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RESUMO 

 

 

YWASAKI, Juliana Lima, DSc, Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. Março de 2017. Diversidade genética e populacional de Sotalia 

guianensis do litoral do Espírito Santo, Brasil. Orientador: Prof. Dr. Leonardo Serafim 

da Silveira. Coorientador: Prof. Dr. Enrique Medina-Acosta.  

 

Sotalia guianensis é uma das espécies mais conhecidas da família Delphinidae que 

habita a costa brasileira. No entanto, atualmente está classificada pela IUCN como 

tendo dados insuficientes e pelo ICMBio como vulnerável. Investigações genéticas 

para a espécie são escassas no Brasil e nenhuma avaliação da população do litoral 

do Espírito Santo foi realizada até este momento. Por isso este trabalho investigou a 

diversidade genética e populacional do Boto-cinza nesta região. Um total de 90 

espécimes foram analisados por 14 loci de microssatélites, multiplexados, com alguns 

testados ineditamente para a espécie. Para a sexagem, os marcadores ZFY/ZFX e 

SRY identificaram de forma eficiente uma proporção 3:1 de machos e fêmeas. Todos 

os marcadores utilizados na genotipagem foram considerados polimórficos e a maioria 

informativos, com um total de 78 alelos e média de 5,6 por locus. A taxa de sucesso 

de amplificação foi de 70,6%. Heterozigose observada variou de 0,061 a 0,701 e a 

heterozigose esperada variou de 0,060 a 0,81. O maior valor de endogamia foi 

0,266406. Três loci estavam em desequilíbrio de Hardy-Weinberg mesmo com 

inferência de dados perdidos. Para as avaliações de estruturação, as amostras foram 

separadas em norte e sul. Foi identificado um K=2 por cluster Bayesiana, porém sem 

diferenciação estrutural. A matriz de distância de Nei gerou dois grandes 

agrupamentos, porém ambos foram compostos por indivíduos da região norte e sul. 

O índice F de Wrigth identificou o valor total de Fst: 0,009871, indicando baixa 

estruturação. A população de Botos-cinza do Espírito Santo foi considerada não 

estruturada, compondo um segmento populacional.  

 

Palavras-chave: Boto-cinza, estrutura populacional, sintenia, desequilíbrio 

gamético.  

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

 

YWASAKI, Juliana Lima, DSc, Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. March, 2017. Genetic and populational diversity of Sotalia guianensis 

in coast of Espírito Santo, Brazil. Adviser: PhD Leonardo 

Serafim da Silveira. Co-Adviser: PhD Enrique Medina-Acosta. 

 

Sotalia guianensis is one of the best known species of the Delphinidae family that 

inhabits the Brazilian coast. However, it is currently classified by the IUCN as 

insufficient data and by ICMBio as vulnerable. Genetic investigations for the species 

are rare in Brazil and no studies focused on population at the coast of Espírito Santo 

exist until this moment, so we investigated the genetic and population diversity of 

Guiana dolphin. A total of 90 specimens were analyzed by 14 microsatellite loci, 

multiplexed, some of which were  tested on this specie for the first time. For sexing, 

ZFY/ZFX and SRY markers efficiently identified at a  3 males:1 female ratio . All 

markers used in genotyping were considered polymorphic and  informative, with a total 

of 78 alleles and a mean of 5.6 per locus. The mean success rate of amplification was 

70.6%. Observed heterozygosity varied 0.061 to 0.701 and the expected 

heterozygosity ranged 0.06 to 0.81. The highest value of inbreeding was 0.266406. 

Three loci were in Hardy-Weinberg disequilibrium even when inferring the missing 

data. For the structuring evaluations the samples were separated in north and south 

groups. We identified a K = 2 per Bayesian cluster, but without structural differentiation. 

The distance matrix of Nei generated two large groupings, however, both were 

composed by individuals from the north and south. The Wrigth F indices identified the 

total value of Fst: 0.009871, indicating low structuring. The Guiana dolphin population 

of Espírito Santo was considered unstructured, composing one population segment. 

 

Keywords: Guiana dolphin, population structure, synteny, gametic 

disequlibrium. 
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1. INTRODUÇÃO  

 
 

O boto-cinza, Sotalia guianensis, é um cetáceo odontoceto de pequeno porte 

da família Delphinidae (FLORES & DA SILVA, 2009). Distribui-se ao longo da costa 

atlântica tropical e subtropical da América do Sul e Central. No Brasil, sua ocorrência 

é até o estado de Santa Catarina (JEFFERSON et al., 2008; FLORES & DA SILVA, 

2009). Está classificada atualmente como “dados insuficientes” pela IUCN 

(International Union for Conservation of Nature) o que se deve à falta de conhecimento 

básico sobre os botos-cinza e de estudos sistemáticos sobre as dimensões dos 

impactos causados por diferentes atividades antrópicas (IBAMA, 2001; REEVES et 

al., 2003; REIS et al., 2006; JEFFERSON et al, 2008). Em 2014, no Brasil, a espécie 

foi inserida na lista de espécies ameaçadas de extinção e categorizada como 

“Vulnerável” (BRASIL, 2014). 

Nas últimas décadas, diversos métodos moleculares têm sido aplicados a 

investigações de variabilidade genética em espécies de cetáceos. No entanto, este 

tipo de estudo ainda é escasso para S. guianensis (CABALLERO et al., 2008; CUNHA 

et al., 2010). Para uma melhor compreensão dos processos genéticos em cetáceos, 

relações populacionais e para caracterizar processos demográficos que influenciam 

na sua sobrevivência, estas investigações são consideradas fundamentais (MENDEZ 

et al., 2008). A Comissão Internacional Baleeira recomendou que fossem realizados 

esforços para a obtenção de amostras e sequenciamento de material genético de 

todas as espécies, subespécies e estoques possíveis (IUCN, 2012). 

Cunha et al. (2010) avaliou a distribuição de S. guianensis no Brasil através de 

marcadores mitocondriais, caracterizando pelo menos seis unidades distintas: Pará, 

Ceará, Rio Grande do Norte, Bahia, Espírito Santo e Sudeste-sul (Rio de Janeiro a 

Santa Catarina). Os estudos com cetáceos nesta região são raros e nenhuma 

avaliação populacional focada em S. guianensis foi realizada, sendo considerada 

como uma única população. Portanto, esta pesquisa buscou analisar genéticamente 

a diversidade e estrutura populacional da espécie S. guianensis da costa do estado 

do Espírito Santo. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

 

 Avaliar a diversidade genética e estruturação populacional de botos-cinza 

(Sotalia guianensis) ao longo do litoral do Espírito Santo, Brasil.  

  

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

 

I. Genotipar os indivíduos amostrados a partir de marcadores microssatélites; 

II. Caracterizar a diversidade genética; 

III. Mapear fisicamente os loci microssatélites; 

IV. Verificar desequilíbrios gaméticos e forças de ligação; 

V. Verificar a existência de estruturação populacional. 

  

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

 

 Os cetáceos têm sofrido muito com os impactos antrópicos, podendo sofrer 

declínios populacionais ou diminuição de fluxo gênico.  A avaliação da diversidade 

genética e de estruturação populacional é essencial para a conservação das espécies 

de cetáceos e recomendada por diversos órgãos ambientais brasileiros e mundiais, 

principalmente para as espécies ameaçadas de extinção. 

Pouco se conhece sobre a estrutura genética de Sotalia guianensis, além do 

déficit de outras informações biológicas, comportamento e caracterização do habitat, 

para algumas regiões do Brasil. Portanto, o conhecimento da diversidade genética e 

populacional dos indivíduos do Espirito Santo será valoroso para esta espécie, que se 

encontra na lista de espécies ameaçadas de extinção. 
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4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

4.1. TAXONOMIA 

  

 

Os cetáceos são mamíferos que desenvolveram modificações estruturais no 

corpo para incremento da eficiência hidrodinâmica, adaptando-se a uma existência 

totalmente aquática. Além da morfologia, esses animais apresentam uma série de 

adaptações fisiológicas e comportamentais para a vida na água (DI BENEDITTO et 

al. 2010). 

A subordem Cetacea, anteriomente ordem Cetacea se subdividia em duas 

subordens, os odontocetos e os misticetos (BARNES, 2002). Porém, estudos fósseis 

e moleculares recentes demonstram alta relação evolutiva entre cetáceos e o grupo 

dos artiodáctilos, considerados os mamíferos modernos mais próximos do grupo 

Cetacea (JEFFERSON et al., 2008). Sendo assim, os cetáceos e seus familiares 

ungulados (artiodáctilos) foram classificados como duas subordens pertencentes à 

ordem Cetartiodactyla e os odontocetos e os misticetos passaram a constituir duas 

infraordens da subordem Cetacea (PERRIN, 2013). 

Atualmente, 93 espécies de cetáceos são reconhecidas, divididas em dois 

grandes grupos, os golfinhos e baleias com dentes (odontocetos) e as baleias de 

barbatanas (misticetos) (PERRIN, 2009). Destas, 16% estão ameaçadas de extinção 

em algum grau (IUCN, 2015), sendo que para mais da metade das espécies totais, 

não se tem informações sobre o status de conservação. No Brasil, foram registradas 

44 espécies de cetáceos (LODI & BOROBIA, 2013). 

A família Delphinidae apresenta a maior riqueza de espécies e pertence à 

infraordem Odontoceti. Os delfinídeos geralmente apresentam o rostro longo e o 

número de dentes variável, podendo ser de dois até 120 pares. O comprimento total 

varia de 1,7 a 9,5 m e o peso de 50 a 7.000 kg. A nadadeira dorsal é geralmente 

evidente, curvada posteriormente e posicionada na porção mediana do corpo na 

grande maioria das espécies (FELDHAMER et al., 1999).  

 Foram registrados para o Brasil 13 gêneros de delfinídeos: Delphinus, Feresa, 

Globicephala, Grampus, Lagenodelphis, Lissodelphis, Orcinus, Peponocephala, 

Pseudorca, Sotalia, Stenella, Steno e Tursiops (JEFFERSON, 1996). 
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A espécie S. guianensis já sofreu algumas alterações taxonômicas. No 

passado, para o gênero Sotalia, até cinco espécies foram abrangidas, três delas 

encontradas em rios e duas costeiras. Através de análises craniométricas e 

posteriormente confirmadas pela genética, foi reconhecido que somente duas 

espécies devem ser consideradas no gênero Sotalia, Sotalia fluviatilis (Tucuxi), que 

ocorre na bacia amazônica, e Sotalia guianensis (Boto-cinza), marinha e costeira 

(MONTEIRO-FILHO et al., 2002; CUNHA et al., 2005; CABALLERO et al., 2007). 

  

 

4.2. CARACTERÍSTICAS GERAIS DE Sotalia guianensis  

 

 

Sotalia guianensis (VAN BÉNÉDEN, 1864), distribui-se ao longo da costa 

atlântica tropical e subtropical da América do Sul e Central (Figura 1) (SILVA & BEST, 

1996; FLORES & DA SILVA, 2009). O limite mais conhecido do extremo norte está no 

centro de Honduras em La Mosquitia (EDWARDS & SCHNELL, 2001). No Brasil, 

ocorre até a Baía norte em Florianópolis, Santa Catarina (SIMÕES-LOPES, 1988). 

Ocorre também no norte da Nicarágua, na Costa Rica em Gendoca-Manzanillo, e ao 

longo da costa caribenha do Panamá à Venezuela (ACEVEDO-GUTIÉRREZ et al., 

2005). Na Colômbia, é encontrado no Golfo de Morrosquillo (DUSSÁN-DUQUE et al., 

2006), Guiana (HERALD, 1967); Suriname (HUSSON, 1978) e Guiana Francesa (VAN 

WAEREBEEK, 1990). Um único registro é conhecido de Trinidad e Tobago (VAN 

BREE, 1975). 
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Figura 1. Mapa de distribuição da espécie Sotalia guianensis. 
 

Não há evidências de grande descontinuidade em sua distribuição, embora não 

tenha sido observada em algumas áreas ou sua presença seja rara. Além disso, 

muitas regiões nunca foram pesquisadas (DA SILVA et al., 2010). Apesar de ser 

distribuída na região costeira, o boto-cinza é comumente encontrado em áreas mais 

protegidas, como regiões de estuários ou baias (FLACH et al., 2008), e normalmente 

com águas turvas (FLORES, 2003). A temperatura da água de seu habitat varia de 

13° a 32 °C, respectivamente, nas extremidades sul e norte de sua distribuição. 

(EDWARDS & SCHNELL, 2001; FLORES, 2003).  

A preferência do habitat foi determinada por meio da análise parâmetros como: 

temperatura, profundidade da água, salinidade, distância da costa, relevo do fundo do 

mar e substrato do fundo do mar (ROSSI-SANTOS et al., 2006; FLACH et al., 2008), 

indicando áreas a menos de 5 km da costa e baixas profundidades (ROSSI-SANTOS 

et al., 2006). Seu habitat costeiro está sujeito a atividades antrópicas intensas como 

pesca, tráfego de barco, exploração de petróleo e desenvolvimento urbano (SANTOS 

& ROSSO, 2007). 
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 É uma das menores espécies de golfinho, com um tamanho máximo registrado 

de 2,20 m (FLORES & DA SILVA, 2009), peso máximo de 121 kg (MONTEIRO-FILHO 

et al., 2002). Sua coloração é cinza-escuro no dorso, rosado ou cinza claro nas 

porções ventrais, apresentando manchas cinza-claras nas laterais de seu corpo, 

podendo variar de acordo com sua faixa etária quanto mais jovem, mais rosado no 

ventre e quanto mais adulto mais cinza na região ventral (JEFFERSON et al., 2008) 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Espécime de boto-cinza (Sotalia guianensis). Foto cedida pelo Instituto 
ORCA. 
 

Não apresenta dimorfismo sexual aparente (LODI, 2003) e possui como 

característica morfológica marcante uma nadadeira dorsal triangular (FLORES & DA 

SILVA, 2009). A maturidade sexual ocorre entre os 170 e 175 cm de comprimento nos 

machos, com idade estimada de sete anos e entre 165 e 170 cm para fêmeas, com 

idade estimada de seis anos (MONTEIRO-FILHO et al., 2002). A reprodução ocorre 

durante todo o ano, variando sazonalmente em diferentes localidades (RAMOS et al., 

2000). O tempo de gestação é de 11,5 a 12 meses e os filhotes nascem com um 

comprimento total entre 0,8-1,15 m (JEFFERSON et al., 2008). O intervalo de parto é 

de cerca de dois anos, podendo ser inferior devido à perda do filhote ou a um menor 

período de lactação que varia entre seis a 10 meses (MONTEIRO-FILHO et al., 2002). 

Seus hábitos alimentares revelam uma alimentação variada em diferentes 

profundidades, com espécies de peixes pelágicas e demersais, cefalópodes e 
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crustáceos. Estudos revelam uma grande variedade alimentar, que varia conforme a 

região e a profundidade (DAURA-JORGE et al., 2011). 

São avistados geralmente em grupo pequenos, que podem variar em até 15 

indivíduos, podendo também ser encontrados sozinhos (SANTOS & ROSSO, 2007). 

Contudo, maiores agregações já foram registradas nas baías do estado do Rio de 

Janeiro, na Baía de Ilha Grande com 450 indivíduos (LODI & HETZEL, 1998), na Baía 

de Paraty com cerca de 100 indivíduos (LODI, 2003). Em Santa Catarina, na Baía 

Norte, grupos de mais de 50 indivíduos foram registrados (DAURA-JORGE et al. 

2005). No complexo estuarino de Paranaguá, os tamanhos dos grupos variaram de 

dois  a 90 indivíduos (SANTOS et al., 2010). Não há informações sobre habitat, 

tamanho de grupo e outros parâmetros para diversas regiões, como as áreas norte da 

América do Sul, Caribe e também em regiões brasileiras, como o estado do Espírito 

Santo. 

Atualmente, o Boto-cinza é um dos cetáceos que mais sofre com ameaças 

antrópicas no Brasil, devido à ocupação da região costeira, perda de habitat, poluição 

e acidentes nas atividades pesqueiras (CRESPO et al., 2010).  Estando, inclusive, 

presente na lista de espécies ameaçadas de extinção e categorizada como vulnerável, 

no Brasil (ICMBIO, 2014). 

 

 

4.3. MARCADORES MOLECULARES  

   

 

Os pesquisadores estão cada vez mais utilizando métodos indiretos para 

avaliarem populações, como as análises genéticas. Consequentemente, os métodos 

modernos de análises moleculares têm desempenhado um papel importante na 

avaliação dos níveis de estruturação genética entre muitas populações de cetáceos 

costeiros e oceânicos (FONTAINE et al., 2007). 

Os marcadores moleculares são regiões do genoma ou segmentos específicos 

de DNA, que podem ou não fazer parte de um gene e apresentam um 

desenvolvimento rápido, sendo amplamente utilizados em vários organismos 

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Tais marcadores podem ser utilizados para 
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estimar diversos parâmetros de interesse dos ecologistas, como por exemplo: taxa de 

migração, tamanho da população, efeito gargalo, entre outros.  

 As vantagens que alguns marcadores apresentam são: possuem um alto nível 

de polimorfismo; geralmente neutros em relação a efeitos fenotípicos, com mínimo ou 

nulo efeito epistático ou pleiotrópico; em geral são codominantes, promovendo uma 

maior quantidade de informação genética por locus e utilizados para caracterizar o 

genótipo de um indivíduo a partir de pequenas amostras de células ou tecidos 

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).  

 Os marcadores moleculares têm sido amplamente utilizados em estudos 

populacionais, sendo os microssatélites os que mais se destacam entre eles, pois são 

codominantes, possuem um grande número de alelos (BUCHANAN et al., 1996) e se 

distribuem amplamente no genoma (FARRO, 2006). 

 

 

4.3.1 Marcadores Microssatélites   

 

 

O microssatélite ou STR (Short Tandem Repeats - sequências curtas repetidas 

em tandem) é uma classe de marcadores no DNA genômico que possui padrão de 

herança mendeliana. Pode apresentar um alto grau de polimorfismo, o que permite a 

identificação de diversos alelos (VOWLES & AMOS, 2004).   

São sequências de uma a seis bases repetidas em tandem e estão presentes 

no genoma de procariotos e eucariotos, em menor ou maior abundância, podendo ser 

encontrados em regiões codificantes e não codificantes do genoma (TOTH et al., 

2000). Em mamíferos, as repetições mais comuns são as de dinucleotídeos 

(ROHRER et al., 1994). 

Antes da descoberta de microssatélites, o estudo da variação genética em 

cetáceos predominantemente se baseou em diferenças de aloenzimas e DNAmt 

(ÁRNASON & GULBERG, 1994). Tanto as aloenzimas como a análise RFLP do 

DNAmt apresentam heterozigose relativamente baixa em comparação com os loci 

microssatélites, que exibem alta heterozigose devido a uma elevada taxa de mutação 

(WEISSENBACH et al., 1992; BUCHANAN et al., 1994). 
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A técnica utilizada para a análise do polimorfismo dos microssatélites se baseia 

na reação em cadeia da polimerase (PCR), na qual se utiliza um par de primers 

específicos para a amplificação de um determinado segmento de DNA, os quais são 

complementares a sequências únicas que, nesse caso, flanqueiam um microssatélite 

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). 

O polimorfismo dos microssatélites é oriundo de eventos que causam o 

deslizamento (slippage) da DNA polimerase durante o processo de replicação, 

responsável pela elevada taxa mutacional (ELLENGREN, 2004). Neste evento 

durante a replicação de uma região microssatélite, as fitas de DNA se separam e se 

associam de forma incorreta, o que gera cópias com diferentes tamanhos ou números 

de repetições, seja pela inserção ou deleção de unidades (BARBOSA, 2010). O 

tamanho do alelo e o tipo de repetição influenciam nos padrões de adições e 

exclusões de bases, sendo que alelos maiores são mais propensos a mutação e por 

isso exibem um número maior de polimorfismo (BUSCHIAZZO & GEMMELL, 2006). 

Uma de suas características é a conservação dos microssatélites entre 

espécies de um mesmo gênero (MOHINDRA et al., 2005). Para os cetáceos e 

delfinídeos, esta conservação permite que os marcadores desenvolvidos sob o 

genoma de uma determinada espécie possam ser utilizados em outras (marcadores 

heterólogos) com proximidade filogenética (SCHOLOTTERER et al., 1991; DAKIN & 

AVISE, 2004). A disponibilidade de primers para microssatélites desenvolvidos 

especificamente em algumas espécies de cetáceos é ainda restrita, como é o caso da 

S. guianensis, sendo comum estudos com a utilização de primers heterólogos.  

Diversos estudos já demonstraram o uso de marcadores heterólogos e 

confirmaram o sucesso de amplificação em espécies cruzadas (CALDWELL et 

al.,2002; BUCHANAN et al., 2003; COUGHLAN et al., 2006; MIRIMIN et al., 2006; 

FRASIER et al., 2006), inclusive para a espécie S. guianensis (GRAVENA et al., 2009; 

HOLLATZ et al., 2011). 

Os microssatélites podem ser aplicados em diferentes tipos de estudos: 

filogenéticos, forenses, de paternidade, genética de populações, conservação e 

manejo dos recursos biológicos. Eles têm sido adotados amplamente em estudos 

genéticos de espécies de cetáceos, contribuindo para a investigação das populações 

(COUGHLAN et al., 2006). A facilidade na obtenção de microssatélites combinada 

com os altos níveis de heterozigose indicam claramente que esses marcadores têm 
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grande potencial como marcadores para a genética populacional (BUCHANAN et al., 

2003). 

 

 

4.4. ESTUDOS POPULACIONAIS COM DELFINÍDEOS   

 

 

A imensa escala dos oceanos, sua conectividade e dinamismo, tornam a 

conservação marinha uma questão desafiadora, somado a logística e processos 

jurisdicionais (SLOAN, 2002). O desenvolvimento urbano nas regiões costeiras 

exercem grande pressão nos ecossistemas marinhos (IPCC, 2002). 

As espécies de cetáceos estão constantemente expostas a impactos causados 

pelos homens, por serem vulneráveis a variações de habitat e diretamente afetadas 

pelas atividades pesqueiras, como a captura acidental (CURREY et al., 2009; 

REEVES et al., 2013). Diferenças genéticas e estruturações podem ocorrer 

naturalmente em populações livres, como resultado da interação de fatores biológicos, 

ambientais e comportamentais, além das interferências antrópicas (FRANKHAM et al., 

2008).  

Algumas espécies, como T. truncatus, são capazes de movimentos ao longo 

de várias centenas de quilômetros, mas as estimativas de alcance variam muito entre 

populações e indivíduos, sendo provavelmente influenciadas pela disponibilidade de 

recursos no ambiente (DEFRAN et al., 1999). A observação direta de padrões de 

cruzamento e separação de grupos é considerada extremamente difícil para a maioria 

das espécies de cetáceos (PARSONS et al., 2006), limitadas ainda pela dificuldade 

de estudos contínuos e pela incompreensão de barreiras identificadas por meio de 

fluxo gênico (ROSEL et al., 1995).  

As análises genéticas são uma importante fonte para a avaliação da 

diversidade genética de cetáceos com risco de extinção, investigações de 

estruturação, dinâmica populacional, incertezas taxonômicas e definição de unidades 

de manejo (BAKER et al., 2013; FRUET et al., 2014). Além disso, podem auxiliar nos 

estudos biológicos e comportamentais de cetáceos, como padrões de estruturação, 

de acasalamento, relações de parentesco e proporções sexuais (CYPRIANO-SOUZA 

et al., 2010). Com o aperfeiçoamento e o uso generalizado de métodos moleculares 
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modernos, um número crescente de estudos tem sido capaz de detectar discretos 

padrões de estrutura em populações (ANSMANN et al., 2012). 

Para S. guianensis, no Brasil, somente duas avaliações genéticas foram 

realizadas: Cunha et al. (2010), através de marcadores mitocondriais identificaram 6 

unidades de manejo para a costa brasileira entre os estados do Pará, Ceará, Rio 

Grande do Norte, Bahia, Espírito Santo e na área Sudeste-sul (Rio de Janeiro, São 

Paulo, Paraná e Santa Catarina); e Hollatz et al. (2011), que avaliaram as populações 

das Baías de Sepetiba e Paraty e não encontraram diferenças significantes para os 

indivíduos destas regiões. Na região norte da América Sul e Caribe, Caballero et al. 

(2007), propuseram duas unidades significativas, uma para a área de Colômbia e 

Venezuela e outra para a Guiana, Suriname e Guiana Francesa. 

Para outras espécies em outras regiões, mais investigações foram realizadas, 

como o estudo de estrutura genética populacional realizado em populações oceânicas 

e costeiras de T. truncatus, juntamente a dados morfológicos, no qual, Segura et al. 

(2006) chegaram à conclusão de que na Califórnia existem diferenças nestas 

populações, talvez devido ao isolamento recente ou ao fluxo genético, sendo esta uma 

importante informação para apoiar medidas de decisão de gestão e conservação, uma 

vez que a procura por esta espécie protegida está crescendo nos mercados 

mexicanos.  

Natoli et al. (2007) realizaram um estudo sobre o impacto das redes de captura 

de tubarões na África do Sul na população costeira e oceânica de T. aduncos. Neste 

estudo, foram utilizados marcadores mitocondriais e nucleares. Os autores concluíram 

que, considerando as elevadas taxas de captura acidental nestas redes, juntamente 

com o baixo nível de diversidade genética e com as evidências de possível 

diferenciação genética entre populações costeiras, seria aconselhável retirar as redes 

de capturas de tubarões.  

Chen et al. (2010), com objetivo de auxiliar na conservação e manejo do boto 

Neophocaeca phocaenoides da região do Indo-Pacífico, na China, analisou, através 

de dez loci microssatélites, a estrutura genética em três regiões (Rio Yangtze, Mar 

Amarelo e Mar Meridional da China), sugerindo que os botos habitantes destas águas 

poderiam ser tratados como unidades distintas, importante para o manejo e 

implementação de programas de conservação.  
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Espera-se que espécies marinhas altamente móveis em áreas sem claras 

barreiras geográficas assumam baixos níveis de diferenciação genética. No entanto, 

a variação em pequena escala no habitat pode levar a variação de recursos e 

estimular a diferenciação local por divergência adaptativa (ANSMANN et al., 2012). 

Estudos recentes mostraram que algumas espécies altamente móveis, com 

distribuições contínuas de habitat, podem exibir uma estrutura populacional 

significativas (VIRICEL et al., 2014). 

Ansmann et al. (2012) mencionaram que, apesar da alta capacidade de 

movimentação a longa distância e padrões de variação não constantes, encontraram 

estruturação genética distinta na Baía de Moreton, Austrália, entre T. truncatus 

costeiros em uma área geográfica relativamente pequena e sem barreiras ambientais 

claras à dispersão. Os resultados demonstraram o uso diferencial de habitat e 

indicaram um padrão nomeado de “isolamento por distância ambiental”, sendo que o 

uso preferencial de habitat parece ter sido determinado artificialmente pelos tipos de 

atividade pesqueira, levando a uma divisão em comunidades sociais, que nunca foram 

observadas em interação. Esses impactos humanos mostraram ter uma gama de 

efeitos sobre a composição de grupos sociais (RUTLEDGE et al., 2010) e sobre o 

comportamento social (STERCK, 1998) de uma variedade de espécies. Ansmann et 

al. (2012) concluiu que a estruturação social e genética dentro e entre grupos 

simpátricos de T. truncatus é impulsionada por uma variedade complexa de fatores 

inter-relacionados que podem incluir variação de habitat local, disponibilidade de 

recursos, uso diferencial de nicho, aprendizagem social e distúrbios antropogênicos. 

Outros estudos em grandes escalas geográficas com populações de diferentes 

regiões foram realizados (ROSEL et al., 2009; ANSMANN et al., 2012), com a 

utilização de marcadores microssatélites, que aumentou consideravelmente o 

potencial de compreensão da estrutura da população em grandes e pequenas escalas 

geográficas (CHEN et al., 2010). 

No Chile, Perez-Alvarez et al. (2015) identificaram duas populações de 

golfinhos chilenos, altamente diferenciadas entre a região norte e a região sul, onde 

aparentemente não há barreiras geográficas nos seus mais de 6000 km de litoral, 

sendo proposto que a diferenciação encontrada pode ser reflexo de distintas 

adaptações ecológicas, como o habitat e uso de recursos.  
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Hartl & Clark (2010) citam que as variações na genética populacional podem 

sofrer interferências de fatores que delineiam estruturações, como a deriva genética, 

o fluxo gênico, a mutação e a seleção. Afirmam também que quanto maior for a deriva, 

as mutações e a seleção, maior será a estruturação genética. E quanto mais 

acentuado for o fluxo gênico, menor a probabilidade de estruturação populacional.  

Muitos autores que identificaram estrutura genética em populações de 

cetáceos associaram a diferenciação a diversos fatores, como disponibilidade de 

recursos ou habitats em pequenas distâncias geográficas (MÖLLER et al., 2007; 

MENDEZ et al., 2010), a características oceanográficas como correntes, salinidade 

ou temperatura (NATOLI et al., 2005; BILGMANN et al., 2007; MENDEZ et al., 2010 e 

MÖLLER et al., 2011), o comportamento social (STORZ, 1999), entre outros. 

 O acompanhamento da diversidade genética é tão crucial para a preservação 

das espécies que a IUCN considera uma das prioridades globais para a conservação, 

devido aos processos ambientais contínuos e a diversidade estar associada a 

perpetuação de uma espécie (IUCN, 2012). 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. ÁREA DE ESTUDO  

 

 

O estado do Espírito Santo localiza-se no sudeste do Brasil, sendo todo seu 

limite leste banhado pelo Oceano Atlântico, dispondo de uma costa com 

aproximadamente 436 km de extensão. A área de abrangência do estudo 

compreendeu toda a extensão do estado, com limite norte no município de Conceição 

da Barra (18°35′34″S 39°43′55″W) até o extremo sul em Presidente Kennedy 

(21°05′56″S 41°02′48″W). Os locais e regiões de coleta dos espécimes estão 

indicados no mapa (Figura 3) (Apêndice 1). 

 

 

Figura 3. Área de estudo e pontos de coleta (em vermelho) dos espécimes de Sotalia 
guianensis no litoral do estado do Espírito Santo. Linha tracejada representando a 
divisão entre região norte e sul. 
 

https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?pagename=Concei%C3%A7%C3%A3o_da_Barra&params=18_35_34_S_39_43_55_W_region:BR_type:city%2827029%29
https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?pagename=Presidente_Kennedy%2C_Esp%C3%ADrito_Santo&params=21_05_56_S_41_02_48_W_region:BR_type:city%2811221%29
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5.2. COLETA DE MATERIAL 

 

 

 Foram coletados 90 exemplares de S. guianensis provenientes de encalhes no 

litoral do estado do Espírito Santo, durante o período de 2004 a 2014. As coletas dos 

espécimes foram realizadas pelo Instituto Organização e Consciência Ambiental - 

ORCA, com bases nos municípios de Guarapari e Vila Velha, ES.  

 Os animais encalhados nas praias eram transportados para a sede do Instituto 

ORCA, onde se realizavam as necropsias e coletas de fragmentos de tecido muscular 

para as análises moleculares. Os fragmentos foram congelados ou acondicionados 

em tubos com etanol 70% e armazenados a -20 °C.  

 

 

5.3. ANÁLISES GENÉTICAS 

 

5.3.1. Escolha dos Marcadores 

 

 

Realizou-se uma busca na literatura de primers microssatélites desenvolvidos 

e testados em cetáceos, com foco nos delfinídeos. Os marcadores foram avaliados 

de acordo com os parâmetros heterozigose, número de alelos, tamanho em pares de 

base, amplificação positiva pela ferramenta online In-Silico PCR (University of 

California Santa Cruz - KENT et al., 2002) e Primer-BLAST (National Center for 

Biotechnology Information – NCBI - YE et al., 2012).  

Foram escolhidos 14 marcadores microssatélites (Tabela 1). Destes, somente 

cinco foram desenhados sob o genoma de S. guianensis (CUNHA & WATTS, 2007). 

Dos outros nove marcadores heterólogos, cinco não haviam sido testados 

anteriormente em S. guianensis (ROSEL et al., 2005), sendo amplificados pela 

primeira vez neste estudo. 

Para a sexagem dos espécimes foram escolhidos os genes ZFY/ZFX e SRY 

(Tabela 1), presentes nos cromossomos sexuais. SRY oriundo de Richard et al. 

(1994). Para o desenho dos primers de ZFY/ZFX foram utilizados os programas livres 

e online: OligoPerfect™ Designer da Invitrogen™ e o OligoCalc - Oligonucleotide 
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Properties Calculator. O ZFY/ZFX foi validado em outras espécies (Apêndice 2), por 

meio da ferramenta In-Silico PCR. 
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 Tabela 1. Identificação e caracterização dos loci microssatélites. 

 
a Conforme relatado na literatura. 

b Tamanho do amplimer a partir do banco de dados de sequências nucleotídicas. 

c A partir das sequências indicadas na coluna PCR In-Silico. 

            

Locus Referência Faixa de amplimer (pb) a Repetição a PCR In-Silico  (pb) b Número de repetições - NCBI c Sequência primer - Foward Sequência primer - Reverse

Sota-01 Sgui-005 Cunha & Watts (2007) 131-139 [GT]19 135 17 AGCACAATCACAACGAAGACC TTGCCTCAGTTCAGGAAGCC

Sota-02 Sgui-006 Cunha & Watts (2007) 210-215 [GT]21 207 21 CTATGATGGACGGTTGAAGG TCTCTTGGTCATTGCCTTCC

Sota-03 Sgui-011 Cunha & Watts (2007) 398-446 [GT]26 409 24 ACAGAGAAGCAAGTGGGAAACC TTCCCCGCCACTAAGATTCC

Sota-04 Sgui-017 Cunha & Watts (2007) 150-166 [CA]22 154 22 GTGGTGGAGTAGAGGATAGG ACATTGGGCTTCAACGCACG

Sota-05 Sgui-018 Cunha & Watts (2007) 234-252 [GT]29 246 29 CTGGAAAAAGAGTAGTTGGC GTGCAAGACCTCAAAATCC

Sota-06 Ig10A1 Gravena et al.  (2009) 239-265 ([CT]11CC[CT]12) 244 ([CT]11CC[CT]12) GGGCGAGAAAAGGGTCAA GGGTCCCCGTACTATCCTTT

Sota-07 Ig8H1 Gravena et al.  (2009) 295-307 ([CT]6[GT]20[GA]18CA[GA]3CA[GA]2CA[GA]5) 197 ([CT]6[GT]20[GA]18CA[GA]3CA[GA]2CA[GA]5) TGGTTGCTGCTTTTACTGTGA CAGATACTGTGAAGGGAATGA

Sota-08 GATA98 Hollatz et al.  (2011) 92-134 [GATA]n 89 11 TGTACCCTGGATGGATAGATT TCACCTTATTTTGTCTGTCTG

Sota-09 Ttru AAT44 Caldwell et al.  (2002) 92 [AAT]n 89 10 CCTGCTCTTCATCCCTCACTAA CGAAGCACCAAACAAGTCATAGA

Sota-10 Ttr11 Rosel et al.  (2005) 193-223 [CA]21 212 23 CTTTCAACCTGGCCTTTCTG GTTTGGCCACTACAAGGGAGTGAA

Sota-11 Ttr19 Rosel et al.  (2005) 171-213 [CA]17 185 16 TGGGTGGACCTCATCAAATC GTTTAAGGGCTGTAAGAGG

Sota-12 Ttr63 Rosel et al.  (2005) 83-151 [CA]34 132 34 CAGCTTACAGCCAAATGAGAG GTTTCTCCATGGCTGAGTCATCA

Sota-13 TtrFF6 Rosel et al.  (2005) 155 –159 [CA]20 154 20 AAGTAAGTGCTCCTTTGACTGG GTTTGGCAGAGAGATATTAGGACAG

Sota-14 TtrRC11 Rosel et al.  (2005) 145-151 [CT]16 148 16 CACTTATACCTCTGGAATC ACATAGACTGGATTTGTCC

SRY - Richard et al. (1994) 154 não aplicável 154 não aplicável TGTGGTCTCGTGATCAAAGG TGCATGGCTCGTAGTCTCTG

ZFY/ZFX - Este estudo 220/223 não aplicável 225 não aplicável CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG TTGGCATCTATGACTGCTTCA
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5.3.2. Extração de DNA  

  

 

A etapa de extração de DNA genômico foi realizada no Laboratório de Genética 

da Conservação da Universidade Federal do Espírito Santo, campus São Mateus, em 

parceria com a professora Ana Paula Cazerta Farro.  

Para a extração foi utilizado um protocolo de extração salina (BRUFORD et al., 

1992). 

 Um pequeno pedaço de tecido muscular de aproximadamente 3 mm³ foi 

picotado e colocado em microtubo de 1,5 ml com solução de lise: 410 µL de tampão 

de extração (0,5mL de Tris 1M, 1,0mL de NaCl 5M, 1,0mL de EDTA 0,5M e 47,5mL 

de ddH2O), 80 µL de SDS 10% e 10 µL de proteinase K. Esta solução foi deixada no 

banho seco a 55 °C durante a noite toda para digestão, totalizando uma média de 14 

horas. Passado este tempo de digestão, a solução foi centrifugada a 13000 rpm por 5 

minutos na centrífuga Hettich MIKRO 120, e o sobrenadante transferido para um novo 

tubo de 1,5 ml, no qual foram adicionados 180 µL de NaCl (5M). A solução foi invertida 

50 vezes para homogeneização e centrifugada novamente a 13000 rpm por 5 minutos. 

Depois disso, o sobrenadante transferido para um tubo de 1,5 ml contendo 1 mL de 

isopropanol gelado. A solução foi homogeneizada e centrifugada a 13000 rpm por 7 

minutos. Em seguida, descartou-se o sobrenadante. Foi adicionado 250 µL de etanol 

80% e a solução invertida por 50 vezes. Em seguida, centrifugou-se na mesma 

condição anterior. O sobrenadante foi descartado novamente, adicionado 250 µL de 

etanol 80% e a solução invertida e centrifugada na mesma condição anterior. Depois 

disso, o sobrenadante foi descartado. Todo o álcool foi removido colocando os tubos 

invertidos em um pedaço de papel e em seguida no banho seco a 55°C por 

aproximadamente 10 minutos. Por fim, o DNA foi ressuspendido com a adição de 50 

µL de ddH2O e armazenado a -20 °C. 

O DNA extraído foi submetido à quantificação utilizando os aparelhos de 

espectrofotometria Nanodrop - ND200, Uniscience e NanoDrop 2000c™ - (Thermo 

Scientific, Wilmington, DE, USA). 
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5.3.3. Reação de QF-PCR  

 

 

 A reação quantitativa fluorescente em cadeia de polimerase (QF-PCR) foi 

realizada no aparelho termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA).  

Para a multiplexação dos marcadores, foram realizados testes de amplificação, 

observando o tamanho dos fragmentos e as fluorescências, para que durante a 

análise os picos amplificados não se sobrepusessem. Os marcadores que 

amplificaram em conjunto foram balanceados variando as concentrações de cada 

primer do multiplex, objetivando a melhor leitura dos genótipos (Tabela 2). 

 A concentração de DNA utilizada na amplificação variou por amostra, sendo 

que a alíquota de aproximadamente 20 ng de DNA foi tipicamente determinada como 

padrão. Quando os resultados da amplificação não eram satisfatórios, uma 

concentração maior era utilizada, variando até 100 ng. Foi realizado um teste de curva 

de concentração de DNA e qualidade da amplificação, observando que a 

concentração de DNA > 100 ng não variava significativamente os resultados da 

amplificação. 

 As reações foram realizadas com os seguintes reagentes: 5 μL de Tampão de 

reação (0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCl, 50mM KCl, 2mM de MgCl2), 

completando com H2O para o volume final de 5,0 μL), 0,5 U de Taq polimerase, 2,0 

μL de DNA genômico (aproximadamente 20ng de DNA), primer (volume variável, 

Tabela 2), e água ultrapura completando o volume final em 12,5 μL.  

  As condições de amplificação da PCR foram: 11 minutos a 95°C para ativação 

da enzima Taq polimerase, 1 minuto a 95°C para separar a fita, 1 minuto na 

temperatura ideal de anelamento, variável por marcador, 1 minuto a 72°C, com 

extensão final a 60°C por 60 minutos. As temperaturas de anelamento foram testadas 

para melhor análise e diminuição de amplificações inespecíficas. As combinações dos 

marcadores, quantidade de primers, fluorescência, temperatura de anelamento e 

número de ciclos estão dispostos na Tabela 2, com os resultados da multiplexação. 
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Tabela 2. Marcadores multiplexados e uniplex, quantidades de primers, fluorescência, 
temperatura de anelamento, fluorescência e número de ciclos da PCR. 

 Primer Concentração (µM) Fluorescência Temp. anelamento °C Ciclos 

Multiplex 1 

Sota-01 0,48 NED 

58 30 

Sota-02 0,8 FAM 

Sota-04 0,48 FAM 

Sota-05 0,8 PET 

Sota-09 0,16 VIC 

Sota-10 0,8 NED 

Sota-11 0,8 PET 

Sota-12 0,80 PET 

Multiplex 2 

Sota-06 2,4 VIC 

58 36 
Sota-07 1,6 NED 

Sota-13 1,6 VIC 

Sota-14 2,4 PET 

Biplex 
SRY 1,6 PET 

59 30 
ZFY/ZFX 1,6 FAM 

Uniplex Sota-03 0,8 FAM 58 30 

Uniplex Sota-08 0,8 FAM 58 30 

 

 

5.3.4. Eletroforese capilar   

 

 

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese capilar de alta 

performance no sequenciador automático ABI 310 (Applied Biosystems), utilizando o 

polímero POP 4 (4% de acrilamida), calibrada com a Matrix Standard Set DS-33 

(Applied Biosystems). Em tubos de 500 µL foram adicionadas alíquotas de 0,55 µL do 

produto de amplificação da PCR de cada amostra, 9,0 µL de formamida Hi-

Di™Formamide e 0,1 µL do peso molecular GeneScan™ 500LIZ® Size Standard, 

marcado com fluoróforo LIZTM (fluorescência laranja). Os perfis alélicos foram 

analisados na plataforma GeneMapper ID v3.2 (Applied Biosystems).  
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5.3.5. Sequenciamento Sanger 

 

 

Foram escolhidos 4 loci para o sequenciamento, não testados previamente na 

espécie S. guianensis. Sota-10, Sota-11, Sota-12 e Sota-13. Os loci foram 

amplificados em uniplex, com primers foward e reverse não marcados com 

fluorescência. As condições da PCR foram as mesmas utilizadas na genotipagem de 

cada locus. Os marcadores Sota-10 e Sota-13 foram sequenciadas em ambas as fitas, 

e Sota-11 e Sota-12 somente a fita foward foi sequenciada.   

 Os produtos da PCR foram purificados com EXOSAP-IT (Affymetrix) e 

encaminhados para a empresa Helixxaa (http://www.helixxa.com.br/pesquisa.php), 

que realizou o sequenciamento. A empresa realizou o sequenciamento Sanger, 

seguindo protocolo próprio. O resultado foi enviado em arquivo ABIF e analisado no 

programa UGene. 

 

 

5.4. ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

 

Os índices descritores populacionais e de diversidade genética, como o número 

de alelos por locus (Na), frequência mínima e máxima, heterozigose observada (HO), 

heterozigose esperada (HE), conteúdo de informação polimórfica (PIC), poder de 

discriminação (PD), foram calculados pelo programa Power Stat v.12, extensão do 

Excel (TEREBA, 1999). 

Testes para desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) (teste exato de 

Fisher 30.000 iterações e correção Holm-Sidak) e desequilíbrio de ligação global 

foram calculados através do software DGA 1.0 (LEWIS & ZAYKIN, 2001). A frequência 

e a intensidade do desequilíbrio interalélico foram determinadas com o MIDAS v.1 

(Multiallelic Interallelic Disequilibrium Analysis Software) (GAUNT et al., 2006), que 

estimou-se a força dos desequilíbrios interalélicos, com correção de Yates (teste qui 

quadrado), restringindo a análise para valores de p <0,05, de acordo com a 

metodologia descrita em Machado et al. (2011) e fórmulas de Zapata et al. (2001). 
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Os genótipos dos indivíduos foram comparados a fim de se verificar a presença 

de reamostragem com o programa CERVUS v. 3.1 (KALINOWSKI et al., 2007). 

Nas análises da estruturação populacional foram utilizados os índices F de 

Wright, Bootstrapping para FST (30.000 repetições aleatórias e intervalo de confiança 

de 95%, assumindo EHW) e alelos privados, calculados com o software DGA (LEWIS 

& ZAYKIN, 2001). A análise de cluster bayesiana estimou o número mais provável de 

clusters (K) pelo programa Structure (EARL & VONHOLDT, 2012), o modelo foi 

executado com o número provável de clusters (K) ajustados para valores de 1 a 10, 

com 50 repetições, usando um período de burn-in de 100.000 iterações seguido de 

500.000 iterações de Monte Carlo (MCMC) de cadeia de Markov, que gerou um gráfico 

de estruturação. A distância Nei foi calculada pelo software GeneAlex 6.5, extensão 

do excel (PEAKALL, & SMOUSE, 2006) utilizando a matriz de distância para entrada 

no programa MEGA V7.0.14 (TAMURA et al., 2011), gerando um dendograma pelo 

método de agrupamento de pares com média aritmética não ponderada (UPGMA).  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

6.1. AMPLIFICAÇÃO DOS MARCADORES 

 

 

Todos os primers funcionaram para S. guianensis e apresentaram uma média 

de sucesso de amplificação de 70,6%. O número amostral variou por marcador, sendo 

o Sota-06 o locus de menor número amostral, com 44 indivíduos e Sota-04 o maior 

com 79 indivíduos, totalizando 90 espécimes. 

Admitiu-se que a quantidade de DNA insuficiente em algumas amostras foi 

possivelmente o motivo da não amplificação de um ou outro marcador, principalmente 

para aqueles marcadores multiplexados; efeito do alto nível de decomposição das 

carcaças utilizadas ou mal acondicionamento das amostras mais antigas da coleção, 

dificultando assim a obtenção de um DNA em quantidades e qualidade significativa, 

além de muito variáveis, para todos os marcadores através da metodologia de 

extração salina de DNA genômico.  

Outros métodos, como kits de extração de DNA comerciais para amostras 

degradadas ou fenol-clorofórmio, podem ser um diferencial na obtenção de DNA 

genômico de melhor qualidade para as análises. Budowle & Brown (2001) 

confirmaram que a extração por fenol-clorofórmio, considerado um método tradicional, 

garante uma purificação superior a outros embora seja considerado trabalhoso e 

demorado, o que requer maior técnica em seu desenvolvimento. 

Em diversos estudos é possível observar uma diferença no número amostral 

total e o número de indivíduos genotipados para cada marcador, inclusive nos autores 

com primeres utilizados neste trabalho, como Rosel et al. (2005), Gravena et al. (2009) 

e Hollatz et al. (2011). Diferentes metodologias de extração de DNA genômico, 

condições da PCR, características dos marcadores, conservação do DNA, entre 

outros fatores, podem resultar em variações nas amostras amplificadas por locus.   

Primers são inicialmente desenvolvidos para específicas espécies, com 

objetivo de estudos direcionados. Contudo, os mesmos podem ser utilizados em 

outras espécies. A amplificação bem sucedida em espécies cruzadas de cetáceos 

fornece evidências de sequências de DNA conservadas nas regiões flanqueadoras 

dos microssatélites (VALSECCHI & AMOS, 1996). Caldwell et al. (2002) 
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desenvolveram oito loci polimórficos de microssatélites de T. truncatus do noroeste do 

Atlântico. Estes mesmos primers foram utilizados com sucesso em Cephalorhynchus 

commersonii, Delphinus delphis, Delphinapterus leucas, Eschrictius robustus, 

Globicephala macrorhynchus, Lagenorhynchus obliquidens, Orcinus orca, Steno 

bredanensis e Stenella clymene. Buchanan et al. (2003) desenvolveram 15 

microssatélites de uma baleia Beluga (D. leucas), com o objetivo de estudar as 

populações canadenses. Todos os primeres foram polimórficos para beluga e 

testados também em outros espécimes, Monodon monoceros, Phocoenoides dalli, 

Phocoena phocoena, O. orca, L. albirostris, L. obliquidens, Orcaella brevirostris, G. 

melas, Pseudorca crassidens, Balaenoptera physalus, Megaptera novangliae, E. 

robustus, Balaena mysticetus, Physeter macrocephalus e Mesoplodon bidens. Com 

exceção da família Monodontidae, D. leucas e M. monoceros que amplificaram 100% 

dos loci, as outras espécies amplificaram em média 75% dos marcadores.  Coughlan 

et al. (2006) isolaram 13 loci de microssatélites a partir da espécie D. delphis, mais 

conhecido como golfinho comum. Todos os loci foram testados em outras espécies, 

Stenella coeruleoalba, P. phocoena, L. acutus e T. truncatus, mostrando polimorfismo 

na maioria das combinações. Mirimin et al. (2006) isolaram cinco microssatélites 

tetranucleotídeo para S. coeruleoalba e testaram em outras espécies, amplificando 

com sucesso em L. acutus, T. truncatus e P. phocoena. Frasier et al. (2006) 

desenvolveram uma biblioteca genômica para identificar microssatélites 

tetranucleotídeo de baleia Franca, Eubalaena glacialis, do Atlântico Norte. Dezesseis 

loci caracterizados foram polimórficos, sendo 12 para as baleias Francas do Atlântico 

Norte e 15 para as Francas do Atlântico Sul (Eubalaena australis). Posteriormente 

estes loci foram combinados com outros 21 para análises de populações destas 

espécies.  

Todos os testes de amplificação dos primeres heterólogos são realizados com 

objetivo de serem úteis em estudos de outras espécies de cetáceos (COUGHLAN et 

al., 2006). Presumindo que quanto mais próximas evolutivamente as espécies 

estejam, maior o número de marcadores microssatélites transferidos, devido à uma 

maior homologia dos genomas. Desta forma, a transferibilidade dos marcadores entre 

espécies pertencentes ao mesmo gênero geralmente é maior do que espécies de 

gêneros ou famílias diferentes (BARBARÁ et al., 2007).  
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6.2. MULTIPLEXAÇÃO DOS MARCADORES  

  

 

Com o objetivo de reduzir o número de genotipagens, os custos com reagentes 

e o tempo gasto nos experimentos, sistemas de genotipagem chamados de multiplex 

têm sido desenvolvidos (GUICHOUX et al., 2011). Este sistema que se baseia na 

amplificação ou detecção simultânea de vários loci em uma única reação de PCR ou 

corrida de eletroforese, possui como principais vantagens a redução no tempo de 

genotipagem de um grande número amostral, produção de dados precisos com a 

adição de marcadores controles, além da fácil aquisição, armazenamento, 

manipulação e exportação dos dados (BRONDANI et al., 2007).  

A partir do tamanho dos fragmentos disponibilizados na literatura e a 

combinação das cores dos fluorocromos foi realizada uma série de testes, 

combinando os marcadores, equilibrando as quantidades de primers e reagentes da 

PCR e a temperatura de anelamento. As composições permitiram que os fragmentos 

amplificados com os mesmos fluorocromos não se sobrepusessem, facilitando a 

leitura dos resultados, diminuindo o número de análises e os gastos com reagentes. 

Na tabela 2, sessão metodológica estão dispostos todos os marcadores utilizados, as 

multiplexações e também as reações uniplex, quantidades de primers, fluorescência 

utilizada para cada, temperaturas de anelamento e o número de ciclos da PCR.  

A multiplexação resultou em um octaplex (Figura 4), um tetraplex (Figura 5) e 

um biplex para a análise do sexo (Figura 6).  
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Figura 4. Eletroferograma perfil octaplex, com os marcadores microssatélites Sota-01, Sota-02, Sota-04, Sota-05, Sota-09, Sota-10, 
Sota-11 e Sota-12, da espécie Sotalia guianensis. Gerado na plataforma GeneMapper ID v3.2 Applied Biosystems.  
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Figura 5. Eletroferograma do perfil tetraplex, com os marcadores microssatélites Sota-06, Sota-07, Sota-13 e Sota-14, da espécie 
Sotalia guianensis. Gerado na plataforma GeneMapper ID v3.2 Applied Biosystems. 
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Figura 6. Eletroferograma do perfil biplex, da espécie Sotalia guianensis, com os marcadores para identificação de sexo, SRY e 
ZFY/ZFX. Gerado na plataforma GeneMapper ID v3.2 Applied Biosystems™. Perfil fêmea, com amplificação de pico único azul e 
perfil macho, com amplificação de dois picos azuis, confirmado pela amplificação do pico SRY vermelho, presente somente em 
machos. 
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Frasier et al. (2006) caracterizou 16 marcadores microssatélites 

tetranucleotídeos para as baleias do gênero Eubalaena, Eubalaena glacialis e 

Eubalaena australis. Para analisar a estrutura de populações das baleias do Atlântico 

Norte e Sul, somou-se aos 16 loci desenvolvidos outros 19 loci microssatélites, 

totalizando 35 loci para genotipagem. Com o objetivo de reduzir o tempo e o custo da 

genotipagem, desenvolveram a multiplexação dos 35 loci, que proporcionou um 

método definido como rápido, robusto e rentável. 

Os cuidados com a padronização dos multiplex devem seguir estratégias para 

minimizar erros, como a sobreposição de alelos e amplificações inespecíficas, desta 

forma o potencial de multiplexação aumenta, assegurando a diminuição de gastos 

com reagentes e o tempo para o preparo das reações (GUICHOUX et al., 2011). 

 

 

6.3. SEXAGEM 

 

 

Os marcadores ZFY/ZFX e SRY identificaram com sucesso os sexos dos 

espécimes (Tabela 3). O resultado foi de 69 machos e 21 fêmeas. Aproximadamente 

uma proporção de 3:1 de machos/fêmea. 
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Tabela 3. Sexo dos espécimes de Sotalia guianensis identificados através dos 
marcadores ZFY/ZFX e SRY. Macho: M e Fêmea: F.        

Amostras Sexo Amostras Sexo Amostras Sexo 

SOT.01 F SOT.31 F SOT.61 M 

SOT.02 F SOT.32 M SOT.62 M 

SOT.03 M SOT.33 M SOT.63 M 

SOT.04 M SOT.34 M SOT.64 M 

SOT.05 M SOT.35 M SOT.65 F 

SOT.06 M SOT.36 M SOT.66 F 

SOT.07 M SOT.37 M SOT.67 M 

SOT.08 M SOT.38 M SOT.68 F 

SOT.09 M SOT.39 M SOT.69 M 

SOT.10 M SOT.40 M SOT.70 M 

SOT.11 F SOT.41 M SOT.71 M 

SOT.12 M SOT.42 M SOT.72 M 

SOT.13 M SOT.43 M SOT.73 M 

SOT.14 M SOT.44 M SOT.74 M 

SOT.15 F SOT.45 M SOT.75 M 

SOT.16 M SOT.46 M SOT.76 M 

SOT.17 M SOT.47 F SOT.77 M 

SOT.18 M SOT.48 M SOT.78 F 

SOT.19 M SOT.49 F SOT.79 F 

SOT.20 M SOT.50 M SOT.80 F 

SOT.21 M SOT.51 M SOT.81 M 

SOT.22 M SOT.52 F SOT.82 M 

SOT.23 M SOT.53 M SOT.83 F 

SOT.24 F SOT.54 M SOT.84 M 

SOT.25 M SOT.55 M SOT.85 M 

SOT.26 M SOT.56 M SOT.86 M 

SOT.27 F SOT.57 M SOT.87 F 

SOT.28 F SOT.58 M SOT.88 M 

SOT.29 F SOT.59 M SOT.89 M 

SOT.30 M SOT.60 M SOT.90 F 
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A identificação do sexo de cetáceos sem uso de técnicas moleculares 

revelaram-se difíceis e pouco confiáveis. Além da dificuldade de reconhecimento no 

ambiente e a pouca ou ausência de dimorfismo sexual, muitos estudos recorrem as 

carcaças encalhadas em praias, que frequentemente são encontradas com níveis de 

decomposição avançados, sem a possibilidade de avaliação correta do sexo 

morfológico, até mesmo após serem necropsiados (JAYASANKAR et al., 2008). 

Improbabilidade de determinação morfológica do sexo é um obstáculo para o 

entendimento de importantes aspectos biológicos (IWC, 1991), populacionais, 

comportamentais, reprodutivos e demográficos, se tornando um parâmetro relevante 

para a conservação de gestão de várias espécies (HUGHES, 1998). 

Estudos com identificação genética de sexo, de baleias ou golfinhos 

encontraram, para a maioria, uma proporção sexual de 1:1 (VALSECCHI et al., 2002; 

PATENAUDE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2016). No entanto, em muitas populações 

o número de machos e fêmeas pode não ser igual, desviando da razão de 1:1. Esses 

desvios podem acelerar os efeitos da endogamia na taxa de extinção (MILLS & 

SMOUSE, 1994). Para S. guianensis, em estudos do litoral sergipano, baseados em 

encalhes, o número de machos era maior que o de fêmeas (HUBNER et al., 2007). 

Nesta pesquisa, observamos uma diferença significativa no desvio da 

proporção sexual, no qual, o número de machos é três vezes o número de fêmeas, o 

que indicamos como resultado da metodologia oportunista, com coleta de espécimes 

encontrados em praias. Ademais, sabe-se que em espécies sujeitas a ações 

antrópicas, como as atividades pesqueiras, a maioria dos indivíduos com acidentes 

em redes de pesca são jovens e machos (ARCHER et al., 2001), o que aumenta o 

nível de animais machos encontrados nas praias.  

Villesen et al. (2006) pontuaram critérios para definir um marcador molecular 

para sexo como perfeito: 1- amplificar os produtos em uma única etapa, afim de ser 

rápido e menos custoso; 2- evidenciar ao menos um locus que existe em ambos os 

sexos, proporcionando um controle; 3- amplificar produtos pequenos (100-300pb), 

favoráveis em DNA degradado e 4- amplificar em outras espécies. Dado os fatores e 

a disponibilidade online de sequências genômicas de diversos mamíferos e outros 

cetáceos, e da conservação do genoma entre eles, os marcadores ZFY/ZFX e SRY 

amplificados in-silico em outras espécies de cetáceos e primatas pode ser 

considerado um bom marcador sexual e útil em estudos populacionais. 
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Cunha & Solé-Cava (2007) informam que este tipo de sexagem é confiável e 

funciona na maioria das amostras degradadas sendo muito conveniente para Sotalia 

spp. e outros cetáceos, principalmente das regiões tropicais, pois as carcaças em 

decomposição são fontes consideráveis de material de estudo. Em vista disso, para a 

melhor compreensão populacional, a identificação de gênero através da análise de 

marcadores moleculares está se tornando uma poderosa ferramenta no estudo de 

populações de cetáceos (SHAW et al., 2003).  

 

 

6.4. DIVERSIDADE GENÉTICA  

 

 

Os parâmetros populacionais e diversidade genética, com o número amostral, 

número de alelos, frequência mínima, frequência máxima, valores de heterozigose 

observada (HO), heterozigose esperada (HE), conteúdo de informações polimórficas 

(PIC), poder de discriminação (PD), coeficiente de endogamia (F), valor de p para o 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW), e status de locus em equilíbrio ou desequilíbrio 

de Hardy-Weinberg está apresentado na Tabela 4.  Todos os genótipos estão 

disponíveis no Apêndice 3. 
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Tabela 4.  Parâmetros populacionais e diversidade genética dos loci microssatélites genotipados em Sotalia guianensis do litoral do 
Espírito Santo. 
 

Número amostral de S. guianensis por locus, número de alelos, frequência máxima e mínima de alelo, heterozigose esperada (HE) 
e observada (HO), conteúdo de informações polimórficas (PIC), poder de discriminação (PD), coeficiente de endogamia (F), valor de 
p do equilíbrio de Hardy-Weinberg calculado através do teste de Fisher, com correção de Holm-Sidak (a- descarte de dados perdidos 
e b- inferência de dados perdidos). 
 

 

 

Locus N. amostral N. alelos 
Frequência 

mínima 
Frequência 

máxima 
HE HO PIC PD F p-valor (a) p-valor (b) EHW 

Sota-01 70 5 0,02 0,46 0,677903 0,571429 0,62 0,80 0,130393 0,000000 0,002796 Não 

Sota-02 73 5 0,01 0,88 0,236939 0,260274 0,21 0,40 -0,095746 1,000000 1,000000 Sim 

Sota-03 66 10 0,01 0,42 0,764400 0,590909 0,73 0,90 0,229331 0,003025 0,007346 Não 

Sota-04 79 6 0,02 0,34 0,769562 0,564103 0,73 0,90 0,266406 0,051897 0,043479 Sim/Não 

Sota-05 50 10 0,01 0,35 0,792158 0,727273 0,74 0,91 0,082839 0,990217 0,999171 Sim 

Sota-06 44 3 0,13 0,57 0,573929 0,568182 0,49 0,73 0,002663 0,912681 0,995781 Sim 

Sota-07 47 4 0,03 0,68 0,496683 0,446809 0,45 0,69 0,105794 0,703339 0,982019 Sim 

Sota-08 69 6 0,01 0,36 0,743246 0,632353 0,69 0,88 0,145412 0,188190 0,573572 Sim 

Sota-09 77 4 0,02 0,56 0,592899 0,611765 0,51 0,75 -0,054148 0,998372 0,995044 Sim 

Sota-10 71 6 0,02 0,58 0,587873 0,571429 0,53 0,77 0,031098 0,936332 0,997558 Sim 

Sota-11 49 3 0,01 0,97 0,060383 0,061224 0,06 0,12 -0,005262 1,000000 1,000000 Sim 

Sota-12 77 9 0,01 0,29 0,814871 0,701299 0,78 0,93 0,139063 0,042355 0,042355 Não 

Sota-13 65 4 0,05 0,42 0,667263 0,553846 0,60 0,83 0,172606 0,829128 0,998953 Sim 

Sota-14 52 3 0,04 0,69 0,438200 0,461538 0,38 0,60 -0,090620 0,987996 0,999286 Sim 

Total/ Média 90 78/5,5   0,586879 0,524404   0,103410    
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Para os valores de PIC, Botstein et al. (1980) classificam marcadores com PIC 

superior a 0,5 como muito informativos. Logo, os marcadores escolhidos para este 

estudo foram em maioria considerados informativos, variando entre 0,06 a 0,78. Dos 

14 loci amplificados somente Sota-02 (0,21) e Sota-11 (0,06) foram considerados 

pouco informativos pelos valores do PIC, que apresentaram 5 e 3 alelos, 

respectivamente, e baixa heterozigose. O maior valor de PIC (0,78), correspondeu ao 

marcador Sota-12 que apresentou 9 alelos. O poder de discriminação variou entre 

0,12 a 0,93, sendo os menores valores para os locu Sota-02 e Sota-11, com 0,40 e 

0,12 respectivamente.  Para o coeficiente de endogamia verificou-se a média total de 

0,107, sendo o locus Sota-04 o de maior valor, com F=0,26. 

A heterozigose observada, variou de 0,06 (Sota-11) a 0,72 (Sota-05), com valor 

médio de 0,52, enquanto a heterozigose esperada variou de 0,06 (Sota-11) a 0,81 

(Sota-012), com valor médio de 0,58. O locus Sota-11, com menor valor de 

heterozigose observado e esperado, foi um dos que apresentou menor número de 

alelos (3), contrastando com os valores encontrados em Rosel et al. (2005) para T. 

truncatus, de 8 alelos e heterozigose esperada de 0,68 e observada de 0,63. 

Reiterando que este marcador amplificado pela primeira vez em S. guianensis e 

embora o uso de primeres heterólogos seja comum, mesmo que ao nível de família, 

é esperado que para uma espécie ou outra o marcador apresente maior ou menor 

nível de polimorfismo.  

Para todos os loci a heterozigose observada apresentou valores menores que o 

esperado, inclusive se comparado com as taxas descritas na literatura, sendo este um 

evento comum e observado na maioria dos estudos populacionais. Cunha & Watts 

(2007), através de 12 marcadores isolados no gênero Sotalia, encontrou heterozigose 

baixa variando entre 0,040 e 0,704 o observado e entre 0,093 e 0,818 o esperado, e 

a variação de dois e 14 alelos. Quando comparados os mesmo marcadores 

amplificados em S. guianensis nos diferentes estudos, observamos diferenças entre 

os valores de heterozigose. Neste estudo, para Sota-01, Sota-02, Sota-03, Sota-04 

Sota-05, encontramos os valores: 0,571, 0,260, 0,590, 0,564 e 0,727; em Cunha & 

Watts (2007) encontramos respectivamente para os mesmos marcadores os 

seguintes valores: 0,533, 0,444, 0,567, 0,704 e 0,704.  O déficit encontrado no Sota-

02 foi igualmente registrado em Cunha & Watts (2007), sendo mencionado o efeito 

Wahlund como possível explicação para a baixa de heterozigose, devido a 
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amostragem coletada em duas áreas distintas, Rio de Janeiro e Pará, consideradas 

no estudo de Cunha et al. (2010) como duas unidades de manejo distintas. Neste 

estudo, apesar de testarmos a estrutura da população em duas regiões, Norte e Sul 

do Espírito Santo, as áreas são consideradas próximas.  

Os mesmos 12 marcadores foram testados para S. fluviatilis, e embora 

pertençam ao mesmo gênero, 2 marcadores não amplificaram, 2 foram monomórficos 

e outro apresentou heterozigose observada baixa de 0,200 e apenas dois alelos. 

Citam inclusive que, apesar destes 4 que não funcionaram para S. fluviatilis, o número 

menor de alelos encontrados nos oito loci em comparação com S. guianensis foi 

possivelmente devido ao tamanho amostral limitado (CUNHA &  WATTS,  2007). 

Neste estudo, não atribuímos a baixa de heterozigose de alguns loci a presença de 

alelos nulos ou endogamia, pois os valores não foram considerados significativos para 

endogamia. Contudo, os outros efeitos, precisam ainda serem avaliados para a região, 

que carece de mais estudos. A deficiência de heterozigose já foi detectada em outros 

estudos de cetáceos (ROONEY et al., 1999; WALDICK et al., 1999; WALDICK et al., 

2002; ADAMS & ROSEL, 2006; COUGHLAN et al., 2006), não sendo considerada um 

evento raro, e geralmente explicada por uma das possíveis causas indicadas para os 

estudos populacionais com microssatélite: a existência de alelos nulos, 

acasalamentos preferenciais, efeito Wahlund, amostragem não randômica, seleção e 

endogamia (ADAMS & ROSEL, 2006) e baixa amostragem (CASTILHO et al., 2015). 

Para os loci Sota-06 e Sota-07, encontramos os valores de heterozigose 

observada de 0,568 e 0,446. Os mesmos loci, amplificados em S. guianensis 

apresentado por Gravena et al. (2009) obtiveram 0,750 e 1,000. Os valores de 

heterozigose para estes loci foram maiores nos indivíduos oriundos do estuário do Rio 

Amazonas, outra unidade de manejo considerada distinta do Espírito Santo. O estudo 

de Hollatz et al. (2011) analisou indivíduos da Baía de Sepetiba e de Paraty utilizando 

5 marcadores utilizados neste estudo. Os valores de heterozigose observada para 

estes marcadores nas 3 regiões avaliadas, Baía de entrada e Baía interna em 

Sepetiba e Baía de Paraty, foram respectivamente:  0,353, 0,409 e 0,615 para Sota-

03, 0,800, 0,696 e 0,308 para Sota-04, 0,500, 0,609 e 0,800 para Sota-05, 0,650, 

0,783 e 0,600 para Sota-08 e 0,550, 0,652 e 0,714 para Sota-09. Podemos observar 

que para todos os valores, a heterozigose dos botos do Espírito Santo se encontrou 

dentro da faixa encontrada para os indivíduos do Sudeste de Hollattz et al. (2011), e 
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que mesmo para os grupos de regiões muito próximas, como os indivíduos da baía 

de entrada e da baía interna de Sepetiba, considerados não estruturados 

geneticamente, existem variações na heterozigose. 

  Os valores de p descritos para o equilíbrio de Hardy-Weinberg através do teste 

de exato de Fisher, ajustados pelo fator Holm-Sidak (a- descarte de dados perdidos e 

b- inferência de dados perdidos), indicam a presença (sim) ou ausência (não) do 

equilíbrio por locus, sendo considerados em equilíbrio Hardy-Weinberg os valores > 

0,05 e em desequilíbrio os valores < 0,05. Somente três loci, Sota-01, Sota-03 e Sota-

12, sem inferência de dados, não apresentaram equilíbrio de Hardy-Weinberg e com 

inferência dos dados perdidos, os mesmos loci e também Sota-04. 

O teorema de Hardy-Weinberg presume que uma população tem tamanho 

infinito e que os indivíduos desta acasalam aleatoriamente. Quando se observam 

desvios nas proporções esperadas de equilíbrio, significa que alguma das 

pressuposições foi descumprida. As principais variações nas frequências alélicas nas 

populações podem ser resultados de processos contínuos, como mutações, 

migrações, seleção natural e deriva genética (FALCONER & MACKAY, 1997). 

Ademais, diversos eventos populacionais poderiam ser responsáveis por um 

desequilíbrio, como a endogamia, tamanho populacional pequeno e estável, fundação 

de uma população por poucos indivíduos seguido de rápido crescimento, a mistura 

entre populações com frequências de alelos distintas e até o pequeno tamanho 

amostral (CASTILHO et al., 2015).  

O polimorfismo dos microssatélites está relacionado com a natureza gênica, os 

tipos e números de repetições do locus, e se possuem interrupções entre as 

repetições (ELLEGREN, 2004). Neste estudo, os tamanhos dos amplicons obtidos e 

o número de alelos corresponderam aproximadamente, em maioria, com o tamanho 

esperado descrito na literatura. A média de alelos foi de 5,5, sendo os marcadores 

Sota-06, Sota-11 e Sota-14 com os menores valores de alelos (3), e os marcadores 

Sota-03 e Sota-05 com os maiores valores de alelos (10). Alguns apresentaram 

pequenas diferenças no tamanho do amplicon ou no número de alelos, no entanto, 

todos os marcadores já testados em S. guianensis são oriundos de populações de 

diferentes localidades e podem variar. Sota-01 foi o único marcador que apresentou o 

tamanho do amplicon e o número de alelos idêntico ao apresentado por Cunha e Watts 

(2007) para espécimes do Rio de Janeiro e Pará. Sota-06 e Sota-07 apresentaram os 
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tamanhos dos amplicons abaixo e fora da faixa de valores esperados. Além dos 

diferentes números de alelos, contudo, os valores apresentados por Gravena et al. 

(2009) contaram com a genotipagem de um número amostral pequeno, com 8 

indivíduos apenas, e de indivíduos do estuário do Rio Amazonas sendo um indicativo 

desta diferença no tamanho dos amplicons, visto que a região ainda é carente de 

estudos populacionais para a espécie e não temos disponíveis dados comparáveis. O 

marcador Sota-03, apesar de ter sido desenvolvido em S. guianensis apresentou um 

polimorfismo abaixo do esperado, com apenas 5 alelos, do total de 14 descritos em 

Cunha e Watts (2007) para as localidades Rio de Janeiro e Pará.  Os marcadores 

Sota-10, Sota-11, Sota-12 e Sota-13 e Sota-14 apresentaram o número de alelos 

abaixo do esperado, além disso, Sota-14 apresentou o tamanho do amplicon acima 

do esperado, sendo que estes foram desenvolvidos em T. truncatus e amplificados 

em S. guianensis pela primeira vez neste trabalho, não sendo possível uma 

comparação de resultados para este marcador.  

Observamos diferenças nos tamanhos de amplicons e diversidade alélica para 

este trabalho em comparação com outras espécies, corroborando Krützen (2001), que 

afirmou que os marcadores desenhados para outras espécies, conhecidos como 

heterólogos, quando transferidos de uma espécie para outra podem perder 

variabilidade. Estas diferenças podem ser encontradas na maioria de outros trabalhos 

que utilizam marcadores heterólogos. Ainda assim, todos os marcadores utilizados 

nesta pesquisa foram polimórficos em S. guianensis da costa do Espírito Santo (>3 

alelos por locus). Barbará et al. (2007) afirmaram que a transferibilidade dos primeres 

heterólogos é maior em espécies pertencentes ao mesmo gênero ou família, devido à 

proximidade evolutiva e homologia dos genomas. Todavia, S. guianensis ainda não 

teve seu genoma sequenciado, impossibilitando uma maior investigação sobre a 

homologia genômica entre gênero e família. Ademais, sabe-se que a diversidade 

alélica é dependente do tamanho amostral (GALOV et al., 2011) e que os tamanhos 

dos amplicons disponibilizados na literatura não especificam algumas informações 

convenientes a comparação entre espécies, regiões e populações, como o número de 

repetição para um alelo específico e quais os alelos específicos dentro da faixa de 

amplicon. A não disponibilização dessas informações e do genótipo completo nas 

pesquisas afeta o aprofundamento das investigações populacionais.  
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As diferenças genéticas de Sotalia spp. entre as regiões brasileiras relatadas 

em Cunha et al. (2010) com marcadores mitocondriais, revelam a existência de 

variações por áreas geográficas. Isto condiz com as variações obtidas nesta 

investigação sobre diversidade genética por meio dos microssatélites, quando 

comparados a amostragens de localidades distintas, além das variações encontradas 

por espécies. 

Torggler et al. (1995) afirmaram que a variação genética é a base da evolução, 

com a seleção natural incidindo sobre diversos parâmetros populacionais e causando 

a variação entre as populações e entre espécies. Desta forma, com maiores 

variabilidades, maiores chances da perpetuação das espécies (YEEH et al., 1996). 

 

 

6.5. FREQUÊNCIAS ALÉLICAS 

 

 

O alelo mais frequente encontrado para a população do Espírito Santo foi o 

alelo 186 do locus Sota-11, com 97%, e um total de 3 alelos, seguido dos alelos, 208 

do locus Sota-02, com 87%, total de 5 alelos, alelo 64 do locus Sota-14, com 70% e 3 

alelos. Os menos frequentes foras os alelos 106 e 108 do locus Sota-08, o alelo 108 

do Sota-12, alelo 200 e 228 do locus Sota-2, alelo 206 do locus Sota-11, alelo 246 do 

Sota-05 e alelo 404 e 418 do locus Sota-03, todos com apenas 1% de frequência.  

As frequências alélicas totais obtidas por locus para S. guianensis estão 

dispostas na Tabela 5.  
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Tabela 5. Frequência alélica dos espécimes de Sotalia guianensis do litoral Espírito Santo, obtida através de 14 loci 
microssatélites.  

Alelo (pb) Sota-01 Sota-02 Sota-03 Sota-04 Sota-05 Sota-06 Sota-07 Sota-08 Sota-09 Sota-10 Sota-11 Sota-12 Sota-13  Sota-14 

88        0,2353 0,5412      

92        0,2500       

94         0,1118      

96        0,1397       

97         0,3235      

100        0,3529       

103         0,0235      

106        0,0074       

108        0,0147    0,0130   

112            0,2468   

120            0,0325   

126            0,0325   

128            0,0519   

130            0,0779   

131 0,2143              

132            0,2922   

133 0,0214              

134            0,1494   

135 0,0500              

136            0,1039   

137 0,2500              

139 0,4643              

150    0,3333         0,1615  

154    0,0192         0,0538  
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156    0,1859         0,3692  

158    0,1923         0,4154  

162              0,0288 

164    0,0449          0,7019 

166    0,2244          0,2692 

186           0,9694    

196           0,0204    

200  0,0068             

206  0,0822         0,0102    

208  0,8699             

210          0,0214     

212          0,0357     

214          0,5857     

216  0,0342        0,2571     

218          0,0357     

220          0,0643     

227      0,5682         

228  0,0068             

229      0,1250         

231      0,3068         

232     0,1136          

234     0,0227          

236     0,2576          

238     0,3258          

240     0,1515          

242     0,0152          

244     0,0227          

246     0,0076          
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248     0,0606          

252     0,0227          

280       0,6809        

284       0,1809        

286       0,0319        

288       0,1064        

404   0,0076            

408   0,1894            

412   0,4242            

418   0,0076            

424   0,0530            

426   0,0909            

428   0,0606            

430   0,0833            

432   0,0530            

436     0,0303                       
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Quando os espécimes do Espírito Santo foram divididos em duas possíveis 

populações, norte e sul, considerando um modelo heurístico baseado na 

localização/designação, observou-se a existência de 8 loci exibindo pelo menos 

um alelo privado, com frequências <0,07 (Tabela 6).  

 

Tabela 6. Frequência de alelos privados de Sotalia guianensis, obtidas através de 
marcadores microssatélites, considerando duas populações dentro do Espírito 
Santo, sul até o município de Serra e norte a partir de Aracruz. 

Locus Alelo Frequência População 

Sota-01 135 0,07 Sul 

Sota-02 200 0,01 Sul 

Sota-02 228 0,02 Norte 

Sota-03 418 0,01 Sul 

Sota-03 404 0,01 Sul 

Sota-05 246 0,01 Sul 

Sota-05 234 0,03 Sul 

Sota-05 252 0,03 Sul 

Sota-08 106 0,01 Sul 

Sota-08 108 0,02 Sul 

Sota-11 206 0,01 Sul 

Sota-12 108 0,01 Sul 

Sota-14 162 0,04 Sul 

 

 Na população norte foi encontrado apenas um alelo exclusivo, o alelo 228 

do locus Sota-02 que aparece na frequência de 2%. Na população sul, observamos 

12 alelos exclusivos, sendo o alelo 135 de Sota-01 com 7%, alelo 200 de Sota-02 

com 1%, alelo 418 e 404 de Sota-03 com 1%, alelo 246, 234 e 252 de Sota-05 com 

1%, 3% e 3% respectivamente, alelo 106 e 108 de Sota-08 com 1% e 2% 

respectivamente, alelo 206 de Sota-11 com 1%, alelo 108 de Sota-12 com 1% e 

alelo 162 de Sota-14 com 4%.  

Hollatz et al. (2011), avaliou as populações de S. guianensis da Baía de 

Sepetiba, região de entrada e interior, e a Baía de Paraty. Encontraram cinco alelos 

privados (dois para a região de entrada e seis no interior) na Baía de Sepetiba e 

seis para os indivíduos de Paraty e somando outras análises de estruturação não 

admitiram duas unidades genéticamente distintas. Natoli et al. (2004) analisaram 

nove diferentes populações de T. truncatus em sete regiões mundiais e 

encontraram alelos privados e diferenças significativas entre todas as populações.  
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 Szpiech & Rosenberg (2011) afirmaram que a frequência dos alelos 

privados de microssatélites, nos alelos de tamanhos maiores e menores de um 

locus (alelos extremos de um gráfico unimodal), aumentam em função da 

diferenciação genética entre populações. Gusson et al. (2006) cita que populações 

com alta densidade demográfica apresentam maiores níveis de diversidade 

genética, o que pode aumentar as chances de ocorrência de mutações e 

surgimento de novos alelos, sendo as variações nas frequências alélicas em 

diferentes regiões geográficas ocasionadas pelas diferenças de habitat e 

aleatoriamente, sem influência de outros fatores seletivos, causando um isolamento 

de unidades populacionais. 

O número de alelos privados e as frequências obtidas neste estudo foram 

baixas e pouco indicativas de uma distinção entre as áreas, considerando o número 

amostral desproporcional, com 62 indivíduos oriundos da região sul e 28 da Região 

Norte. 

 

 

6.6. SEQUENCIAMENTO SANGER 

 

 

Para identificar o número de repetições dos loci microssatélites, sem 

amplificação prévia em S. guianensis, foram sequenciados pelo menos um alelo 

para os loci Sota-10 a Sota-13. 

O locus Sota-10, alelo 216 pb correspondeu a [CA]24. O locus Sota-11, alelo 

186 pb correspondeu a [CA]16. O locus Sota-12, alelo 132 pb correspondeu a [GT] 

33. O locus Sota-13, alelo 158 pb correspondeu a [CA]20. 

 O resultado do sequenciamento pode ser observado nas figuras 8 (Sota-

10-F), 9 (Sota-10-R), 10 (Sota-11-F) e 11 (Sota-12-F). 

O número de repetições evidenciados no sequenciamento destes quatro 

loci em S. guianensis condisse com o número de repetições disponibilizada na 

literatura para outra espécie, o golfinho nariz de garrafa, T. truncatus. A faixa de 

amplicons disponibilizada na literatura não identificava exatamente qual o alelo 

possuía o número de repetições citadas, mas todos os loci sequenciados 

evidenciaram um número de repetições próximo ou igual. 
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Figura 7. Perfil do eletroferograma obtido do sequenciamento do locus microssatélite Sota-10- F, fita foward, da espécie Sotalia 
guianensis. Possível observar a repetição do dinucleotídeo CA. Analisado no sequenciador e verificado no programa Unipro-UGENE. 

 



62 
 

 
 

 

Figura 8. Perfil do Eletroferograma obtido do sequenciamento do locus microssatélite Sota-10-R, fita reverse, da espécie Sotalia 
guianensis. Possível observar a repetição do dinucleotídeo TG. Analisado no sequenciador e verificado no programa Unipro-UGENE. 
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Figura 9. Perfil do Eletroferograma obtido do sequenciamento do locus microssatélite Sota-11-F, fita foward, da espécie Sotalia 
guianensis. Possível observar a repetição do dinucleotídeo CA. Analisado no sequenciador e verificado no programa Unipro-UGENE. 
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Figura 10. Perfil do Eletroferograma obtido do sequenciamento do locus microssatélite Sota-12-F, fita reverse, da espécie Sotalia 
guianensis. Possível observar a repetição do dinucleotídeo GT. Analisado no sequenciador e verificado no programa Unipro-UGENE.  
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6.7. MAPEAMENTO CROMOSSÔMICO  

 

 

O genoma de S. guianensis ainda não foi sequenciado até o presente 

momento, dificultando a identificação de quaisquer outras informações sobre o 

genoma nuclear da espécie e mapeamento cromossômico, ficando a cargo das 

espécies próximas. A espécie mais estudada da família Delphinidae é o golfinho nariz 

de garrafa, T. truncatus que possui regiões do seu genoma sequenciado. Sabe-se que 

o número diploide de cromossomos é 42 + XX / 42 + XY (EROĞLU, 2015), no entanto, 

seu genoma ainda não foi montado a nível cromossômico.  

As forças interalélicas não aleatórias entre loci fisicamente ligados podem 

influenciar os parâmetros populacionais, por isso inferiu-se a posição física dos loci 

utilizados neste estudo, com a análise de sintenia entre T. truncatus (Baylor Ttru_1.4 

/ turTru2 - LINDBLAD-TOH et al., 2011) e a vaca (Bos taurus) (bosTau8 UMD 3.1.1 

cow – ELSIK et al., 2009), a espécie de mamífero terrestre mais próximo dos golfinhos 

com genoma sequenciado e montado (FOOTE et al., 2015). 

Foram descritas as porcentagem de bases e extensão encontradas para os 

loci amplificados in-silico no genoma de T. truncatus e convertidos para o genoma de 

B. taurus. Para alguns loci que não encontraram homologia suficiente entre as 

espécies a partir dos amplimers, ampliou-se a extensão em 10.000 pares de bases no 

início e no fim da sequência. A homologia variou de 100% (Sota-01 e Sota-11) a 41,5% 

(Sota-12) (Tabela 7). Treze loci foram mapeados com precisão, sendo cinco loci 

mapeados no cromossomo 5 e outros dois no cromossomo 2. Sota-07 apresentou 

homologia com sequências ainda não mapeadas. A partir destas conversões foi 

possível montar um mapa de sintenia, com a posição física dos loci utilizados neste 

trabalho sob os cromossomos de B. taurus (Figura 11). 
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Tabela 7. Homologia dos loci microssatélites  em Tursiops truncatus sob o genoma 
de Bos taurus, através da conversão de coordenadas. 

 

Marcador 
Posição física convertida 
na espécie Bos taurus 

Homologia do amplicon Homologia do amplicon extendido 

Sota-01 chr16:30635710-30715804 100,0% de bases, 100,0% de extensão 65,0% de bases, 98,8% de extensão 

Sota-02 chr5:78104781-78198979 insuficiente  33,5% de bases, 66,0% de extensão 

Sota-03 chr11:43546691-43547352 97,5% de bases, 98,6% de extensão 8,2% de bases, 8,4% de extensão 

Sota-04 chr2:136194161-136341975 90,3% de bases, 100,0% de extensão 89,4% de bases, 100,0% de extensão 

Sota-05 chr5:79902524-80199373 insuficiente  54,7% de bases, 93,8% de extensão 

Sota-06 chr5:22624296-22624467 74,1% de bases, 82,3% de extensão 83,3% de bases, 100,0% de extensão 

Sota-07 chrUn_AAFC03050822:4970-5249 56,4% de bases, 100,0% de extensão 41,2% de bases, 58,2% de extensão 

Sota-08 chr5:13663658-13811635 65,2% de bases, 100,0% de extensão 56,8% de bases, 96,3% de extensão 

Sota-09 chr13:79285338-79503653 insuficiente  46,9% de bases, 69,7% de extensão 

Sota-10 chr5:21514042-21601844 74,5% de bases, 100,0% de extensão 69,8% de bases, 100,0% de extensão 

Sota-11 chr3:63985450-64061499 100,0% de bases, 100,0% de extensão 80,3% de bases, 94,6% de extensão 

Sota-12 chr2:20420794-20492406  41,5% de bases, 41,5% de extensão 72,0% de bases, 100,0% de extensão 

Sota-13 chr8:33251566-33524350 77,4% de bases, 98,7% de extensão 52,4% de bases, 82,1% de extensão 

Sota-14 chr6:96243359-96273978 95,3% de bases, 100,0% de extensão 78,3% de bases, 98,2% de extensão 
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Figura 11. Mapa de sintenia para os loci microssatélites da espécie Tursiops truncatus sob o genoma de Bos taurus. O cromossomo 
D representa sequências não mapeadas para um cromossomo particular. 
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Os mapas genéticos e cromossômicos desenvolvidos a partir de modernas 

técnicas de ligação e mapeamento físico revelaram uma alta conservação do genoma 

de mamíferos, mesmo entre espécies que divergiram dezenas de milhões de anos 

atrás (WIENBERG et al., 1997). O delineamento de segmentos homólogos entre 

mamíferos pode auxiliar na determinação da ordem de genes dentro dessas regiões 

conservadas e por consequência ser útil no desenvolvimento de mapas genéticos 

comparativos. Além disso, é útil para analisar as mudanças que ocorreram na 

organização do genoma durante a evolução dos mamíferos e poderia ser usado para 

investigar as relações filogenéticas que existem entre estas ordens (BIELEC et al., 

1998). 

As espécies podem diferir com relação ao número e morfologia de seus 

cromossomos, devido aos blocos sintênicos estarem reunidos em diferentes 

combinações. Blocos que estão juntos em uma espécie podem também estar 

separados em diferentes cromossomos de outra (YANG et al., 1997). Para os 

cetáceos, o número diploide predominante de cromossomos é 2n=44 autossomos, 

admitindo que todos da família Delphinidae também possuem 2n= 44 autossomos, 

apesar de que nem todas as espécies foram avaliadas especificamente (EROĞLU, 

2015).  

Estudos citogenéticos antigos realizados em 37 espécies de cetáceos indicaram 

que a macroestrutura cromossômica desse grupo poderia ser considerada 

conservada (ÁRNASON, 1974). Solinas-Toldo et al. (1995) identificaram 36 blocos de 

sintenia conservada entre o homem e o golfinho, e 50 blocos para humanos e vacas. 

Bielec et al. (1998) avaliaram o grau de conservação e rearranjo cromossômico entre 

o homem e T. truncatus, no entanto, uma padronização não foi claramente 

estabelecida. Verificaram que os 22 autossomos humanos e o cromossomo X se 

mantiveram conservados em 36 segmentos cromossômicos do golfinho, 

representando quase todo o seu cariótipo, de 2n=44. Indicaram que 13 pares dos 

cromossomos do Tursiops (1,4,6,7,10,14,15,16,18,19, 20, 21 e X) foram identificados 

em um único cromossomo humano, 6 pares (2,3,5,8,12 e 17) em dois cromossomos 

e 2 (9 e 13) em três cromossomos. E apenas um par, (11), não foi identificado. A 

maioria das comparações genômicas foram realizadas com o humano, uma vez que 

blocos sintênicos conservados nos cromossomos humanos podem ser reconhecidos 
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em todas as espécies, além de ser a espécie mais estudada (FERGUSON-SMITH & 

TRIFONOV, 2007).   

Os padrões de hibridação observados nos golfinhos também são encontrados 

nos cromossomos de bovinos, suínos e felinos, sugerindo que esses podem estar 

presentes antes mesmo da divergência dos mamíferos placentários (WIENBERG et 

al., 1997). Homologia cromossômica foi estabelecida entre 4 pares de cromossomos 

de Inia geoffrensis e T. truncatus, evidenciando que alguns pares cromossômicos se 

mantiveram conservados entre a linhagem que originou I. geoffrensis, uma das mais 

antigas espécies fluviais e T. truncatus, uma das espécies de delfinídeos marinhos 

mais recentes (MCGOWEN et al., 2009). 

Foote et al. (2015) sequenciou e montou os genomas da orca, do peixe-boi e da 

morsa, além de aumentar a cobertura anterior do genoma de Tursiops ssp., utilizando 

novas plataformas de análise. Previu-se um conjunto de 16.878 genes hortólogos para 

o genoma dos quatro mamíferos marinhos e outros seis para humanos, alpacas, 

vacas, cachorros, elefantes e gambá. Após a análise, incluíram 14.883 hortólogos 

codificadores de proteínas para a orca, 10.597 para o golfinho, 15.396 para a morsa 

e 14.674 para o peixe-boi. 

Rosel et al. (2005), avaliando a utilidade dos seus marcadores microssatélites 

em cetáceos, aproveitou a montagem do genoma de B. taurus e da sequência 

completa do genoma humano, para determinar a localização de seus novos 

marcadores e determinaram os hortólogos em humanos e bovinos. Verificaram que 

os marcadores foram distribuídos entre vários cromossomos e em diferentes regiões 

(espaços intergênicos, introns e exons), indicando uma aleatória amostragem do 

genoma do golfinho (T. truncatus).  

 Podemos observar que a maioria dos estudos sobre hortologia e sintenia se 

baseavam em estudos cromossômicos que evidenciavam a hibridização. Atualmente, 

com as ferramentas moleculares online e muitos genomas sequenciados disponíveis, 

as avaliações acerca da sintenia se tornaram mais rápidas e simples, sendo possível 

ainda fazer inferências de sintenia, através da homologia entre espécies 

sequenciadas e não sequenciadas, do mesmo modo como realizamos neste estudo. 

Importante também para análises mais detalhadas sobre desequilíbrio de ligação e 

associações interalélicas. 
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6.8. DESEQUILÍBRIO GAMÉTICO E INTENSIDADE DAS ASSOCIAÇÕES 

INTERALÉLICAS 

 

 

Dentre os 14 loci microssatélites avaliados, existiam 91 combinações de pares 

de loci. Destes, somente 14 combinações exibiram desequilíbrio gamético global 

(Tabela 8).  Um número maior (13) de pares de loci em desequilíbrio global foram 

observados para a análise que considerou os dados perdidos (a). Quando os dados 

perdidos foram inferidos (b), um número menor (9) de pares em desequilíbrio foi 

observado. 

 

Tabela 8. Associações interloci em desequilíbrio gamético global significativos. 

 Desequilíbrio gamético global *  

Associação interloci p-value (a) GD p-value (b) GD 
Pares de 

cromossomos Sintenia 

Sota-01 / Sota-03 0,000000 + 0,000000 + 16/11 Não 

Sota-01 / Sota-04 0,048792 + 0,067846  16/2 Não 

Sota-01 / Sota-08 0,011111 + 0,091748  16/5 Não 

Sota-01 / Sota-12 0,013767 + 0,041140 + 16/2 Não 

Sota-01 / Sota-13 0,002834 + 0,903574  16/8 Não 

Sota-03 / Sota-04 0,000000 + 0,000000 + 11/2 Não 

Sota-03 / Sota-05 0,044359 + 0,097611  11/5 Não 

Sota-03 / Sota-08 0,044901 + 0,045984 + 11/5 Não 

Sota-03 / Sota-12 0,000000 + 0,005879 + 11/2 Não 

Sota-03 / Sota-13 0,000000 + 0,409614  11/8 Não 

Sota-04 / Sota-05 0,024303 + 0,011374 + 2/5 Não 

Sota-04 / Sota-08 0,000000 + 0,008663 + 2/5 Não 

Sota-04 / Sota-12 0,050712  0,000000 + 2/2 Sim 

Sota-08 / Sota-12 0,005679 + 0,016858 + 5/2 Não 

*Significância do desequilíbrio gamético observado (GD), com p < 0,05. Sendo a- 
descarte de dados perdidos e b- inferência de dados perdidos. Estimado por teste 
exato de Fisher.  

 

 

Baseado na análise de sintenia podemos identificar quais pares de loci em 

desequilíbrio gamético são sintênicos Nãos cromossomos de B. taurus. Dentre os 

pares de loci que exibiram desequilíbrio gamético global, identificou-se somente o par 

Sota-04 e Sota-12 que estavam sintênicos, quando os dados perdidos foram inferidos. 
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Os outros loci sintênicos no cromossomo 5 (Sota-02, Sota-05, Sota-06, Sota-08 e 

Sota-10) não mostraram nenhuma associação em desequilíbrio gamético. 

Para ampliar a avaliação de desequilíbrio gamético, investigou-se as 

associações e intensidades interalélicas não aleatórias, medindo os coeficientes D’ 

para evidenciar as forças de atração (D’+) e de repulsão (D’-), sendo os predicados 

verbais classificados em: desequilíbrio fraco, moderado e forte (Medina-Acosta, 2013) 

(Tabela 9). Foi possível observar um total de 15 associações interalélicas multialélicas 

não aleatórias significativas, sendo 12 associações de atração (D'+ variou de 0,78168 

a 0,35299192) e 3 associações de repulsão (D'- variou de -0,51726 a -1). Dentre as 

15 associações interalélicas, somente uma associação (Sota-05 alelo 238 / Sota-13 

alelo 158) exibiu os alelos mais frequentes para ambos os loci. Para todas os 15 pares 

de associações interalélicas significativas, somente duas exibiram desequilíbrio 

global, evidenciando que somente a análise de desequilíbrio global não é suficiente 

para avaliar todas as forças evolutivas em equilíbrio de loci ligados ou não ligados 

fisicamente. A necessidade de ampliação das avaliações de desequilíbrio gamético 

global é evidenciado em outros estudos com outros sistemas biológicos (MEDINA-

ACOSTA, 2010; MACHADO et al., 2012). Somente a associação Sota-02 / Sota-05, 

(alelos 208 e 232, respectivamente), dos cinco loci sintênicos no cromossomo 5 

exibiram desequilíbrio interalélico, sendo o alelo 208 do locus Sota-02 o alelo mais 

frequente, além de estarem bem próximos fisicamente, indicando possivelmente que 

o uso conjunto destes loci podem diminuir seu poder de discriminação (MEDINA-

ACOSTA & MACHADO, 2011).  Por outro lado, os loci (Sota-04 e Sota-12), sintênicos 

no cromossomo 2, não exibiram desequilíbrio gamético interalélico, sugerindo que 

estes loci podem segregar independentemente. 
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Tabela 9. Intensidade e significância dos desequilíbrios gaméticos interalélicos. 

 Significância do desequilíbrio 
global *  

    Intensity of sign-based disequilibrium 
** 

   

Associação interloci Valor-p (a) Valor-p (b) 
Pares de 

alelos 
Amostras D'(+) Chi-square r2 

Alelo mais 
frequente 

Sintênicos 

Sota-01 / Sota-03 0,000000 0,000000 135/436 52 0,72613 7,21452 0,34448 No Não Não 

Sota-03 / Sota-07 0,495746 0,710373 412/284 42 0,61940 4,07365 0,13951 Sim Não Não 

Sota-03 / Sota-12 0,000000 0,005879 426/134 59 0,47369 5,22822 0,14112 Não Não Não 

Sota-05 / Sota-12 0,258474 0,392709 248/134 58 0,78168 5,47780 0,17015 Não Não Não 

Sota-05 / Sota-13 0,895194 0,999531 232/156 54 0,56004 4,81929 0,13139 Não Não Não 

Sota-05 / Sota-13 0,895194 0,999531 238/158 54 0,56004 6,48749 0,14971 Sim Sim Não 

Sota-07 / Sota-12 0,965779 0,984843 284/134 43 0,40038 4,14850 0,14872 Não Não Não 

Sota-08 / Sota-09 0,725295 0,999841 88/97 65 0,35299 4,16850 0,08547 Não Não Não 

Sota-08 / Sota-09 0,725295 0,999841 96/94 65 0,35299 4,76249 0,11354 Não Não Não 

Sota-08 / Sota-14 0,913830 1,000000 88/166 48 0,37911 4,15593 0,12192 Não Não Não 

Sota-09 / Sota-10 0,999526 0,999708 94/218 69 0,75173 5,06237 0,15121 Não Não Não 

Sota-10 / Sota-12 0,854317 0,613087 218/128 62 0,55240 4,33081 0,18591 Não Não Não 

Associação interloci Valor-p (a) Valor-p (b) 
Pares de 

alelos 
Amostras D'(-) Chi-square r2 

Alelo mais 
frequente 

Sintênicos 

Sota-02 / Sota-05 0,988590 0,999997 208/232 63 -0,51726 8,52609 0,19736 Sim Não Sim 

Sota-03 / Sota-10 0,667554 0,840657 428/214 59 -100,000 4,06854 0,10986 Não Sim Não 

Sota-08 / Sota-14 0,913830 1,000000 88/164 48 -0,56052 8,67303 0,22870 Não Sim Não 

* Significância do desequilíbrio gamético, sendo a- descarte de dados perdidos e b- inferência de dados perdidos. Estimado por teste 
exato de Fisher.  
** Intensidade dos desequilíbrios gaméticos interalélicos, determinados por D’(+) e D’ (-). Valores de r2 para comparação.  
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 Slatkin (2008) descreveu o desequilíbrio de ligação como uma simples 

associação não aleatória de alelos em dois ou mais loci, e sua detecção não assegura 

uma ligação ou falta de equilíbrio. Inicialmente, as definições giravam em torno das 

frequências de gametas, permitindo o correto cenário de loci em diferentes 

cromossomos. Portanto, se um dos locus possui mais que dois alelos, somente a 

estatística de desequilíbrio global não seria suficiente para quantificar uma falta de 

equilíbrio. Assim sendo, os alelos em loci multialélicos não podem ser admitidos como 

um bloco homogêneo e além do desequilíbrio global, as análises de intensidade do 

desequilíbrio dependente de alelos específicos são muito necessários (ZAPATA et al., 

2001). Um outro aspecto importante é a aplicação de mapas de sintenia de loci 

microssatélites para análises de parentesco, assim como desenvolvido neste estudo.  

 Medina-Acosta (2013) indicou que as intensidades das associações podem ser 

determinadas pela estatística qui-quadrado com correção de Yates, valores de D, 

positivo e negativo, indicando frequências de associações mais elevadas ou menos 

elevadas que o esperado, e também r², como uma alternativa de avaliação 

dependente de frequências, todos com significância <0,05. Afirma também que a 

magnitude do desequilíbrio pode ser afetada pela frequência e força interloci, atuando 

como indicador de frequências aleatórias extremas, taxa de mutação do alelo, 

varredura seletiva, deriva genética, fluxo gênico, taxa de recombinação, adição e 

história demográfica das populações. Gupta et al. (2005) mencionaram que vários 

fatores podem influenciar o desequilíbrio de ligação, sendo alguns responsáveis 

inclusive pelo seu aumento, como pequenos tamanhos populacionais, subdivisão 

populacional, seleção natural, entre outros. E alguns outros fatores podem ser 

responsáveis pela diminuição do desequilíbrio, como o acasalamento aleatório, 

elevadas taxas de recombinação e mutação. Apesar de seu estudo ser oriundo de 

estudos com plantas, ainda assim podemos admitir que diversos fatores naturais 

podem alterar as taxas de desequilíbrio de frequências gaméticas em populações 

animais. 

  Zapata et al. (2001) avaliaram um desequilíbrio de ligação em humanos 

através de alguns marcadores. Seus estudos revelaram que o desequilíbrio se 

estende por regiões maiores do genoma humano do que se acreditava anteriormente. 

Em seus estudos também demonstraram que a distribuição do desequilíbrio entre loci 

não estão necessariamente ligados no mesmo cromossomo ou em regiões de altas 
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frequências de recombinação. Medina-Acosta (2013) confirmou por meio de estudos 

com mapeamento e associação de genomas humanos, com polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNP) e microssatélites, que a variância de D’, ou seja, a força de 

desequilíbrio, não pode ser explicada somente pelo comprimento físico entre loci. 

 Os eventos recombinatórios são representantes de um importante processo 

de evolução na determinação do equilíbrio ou desequilíbrio gamético. Recomenda-se 

para as análises de parentesco, composição de grupos e padrões de dispersão em 

cetáceos, avaliar as associações interalélicas em desequilíbrio significativo e as 

intensidades destas associações. 

 

 

6.9. ESTRUTURAÇÃO GENÉTICA POPULACIONAL 

 

 

Para as análises de estruturação, os espécimes foram divididos 

heuristicamente de acordo com a região de coleta, norte e sul, considerando como 

limite a coordenada geográfica at 20°03'18.8"S 40°11'26.8"W, entre os municípios de 

Serra e Aracruz. 

O teste de estruturação por agrupamento Bayesiana estimou o valor ótimo de 

K=2 (Figura 12A), de acordo a metodologia de Evanno et al. (2005), indicando uma 

possível estruturação em 2 grupos. No entanto, todos os genótipos foram agrupados 

em um único cluster, sem separação entre os indivíduos do norte e do sul (Figura 

12B). 
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Figura 12. Análise bayesiana de agrupamento utilizando o programa Structure. 
(A) Valores de Delta K para cada valor de K. O maior valor de Delta K corresponde ao 
K=2 ótimo. (B) Cluster de estrutura, sem divisão clara em agrupamentos.  

  
 
Maudet et al. (2002) afirmaram que o método de agrupamento bayesiano 

implementado em STRUCTURE tem sido comprovado como um instrumento 

poderoso nos casos em que a diferenciação genética é alta, testado nos estudos 

recentes de Perez-Alvarez et al. (2015), Allen et al. (2016) e Viricel et al. (2016). Perez-

Alvarez et al. (2015), analisaram a diversidade genética do golfinho chileno em toda 

sua distribuição e identificaram, por meio da bayesiana de agrupamentos, duas 

populações distintas, correspondentes a região norte e sul do Chile. Allen et al. (2016) 

avaliaram populações de Tursiops spp. costeiros e oceânicos do noroeste da Austrália 

e identificaram três diferentes populações costeiras. Viricel et al. (2016) investigaram 

a estrutura genética de golfinhos rotadores no sudeste do Oceano Índico, e 

identificaram estrutura significativa para as três regiões estudadas. Os estudos citados 

possuíam histórico de investigação para as regiões, com análises que suportavam 

diferenças populacionais, sejam por parâmetros morfológicos, comportamentais ou 

características distintas de ambientes, atestando através do agrupamento bayesiano, 

claras diferenciações genéticas e agrupamentos bem delineados. Diferente do 

observado nessas pesquisas, Hollatz et al. (2011), não identificou estruturação 

genética de S. guianensis nas Baías de Sepetiba e Paraty, através da análise 
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bayesiana, mas considerou dos índices FST e RST plausíveis na distinção entre as 

duas populações, julgando o desempenho do programa Structure, como altamente 

dependente do número de loci utilizados. 

A estatística F de Wright, FST = índice de fixação ou divergência genética entre 

populações, estimou FST= 0,009871, com limite inferior e superior de -0.000082 e 

0.026423, respectivamente, mensurados através do Bootstrapping, com 30.000 

repetições aleatórias, 95% de intervalo de confiança e assumindo EHW. 

Estimou-se as distâncias genéticas de Nei para observar possíveis 

agrupamentos por similaridades entre os indivíduos amostrados. A composição dos 

indivíduos obtida a partir da matriz de distâncias genéticas foram agrupadas pelo 

método UPGMA e dispostas em um dendograma (Figura 13).  É possível observar 

que do total dos 90 indivíduos analisados como duas populações, formaram-se dois 

grandes grupos. O agrupamento em azul, com 22% dos indivíduos, possui somente 

15% de amostras oriundas da região norte do estado. Já o agrupamento preto reuniu 

os outros 78% dos indivíduos, com 36% oriundos da região norte e 64% da região sul 

do estado. A análise evidenciou dois grupos, contudo, ambos agrupamentos incluíram 

indivíduos das regiões norte e sul do estado. 

 

  

 



77 
 

 
 

 

 

Figura 13. Dendograma de similaridade pela distância genética de Nei e agrupadas 
pelo método UPGMA para Sotalia guianensis do Espírito Santo, genotipadas por meio 
de 14 marcadores microssatélites e criada no programa MEGA. 
 

 

Considerando a faixa de valores para diferenciação genética entre as 

populações, proposta por Wrigth (1965), segundo a qual os valores entre 0 e 0,05 

indicam baixo nível de diferenciação genética, 0,05 e 0,25 indicam diferenciação 

genética moderada, e valores acima de 0,25 indicam grande diferenciação, o valor 
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estimado de FST para S. guianensis do norte e sul do Espírito Santo foi considerado 

baixo, indicando que os indivíduos não se estruturam.  

Para S. guianensis da Baía de Sepetiba e Baía de Paraty avaliadas por 

marcadores microssatélites, Hollatz et al. (2011) encontraram o valor de FST=0,040 

entre as regiões estudadas, admitiram uma estruturação significativa entre as regiões 

e sugeriram que os indivíduos das duas localidades poderiam não acasalar entre si. 

Contudo, Wrigth (1965) diverge por considerar esse valor como baixa estruturação, o 

que condiz com a falta de divisão populacional reportada pela análise bayesiana para 

a região e posteriormente com as análises mitocondriais de Cunha et al. (2010), que 

considera as S. guianensis do sudeste-sul (Rio de Janeiro a Santa Catarina) como 

uma única unidade populacional. No Chile, Perez-Alvarez et al. (2015) identificaram 

duas populações de golfinhos chilenos, norte e sul, onde obtiveram um valores de 

FST=0,15, considerado como alta estruturação pelos autores. Diferente dos Botos-

cinza, residentes nas Baías de Sepetiba e de Paraty e separados por apenas 60 km, 

os golfinhos chilenos não possuem aparente barreiras geográficas nos seus mais de 

6000 km de litoral, sendo proposto que a diferenciação encontrada pode ser reflexo 

de distintas adaptações ecológicas, como o habitat e uso de recursos. Com isso 

alertam para que as populações sejam consideradas como duas unidades de 

conservação com estratégias de manejo independentes.  

Gaspari et al. (2007) encontraram FST=0,0296 para uma população do 

Golfinho-de-Risso (Grampus griseus) em águas britânicas, sendo que a diferenciação 

foi considerada significativamente alta com base em oito loci microssatélites. Mirimin 

et al. (2009) avaliaram as populações de golfinho comum (Delphinus delphis) no 

Oceano Atlântico Norte através de marcadores mitocondriais e microssatélites. Os 

resultados de estruturação genética foram mais expressivos para as análises 

mitocondriais (FST=0,018) do que nos microssatélites (FST=0,005), mas identificou a 

presença de pelo menos duas populações distintas. Outros estudos em grandes 

escalas geográfica com populações de diferentes regiões e espécies, encontraram 

distintos valores de FST, como 0,034 para T. truncatus do Golfo do México e Oceano 

Atlântico Ocidental (ROSEL et al., 2009), 0,05 para T. aduncus, na Austrália 

(ANSMANN et al., 2012). 

Muitas variações na genética populacional são observadas e, segundo Hartl 

e Clark (2010) as populações podem sofrer interferências de fatores que delineiam a 
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estruturação, como a deriva genética, o fluxo gênico, a mutação e a seleção. Afirmam 

ainda que quanto maior for a deriva, as mutações e a seleção, maior será a 

estruturação genética. E quanto mais acentuado for o fluxo gênico, menor a 

probabilidade de estruturação populacional.  

Em relação as distâncias geográficas e diferenças populacionais, a primeira 

não exerce desacompanhada influência na diferenciação genética. Richards et al. 

(2013) consideraram interessante, em sua análise de estrutura genética espacial de 

T. truncatus, a presença de estruturação em distâncias geográficas muito pequenas, 

<30 km. Já Viricel et al. (2014), avaliando populações de S. frontallis encontrou 

diferenças entre os indivíduos de regiões mais próximas geograficamente e, ao 

mesmo tempo, não identificou qualquer diferença entre os estoques que estão 

separados por mais de 4500 km, afirmando que somente a distância geográfica não 

pode ser uma determinante sobre as populações. Em outros estudos, com T. 

truncatus, foram encontradas diferenças genéticas entre populações de pequenas e 

grandes distâncias, assim como diferentes habitats (KRUTZEN et al., 2004, NATOLI 

et al., 2005, MOLLER et al., 2007). 

É importante indicarmos que muitos estudos se baseiam em um conjunto de 

dados, como marcadores moleculares, mitocondriais e/ou microssatélites. Além disso, 

para algumas regiões, um número maior de informações sobre as populações foram 

investigadas e estão disponíveis, como comportamento, distribuição, conteúdo 

estomacal, padrão de grupos e informações bióticas e abióticas sobre as localidades.  

Martin & Reeves (2002) chamaram a atenção para o ambiente marinho e 

afirmaram que os limites de fluxo gênico são difíceis de prever, principalmente para 

muitas espécies de cetáceos, que habitam uma variedade de habitats, costeiros ou 

oceânicos, em águas tropicais, temperadas e polares, além de algumas espécies 

ainda realizarem migrações. Diversos fatores são citados como influentes na 

distribuição dos vertebrados marinhos, tais como profundidade, temperatura e 

produtividade dos oceanos (BILGMANN et al., 2007 e AMARAL et al., 2012). As 

variações afetam a produtividade local, e por consequência podem afetar a 

distribuição das presas dos delfinídeos, influenciando também na sua distribuição e 

abundância (FULLING et al., 2003). Diferenças nas estratégias de alimentação 

também são sugeridas como especializações capazes de fracionar nichos para 

algumas espécies (VIRICEL et al., 2014). Storz (1999) cita o comportamento social 
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como outro fator importante para a estruturação genética de mamíferos que vivem em 

grupos, já que a sociabilidade pode se reduzir, levando a uma potencial endogamia e 

diferenciação genética. Krause & Ruxton (2002) indicaram que a segregação de 

indivíduos de uma população em grupos ou unidades sociais pode estar relacionada 

com sexo, idade, alimentação, comportamento, uso do habitat, companhias 

preferenciais, entre outros fatores.  

Cetáceos evidenciam com frequência estrutura genética em suas populações, 

algumas vezes em escalas geográficas e em outras esta estrutura pode ser críptica 

(HOELZEL, 2009). Para os delfinídeos e estruturação é mais evidente em espécies 

costeiras, onde podem existir barreiras geográficas que isolam populações (NATOLI 

et al., 2005), ou como evidenciado em alguns estudos, influência do clima (AMARAL 

et al., 2012). A atividade antrópica tem sido responsável pela mortalidade de muitos 

cetáceos, principalmente de delfinídeos, reduzindo a variabilidade genética em muitas 

populações (PICHLER & BAKER, 2000). Perda da diversidade e estruturação 

genética pode acometer pequenas e/ou fragmentadas populações, o que por 

consequência aumenta os riscos de extinção das espécies acometidas (FRANKHAM 

et al., 2012). No mediterrâneo, D. delphis, foram classificados pela IUCN como 

ameaçada de extinção após uma extensiva redução no tamanho da população, 

julgando como consequência do esgotamento de presas e acidentes com atividades 

de pesca (BEARZI et al., 2003).   

Todas as informações adicionais acerca do comportamento, da formação de 

grupos, uso de habitat, alimentação e outros bióticos e abióticos são raras ou 

inexistentes para os cetáceos do Espírito Santo, além da falta de conhecimento da 

região, como relevo oceânico, temperatura, profundidades, salinidade, barreiras e 

qualquer variação que possa existir, são ainda desconhecidas. A falta de informações 

afeta uma análise global de todos os processos e fatores que podem influenciar na 

distribuição dos espécimes dentro da região. 

A população de S. guianensis do Espírito Santo, que permanecia sem 

informações de diversidade e estruturação genéticas e compõe a lista de espécies 

ameaçadas de extinção no Brasil, constitui-se uma única unidade populacional, 

evidenciando fluxo gênico e alta variabilidade entre os espécimes de toda a costa. 
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7. CONCLUSÕES  

 

 

• A análise de desequilíbrio gamético global, desacompanhada de avaliações de 

intensidade e significância interalélicas, não é suficiente para definir forças 

evolutivas sobre equilíbrio de loci fisicamente ligados ou não. 

• S. guianensis distribuídas pela costa do estado do Espírito Santo, constituem 

um seguimento populacional com baixa estruturação baseado nas avaliações 

de 14 loci microssatélites. 
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APÊNDICES 

Apêndice 1. Local e região de coleta dos espécimes de Sotalia guianensis. 

Amostra Praia  Município  Região 

SOT. 1 Itaparica Vila Velha Sul 

SOT. 2 Regência Linhares Norte 

SOT. 3 Itapuã Vila Velha Sul 

SOT. 4 Regência Linhares Norte 

SOT. 5 Praia do Iate Vitória Sul 

SOT. 6 Regência Linhares Norte 

SOT. 7 Regência Linhares Norte 

SOT. 8 Regência Linhares Norte 

SOT. 9 Jacaraipe Serra Sul 

SOT. 10 Regência Linhares Norte 

SOT. 11 Setiba Guarapari Sul 

SOT. 12 Ilha Do Frade Vitória Sul 

SOT. 13 Santa Cruz Aracruz Norte 

SOT. 14 Praia do Riacho Guarapari Sul 

SOT. 15 Praia da Costa Vila Velha Sul 

SOT. 16 Barra do Jucú Vila Velha Sul 

SOT. 17 Mãe Bá Anchieta Sul 

SOT. 18 Praia de Setiba Guarapari Sul 

SOT. 19 Praia da Barrinha Vila Velha Sul 

SOT. 20 Praia da Costa Vila Velha Sul 

SOT. 21 Morada do Sol Vila Velha Sul 

SOT. 22 Regência Linhares Norte 

SOT. 23 Praia de Itaipava Itapemirim Sul 

SOT. 24 Regência Linhares Norte 

SOT. 25 Regência Linhares Norte 

SOT. 26 Praia dos Castelhanos Anchieta Sul 

SOT. 27 Regência Linhares Norte 

SOT. 28 Santa Cruz Aracruz Norte 

SOT. 29 Regência Linhares Norte 

SOT. 30 Praia do Centro Anchieta Sul 

SOT. 31 Barra do Sahy Aracruz Norte 

SOT. 32 Praia de Guanabara Anchieta Sul 

SOT. 33 Camburi Vitória Sul 

SOT. 34 Regência Linhares Norte 

SOT. 35 Coqueiral de Itaparica Vila Velha Sul 

SOT. 36 Praia de Paraty  Anchieta Sul 

SOT. 37 Praia das Castanheiras Anchieta Sul 

SOT. 38 Praia de Guaibura Guarapari Sul 

SOT. 39 Siribeira Guarapari Sul 

SOT. 40 Ponta dos Castelhanos Anchieta Sul 

SOT. 41 Praia de Itaparica Vila Velha Sul 

SOT. 42 Regência Linhares Norte 

SOT. 43 Praia de Guanabara Anchieta Sul 

SOT. 44 Mãe Bá Anchieta Sul 
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SOT. 45 Itapuã Vila Velha Sul 

SOT. 46 Meaípe Guarapari Sul 

SOT. 47 Praia de Setiba Guarapari Sul 

SOT. 48 Praia de Anchieta Anchieta Sul 

SOT. 49 Jacaraipe Serra Sul 

SOT. 50 Pontal Marataízes Sul 

SOT. 51 Carapebus Serra Sul 

SOT. 52 Parque Estadual - P.C.V Guarapari Sul 

SOT. 53 Manguinhos  Serra Sul 

SOT. 54 Barra Nova São Mateus Norte 

SOT. 55 Parque Estadual - P.C.V  Guarapari Sul 

SOT. 56 Praia de Itaipava Itapemirim Sul 

SOT. 57 Pontal do Ipiranga Linhares Norte 

SOT. 58 Praia das Neves Presidente Kennedy Sul 

SOT. 59 Pontal do Ipiranga Linhares Norte 

SOT. 60 Praia da Jurong Aracruz Norte 

SOT. 61 Praia das Castanheiras Anchieta Sul 

SOT. 62 Parque Estadual - P.C.V Guarapari Sul 

SOT. 63 Praia do Morro Guarapari Sul 

SOT. 64 Regência Linhares Norte 

SOT. 65 Praia de Parati Anchieta Sul 

SOT. 66 Praia das Neves Marataízes Sul 

SOT. 67 Praia das Castanheiras Anchieta Sul 

SOT. 68 Nova Almeida Serra Sul 

SOT. 69 Jacaraípe Serra Sul 

SOT. 70 Boa Vista do Sul Marataízes Sul 

SOT. 71 S. Joao de Boa Vista Marataízes Sul 

SOT. 72 Barra do Jucú Vila Velha Sul 

SOT. 73 Praia Barra Nova  São Mateus Norte 

SOT. 74 Praia de Itaipava Itapemirim Sul 

SOT. 75 Porto de Regência Linhares Norte 

SOT. 76 Interlagos Vila Velha Sul 

SOT. 77 Praia das Neves Marataízes Sul 

SOT. 78 Praia de Comboios  Linhares Norte 

SOT. 79 Praia Dois Conceição da Barra Norte 

SOT. 80 Praia de Guriri  São Mateus Norte 

SOT. 81 Praia de Lagoa Funda Marataízes Sul 

SOT. 82 Praia de Comboios Linhares Norte 

SOT. 83 Boa Vista do Sul Marataízes Sul 

SOT. 84 Jacaraípe Serra Sul 

SOT. 85 Foz do Rio Cricaré Conceição da Barra Norte 

SOT. 86 Praia de Pitas Marataízes Sul 

SOT. 87 Praia da Marinha Marataízes Sul 

SOT. 88 Praia de Marobá Presidente Kennedy Sul 

SOT. 89 Jacaraípe Serra Sul 

SOT. 90 Praia das Conchas  Guarapari Sul 
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Apêndice 2.  ZFY/ZFX validado em outras espécies, com a ferramenta in-silico PCR 

da Universidade Califórnia Santa Cruz. 

Tursiops 

 

>JH477640:145271-145495 225bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGatattacttcagcctcaatgtctatgc 
cagaacatgtcttgacgagtgaatccatacatgtgtctgatgttggacat 
gttgaacacattgttcatgatagtgtcgtagaggcagagatcgtcactga 
tcctctgacagctgacgtagtgtcagaagaagtattggtagcagattgtg 
cctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Manatee 

  

>JH594706:8651668+8651892 225bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctgtgc 
cagaacacgtcttgacaagtgaatctatacacgtgcctgacgttggacat 
gttgaacatgtggttcatgataatgtagtagaagcagaaatcgtcactga 
tcctctgacaaccgacgtagtttcagaagaagtattggtagcagattgtg 
cctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Mink whale 

  

>KI537965:57054-57275 222bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGatattacttcagcctcaatgtctatgc 
cagaacacgtcttgacaagtgaatccatacacgtgtctgacattggacac 
gttgaacacattcatgatagtgtagttgaagcagaaatcatcactgatcc 
tctgacaactgatgtagtttcagaagaagtattggtagcagattgtgcct 
cTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Orangutan 

 

>chrX:24305303+24305536 234bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctatgc 
cagaacacgtcttgacgggtgattctatacatgtgtctgacgttggacat 
gttggacatgttgaacatgtggttcatgatagtgtagtggaagcagaaat 
tgtcactgatcctctgactaccgacgtagtttcagaagaagtattggtag 
cagactgtgcctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Marmoset 

 

>chrX:22776902+22777135 234bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctatgc 
cagaacacgtcttgacgagtgaatctatacatgtgtctgatgttggacat 
gttggacatgttgaacatgtggttcatgatagcgtagtagaagcagaaat 
tgtcacggatcctctgaccaccgatgtagtttcagaagaagtattggtag 
cagactgtgcctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=turTru2&position=JH477640:145271-145495&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=triMan1&position=JH594706:8651668-8651892&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=balAcu1&position=KI537965:57054-57275&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=ponAbe2&position=chrX:24305303-24305536&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=calJac3&position=chrX:22776902-22777135&hgPcrResult=pack
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Rhesus 

  

>chrX:22041026+22041259 234bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctatgc 
ctgaacacgtcttgacgggtgattctatacatgtgtctgacgttggacat 
gttggacatgttgaacatgtggttcatgatagtgtagtggaagcagaaat 
tgtcactgatcctctgactaccgacgtagtttcagaagaagtattggtag 
cagactgtgcctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Chimpanzee 

 

>chrX:24404875+24405108 234bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctatgc 
cagaacacgtcttgacgggtgattctatacatgtgtctgacattggacat 
gttggacatgttgaacatgtggttcatgatagtgtagtggaagcagaaat 
tgtcactgatcctctgactaccgacgtagtttcagaagaagtattggtag 
cagactgtgcctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Tarsier 

  

>KE944919v1:142333+142557 225bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctatgc 
cagagcatgtcttgacaagtgaatctatacatgtgtctgatattggacat 
gttgaacatgtggttcacgacagtgtagtggaagcagaaatcgtcactga 
tcctctgactactgacgtagtttcagaagaagtattggtagcagactgtg 
cttcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Baboon 

 

>chrX:21486623+21486856 234bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctatgc 
ccgaacacgtcttgacgggtgattctatacatgtgtctgacgttggacat 
gttggacatgttgaacatgtggttcatgatagtgtagtggaagcagaaat 
tgtcactgatcctctgactaccgacgtagtttcagaagaagtattggtag 
cagactgtgcctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Gibbon 

  

>chrX:22368777+22369010 234bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctatgc 
cagaacacgtcttgacgggtgattctatacatgtgtctgacgttggacat 
gttggacatgttgaacatgtggttcatgatagtgtagtggaagcagaaat 
tgtcactgatcctctgactactgacgtagtttcagaagaagtattggtag 
cagactgtgcctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

 

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=rheMac3&position=chrX:22041026-22041259&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=panTro4&position=chrX:24404875-24405108&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=tarSyr2&position=KE944919v1:142333-142557&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=papAnu2&position=chrX:21486623-21486856&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=nomLeu3&position=chrX:22368777-22369010&hgPcrResult=pack
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Gorilla 

 

>chrX:24462274+24462507 234bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGacattacttcagcctcaatgtctatgc 
cagaacacgtcttgacgggtgattctatacatgtgtctgacgttggacat 
gttggacatgttgaacatgtggttcatgatagtgtagtggaagcagaaat 
tgtcactgatcctctgactaccgacgtagtttcagaagaagtattggtag 
cagactgtgcctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

Mouse: Duplicação segmentar no Cromossomo 10 

  

 >chrX:94098348-94098572 225bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
tCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGatatcacttcagcctcaatatctatgc 
cggaacatgtcttgacaagtgaatctatacatgtgtctgacgttggtcac 
gttgaacatgtggttcatgatagtgtagtagaagcagaaatcgtcacaga 
tcctctggccgctgatgttgtctcagaagaagtgttggtagcagactgtg 
cctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 
>chr10:52544672-52544896 225bp CCCAGATGATGTTTTAGCTTCTG 
TTGGCATCTATGACTGCTTCA 
tCCAGATGATGTTTTAGCTTCTGatattacttcagcctcaatatctatgc 
cgaaacgagtcttgacaagtgaatctatacatgtgtctgacattggtcac 
gttgaacatgtggttcatgatagtgtagtagaagcagaaatcatcacaga 
tcctctggccactgatgttgtctcagaagaagtgttggtagcagactgtg 
cctcTGAAGCAGTCATAGATGCCAA 

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=gorGor3&position=chrX:24462274-24462507&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=mm10&position=chrX:94098348-94098572&hgPcrResult=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=426776869_sPiHAB6LsAgPwwhkRjtGfAvBKwxp&db=mm10&position=chr10:52544672-52544896&hgPcrResult=pack
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Apêndice 3. Tabela de genótipos de Sotalia guianensis por meio de 14 loci microssatélites. 

Espécime Sota-01 Sota-02 Sota-03 Sota-04 Sota-05 Sota-06 Sota-07 Sota-08 Sota-09 Sota-10 Sota-11 Sota-12 Sota-13 Sota-14 

SOT.1 131 139 208 216 410 410 158 166   227 227 280 284 92 100 88 88 214 214 186 186 132 134 158 158 164 166 

SOT.2 131 139 208 208 410 410 150 158 238 238 227 227 280 284 100 100 88 94 216 220 186 186 112 132 156 158 164 166 

SOT.3 139 139 208 208 408 410 150 158 236 240 227 227 280 280 100 100 88 88 214 216 186 186 130 132 154 156 164 164 

SOT.4 139 139 208 208 408 408 150 156 236 236   280 288 88 92 88 97 214 216 186 186 130 132 158 158   

SOT.5   206 208   150 150 238 240 227 227 280 288 88 100   214 216 186 186 126 132 150 158 164 166 

SOT.6 139 139 208 208   150 150   227 227     88 88 216 216 186 186 134 136 150 158 164 166 

SOT.7     410 428 150 166 232 236 227 227 280 288 88 96 88 97 214 216 186 186   156 156 164 164 

SOT.8 137 139 208 208 410 432 150 166 238 242 231 231 280 286   88 97 214 216 186 196 112 130 150 156 164 164 

SOT.9 131 131               88 97     132 134     

SOT.10 139 139 208 208 408 410 156 158 238 244 229 231 284 284 100 100 88 97 214 216 186 186 132 132 150 158 164 164 

SOT.11 139 139 206 208 410 410 158 158 232 248 227 227 280 284   88 97 212 220 186 186 112 134 156 156 164 164 

SOT.12 135 139 208 208 428 436   232 240 227 227 280 288 88 100 88 94 214 220 186 186 132 132 156 156 164 164 

SOT.13 139 139 208 208 408 436 156 158 232 238 229 229 280 280 88 100 88 88 214 214 186 186 112 130 154 156 164 166 

SOT.14 139 139 208 208 408 410 150 150 236 240     88 92 88 97 214 216 186 186 130 132     

SOT.15 139 139 208 208 410 432 150 158 238 238       94 97 218 220 186 186 136 136     

SOT.16 131 137 208 208 410 410 158 158 238 238     92 92 88 97 214 214 186 186 112 132 156 158 164 164 

SOT.17 131 139 206 208   150 158           214 214 186 186 136 136     

SOT.18 135 139               88 97     112 112 156 158   

SOT.19 131 137   410 410 150 150       88 88 88 88     134 136     

SOT.20 139 139 208 208   154 156         88 94 218 220   128 130     

SOT.21 135 139 208 208 426 436 150 164       96 96 88 88 214 216 186 186 132 132 150 150 164 164 

SOT.22   208 208 410 426 150 150 236 236   280 280 88 96   212 214 186 186 132 132 156 158 164 166 

SOT.23 131 139 208 208 410 426 150 150     280 280 88 92 97 97 216 216 186 186 112 132 158 158 164 166 

SOT.24 139 139 208 208 408 428 150 156   227 231 280 280 92 92 88 97 216 220 186 186 112 120 158 158 164 164 

SOT.25 139 139 208 208 408 410 150 154       92 100 88 97 216 216 186 186 120 132     

SOT.26 131 137 208 208 410 428 150 150 236 238     92 100 88 94 214 216 186 186 126 128     

SOT.27 137 137   410 410         100 100 88 88     112 130 156 156 164 164 



111 
 

 
 

SOT.28   206 208 408 428 150 150 236 238     100 100 88 88 214 216 186 186 132 132   164 166 

SOT.29 137 137 208 208 410 430 150 158         88 97     130 132     

SOT.30 131 137 208 216 408 410 150 156 232 240     92 100 88 88 214 220 186 186 126 136 156 156 164 166 

SOT.31 139 139 208 208 424 424 158 158   227 231 284 288 100 100 88 94 214 214 186 186 134 136 156 156 162 162 

SOT.32 139 139     166 166   227 231 280 280   88 97       156 156 164 166 

SOT.33 137 137 208 208 410 424 164 164 238 238     96 100 88 94 214 214 186 186       

SOT.34 139 139 208 208 408 410 150 150 236 240     88 92 88 97 214 216 186 186 130 134     

SOT.35 131 137 208 208 426 426 158 158   227 231 280 280 88 88 97 97     130 134 150 150 164 166 

SOT.36 139 139 206 208 408 408 156 164 240 240     92 100 88 97 214 214 186 196 132 134 156 156   

SOT.37       158 158                     

SOT.38   208 208 408 432 150 166   231 231 280 280 88 92 88 97 214 214 186 206 112 112 156 158 164 164 

SOT.39   208 208 410 430   248 252 227 227 280 280 88 100 97 97 214 214   132 132 150 158 164 164 

SOT.40 137 137         227 231 280 280         132 134 150 150   

SOT.41 131 133 208 208 410 426 156 164 238 240 227 227 280 284 92 100 88 97 210 214 186 186 134 136 156 158 164 164 

SOT.42   208 228 408 410 150 150 232 240 227 229 280 280 88 88 88 97 214 214 186 186 130 132 150 156 166 166 

SOT.43 131 137   410 410 156 156       88 100       112 112     

SOT.44 137 137 200 208   156 156 232 232         214 216 186 186 112 132     

SOT.45 131 137 208 208 410 410 156 158   227 227 280 284 88 100 94 97 214 216   112 132 158 158 164 166 

SOT.46 131 137   408 408 150 150       88 96       112 112 158 158   

SOT.47 131 137 208 208 428 430 156 156 236 236     92 96 88 94 214 218 186 186 112 112 150 158   

SOT.48   208 208   150 166 238 238     88 106 88 88 214 216 186 186 112 112     

SOT.49 131 137 208 208 410 428 150 156 236 238 227 231 280 280 92 100 88 97 216 220   128 132 150 158 164 166 

SOT.50                 97 97     108 108     

SOT.51 131 139 208 208 410 410 166 166       100 100   214 214         

SOT.52 139 139 208 208   158 166 236 238       97 97 214 216 186 186 132 134     

SOT.53 139 139 208 208   150 150 236 236         214 214         

SOT.54 131 139     150 166       100 100 88 88     112 132     

SOT.55 137 139 206 208 408 408 158 158 232 236     92 100 88 103 212 214 186 186 112 112     

SOT.56 139 139     156 156         88 103     120 136 158 158   



112 
 

 
 

SOT.57 131 137     164 166                     

SOT.58                 88 88   186 186       

SOT.59 137 139 208 208 410 426 166 166 238 238 227 229 284 288 92 96 88 97 214 216   120 136 156 158 164 164 

SOT.60 139 139 208 216 410 426 158 166 238 238 231 231 280 284 88 92 97 103 214 220   134 136 158 158 166 166 

SOT.61 135 139 208 208 410 410 166 166 238 240 227 227 284 284 88 96 88 88 214 214   132 134 158 158 166 166 

SOT.62 137 139 206 208                     156 158   

SOT.63 131 137 208 208 408 408 158 158 236 238 231 231 280 280 92 92 88 94 216 216   112 132 156 158 164 166 

SOT.64   206 208 410 432 166 166   227 231 280 280 92 92 88 88 214 214   112 132 156 158 164 164 

SOT.65 139 139 208 208 402 410 150 166 238 242 227 231 280 280 88 96 88 94 214 214 186 186 132 134 158 158 162 164 

SOT.66 139 139     158 166 234 236     100 100 97 97 214 216   112 134 156 156   

SOT.67 135 137 208 208 410 410 150 156       96 108 88 97 214 214 186 186   156 158   

SOT.68   208 208   150 150   227 227 284 288 88 92 88 97 214 218   128 132 156 158 164 164 

SOT.69 131 139 208 208 410 426 158 164 236 244 231 231 286 286 96 100 88 88 214 214 186 186 128 134 156 158 164 164 

SOT.70 139 139 208 208 430 430 158 166 236 236   280 280 88 92 88 97 214 214 186 186 112 112 158 158 162 164 

SOT.71 131 139     156 166       96 96 94 97     112 130     

SOT.72 131 137 206 208 410 432 166 166 232 236 227 231 280 280 92 92 88 88 214 214 186 186 112 132 156 158 164 164 

SOT.73   208 208 408 408   232 240 227 229 280 288 88 100 88 88 210 214   132 132 150 156 164 166 

SOT.74 135 137 206 208 418 428 156 156   227 229 280 280 92 100 88 94 214 216     150 158 164 166 

SOT.75 139 139 208 208 430 432 150 166     280 280 100 100 88 88 214 214 186 186 134 136 150 156 164 164 

SOT.76 131 137 208 208 410 410 166 166 238 248 227 231 280 280 88 100 88 97 214 214 186 186   150 156 164 166 

SOT.77 131 137 208 208 424 426 156 166   227 231 280 284 88 96 88 88 212 216   112 134 156 158 164 166 

SOT.78 131 139 208 208   150 156 236 238 227 231 280 288 92 96 88 94 214 218 186 186 112 128 158 158 164 164 

SOT.79   206 208 430 430 154 156 238 240 227 231 280 280 100 100 88 88 210 214   120 128 150 158 164 166 

SOT.80 131 139 208 208 410 424 150 166 236 240     88 100 88 97 214 214 186 186 112 128 154 154   

SOT.81   208 208 410 430 156 166 238 238 227 231 280 284 92 100 97 97 214 214   136 136 158 158 164 164 

SOT.82 133 133 208 208             88 88 214 216   112 126 156 156   

SOT.83   208 208 424 424 156 166 234 248 227 229   88 92 88 97 216 216 186 186   156 156 164 164 

SOT.84 131 137 208 208 410 410 150 166       92 92       112 132 156 156   

SOT.85   208 208 410 426 150 156 238 248 227 229 280 284 100 100 88 88 214 216   134 134 154 158 164 166 



113 
 

 
 

SOT.86   208 208 410 426 150 156 238 248 227 229 280 284 100 100 88 88 214 216   134 134 154 158 164 166 

SOT.87 137 139 206 208 408 408 158 166 238 246     92 100 94 97 214 216 186 186 132 132 156 158   

SOT.88   208 216 430 430 150 150 236 238 227 231 280 288 88 100 88 97 214 214   132 136 154 158 164 166 

SOT.89 135 137 208 208 432 436 150 156   227 231 280 280 96 96 94 97 214 214 186 186 132 132 150 158 164 164 

SOT.90 131 137 208 208 410 410 158 166   227 229 280 280 96 108 94 97 212 216   112 126 150 156 164 164 

 


