia guianensis no litoral capixaba, ampliando o conhecimento
sobre a biologia, quanto a estrutura social da populagdo e ecologia da espécie na regiao. Os
resultados de parentesco e estrutura familiar aqui encontrados sugerem filopatria feminina e
indicios de endogamia, refor¢cando os dados populacionais genéticos apresentados em estudos
anteriores. A realizacdo de estudos futuros com maior nimero de amostras e locos
microssatélites seria interessante. Os resultados destacados intensificam as preocupagodes

quanto a conservacgdo desses golfinhos.
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR

Anexo 1. Tabela com os resultados dos cinco locos microssatélites avaliados (Sgui 003, Sgui 017, Sgui

018, GATA98, MK6) para se determinar diversidade genética do boto-cinza na area atingida pelo rejeito de

minério de Funddo (PMBA, 2024). Niimero de alelos (K), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade

esperada (He), Contetido de Informagéo Polimérfica (PIC), riqueza alélica (Ra), indice de endogamia (FIS).

Loco K Ho He PIC Ra FIS
Sgui 0003 8 0,453 0,778 0,781 0,781 0,421
Sgui 017 9 0,618 0,818 0,819 8,859 0,246
Sgui 018 9 0,694 0,732 0,732 8,629 0,052
GATA98 6 0,306 0,703 0,63 6 0,564

MK6 9 0,432 0,855 0,832 8,995 0,496

Média 8,2 0,501 0,777 0,7588 8,0464 0,357

Anexo 2. Relag@o dos individuos nas relagdes de parentesco evidenciadas neste estudo, juntamente com

suas respectivas identificagdes genéticas, datas de encalhe, localidades, sexos e faixas etarias.

IND Data de encalhe Localidade Sexo Faixa etaria
SOT505 01/07/2023 Anchieta Indeterminado Indeterminado
SOT467 18/04/2022 Aracruz Fémea Adulto

E729 28/10/2021 Linhares Fémea Adulto

E742 04/08/2022 Sdo Mateus Fémea Juvenil
SOT492 04/12/2023 Guarapari Fémea Adulto
SOT502 14/06/2023 Vila velha Macho Adulto

E765 25/08/2023 Linhares Fémea Adulto

E744 13/04/2022 Sdao Mateus Fémea Adulto

E758 29/07/2022 Sdo Mateus Macho Juvenil

E760 31/07/2022 Sao Mateus Macho Adulto
SOT499 06/01/2023 Presidente Macho Adulto

Kennedy

E736 13/02/2022 Sdao Mateus Fémea Juvenil
SOT487 03/11/2023 Fundao Fémea Adulto
SOT498 16/05/2023 Serra Fémea Adulto
SOT491 04/06/2023 Serra Fémea Adulto
SOT458 25/02/2022 Marataizes Macho Juvenil
SOT468 05/07/2022 Serra Macho Juvenil
S0T473 09/04/2022 Guarapari Macho Adulto
SOT454 01/03/2022 Aracruz Macho Juvenil
SOT455 26/01/2022 Presidente Fémea Adulto

Kennedy
SOT452 28/12/2021 Aracruz Fémea Adulto
SOT453 28/12/2021 Aracruz Fémea Filhote
SOT501 13/06/2023 Anchieta Macho Adulto
SOT502 14/06/2023 Vila velha Macho Juvenil
SOT469 28/05/2022 Presidente Fémea Adulto
Kennedy
SOT470 28/05/2022 Presidente Fémea Adulto
Kennedy
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