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SINOPSE

Foram utilizados duas classes de marcadores moleculares (nuclear e
mitocondrial) para analise das relacdes filogenéticas e populacionais entre Inia
geoffrensis e Inia geoffrensis humboldtiana. Uma diferenciacdo genética
histérica foi observada em uma linhagem dentro de Inia geoffrensis
humboldtiana, com isso prop6s-se elevar seu nivel taxondmico ao de espécie.
Populacdes geneticamente diferenciadas de Inia geoffrensis geoffrensis foram

observadas para as demais areas analisadas (rios Negro e Branco).
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P NI Many rivers to cross

But I can'f seem to find my way over
Wandering 1 am lost as I travel along

The whife cliffs of Dover

Many rivers to cross and it's only my will
That keeps me alive

I've been licked, washed up for years and

1 merely survive because of my pride

ot T

(Many rvivers Yo cross, Timmy Cliff)
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APRESENTAGAO

Esta pesquisa fez parte dos projetos do Laboratério de Evolugcédo e Genética Animal
(LEGAL) da UFAM, cujos trabalhos vém sendo realizados utilizando ferramentas
moleculares mitocondriais e nucleares, sobre boto-vermelho (género Inia). Esses estudos
vém sendo desenvolvidos ha cerca de uma década e foram inicialmente idealizados e
executados por lzeni Farias, Tomas Hrbek, Vera da Silva e Waleska Gravena. As
primeiras amostras obtidas foram cedidas por Vera da Silva e Antony Martin
(coordenadores do Projeto Boto na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua),
além de algumas delas terem sido obtidas pelo pai dos estudos com mamiferos aquaticos
na Amazonia, Robin Best (ja falecido).

As primeiras coletas em campo foram realizadas por Waleska Gravena. Seu
imenso esforco, diante dos poucos recursos financeiros e logisticos, para obter amostras
do Rio Madeira e baixo Rio Negro, foram essenciais para tornar possivel a realizacéo de
todas as pesquisas desde entdo. Nicole Dutra também contribuiu para o banco de
tecidos, obtendo amostras em expedicdes aos rios Araguaia e Negro. Ambas contribuiram
de forma excepcional para a construcéo do banco de tecidos e banco de dados de Inia.

Este grupo de pesquisa ja publicou os seguintes trabalhos: biologia forense em
amuletos vendidos como sendo de /nia (Gravena et al. 2008); desenvolvimento de
marcadores microssatélites (Gravena et al. 2009); descricdo de nova espécie de boto
para a bacia Tocantins/Araguaia (Inia araguaiaensis) e datacdo das espécies existentes
(Hrbek et al. 2014); avaliacdo da atuacao das corredeiras do alto Rio Madeira sobre
populacdes de Inia geoffrensis e de Inia boliviensis (Gravena et al. 2014; 2015); além de
diversos resumos e palestras apresentados em conferéncias nacionais e internacionais, e
artigos que estdo em preparacao.

Esta pesquisa teve inicio em 2012, sendo desenvolvida como uma tentativa inicial
de avaliar o nivel de divergéncia genética dos botos dos rios Branco e Negro.
Expandimos essa avaliagdo para analisar a divergéncia e limite geografico entre Inia
geoffrensis humboldtiana e Inia geoffrensis geoffrensis. Para tal, além das amostras
obtidas nos rios Negro e Branco, nos foram cedidas amostras da bacia do Orinoco por
Susana Caballero (nossa entdo colaboradora). Nesta dissertacéo, vos apresento, em dois
capitulos, duas singelas historias construidas com base nas andlises da maioria das
amostras acima mencionadas, como resultado do esforco de todos os membros deste

grupo de pesquisa.
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REsumo

Os golfinhos de agua doce do género Inia pertencem a familia Iniidae e possuem trés
espécies descritas para diferentes regides hidrograficas: Inia boliviensis (sub-bacia
Boliviana); I. araguaiaensis (bacia Tocantins/Araguaia); e I. geoffrensis (bacias Amazonica
e do Orinoco). Esta Ultima é representada por duas subespécies, cuja taxonomia é
controversa: Inia geoffrensis geoffrensis (bacia Amazonia) e I. g. humboldtiana (bacia do
Orinoco). As adaptacBes adquiridas pelas espécies deste género permitiram-lhes explorar
ambientes de areas alagaveis, comuns em varias regides da Amazonia Central e nos
Llanos da bacia do Orinoco. Essas duas bacias sdo conectadas atualmente pelo Canal
Casiquiare, que liga o alto Rio Negro ao alto Rio Orinoco, e tem atuado tanto como
corredor, quanto como barreira a fauna aquética compartilhada por ambas bacias. Este
estudo teve como objetivos: 1) testar se Inia geoffrensis humboldtiana representa uma
unidade evolutiva independente das demais espécies e subespécie de Inia; Il) entender
0s padrdes geograficos da estrutura populacional de Inia geoffrensis na bacia do rio
Negro e sub-bacia do rio Branco. Para atender ao objetivo |) foram realizadas analises
Bayeisianas e de Maxima Parsimbnia com sequéncias da regido controle para 108
individuos, do citocromo b para 122 e de 10 /oci microssatélites para 129, provenientes
das regifes tipo das espécies de Inia. Os resultados mostraram quatro linhagens,
correspondendo as espécies e subespécies de [nia. Uma quinta linhagem,
correspondendo aos individuos do alto/médio Orinoco, foi observada somente para os
dados do mtDNA. As duas linhagens da bacia do Orinoco apresentam distintos tempos de
divergéncia. O clado com a linhagem do alto/médio Orinoco e sua espécie irma, Inia da
Amazobnia Central, divergiu ha 354 mil anos. A linhagem do médio/baixo Orinoco divergiu
deste clado a 1.66 milhdes de anos. Nossas evidéncias sugerem que Inia do médio/baixo
Orinoco é uma espécie distinta das demais, e a designamos Inia humboldtiana stat nov.
(Pilleri e Gihr, 1977). Igualmente, os dados obtidos ainda séo insuficientes para avaliar o
real status taxondmico da segunda linhagem de /nia da bacia do Orinoco (alto/médio
Orinoco). Para atender ao objetivo Il) foram realizadas andlises Bayeisianas e de Maxima
Verossimilhanca com sequéncias da regido controle para 131 individuos, do citocromo b
para 127 e de 10 /oci microssatélites para 143, provenientes dos rios Negro, Branco,
Solimdes, baixo Rio Madeira e da bacia do Orinoco. Para os individuos da bacia do
Orinoco observamos um resultado semelhante ao cumprir o objetivo |. Para os individuos
das demais localidades, diferentes padrdes de diferenciacdo genética foram observados
conforme marcador utilizado, sendo um baixo grau de subdivisdo populacional (Fsr =
0.04762, P<0.001) e altos indices de fluxo génico para o nuDNA; e o oposto (®Psr =
0.75490, P<0.001) para o mtDNA. Foram determinadas subpopulacfes, cujos niveis de
diversidade foram relativamente altos. Essas diferenciagcbes genéticas em nivel de
subpopulacdo parecem corresponder a histéria evolutiva das areas, apesar de ter sido
constatada filopatria por fémeas. Tanto para estas quanto para os machos, as corredeiras
de S&o Gabriel da Cachoeira (Rio Negro) e do Bem Querer (Rio Branco) ndo podem ser
consideradas como barreira fisica/geografica. Sendo assim, a construcao das hidrelétricas
projetadas para essas areas, proporcionardo, sem duvida, fragmentacdo demografica e
genética nas subpopulactes de botos observadas.

PALAVRAS-CHAVE: boto-vermelho, Inia, linhagens, taxonomia, filogeografia, filopatria.
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ABSTRACT

The river dolphins of the genus /nia belong to the family Iniidae. This family has three
species distributed in different hydrographic regions: Inia boliviensis (Bolivian sub-basin);
I. araguaiaensis (Tocantins/Araguaia basin); and [. geoffrensis (Amazon and Orinoco
basins). The last one is represented for two subspecies whose the taxonomy is
controversy: Inia geoffrensis geoffrensis (Amazon basin) and I. g. humboldtiana (Orinoco
basin). These species have adaptations that enable them to explore flooded areas,
common in several regions in Central Amazon and Orinoco Llanos. The Amazon and
Orinoco basin are connected by the Casiquiare Channel, that connects the upper Orinoco
River to the upper Negro River. This channel has been acting as well a corridor as a
barrier to aquatic fauna shared by these two basins. The aims of this study were: I) to test
if Inia geoffrensis humboldtiana represents an independent evolutionary unit; IlI) to
understand the geographic patterns of the population structure of the Inia geoffrensis from
the Negro River basin and the Branco River sub-basin. To reach aim 1), we performed
Bayesian and Maximum Parsimony analysis on sequencies of /nia individuals from the
type localities: 108 individuals for control region, 122 for citochrome b and 129 for 10 /oci
microsatelitis. The results showed four lineages, corresponding to the /nia species and
subspecies. A fifth lineage was observed for the individuals from the upper Orinoco basin.
The two lineages of the Orinoco basin has different estimated time of divergence. The
estimated divergence of the upper Orinoco lineage from its /nia Central Amazon sister
lineage is 0.354 million years ago. This clade is sister to /nia from lower/middle Orinoco
with an estimated time of divergence of 1.66 mya. Our evidences suggest that /nia from
the lower/middle Orinoco basin is a different species, and we called it /nia humboldtiana
stat nov. (Pilleri & Gihr, 1977). Furthermore, the data analysed are not yet enough to
evaluate the taxonomic status of the upper Orinoco Inia lineage. To reach aim II), we
perform Bayesian and Maximum Likelihood analysis on 131 individuals for the control
region, 127 individuals for the citochrome b, and 143 individuals for 10 /oci microsatelities.
The individuals were sampled from the Orinoco basin, and from the Negro, Branco,
Madeira and Solimdes rivers. The results for the individuals from the Orinoco basin was
the same as that obtained to reach the aim I. To the other individuals, different patterns of
genetic differentiation were observed as marker used. For nuclear DNA was observed a
low degree of population subdivision (Fsr = 0.04762, P<0.001) and an high gene flow
index; and for mitochondrial DNA was observed an opposite situation (®sr = 0.75490,
P<0.001). From these results subpopulations were determined whose the genetic diversity
levels were relatively high. The genetic differentiations of the subpopulations seem to
correspond to the rivers evolution. Furthermore, we observed female philopatry. The
rapids of S&o Gabriel da Cachoeira (Negro River) and Bem Querer (Branco River) are not
barrier for the dolphins, both female as male. Thus, the construction of dams designed for
these areas, will fragment that subpopulations, both demographically as genetically.

KEY-WORDS: pink river dolphin, Inia, lineage, taxonomy, phylogeography, philopatry.
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INTRODUGAO GERAL

As relagbes historicas entre as bacias do Amazonas e do Orinoco e sua atual
conectividade através do Canal Casiquiare, levam a questionar se ha também uma
conectividade entre as espécies que as habitam. Além disso, instiga buscar responder
como essas espécies estdo distribuidas nesses mega sistemas fluviais. O crescente uso
da ferramenta molecular em estudos dessa magnitude tem fornecido respostas

esclarecedoras para varias dessas questdes.

Incerido nesse contexto, este trabalho questiona aspectos taxondmicos e
filogeogréficos de populacdes de boto-vermelho (género Inia) que habitam essas bacias.
Abaixo segue uma breve descricdo dos temas trabalhados. Posteriormente, destaco
alguns aspectos importantes de Inia, do ponto de vista taxonémico, filogenético, bioldgico
e ecolégico, bem como algumas das ameacas que as espécies desse género vém

sofrendo.

ESPECIE, SUBESPECIE E POPULACAO

Apesar de amplamente discutido, e de existirem mais de vinte conceitos descritos
(Mayden 1997; Wilkins 2002; Taylor 2009), ndo ha um consenso geral sobre o que é uma
espécie (Aleixo 2009). Com relagdo a isso existem basicamente duas classes de
problemas: uma quanto a escolha do conceito; e outra quanto a aplicabilidade do mesmo
na definicdo de uma espécie (Mayr 1996). Independente das discordancias com relagéo
ao conceito ou a aplicabilidade, espécies sdo entidades reais, ou seja, sdo um fendmeno

concreto da natureza (Mayr 1996).

Neste trabalho utilizamos o conceito evolutivo de espécie, que designa uma
espécie como uma linhagem de organismos que tém evoluido separadamente de outras,
apresenta identidade propria em relagdo as outras comparadas, e possui suas proprias
tendéncias evolutivas e destino historico (Simpson 1951; Wiley 1978; 1981). Embora Mayr
(1996) tenha feito duras criticas a este conceito, por ter critérios "errbneos" para distinguir
espécies, n0s cremos que o uso adequado da ferramenta molecular tenha suprido as

falhas apontadas por Mayr. Além disso, o uso de multiplas linhas de evidéncia (Reeves et
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al. 2004) permite que a escolha de um conceito como base n&o exclua o uso

concomitante de outros, especialmente daqueles amplamente aceitos.

Mais controverso e polémico do que o conceito de espécie € o de subespécie
(Aleixo 2009; Fitzpatrick 2010), cuja definicdo se refere a uma populagcéo parcialmente
diferente dentro da espécie, que apresenta variacdo morfologica e genética, compartilha
uma distribuicdo geografica ou habitat unicos (Wilson & Brown 1953; Cracraft 1983; Mayr
1996), podendo cruzar e produzir descendentes férteis (Frankham et al. 2008). Quando
estas apresentam uma diferenciagcdo gradual, o uso da taxonomia trinominal torna-se
desnecessario (Fitzpatrick 2010). Por isso, deve-se fazer uma avaliagdo rigorosa das
distingbes populacionais, para apenas definir uma subespécie no caso de

estabelecimento de prioridades e acdes conservacionistas (Fitzpatrick 2010).

Diferencas sutis entre uma unidade evolutiva e outra também podem nos levar a
confundir entre 0 que seria uma espécie e 0 que seria uma diferenciacdo em nivel
populacional (Camargo & Sites 2013). Uma populacdo, em sua classica definicao
ecologica, € “um grupo de organismos da mesma espécie ocupando um determinado
espaco em um determinado momento” (Krebs 2001: 116), podendo interagir uns com 0s
outros (Waples & Gaggiotti 2006). Sob um paradigma evolutivo, esses individuos vivem
proximos o suficiente de modo que possam acasalar entre si com a mesma probabilidade
(Waples & Gaggiotti 2006). Por tais razdes, definir o que é uma populacdo é téao
importante quanto definir o que é uma espécie, devido a sua aplicabilidade, que é tornar

possivel avaliar e caracterizar populagfes na natureza (Waples & Gaggiotti 2006).

Sem excluir a importancia de integrar os dados obtidos com outras linhas de
evidéncia, o uso de ferramentas moleculares tornou-se essencial para estudos apoiados

em qualquer dos conceitos acima apresentados.

FILOGEOGRAFIA, GENETICA POPULACIONAL E OS MARCADORES MOLECULARES

Estudos filogeograficos utilizam dados genéticos e geograficos na busca da
compreensao dos componentes filogenéticos e/ou histéricos da estrutura populacional

(Avise 2004). Quando se compara as informacdes obtidas sobre uma espécie com outras

2



7

que apresentam distribuicdo semelhante, é possivel identificar padrdes gerais de
distribuicdo, e com isso delinear areas importantes para a conservagéo (Yumi 2009). A
maioria dos trabalhos filogeograficos sdo realizados com analise do DNA mitocondrial
(mtDNA) (Avise 1991; 1998), por se tratarem de andlises acima do nivel individual que
requerem o uso de marcadores mais conservados (Parker et al. 1998), mas também que
permitam avaliar a relacao entre populacdes coespecificas (Avise et al. 1984).

No entanto, uma filogenia matrilinear apresenta apenas uma por¢ao da informacéo
da composicdo genealdgica dentro de genealogia sexual (Avise 1998). Nesse sentido,
Hoelzel (1992) recomenda que se realizem estudos com uso de marcadores dos DNAs
mitocondrial e nuclear, para que seja possivel identificar padrées de dispersao de machos
e fémeas e, assim, maximizar a resolucdo das analises. Para as estimativas de genética
populacional, e aquelas em nivel individual, que requerem marcadores com analise de
variacdo maxima, os microssatélites (DNA nuclear) sdo extremamente Uteis (Parker et al.
1998; Zhu et al. 2000; Caixeta et al. 2009).

Em cetaceos, sdo observados padrBes complexos de estrutura populacional
(Hoelzel 1992). Para algumas espécies ha uma correspondéncia entre a variacdo
genética e a presenca de barreiras geograficas (como nas populagdes residentes de orca,
Orcinus orca (Parsons et al. 2013), enquanto que para outras ndo (como no boto-de-
burmeister, Phocoena spininnis (Rosa et al. 2005). Além disso, niveis altos de
estruturagdo genética podem ocorrer apenas para um dos sexos (como na cachalote,
Physeter macrocephalus (Lyrholm et al. 1999; Engelhaupt et al. 2009), no golfinho-escuro,
Lagenorhynchus obscurus (Cassens et al. 2005) e no boto-vermelho, Inia geoffrensis
(Hollatz et al. 2011)). Certamente, o uso da ferramenta molecular tem contribuido
substancialmente para evolucdo desses estudos populacionais, filogeograficos e

taxondmicos.

INIA: CLASSIFICACAO, EVOLUCAO E SISTEMATICA

bY

O género Inia pertence a ordem Cetartiodactyla, subordem Cetacea, infraordem

Odontoceti e familia Iniidae (Montgelard et al. 1997). Sdo golfinhos de dgua doce que no



Brasil sdo popularmente conhecidos como boto ou boto-vermelho; na Venezuela, como
tonina del Orinoco, delfin rosado e bufeo colorado; na Colémbia, no Peru e no Equador,
como bufeo colorado (da Silva et al. 2008; Portocarrero-Aya et al. 2010). Aqui utilizaremos

preferencialmente o nome boto, conhecido internacionalmente (da Silva et al. 2008).

Com relacdo a evolugéo de Inia, existem poucas evidéncias, especialmente devido
a escassez de registro fossil (Cozzuol 1985). Provavelmente seu ancestral adentrou o
continente por uma via marinha durante o final do Mioceno (Pyenson et al. 2015) a partir
do norte (mar do Caribe) que seguia em direcdo oeste-sul até o Atlantico (Hamilton et al.
2001). Quando esse caminho de mar se retraiu, esses golfinhos permaneceram nas
aguas que se tornaram continentais, onde evoluiram como /nia (Hamilton et al. 2001). O
mais recente achado féssil inideo, Isthminia panamensis, da regido do Panama, levou os
autores a proporem que deve ter havido frequentes invasdes marinhas durante o
Nedgeno, em diferentes margens continentais, o que justifica os distintos achados fésseis
no continente (Pyenson et al. 2015).

Possivelmente Inia originou-se na regido do antigo lago Beni (datado do
Pleistoceno), hoje em dia Amazénia Boliviana (Pilleri & Gihr 1977), e com o tempo
dispersou-se para areas longuiquas, onde suas atuais espécies evoluiram. Segundo a
IUCN sua distribuicdo abrange cerca de 7 milhdes de Km?2 da América do Sul (Reeves et
al. 2013), atingindo seis paises: Brasil, Venezuela, Coldmbia, Equador, Peru e Bolivia
(Best & da Silva 1993); e trés bacias hidrograficas Amazobnica, do Orinoco e
Tocantins/Araguaia (Best & da Silva 1989a). Botos sdo encontrados da foz proximo a
Belém as nascentes dos rios Ucayali e Marafion, no Peru; no sistema Orinoco, exceto nos
rio Caroni e acima das corredeiras do Para no rio Caura, na Venezuela; na bacia dos rios
Beni/Mamoré, na Bolivia (Meade & Koehnken 1991; da Silva 2009; Truijillo et al. 2010); em
todo Rio Araguaia e no Rio Tocantis (onde seu limite € a hidrelétrica Serra da Mesa)
(Araudjo & da Silva 2014, Ristau et al. 2014).

*Por bacia hidrografica (ou sistema hidrografico) entende-se a area onde as aguas das chuvas e dos rios
drenam em direc@o a um rio principal, o qual determina o home da bacia. Tal sistema é formado devido aos
desniveis dos terrenos que orientam os cursos da agua. Aqui, nés também adotamos a denominagéo sub-
bacia, como sendo as areas que apresentam tais caracteristicas, mas cuja drenagem total desagua em um
dos grandes afluentes do Rio Amazonas (como a sub-bacia dos rios Beni/Mamoré [também chamada de
sub-bacia Boliviana] e a sub-bacia do Rio Branco), como tem sido amplamente utilizado na literatura.



As espécies e subespécies descritas até o momento foram sugeridas com base em
evidéncias morfologicas, craniométricas e moleculares (Pilleri & Gihr 1977; da Silva 1994;
Banguera-Hinestroza et al. 2002; Hrbek et al. 2014). Os primeiros estudos utilizaram
dados morfolégicos e craniométricos, e concluiram que existem duas espécies: Inia
boliviensis (d’Orbigny, 1834), ocorre nos sistemas de rios do Beni/Mamoré; e Inia
geoffrensis (de Blainville 1817), no restante da distribuicdo do género (Pilleri & Gihr 1977;
da Silva 1994). Esta ultima, teria ainda duas subespécies: I. g. geoffrensis (van Bree &
Robineau 1973), populacdo do restante da bacia Amazobnica; e I. g. humboldtiana,

populacao do sistema Orinoco.

A primeira inferéncia filogenética, baseada em dados moleculares do DNA
mitocondrial, mostrou a topologia das arvores com um dos clados agregando todos os
individuos da sub-bacia Boliviana e o outro todos os individuos da Amaz6nia Colombiana
e Central e da bacia do Orinoco (Figura 1) (Banguera-Hinestroza et al. 2002). Com isso, a
sugestdo de que I. geoffrensis e I. boliviensis sao espécies diferentes (da Silva 1994;
Pilleri & Gihr 1977) foi corroborada por Banguera-Hinestroza et al. (2002), onde
concluiram que as mesmas representariam duas Unidades Evolutivamente Significantes
(ESU). Enquanto que, por formarem um grupo parafilético, as subespécies foram
invalidadas (Banguera-Hinestroza et al. 2002).
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Figura 1. Topologias para os diferentes grupos de Inia (Amazodnia Boliviana, Colombiana e Central e bacia
do Orinoco), utilizando marcadores moleculares mitocondriais (regido controle e citocromo b,

respectivamente), segundo Banguera-Hinestroza et al. (2002).



Recentemente, foi descrita uma nova espécie para o género: Inia araguaiaensis,
distribuida na bacia Tocantins/Araguaia (Hrbek et al. 2014). Até entdo pensava-se que
esta espécie era a mesma que habita as aguas da bacia Amazonica (/nia geoffrensis). No
entanto, analises moleculares identificaram os botos do rio Araguaia como uma linhagem
que divergiu a pouco mais de dois milhdes de anos daquela que habita os rios
amazonicos (Hrbek et al. 2014). Embora tenham utilizado poucos individuos, foi possivel
para os autores também apresentarem diferencas craniométricas e no nimero de dentes
entre esta nova espécie e as demais do género. Sendo assim, atualmente estdo descritas
trés espécies para o género: Inia boliviensis, I. geoffrensis e I. araguaiaensis (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo das espécies conhecidas para o género Inia, segundo Hrbek et al. (2014).
Informacgdes atuais sobre os limites de distribuicdo de Inia boliviensis sdo apresentadas nos trabalhos de
Gravena et al. (2014; 2015).

Uma aspecto interessante quanto a distribuicdo das espécies de Inia era o fato de,
teoricamente, elas estarem separadas por barreiras geograficas. Imaginava-se que as
corredeiras do alto Rio Madeira impediam o fluxo génico entre Inia boliviensis e |.
geoffrensis (Pilleri & Gihr 1977; da Silva 1994; Banguera-Hinestroza et al. 2002). No



entanto, os estudos de Gravena et al. (2014; 2015), utilizando dados moleculares do DNA
mitocondrial e nuclear, mostraram que individuos de Inia boliviensis descem tais
corredeiras e deslocam-se até proximo a foz do Rio Madeira, hibridizando com individuos
de Inia geoffrensis. Também foram identificadas diferentes unidades de conservacao de
Inia boliviensis habitando as regifes entre corredeiras (Gravena et al. 2015). A concluséo
destes estudos € que as corredeiras apenas limitam o fluxo génico entre as populacdes

da Amazénia Central e do sistema Beni-Mamoré (Brasil e Bolivia, respectivamente).

Na descricao de Inia araguaiaensis, Hrbek et al. (2014) indicaram incerteza com
relagdo a qual espécie ocorreria a jusante da hidrelétrica de Tucurui (construida sobre as
corredeiras), no baixo Rio Tocantins. Porém, analises de amostras coletadas
recentemente, por esta equipe de pesquisa, no municipio de Mocajuba — PA
(02°34'54.6"S; 49°30'36.7"W), revelaram que nessa area ocorrem individuos de Inia
araguaiaensis (Hrbek e Farias, dados ndo publicados). Certamente, € essencial a
realizacdo de estudos de genética populacional sobre as populacdes fragmentadas pelos
diversos empreendimentos hidrelétricos daquele rio, a fim de verificar os impactos

gerados.

Com relagéo as populagdes de Inia geoffrensis que habitam as bacias Amazonica e
do Orinoco, por muito tempo acreditava-se que elas estariam separadas pelo Canal
Casiquiare (Pilleri & Gihr 1977; Banguera-Hinestroza et al. 2002), que atualmente € a
principal conexdo entre ambas, ligando o alto Rio Orinoco ao alto Rio Negro (Silva-Le6n
2005; Machado-Allison 2008; Winemiller & Willis 2011). No entanto, botos s&o
frequentemente vistos naquele canal (Pilleri et al. 1982; da Silva 2009; Herrera Truijillo et
al. 2014). Contudo, nenhum estudo genético foi realizado para identificar a quais
populacdes (bacia do Orinoco ou Rio Negro/bacia Amazoénica) esses individuos estariam

mais relacionados.

ASPECTOS BIOLOGICOS DAS ESPECIES DE INIA

A evolucdo de diversas caracteristicas permitiu aos botos explorar ambientes de

florestas alagadas (Best & da Silva 1993; Martin & da Silva 2004b). Eles possuem



nadadeiras especializadas, sendo a caudal larga e triangular e as peitorais flexiveis com
formato de remo (Best & da Silva 1989a). As vértebras cervicais ndo sao fusionadas, o
que torna seu pescoco flexivel (da Silva 1986). Ja o corpo, apesar de ser moderadamente
robusto, também é extremamente arqueavel, permitindo aos botos curvar-se e contornar-
se (Best & da Silva 1993; Sylvestre 1985) podendo virar a cabeca a 90° ou mais do eixo

do corpo (Sylvestre 1985).

Dentre os cetaceos os botos representam um grupo com alto dimorfismo sexual,
sendo maior entre os golfinhos de agua doce (da Silva 1994; Martin & da Silva 2006).
Nesta espécies os machos (2,55 m e 159 kg) sdo maiores do que as fémeas (2,05 m e
96,5 kg) (da Silva 1994). A espécie apresenta segregacao sexual (Hollatz et al. 2011;
Martin & da Silva 2004a). Adultos formam apenas associa¢des curtas com qualquer outro
sexo, somente a fémea exerce cuidado parental (da Silva 1996; Martin & da Silva 2004a).
Tanto os rituais de acasalamento (Martin et al. 2008) quanto os nascimentos dos filhotes
sdo altamente sazonais (Martin et al. 2008; McGuire & Aliaga-Rossel 2007; McGuire &
Winemiller 1998; Santos et al. 2012).

Parte da dificuldade em se estudar botos € devido ao fato de eles possuirem
hébitos discretos (Santos et al. 2012), ndo nadarem em sincronia (Sylvestre 1985), além
de nado ser possivel prever como, quando e onde os individuos vao transpor a lamina
d’agua (da Silva & Martin 2000). Os botos passam mais tempo submersos do que
nadando, e quando emergem apresentam comportamentos inconspicuos (Sylvestre
1985), com o rostro e os olhos raramente sendo vistos (Pilleri & Gihr 1977). Além disso,
as cicatrizes do corpo nem sempre servem para reconhecimento individual, aliado ao fato
de que muitos rios amazobnicos possuem aguas tarbidas, tornando dificil reconhecé-los

guando sobem a superficie da dgua (da Silva & Martin 2000; Martin & da Silva 2006).

ASPECTOS ECOLOGICOS DAS ESPECIES DE INIA

Botos habitam os rios principais e seus afluentes, canais laterais, planicies
alagaveis e florestas de varzea, lagos e bocas de rios (Best & da Silva 1993), porém, nao

estdo distribuidos de modo estocastico ao longo destes habitats (Magnusson et al. 1980).



As maiores densidades de botos ocorrem na boca de rios e lagos e em confluéncias
(Gomez-Salazar et al. 2012) bem como nas margens, tendendo a diminuir em direcdo ao
centro dos rios (Martin et al. 2004; Vidal et al. 1997). Tais diferencas indicam preferéncia
por habitat (Layne 1958) e podem ser explicadas pelas diferencas na complexidade do
mesmo, inclusive com relacao as alteracdes antrdpicas (Aliaga-Rossel et al. 2006; Aliaga-
Rossel & Quevedo 2011; McGuire & Winemiller 1998), acesso a parceiros, presenca e

densidade de presas, bem como facilidade em captura-las (McGuire & Winemiller 1998).

Estudos indicam que botos sdo predominantemente solitarios, tendo em vista que a
maioria das observacdes realizadas em diferentes areas sdo de individuos solitarios,
seguida de observacdes de pares (Aliaga-Rossel et al. 2006; Best & da Silva 1989a;
Magnusson et al. 1980; Martin et al. 2004; Santos et al. 2012), que predominantemente
sdo mae e filhote (Best & da Silva 1989a;b). Grandes agregacfes ocorrem em areas de
reproducdo e alimentacdo (Best & da Silva 1989a; da Silva 1996). Sendo esta ultima
atividade realizada com maior intensidade das 6 as 9 da manha e das 15 as 16 horas
(Best & da Silva 1989a;b), geralmente na margem dos rios, em baias rasas, florestas
inundadas, ou onde dois rios se encontram (Best & da Silva 1989a). Essas preferéncias
por habitat e comportamento sdo a base para a escolha estratégica de locais para
capturar individuos, com a finalidade de obter amostras biologicas (da Silva & Martin
2000).

AMEACAS

O grau de ameaca aos botos em suas areas de vida ocorre em diversos niveis, 0
que tem levado diferentes paises e instituicbes a desingar diferentes status para as
espécies de /nia. No Brasil o boto consta na série de espécies ameacadas do Plano de
Acdo Nacional para a Conservacdo dos Mamiferos Aquéticos - Pequenos Cetaceos (da
Silva 2010). No Livro vermelho da fauna ameacada da Venezuela o boto é considerado
vulneravel (Bolafios-Jiménez et al. 2008). Na Colémbia a espécie também é considerada
vulneravel (Trujillo et al. 2010). Esta listado no Apéndice Il da CITES (Convention on

International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) e Apéndice Il da



CMS (Convention on the Conservation of Migratory Species of Wild Animals). Ja a lista
vermelha da IUCN, que antes o reconhecia como “vulneravel”, agora apresenta seu
status como “deficiente de dados” por ndo haver informacdes atuais suficientes sobre

ecologia, niumero de populacfes e ameacas a espécie (Reeves et al. 2013).

Na realidade, esses animais sao notadamente vulneraveis a uma Série de

atividades humanas, seja de forma direta ou indireta (Vidal 1993). Como por exemplo:

Destruicdo de habitats (Galetti et al. 2010). Atividades de mineracéo, inddstria de
Oleo e poluicdo por contaminantes agricolas (Rosas & Lehti 1996; Aliaga-Rossel 2003;
Lailson-Brito Jr. et al. 2008; Torres et al. 2009; Gomez-Salazar et al. 2012). Mortes
acidentais em redes de pesca, que em sua maioria ocorre com filhotes e juvenis, que sao
menos experientes, 0 que 0s torna mais propensos a esse tipo de ameaca (Aliaga-Rossel
2002; 2003; Gomez-Salazar et al. 2012). Mortes intencionais, no intuito de evitar que o0s
botos se alimentem dos peixes capturados ou causem danos a malhadeira (Loch et al.
2009). Caca para uso como isca para pesca da piracatinga (Calophysus macropterus),
atividade que tem se tornado uma importante ameaca para conservacao dos botos no
Brasil, Coldmbia e Venezuela (Loch et al. 2009; da Silva et al. 2011; Diniz 2011; Alves et
al. 2012; Mintzer et al. 2013).

A construcdo de hidrelétricas também é considerada uma ameaca por trazer
diversos impactos ao ambiente aquatico, alterado-o drasticamente. Mas, seu impacto
sobre os golfinhos de rio ainda tem sido pouco estudado (Best & da Silva 1989b; Vidal
1993; Gomez-Salazar et al. 2012; Braulik et al. 2014). Varios desses empreendimentos

estdo projetados, ou ja foram construidos, em rios que fazem parte da area de

distribuicdo do boto-vermelho (http://dams-info.org/pt). O plano original de expansao
energética (Plano 2010), liberado pelas autoridades brasileiras em 1987, previa a
construcdo de 79 barragens na Amazobnia (Fearnside 2015). Dentre estas, constavam
dois aproveitamentos para o Rio Negro (Sao Gabriel e Santa Isabel-Uaupés/Negro, cada
um com 2.000 MW) e cinco para a sub-bacia do Rio Branco (Caracarai-Mucajai, com
1.000 MW; Maraca, com 500 MW; Surumu, com 100 MW, Bacardo, com 200 MW; e Santo
Antonio (Contigo), com 200 MW) (Fearnside 2015).
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Apesar de terem sido aprovadas quatro unidades geradoras de 658 KW, no
Igarapé Miua, em S&o Gabriel da Cachoeira (Portaria N° 55 de 17 de margo de 1997,
Diario Oficial, 18 de marco de 1997) (Brasil 1997), atualmente no local esta em operacao
apenas um pequeno aproveitamento hidrelétrico com poténcia de 5 MW (http://dams-

info.org/pt/dams/view/sao_gabriel_cachoeira/). Enquanto que, para a bacia do Rio

Branco, trés hidrelétricas estado inventariadas (Rio Mucajai: Fé esperanga, com 72 MW,
Paredao, com 27 MW; Paredao A, com 199 MW) e trés estdo planejadas (Rio Mucajai:
Pareddo M1, com 70 MW, Rio Branco: Bem Querer, com 708 MW, Rio Contigo: Contigo,

com 136 MW) (http://dams-info.org/pt). Destas, esta prevista para entrar em operacdo em
julho de 2022 a barragem no Bem Querer (Brasil & EPE 2014).

De acordo com o0 exposto nas subsecbOes acima, constatamos que diversos
aspectos biolégicos das espécies e subespécies de boto ainda tém sido pouco estudados.
Dentre eles, o posicionamento filogenético de individuos da bacia do Orinoco e as
caracteristicas genético populacionais de individuos que habitam rios que sofrerdo
impactos de aproveitamentos hidrelétricos, como o Rio Negro e rios da sub-bacia do Rio
Branco. Além disso, diante da eminéncia de diversas outras ameacas sobre esses
animais, consideramos que informacdes sobre a variabilidade genética de Inia séo
essenciais para subsidiar acfes conservacionistas necessarias para manter a integridade

populacional das espécies do género.

Por isso, com base em analises moleculares do DNA mitocondrial e nuclear, este

trabalho teve por objetivos:

Capitulo 1) Testar se Inia geoffrensis humboldtiana representa uma unidade

evolutiva independente das demais espécies e subespécie de Inia.

Capitulo 1) Entender os padrBes geogréficos da estrutura populacional de Inia

geoffrensis nos rios Negro e Branco.
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CApPiTUuLO |

EVIDENCIA DE LINHAGEM EVOLUTIVA INDEPENDENTE EM INIA GEOFFRENSIS SSP.

(CETARTIODACTYLA: INIIDAE)
Resumo

O género Inia contém atualmente trés espécies de golfinhos de &agua doce: Inia
boliviensis, Inia araguaiaensis e Inia geoffrensis. Inia geoffrensis compreende duas
subespécies: Inia geoffrensis geoffrensis, distribuida na bacia Amazbnica; e Inia
geoffrensis humboldtiana, distribuida na bacia do Orinoco. A validade dessas duas
subespécies foi questionada devido a auséncia de isolamento geogréfico, por conta da
conexdo entre essas duas bacias através do Canal Casiquiare; além de auséncia de
monofilia reciproca para linhagens observadas através do DNA mitocondrial. Diante
dessas incertezas, neste estudo avaliamos se Inia geoffrensis humboldtiana representa
uma unidade evolutiva independente das demais espécies e subespécie do género Inia.
Andlises de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana foram realizadas sob dados
moleculares do DNA mitocondrial e nuclear (microssatélites) para individuos das regides
tipo das espécies de I/nia. Sendo 8 individuos de [I. g. humboldtiana, 48 de I. g.
geoffrensis, 54 de I. boliviensis e 33 de [|. araguaiaensis. Os dados de microssatélites
sugeriram quatro grupos biologicos, que correspondem as espécies e subespécies
avaliadas, com excecao aos individuos dos rios Meta e Bita (alto/médio) Orinoco, que
apresentaram caracteristica de mistura com os demais. Padrdo semelhante foi observado
na rede de haploétipos, com excecdo ao individuo do Rio Bita (alto/médio Orinoco), que
aqgui se comportaram como uma linhagem tdo distinta quanto as demais. Todos esses
grupos apresentam caracteres em estado apomoérfico. Esses resultados indicam a
existéncia de duas linhagens para a bacia do Orinoco, uma para os individuos do
alto/médio Orinoco e outra para os do médio/baixo. Provavelmente essas linhagens estédo
separadas pelas corredeiras de Maiupures e Atures, localizadas a jusante da confluéncia
dos rios Tomo e Meta, respectivamente. O tempo de divergéncia entre as linhagens de
Inia do baixo Orinoco e da Amazonia Central é de 354 mil anos. Enquanto que entre este
clado e a linhagem de Inia do médio/baixo Orinoco é de 1.66 milhdes de anos. Com base
em multiplas linhas de evidéncia, sugerimos que I/nia do médio/baixo Orinoco seja
considerada uma espécie distinta das demais, e aqui indicamos a elevacéo de seu status
ao nivel de espécie, Inia humboldtiana stat. nov. (Pilleri & Gihr, 1977). Com relacéo a
segunda linhagem do Orinoco, sugerimos analises com um maior nimero amostral para
definir seu real status taxonémico.

PALAVRAS-CHAVE: taxonomia, linhagens, Inia geoffrensis humboldtiana, tonina del Orinoco
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INTRODUCAO

O género Inia (d'Orbigny, 1834) atualmente compreende trés espécies de golfinhos
de agua doce, vernacularmente conhecidas como “boto-vermelho” ou “boto” (Best & da
Silva 1989a; da Silva et al. 2008). Suas distribuicbes abrangem exclusivamente o0s
sistemas de rios das bacias do Amazonas, Tocantins/Araguaia e do Orinoco, na América
do Sul (Pilleri & Gihr 1977; da Silva 1994; Gravena et al. 2014; Hrbek et al. 2014). Inia
boliviensis (d'Orbigny, 1834), esta distribuida nos sistemas de rios das sub-bacias dos rios
Mamoré e Iténez (Bolivia) (da Silva 1994) alcancando a regido do médio Rio Madeira
(Brasil) (Gravena et al. 2014), tem como localidade tipo o Rio Iténez (divisa entre Brasil e
Bolivia). Inia araguaiaensis Hrbek, Farias, Dutra e da Silva, 2014 ocorre em toda bacia do
Rio Tocantins/Araguaia, com localidade tipo o Lago Jurumirim, no Rio Araguaia, estado de
Goias (Brasil) (Hrbek et al. 2014; Hrbek dados néo publicados). A espécie I. geoffrensis
(de Blainville, 1817) € a mais amplamente distribuida dentro do género, ocorre tanto na
bacia Amazonica quanto na bacia do Orinoco (Best & da Silva 1989a;b; da Silva 1994).

Estudos sugeriram que Inia geoffrensis seria representada por duas subespécies: .
g. geoffrensis (van Bree & Robineau, 1973) e I. g. humboldtiana Pilleri & Gihr, 1977. A
primeira, com a localidade tipo sendo a Amazénia Central, esta distribuida nos sistemas
de rios da bacia Amazo6nica, exceto nas sub-bacias dos rios Mamoré e Iténez (Best & da
Silva 1993; da Silva 1994). Enquanto /. g. humboldtiana, cuja localidade tipo € a regido de
San Fernando de Apuré (Venezuela), ocorre exclusivamente nos sistemas de rios da
bacia do Orinoco (Pilleri & Gihr 1977; da Silva 1994).

Desde a descricao de Inia g. humboldtiana, baseada em caracteres morfologicos,
tém sido levantadas uma série de controvérsias quanto a existéncia de alopatria em
relacdo a I. g. geoffrensis, bem como quanto a validade de tal taxon (Casinos & Ocafia
1979; Banguera-Hinestroza et al. 2002). Esses taxa foram sugeridos como alopétricos
inicialmente devido a crenca de que o Canal Casiquiare (Venezuela) atuaria como
possivel barreira ao fluxo de botos entre as bacias Amazénica e do Orinoco (Pilleri & Gihr

1977). Este canal, atualmente constitui a Unica conexdo permanente entre tais bacias, e
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tem origem localizada no alto Rio Orinoco conectando-se ao alto Rio Negro (Zeidemann
2001; Silva-Ledn 2005; Machado-Allison 2008; Winemiller & Willis 2011).

Por conta dessa conexdo, Casinos e Ocafa (1979) afirmaram que ndo existe
isolamento biogeogréfico entre essas duas bacias, o que impossibilitaria diferenciagées
em nivel de subespécie entre esses grupos. Porém, Meade e Koehnken
(1991) argumentaram que o Casiquiare poderia ser uma barreira para os botos apenas na
estacao seca, uma vez que em épocas de cheia o nivel de suas aguas torna-se de 4 a 6
metros mais alto. Apesar da dubiedade quanto a vicariancia, outras duas evidéncias
foram mencionadas para a inconsisténcia em se considerar o Canal Casiquiare como
uma barreira ao fluxo dos botos de ambas bacias. A primeira, se referia ao fato de dois
cranios, sendo um da localidade de Gallo, no alto Orinoco, e um de San Carlos no alto
Rio Negro (Guainia), terem sido identificados como pertencentes a subespécie Inia g.
geoffrensis (Pilleri et al. 1982). A segunda, é em razdo de, frequentemente, esses animais
serem vistos nesta area (Pilleri et al. 1982; da Silva 2009).

Outros autores sugeriram ainda que Inia g. humboldtiana ocorreria ndo apenas em
toda bacia do Orinoco (principais rios e tributarios), mas também através do Canal
Casiquiare, alcancando a regido do alto rio Negro (territério brasileiro), e nesta area, as
corredeiras de Sdo Gabriel da Cachoeira (com cerca de 20 quildmetros de extensao)
seriam a real barreira fisica entre essas duas subespécies (Best & da Silva 1989a;b;
1993; da Silva 2010). Esses relatos nos levam a crer que a distribuicdo dessas
subespécies pode ser continua, com os sistemas de rios das bacias do Amazonas e do
Orinoco naturalmente interconectados (Hershkovitz 1963). Todavia essas hipéteses néo
foram testadas, e pouco sabemos sobre os reais limites de distribuicdo de Inia g.

humboldtiana.

A existéncia de caracteres que pudessem diagnosticar essa subespécie também
foi contestada (Casinos & Ocafia 1979; Banguera-Hinestroza et al. 2002). Casinos e
Ocarfa (1979) realizaram andlises multivariadas sob medidas biométricas do cranio de
individuos de Inia das bacias do Orinoco e do Amazonas e da sub-bacia boliviana, e

identificaram um aumento gradual no comprimento e um decréscimo gradual na largura,

14



no sentido norte-sul da distribuicdo geogréafica de /nia. Diante desses resultados, 0s
autores invalidaram a proposta de Pilleri e Gihr (1977) sobre a existéncia de uma
subespécie para a bacia do Orinoco. Posteriormente, novos dados apresentados por
Pilleri e Gihr (1980) e as analises morfoldgicas e craniométricas obtidas por da Silva

(1994) validaram a subespécie I. g. humboldtiana.

A validade do taxon foi novamente refutada quando Banguera-Hinestroza et al.
(2002), ao realizarem as primeiras inferéncias filogenéticas sobre /. g. humboldtiana e I. g.
geoffrensis, ndo identificaram clados monofiléticos entre tais grupos. A parafilia observada
levou tais autores a discordarem da existéncia de duas subespécies dentro de Inia
geoffrensis. No entanto, esses autores ndo consideraram o fato de que nem sempre é
possivel observar monofilia reciproca em grupos biolégicos que divergiram recentemente;
além disso, tanto o tempo de divergéncia quanto o niumero de loci examinados interferem
na visualizacdo dos resultados (Knowles & Carstens 2007). Neste caso, a ndo monofilia
nao poderia ser uma justificativa para a ndo existéncia de linhagens separadas (de
Queiroz & Donoghue 1988; de Queiroz 2007).

Percebe-se entdo, que os varios dados obtidos pelos trabalhos mencionados,
obviamente além de resultarem em incertezas com relacdo a validacdo taxondmica das
subespécies de Inia geoffrensis, também pouco esclarecem sobre o real posicionamento
filogenético de representantes de Inia g. humboldtiana em relacdo aos demais membros
do género. Tais discordancias podem ser um reflexo da tentativa de enquadrar essas
populacdes (da bacia do Orinoco e Amazdnica) em conceitos talvez pouco apropriados
para as mesmas, como 0 de subespécie; embora este termo tenha sido amplamente
utilizado para classificar subgrupos dentro do género Inia (Pilleri & Gihr 1977; da Silva
1994).

A definicdo de subespécie se refere a uma populagéo parcialmente diferente dentro
da espécie, que apresenta variacdo morfolégica e genética, compartilha uma distribuicéo
geografica ou habitat Unicos; mas, tais caracteres nem sempre sao o suficiente para o
reconhecimento como espécie de acordo com qualguer um dos conceitos estabelecidos;

notoriamente, trata-se de uma classificagao subjetiva que designa uma entidade néo real
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(Wilson & Brown 1953; Cracraft 1983; Mayr 1996; Frankham et al. 2008). Da mesma
forma, além da complexidade da evolucdo desses grupos néo estar refletindo o conceito
de subespécie, pode também néo estar sendo representada pelas subjetivas tentativas de
enquadra-los em conceitos de espécie amplamente utilizados (biol6gico, morfolbgico,
filogenético) (de Queiroz 1998). Dentre os mais de vinte conceitos de espécie descritos
(Mayden 1997; Wilkins 2002; Taylor 2009) sabe-se que muitos deles ndo levam em
consideracao pressupostos biolégicos importantes (como a evolucdo das espécies), com
isso tornam-se mais uma fonte de confusdo do que um auxilio ao entendimento dos
organismos em questdao (Donoghue 1985). Por outro lado, avaliar caracteres
insuficientemente informativos, denota uma imperfeicdo de nosso meétodo e sistema de
observacdo e ndo do conceito utilizado (Wiley 1978). Por tais razfes, € possivel que os
grupos biolégicos aqui discutidos (Inia g. geoffrensis e Inia g. humboldtiana) ja tenham se
diferenciado, mas nds temos examinado caracteres arbitrarios e enganosos em detectar
tal diferenciacdo ou em designar tais grupos como monofiléticos ou nédo (Wiley 1981,
Donoghue 1985; Knowles & Carstens 2007).

E importante considerar que uma espécie pode se dividir em duas evolutivamente
independentes, e mesmo assim ambas podem n&o apresentar uma divergéncia
significativa (Wiley 1978), pois tal divergéncia pode depender dos critérios/conceitos
analisados (de Queiroz 2007). Uma espécie, dentro do conceito evolutivo proposto por
Simpson (1951) e Wiley (1978, 1981), € uma linhagem de organismos que tém evoluido
separadamente de outras, apresenta identidade propria em relagdo as outras
comparadas, e possui suas proprias tendéncias evolutivas e destino historico. Entéo, para
avaliar se determinados grupos biologicos formam linhagens independentes e devem ou
nao pertencer a mesma espécie evolutiva, deve-se buscar provas adequadas de que eles

tém evoluido independentemente ou ndo (Wiley 1981).

Realizar uma andlise criteriosa sob diferentes genes é extremamente importante na
busca por evidéncias adequadas da evolu¢do de um grupo, uma vez que, determinar os
limites entre espécies que divergiram recentemente pode ndo ser simples, tanto devido a
pouca diferenciacao, quanto devido a disparidade entre conjuntos de caracteres ou entre
arvores de diferentes genes (Harrison & Larson 2014). Por tais razdes, diante da incerteza
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quanto a efetividade das provaveis barreiras geograficas, bem como ao pouco
esclarecimento sobre o parafiletismo entre Inia g. geoffrensis e Inia g. humboldtiana; sob
a luz do conceito evolutivo de espécie (Simpson 1951; Wiley 1978; Wiley 1981), este
trabalho teve por objetivo testar se Inia geoffrensis humboldtiana representa uma unidade
evolutiva independente das demais espécies e subespécie do género /nia, com base em

analises moleculares do DNA mitocondrial e nuclear.

MATERIAL E METODOS
AMOSTRAGEM

Para testar se existe unidade evolutiva independente em Inia geoffrensis
humboldtiana, foram realizadas analises sob duas classes de marcadores moleculares,
sendo um nuclear (10 /oci microssatélites) e um mitocondrial (dois /oci: citocromo b — Cytb
e parte da regiao controle — Dloop), de amostras de todos os representantes do género.
Para Inia g. humboldtiana, foram utilizadas oito amostras de tecido das seguintes
localidades: rios Bita (N=2), consideradas como representantes do alto/médio Orinoco, e
Meta (N=1) e Arauca (N=5), consideradas como representantes do médio/baixo Orinoco
(Figura 1; Material Suplementar: Tabela 1-A). Essas amostras foram cedidas pelo
Laboratorio de Ecologia Molecular de Vertebrados Acuaticos (LEMVA) da Faculdade de

Ciencias da Universidad de Los Andes (Colémbia).

Para Inia g. geoffrensis, Inia boliviensis e Inia araguaiaensis foram utilizados os
dados moleculares publicados por Gravena et al. (2014) e Hrbek et al. (2014), tais
informacBes representam as localidades tipo dessas espécies (Figura 1; Material
Suplementar: Tabela 1-A). O banco de dados das regides de microssatélites de todas as
espécies e os dados da regido controle para Inia araguaiaensis, estdo depositados no
banco de dados moleculares do Laboratério de Evolucédo e Genética Animal, do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Amazonas (LEGAL/ICB/UFAM). Os
demais dados das sequéncias nucleotidicas, dos trabalhos acima mencionados, estédo
disponiveis na plataforma GenBank sob os seguintes niumeros de acesso: KF657593 —
KF657640 (Inia boliviensis), KF802316 — KF802348 (Inia geoffrensis), e KF802381 —
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KF802412 (Inia araguaiaensis), regides de citocromo b; KF657489 — KF657536 (/nia
boliviensis), e KF802280 — KF802312 (Inia geoffrensis), regides controle.
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Figura 1. Mapa das localidades das amostras utilizadas por este estudo. Bacia do Orinoco: (1) Rio Arauca;
(2) Puerto Carrefio — Rio Meta; (3) Confluéncia Rio Bita. Sistema Solimdes/Amazonas: (4) Amazonas
Colombiano - Rio Putumayo; (5) Rio Ucayali; (6) Mamiraua — Pagédo; (7) Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel Mamiraud; (8) Marchantaria/Alvarées; (9) Praia do Catitu/Tefé; (10) Coari/Rio Solim&es; (11)
Curari/Rio Solimdes; (12) Marajai/lranduba/Rio Solimdes; (13) Parana do Mamuri/Rio Mamuri; (14) Foz do
Rio Madeira; (15) Foz do Rio Canuma; (16) Lago do Tracaja/Careiro/Rio Amazonas. Sub-bacia Boliviana:
(17) Fortaleza do Abunad/Rio Abung; (18) Rio Pakaas; (19) Boca do Lago Mercedes/Rio Mamoré; (20)
Comunidade Surpresa/Rio Mamoré; (21) Foz do Rio Cautéario; (22) Porto Acre/Rio Guaporé; (23) Porto
Franca/Rio Guaporé; (24) Contra Fiado/Rio Guaporé; (25) Baia Grande/Rio Guaporé. Bacia
Tocantins/Araguaia: (26) Lago Brito/Luiz Alves/Rio Araguaia; (27) Lago Montaria/Luiz Alves/Rio Araguaia;
(28) Bandeirantes/Rio Araguaia; (29) Lago dos Cavalos/Aruand/Rio Vermelho; (30) Fazenda Sé&o
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Paulo/ltacaiu/Rio Araguaia; (31) Lago Jurumin/Rio Araguaia; (32) Barra do Garcas/Rio Araguaia. A seta
indica a localiza¢do do Canal Casiquiare. As estrelas indicam as localidades tipo das espécies de Inia. Mapa
elaborado no software QGIS (QGIS Development Team 2014).

OBTENCAO DO MATERIAL GENETICO

A extracdo de DNA foi feita utilizando protocolo padrdo para extragdo com fenol-
cloroférmio segundo Sambrook e Russel (2001). De cada amostra foi retirado cerca de 2
a 3 mg de tecido, que foi digerido com o uso de 15 pl de Proteinase K, utilizando 500 pl de
tampédo STE e 75 pl de SDS a 10%. Posteriormente foram realizadas duas lavagens com
600 pl de fenol (pH> 8.0); uma lavagem com 600 pl de cloroférmio-alcool isoamilico;
precipitacdo com 55 ul de NaCl a 5M e 1000 pl de alcool absoluto; uma ultima lavagem
com 500 pl de é&lcool 70% e a ressuspensdao do DNA em 50 ul de agua deionizada

autoclavada.

MICROSSATELITES (SSR — SAMPLE SEQUENCE REPEATS)

Para a reacdo de amplificacdo das regifes de microssatélites foram utilizados os
seguintes componentes: 4.6 ul de agua deionizada autoclavada, 0.7 pl de MgCl; a 25mM,
1.0 pul dNTP a 10mM, 1.0 ul buffer 10x (750 mM Tris-HCL-pH 8.8 a 25C°, 200 mM (NH.).
S04, 0.1% (v/v) Tween 20), 0.7 ul do primer reverse a 2uM, 0.35 pl do primer foward a
2uM, 0.35 pl do primer M13 com a calda fluorescente a 2uM, e 0.3 pl de Taqg polimerase a
1U/ul.

Foram utilizados sete (Ig2B1, 1g11B1, Ig8H1, Igl0E, 1g11D2, Ig3Al1 e Ig7F2)
primers de microssatélites desenvolvidos para o género /nia por Gravena et al. (2009), e
trés primers desenvolvidos para a espécie Tursiops truncatus por Caldwell et al.
(2002) (TtruAAT40) e Rosel et al. (2005) (Ttrll e Ttr48). Tais primers foram marcados de
acordo com o método descrito por Schuelke (2000), que consiste na utilizacdo de um
primer universal (denominado M13) marcado com fluorescéncia que se anela ao primer
especifico da regido microssatélite, possibilitando a leitura no sequenciador ABI3130xI

Genetic Analyzer (Applied Biosystems®). O volume total de 10.0 pl de reacdo foi

19



alcancado adicionando 9.0 pl do mix preparado para a reacéo e 1.0 yul do DNA gendémico
de cada individuo, com concentragéo de 40 ng/pl.

O programa de amplificacdo teve os seguintes perfis de temperatura: 94°C por 60
segundos para aquecimento; seguido de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos para
desnaturacdo do DNA, anelando os primers forward e reverse de acordo com as
temperaturas especificas (ver Caldwell et al. 2002; Rosel et al. 2005; e Gravena et al.
2009) por 30 segundos, com extensdo a 68°C por 40 segundos; e 15 ciclos de 94°C por
20 segundos para desnaturacdo do DNA, anelando o primer M13 a 50°C por 30
segundos, com extensao a 72°C por 60 segundos; e para finalizar a extensao, 72°C por
30 minutos. Os produtos da amplificacdo de microssatélites foram submetidos ao gel de
agarose (1%) com Gel Red e marcador de 100 pb, a fim de verificar se as regides de

interesse foram amplificadas.

Os fragmentos amplificados foram genotipados em um sequenciador ABI3130xI
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) com auxilio de um marcador de peso molecular
ROX pUC-19 modificado de DeWoody et al. (2004). Apés a genotipagem, o tamanho dos
alelos foi analisado com auxilio do programa GeneMapper® 4.0 (Applied Biosystems®).
Posteriormente, foi montada uma matriz com os dados dos alelos de cada individuo, que
foi utilizada para as analises estatisticas que descevo na secdao “Analises” desta

dissertacao.

Citocromo B (CYTB) E REGIAO CONTROLE (CR)

Para reacdo de amplificacdo dos marcadores mitocondriais foram utilizados os
seguintes componentes: 5.8 pl de agua deionizada autoclavada, 1.0 pl de buffer soro
albumina a 1mg/ul (BSA), 1.8 pl de MgCl; a 25mM, 1.5 ul de buffer 10x (750 mM Tris-HCI-
pH 8.8 a 25C°, 200 mM (NH4), SO., 0.1% (v/v) Tween 20), 1.2 pl de dNTP a 10mM, 1.5 pl
de cada primer (a 2pmol), e 0.3 yl de Taq polimerase a 1U/ul. Para a regido controle
foram aplicados os primers L-TRO (forward) e H-DH6 (reverse) (Banguera-Hinestroza et
al. 2002). Para o sequenciamento total do Cytb foram utilizados os primers IniaGluF1l

(foward) e IniaProR1 (reverse) (Gravena et al. 2014). Para todos os marcadores o volume
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total de 15.0 pl de reacéo foi alcancado adicionando 14.0 pl do mix preparado para a
reagéo e 1.0 pl de DNA gendmico de cada individuo, com concentragdo de 40 ng/pl.

Os programas de amplificacdo tiveram os seguintes perfis de temperatura: 68°C
por 60 segundos para aquecimento, seguido de 35 ciclos de 93°C por 10 segundos para
desnaturacdo do DNA, 48°C por 35 segundos para anelamento dos primers, com
extensdo a 68°C por 90 segundos, e para finalizar a extensdo, 68°C por 5 minutos. Os
produtos da amplificacdo foram submetidos ao gel de agarose (1%) com Gel Red e
marcador de 1 kb, a fim de verificar se a regido de interesse foi amplificada.
Posteriormente, as amostras foram purificadas com 4 ul de enzimas Exonuclease e
Fosfatase alcalina (ExoSAP) (Werle et al. 1994), e foram submetidas as seguintes
condicBes de ciclagem: 37 °C por 30 min, para ativar a atividade enzimatica da ExoSap; e

80 °C por 15 min, para inativar a ExoSap.

Para as reacOes de sequenciamento foram utilizados os seguintes componentes:
4.5 pl de agua deionizada autoclavada, 1.45 ul de tampéao de sequenciamento (buffer),
0.3 ul de mix de sequenciamento (ABI BigDye® Terminator v3.1) disponivel no Kit Cycle
Sequencing da Applied Biosystems®, e 2.0 ul do primer. Sendo que, para cada primer foi
feito um mix. Para a regido controle foram utilizados os mesmos primers usados para a
amplificacédo; e para o Cytb foram utilizados os primers internos IniaCytbF1 (foward),
IniaCytbF2 (foward) e IniaCytbR1 (reverse) (Gravena et al. 2014). Os volumes totais de
10.0 pl de reacao foram alcancados adicionando 8.0 pl do mix preparado para a reagao e

2.0 pl do produto da amplificagéo purificado.

O programa de amplificacdo das reacbes de sequenciamento seguiu o0 protocolo
recomendado pelo fabricante para o mix de sequencimento BigDye (Life Technologies),
com temperatura de anelamento a 50 °C (Platt et al. 2007). Aos produtos da amplificacéo
foram adicionados 2.5 pl de EDTA a 125mM e 30 ul de alcool 100% para reacdo de
precipitacdo. Posteriormente, estes produtos foram analisados em um sequenciador

ABI3130x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems®).

As sequéncias geradas foram importadas para o programa Geneious v. 6.1.3

(Drummond et al. 2012), onde com auxilio da interface gréafica para manipulacdo do
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programa Clustal W (Thompson et al. 1994), foram alinhadas, de acordo com a homologia
posicional das bases, e editadas manualmente. Com isso, foram estabelecidas as
sequéncias individuais finais, que foram utilizadas para as andlises estatisticas que

descrevo a seqguir.

ANALISES

Para verificar se os individuos analisados efetivamente formam grupos bioldgicos
distintos, foi utilizada uma andlise Bayesiana através da andlise da formacao de clusters
pelos marcadores microssatélites, cujo algoritmo béasico foi descrito por Pritchard et al.
(2000). O meétodo utilizado por tal analise é capaz de identificar populacdes biologicas,
bem como acessar os individuos mesmo quando ha pouca informacéo sobre a estrutura
populacional (Pritchard et al. 2000). Tais individuos sdo entdo agrupados de acordo com o
compartilhamento de sistemas de acasalamento, mesmo utlizando um numero

relativamente baixo de loci (Pritchard et al. 2000).

Essa analise assume um modelo no qual ha K popula¢des (cujo numero € definido
previamente, neste trabalho testamos sete), que em seguida sao testadas quanto a sua
existéncia (teoricamente cada uma das quais seria caracterizada por um conjunto de
frequéncias alélicas em cada locus) (Pritchard et al. 2000). Os individuos amostrados sao
acessados probabilisticamente para estas populagbes com base no gendtipo que
possuem, enquanto simultaneamente estima-se as frequéncias alélicas populacionais
(Pritchard et al. 2000). Assume-se o equilibrio de Hardy-Weinberg dentro das populagfes
e desequilibrio de ligagcédo entre as populacdes; e, considera a existéncia de mais de uma

populacdo quando K for maior que 1 (Pritchard et al. 2000).

Para realizar tal analise, foram utilizados os modelos de mistura (admixture model)
e de frequéncias alélicas correlacionadas entre populacdes (correlated allele frequencies).
O primeiro, como o proprio nome sugere, permite que cada individuo possa apresentar
uma caracteristica genética ndo necessariamente exclusiva a apenas uma populacéo,
uma vez que esses organismos podem trazer consigo uma heranca genética de

ancestrais recentes derivados de mais de uma populacdo (Falush et al. 2003). Ja o
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segundo modelo, assume que em populacdes relacionadas as frequéncias alélicas devem
ser similares, sendo ele capaz de identificar populacbes que séo subestruturadas uma
vez que estrutura populacional gera desequilibrio de ligacdo (Falush et al. 2003). Todos
esses modelos foram entdo implementados na interface gréfica do programa
STRUCTURE verséo 2.3.4 (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003; 2007).

Para cada valor de K testado, foram realizadas 1000 réplicas com valores de corte
(burn-in) de 100,000 permutacfes, sob o método Monte Carlo via Cadeias de Markov.
Repetiu-se dez vezes cada analise a partir de um ponto incial diferente, selecionado
randomicamente. Os outputs produzidos foram importados dentro do programa
STRUCTURE HARVESTER 0.6.92 (Earl & VonHoldt 2012), onde os dados obtidos foram
sintetizados. Essas dez corridas foram entdo permutadas no programa CLUMP 1.1.2
(Jakobsson & Rosenberg 2007), que avalia a similaridade de tais resultados e produz
uma matriz final dos dados. Tal matriz foi analisada dentro do programa DISTRUCT 1.1
(Rosenberg 2004), onde foi elaborada a representacéo grafica dos mesmos. O valor de K
escolhido foi aquele maximizado log-likelihood (log(P(X/K)) do modelo, por esta ser
frequentemente a melhor escolha para o numero de populacdes de acordo com o0s

modelos testados (Falush et al. 2003).

Para avaliar se Inia g. humboldtiana compde uma linhagem independente das
demais espécies e subespécie do género, foi reconstruida a genealogia de todos os
grupos biolégicos sugeridos pela analise anterior. Elaborar genealogias, a partir de dados
genéticos de haplotipos de espécies proximamente relacionadas, possibilita acessar
informacOes referentes a filogenética, genética populacional e filogeografia dos
organismos em questao (Salzburger et al. 2011). Para reconstruir tais genealogias foram
utilizadas sequéncias do citocromo b e da regido controle de individuos representantes de

todas espécies/subespécies do género.

Com as referidas sequéncias foi construida uma arvore filogenética usando o
algoritmo filogenético de Maxima Verossimilhanca através do software PhyML versao 3.0
(Guindon & Gascuel 2003), implementado no programa Geneious v. 6.1.3 (Drummond et

al. 2012; Kearse et al. 2012), com bootstrap de 1000 reamostragens. O modelo de
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evolucdo molecular mais apropriado para o banco de dados foi inferido usando a correcao
de Akaike (Akaike Information Criterion) (Akaike 1974) no programa jModelTest versao
2.1.5 (Darriba et al. 2012). A arvore obtida foi entdo importada para o0 programa
Haploviewer (Salzburger et al. 2011), onde foi construida a arvore genealbégica de

haplotipos.

Para os grupos biolégicos observados com base nos resultados da analise anterior,
foram inferidos os caracteres diagnosticos (apomorfias), tanto para as sequéncias de
citocromo b quanto para as da regido controle. Essa andlise foi conduzida na interface do
software R versdo 2.14.1 (R Core Team 2013), através do pacote SPIDER, cujas
ferramentas permitem explorar e testar os dados moleculares para esse tipo de

investigacdo taxondmica em nivel de espécie (Brown et al. 2012).

Diante dos resultados das analises anteriores, por estes apresentarem dois grupos
diferentes dentro de /nia g. humboldtiana (Inia humboldtiana stat. nov. e Inia aff.
geoffrensis), optou-se por utilizar na analise Bayesiana para construir a arvore filogenética
e estimar o tempo de divergéncia das linhagens, um individuo de cada um desses grupos,
sendo um do Rio Bita (alto/médio Orinoco) e um do Rio Arauca (médio/baixo Orinoco).
Esta analise foi realizada com o propdésito de verificar o tempo de divergéncia entre os
grupos biologicos estudados. Para tal, além de incluir um individuo de cada linhagem de
Inia da bacia do Orinoco, também utilizamos um individuo representativo de cada um dos
demais grupos bioldgicos do género (I. geoffrensis da Amazbnia Central, I. araguaiaensis

e I. boliviensis).

Nesse tipo de analise é necessario que sejam incluidos pontos de calibracédo, que
permitirdo datar a divergéncia entre os taxa analisados. Os pontos de calibracdo foram
considerados com base na insercdo de taxa que resultaram de eventos de diversificacdo
para 0s quais existem registros fosseis robustos (datacdo conhecida), também foram
consideradas as taxas de divergéncia do citocromo b. As calibragbes foram realizadas no
programa BEAST versao 1.7.1 (Drummond & Rambaut 2007), com tempos de divergéncia
com distribuicdes lognormal. Todos os parametros utilizados nesta analise seguiram

agueles utilizados por Hrbek et al. (2014) para datar os tempos de divergéncia entre Inia
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araguaiaensis e as demais linhagens do género conhecidas até entdo. A arvore obtida foi
visualizada no software FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree), onde também foi

elaborada a representacao grafica da mesma.

RESULTADOS

Um total de 143 individuos foram analisados, utilizando os dez Joci de
microssateélites, sendo 8 individuos de /. g. humboldtiana, 44 de I. g. geoffrensis, 45 de |I.
boliviensis e 32 de |. araguaiaensis. Apesar do alto nUmero amostral, a quantidade de
individuos utilizados por analise variou em funcdo da disponibilidade de dados para as
mesmas (para informacdes detalhadas ver Material Suplementar: Tabela 1-A). Para as
sequéncias de citocromo b foram obtidos 1140 pares de bases de 7 individuos de Inia g.
humboldtiana; que foram analisados com 35 sequéncias de . g. geoffrensis, 48 de |.
boliviensis e 32 de I. araguaiaensis, de igual tamanho, obtidas do banco de dados do
GenBank. Para as sequéncias da regiao controle, foram obtidos 621 pares de bases de 8
individuos de Inia g. humboldtiana; que foram comparados com 19 de I. g. geoffrensis, 48
de 1. boliviensis e 33 de I. araguaiaensis, também obtidas do banco de dados do
GenBank.

O método de agrupamento Bayesiano realizado no programa STRUCTURE
resultou em um K igual a 4 (Figura 2) e probabilidade LnP(K = 4) = -2162.88 (Material
Suplementar: Figura 1-A; Tabela 1-B), como a melhor probabilidade para explicar o
namero de grupos bioldgicos (clusters) obtidos. Os dados indicam a existéncia dos
seguintes grupos biolégicos: /nia g. humboldtiana (bacia do Orinoco), . geoffrensis
(Amazobnia Central), I. araguaiaensis (bacia Araguaia/Tocantins) e Inia boliviensis (sub-
bacia Boliviana). Dentro do agrupamento Inia g. humboldtiana é perceptivel a existéncia
de dois sub-grupos biolégicos, sendo um homogéneo, correspondendo aos individuos do
do Rio Arauca (médio/baixo Orinoco); e outro claramente heterogéneo, possuindo uma
mistura alélica de todos os clusters obtidos, composto pelos individuos dos rios Bita e

Meta (alto/médio Orinoco).
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Figura 2. Inferéncia Bayesiana de estrutura populacional usando STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al.
2000; Falush et al. 2003). A andlise foi realizada sob 10 Joci de microssatélites, para 8 individuos de Inia da
bacia do Orinoco (5 de Inia humboldtiana stat. nov. e 3 de Inia aff. geoffrensis), 44 de I. geoffrensis, 45 de |.
boliviensis e 32 de I. araguaiaensis. No gréfico cada individuo é representado por uma linha vertical e cada
uma das cores indica um cluster (grupo biolégico) baseado em semelhancas genotipicas. O nome das

espécies/subespécie e area correspondente sdo mostrados acima e abaixo da figura, respectivamente.

Para a construcado da arvore de maxima verossimilhanca, o modelo de evolucéo
molecular que melhor se ajustou aos dados foi HKY+l (-InL 3685.7294, AlCc 7847.6793).
A partir desta arvore foi construida a arvore genealdgica de haplotipos (Figura 3), que
mostra claramente dois grupos dentro da bacia do Orinoco; sendo uma linhagem
composta pelos individuos dos rios Meta e Arauca (médio/baixo Orinoco); e a outra
composta por um individuo do Rio Bita (alto/médio Orinoco). Tais linhagens estédo
desassociadas das demais do género por uma série de passos mutacionais, sendo a
primeira (médio/baixo Orinoco) muito mais distante das demais do que a segunda
(alto/médio Orinoco), que por sua vez estd muito mais proxima de Inia geoffrensis da

Amazobnia Central do que da linhagem do médio/baixo Orinoco.
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Figura 3. Rede de haploétipos elaborada no programa Haploviewer (Salzburger et al. 2011), com base em
arvore de maxima verossimilhanca construida a partir de sequéncias concatenadas de citocromo b (1140
pares de bases) e regido controle (621 pares de base) do DNA mitocondrial. Os nimeros no interior de cada
haplétipo representam o namero de individuos que o compartiiham. Os individuos da bacia do Orinoco
compdem distintos grupos de haplétipos, sendo em laranja os individuos dos rios Meta e Arauca (/nia
humboldtiana stat. nov.) e em rosa um individuo do alto Orinoco (/nia aff. geoffrensis). Hapl6tipos em

amarelo, roxo e azul representam Inia geoffrensis, I. boliviensis e I. araguaiaensis, respectivamente.

Todos os grupos observados pela analise anterior apresentam caracteres em
estado apomorfico, tanto para o citocromo b quanto para a regido controle (Tabela 1). A
linhagem do médio/baixo Orinoco (Inia humboldtiana stat. nov.) possui 11 caracteres em
estado apomorfico para a regido de citocromo b e 6 para a regiao controle do DNA
mitocondrial. A segunda linhagem observada para a bacia do Orinoco, do alto/médio
Orinoco (Inia aff. geoffrensis), apresenta 4 caracteres em estado apomorfico para o
citocromo b e 5 para a regido controle. Enquanto que Inia geoffrensis possui 4 caracteres
diagndsticos no citocromo b e 1 na regido controle; Inia boliviensis apresenta 20 para o
citrocromo b e 9 para a regiao controle; e Inia araguaiaensis possui 24 para o citocromo b

e 7 para a regiao controle.
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Tabela 1. Caracteres diagndsticos (apomorfias) para os grupos biolégicos observados em Inia das bacias

do Orinoco (lnia humboldtiana stat.

nov. e Inia aff. geoffrensis), Amazbnica (Inia geoffrensis),

Tocantins/Araguaia (Inia araguaiaensis) e sub-bacia Boliviana (Inia boliviensis), baseados em sequéncias do

citocromo b e da regido controle do DNA mitocondrial.

A - caracteres diagnhdsticos para o citocromo b

Carater

Inia humboldtiana Inia aff.

stat. nov. geoffrensis

geoffrensis

araguaiaensis

boliviensis

38

45

51

66

102
129
144
165
169
186
201
210
240
243
244
264
282
288
294
306
365
384
471
480
555
569
576
582
585

O 4 >» 00 >» A 4400 44044660 4d000-=-H--40>» 4 4

T

>4 >» 00 >» 04460 444044 >» 040400004 >»4

T

o 4> 00 >» 044606 44044040 >» 04000000 4H>»4

T

O 40 40 >» 040>» 444004 >» 00000000440

C

>0 >» O0O4 6 00 460 4d404Add44>» 44 4040004 >» 4
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589
633
654
657
693
699
702

724
744
745
753

770
771
792
801

804
813
816
819

825

850

867

870

891

979

1008

1020

1041

1047

1065

1066

1128

1181
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B - caracteres diagndsticos para regidao controle

Carater Inia humboldtiana Inia aff. Inia Inia Inia
stat. nov. geoffrensis geoffrensis araguaiaensis boliviensis

51 A A A G A
54 G G G G A
55 C C C T C
57 G G G G A
58 T T T T C
75 C C C C T
84 G A A A A
93 G A A A A
96 C T C C C
108 T T T T C
129 A A A A G
134 T T T T C
136 C C C T C
143 G G G A G
157 C C C C T
158 C C C C T
165 G A A A A
166 C C T C C
169 G A A A A
171 T (03 T T T
211 (63 A A A A
259 T C T T T
275 T T T C T
276 T (03 T T T
300 G A A A A
351 C C C T C



504 C C C T C
568 T C T T

A andlise Bayesiana para verificar o tempo de divergéncia entre Inia da bacia do
Orinoco e os demais membros do género, mostrou uma datacdo comparavel a
divergéncia ja conhecida para as demais espécies do género apresentada por Hrbek et al.
(2014) (Figura 4). A arvore mostra que o tempo de divergéncia entre a linhagem Inia
boliviensis e o ramo que da origem as demais é de 2.82 milhdes de anos (95% HPD
1.467-4.724 milhdes de anos). Inia araguaiaensis diverge do ramo que da origem a |I.
humboldtiana stat. nov. em 2.60 milhdes de anos (95% HPD 1.013-3.499 milhdes de
anos). Este por sua vez, diverge do clado Inia aff. geoffrensis (alto/médio Orinoco) e sua
linhagem irm@, Inia geoffrensis (Amazonia Central), em 1.66 milhdes de anos (95% HPD
0.536-2.305 milhdes de anos). Essas linhagens deste ultimo clado divergiram a 354 mil
anos (95% HPD 0.125-1.0148 milhfes de anos).
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Figura 4. Analise filogenética Bayesiana e estimativa do tempo de divergéncia através do BEAST v. 1.7.1

(Drummond & Rambaut 2007), usando sequéncias do gene citocromo b (1140 pares de bases) do DNA

mitocondrial. Os ndmeros nos nds representam estimativas de tempo de divergéncia com a maior

probabilidade posterior, e as barras em lilas representam 95% da maior densidade posterior da estimativa.

Pilleri e Gihr (1977) analisaram seis medidas do cranio de quatro espécies de Inia

da localidade de San Fernando de Apure, Rio Apure, Venezuela; um individuo

mencionado como sendo da Guiana Francesa’ (com localidade ndo identificada); um

individuo do Rio Duda, Serra de La Macarena, Departamento de Meta; dois individuos do

*O espécime certamente ndo pertence a area mencionada, uma vez que a distribuicdo do género nunca foi

confirmada para os rios que drenam na Guiana Francesa.
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Rio Guaviare; e varios espécimes de diferentes regides da bacia Amazonica (incluindo a
sub-bacia Boliviana). Os autores concluiram que Inia da bacia do Orinoco (incluindo o
individuo designado como pertencente a Guiana Francesa) seria um grupo biologico
diferente das demais subpopulacbes do género, e o denominaram Inia geoffrensis
humboldtiana. Posteriormente, Pilleri et al. (1982) consideraram que Inia g. humboldtiana
ocorreria apenas na area que se extende desde o Rio Guaviare até o delta do Orinoco.
Diante dos resultados das andlises apresentadas aqui, nés inferimos que os individuos
que compdem a verdadeira linhagem humboldtiana estdo distribuidos ao longo do
médio/baixo Orinoco, mas com inicio de sua distribuicdo a partir do Rio Meta. Por isso,

para tal populacédo (médio/baixo Orinoco), propomos um novo tratamento taxondémico.

TRATAMENTO TAXONOMICO
Ordem Cetartiodactyla Montgelard, Catzeflis & Douzery, 1997
Cetacea Brisson, 1762
Odontoceti Flower, 1867
Iniidae Gray, 1846
Inia d'Orbigny, 1834

Inia humboldtiana stat. nov. (Pilleri & Gihr 1977)

Etimologia

O nome cientifico foi designado por Pilleri e Gihr (1977) em memdria ao cientista e
explorador do Orinoco Alexander Von Humboldt. Na Colémbia e Venezuela, a espécie é
conhecida como tonina del Orinoco, tonina rosada, tonina rosada del Orinoco e bufeo

colorado (Portocarrero-Aya et al. 2010).
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Holétipo

Cranio de uma fémea, depositado no Museu de Ciencias de Caracas, Caracas,
Venezuela, sob numero de colecdo MBUCV 1-135 (Trebbau & Van Bree 1974; Pilleri &
Gihr 1977). Coletado no Rio Apure, em San Fernando de Apure, Venezuela, por Trebbau
em 14 de maio de 1966 (Pilleri & Gihr 1977).

Paratipos

Trés cranios, coletados por Trebbau e Van Bree (1974) em San Fernando de
Apure, Venezuela, também estdo depositados no Museu de Ciencias de Caracas,
Caracas, Venezuela, sob nimeros de colegdo MCN b, MCN d e MCN e (Pilleri & Gihr
1977).

Material examinado

O DNA de seis individuos foi examinado (Apéndice A). A bidpsia dos tecidos destes
animais foi realizada durante resgate dos mesmos em canais que se desconectaram dos

rios Arauca e Meta.

Distribuicdo

Inia humboldtiana stat. nov. deve ocorrer na regido média e baixa da bacia do
Orinoco, com inicio de sua distribuicdo abaixo das corredeiras de Atures (Figura 5). A
espécie provavelmente distribui-se por toda essa area, o que inclui o canal principal do
Rio Orinoco, e todos os seus grandes e pequenos tributarios como os rios Meta,
Cinaruco, Capanaparo, Arauca, Apure (rios Portuguesa, Guanare e Guaritico), baixo Rio
Caura e a regido do delta do Orinoco (Pilleri & Gihr 1977; Meade & Koehnken 1991;
Portocarrero-Aya et al. 2010; Trujillo et al. 2010). /nia ndo habita as aguas da regido
média e alta dos rios Caura e Caroni, por estes possuirem grandes cachoeiras, as
Cataratas Para e as Cataratas La Llovizna, respectivamente (Meade & Koehnken 1991).
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Figura 5. Provavel distribuicdo geogréfica de Inia humboldtiana stat. nov. (regibes média e baixa da bacia
do Orinoco), e de Inia aff. geoffrensis (regibes alta e média da bacia do Orinoco). Mapa elaborado no
software QGIS (QGIS Development Team 2014).

Caracteres diagnosticos

Inia humboldtiana stat. nov. difere dos demais representates do género por possuir
0S seguintes caracteres uUnicos (em estado apomorfico): 11 sitios diagnésticos para a
regido de citocromo b e 6 para a regido controle do DNA mitocondrial (Tabela 1). Além
disso, 0 numero de dentes por ramo em individuos de I. humboldtiana varia entre 24-26,
enquanto que em Inia geoffrensis essa variacdo é de 25-31, em Inia araguaiaensis de 24-
28, e em Inia boliviensis de 31-35 (Pilleri & Gihr 1977; da Silva 1994; Hrbek et al. 2014).
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DiscussAo

Os resultados aqui apresentados (grupos bioldgicos, arvores filogenéticas
baseadas em maxima verossimilhanca e em andlise Bayeisiana e 0s caracteres
diagnésticos), corroboram entre si ao identificar que os individuos da bacia do Orinoco
representam um grupo biolégico disassociado dos demais membros do género. Tanto os
clusters, quanto as arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca (redes de
haplétipos), concordam com o fato de existirem dois grupos biologicos dentro de Inia
geoffrensis humboldtiana. Individuos pertencentes a esses diferentes grupos possuem
caracteres apomorficos, tempos de divergéncia e posicionamento na arvore filogenética
Bayesiana semelhantes ao padrdo observado nas analises anteriores. Esse cenario, além
de mostrar a existéncia de linhagens independentes dentro de Inia geoffrensis ssp.,

permitiria delimita-las como espécies diferentes?

A delimitacdo de espécies é um dos topicos que tem crescente interesse na
Biologia Evolutiva (Camargo & Sites 2013), por estar diretamente ligada a compreensao
da diversidade taxonémica, que é um problema fundamental dessa ciéncia (Cracraft
1983). N&o existe uma definicdo universalmente aceita, e novas tém sido propostas
continuamente, o que denota a ndo concordancia geral sobre o que € uma espécie (de
Queiroz 1998). Essa “diversidade de definicbes alternativas de espécie esta diretamente
relacionada a diversidade de eventos ou subprocessos que ocorrem durante 0 processo
de especiagédo” (de Queiroz 1998: 64). Os processos de especiacdo (mutacdo, selecdo
natural, migracdo e deriva genética) afetam diversas caracteristicas de um organismo
(sejam elas genéticas, morfolégicas, fisiolégicas ou comportamentais), mas nao
necessariamente em uma ordem regular (de Queiroz 2007). Por isso, quando uma
espécie é identificada sob um determinado critério, pode frequentemente ndo ser por
outro (Knowles & Carstens 2007). Embora haja uma concordancia geral sobre a natureza
de espécie (Cracraft 1983; de Queiroz & Donoghue 1988), existem muitas definicbes que
sdo incompativeis. No entanto, os conceitos modernos (conceitos fenético, bioldgico,
filogenético e cluster genotipico) possuem um elemento comum (implicito ou explicito) ao
considerar espécies como segmentos de linhagens em nivel populacional (de Queiroz
1998; 2007).
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Uma linhagem, portanto, “ndo tem que ser feneticamente distinguivel,
diagnosticavel, intrinsecamente isolada reprodutivamente, ecologicamente divergente, ou
qualquer outra coisa para ser considerada espécie. Ela apenas precisa estar evoluindo
separadamente de outras linhagens” (de Queiroz 2007: 882). Este conceito unificado
proposto por de Queiroz (1998; 2007) € semelhante as definicdbes de Simpson (1951) e
Wiley (1978), porque ambos néo incluem critérios operacionais (linhas de evidéncia que
seriam utilizadas para as aplicacbes empiricas) (de Queiroz 2007). Nesse sentido,
Cracraft (1983) afirma que é importante ver o conceito de espécie por uma perspectiva do

resultado da evolucéo, e ndo dos processos para produzir tais resultados.

Para Simpson (1951) e Wiley (1978, 1981) o resultado da evolucdo revela uma
espécie como uma linhagem de organismos que tém evoluido separadamente de outras,
apresenta identidade propria em relacdo aquelas comparadas, e possui suas proprias
tendéncias evolutivas e destino histérico. Sob esse ponto de vista, as evidéncias aqui
apresentadas permitem concluir que os individuos da &rea proxima a localidade tipo de
Inia geoffrensis humboldtiana (que aqui representam a regido medio/baixo Orinoco)
claramente constituem uma espécie. Esses botos compdem uma linhagem que esta
completamente separada das demais espécies/subespécie do género; pois possui
conjunto de alelos e hapldtipos proprios e divergiu a 1.66 milhdo de anos. Portanto,
consideramos o taxon valido e estabelecemos que o0 mesmo deve ser elevado ao nivel de

espécie Inia humboldtiana stat. nov. (Pilleri & Gihr 1977).

Ademais, outros conceitos de espécie corroboram para o resultado que propomos
aqui. De acordo com o conceito genético de espécie (que é uma operacionalizacdo do
conceito biologico) (Dobzhansky 1950; Mayden 1997), o isolamento reprodutivo e a
independéncia evolutiva permitem diagnosticar uma espécie. Tais critérios estéo
representados nesta populacdo pelas medidas das diferengcas genéticas deste grupo de
individuos (caracteres diagnésticos herdaveis, Tabela 1), que se reproduzem entre si e
compartiiham um pool génico comum. Por possuir mdultiplos tragcos genéticos
independentes, esta unidade populacional também pode ser reconhecida como um taxon
filogenético; sendo considerada uma espécie de acordo com os critérios estabelecidos
pelo conceito genealdgico de espécie (Avise & Wollenberg 1997). Por fim, tal qual as
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demais espécies do género, Inia humboldtiana stat. nov. também exibe um padrao
ancestral e descendente. Nesse sentido, de acordo com o conceito filogenético de
espécie (Eldredge & Cracraft 1980; Cracraft 1983; Wheeler & Platnick 2000), esses
grupos biolégicos observados sdo o resultado de processos de especiacdo que
conduziram a um "desenvolvimento filogenético de diferenciacdo de unidades

taxondémicas através do espaco e do tempo” (Cracraft 1983: 160).

LINHAS DE EVIDENCIA PARA INIA HUMBOLDTIANA STAT. NOV.

A analise Bayesiana de agrupamento sugeriu quatro grupos biolégicos (clusters)
dentro do género Inia: Inia humboldtiana stat. nov., Inia geoffrensis, I. araguaiaensis e I.
boliviensis (Figura 2). Entre os individuos da bacia do Orinoco observa-se ainda uma
abrupta divisdo, onde é possivel identificar individuos que compdem um grupo
homogéneo (médio/baixo Orinoco, Rio Arauca) e individuos com caracteristicas de
mistura (alto e médio Orinoco, rios Bita e Meta). O modelo de mistura (admixture model)
assumido na analise (Falush et al. 2003) permitiu identificar tais individuos né&o
homogéneos, com caracteristicas genéticas de mais de uma populacdo. Essa
miscigenacéo observada pode ser devido ao fato de que os limites entre essas diferentes

linhagens ainda ndo estdo completamente estabelecidos, podendo ser semi-permeaveis.

O que provavelmente delimita a distribuicdo das duas linhagens da bacia do
Orinoco sdo duas importantes corredeiras, chamadas de Maipures e Atures, localizadas
no Rio Orinoco abaixo da juncdo do Rio Tomo e acima da juncdo do Rio Meta,
respectivamente (Silva-Leon 2005; Winemiller & Willis 2011). Essas corredeiras tém ao
menos restringido o fluxo génico entre os individuos do alto e médio Orinoco, uma vez
que botos podem ser observados ndo apenas acima e abaixo de tais corredeiras, mas
também entre ambas (Meade & Koehnken 1991). Botos sao capazes de passar extensas
corredeiras na época da cheia (Best & da Silva 1989b). Porém, somente uma analise de
mais individuos permitiria compreender melhor como a diferenciacdo genética se mantém
nesses taxa parapatricos (Harrison & Larson 2014); bem como definir com clareza se a

regido do Rio Meta seria uma area de contato entre essas diferentes linhagens, tal qual a
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localidade de Borba (baixo Madeira) € para I. geoffrensis e I. boliviensis (Gravena et al.
2014).

A arvore haplotipica (Figura 3), também reconheceu dois grupos dentro de Inia da
bacia do Orinoco, sendo estes formados por quase os mesmos individuos sugeridos pela
analise anterior. Mas, nesta andlise o individuo do Rio Meta é agrupado com os individuos
do Rio Arauca, compondo o grupo do médio/baixo Orinoco, que € claramente um ramo
diferente das demais espécies/subespécie do género, estando separados por varios
passos mutacionais. O individuo do Rio Bita (alto/médio Orinoco) também apresenta
conjunto de haplétipos préprios, mas esta separado de Inia geoffrensis por menos passos
mutacionais do que os dos rios Meta e Arauca (médio/baixo Orinoco). Com isso,
consideramos que a afirmacéao de Pilleri et al. (1982) de que os botos do alto Orinoco
(acima do Rio Guaviare) pertenceriam a subespécie 1. g. geoffrensis, deve estar correta;
uma vez que nos observamos que os individuos do Rio Bita compreendem uma linhagem
de Inia muito proxima de Inia geoffrensis da bacia Amazbnica do que de Inia
humboldtiana stat. nov.

Tal qual observamos através destes dados, o estudo de Banguera-Hinestroza et al.
(2002) também demonstrou que os botos da bacia do Orinoco possuem identidade
genética propria, com conjunto de haplotipos ndo compartilhados com individuos da bacia
Amazobnica. Os autores também mencionaram a existéncia de duas linhagens para a
bacia do Orinoco, sendo derivadas de uma linhagem da bacia Amazénica. Mas, apesar de
sugerirem que a auséncia de haplétipos compartilhados possa ser devido a mdultiplos
eventos de isolamento genético como um mecanismo para geracao tais haplotipos, os
referidos autores ndo concordam que os botos da bacia do Orinoco devam ser
considerados uma linhagem diferente dos da bacia Amazbnica. Todavia, 0 nao
compartilhamento de haplotipos € uma forte evidéncia da inexisténcia de fluxo génico
entre tais grupos biolégicos, e tal condicdo é um dos componentes do processo de
divergéncia que permite distinguir entre uma espécie e uma diferenciacdo em nivel

populacional (Camargo & Sites 2013).
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Outro componente importante para se distinguir entre uma espécie e uma
diferenciacéo em nivel populacional é o tempo de divergéncia entre os grupos analisados
(Camargo & Sites 2013). Identificar quando as linhagens evolutivas se separaram € um
critério (embora ndo explicito) do conceito evolutivo de espécie (critério de divisdo inicial)
(de Queiroz 1998). A divergéncia entre Inia humboldtiana stat. nov. e o clado Inia
geoffrensis (Amazonica Central) e Inia aff. geoffrensis (alto/médio Orinoco), revelada pela
analise Bayesiana, € de 1.66 milhdo de anos (95% HPD 0.536-2.305 milhdes de anos)
(Figura 4). J& entre as linhagens desse clado é de 354 mil de anos (95% HPD 0.125-
1.0148 milhdes de anos).

Essa analise também mostra os tempos de divergéncia entre as demais espécies
do género, que permitem inferir que todas elas, indubitavelmente, tém uma histéria
evolutvia independente. Dentre tais espécies, a divergéncia mais antiga é entre a
linhagem Inia boliviensis e o ramo que da origem as demais, datando de 2.82 milhbes de
anos. Seguido da linhagem Inia araguaiaensis, que diverge em 2.60 milhées de anos do
ramo que da origem a Inia humboldtiana stat. nov e o clado Inia geoffrensis e Inia aff.
geoffrensis. Essas datacBes confirmam que as atuais espécies do género divergiram

entre o final do Plioceno e meados do Pleistoceno, como proposto por Hrbek et al. (2014).

Recentemente, Hrbek et al. (2014) descreveram a espécie Inia araguaiaensis e
propuseram tempos de divergéncia entre todas as espécies conhecidas do género. Os
autores sugeriram 2.86 milhdes de anos como tempo de divergéncia entre o clado /nia
boliviensis e o ramo que d& origem aos clados Inia geoffrensis e Inia araguaiaensis, estes
por sua vez teriam se diferenciado a 2.07 milhdes de anos. Ao incluirmos as linhagens da
bacia do Orinoco na analise, os resultados obtidos séo similares aos de Hrbek et al.
(2014), bem como trazem informacdes complementares sobre os tempos de divergéncia
entre as linhagens do género, apresentadas por tais autores. Porém, uma comparacao
com espécies validas de um grupo relacionado reforcaria ainda mais a evidéncia
(Frankham et al. 2008) de que /nia do médio/baixo Orinoco é uma espécie diferente de

Inia geoffrensis.
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Os tempos de divergéncia entre algumas espécies irmas da familia Delphinidae
sao muito menores do que € reportado aqui entre I. humboldtiana stat. nov. e o ramo que
da origem ao clado de Inia geoffrensis (Amazbnica Central) e Inia aff. geoffrensis
(alto/médio Orinoco). Sotalia fluviatilis e Sotalia guianensis divergiram entre 1-1.2 milhao
de anos (Caballero et al. 2007). Entre Cephalorhynchus eutropia e C. commersonii a
divergéncia data de 0.82 milh&o de anos, entre Globicephala melas e G. macrorhynchus
data de 0.67 milhdo de anos, e entre Delphinus delphis e D. capensis data de 0.66 milh&do
de anos (McGowen et al. 2009). E notério que Iniidae tal qual Delphinidae parece ser um
dos taxa mais especiosos dentro de Cetacea, que por sua vez, dentre os atuais
mamiferos aquaticos, € o grupo mais especioso (McGowen et al. 2009).

Os tempos de divergéncia entre as linhagens da bacia do Orinoco e as demais
espécies de Inia, sdo posteriores aos eventos geoldgicos que separaram as bacias do
Amazonas e do Orinoco; e aqueles que deram inicio a evolugdo das condi¢cbes
hidrologicas atuais dentro desta Ultima bacia. A separacéo entre essas duas bacias data
entre 8 e 11 milhdes de anos (Mioceno tardio), e ocorreu com o soerguimento do arco do
Vaupes, gque se estendeu do oeste do escudo das Guianas até as proximidades da Serra
de Macarena, Colémbia (Lundberg et al. 1998; Machado-Allison 2008; Wesselingh &

Hoorn 2011; Winemiller & Willis 2011).

Apesar de ainda ndo compreendermos claramente se e como a evolucdo geoldgica
pode ter influenciado a historia de tais grupos biolégicos, é evidente que esses golfinhos
de &gua doce exclusivamente sulamericanos possuem uma seérie de especializacdes
peculiares que tém sido fundamentais para entender os aspectos biolégicos, ecoldgicos e
evolutivos desses grupos (Pilleri & Gihr 1977; Sylvestre 1985; Best & da Silva 1989b; da
Silva 1994; Cassens et al. 2000; Martin et al. 2006; Santos et al. 2012). Certamente as
caracteristicas fisicas dos botos tém permitido ao longo dos milhares de anos de evolucéo
dessas espécies uma diferenciacdo das mesmas conforme a area em que habitam. Além
disso, a possivel inexisténcia de uma barreira geografica efetiva entre tais taxa, também
sugere que outras forcas evolutivas (deriva, selecdo natural ou sexual) possam estar

atuando na divergéncia dos mesmos.
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As caracteristicas genéticas confirmam a divergéncia dos grupos analisados, mas
nao excluem a importancia de se utilizar outras linhas de evidéncias para delimitar a
espécie em questdo (de Queiroz 2007; Knowles & Carstens 2007; Camargo & Sites
2013). Por isso, ressaltamos aqui que os individuos que identificamos como Inia
humboldtiana stat. nov. (regido média/baixa da bacia do Orinoco), além de possuirem
diferencas no numero de dentes comparados as demais espécies (Pilleri & Gihr 1977; da
Silva 1994), também apresentam aspectos comportamentais peculiares. Os botos
observados na confluéncia do Rio Meta produzem cliques de mandibula na superficie da
agua (aparentemente relacionados com comportamento agressivo), possuem tamanhos
de grupos maiores, grupos reprodutivos grandes e com interacdes agressivas, e maiores
atividades aéreas com saltos e exposi¢cao das aletas caudal e peitoral do que os botos da
bacia Amazoénica (Trujillo, comunicacdo pessoal; Fuentes et al. 2004; Gomez-Salazar et
al. 2012). Além disso, esses botos apresentam frequéncia dos sons emitidos
significativamente diferente daquelas de Inia geoffrensis, além de possuirem um som do
tipo assobio exclusivo (Diazgranados, comunicacdo pessoal; Diazgranados & Trujillo
2004).

Ao utilizarmos diferentes linhas de evidéncia (marcadores molecurales do DNA
mitocondrial e nuclear; dados comportamentais e morfolégicos disponiveis na literatura)
para inferir que Inia humboldtiana stat. nov. representa uma unidade evolutiva
independente das demais espécies do género, seguimos as recomendacdes de Reeves
et al. (2004), apresentadas durante um workshop sobre taxonomia de cetaceos. Segundo
0s autores, para validar uma espécie é necessario que sejam empregadas diferentes
abordagens com a finalidade de identificar através dos grupos analisados uma
“divergéncia irreversivel’. Nesse sentido, tanto os dados morfolégicos quanto o0s
genéticos podem ser utilizados como linhas de evidéncia robustas para demonstrar
divergéncia irreversivel. Ademais, o uso de loci genéticos independentes representaria um
conjunto ideal de dados (ou seja, mdultiplas linhas de evidéncia), por possibilitar
compreender e avaliar a incerteza associada a decisdo taxonémica em questdo (Reeves
et al. 2004).
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Indubitavelmente as adaptacfes locais somadas a auséncia de fluxo génico ao
longo de muito tempo, tém possibilitado separar as linhagens de Inia da bacia do Orinoco,
mantendo-os com suas identidades, tendéncias e destino histérico independentes. Apesar
do baixo nimero amostral utilizado, é incontestavel que os botos do médio/baixo Orinoco
representam uma linhagem independente de /nia geoffrensis, que é composta pelos
verdadeiros representantes de humboldtiana, cuja distribuicdo se extende desde o Rio
Meta até provavelmente o delta do Orinoco. Por fim, somente uma anélise com um maior
namero amostral, proveniente de uma amostragem sistematica nos rios acima de
Maipures e Atures, permitir4 verificar com maior precisdo o limite geogréfico entre tais
linhagens do Orinoco; bem como definir o real status taxondmico dessa segunda
linhagem que, aparentemente, € um grupo biolégico proximo a Inia geoffrensis da bacia
Amazonica.
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CarpiTuLo Il

PADROES GEOGRAFICOS DE ESTRUTURA POPULACIONAL EM INIA GEOFFRENSIS
(CETARTIODACTYLA: INIIDAE) NOS RIOS NEGRO E BRANCO

REsumo

Padrbes de estrutura populacional revelam o cenario atual das interrelagcbes entre os
individuos em suas areas de distribuicdo. Neste estudo, buscamos avaliar tais padroes
para o boto-vermelho (Inia geoffrensis) dos rios Negro e Branco. Para tal, além da
amostragem realizada nesses rios, incluimos individuos das seguintes areas adjacentes:
bacia do Orinoco (rios Bita, Meta e Arauca), baixo Rio Madeira e Rio Solimées. No total
147 individuos foram analisados utilizando 621 pares de bases da regido controle e 1241
pares de bases do citocromo b e/ou 10 loci microssatélites. As analises Bayesianas de
formacao de grupos bioldgicos resultaram em distintos padrées de diferenciacdo genética
para as areas de estudo, conforme o marcador utilizado. Para os individuos da bacia do
Orinoco, o resultado foi semelhante aquele apresentado no Capitulo | desta dissertagao.
Foram designadas distintas subpopulacdes (MtDNA e nuDNA) apenas para os rios Negro,
Branco, Madeira e Solimfes. Para as subpopula¢gbes consideradas com base no DNA
nuclear (nuDNA) o baixo grau de subdivisdo populacional (Fsr=0.04762, P<0.001) e altos
valores de fluxo génico indicam uma diferenciacdo em formato de clina. Para as
subpopulacdes consideradas com base no DNA mitocondrial (mtDNA) sdo observados
niveis significantes de subdivisdo populacional (®sr = 0.75490, P<0.001) e baixos niveis
de fluxo génico. O teste de Mantel ndo foi significativo, indicando que a estruturacéo
observada ndo pode ser explicada por isolamento causado por distancia geogréfica. Os
padrbes de compartilhamento e proximidade (passos mutacionais) de haplotipos foram
semelhantes aos padrées de subdivisdo populacional observados pela anélise Bayesiana
com o mtDNA. Baixos niveis de diversidade genética sao vistos apenas para o0 Solimdes
(H = 0.4297) e a porcéo alta (e média, no caso de nuDNA) do Rio Negro (H = 0.6250; Ho
= 0.470; He = 0.475). As diferenciacdes genéticas observadas para os rios Negro, Branco,
baixo Madeira e Solimdes, parecem corresponder a historia evolutiva dessas areas. Além
disso, a filopatria observada para as fémeas corrobora outros estudos sobre a biologia de
Inia geoffrensis, que indicam que elas tendem a ser mais residentes, enquanto os machos
percorrem distancias maiores. As corredeiras de Sado Gabriel da Cachoeira (Rio Negro) e
do Bem Querer (Rio Branco) ndo sdo barreira para os botos dessas &reas. Para estes rios
estdo projetadas contrucbes de hidrelétricas, que, obviamente, causardo fragmentacao
demografica e genética nas subpopulacdes de botos observadas. Assim sendo,
sugerimos a ampliacdo dos estudos genéticos e a inclusdo de avaliagbes ecologicas
demograficas, para melhor definir estratégias de conservacdo para essas distintas
subpopulacgdes.

PALAVRAS-CHAVE: filogeografia, filopatria, corredeiras, boto-vermelho, hidrelétricas
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INTRODUCAO

Padrbes de estrutura populacional revelam o cenario atual das interrelacdes entre
os individuos em suas éareas de distribuicdo. Tais padrées sdo uma resposta
espago/temporal aos processos bioldgicos/ecolégicos/evolutivos e/ou eventos histéricos
que os individuos tém vivenciado (Sunnucks 2000). Por consequéncia, entender a
estrutura genética populacional permitird pressupor os padrées de isolamento reprodutivo
e migracao (fluxo génico) atuais, bem como inferir os limites entre (sub) populacbes de
uma dada espécie e avaliar o nivel de contribuicdo desses processos em tais subdivisdes
(Sunnucks 2000; Sethuraman 2013). Além disso, analisar tais caracteristicas
demograficas é importante para avaliacdo do status populacional, permitindo melhor
subsidiar planos de manejo e estratégias de conservacdo da espécie em questdo (Galetti

Jr. et al. 2008; Parsons et al. 2013).

Como a distancia geografica ndo necessariamente condiciona isolamento
reprodutivo em populacdes da mesma espécie ou de subespécies correlacionadas (Mayr
1996; Frankham et al. 2008), torna-se necessario avaliar tanto os aspectos biolégicos
envolvidos no processo de estruturacdo populacional, quanto as caracteristicas atuais e
histéricas dos habitats em questao (Sunnucks 2000). A juncdo desses diferentes aspectos
pode produzir diversos cenarios biolégicos. Para tais, os cetaceos tém sido um grupo
modelo. Suas espécies apresentam distintos padrbes de estrutura populacional, até
mesmo em habitats fisicamente continuos (Hoelzel 1992; Hollatz et al. 2011; Jackson et
al. 2014). Suas “adaptacBes aquaticas” garantiram-lhes caracteristicas biologicas para
ocuparem e se locomoverem com sucesso em diversos ambientes aquaticos, desde

marinhos a dulcicolas (Berta et al. 2006).

Apesar de ser mais provavel que a notavel capacidade de mobilidade dos cetaceos
gere altos niveis de fluxo génico (Parsons et al. 2013), é razoavel pressupor que um
habitat heterogéneo como o de agua doce (Barthem & Goulding 2007) poderia levar a um
cenario de subpopula¢cdes estruturadas, submetidas a adaptacdes locais. Além disso,
mesmo que os dados disponiveis ainda ndo possibilitem esclarecer quais fatores tém

atuado para manter a estruracao populacional de uma determinada espécie, € possivel ao
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menos avaliar (ou reavaliar) os locais que devem ser considerados como areas de
conservacao de suas populacdes, como no caso de Pontoporia blainvillei (Lazaro et al.
2004; Costa-Urrutia et al. 2011; Cunha et al. 2014), espécie irma dos golfinhos de agua

doce do género Inia (Cassens et al. 2000; Hamilton et al. 2001).

As espécies do género Inia sdo popularmente conhecidas principalmente como
“boto” ou “boto-vermelho” (da Silva et al. 2008). Estudos recentes tém mostrado padroes
de estrutura populacional discordantes com o que era esperado até entdo para Inia
boliviensis e I. geoffrensis, na area limite entre essas duas espécies (Gravena et al. 2014,
Gravena et al. 2015). Os botos na regido do alto rio Madeira, I. boliviensis, sdo capazes
de cruzar grande parte das corredeiras deste rio, e nesta regido ocorre fluxo génico
restrito entre individuos de diferentes unidades de conservacédo dessa espécie, que estdo
a montante e a jusante de tais corredeiras (Gravena et al. 2014; 2015). Além disso,
Gravena et al. (2015) mostram a existéncia de uma é&rea de hibridizacdo entre esta
espécie e I. geoffrensis, logo abaixo da ultima grande corredeira do Rio Madeira. Esses
resultados demonstram a importancia de se avaliar areas de corredeiras a fim de verificar

se tais estruturas geologicas direcionam padrfes de estruturacdo das populagdes de Inia.

Embora ndo tdo conspicuas quanto as corredeiras do Rio Madeira, no alto Rio
Negro a série de corredeiras de Sdo Gabriel da Cachoeira (0°9'28.07"S; 66°54'58.91"W)
cobre uma area com de cerca de 20 quildmetros de extensdo. Todavia, afloramentos
rochosos dispersos séo vistos em varios pontos a montante (baixo Rio Uaupés e areas
proximas a sua foz) e a jusante (proximidades do municipio de Santa Isabel do Rio Negro
(Bringel & Pascoaloto 2012)) dessas corredeiras. A nascente deste rio esta localizada na
regido pré-andina colombiana (Zeidemann 2001), na Serra do Junai, onde ele recebe o
nome de Guainia (Bringel & Pascoaloto 2012). Em sua porcéo alta estd a mais importante
conexdo atual da bacia Amazdnica com a bacia do Orinoco: o Canal Casiquiare
(Zeidemann 2001). Localizado na Venezuela, este canal liga o alto Rio Orinoco ao alto
Rio Negro e tem sido reportado tanto como corredor (Winemiller et al. 2008; Willis et al.
2010), quanto como rota alternativa, ou néo utilizada, de dispersao (Albert et al. 2006;

Escobar et al. 2015) para algumas espécies da fauna de peixes.
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O Rio Negro é o principal afluente da margem esquerda do complexo
Solimdées/Amazonas (Zeidemann 2001), sua drenagem chega a cobrir uma area de
aproximadamente 700.000 km2, e dos seus 1.700 km de extensdo 1.200 km encontram-
se em territério brasileiro (Bringel & Pascoaloto 2012). Na regido média do Rio Negro
desagua o mais importante afluente de sua margem esquerda: o Rio Branco (Latrubesse
& Franzinelli 2005). Este rio possui 584 km de extenséo e é formado pela confluéncia dos
rios Uraricoera e Tacutu (Freitas 1997; Ferreira et al. 2007). Sua drenagem ocupa uma
area de aproximadamente 204.640 kmz, e esta localizada quase inteiramente no Estado
de Roraima, extremo norte do Brasil, o qual faz fronteira com a Guiana e a Venezuela
(Evangelista et al. 2008). O Rio Branco, tal qual o Negro, também possui uma importante
area de corredeiras, conhecidas como corredeiras do Bem Querer (1°54'45.18"N;
61°1'16.53"W), localizadas na regido média do rio (Freitas 1997; Ferreira et al. 2007).

Apesar de estarem interconectados, 0os rios Negro e Branco possuem habitats
caracteristicamente diferentes (Ferreira et al. 2007; Evangelista et al. 2008; Ussami 2010),
que poderiam conduzir a diferentes padrdes de estrutura populacional nos botos que
habitam suas aguas. Além disso, o fato de estarem previstas constru¢des de hidrelétricas
em tais regides (Fearnside 1995; Brasil & EPE 2014; Fearnside 2015), aliado as
incertezas quanto a atuacdo dessas corredeiras como barreiras ao fluxo dos botos e
guanto a conectividade entre esses individuos e aqueles da bacia do Orinoco (Best & da
Silva 1989a;b; 1993; da Silva 2010), torna relevante a analise genética que propomos

aqui.

Por tais razdes, este estudo tem por objetivos: entender os padrbes geograficos da
estrutura populacional de Inia geoffrensis nos rios Negro e Branco; avaliar a atuacdo das
corredeiras de Sao Gabriel da Cachoeira e do Bem Querer como barreira ao fluxo de
botos; e verificar se existe compartiihamento genético entre os botos desses rios e
agueles da bacia do Orinoco.
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MATERIAL E METODOS
AMOSTRAGEM

Neste estudo foram amostradas dez localidades no Rio Negro (N=40) e trés
localidades no Rio Branco (N=24) (Figura 1). Para entender os padrdes geograficos da
estrutura populacional dos botos dessas areas, incluimos nas analises parte dos dados
coletados anteriormente por nosso grupo de pesquisa (N=31); além de dados sobre
individuos de duas localidades no baixo Rio Madeira (N=18) e de uma localidade no Rio
Solimdes (N=15), publicados nos estudos de Gravena et al. (2014) e Hrbek et al. (2014); e
dados ndo publicados sobre individuos de duas localidades no alto Rio Solimdes
(Amazonas colombiano e Ucayali) (N=3) e uma localidade na regido do baixo Rio Madeira
(N=1) (Figura 1) (para informac6es complementares ver Material Suplementar: Tabela 2-
A). Para parte das analises, também foram utilizados os dados sobre as linhagens da

bacia do Orinoco, apresentados no primeiro capitulo desta dissertagéo (Figura 1).

Para esta pesquisa utilizamos duas classes de marcadores moleculares, sendo um
nuclear (10 /oci microssatélites) e um mitocondrial (dois loci: citocromo b — Cytb e parte da
regido controle — Dloop). O banco de dados das regifes de microssatélites dos estudos
acima referidos estd depositado no banco de dados moleculares do Laboratério de
Evolugéo e Genética Animal (LEGAL), do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Amazonas (ICB/UFAM). Enquanto o banco de dados das sequéncias
nucleotidicas de tais estudos esta disponivel na plataforma GenBank® sob os seguintes
nameros de acesso: KF802316 — KF802348 para regides de citocromo b; KF802280 —
KF802312 para regides controle.
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Figura 1. Mapa das localidades amostradas durante este estudo (circulos em vermelho), e de localidades
amostradas em outros estudos (circulos em amarelo), cujos dados também foram utilizados por este
trabalho. Bacia do Orinoco: (1) Rio Arauca; (2) Puerto Carrefio — Rio Meta; (3) Confluéncia Rio Bita. Rio
Negro: (4) Cucui; (5) Lago Mabi; (8) llha da Juiza/S&o Gabriel da Cachoeira; (9) Comunidade Vila Nova; (10)
Sitio Caristino; (11) Castanheira; (12) Marauid; (13) Tapuruquara; (14) Darara; (15) Comunidade Nova Vida;
(16) Darauacd; (20) Novo Airdo; (21) Lago do Acajatuba; (22) Furo do Ariad; (23) Igarapé Taruma. Rio
Uaupés: (6) lgapé Japi/Comunidade Trovao; (7) Comunidade Acai. Rio Branco: (17) Baixo Rio Branco; (18)
Vista Alegre/Caracarai; (19) Boa Vista. Rio Madeira: (24) Parana do Mamuri; (25) Boca do Rio Madeira; (26)
Foz do Rio Canuma. Sistema Solimdes: (27) Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraug; (28) Rio
Putumayo; (29) Rio Ucayali. As barras negras simbolizam as subdivisdes para 0os Rios Negro e Branco,
adotadas por este trabalho (as corredeiras de Sdo Gabriel da Cachoeira, abaixo da localidade 8, delimitam
o0 alto e o médio Rio Negro; as corredeiras do Bem Querer, acima da localidade 18, delimitam o alto e baixo
Rio Branco; e a foz do Rio Branco delimita o médio e baixo Rio Negro). A barra vermelha indica a
localizacéo Canal Casiquiare.

COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Os espécimes foram capturados segundo a metodologia proposta por da Silva e
Martin (2000). As capturas foram realizadas com auxilio de redes especificas para este
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tipo de coleta, com linhas de 42 a 72 mm e malhas de 100 a 120 mm; com cerca de 150
metros de comprimento e entre 6 e 12 metros de altura. As localidades de captura foram
canais estreitos dos rios, que sdo formados quando o nivel da agua esta baixo. Seguindo
a metodologia porposta por tais autores, foram escolhidos canais que possuiam no
maximo 10 metros de profundidade, estavam livres de &rvores submersas, e néo

possuiam fortes correntezas e pedras.

Para captura dos animais que adentraram tais canais, as redes foram emalhadas
de modo a bloquear a saida dos mesmos, sendo entdo progressivamente manuseadas
para formar uma espécie de “cercado” préximo a margem, onde foi possivel, com
seguranca, retirar os botos manualmente. Os animais foram capturados e manipulados
cuidadosamente e individualmente, exceto no caso de mée e filhote, cujos manuseios
ocorreram simultaneamente. Esses procedimentos foram realizados com 0s motores dos

botes desligados, de modo a evitar estresse sonoro excessivo aos botos.

As capturas foram conduzidas por pescadores experientes, que trabalham ha duas
décadas com este tipo de pesquisa, junto a equipe de pesquisa do Projeto Boto,
coordenado pela Dra. Vera da Silva e pelo Dr. Anthony Martin; cujas atividades de captura
de botos sdo conduzidas na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraud, estado
do Amazonas. Durante todo o processo os botos foram constantemente monitorados, e
ao menor sinal de estresse, o animal era imediatamente liberado, sendo ainda observado
até o retorno de suas fungBes normais. Foram gastos, ho maximo, entre cinco e sete
minutos no manuseio de cada animal. As capturas e coletas de tecidos foram autorizadas
pelo IBAMA através do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO), com numero de licenca 37845-2, conferido a mim, como bidloga pesquisadora

titular responsavel pelas atividades cientificas deste projeto.

Para andlise genética, foram utilizados os tecidos retirados através de bidpsia de
tecido da nadadeira caudal, feita com auxilio de bisturi cirdrgico (cerca de 10 mm de
tecido). Apdés todo e qualquer procedimento de corte, imediatamente foi aplicado
medicamento antisséptico nas regides incisadas. O fragmento de tecido foi depositado em

tubos criogénicos de 1.5 mL contendo alcool 96%. Foram feitas aliquotas destes tecidos,
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e tais materiais foram tombados e depositados na Colecdo de Tecidos de Genética Animal
— CTGA/ICB/UFAM (CGEN, Deliberacdo No. 75, de 26 de agosto de 2004) do Laboratério
de Evolucdo e Genética Animal (LEGAL), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Amazonas (ICB/UFAM) (para informacfes complementares ver

Material Suplementar: Tabela 2-A).

OBTENCAO DO MATERIAL GENETICO

Todos os procedimentos para obtencdo do material genético (dados moleculares)

foram realizados de acordo com os protocolos descritos no capitulo | desta dissertacao.

ANALISES

Com o proposito de entender os padrdes geograficos da estrutura populacional de
Inia geoffrensis na bacia do Rio Negro e sub-bacia do Rio Branco, optamos por manter
denominacdes de algumas das subdivisbes para esses rios, apenas como forma de
agregar aos resultados um contexto geografico. No entanto, para nenhuma das analises
realizadas foi testada a existéncia de reais subpopula¢des (grupos bioldgicos) em tais

subdivisoes.

Para o Rio Negro, distinguimos trés principais subdivisdes: alto, médio e baixo
(Figura 1). Consideramos como alto Rio Negro o trajeto que abrange todas as localidades
a montante das corredeiras Sao Gabriel da Cachoeira (incluindo a amostragem no baixo
Rio Uaupés). A jusante das corredeiras de Sao Gabriel da Cachoeira até a confluéncia do
Rio Branco consideramos como médio Rio Negro. A partir desta regido, até a foz no

Solimdes/Amazonas, denominamos baixo Rio Negro.

Para o Rio Branco, todavia, consideramos apenas duas subdivisdes: alto e baixo
Rio Branco (Figura 1), sendo as corredeiras do Bem Querer o marco divisor entre ambas.
Entre as demais areas incluidas nas analises, foi determinada uma subdivisdo apenas
para a bacia do Orinoco (alto/médio e médio/baixo Orinoco), conforme os resultados

apresentados no primeiro capitulo desta dissertacao.
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Seguindo o contexto geogréfico proposto, para as representacfes graficas das
analises cujo ordenamento dos individuos mostrados puderam ser determinados a priori
(STRUCTURE e BAPS), os resultados foram organizamos seguindo uma légica em
termos de distribuicdo hidrogeografica. Para o Rio Negro a distribuicdo representada
seguiu 0 curso montante-juzante, sendo que entre as regides média e baixa deste rio
foram inseridas as informacdes sobre os individuos do Rio Branco, estes por sua vez,
foram dispostos seguindo um curso foz-montante (por ser a atual rota de entrada dos
botos no Rio Branco via Rio Negro). Por fim, para tais andlises, estabelecemos as
seguintes regides hidrogeograficas: médio/baixo Orinoco, alto/médio Orinoco, alto Negro,
meédio Negro, baixo Branco, alto Branco, baixo Negro, baixo Madeira e Solimdes.

ESTRUTURACAO GENETICA E PADRAO GEOGRAFICO

Para observar a existéncia de agrupamentos subpopulacionais formados pelas
localidades em estudo, foram realizadas duas andlises Bayesianas de formacédo de
grupos biologicos, sendo uma delas realizada com os dados de microssatélites e a outra
com os dados do mtDNA. Para ambas andlises, foram utilizados os dados dos individuos
dos rios Negro, Branco, baixo Madeira, Solimdes e do sistema Orinoco. Optou-se pelo
método Bayesiano por ser este extremamente eficaz em termos de inferéncia sobre
estrutura genética populacional, sendo amplamente utilizado para estimar a diferenciacéo

entre populacdes (Corander et al. 2003).

A primeira inferéncia foi conduzida através da andlise da formacdo de grupos
bioldgicos (clusters ou populagdes) pelos marcadores microssatélites, realizada no
programa STRUCTURE, seguindo os mesmos parametros descritos para esta analise na
secdo “Andlises” do capitulo | desta dissertacdo (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003;
2007; Rosenberg 2004; Jakobsson & Rosenberg 2007; Earl & VonHoldt 2012).

A segunda analise Baeysiana foi conduzida através da analise da formacdo de
grupos biologicos (clusters ou populacdes) pelas sequéncias concatenadas da regido

controle e do citocromo b do DNA mitocondrial, através do programa BAPS (Bayesian
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Analysis of Genetic Population Structure) versao 6.0 (Corander et al. 2013). Essa andlise
também é conduzida utilizando o algoritmo MCMC (Corander et al. 2003).

O uso desse algoritmo minimiza o problema de rotular como populacdes
(estruturadas) grupos de individuos que apresentam fluxo génico entre si, porque ele
considera que o numero de populag@es é desconhecido (Corander et al. 2003). Com isso,
além dos loci serem assumidos como independentes (Corander et al. 2004), a populagéo
como um todo é considerada panmitica, embora atribua-se previamente a quantidade
méxima de populagbes a ser testada (Corander et al. 2003). Os grupos biolégicos séo
entdo estimados de acordo com a distribuicdo das frequéncias alélicas e do melhor valor
de probabilidade encontrado para o niumero de clusters testados (Corander et al. 2003).

Para essa analise, testamos quinze (15) como numero maximo de populacoes.

Para quantificar o nivel de estruturacdo genética entre as subpopulacdes
observadas pelas andlises do STRUCTURE e BAPS, os dados moleculares foram
submetidos a analise hierarquica da variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992).
Essa analise basea-se no teste da significancia dos componentes de variancia, que séo
estimados com base em matrizes de distancia euclidiana calculadas entre os individuos,
através de 1.000 permutacdes (Excoffier et al. 1992). Com isso, obtem-se a distribuicéo
nula que é entdo testada para a significancia de Fsr (Wright 1965) e ®st (Weir &
Cockerham 1984) e o componente de variancia (extraido pela equacdo das médias dos
quadrados) (Excoffier et al. 1992). A estrutura dessa analise tem base nas estatisticas F
(Fst) de Wright (Wright 1965) e foi realizada através do programa ARLEQUIN versdo
3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010), utilizando 1.000 permutacbes para avaliar a
significancia do teste, ao nivel de significancia de P<0.008 (microssatélites) e P<0.005
(sequéncias) apoOs correcdo de Bonferroni (Rice 1989). Para estas andlises foram

excluidos os individuos do sistema Orinoco, em consequéncia do baixo nUmero amostral.

Para verificar se as distancias genéticas observadas (baseadas nos valores de Fsr
e dst) apresentam correlacdo com as geograficas, foi realizado o teste de Mantel (Mantel
1967). Enquanto a matriz de distancia genética foi obtida no programa ARLEQUIN, a de

distancia geogréfica foi construida com auxilio do programa Google Earth. Para mensurar
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a distancia de uma subpopulag¢édo a outra, foi considerado um ponto central na area de
distribuicdo de cada subpopulacdo, de modo a viabilizar a obtencdo destes dados, uma
vez qua a amostragem foi conduzida de forma sistematica. Foram utilizadas 1.000
permutacfes para avaliar a significancia do teste, ao nivel de significancia de P<0.05,

sendo o mesmo realizado no programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010).

FLUXO GENICO E DIVERSIDADE GENETICA

Para inferir se existe fluxo génico entre os individuos das localidades em estudo,
primeiramente identificamos os hapl6tipos compartilhados entre os mesmos, bem como o
namero de passos mutacionais entre estes. Para tal, foi reconstruida a genealogia dos
grupos (rios Negro, Branco, baixo Madeira, Solimdes e do sistema Orinoco) com base nas
sequéncias concatenadas do DNA mitocondrial da regido controle e do citocromo b. A
andlise de genealogias permite realizar inferéncias sobre filogenética, genética
populacional e filogeografia, importantes parametros no estudo de populac¢des (ou grupos

biolégicos) proximamente relacionadas (Salzburger et al. 2011).

Para reconstruir a genealogia dos grupos estudados, seguiu-se 0S mesmos
parametros descritos para esse tipo de andlise na secdo “Analises” do capitulo | desta
dissertagéo (Akaike 1974; Guindon & Gascuel 2003; Salzburger et al. 2011; Drummond et
al. 2012; Darriba et al. 2012). Sendo que, para a arvore de maxima verossimilhanca foi
utilizado o modelo TVM+G (-InL 3393.19656, AICc 7391.165137).

A segunda inferéncia sobre fluxo génico foi feita com base na estimativa do numero
de migrantes por geracédo (Nn,) entre subpopulacdes. Para esta andlise consideramos as
subpopulacdes observadas pelas analises do STRUCTURE e do BAPS, exceto 0s
individuos do sistema Orinoco (em consequéncia do baixo nimero amostral). Essa
estimativa € baseada no modelo de ilhas, cujo pressuposto bioldgico fundamenta-se na
relacéo simples entre os valores de Fsr € 0 nimero de migrantes que a populacao recebe
por geracdo (Nm=(1/Fsr-1)/4)) (Whitlock & McCauley 1999). Apesar de assumir
pressupostos simplistas, essa analise € amplamente utilizada e facilmente executada a

partir dos resultados das comparacdes par-a-par dos valores de Fsr e ®dst (obtidos por
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meio da AMOVA) (Whitlock & McCauley 1999), sendo realizada no programa ARLEQUIN
3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010).

Para avaliar os niveis de polimorfismos do DNA, foram estimados indices de
diversidade padronizados, avaliados ao nivel intra populacional, para as mesmas
subpopulacdes consideradas pela analise anterior (Nn,). Essas inferéncias permitem
conhecer alguns aspectos da composi¢ao genética dos grupos populacionais observados,
sendo possivel utiliza-las para subsidiar propostas de manutencdo da diversidade
genética das populacbes em estudo (Galetti Jr. et al. 2008). Tais indices também foram
calculados através do programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010).

Para os microssatélites, foram obtidos o nimero médio de alelos por loco, a
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg); este ultimo parametro equivale a
diversidade génica (H) (probabilidade de que dois alelos escolhidos aleatoriamente em
uma amostragem nao sejam idénticos por descendéncia) (Nei 1987). Para o mtDNA,
foram estimados o numero de haplétipos e de sitios polimérficos, e a diversidade
haplotipica (H) (probabilidade de que dois sitios homoélogos escolhidos randomicamente
sejam diferentes) e nucleotidica (1) (equivale a diversidade génica, é a média das
diferencas nucleotidicas em cada sitio, medidas par-a-par entre todos os pares de
hapl6tipos) (Tajima 1983; Nei 1987).

RESULTADOS

No total 147 individuos foram analisados utilizando 621 pares de bases da regido
controle, 1241 pares de bases do citocromo b e/ou 10 loci de microssatélites (Material
Suplementar: Tabela 2-A). Foi possivel concatenar as sequéncias do mtDNA para 127
destes individuos, que foram utilizadas para realizar as analises de identificacdo de
grupos biolégicos (no programa BAPS) e reconstrucdo de genealogia (rede de haplotipos,
no programa Haploviewer); e de 120 para as demais analises de parametros
populacionais (realizadas no programa ARLEQUIN). Foram utilizadas as informacdes dos

10 Joci de microssatélites de 143 individuos para realizar a analise de clusters (no
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programa STRUCTURE); e de 135 para as demais analises de parametros populacionais

(realizadas no programa ARLEQUIN).

ESTRUTURACAO GENETICA E PADRAO GEOGRAFICO

O método de agrupamento Bayesiano realizado no programa STRUCTURE
resultou em um K (grupo biolégico ou cluster) igual a 3 (Figura 2.A) e probabilidade LnP(K
= 3) = -3048.0800 (Material Suplementar: Figura 2-A, Tabela 2-B), como a melhor
probabilidade para explicar o niumero de grupos bioldgicos (clusters) obtidos. Os trés
clusters observados (representados no gréafico pelas cores laranja, verde e amarelo) ndo
sdo compostos por individuos completamente homogéneos. Dentre os individuos da
bacia do Orinoco, aqueles do Rio Arauca (médio/baixo Orinoco) pertencem
exclusivamente ao cluster laranja e os das demais localidades (rios Meta e Bita) possuem
caracteristicas de mistura com os demais clusters observados (padrdo semelhante ao
observado no resultado apresentado no primeiro capitulo desta dissertacao).

Os botos dos rios Negro e Branco apresentam estrutura populacional em formato
de clina, seguindo a distribuicdo hidrogeografica desses individuos nas localidades
amostradas (Figura 2). Para as areas alto e médio Rio Negro observamos individuos
quase completamente puros, para os quais o cluster verde é predominante, e ha uma
infima porcéo de mistura com o cluster amarelo. Os individuos do Rio Branco apresentam
partes proporcionais de ambos clusters. JA aqueles do baixo Rio Negro, baixo Rio
Madeira e médio Solimdes, possuem uma porcentagem maior do cluster amarelo em

relacéo ao verde, e apenas uma infima porcao do cluster laranja.
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Figura 2. Inferéncia Bayesiana de estrutura populacional usando STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al.
2000; Falush et al. 2003). Andlise realizada sob 10 loci de microssatélites, para 8 individuos de Inia da bacia
do Orinoco; 74 do Rio Negro (alto: 25; médio: 26; baixo: 23); 24 do Rio Branco (baixo: 15; alto: 5); 19 do
baixo Rio Madeira e 18 do médio Solim&es. No gréfico cada individuo é representado por uma linha vertical
e cada uma das cores indica um cluster (grupo bioldgico) baseado em semelhancgas genotipicas; o nome da
porcado do rio correspondente aos individuos é mostrado acima da figura. Abaixo do grafico € mostrado um
mapa hipotético da distribuicdo hidrogeografica da estrutura populacional de Inia nas areas em estudo.
Mapa elaborado no software QGIS (QGIS Development Team 2014) e editado no software Inkscape versao

0.91 (<https://inkscape.org/en/>).

O resultado da anélise Bayesiana de estrutura populacional realizada pelo BAPS
indicou seis clusters (representados pelas cores laranja, rosa claro, verde, magenta, azul
e amarelo) como melhor valor de probabilidade posterior (100%), cujo log(ML) foi igual a
-1546.032 (Figura 3). Os dados mostram dois clusters para a bacia do Orinoco, sendo um

com os individuos do médio/baixo Orinoco (rios Meta e Arauca, cluster laranja) e outro
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com o individuo do Rio Bita (cluster rosa claro). Ja o alto Rio Negro é composto por
individuos que pertencem majoritariamente a um unico cluster (verde), com apenas um
individuo apresentando frequéncia alélica tal qual a de individuos do cluster magenta. No
entanto, oito individuos amostrados no inicio da distribuicio do médio Rio Negro

pertencem ao cluster verde.

Os demais individuos do médio Rio Negro, todos do baixo Rio Branco, e a maioria
do alto Rio Branco e baixo Rio Negro pertencem majoritariamente a um anico cluster
(magenta). Apenas um individuo no alto Rio Branco apresenta caracteristica genética do
cluster predominante para aqueles do alto Rio Negro (verde). Ja no baixo Rio Negro, dois
individuos também apresentaram frequéncias alélicas do cluster verde, enquanto outros
dois dos clusters predominantes em individuos do baixo Rio Madeira e Rio Solimdes (azul
e amarelo, respectivamente). Dentre essas duas Ultimas localidades, o baixo Madeira
possui individuos que pertencem a dois clusters (azul e amarelo), embora um deles
predomine (azul). Os individuos do médio Solimdes pertencem em sua maioria ao cluster

amarelo, com apenas um individuo do cluster azul.
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Figura 3. Inferéncia Bayesiana de estrutura populacional usando BAPS. A andlise foi realizada sob 1862
pares de bases concatenados da regido controle (621) e citocromo b (1241), para 7 individuos de /nia da
bacia do Orinoco, 61 do Rio Negro (alto: 25; médio: 24: baixo: 12), 24 do Rio Branco (baixo: 19; alto: 5), 19
do baixo Rio Madeira e 16 do médio Solimdes. No grafico cada individuo é representado por uma linha
vertical e cada uma das cores indica um cluster (totalizando seis grupos biolégicos) baseado na distribuicdo
das frequéncias alélicas e melhor valor de distribuicdo da probabilidade posterior. Abaixo do gréafico &
mostrado um mapa hipotético da distribuicdo hidrogeografica da estrutura populacional de Inia nas areas
em estudo. Mapa elaborado no software QGIS (QGIS Development Team 2014) e editado no software

Inkscape versédo 0.91 (<https://inkscape.org/en/>).

Embora os resultados do STRUCTURE e do BAPS tenham indicado trés e quatro
clusters, respectivamente, distribuidos entre os individuos dos rios Negro, Branco,
Madeira e Solim@es, para as analises de parametros populacionais (realizadas no
programa ARLEQUIN) as subpopulagbes foram designadas baseadas em diferentes
aspectos associados a estes resultados. Com relagdo ao resultado do STRUCTURE,
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consideramos as quebras em nivel de mistura como divisdo entre uma subpopulacéo e
outra. Entdo, com base nessas distingdes, determinamos trés grupos de individuos como
subpopulacdes: 1. alto e médio Rio Negro; 2. Rio Branco; e 3. baixo Rio Negro, baixo

Madeira e Solimbes.

Quanto ao resultado do BAPS, designamos as subpopulagdes obedecendo a
distribuicdo hidrogeografica majoritaria dos clusters. Por isso, estas subpopula¢cbes
puderam ter seus limites além das subdivisbes dos rios previamente estabelecidas
(conforme descrito na secédo Analises). Além disso, mesmo na existéncia de um ou mais
individuos (dispersos ou agrupados pelas localidades) pertencentes a outro cluster que
ndo a maioria dos individuos da subpopulacdo a qual foram designados, estes ainda
assim foram considerados como membros da subpopulacdo de cluster predominante.
Dessa forma, foram determinamos quatro subpopulacfes: 1. alto Negro (individuos
amostrados desde a localidade de Cucui [4] até a localidade de Castanheira [11]); 2.
Negro/Branco (todas as demais localidades do Rio Negro e aquelas do Rio Branco); 3.
Baixo Madeira (todas as localidades do baixo Madeira, incluindo o Parana do Mamuri

[24]); e 4. Solimbes (localidades dos rios Ucayali, Putumayo e Solimdes).

A avaliacdo do nivel de estruturagdo genética (AMOVA), para as subpopulacdes
acima apresentadas, também resultou em diferentes niveis de estruturagdo. Para as
subpopulacdes consideradas com base no resultado do STRUCTURE, observamos um
baixo grau de subdivisdo populacional com significativo valor de P (Fsr = 0.04762,
P<0.001), com maior variacdo ocorrendo dentro dos individuos (85.05%). Todos os
resultados das comparacdes par-a-par de Fsrindicaram valores significativos (Tabela 1,

diagonal abaixo).
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Tabela 1. Valores de Fsr (diagonal abaixo) e N, (diagonal acima) obtidos com os dados dos 10 loci de
microssatélites para as subpopulacdes de Inia geoffrensis, consideradas de acordo com as “quebras”
populacionais observadas pelo resultado da analise do STRUCTURE.

Baixo Negro, baixo

Alto e médio Negro Rio Branco Madeira e Solimaes
Alto e médio Negro 6.716 10.052
Rio Branco 0.069 13.193
Baixo Negro, baixo 0.047 0.036

Madeira e Solimoes

Todos os resultados de Fsr foram significativos (P<0.001).

O contrario foi observado para as subpopulacdes sugeridas com base no resultado
da andlise do BAPS. Cujo grau de subdivisdo populacional foi elevado, com valor de P
também significativo (®sr = 0.75490, P<0.001), porém maior variacdo ocorrendo entre
populacdes (75.49%). Outrossim, todos os resultados das comparacdes par-a-par de ®sr

indicaram valores significativos (Tabela 2, diagonal abaixo).

Tabela 2. Valores de ®sr (diagonal abaixo) e N, (diagonal acima) obtidos com os dados concatenados da
regido controle e citocromo b do mtDNA para as subpopulacdes de Inia geoffrensis, consideradas de acordo
com a distribuicdo hidrogeogréafica majoritéaria dos clusters observados pelo resultado da andlise do BAPS.

Baixo

Alto Negro Negro/Branco Madeira Solimbes
Alto Negro --- 0.129 0.140 0.074
Negro/Branco 0.794 0.294 0.182
Baixo Madeira 0.780 0.629 0.872
Solimbdes 0.870 0.732 0.364 -

Todos os resultados de ®sr foram significativos (P<0.001).

Os resultados para o coeficiente de correlacdo do teste de Mantel ndo foram

significativos, tanto para as sequéncias concatenadas da regido controle e do citocromo b
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(rYl = 0.580580, P=0.20300), quanto para 0s marcadores microssatélites (rYl =
-0.777605, P=0.85100). O que indica que nao ha isolamento por distancia entre as

subpopulacdes observadas.

FLUXO GENICO E DIVERSIDADE GENETICA

A é&rvore genealdgica, construida para os 127 individuos de todas as regides
hidrogeograficas, resultou em 36 haplétipos (Figura 4), destes dezenove sao Unicos (com
excecdo do alto Rio Negro, todas as demais areas apresentaram pelo menos um
hapl6tipo Unico). Mesmo considerando as particularidades desse tipo de andlise, uma
observacdo geral permite identificar que os padrdes de compartilhamento e proximidade
(passos mutacionais) de haplétipos aqui apresentados, sdo semelhantes aos padrdes

vistos pelo gréafico do BAPS (ver Figura 3).

Para a bacia do Orinoco ha um grupo de haplotipos proximamente relacionados
contendo os individuos do baixo Orinoco; e um haplétipo Unico para o individuo do alto
Orinoco, que por sua vez possui mais passos mutacionais em relacdo ao baixo Orinoco
do que em relacéo a qualquer outra regido. Os individuos do alto Rio Negro compartilham
predominantemente dois hapl6tipos, em ambos ocorre compartilhamento com um total de
oito individuos amostrados no inicio da distribuicdo da regido que consideramos como
médio Rio Negro (ou seja, abaixo das corredeiras de S&do Gabriel da Cachoeira).

Os individuos das regides médio e baixo Rio Negro e alto e baixo Rio Branco,
compartilham alguns hapl6tipos que compdem um conjunto de haplétipos proximamente
relacionados. Para os individuos do sistema Solimdes, o haplétipo de maior frequéncia é
compartilhado por dez individuos deste rio, além de um individuo do baixo Rio Negro e
um do baixo Rio Madeira. O baixo Rio Madeira também possui um haplétipo de maior
frequéncia, compartilhado por nove individuos. Os haplétipos do baixo Rio Madeira e
Solimdes sédo separados por poucos passos mutacionais (quando se compara a distancia

entre esses para com as demais regides analisadas).
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Figura 4. Rede de haplétipos elaborada no programa Haploviewer (Salzburger et al. 2011), com base em
arvore de maxima verossimilhanca construida a partir de sequéncias concatenadas da regiao controle (621
pares de base) e do citocromo b (1241 pares de bases) do DNA mitocondrial. Nesta analise foram utilizados
7 individuos de Inia da bacia do Orinoco, 61 do Rio Negro (alto: 25; médio: 24: baixo: 12), 24 do Rio Branco
(baixo: 19; alto: 5), 19 do baixo Rio Madeira e 16 do médio Solimdes. Os numeros no interior de cada
hapl6tipo representam o nuamero de individuos que o compartilham, as cores apenas designam tais

individuos conforme a porcéo do rio onde foram amostrados.

A estimativa indireta do numero de migrantes por geracao (N) indica um elevado
fluxo génico entre as subpopulacdes consideradas de acordo com o resultado da analise
do STRUCTURE (exceto individuos do sistema Orinoco) (Tabela 1, diagonal acima). Para
as quais o menor valor de N, ocorre entre os grupos alto e médio Negro e Rio Branco; e 0
maior entre este Ultimo e o grupo baixo Negro, baixo Madeira e Solimdes. O contrario foi
observado para as populagdes sugeridas pela andlise do BAPS. Onde todas as

comparacdes mostram baixo fluxo génico (Tabela 2, diagonal acima).

Os 10 loci de microssatélites de 135 individuos, utilizados para avaliar a
diversidade genética, foram polimérficos, com namero de alelos por locus variando entre

cinco (Igl1D2 e Ig7F2) e 16 (Ttrll) e média de 8.3. A heterozigosidade observada variou
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de 0.260 (Ig8H1) a 0.771 (Ttrll), enquanto que a heterozigosidade esperada variou de
0.323 (Ig8H1) a 0.799 (Ttrl1) por locus. Os valores por locus e considerando cada locus
por populacdo sdo mostrados nas Tabelas 2-C e 2-D (Material Suplementar),

respectivamente.

Em nivel populacional, a heterozigozidade observada foi de 0.490 e a esperada de
0.566. A subpopulacdo alto e médio Negro apresentou 0s menores valores de
heterozigozidade observada (0.470) e esperada (0.475) e valor intermediario de niumero
médio de alelos (5.2). A subpopulacdo Rio Branco apresentou valores intermediarios para
heterozigozidade observada (0.545) e esperada (0.569) e o menor valor de nUmero médio
de alelos (4.5). A subpopulagcdo baixo Negro, baixo Madeira e Solimdes apresentou
maiores valores para heterozigozidade esperada (0.601) e nimero meédio de alelos (7.3),
e 0 menor valor para heterozigozidade observada (0.485). Esses resultados estdo

compilados na tabela abaixo.

Tabela 3. indices de diversidade genética resultantes dos 10 loci de microssatélites analisados para as
subpopulacgdes Inia geoffrensis, considerandas de acordo com as “quebras” populacionais observadas pelo
resultado da andlise do STRUCTURE.

Subpopulacao N N, Ho He
Alto e médio Negro 51 5.2 (+2.3) 0.470 (£0.240)  0.475 (+0.228)
Rio Branco 24 4.5 (+1.4) 0.545 (£0.207)  0.569 (+0.163)
Baixo Negro, baixo 7.3 (+2.3) 0.485 (£0.179)  0.601 (+0.108)
Madeira e Solimbes
Total 135 83 0.490 (0.184)  0.566 (0.145)

N, nimero amostral; N, média do nimero de alelos; Ho, heterozigozidade observada; He, heterozigozidade
esperada.

As 120 sequéncias concatenadas da regido controle e citocromo b comportam 32
haplétipos (Tabela 4). Para os haplotipos, foram observados 58 sitios polimérficos, destes

53 séo informativos para parcimonia; 54 sdo mutagdes do tipo transicdo (substituicdo de
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uma purina por outra purina ou de uma pirimidina por outra pirimidina), e quatro do tipo

transversao (substituicdo de uma purina por uma pirimidina ou vice-versa).

O resultado da andlise de variabilidade genética mostra um alto valor para a
diversidade haplotipica H, considerando todas as subpopulacdes, e valores variaveis para
cada uma destas (Tabela 4). As subpopulacdes Negro/Branco e baixo Madeira
apresentaram os maiores valores (H = 0.8303 e H = 0.7778, respectivamente), seguida de
alto Negro (H = 0.6250) e Solimdes (H = 0.4297). Também ¢ observado um valor alto para
a diversidade nucleotidica (1) total; sendo os maiores valores para as subpopulacfes
baixo Madeira e Negro/Branco (71 = 0.004152 e T = 0.002849, respectivamente), seguida
de alto Negro (71 = 0.001721) e Solimdes (T = 0.001038) (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros genéticos obtidos com os dados concatenados da regido controle e citocromo b do
mtDNA para as subpopulagbes de Inia geoffrensis, consideradas de acordo com a distribuicdo
hidrogeogréfica majoritaria dos clusters observados pelo resultado da analise do BAPS.

Subpopulacao N h S H 14
Alto Negro 33 4 24 0.625 (+0.477) 0.0017 (+0.0010)
Negro/Branco 52 17 45 0.830 (+0.037) 0.0028 (+0.0015)
Baixo Madeira 19 9 25 0.777 (+0.095) 0.0041 (+0.0022)
Solimdes 16 5 13 0.429 (£0.130) 0.0010 (+0.0006)
Total 120 32 58 0.925 (+0.009) 0.0079 (+0.0039)

N, nimero amostral; h, nimero de haplétipos; S, nimero de sitios polimérficos; H, diversidade haplotipica;
mT, diversidade nucleotidica.

DiscussAo

Em um contexto biogeografico, nosso estudo apresenta a primeira inferéncia sobre
os padrdes de subdivisdo genética populacional e de distribuicdo da diversidade genética
de Inia geoffrensis ao longo dos rios Negro e Branco. Diferente resultados sé&o
observados conforme marcador e andlise utilizados, e niveis significantes de subdivisdo

populacional sdo observados apenas para o0 mtDNA, enquanto os dados do nuDNA
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mostram uma diferenciacdo em formato de clina. Essa discrepancia em termos de

marcador molecular também é observada para os niveis de fluxo génico.

As evidéncias também indicam subpopulacbes na mesma regido geografica,
aparentemente sem nenhuma barreira fisica atual. As corredeiras de ambos rios (Negro e
Branco) efetivamente ndo séo barreira ao fluxo dos botos que estdo a montante e a
jusante destas. Ademais, com relacdo a possivel conectividade entre individuos da bacia
Amazobnica e bacia do Orinoco, somente os individuos do alto Orinoco apresentaram

algum componente de mistura com aqueles do alto Rio Negro e sistema Solimdes.

PADRAO GEOGRAFICO

Apesar do baixo niumero amostral, é possivel sugerir um padréo biogeografico para
os botos da bacia do Orinoco. Nela existem duas linhagens distintas as da bacia
Amazobnica (como observado pelos dados apresentados no Capitulo | desta dissertacdo).
Uma delas, Inia humboldtiana, esta restrita a regido média e baixa da bacia do Orinoco, a
jusante das grandes corredeiras do Rio Orinoco, Maipures (a jusante da confluéncia do
Rio Tomo) e Atures (a jusante da confluéncia do Rio Meta), que provavelmente tém
restringido o fluxo entre os individuos da porcéo alta e média/baixa da bacia (Herrera
Trujillo 2013).

A bacia do Orinoco e a bacia Amaz6nica foram separadas entre 8 e 11 milhdes de
anos atras (final do Mioceno) com o soerguimento do arco do Vaupes, que se estendeu
do oeste do escudo das Guianas até as proximidades da Serrania de la Macarena,
Colémbia (Lundberg et al. 1998; Machado-Allison 2008; Wesselingh & Hoorn 2011,
Winemiller & Willis 2011). Mesmo depois de separadas, areas alagaveis ainda
conectavam o alto Orinoco a bacia Amazonica (Grabert 1984). Atualmente ainda existem
areas alagaveis conectando as cabeceiras das bacias dos rios Atabapo e Negro, porém o
Casiquiare ainda permanece como sendo a principal conexdo entre ambas bacias
(Machado-Allison 2008; Silva-Ledn 2005; Winemiller & Willis 2011).

As caracteristicas fisico-quimicas do canal Casiquiare (alternancia de fluxo e

gradiente de pH, por exemplo) restringem a conectividade para algumas espécies de
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peixes com baixa tolerancia fisiolégica e ecoldgica (Albert et al. 2006; Winemiller et al.
2008; Winemiller & Willis 2011). Por outro lado, a continuidade de conexdo entre ambas
bacias via Casiquiare tem possibilitado a manutencéo do fluxo génico entre espécies de
peixes compartilhadas por elas (Winemiller et al. 2008; Willis et al. 2010). Além disso, a
ictiofauna de &reas do alto Orinoco tem sido descrita como mais relacionada aquela do
Casiquiare e alto Rio Negro (Hubert & Renno 2006).

Ainda assim, nés observamos pouca (nuDNA) ou nenhuma (mtDNA) conectividade
entre botos do alto Orinoco e do alto Rio Negro. O que certamente € consequéncia da
auséncia de uma amostragem sistematica no alto Orinoco, especialmente no canal
Casiquiare, que possui densidade de botos mais alta do que em muitas areas do alto,
médio e baixo Orinoco (Herrera Trujillo et al. 2014). Dessa forma, ndo descartamos a
possibilidade de que os botos do alto Orinoco possuam algum nivel de fluxo génico com

os do alto Rio Negro.

Os individuos do alto Rio Negro também sdo geneticamente diferentes daqueles da
porcao baixa deste rio e dos demais rios amostrados. Essa diferenciacao ocorre além das
corredeiras de S&o Gabriel da Cachoeira, alcancando parte (mtDNA) ou toda (nuDNA) a
regido média deste rio. Essa regido do alto Rio Negro € uma das areas geoldgicas menos
conhecidas do Brasil (Filardi 1998). A maior parte de seu curso localiza-se na regiao do
escudo das Guianas, onde o canal do rio € mais estreito, flui mais lentamente e tem
menor profundidade comparado as suas demais secfes (Franzinelli & Igreja 2002).
Provavelmente essa peculiaridade geoldgica tem contribuido para manutencdo desta

subpopulacdo geneticamente coesa.

A quebra populacional que identificamos nas proximidades de Santa Isabel do Rio
Negro (mtDNA), também ja foi observada para outras espécies da fauna aquéatica. Para o
peixe Fluviphylax, uma divisdo em termos de linhagem nesta regido separa a linhagem
alto (que é relacionada com a de espécimes do Orinoco) e médio Rio Negro (composta
também por individuos do baixo Rio Branco) (Souza 2008). Para o0 peixe lapis
(Nannostomus eques) os individuos do médio Rio Negro sdo mais proximamente

relacionados aos da porcao baixa deste rio (Terencio et al. 2012), sendo que a linhagem
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do alto Rio Negro também segue até as proximidades de Santa Isabel do Rio Negro
(Terencio et al. 2012).

A partir da regido de Santa Isabel do Rio Negro o rio passa a fluir através dos
depdsitos sedimentares da bacia Amazénica (com idade do Pleistoceno superior), seu
canal se torna mais largo, com profundiades meédias, mas varias barreiras séo vistas
proximo a confluéncia com o Rio Branco, onde o rio torna-se abruptamente estreito
(Franzinelli & Igreja 2002; Latrubesse & Franzinelli 2005).

A atual drenagem do Rio Branco tem uma historia geolégica mais recente. Até o
inicio do Pleistoceno ela provavelmente era dirigida para o Norte, fluindo em dire¢do ao
Atlantico, e somente entre meados e o final dessa Epoca diversos eventos (tectdnicos,
sedimentares e climaticos) a redirecionaram para o sul, onde ela foi capturada pela
drenagem do Negro/Amazonas (Schaefer & Darlrymple 1996; Schaefer & Vale Junior
1997).

Essa recente formacao do Rio Branco pode explicar porque os botos que habitam
suas aguas sdo geneticamente “intermediarios” (nuDNA) aos das demais areas, bem
como semelhantes (MtDNA) aos do médio e baixo Rio Negro. Provavelmente o Rio
Branco foi colonizado posteriormente por individuos que migraram das regides média e
baixa do Rio Negro. Esse padrdo do Rio Branco como divisor de subpopula¢gdes (ou até
mesmo de linhagens) foi observado para o peixe-borboleta (Carnegiella strigata), que
possui uma linhagem para o médio e outra para o baixo Rio Negro (Schneider et al.
2012).

Nés também observamos que os botos do baixo Rio Negro sdo geneticamente
semelhantes aqueles do baixo Rio Madeira e Solimdes. Esse tipo de “compartilhamento
genético”, provavelmente histoérico, entre o Negro com o baixo Madeira “ignorando” a
grande barreira que é o Rio Amazonas/Solimdes, ja foi observado para outros grupos
taxonémicos da fauna aquatica realizados pelo nosso grupo de pesquisa. Em nivel de
distribuicdo de espécies, como observado em espécies de peixes, tais como em tucunaré

(Cichla monoculus) (Willis et al. 2010) e em acara-disco (Symphysodon) (Farias & Hrbek
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2008; Amado et al. 2011). Este padréo pode estar indicando uma conexao histérica entre
o baixo Negro e o baixo Madeira.

A regido da confluéncia do Rio Negro sofreu mudancas da sua posicdo, que
estariam ligadas a histéria da evolucdo da secdo baixa deste rio (Franzinelli 2011),
fortemente influenciada por movimentos neotecténicos no Quaternario (Igreja et al. 1999;
Franzinelli & Igreja 2002; Almeida-Filho & Miranda 2007; Silva et al. 2007; Franzinelli
2011). Na regido do Rio Padauari (tributario da margem direita do Rio Negro) existiu um
grande canal cujo fluxo seguia em direcdo sul, conectando-se ao Rio Manacapuru
(Almeida-Filho & Miranda 2007). Esse antigo canal provavelmente era o antigo curso do
Rio Negro, e sua confluéncia seria localizada onde hoje € a foz do Rio Manacapuru, ou
seja, 60 km a oeste de Manaus (Almeida-Filho & Miranda 2007).

Apos essa inversdo de fluxo o baixo Rio Negro ainda ndo atingira sua configuracéo
atual. Um segundo paleocanal é descrito para a regido do rio Ariad, sendo provavelmente
este outro antigo canal do Rio Negro (Silva et al. 2007). Na confluéncia deste canal com o
Rio Solimdes ocorreram diversos processos de sedimentacdo, fazendo com que o curso
do rio migrasse, formando o Rio Arial, também de idade Quaternaria (Silva et al. 2007).
Essas inversdes de fluxo trouxeram a confluéncia do Rio Negro para areas cada vez mais
proximas ao baixo Rio Madeira. Essa aproximacdo consequtentemente deixou mais
proximos os botos da porcdo baixa deste rio com aqueles do baixo Rio Madeira,

resultando na similaridade genética observada em nossos resultados (nuDNA).

Além disso, o proprio baixo Rio Negro, especialmente a regido do Arquipélago de
Anavilhanas (Franzinelli & Igreja 1990), foi um dos maiores lagos Ria do final do
Pleistoceno, alcancando uma extensdo de mais de 100 km (Irion et al. 2011). Lagos do
tipo Ria seriam antigos sistemas fluviais, profundamente incisados e preenchidos por
agua doce (Irion et al. 2011). Essa regido lacustre passou por diversos graus de
enchimento devido as alteracdes no nivel do mar, que chegaram a atingir até 2.500 km da
foz a montante do Rio Amazonas (Irion et al. 2011). Esses cenarios de aguas baixas e
altas, relacionados aos periodos glaciais, nos levam a pressupor que a subpopulagéo de

botos do alto Rio Negro provavelmente tenha ficado isolada das demais durante os
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periodos glaciais. Periodo em que as 4guas deste rio atingiram um nivel tdo baixo a ponto
de tornar as rochas de sua porcéo alta mais expostas, inviabilizando o fluxo de individuos

do alto para as regides média/baixa ou até mesmo para o Rio Branco.

Mas, apesar de a evolucdo do vale do Rio Negro provavelmente ter dado inicio
muito antes do ultimo glacial (Irion et al. 2011), todas as se¢des desse rio ainda vém
sofrendo mudancas evolutivas importantes desde o final do Pleistoceno (Latrubesse &
Franzinelli 2005). Entre 27 e 60 mil anos atras, na regido do alto Rio Negro, o rio chegou
a ter 14 m acima do nivel da 4gua atual (Latrubesse & Franzinelli 2005). Desde meados
do Holoceno (14 -1 mil anos atras), as areas dos arquipélago de Marauia (médio Rio
Negro) e Anavilhanas (baixo Rio Negro) vém sendo moldadas (Latrubesse & Franzinelli
2005). E provavel que essas alteracbes de origem recente, aliadas as caracteristicas
atuais dos sistemas de rios aqui mencionados, tenham contribuido para manter os

padrdes populacionais observados nos botos dessas areas.

ESTRUTURACAO GENETICA E FLUXO GENICO

Valores altos (MtDNA) e baixos (nuDNA) de estruturacdo genética (Fsr e ®sr) €
fluxo génico (N,) foram observados para as subpopulagbes inferidas, e a hipétese de
isolamento por distancia entre elas foi descartada. Apesar de distiguirmos subpopulacdes
geneticamente diferenciadas astravés do resultado do STRUCTURE, os valores de Fsr
indicam fraca diferenciacdo genética. Mesmo estando um pouco acentuado, o aspecto
“gradual” de diferenciacdo genética explica os baixos valores de Fsr, € provavelmente a
inclusdo de individuos de areas entre Barcelos e Novo Airdo tornaria menos bruscas

essas divisdes subpopulacionais.

O contrario é observado para os dados de mtDNA, onde tanto a analise de clusters
(BAPS) quanto os valores de ®sr mostram forte diferenciacdo genética para as
subpopulacdes inferidas. Além disso, os poucos haplotipos compartilhados também
evidenciam a existéncia de subgrupos (Figura 4). Duas principais subpopulacdes ocorrem
no Rio Negro, sendo uma composta pelos individuos distribuidos ao longo do alto e parte

do médio Rio Negro (até a localidade de Castanheira [11]); e outra por aqueles das
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demais localidades do médio e baixo Rio Negro e do Rio Branco, com poucos individuos

geneticamente relacionados ao baixo Madeira e Solimoes.

Esse tipo de discordancia entre mtDNA e nuDNA em estudos sobre cetaceos é
comum de ser observada. Em cachalotes (Physeter macrocephalus), cuja distribuicdo é
cosmopolita, as restricdes energéticas impostas pelas fémeas e filhotes provavelmente os
restringem a baixas latitudes, enquanto os machos se dispersam amplamente indo aos
polos e retornando aos trépicos para se reproduzirem (Lyrholm et al. 1999). Nesta
espécie, a nivel de DNA mitocondrial, a estruturagcdo em populagfes de areas proximas &
alta, indicando filopatria nas fémeas (Engelhaupt et al. 2009). Sotalia guianensis, que
ocorre do Caribe (Nicaragua) a costa do Atlantico da América do Sul (Florianépolis, sul do
Brasil), também apresenta unidades populacionais em estruturas regionais, com fluxo
génico restrito de fémeas, o que também demonstra filopatria por estas (Cunha et al.
2005; Caballero et al. 2010).

Baixos niveis de fluxo génico, como o0s que observamos para as populacdes
analisadas, ja foram mencionados por outros trabalhos sobre variacdo populacional em
Inia, evidenciando isolamento demogréfico e genético em populacdes de varias areas da
distribuicdo do género (Hollatz et al. 2011; Banguera-Hinestroza et al. 2002). Na
Amazoénia Central, analises sobre popula¢gbes de Inia geoffrensis de areas relativamente
proximas (distantes cerca de 45 km), mostraram estruturacdo populacional com base no
DNA mitocondrial, mas ndo pelo DNA nuclear (Hollatz et al. 2011). Tanto os baixos niveis
de fluxo génico quanto os altos valores de estrutura populacional (®sy), revelados apenas

pelos dados de mtDNA, indicam filopatria das fémeas (Hollatz et al. 2011).

Um contraponto entre a filopatria mencionada por Hollatz et al. (2011) e pelos
nossos resultados, sdo os dados ecoldgicos, sobre uma populacdo de botos da Amazoénia
Central, apresentados por Mintzer et al. (2013). Os quais demonstram que tanto machos
guanto fémeas apresentam fidelidade ao local. Por outro lado, sabe-se que os machos da
espécie percorrem distancias maiores do que as fémeas (Martin & da Silva 2004; Hollatz
et al. 2011). Talvez seja esta a razdo de a estruturacdo genética em fémeas ser mais

marcada, e em machos o que se vé € um gradiente de estrutura populacional, mas nao
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supopulacdes completamente isoladas. De qualquer forma, essa questao de filopatria nas

espécies do género ainda precisa ser melhor avaliada.

Outro aspecto interessante € o fato de o isolamento por distancia ndo explicar esse
tipo de estruturacao observada em populacdes de Inia geoffrensis (Hollatz et al. 2011), tal
qual constatamos nos resultados aqui apresentados, para ambos marcadores
moleculares. Em Pontoporia blainvillei, espécie irma das espécies do género Inia
(Cassens et al. 2000; Hamilton et al. 2001), a hipotese de isolamento por distancia
(Lazaro et al. 2004) também nao explica as divergéncias genéticas observadas entre as

distintas unidades de manejo da espécie (Cunha et al. 2014).

Também nado se pode descartar a influéncia do ambiente como um forte definidor
de estrutura populacional nesses animais (Hollatz et al. 2011). A variagcdo no nivel da
agua (periodos de seca e cheia) nas diferentes secdes do Rio Negro ndo ocorre
concomitantemente. Por exemplo, enquanto o alto Rio Negro esta com niveis de agua
baixos entre os meses de novembro e fevereiro, o baixo Rio Negro esta em periodo de
inundacdo (Zeidemann 2001). Essa diferenca ocorre porque nessa época o0 Solimbes
recebe grandes quantidades de agua de seus diversos tributarios que estdo em época de
enchente, e é ele que exerce maior influéncia sobre o nivel das aguas da regido do baixo
Rio Negro (Zeidemann 2001; Latrubesse & Franzinelli 2005). A variacdo no nivel das
aguas na regiao do médio Rio Negro é fortemente influenciada pelo Rio Branco, e nesta

area o periodo de seca ocorre entre 0os meses de outubro a novembro (Zeidemann 2001).

Apesar de a reproducdo na espécie ser flexivel e adaptada as condic¢des locais, e
nao diretamente ao nivel das 4guas (da Silva et al. 2008), os periodos de acasalamento e
reproducéo nas espécies do género tém sido reportados com ocorréncia de acordo com a
sazonalidade (Gomez-Salazar et al. 2012). Portanto, essa diferenca em termos de
sazonalidade em cada subregido hidrogréfica pode ter influéncia sob os aspectos
reprodutivos da espécie, mas suas provaveis consequéncias sobre a estrutura

populacional ainda precisam ser investigadas.

Por outro lado, o fato de as amostragens serem realizadas apenas em periodos de

seca (por uma gquestdo de viabilidade do uso da técnica) pode resultar em informacao
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enviesada sobre individuos migrantes na espécie. Sendo assim, o que podemos
considerar é que tanto os aspectos ecologicos quanto 0s comportamentais precisam ser
melhor investagados, a fim de compreender suas influéncias sobre a estrutura genética

populacional de botos, bem como os niveis e direcionamento de fluxo génico.

DIVERSIDADE GENETICA E IMPLICACOES PARA CONSERVAGCAO

Niveis relativamente altos de diversidade genética foram observados, tanto para o
DNA nuclear quanto para o mitocondrial, exceto para o parametro de diversidade
nucleotidica. Hollatz et al. (2011) ao analisarem populacdes de Inia geoffrensis da
Amazoénia Central, também encontraram altos niveis de diversidade. No entanto, apesar
de termos analisado um menor numero de individuos, observamos um ndmero maior de
sitios polimoérficos quando comparado aos resultados desses autores. Para ambos
marcadores, 0s maiores valores sdo observados para as areas do Rio Branco, baixo (e
médio, no caso do mtDNA) Rio Negro e baixo Rio Madeira. Enquanto que, os valores
mais baixos, sdo observados para o Solimdes e alto (e médio, no caso de nuDNA) Rio

Negro.

Altas taxas de diversidade genética tornam uma populacdo capaz de responder e
se adaptar as mudancas ambientais. Isto torna possivel que ela mantenha seu potencial
evolutivo (Frankham et al. 2008). Para a subpopulacédo do alto Rio Negro, que apresenta
menores valores para esses indices, acreditamos ser provavel que o numero de
emigrantes exceda o de imigrantes; isso considerando a hipotese de que ela possua um
padrédo de direcionamento de fluxo génico semelhante ao das populacdes de boto do alto
Rio Madeira (Gravena et al. 2015).

Nossos resultados ndo excluem a importancia de ampliar a amostragem ao longo
do Rio Negro, especialmente em areas que seguem desde o municipio de Barcelos até
sua foz; além de uma melhor amostragem no Rio Branco. Mas, é possivel constatamos
qgue as subpopulacdes dos rios Negro e Branco nao estéo limitadas pelas corredeiras de
Séao Gabriel da Cachoeira e do Bem Querer, respectivamente. Portanto, a construcédo dos

empreendimentos hidrelétricos, anteriormente projetados para essas areas (Fearnside
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1995; Ussami 2010; Brasil & EPE 2014), trard sérias implicagcbes sobre tais
subpopulacdes. Ambas serdo fragmentadas demograficamente e geneticamente, o que

reduzira sua probabilidade de persisténcia em tais ambientes.

As hidrelétricas afetam todo o sistema de um rio, 0 desmatamento da mata ciliar
por supressdo das margens e areas adjacentes, além de toda a cadeia de degradacgédo e
assoreamentos consequentes de todo o processo de implementacdo do empreendimento,
que diretamente alteram o ecossistema devido as mudancas no suprimento de nutrientes
e sedimentos (Latrubesse et al. 2005; Coelho 2008). Para o golfinho do rio Indu
(Platanista gangetica minor) a reducdo do fluxo de agua durante a estacdo da seca,
ocasionada pela captacdo de agua pelas barragens, foi o principal fator para explicar o
declinio de suas populagdes, que em alguns trechos dos rios foi extinguida (Braulik et al.
2014). Por isso, sugerimos que, além da ampliacdo dos estudos genéticos nas areas dos
rios Negro e Branco, avaliacdes ecoldgicas demograficas também serdo cruciais para

melhor definir estratégias de conservacgéo para essas distintas subpopulacgées.

CONSIDERAGOES FINAIS

Para as areas deste estudo, por apresentarem linhagens e subpopulacdes

geneticamente diferenciadas, consideramos que:

Na bacia do Orinoco, a linhagem que corresponde a regido médio/baixo Orinoco
apresenta diferenciacdo em nivel de espécie. Enquanto que, a do alto/médio Orinoco
deve ser melhor avaliada em estudos futuros, para que seu status taxonémico seja
identificado, bem como para verificar a possivel relacdo com individuos do alto Rio Negro,
via Canal Casiquiare.

Para as areas de ambas bacias (do Orinoco e Amazonas), as diferenciacoes
genéticas aqui observadas, precisam ser reavaliadas, a fim de verificar adaptacbes aos

diferentes sistemas de rios.

Para os rios Negro, Branco, baixo Madeira e Solimdes, as diferenciacdes genéticas

que permitiram identificar subpopulacbes parecem corresponder a historia evolutiva
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dessas &reas, bem como terem sido mantidas em resposta aos aspectos biolégicos e

ecologicos de Inia geoffrensis.

Devido a diferenciacdo genética observada nos botos dos rios Branco e Negro,
tanto para o mtDNA guanto para o nuDNA, consideramos que, a existéncia de distintas
Unidades de Conservacgédo (UC), bem como a permutabilidade ecologica entre tais UC's,
deve ser criteriosamente avaliada. Para defini-las, € importante que se avalie tanto o
direcionamento do fluxo génico entre tais subpopulacdes, quanto sua historia
demografica. O que permitira, inclusive, corroborar as hipoteses filogeograficas aqui

propostas.

Por fim, ressaltamos que qualquer empreendimento hidrelétrico a ser construido
em quaisquer das corredeiras dos rios Negro e Branco, comprometera drasticamente a
integridade populacional de Inia geoffrensis nessas areas. Isso se deve ao fato de tais
corredeiras nao delimitarem as diferentes subpopulacées observadas, o que significa que

ocorre fluxo génico entre os botos que estao a jusante e a montante destas corredeiras.
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MATERIAL SUPLEMENTAR



Tabela 1-A. Localidades (rios), Regido geopolitica, taxon, nUmero de tombo do tecido (CTGA), nUmero amostral por marcador, coordenadas geograficas (em graus,

minutos e segundos) e referéncia do material analisado, para os individuos cujas analises estdo apresentadas no capitulo | desta dissertacao.

Regiao

Ndmero amostral por
marcador

Localidade o Taxon CTGA Latitude Longitude Referéncia
geopolitica
D-loop Cytb SSR
CTGA_M_10393
i P CTGA_M_10394
1. Rio Arauca Colémbia nia georrensis  ~rga M 10395 5 5 5  6°59'30.38"N*  71°7'18.32"W*  Este estudo
humboldtiana
CTGA M _10396
CTGA_M_10397
2. Puerto Carrefio (R0~ 15piz Inia geoffrensis  ~rea \ 10392 1 1 1 6°9'35.00"N*  67°30'15.00"W*  Este estudo
Meta) humboldtiana
L N Inia geoffrensis CTGA_M_10390 o1 . . -
3. Confluéncia Rio Bita  Colémbia humboldtiana  CTGA_M_10391 2 1 2 6°15'58.21"N 67°32'47.74"W Este estudo
4. Amazonas . Inia geoffrensis CTGA_M_10398
Colombiano (Rio Coldmbia eoffrensis CTGA_M_10399 2 1 - 2021'36.29"S*  73°4'38.72"W* Este estudo
Putumayo) g — =
5. Rio Ucayali Peru Inia geoffrensis - ~rsa M 10400 1 1 - 4935'21.42"S*  73°29'51.93"W*  Este estudo
geoffrensis
6. Mamiraua — Pagao . Inia geoffrensis _ ) oot " o " Hrbek et al.
(Rio Japura) Amazonas/Brasil geoffrensis CTGA_M_10152 1 3°3'3.84"S 64°50'25.51"W (2014)
7. Reserva de Amazonas/Brasil Inia geoffrensis CTGA_M_10353 15 14 15 2011'37.39"S 65°42'30.86"W YTHrbek et al.
Desenvolvimento geoffrensis CTGA M _10354 (2014)
SF‘;_(S)teS’gl"?‘r‘]’%'e'\s”'am'ra”a CTGA_M_10355 TGravena et al.
(Rio Solimées) CTGA_M_10356 (2014)

CTGA_M_10357
CTGA_M_10358
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CTGA_M_10359
CTGA_M_10360
CTGA_M_10361
CTGA_M_10362
CTGA_M_10363
CTGA_M_10364
CTGA_M_10365
CTGA_M_10366
CTGA_M_10367

8. Marchantaria/AVardes npa onas/prasii 1118 980MeNSIs  crga v 10130 - 31144.74'S  64°4g2156"w  oeketal.
(Rio Solimdes) geoffrensis (2014)
9. Praia do Catitu/Tefe  »no/onas/prasil M@ 9eOMeNsiS  orga 1 10148 - 31052.76"S  64°443626"w  roeketal
(Rio Tefé) geoffrensis (2014)
CTGA_M_10136*
e ceoffrensis CTGAM_10137 Hrbek ot al
10. Coari (Rio Solimdes) Amazonas/Brasil nia georrensis CTGA_M_10138 - 4°3'13.88"S 63°8'2.71"W rhek et al.
geoffrensis (2014)
CTGA_M_10181
CTGA_M_10182
11. Curari (Rio Amazonas/Brasil 1@ 9eOMensis  ~rxa \m 10142 ; 3°195.31"S  60°5'51.07"W Hrbek et al.
Solimdes) geoffrensis (2014)
12. Marajaifiranduba o onac/prasil 118 98OMeNSIS crgp v 10141 - 3°1325.12'S  59°5649.70"w  'roeketal.
(Rio Solimdes) geoffrensis (2014)
13. Parana do Mamuri 1 oo /pragil 178 960MTeNSIS  orop v 10411 1 3°38'50.19"S  59°5353.51"W  Este estudo
(Rio Mamuri) geoffrensis
*THrbek et al.
14. Boca do Rio Madeira . Inia geoffrensis CTGA_M_10350 o At o rn o (2014)
CAM Amazonas/Brasil geoffrensis CTGA_M_10351 3°24'29.6"S 58°46'19"W IGravena et al.
(2014)
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CTGA_M_10334
CTGA_M_10335
CTGA_M_10336
CTGA_M_10337
CTGA_M_10338
CTGA_M_10339
CTGA_M_10340

YTHrbek et al.

. ~ . Inia geoffrensis CTGA_M_10341 (2014)
15. F R A B I . - 1 1 °59'32.9" °06'3.8"W
5. Foz do Rio Canum& Amazonas/Brasi geoffrensis CTGA_M_10342 6 6 3°59'32.9"S 59°06'3.8 Gravena et al.
CTGA_M_10343 (2014)
CTGA_M_10344
CTGA_M_10345
CTGA_M_10346
CTGA_M_10347
CTGA_M_10348
CTGA_M_10349
16. Lago doTracaja — oo q/pragil 178 9€0MeNSIS 1o\ 10179 - ; 1 20131.33's*  seeigi2.4riws  Hroeketal,
Careiro (Rio Amazonas) geoffrensis (2014)
CTGA_M_10163
17. Fortaleza do Abuna - . . ... CTGA_M_10164 . oo Hrbek et al.
(Rio Abund) Rondobnia/Brasil  Inia boliviensis CTGA_M_10165 - - 4 9°47'10.9"S 65°31'30.9W (2014)
CTGA_M_10166
. , . . . L . . on o . Hrbek et al.
18. Rio Pakaas Rondénia/Brasil  Inia boliviensis CTGA_M_10323 - - 1 10°52'33.8"S 65°18'47.7"W (2014)
19. Boca do Lago Rondbnia/Brasil  Inia boliviensis CTGA_M_10309 14 14 9 11°43'20.0"S 65°07'49.1"W YTHrbek et al.
Mercedes (Rio Mamoré) CTGA_M_10310 (2014)
CTGA_M_10311 TGravena et al.
CTGA_M_103128 (2014)

CTGA_M_10313
CTGA _M_10314%
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CTGA_M_10315
CTGA_M_10316
CTGA M _10317
CTGA_M_10318
CTGA_M_10319
CTGA_M_10320°
CTGA_M_103218
CTGA M_10322%

20. Comunidade oo qaniaiBrasil  inia boliviensis CTGA_M_10157 11°53'15.2"S  65°0116.1"w  Hroeketal.
Surpresa (Rio Mamoré) (2014)
CTGA_M_10300
CTGA_M_10301
CTGA_M_10302 ot
71 For do Rio Cautéri CTGA_M_10303 Hggﬁ;t al.
- Foz doRio Cautario oo hqania/Brasil  Inia boliviensis CTGA_M_10304 12°1249.1"S  64°3530.0'W
(Rio Guaporé) Gravena et al.
CTGA_M_10305
M (2014)
CTGA_M_10306
CTGA_M_10307
CTGA_M_10308
wq
’ , CTGA_M_10297 H(rgg'l‘st al.
- Porto Acre (Rio Rondonia/Brasil  Inia boliviensis CTGA_M_10298 12°21'14.8'S  64°30'37.2"W
Guaporeé) CTGA M 10299 TGravena et al.
M (2014)
23. Porto Franga (Rio Rond6nia/Brasil  Inia boliviensis CTGA_M_10283° 12°27'40.6" S 64°17'20.0"W *THrbek et al.
Guapore) CTGA_M_10284 (2014)
CTGA_M_10285 TGravena et al.
CTGA_M_10286 (2014)

CTGA_M_10287
CTGA_M_10288
CTGA_M_10289
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CTGA_M_10290
CTGA_M_10291
CTGA_M_10292
CTGA_M_10293°
CTGA_M_10294
CTGA_M_10295
CTGA_M_10296

24. Contra Fiado (Rio
Guaporé)

Rondo6nia/Brasil

Inia boliviensis

CTGA_M_10279
CTGA_M_10280
CTGA_M_10281
CTGA_M_10282

12°28'37.8"S

64°07'40.4"W

*THrbek et al.
(2014)

TGravena et al.
(2014)

CTGA_M_10275}

YTHrbek et al.

25. Baia Grande (Rio o isniomrasil  fnia boliviensis  CCP—-10276" 12°29'32.80"S  64°03' 26.10"W (2014)
Guapore) CTGA _M_102778 TGravena et al.
CTGA_M_10278 (2014)
CTGA_M_10208
CTGA_M_10209
CTGA_M_10210
, , , CTGA_M_10211 Hrbek et al.
26.LagoBrito —Luiz e p i) Iia oG A M 10212 13°10"19.8'S  50°34'57.8"W (2014)
Alves (Rio Araguaia) araguaiaensis ®
CTGA_M_10213 LEGAL
CTGA_M_10214
CTGA_M_10215
CTGA_M_10216
27. Lago Montaria — Luiz Goias/Brasil Inia CTGA_M_10202 13°22'11.2"S  50°39'36.29"W Hrbek et al.
Alves araguaiaensis CTGA M 10203 (2014)
(Rio Araguaia) CTG A:M:10204 ®LEGAL

CTGA_M_10205
CTGA_M_10206
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CTGA_M_10207

28. Bandeirantes (Ri Ini. Hrbek et al.
- Bandeirantes (Rio .+ o/pragil ma - CTGA_M_10201 1 1 1 13%4121.36"S  50°48'19.63"W (2014)
Araguaia) araguaiaensis o
LEGAL
CTGA_M_10189
CTGA_M_10190
CTGA_M_10191
CTGA_M_10192
CTGA_M_10193 ek et
roexK et al.
29. Lago dos Cavalos — . . Inia CTGA_M_10194 oz " op "
; N 2014
Arana (Rio vermelhg)  GOias/Brasi araguaiaensis  OTGA_M_ 10195 12 11 12 1495720.21'S  51°6'37.88"W q)f_ EGA)L
CTGA_M_10196
CTGA_M_10197
CTGA_M_10198
CTGA_M_10199
CTGA_M_10200
~ , Hrbek et al.
30. Fazenda Sao Paulo, - 4 q/p agj fnia =~ CTGA_M_10187 1 1 1 15°152.42"S  51°17'37.88"W (2014)
Itacaiu (Rio Araguaia) araguaiaensis ®
LEGAL
31 Lado ] (R i CTGA_M_10184° Hrbek et al.
- Lago Jurumim (Rio 4 /pasi ma . CTGA_M_10185 3 3 2 150322.03'S  51°30'36.79" (2014)
Araguaia) araguaiaensis —V— o
CTGA_M_10186* LEGAL
. . Hrbek et al.
32. Barra do Gargas (Rio Mato oo dma oreA M 10183 1 1 1 15°5333.19'S  52°1512.16"W (2014)
Araguaia) Grosso/Brasil araguaiaensis q,
LEGAL
TOTAL 143 108 122 129

SSR (Simple Sequence Repets): microssatélites; YDados de microssatélites; 'Dados de sequéncias; ®*Depdsito das sequéncias da regido controle; *individuo que
representa a localidade tipo para a espécie; Samostra utilizada somente nas andlises dos dados de sequéncias, devido a auséncia de informacdo para

microssatélites; *coordenada aproximada.
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Tabela 2-A. Localidades/rios, regido geopolitica, taxon, nimero de tombo do tecido (CTGA), nimero amostral por marcador, coordenadas geograficas (em graus,

minutos e segundos) e referéncia do material analisado, para os individuos cujas analises estdo apresentadas no capitulo Il desta dissertacao.

NuUmero amostral por

i marcador
geﬁ%'l?t‘i’ca Taxon CTGA

Localidade (rio) Latitude Longitude Referéncia

Dloop Cytb SSR

CTGA_M_10393
CTGA_M_10394
CTGA_M_10395 5 5 5
CTGA_M_10396
CTGA_M_10397

Inia geoffrensis

. 6°59'30.38"N*  71°7'18.32"W*  Este estudo
humboldtiana

1. Rio Arauca Colébmbia

2. Puerto Carrefio
(Rio Meta)

Colémbia

Inia geoffrensis
humboldtiana

CTGA_M_10392

6°9'35.00"N*

67°30'15.00"W*

Este estudo

3. Confluéncia Rio
Bita

Colébmbia

Inia geoffrensis
humboldtiana

CTGA_M_10390
CTGA_M_10391%

6°15'58.21"N*

67°32'47.74"W*

Este estudo

4. Cucui (Rio Negro)

Cucufi -
Amazonas/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10413
CTGA_M_10414
CTGA_M_10415
CTGA_M_10416
CTGA_M_10417
CTGA_M_10418
CTGA_M_10419
CTGA_M_10420
CTGA_M_10421
CTGA_M_10422
CTGA_M_10425
CTGA_M_10426

1°10'46.4"N

66°50'16.7"W

Este estudo

5. Lago Mabi (Rio

Cucufi -

Inia geoffrensis

CTGA_M_10423

0°52'31.7"N

66°51'28.3W

Este estudo
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Negro)

Amazonas/Brasil

geoffrensis

CTGA_M_10424

6. Igapo
Japu/Comunidade

Trovao (Rio Uaupés)

Sao Gabriel da
Cachoeira -
Amazonas/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10239
CTGA_M_10240
CTGA_M_10241
CTGA_M_10242

0°06'19.0"N

67°31'19.7"W

LEGAL

7. Comunidade Acai

(Rio Uaupés)

Sao Gabriel da
Cachoeira -
Amazonas/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10243
CTGA_M_10244*
CTGA_M_10245

0°08'36.1"N

67°04'36.1"W

LEGAL

8. llha da Juiza/Sao
Gabriel da Cachoeira

(Rio Negro)

Sao Gabriel da
Cachoeira -
Amazonas/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10235
CTGA_M_10236
CTGA_M_10237
CTGA_M_10238

0°08'53.9"N

67°04'36.1"W

LEGAL

9. Comunidade Vila

Nova (Rio Negro)

Sao Gabriel da
Cachoeira -
Amazonas/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10427
CTGA_M_10428
CTGA_M_10429
CTGA_M_10430

0°19'00.2"S

66°13'39.6"W

Este estudo

10. Sitio Caristino
(Rio Negro)

Séao Gabriel da
Cachoeira -
Amazonas/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10431
CTGA_M_10432
CTGA_M_10433
CTGA_M_10434

0°19'15.8"S

66°00'15.6"W

Este estudo

11. Castanheira (Rio

Negro)

Séao Gabriel da
Cachoeira -
Amazonas/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10435

0°17'44.7"S

65°41'08.9"W

Este estudo

12. Marauia (Rio
Negro)

Santa lzabel do
Rio Negro -
Amazonas/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10436

0°23'30.9"S

65°12'18.1"W

Este estudo
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13. Tapuruquara (Rio

Santa lzabel do

Inia geoffrensis

CTGA M_10437

Rio Negro - . 2 2 2 0°32'09.1"S 64°55'27.3"W  Este estudo
Negro) Amazonas/Brasil geoffrensis CTGA_M_10438
Lo Santa lzabel do . .
. CTGA_M_10439
ilt ?Srara (Rio Rio Negro - ’”éif?ri‘,’,";fgns’s CTon M o0 2 2 2 0°27'17.0"S  64°45'36.4"W  Este estudo
9 Amazonas/Brasil - =
CTGA_M_10441
15. Comunidade Santa lzabeldo | .. o CTGA_M_10442
Nova Vida (Parana Rio Negro - eofngr ensis CTGA_M_10443 5 5 5 0°19'34.2"S 64°08'03.0"W  Este estudo
do Acai/Rio Negro) Amazonas/Brasil 9 CTGA M_10444
CTGA_M_10445
CTGA_M_10446
CTGA_M_10447#
16.D < (Ri B | ini ” . CTGA_M_10448
- Darauaca (Rio arcelos - . Mageolrensis — ~rga M 10449 7 6 7 0°36'18.9"S  63°21'25.2"W  Este estudo
Negro) Amazonas/Brasil  geoffrensis
CTGA_M_10450
CTGA_M_10451
CTGA_M_10452
17. Baixo rio Branco  Roraima/Brasil Inia geoffrensis CTGA_M_10375 15 15 15 0°57'52.7"S 61°53'58.5"W  Este estudo

(Rio Branco)

geoffrensis

CTGA_M_10376
CTGA_M_10377
CTGA_M_10378
CTGA_M_10379
CTGA_M_10380
CTGA_M_10381
CTGA_M_10382
CTGA_M_10383
CTGA_M_10384
CTGA_M_10385
CTGA_M_10386
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CTGA_M_10387
CTGA_M_10388
CTGA_M_10389

18. Vista Alegre/ Caracarai -
Caracari (Rio Branco) Roraima/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10407
CTGA_M_10408
CTGA_M_10409
CTGA_M_10410

1°38'57.4"N 61°13'13.2"W

Este estudo

19. Boa Vista (Rio Boa Vista -
Branco) Roraima/Brasil

Inia geoffrensis
geoffrensis

CTGA_M_10402
CTGA_M_10403
CTGA_M_10404
CTGA_M_10405
CTGA_M_10406

2°47'58.3"N 60°40'00.1"W

Este estudo

20. Novo Airdo (Rio

Inia geoffrensis

Amazonas/Brasil . CTGA_M_10002 2037'15.80"S  60°56'25.02"W LEGAL
Negro) geoffrensis
CTGA_M_10112
21. Lago do Inia geoffrensis CTOAM 10113
Acajatuba (Rio Amazonas/Brasil geoffrensis CTGA_M_10114 3°7'27.17'S  60°29'44.01"W LEGAL
Negro) CTGA_M_10115
CTGA_M_10180*
22. Furo do Ariad (Rio Ariad - Inia geoffrensis CTGA_M_10116 60°27'30.03"W LEGAL

Negro) Amazonas/Brasil

geoffrensis

CTGA_M_10117#
CTGA_M_10120%
CTGA_M_10122%
CTGA_M_10124#
CTGA_M_10125*
CTGA_M_10126*
CTGA_M_10127#
CTGA_M_10128*
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CTGA_M_10129*
CTGA_M_10130*
CTGA_M_10131*
CTGA_M_10132

CTGA_M_10133

CTGA_M_10134*
CTGA_M_10162°
CTGA_M_10368

CTGA_M_10369*
CTGA_M_10370*

23. lgarapé Taruma

Inia geoffrensis

CTGA_M_10012

; Amazonas/Brasil . 2 2 - 60°5'26.05"W LEGAL
(Rio Negro) geoffrensis CTGA_M_10013
24. Parana do . Inia geoffrensis o " ot "
Pag ~ Amazonas/Brasil . CTGA_M_10411 1 1 1 3°38'50.19"S  59°53'53.51"W  Este estudo
Mamuri (Rio Mamuri) geoffrensis
T¥Hrbek et al.
25. Boca do Rio . Inia geoffrensis CTGA_M_10350 om g En op a1 g (2014)
Madeira - AM Amazonas/Brasil geoffrensis CTGA_M_10351 2 2 2 3°2429.6°S S8MGLIW 'Gravena et al.
(2014)
26. Foz do Rio Amazonas/Brasil  Inia geoffrensis CTGA_M_10334 16 16 16 3°59'32.9"S 59°06'3.8"W  T¥Hrbek et al.
Canuma geoffrensis CTGA_M_10335 (2014)
CTGA_M_10336 'Gravena et al.
CTGA M 10337 (2014)

CTGA_M_10338
CTGA_M_10339
CTGA_M_10340
CTGA_M_10341
CTGA_M_10342
CTGA_M_10343
CTGA_M_10344
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CTGA_M_10345
CTGA_M_10346
CTGA_M_10347
CTGA_M_10348
CTGA_M_10349

27. Reserva de
Desenvolvimento

CTGA_M_10353
CTGA_M_10354
CTGA_M_10355
CTGA_M_10356
CTGA_M_10357
CTGA_M_10358
CTGA_M_10359

T¥Hrbek et al.

. ' ' 2014

Sustentavel Amazonas/Brasil géif?;%zgns’s CTGA_M _10360* 15 14 15 2°1137.39"S  65°%4230.86"W ( )t |
Mamiraua (Rio CTGA_M_10361 ra(vzeonla;r;a al
Solimes) CTGA_M_10362

CTGA_M_10363

CTGA_M_10364

CTGA_M_10365

CTGA_M_10366

CTGA_M_10367
28. Amazonas . .

: . _ CTGA_M_10398

Colombiano (Rio Colémbia gvéif?r«z%fgsenss CTGA_M_10399# 1 2 2021'36.29"S*  73°4'38.72"W*  Este estudo
Putumayo) — =
29. Rio Ucayali Peru g’e’if?ri"’zgns’s CTGA_M_10400 1 1 1 4935'21.42"S*  73°29'51.93"W*  Este estudo
TOTAL 147 131 127 143

SSR (Simple Sequence Repets): microssatélites; #amostra utilizada apenas nas analises dos dados de microssatélites, devido a auséncia de informacgéo para o
citocromo b e/ou regido controle; Samostra utilizada somente nas andlises dos dados de sequéncias, devido a auséncia de informacgdo para microssatélites; *Dados
de microssatélites; "Dados de sequéncias; *coordenada aproximada.
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Figura 1-A. Melhor probabilidade posterior para explicar os dados. Inferéncia Bayesiana de estrutura
populacional usando STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003). Analise realizada sob
10 loci microssatélites, para 8 individuos de Inia geoffrensis humboldtiana, 44 de |. geoffrensis, 45 de I.
boliviensis e 32 de I. araguaiaensis. A analise por maxima probabilidade posterior sugere quatro grupos
bioldgicos (K=4) como a melhor probabilidade para explicar os dados; na vertical a média da estimativa da

distribuicdo das probabilidades dos dados, e na horizontal o nimero de clusters testados (K).

Tabela 1-B. Média da probabilidade posterior de cada nimero a priori dos grupos biolégicos (K) de Inia
analisados. Inferéncia Bayesiana de estrutura populacional usando STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al.
2000; Falush et al. 2003). Analise realizada sob 10 Joci microssatélites, para 8 individuos de Inia geoffrensis

humboldtiana, 44 de I. geoffrensis, 45 de I. boliviensis e 32 de I. araguaiaensis.

K Repeticdes Média LnP(K) Desvio padrado LnP(K)
1 10 -3453.470000 0.380205
2 10 -2564.330000 0.951081
3 10 -2289.930000 1.833667
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Figura 2-A. Melhor probabilidade posterior para explicar os dados. Inferéncia Bayesiana de estrutura
populacional usando STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003). Analise realizada sob

10 loci microssatélites, para 8 individuos de Inia da bacia do Orinoco; 74 do Rio Negro; 24 do Rio Branco;

19 do baixo Rio Madeira e 18 do médio Solimdes. A andlise por maxima probabilidade posterior sugere trés

grupos bioldgicos (K = 3) como a melhor probabilidade para explicar os dados; na vertical a média da

estimativa da distribuigdo das probabilidades dos dados, e na horizontal o nimero de clusters testados (K).
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Tabela 2-B. Média da probabilidade posterior de cada numero estabelecido a priori para 0s grupos

biolégicos de [I. geoffrensis geoffrensis e I. g. humboldtiana (K) analisados. Inferéncia Bayesiana de
estrutura populacional usando STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003). Andlise

realizada sob 10 /oci microssatélites, para 8 individuos de /nia da bacia do Orinoco; 74 do Rio Negro; 24 do

Rio Branco; 19 do baixo Rio Madeira e 18 do médio Solimdes.

K Repeticdes Média LnP(K) Desvio padrao LnP(K)
1 10 -3299.4600 0.0699

2 10 -3139.6200 7.7501

3 10 -3048.0800 6.6292

4 10 -3050.5500 9.5342

5 10 -3047.4700 17.2587

6 10 -3051.2000 23.5040

7 10 -3138.4400 38.0386

Tabela 2-C. indices de diversidade genética resultantes para cada locus de microssatélite analisados para

as subpopulacdes de Inia geoffrensis geoffrensis dos rios Negro, Branco, baixo Madeira e Solimdes.

Locos N, Ho He
g2B1 11 0.573 0.547
Ig11B1 7 0.359 0.443
Ig8H1 9 0.260 0.323
Ig10E 9 0.712 0.719
1g11D2 5 0.333 0.451
[g3A1 7 0.433 0.556
Ig7F2 5 0.464 0.583
Ttrll 16 0.771 0.799
Ttr48 7 0.386 0.423
TtruAAT40 7 0.709 0.641
Média 8.3 0.500 0.549

Na: nimero de alelos; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada
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Tabela 2-D. indices de diversidade genética resultantes dos 10 loci microssatélites analisados para as subpopulacdes de Inia geoffrensis geoffrensis, consideradas

de acordo com o resultado observado pela analise do STRUCTURE.

Localidades Ig2B1 Ig11B1 Ig8H1 Ig10E Ig11D2 Ig3A1 Ig7F2 Ttril Ttr48 TtruAAT40
Na 6 5 6 6 3 5 3 11 3 4
Alto e médio Ho 0.52941 0.29412 0.31373  0.64706  0.33333  0.45098  0.45098  0.76471 0.05882 0.86275
Negro He 0.51272 0.28325 0.31411  0.71986  0.31547  0.57950  0.56591  0.81343 0.05805 0.59173
P 0.26228 0.75342 0.52492  0.33876  0.02187  0.00653  0.24728  0.25135 1.00000 0.00000
Na 7 5 3 6 4 3 3 6 4 4
_ Ho 0.62500 0.33333 0.16667  0.70833  0.41667  0.50000  0.45833  0.83333 0.75000 0.66667
Rio Branco He 0.56560 0.45301 0.19415  0.68972 0.52039  0.56294  0.56649  0.77305 0.67819 0.69415
P 0.90023 0.00434 0.08576  0.73879  0.04672  0.51235  0.48012  0.40231 0.80121 0.00000
Na 10 6 8 8 5 5 5 12 7 7
Baixo Negro, ~ H, 0.56667 0.45000 0.30000  0.78333  0.25000  0.35000  0.48333  0.71667 0.35000 0.60000
bi'ﬁ’oh”rﬁgig 2 He 0.56527 0.59398 0.46345  0.74762 0.51779 052787  0.61919  0.81232 0.53305 0.63922
P 0.94344 0.00017 0.00000  0.15908  0.00000  0.00000  0.01200  0.00000 0.00024 0.00000

Na: nimero de alelos; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada; P: significancia para o equilibrio de Hardy-Weinberg.
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