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RESUMO

A captura acidental em redes de emalhe constitui a maior ameaca a sobrevivéncia das
toninhas, espécie de cetaceo de distribuicdo costeira restrita ao Atlantico Sul
Ocidental. Como esta atividade ocorre em diferentes niveis ao longo da distribui¢cao
geografica da espécie, é essencial a identificacdo de unidades populacionais discretas
a fim de que sejam conduzidos procedimentos de conservagdo e manejo em ambito
local, preservando dessa forma o potencial evolutivo da espécie. Diversos estudos
(e.g. craniometria, genética, populacionais e parasitolégicos) indicaram a existéncia de
diferentes populagdes de toninhas ao longo da sua distribuigdo. Quatro distintas areas
de manejo para toninhas (Franciscana Management Areas) foram propostas
utilizando-se informagbes combinadas provenientes desses estudos: FMA | inclui as
aguas do Espirito Santo e Rio de Janeiro; FMA |l cobre os estados de Sao Paulo a
Santa Catarina; FMA |l compreende as aguas do Rio Grande do Sul e Uruguai e FMA
IV abrange a regido costeira norte da Argentina. As populagdes das FMAs |, Il e Il
representam entidades demograficas distintas com limitado fluxo génico, mas poucas
evidéncias suportam a separagdo das populagbes do sul em FMA Il e FMA IV.
Estudos de morfologia externa podem fornecer contribuicbes importantes para a
identificagdo de eventuais unidades populacionais. Este estudo teve como obijetivo
verificar a existéncia de variagdo na morfologia externa entre unidades populacionais
pré-definidas para fins de manejo. Amostras provenientes de capturas acidentais na
costa do Rio de Janeiro (FMA 1), Sdo Paulo (FMA Il), Rio Grande do Sul (FMA lll) e
Argentina (FMA 1V), foram disponibilizadas por distintos projetos de pesquisa.
Quatorze caracteres métricos externos de um total de 78 individuos adultos foram
utilizados. Machos e fémeas foram analisados separadamente. A amostra designada
como FMA IV nao foi incluida na analise geral por conter apenas um macho adulto. A
analise de componentes principais para grupos multiplos (MGPCA) realizada entre as
FMAs I, Il e lll mostrou que 70.94% da variacao total dentro dos grupos pode ser
explicada pelos trés primeiros componentes, o primeiro deles sendo interpretado como
um indice de tamanho geral e os demais, explicando variagdo na forma. A analise
discriminante candnica (CVA) realizada para maximizar a discriminacdo entre os
grupos revelou que as trés primeiras variaveis candnicas evidenciaram 98.97% das
diferencas entre os grupos. A combinagdo que melhor permitiu a separacao entre as
trés areas foi a representacao conjunta de CV2 e CV3. Diferengas relacionadas a

posicdo da nadadeira dorsal e ao comprimento do rostro parecem contribuir para
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separar, principalmente, as amostras FMA | e FMA lll. Interpretagbes biolégicas para
as diferencas relacionadas a forma detectadas para a FMA |l nao foram possiveis até
o momento. A representagao grafica de CV1 e CV2 permitiu separar claramente os
sexos evidenciando que a caracteristica fundamental que os separa, é a posicao
relativa do umbigo, fendas genitais e anus. Observou-se ainda um marcado
dimorfismo sexual relacionado ao tamanho, sendo as fémeas maiores que os machos
em todas as areas analisadas. As fémeas da FMA 1V, incluidas em analises
subsequentes que utilizaram 12 medidas morfolégicas externas, também mostraram
diferencas em relacdo as fémeas das demais areas. Os trés primeiros componentes
principais explicam juntos 77.98% de toda a variagdo observada dentro dos grupos,
relacionada a forma. As variaveis canbnicas CV2 e CV3 mostram claramente a
separacao entre as quatro areas, com os exemplares da FMA IV apresentando um
comprimento corporal intermediario aos exemplares das FMA | e FMA 1ll, e os da FMA
Il sendo menores que os exemplares das demais areas. No que se refere a extensao
das medidas anteriores do corpo, a representagao grafica das regides de confianga
dos escores individuais médios para CV2 mostrou maior semelhanga entre FMA IV e
FMA |. A diferenciacdo morfolégica encontrada neste estudo concorda com outras
abordagens, especialmente genética, e fornece suporte adicional para a designagao
proposta das quatro distintas areas de manejo para toninhas. E provavel que as
diferengas morfoldgicas encontradas entre as distintas areas ao longo da distribuicao
da espécie sejam condicionadas por pressoes seletivas diferenciais para a ocupacgao
de nicho, ja que as caracteristicas do habitat e habitos alimentares variam entre as
regides. Entretanto, analises morfolégicas utilizando um nimero maior de exemplares
por amostra sao recomendadas em estudos futuros com objetivo de reduzir o efeito da
estocasticidade. Adicionalmente, a area de manejo designada como FMA | poderia ser
considerada uma subespécie distinta, dado os indicios de uma distribuicao
descontinua, os resultados genéticos e morfolégicos concordantes e o tempo de
divergéncia genético relativamente curto entre esta e as populagdes do sul. Andlises
morfolégicas e moleculares utilizando as mesmas amostras fazem-se necessarias
para assegurar definicbes mais precisas acerca do status taxonémico dessas

unidades.

Palavras-chave: Pontoporia blainvillei, identificagdo de unidades populacionais,
morfologia externa, analise de componentes principais para grupos multiplos, analise

canonica discriminante, Atlantico Sul Ocidental.
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ABSTRACT

Incidental mortality in fisheries, mainly gillnets is one of the most important causes of
decline of several species of cetaceans around the world. High numbers of
franciscanas (Pontoporia blainvillei) have been bycaught in gilinets for at least four
decades. Both the level of the incidental catches and the species potential for response
vary regionally along its distribution. Therefore, for conservation purposes, it is
important to determine discrete management units (stocks) so impact can be assessed
on a local basis. The identification of discrete units based on biological data contributes
to preserve the evolutionary potential of species. Several studies have contributed to
determine populational identity of franciscanas (e.g. osteological characters, molecular
biology, populational and parasitological). Four Franciscana Management Areas
(FMAs) were proposed, using the phylogeographic concept and a variety of proxies:
FMA | includes coastal waters of Espirito Santo and Rio de Janeiro States; FMA I
covers Sao Paulo to Santa Catarina States; FMA Ill comprises the coastal waters of
Rio Grande do Sul and Uruguay and FMA IV represents the coastal waters of
Northern Argentina. There is strong evidence that assert that the populations from
FMAs |, 11, 1ll represent distinct demographic entities with limited gene flow. However,
evidences for spliting FMA 1l from FMA IV are weak. Furthermore, the estimated levels
of gene flow is high between neighbour populations (Rio Grande do Sul, Uruguay and
Argentina) and tends to decrease as distance increases. External morphology could
provide useful data for contributing to identification of discrete populational units. The
aim of this study was to verify the existence of variation in external morphology among
franciscanas from the four management areas predefined. The samples, coming from
incidental catches off the coast of Rio de Janeiro (FMA [), Sdo Paulo (FMA II), Rio
Grande do Sul (FMA Ill) and Argentina (FMA V), were made available by different
research projects. Fourteen external metric characters of 78 adults specimens were
used. Males and females were analysed separately. Only one adult male was present
in the sample from FMA |V, which was excluded from the analysis. Principal
component analysis between FMAs |, Il and Il showed that 70.94% of overall variation
within groups can be explained by the first three components. The first component can
be interpreted as an index of general size and the others explain shape variation.
Canonical variate analysis showed similar results as those provided by plot of

individual scores of principal components. The first three canonical variates showed
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98.97% of differences between groups. The second and the third variates together
showed the best discrimination between FMA |, Il and Ill. Differences related to
position of dorsal fin and anterior region of body seen to contribute for spliting, mainly,
the samples FMA | and FMA Ill. It was not possible to do biological play related to
shape for the differences from FMA I, but individuals from this area were smaller than
individuals from all other areas. Specimens from FMA Il showed dorsal fins further
backwards. The anterior region of body seems to be longer in specimens from FMA I.
Plot of CV1 and CV2 showed clear separation between sexes, showing that the
fundamental character for separation is the relative position of umbilicus, genital slit
and anus. Sexual dimorphism related to size was observed still, with females bigger
than males for all areas analyzed. Females from FMA 1V, included in subsequent
analysis with 12 external morphological measurements, also showed clear differences.
The first three principal components explain 77.98% of overall variation within groups,
related to shape. Canonical variates CV2 and CV3 showed a separation between the
four areas but with a little overlap. Specimens from FMA IV showed a total length
intermediate between FMA | and FMA Ill and again, individuals from FMA Il were
smaller than individuals from all other areas. While females from FMA Ill seem to
present larger appendices than females from other areas, females from FMA IV look
similar to individuals from FMA | in the anterior portion of the body. Morphological
differentiation found in this study agrees with some genetic approaches and gives
additional support to the proposed FMASs. It is possible that morphological differences
found among distinct areas along franciscana’'s distribution are due differential
selection (ecological divergence) for niche occupation, since characteristics of habitat
and franciscana ecology vary among locations. However, using a larger sample is
recommended for reducing the stochasticity. Furthermore, franciscanas inhabiting FMA
| could be considered a distinct subspecies, since the indication of a discontinuous
distribution, a short time of genetic divergence between this and the southern units and
the genetic and morphological results consistent. However, none taxonomic revision
has been done yet. Using the same data set for morphological and molecular analyses

is recommended for elucidating this issue.

Key words: Pontoporia blainvillei, stock identity, external morphology, multiple group

principal component analysis, canonical variate analysis, Western South Atlantic.
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l. INTRODUCAO

A toninha, Pontoporia blainvillei (Pontoporiidae), esta restrita as aguas do
Atlantico Sul Ocidental, distribuindo-se de Itaunas (18° 30’S), estado do Espirito
Santo, sudeste do Brasil (Siciliano, 1994), até Golfo San Matias (42° 10’S),
Peninsula Valdés, na Provincia de Chubut, Argentina (Crespo et al., 1998).

Baseadas em diferencas osteoldgicas, Pinedo (1991) propds duas
diferentes formas geograficas de toninhas ao longo do Atlantico Sul Ocidental:
uma forma menor, distribuida ao norte de Santa Catarina (ocorrendo entre as
latitudes 22°S e 27°S) e outra maior, distribuida ao sul desta regido (ocorrendo
entre as latitudes 32°S e 38°S).

Diversos outros estudos confirmaram a divisdo proposta por Pinedo
(1991). Os comprimentos assintéticos obtidos por Ramos et al. (2000a; 2002)
para os individuos do norte do Rio de Janeiro foram menores do que aqueles
encontrados por Kasuya e Brownell (1979) para as toninhas do Uruguai, e por
Walter (1997) e Barreto e Rosas (2006) para as toninhas do Rio Grande do Sul.

Adicionalmente, estudos morfolégicos que incluiram outros exemplares da
regido sudeste do Brasil indicaram que os comprimentos assintéticos
estimados por Rosas (2000) para as toninhas de Sdo Paulo e norte do Parana
foram menores que os parametros de crescimento obtidos para toninhas do
norte do Rio de Janeiro. Estes resultados apontaram que a variagao existente
na espécie nao é clinal, como originalmente proposta por Pinedo (1991).

Os resultados das analises moleculares de DNA mitocondrial e nuclear

(Secchi et al., 1998; Ott, 2002; Lazaro et al., 2004) concordaram com aqueles
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obtidos com os estudos de osteologia e crescimento e forneceram evidéncias
da ocorréncia de distintas populagdes de toninhas ao longo da distribuicdo da
espécie. Dos 11 haplétipos encontrados por Secchi et al. (1998), cinco foram
exclusivos da amostra proveniente do Rio Grande do Sul e 6 foram
encontrados apenas nos exemplares do Rio de Janeiro, com nenhum haplétipo
sendo compartilhado entre as localidades. Ott (2002) e Lazaro et al. (2004)
também ndo encontraram haplétipos comuns entre os exemplares do Rio de
Janeiro e os exemplares amostrados na parte sul da distribuicdo da espécie.
As analises de microssatélite de DNA nuclear revelaram a existéncia de
diferencgas significativas nas frequéncias alélicas dos loci nucleares, sugerindo,
juntamente com os resultados das analises moleculares da variancia do DNA
mitocondrial, uma significativa estruturagdo populacional para a espécie. O
modelo de isolamento por distadncia proposto por Lazaro et al. (2004) para
explicar a diferenciagao genética da espécie concorda com os resultados de
Ott (2002) que revelaram a existéncia de trés populagbes de toninhas
geneticamente distintas: a) Rio de Janeiro; b) Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina; c) Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina.

Rosas e Monteiro-Filho (2002) estimaram a idade e o comprimento de
primeira maturacéo para as toninhas do sul do estado de Sao Paulo e norte do
estado do Parana e compararam estes resultados com aqueles estimados por
Ramos et al. (2000b) para as toninhas do norte do Rio de Janeiro, por
Danilewicz et al. (2000, 2004) para as toninhas do Rio Grande do Sul e por
Kasuya e Brownell (1979) para os animais do Uruguai. A idade de primeira

maturagao (IPM) estimada para as toninhas do sul do estado de Sao Paulo e
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norte do estado do Parana foi maior do que a IPM estimada nas outras areas,
mas o comprimento na maturidade sexual estimado para esses animais foi o
menor dentre todas as areas estudadas. A IPM estimada para as fémeas do
Rio Grande do Sul foi significativamente maior do que a IPM estimada para as
fémeas do Uruguai (Danilewicz et al., 2000), mas esse valor foi mais baixo do
que aquele registrado por Corcuera (1996) para as fémeas da Argentina.
Contudo, segundo os autores, conclusdes mais precisas necessitam de
amostras mais recentes para a populagdo do Uruguai e amostras mais
representativas da Argentina. Os dados do Uruguai foram coletados cerca de
25-30 anos antes que os do Rio Grande do Sul e Argentina (o que corresponde
a trés ou quatro geragdes de toninhas) e a biologia reprodutiva dos animais da
regido pode ter se modificado.

Uma estratégia reprodutiva distinta do padrdao geral da espécie foi
detectada para os animais do Rio de Janeiro. De acordo com Ramos et al
(2000a) os animais dessa regiao se reproduzem ao longo de todo o ano,
enquanto nas demais regides observa-se um padrao sazonal. As toninhas de
Sao Paulo, norte do Parana, Rio Grande do Sul e Uruguai tém picos de
nascimento ocorrendo entre o final da primavera e final do verdao austrais
(Kasuya e Brownell, 1979; Harrison et al., 1981; Rosas e Monteiro-Filho, 2002;
Danilewicz, 2003).

Observam-se também diferencas consideraveis na composi¢cao da dieta
alimentar entre os individuos do norte do Rio de Janeiro e Espirito Santo e as
toninhas do Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina (Pinedo, 1982; Ott, 1994;

Perez et al., 1996; Bassoi, 1997, 2005; Di Beneditto et al., 2001; Rodriguez et
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al., 2002). Estas ultimas se alimentam essencialmente de espécies demersais,
enquanto as toninhas do norte do Rio de Janeiro e Espirito Santo tendem a
forragear espécies pelagicas. Entretanto, os habitos alimentares dos individuos
habitando as aguas costeiras do Rio Grande do Sul e Uruguai, sdo mais
similares entre si em comparacdo com aqueles dos individuos da Argentina
(Perez et al., 1996; Bassoi, 1997, 2005; Rodriguez et al., 2002). Padrao similar
foi observado na fauna endoparasitaria (e.g. Andrade et al., 2000).

Por ser uma espécie costeira, vivendo até, aproximadamente, 30 milhas
nauticas da costa, a toninha ¢é vulneravel as atividades pesqueiras,
principalmente aquelas que operam com redes de emalhe (Praderi et al., 1989;
Ott et al., 2002; Secchi et al., 2003b). A intensa pressdo de pesca sobre as
espécies de peixes que compdem a dieta alimentar das toninhas (e.g.
Haimovici et al., 1997; Haimovici, 1998; Bassoi e Secchi, 2000) a
contaminagao por metais pesados e hidrocarbonetos (Lailson-Brito et al., 2002
Dornelles et al., 2007; Seixas et al., 2007), o descarte de residuos plasticos que
sdo muitas vezes ingeridos pelos individuos (Bassoi,1997; Danilewicz et al.,
2002; Rodriguez et al., 2002), constituem outros tipos de agao antropogénicas
com consequéncias negativas para a espécie. Mas, a maior ameaga a
sobrevivéncia das toninhas € a captura acidental em redes de emalhe (e.g.
Secchi et al., 1997; UNEP/CMS, 2000; Bertozzi e Zerbini, 2002; Rosas et al.,
2002; Di Beneditto, 2003).

Ha pelo menos quatro décadas, um elevado numero de toninhas vem
sendo capturado acidentalmente em redes de emalhe (e.g. Secchi et al.,

2003b). Avaliar o impacto dessas atividades constitui um enorme desafio, dado
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que os niveis de captura variam regionalmente ao longo da distribuicdo da
espeécie. Também, o potencial de resposta das populagdes as capturas
acidentais ndo € homogéneo, uma vez que elas exibem marcadas diferengas
nos parametros vitais (e.g. Secchi, 2006; Secchi et al., 2003a).

Algumas estimativas grosseiras de capturas acidentais de toninhas foram
obtidas com base em informagbes combinadas de diferentes estudos. A
captura acidental em redes de emalhe estimada para os estados do Espirito
Santo e Rio de Janeiro foi de cerca de 110 individuos/ano. De Ubatuba, litoral
norte do estado de Sao Paulo, até Santa Catarina, estima-se que a mortalidade
anual seja de aproximadamente 280 exemplares. Na costa do estado do Rio
Grande do Sul e no Uruguai, estima-se que a mortalidade seja de
aproximadamente 1000 individuos/ano. Na Argentina, cerca de 400 exemplares
morrem anualmente (Di Beneditto, 2003; Secchi et al., 2003b; Secchi et al.,
2004). Ha evidéncias de que as populagdes nessas areas poderao entrar em
colapso se os niveis atuais de captura acidental continuarem ocorrendo (Kinas,
2002; Secchi, 2006).

As capturas acidentais em pesca tém sido apontadas como um importante
fator no declinio de muitas populagdes da megafauna marinha (e.g. Reeves et
al., 2003; Lewison et al., 2004; Read, 2005). Populagdes sujeitas as capturas
acidentais podem declinar em curtos periodos de tempo, frequentemente sem
deteccdo (Casey & Myers, 1998). O declinio excessivo das populagbes pode
constituir um processo irreversivel de alteragdo em todo o ecossistema. As
populacdes ndo podem ser reduzidas além do ponto no qual elas deixam de

ser elementos funcionais do ecossistema (Taylor, 1997). Como as diferengas
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genéticas e as caracteristicas adaptativas locais tendem a se acumular nas
populagdes ao longo do tempo (Wang, 2002), a manutengao da variabilidade
genética intraespecifica € necessaria para permitir a continuidade do processo
dindmico da evolugdo, um dos principais objetivos da conservagao
(Waples,1995).

Para avaliar o grau de impacto das atividades humanas e o estado de
conservagao das populacbes, € essencial definir e identificar unidades
discretas de manejo para que planos de conservacao especificos a cada local
possam ser elaborados (e.g. Perrin et al., 2003; D’Anatro & Loureiro, 2005).

Uma grande variedade de definicoes foi proposta para designar unidades
populacionais que deveriam ser priorizadas em planos de conservagao e
manejadas de forma independente. O termo ‘estoque’, introduzido pela
comunidade cientifica envolvida na exploracdo e no manejo de recursos
pesqueiros, como sinbnimo de populacdo (Gauldie, 1991), vem sendo
amplamente usado no manejo de mamiferos marinhos para designar grupos
demograficamente independentes, que sao, as vezes, chamados de unidades
de manejo (Taylor, 2005). Contudo, tal conceito foi, no passado, empregado
muitas vezes de maneira inconsistente. As primeiras definicbes de estoque
forneciam poucas qualificagdes sobre as implicagdes genéticas, evolutivas e
ecoldgicas das populacgdes estudadas. A determinagédo de estoques de manejo
era feita com base em interesses politicos e econdbmicos, carecendo de
qualquer consisténcia bioldgica (Wang, 2002).

Atualmente, os tipos de informacdo que vém sendo utilizadas para

identificar estoques séo diversos. Estudos sobre caracteres fenotipicos (i.e.
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osteologia, morfologia e padrdes de pigmentagao) utilizando técnicas
multivariadas foram e continuam sendo bastante empregados na identificagcao
de estoques populacionais em diversos grupos taxonémicos (e.g. crustaceos,
Saila e Flowers, 1969; Cadrin, 1995; peixes, Lee,1971; Winans, 1987; D’Anatro
& Loureiro, 2005; roedores, Lessa et al., 2005 e cetaceos; Christensen et al.,
1990; Wang et al.,, 1999; 2000b; Perrin et al., 2003; Jefferson e Van
Waerebeek, 2004). A grande maioria dos estudos morfométricos realizados
com cetaceos utiliza, contudo, medidas de cranio e do esqueleto pds-cranial
(Beasley et al., 2002; Higa et al., 2002; Ramos et al., 2002; Perrin et al., 2003;
Jefferson e Van Waerebeek, 2004). Poucos sdo os estudos realizados
utilizando medidas de morfologia externa (Christensen et al., 1990; Wang et al.,
2000b) devido a dificuldade de se obter amostras representativas para analise,
bem como a de armazenar e/ou conservar tais amostras. Alguns caracteres
sdo bastante afetados pelas modificagdes postmortem e espécimens em
estagios avancados de decomposicéo tornam-se inutilizaveis.

Informacgdes sobre cargas parasitarias, contaminantes, ecologia alimentar,
reproducdo e genética também podem prover importantes contribuigdes. A
evidéncia de diferengcas morfolégicas ou genéticas em co-especificos indica
que estas populacdes estdo reprodutivamente isoladas. O isolamento
reprodutivo € prova de isolamento demografico (Wade e Angliss, 1997). A
determinacao de estoques caracterizados por baixos niveis de troca genética
ou mesmo auséncia de fluxo génico, os chamados estoques bioldgicos

assegura o primeiro passo no alcance efetivo dos objetivos da conservacgéo.
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Para Moritz (1994) dois tipos principais de unidades de manejo
importantes para propositos de conservagdo deveriam ser reconhecidos:
Unidades Evolutivamente Significantes (Evolutionarily Significant Unit - ESU) e
Unidades de Manejo (Management Unit - MU). ESUs estao relacionadas a
estrutura histérica de uma populagdo, a filogenia do DNA mitocondrial e,
portanto, a necessidades de conservacgao a longo prazo. MUs se relacionam a
estrutura atual de uma populacdo, as frequéncias alélicas e a questbes de
manejo a curto prazo.

Waples (1991, 1995) define ESU como uma populagdo ou grupo de
populagdes com isolamento reprodutivo substancial de outras unidades co-
especificas e que representa um componente importante no legado evolutivo
da espécie. O autor destaca ainda a importancia da adaptacao das populagdes
as condi¢cdes locais, mas reconhece que definir estoques com base nos
principios da unicidade genética adaptativa nao constitui tarefa facil.

Dizon et al. (1992) prop6s um conceito filogeografico para definir estoques
baseado num esquema de classificagao hierarquico que agrega diversas outras
informacdes pertinentes, como dados de distribuicdo geografica, demografia,
caracteres fenotipicos e genotipicos. Este esquema classifica as populagdes
em quatro categorias: (I) aquelas com elevada probabilidade de serem ESUs,
caracterizadas por separagado geografica e distancias genéticas significantes;
(Il) populagdes que sao caracterizadas por diversidade genética significante
mas com fraca separagcdo geografica; (lll) populagcbes com pequena
diferenciagado genética entre assembléias, mas separadas geograficamente e

com provavel isolamento reprodutivo; e (IV) populagbes tendo baixa
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probabilidade de serem ESUs, caracterizadas por extensivo fluxo génico e
nenhuma separagdo por barreiras extrinsecas (para detalhes adicionais ver
Dizon et al., 1992).

Moritz (1994) reconhece que a abordagem de Dizon et al. é clara, mas

afirmou que “...ela permanece dificil de ser empregada na pratica e néo
reconhece os diferentes objetivos da conservagao”. Ele sugere adicionalmente,
que o termo estoque seja utilizado de forma restrita as questdes de manejo de
curto-prazo e, em relagdo a genética, seja tratado como sinbnimo de MUs.
Taylor (2005), apesar de nao utilizar ESU e estoque como sinénimos, e
considerar que este ultimo constitui um nivel de unidade discreta inferior a
ESU, admite que os limites entre estoques e ESU s&o, muitas vezes, obscuros.

As informacdes provenientes de diversos estudos foram combinadas por
Secchi et al. (2003a), com o objetivo de identificar unidades sobre as quais,
acdes de manejo de curto prazo (e.g. monitoramento das capturas acidentais,
fixacdo de limites de captura, monitoramento de tendéncias demograficas)
pudessem ser aplicadas prontamente. Utilizando a abordagem filogeografica de
Dizon et al. (1992), os autores propuseram a divisdo das populagdes de
toninhas em quatro unidades de manejo, ao longo de sua area de distribuigcao.
Estas unidades foram denominadas FMAs (termo em inglés para “Areas de
Manejo da Toninha”). A FMA | inclui as aguas costeiras dos estados do Espirito
Santo e Rio de Janeiro; a FMA Il cobre os estados de S&o Paulo a Santa

Catarina; a FMA 1ll compreende as aguas costeiras do Rio Grande do Sul e

Uruguai e a FMA |V abrange as aguas costeiras do norte da Argentina.
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Embora quatro distintas areas de manejo tenham sido propostas pelos
autores, poucas sao as evidéncias que fornecem suporte a separagao entre a
FMA Il e a FMA IV. De fato, os préprios autores reconhecem que a divisao
entre essas duas areas € fraca, razao pela qual foram classificadas segundo o
critério de Dizon et al. (1992) na categoria IV.

Os resultados obtidos por Ott (2002) e Lazaro et al. (2004) coincidem, de
modo geral, com esse padrao e apontam para a ocorréncia de trés populacdes
geneticamente distintas: Rio de Janeiro e Espirito Santo; Sao Paulo, Parana e
Santa Catarina; Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina. Segundo os autores,
os niveis estimados de fluxo génico sao elevados entre populagdes vizinhas e
tendem a decrescer a medida que as distancias geograficas aumentam, sendo
quase nulo entre a populagao do Rio de Janeiro e Espirito Santo e as demais.

Contudo, algumas pequenas diferengcas foram observadas entre as
populagdes da Argentina, provenientes de San Clemente e Claromecd, e
aquelas do Uruguai e Rio Grande do Sul (Ott, 2002), embora os maiores niveis
de diferenciacdo genética observados dentro desta regido tenham sido cerca
de dez vezes menores do que as diferencas destas populagées como um todo,
em relacdo as populagdes de Sao Paulo e Parana. Além disso, Lazaro et al.
(2004) encontraram heterogeneidade geografica substancial na populagao
amostrada em Claromeco, regido localizada no sul da Provincia de Buenos
Aires, Argentina.

Mendez et al. (2007), utilizando amostras de DNA mitocondrial de distintas
localidades da Argentina e comparando estas com os estudos de Lazaro et al.

(2004), encontraram evidéncias que suportam a presenga de pelo menos duas
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populagdes geneticamente distintas dentro da FMA IV: San Clemente e
Claromeco.

Estes resultados sugerem que unidades menores possam ocorrer dentro
da FMA IV e fornecem suporte para a separacao da FMA Ill e IV. Contudo,
estudos mais detalhados sobre as diferengas genéticas encontradas, tanto
entre as populagdes do Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina, como entre as
distintas localidades dentro da FMA |V, fazem-se necessarios. A utilizacao de
outras abordagens, como por exemplo, estudos de morfologia externa, podem
fornecer importantes contribuicbes para a identificacdo dos estoques
populacionais de toninhas. Até o momento, estudos utilizando tais métodos a
fim de verificar a existéncia de provaveis diferencas entre estes, ndo foram
realizados. Sendo assim, este estudo pretende:

1) verificar a existéncia de variagcdo na morfologia externa da toninha entre
as areas FMA I, FMA II, FMA 1l e FMA 1V;

2) verificar se o grau de diferenciacdo entre os estoques putativos

coincide com outras abordagens, especialmente genética.
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Il MATERIAIS E METODOS

II. I Obtencé&o dos dados

Os dados utilizados neste trabalho foram obtidos através de projetos de
pesquisa realizados nos estados do Rio de Janeiro, Sao Paulo e Rio Grande do
Sul, Brasil, e na provincia de Buenos Aires, Argentina. As amostras
provenientes de cada uma das quatro localidades foram classificadas como
pertencendo respectivamente aos estoques FMA |, FMA I, FMA 1ll e FMA IV
propostos por Secchi et al. (2003a) (Figura 2.1).

Ao todo, 47 caracteres métricos externos, tomados seguindo o protocolo de
(ou adaptados de) Norris (1961) (ver Anexo |), foram registrados entre as
amostras para um total de 259 individuos. Uma lista dos exemplares
disponibilizados é fornecida no Anexo Il.

Para a FMA |, no Estado do Rio de Janeiro, 79 individuos provenientes de
capturas acidentais em pescarias, entre outubro de 1989 e janeiro de 2001,
foram disponibilizados. Trinta caracteres métricos externos foram obtidos
utilizando-se uma fita métrica comercial (trena), com precisao de 0.1cm. Sete
caracteres foram tomados de ambos os lados do corpo do animal. Trés
diferentes pesquisadores treinados realizaram a tomada das medidas. As
medidas “comprimento corporal (extremidade do rostro ao entalhe da
nadadeira caudal)’, “extremidade do rostro até o centro do umbigo”,

” “*

“‘extremidade do rostro ao centro da fenda genital”’, “extremidade do rostro ao

” ““ ” “*

centro do anus”, “entalhe da nadadeira caudal até o centro do anus”, “entalhe
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da nadadeira caudal até o centro da fenda genital’, “entalhe da nadadeira
caudal até o centro do umbigo” e “profundidade da nadadeira caudal (entalhe
da caudal até a insercdo desta)”, foram tomadas paralelamente ao eixo
principal do corpo (projecdes axiais) (ver Anexo |). As demais foram registradas
de ponto-a-ponto.

Para a FMA I, no Estado de Sao Paulo, 37 exemplares coletados entre
agosto de 1998 e agosto de 2006, foram disponibilizados. Trinta e um
individuos foram originarios da porgcao central (Praia Grande, Guaruja e
Mongagua) e 6 de Ubatuba, no litoral norte. Com exceg¢ao do exemplar BP95,
que encalhou na Praia das Toninhas em Ubatuba, todos os demais individuos
foram provenientes de captura acidental. Trinta e nove medidas morfométricas
foram tomadas por dois pesquisadores treinados do Projeto Biopesca,
utilizando uma fita métrica com precisdo de 0.1 cm, sendo 28 medidas dorsais
ou ventrais e 11 laterais, registradas apenas do lado esquerdo do corpo.

Para a FMA lll, foram obtidas 33 medidas de 58 individuos provenientes do
litoral sul do Estado do Rio Grande do Sul, capturados acidentalmente em
atividades de pesca durante o periodo de setembro de 1993 a maio de 1997.
As medidas foram tomadas por varios pesquisadores treinados no Laboratério
de Mamiferos Marinhos do Museu Oceanografico, utilizando fita métrica
comercial, com precisdo de 0.1 a 0.2 cm, sendo 22 medidas dorsais ou ventrais
e 11, registradas apenas do lado esquerdo do corpo. Uma amostra adicional de
30 individuos proveniente do litoral norte do estado do Rio Grande do Sul,
obtida entre fevereiro de 2000 e dezembro de 2004 foi disponibilizada. Desta,

15 medidas morfométricas foram tomadas por varios pesquisadores treinados
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no Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande do Sul, sendo
que oito dessas medidas foram tomadas de ambos os lados do corpo. Para a

amostra do litoral sul, além daquelas medidas ja citadas para a FMA |, as

medidas “extremidade do rostro ao centro do olho”, “extremidade do rostro ao

ouvido”, “extremidade do rostro até o centro do respiradouro (ou espiraculo)”,

“‘extremidade do rostro ao angulo da boca”, “extremidade do rostro a insergéo

anterior da nadadeira peitoral”, “extremidade do rostro a inser¢do da nadadeira

” LT

dorsal”, “rostro a extensao posterior da dorsal”, “extremidade do rostro ao ponto
mais elevado da dorsal”, “altura da dorsal” e “comprimento da base da dorsal’
(ver Anexo |) foram registradas paralelamente ao eixo principal do corpo
(projecoes axiais). As demais foram tomadas de ponto-a-ponto. Para a amostra
do litoral norte, apenas as medidas “comprimento anterior da nadadeira

peitoral”’, “comprimento posterior da nadadeira peitoral”’, “largura maxima da
nadadeira peitoral” e “largura da nadadeira caudal’” foram tomadas de ponto-a-
ponto; as 11 medidas restantes foram registradas como projecdes axiais.

Para a FMA |V foram disponibilizados 16 caracteres métricos externos de
55 individuos capturados acidentalmente em redes de pesca em San Clemente
e Canal 15 e em Cabo San Antonio entre 2000 e 2005. Os caracteres métricos
cedidos foram obtidos com fita métrica comercial com precisdo de 0.1 cm por

pesquisadores treinados do Centro de Estudios en Ciencias Marinas, Buenos

Aires, Argentina.
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[l.Il Triagem dos Dados

A variagao intraespecifica € composta das variagcbes espacial, sexual e
ontogenética e, para que a verdadeira natureza da diferenciacao espacial
possa ser revelada, os efeitos dos dois ultimos fatores deverao ser excluidos
(Malhotra & Thorpe,1997).

Segundo Pinedo (1991; 1995) e Ramos et al. (2000a; 2000b; 2002), a
toninha ¢é considerada uma espécie altamente dimoérfica, com fémeas
apresentando tamanhos corporais e caracteristicas morfolégicas e cranianas
maiores que os machos. Os provaveis efeitos da variacdo sexual neste estudo
foram excluidos tratando-se os sexos separadamente nas analises.

Visando eliminar os efeitos da variagcdo ontogenética dos caracteres
morfolégicos nas comparagdes inter-populacionais, apenas individuos adultos
foram utilizados nas analises. Para as amostras do litoral do Rio Grande do
Sul, Rio de Janeiro e Argentina, a informacao sobre o estado reprodutivo dos
exemplares disponibilizados permitiu discriminar os individuos adultos. Para as
amostras provenientes do estado de Sao Paulo os adultos foram selecionados
com base no comprimento corporal que atingem na maturidade sexual (Rosas
& Monteiro-Filho, 2002).

Apods a exclusdo dos individuos imaturos, a amostra da Argentina contou
apenas com um macho e dez fémeas, o que nao permitiu a inclusdo desta em
todas as analises. Portanto, a amostra proveniente da Argentina foi utilizada
apenas em analises subsequentes, para verificar a existéncia de variacdo na

morfologia externa entre as populag¢des de fémeas das 4 regides.
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A tomada de medidas por diferentes observadores pode diminuir a acuracia
das andlises devido aos erros sistematicos decorrentes do “efeito-do-observador”
entre regides (W.F. Perrin, comun. pess.). Quando se emprega amostras de
diversas localidades, com as medidas obtidas por diferentes pesquisadores, o
ideal € conduzir experimentos prévios de calibragdo entre os observadores
(Beasley et al., 2002; Perrin et al., 2003; Jefferson & Waerebeek, 2004). Neste
estudo, contudo, esta possibilidade nao existe. Para minimizar as possibilidades
do “efeito-do-observador”, dois procedimentos foram realizados:

1) exclusdo das medidas consideradas subjetivas, i.e. aquelas que
possibilitam diferentes interpretacdes entre os pesquisadores sobre a posi¢cao
exata dos pontos de inicio e/ou fim das medidas, podendo causar importantes
erros de medicgao;

2) emprego de um experimento de simulagdo, utilizando apenas os
exemplares fémeas das 4 areas para quantificar eventuais impactos que o
“efeito-do-observador” poderia estar exercendo sobre as conclusbes das
analises (ver seccao “Analise Estatistica”).

Os caracteres métricos inicialmente selecionados para as analises foram
aqueles comuns a trés dos quatro estoques propostos, FMA I, FMA Il e FMA III.
Foram encontrados vinte e trés caracteres métricos externos comuns as trés
FMAs: (1) extremidade do rostro ao entalhe da caudal (ou comprimento
corporal) (CT), (2) extremidade do rostro ao apice do meldao (R-ApM), (3)
extremidade do rostro ao centro do olho (R-CO), (4) extremidade do rostro ao
ouvido (R-MA), (5) extremidade do rostro ao angulo da boca (R-AnB), (6)

extremidade do rostro ao centro do respiradouro (ou espiraculo) (R-CE), (7)
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extremidade do rostro até inser¢cdo da nadadeira dorsal (R-InNND), (8)
extremidade do rostro ao ponto mais elevado da nadadeira dorsal (R-PND), (9)
extremidade do rostro até insergcdo da nadadeira peitoral (R-INnAnNP), (10)
extremidade do rostro ao centro do umbigo (R-CUmb), (11) extremidade do
rostro ao centro da fenda genital (R-CFG), (12) extremidade do rostro ao cento
do anus (R-CAnus), (13) centro do olho ao ouvido (CO-MA), (14) comprimento
anterior da nadadeira peitoral (CAnNP), (15) comprimento posterior da
nadadeira peitoral (CPosNP), (16) largura maxima da nadadeira peitoral (LNP),
(17) altura da nadadeira dorsal (AIKND), (18) comprimento da base da
nadadeira dorsal (CBND), (19) largura da nadadeira caudal (LNC), (20)
comprimento do entalhe da nadadeira caudal (CEntNC), (21) entalhe da caudal
ao centro do anus (EntNC-CAnus), (22) entalhe da caudal ao centro da fenda
genital (EntNC-CFG) e (23) entalhe da caudal ao centro do umbigo (EntNC-
CUmb) (Figura 2.2 e Tabela 2.1).

As medidas EntNC-CAnus (21), EntNC-CFG (22) e EntNC-CUmb (23)
foram excluidas das analises por constituirem simples diferenca entre o
comprimento corporal (CT) e as medidas R-CAnus (12), R-CFG (11) e R-CUmb
(10), respectivamente. A medida CEntNC (20) também foi excluida devido ao
grande numero de exemplares registrados sem essas medidas, a maioria
provenientes da amostra do estado de Sao Paulo.

Os exemplares CB24 (proveniente da amostra de S&o Paulo), CA0010,
CA0017 e CAO0037 (provenientes da amostra do Rio Grande do Sul)
apresentaram grande quantidade de registros ausentes para as 19 medidas

restantes e, portanto, foram excluidos das analises. Ao final, 68 exemplares
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adultos foram utilizados, sendo 19 provenientes da FMA |, 19 provenientes da
FMA Il e 30 provenientes da FMA Ill (Tabela 2.2).

ApoOs a retirada de variaveis e exemplares, restaram ainda, em cada uma
das amostras, individuos sem valores para algumas das 19 medidas comuns.
Estes foram mantidos. Também, algumas medidas apresentaram valores que
foram caracterizados como ‘outliers’. Estes foram desconsiderados, e
classificados como valores ausentes. Por ultimo, para minimizar o efeito da
tomada de medidas realizada por diferentes observadores, as medidas
consideradas excessivamente subjetivas, R-ApM (2), R-InND (7), CO-MA (13),
CANNP (14) e CBND (18), foram excluidas.

Ao final, 14 medidas (em destaque na Figura 2.2) foram utilizadas nas
analises para verificar a existéncia de variagao entre trés dos quatro estoques
propostos. Os valores ausentes restantes (VAs) na matriz de dados com 14
variaveis e 68 individuos foram preenchidos utilizando-se conceitos de
distribuicdo Normal multidimensional e distribuicdo Normal condicional (ver
seccao “Analise Estatistica”).

A fim de incluir a amostra de dez fémeas provenientes da Argentina (FMA
IV), analises similares aquelas realizadas para ambos os sexos das FMAs |, Il e
[ll, foram realizadas utilizando apenas as 43 fémeas das 4 areas (Tabela 2.2).
Duas das medidas utilizadas nas analises anteriores foram excluidas por nao
terem sido registradas para os exemplares da Argentina: rostro ao meato

auditivo (R-MA) e rostro ao centro do umbigo (R-CUmb) (ver Tabela 2.1).
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Figura 2.1: Mapa mostrando os limites norte e sul da distribuicdo da toninha e as quatro
FMAs propostas por Secchi et al. (2003b). RS - Rio Grande do Sul; SC — Santa Catarina; PR
— Paranga; SP — Sao Paulo; RJ — Rio de Janeiro; ES — Espirito Santo. Extraido de Secchi et

al (2003b).

Figura 2.2: Desenho esquematico de uma toninha mostrando as medidas comuns as FMAs |, Il e lll,
inicialmente selecionadas para as analises. As medidas em destaque foram aquelas efetivamente
utilizadas. As medidas R-MA e RCUmb foram excluidas da analise que incluiram fémeas da Argentina
(ver tabela 1 e/ou texto para descrigdo das medidas).
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Tabela 2.1: Lista das medidas morfométricas comuns as FMAs |, Il e IlI.

*medidas usadas nas analises realizadas com as fémeas

Tabela 2.2: Numero de exemplares adultos de toninhas utilizados nas analises.

Il. Il Andlise Estatistica

Distribuicdo Normal multidimensional e distribuicdo Normal

condicional



35

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o sistema estatistico
R versdo 2.2.1. Inicialmente, os caracteres escolhidos para as analises foram
examinados, um a um, para verificar se seguiam uma distribuicdo
aproximadamente Normal. Isto foi efetuado com o teste de Shapiro-Wilks
acompanhado de graficos dos quantis tedricos versus quantis empiricos
(qgplot) dos residuos (Maindonald e Braun, 2003). Se todas as variaveis
individuais parecem estar Normalmente distribuidas, assume-se que a
distribuicdo conjunta €, muito provavelmente, multivariada Normal (Manly,
1994).

Para cada um dos 14 caracteres, foram calculados a média, o desvio-
padrao e os valores minimo e maximo, por sexo, em cada uma das areas. Uma
analise da variancia (ANOVA) foi realizada separadamente para cada carater
para testar a hipotese de diferencas de médias entre regides, sexos e suas
interacdes. O nivel de significancia adotado foi p=0.05.

A matriz de dados formada pelas 14 variaveis (caracteres) e os 68 animais
apresentou 99 valores ausentes (VAs). Antes de realizar a analise de
componentes principais para multiplos grupos (MGPCA) e a analise
discriminante canénica (CVA), optou-se por preencher esses VAs com
estimativas. Um caélculo simples permite justificar nossa decisdo. Uma matriz
de dados com 68 animais e 14 variaveis consiste de 952 elementos. Os 99
elementos ausentes correspondem correspondem a 10.39% de elementos da
matriz de dados. Optando-se em excluir os animais com ao menos uma medida
ausente, a matriz de dados seria reduzida para 55.88% do seu tamanho

original, devido a exclusdo de 30 exemplares, o que representaria perda de
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44.12% de informacgédo. Desta, um percentual significativo de informacgao
existente seria excluido (33.72%), o que poderia diminuir a acuracia das
analises.

O método utilizado para o preenchimento dos VAs se fundamenta nas
propriedades da distribuicdo Normal multivariada condicional (Chattfield &
Collins, 1980). Se X é um vetor de p medidas das quais existem q < p valores
ausentes, entdo, pode-se reescrever X com dois vetores concatenados: X1, o
sub-vetor com as q variaveis para as quais as medi¢des estdo ausentes; e X2 o
vetor com as demais p-q medigdes que estdo disponiveis. A seguinte
decomposicdo do vetor X, e correspondente vetor de médias e matriz de

covariancia, pode ser utilizada:

Xi o5 21 Zp2
X= onde X1 é (gx1), g<p n= =
X 12 21 X»

¥e ¥, sdo matrizes simétricas de ordem q e p-q respectivamente e
¥1,=," é (gqxp). A distribuicdo condicional de X; dado Xo=x, é multivariada

Normal com:

E(X4[X2=X2) = iy + 212 Tao" (Xo-p2) Var(Xi[Xa=x2)= Z11-Z 1222 2o

Primeiramente, a matriz original contendo 68 exemplares e 14 variaveis foi
decomposta em seis matrizes menores correspondendo aos seis grupos
(tratamentos) estabelecidos: machos e fémeas, das trés diferentes areas:

FMAs I, Il e lll. Matrizes de covariancia foram obtidas de cada um dos
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tratamentos. A matriz de covariancia residual “dentro” dos tratamentos foi
obtida pela média das matrizes de covariancia “dentro” de cada tratamento,
ponderada pelos respectivos graus de liberdade dos tratamentos.

Os vetores das médias, calculados para cada grupo regiao-sexo e a matriz
de covaridancia média “dentro” foram utilizados no passo seguinte para

substituir os VAs pelas respectivas médias condicionais E(X, | X,). A funcado

subs.na.norm (Anexo lll) foi criada e implementada especificamente para fazer
os calculos e efetuar as substituicdes.

Para as analises realizadas apenas com exemplares fémeas, as quais
incluiram a amostra proveniente da FMA |V, procedimentos similares foram
empregados para preencher os valores ausentes da matriz contendo 43
exemplares e 12 variaveis. Quatro grupos (tratamentos: fémeas das FMAs |, II,
Il e IV) foram obtidos da decomposicdo desta matriz para a obtengcdo das
matrizes de covariéncia residuais “dentro”. A matriz de covariancia média
“‘dentro” e os vetores das médias calculados para cada grupo, foram utilizados
como descrito anteriormente para substituir os VAs pelas respectivas médias

condicionais.

Anélise de Componentes Principais para Multiplos Grupos (MGPCA)

Nas novas matrizes com todos os valores completos, as variaveis foram

padronizadas para apresentarem média igual a zero e desvio padrdo igual a um.

Este passo, realizado com a utilizagdo da fungédo f.padron (Anexo Ill) é
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recomendado para se proceder numa analise de componentes principais, uma
vez que a técnica é sensivel a diferengas nas escalas dos caracteres (Reyment
et al., 1984; Manly, 1994).

Uma analise de componentes principais (Principal Component Analysis —
PCA) consiste em tomar p variaveis Xi, X...,.Xp, € encontrar combinacdes
lineares destas, denominadas “componentes principais” Z, Z,....,Z, que nao se
correlacionam e que estdo ordenadas em ordem decrescente de variancias. Os
componentes, obtidos a partir da matriz de covariancia total, descrevem as
variagdes dentro dos grupos (Manly,1994).

Uma analise de componentes principais para grupos multiplos (Multiple-
group Principal Component Analysis - MGPCA) procede de maneira analoga,
mas utiliza a matriz de covariancia “dentro” dos grupos (Thorpe, 1988).

Uma das vantagens de uma MGPCA sobre uma PCA ¢é sua relagao direta
com a analise discriminante canénica (Canonical Variate/Discriminant Function
Analysis-CVA), a qual é frequentemente empregada em estudos evolutivos
(Thorpe, 1983a). Se uma MGPCA ¢é aplicada a um determinado conjunto de
dados e uma CVA ¢é aplicada aos escores obtidos desta MGPCA, essa fornece
um resultado igual a uma CVA aplicada ao conjunto de dados originais (no
nosso caso, aos dados brutos padronizados). No entanto, a vantagem do
procedimento via MGPCA é que ele possibilita avaliar a contribuicao relativa de
cada componente para a discriminagao entre grupos. Se for constatado que um
grande percentual da variagao total para discriminar entre grupos é dado por
PC1, este componente é retirado e uma nova CVA a partir de PC2 pode ser

realizada. Assim, o efeito do componente crescimento/tamanho pode ser



39

removido sem, no entanto, remover qualquer uma das variaveis originais
(Thorpe, 1988; Malhotra & Thorpe, 1997).

Neste estudo, uma MGPCA foi realizada para descrever, primeiramente, as
relacdes de crescimento/tamanho entre machos e fémeas das FMAs |, Il e lll e
posteriormente, as relagdes entre as fémeas dentro de cada uma das quatro
areas de manejo. A funcao f.mgpca (Anexo Ill) permitiu desmembrar a matriz
de covariancia nos componentes “dentro” e “entre”, fazer o PCA pertinente e
calcular os escores de cada animal em cada um dos componentes. Para isso
foi necessario fornecer a matriz com todas as medidas padronizadas,
agregando-se a ela as informacdes referentes ao sexo e as regides para cada
um dos animais.

Em seguida, para verificar se os componentes individuais diferenciam entre
0S Sexos € as areas, uma analise da variancia (ANOVA) foi realizada, para
cada um dos escores correspondentes, adotando-se como nivel de
significancia p= 0.05. Apds a obtencao dos escores de todos os componentes,
os dados para machos e fémeas foram separados para se proceder a uma
ANOVA com um fator (regiao) para cada um desses componentes. Assumindo
o0 somatério de todos os valores da estatistica F como 100%, a contribuicdo
relativa de cada um dos componentes para a discriminagao entre grupos foi
obtida por simples regra de trés (Malhotra e Thorpe, 1997). Na analise que
incluiu a amostra definida como FMA |V, aplicou-se o0 mesmo procedimento

geral de analise.
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Anélise Discriminante Canénica (CVA)

A analise discriminante canbnica é uma técnica comumente usada para
examinar simultaneamente as interrelagbes entre grupos de populagdes. A
primeira variavel candnica € aquela combinagdo linear de caracteres que
maximiza a razao da soma dos quadrados entre populagbes pela soma dos
quadrados dentro das populacdes para uma ANOVA dos escores das variaveis
candnicas resultantes. Variaveis canbnicas subseqlentes satisfazem o mesmo
critério, e ndo se correlacionam com as variaveis candnicas anteriormente
criadas. Segundo Manly (1994), o numero maximo de variaveis candnicas que
podem ser obtidas € igual ao menor entre os numeros p = 0 numero de
variaveis, e (m-1), sendo m = nimero de grupos. Os diferentes aspectos das
relagdes entre as populagdes podem ser visualizados utilizando-se duas ou
trés dimensdes apenas (Reyment et al., 1984; Manly,1994; Cadrin, 2000).

Para verificar a existéncia de variagdo na morfologia externa da toninha
entre machos e fémeas das FMA |, FMA Il e FMA Ill, e entre as fémeas das
quatro areas de manejo, foram realizadas CVAs, utilizando-se as mesmas
matrizes de dados utilizadas para se fazer MGPCA e aplicou-se a funcao Ida
(linear discriminant analysis) da biblioteca MASS do R.

Os coeficientes dos vetores canbnicos padronizados s&o usados
frequentemente para indicar os caracteres que mais contribuem para a
separagao entre populagdes ao longo de cada eixo. A representagcao dos
escores individuais em graficos bi-dimensionais, combinando-se as raizes

candnicas duas a duas, fornece alguma idéia visual do grau de separacao
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alcancado com a analise. Alternativamente, podem-se estabelecer contornos
de confianga de 95% para o valor médio dos escores de cada populagao
(Reyment et al., 1984).

Graficos de contornos foram criados, combinando-se aos pares as trés
primeiras variaveis canbnicas. Para isto foi necessario a criagdo e a
implementacao de fungdes especificas f.plotlda e f.plotlda.femeas (Anexos lll).
A representacdo grafica das médias das populagbes para as trés primeiras
variaveis candnicas mostra as principais diferencas e similaridades entre as

populacgdes.

Efeito-do-observador: simulagdo de Monte Carlo

Com o objetivo de verificar se as diferengas observadas entre os centroides
das variaveis discriminantes canbnicas (CV1, CV2 e CV3) poderiam ser
confundidas com erros sistematicos decorrentes do “efeito-do-observador”
entre regides, um estudo simulado foi efetuado utilizando-se apenas fémeas e
as quatro regides. Simularam-se dados com 0 mesmo numero de animais por
regido como nos dados originais (N= 43).

A matriz de covaridancia ‘dentro’, que havia sido gerada por MGPCA foi
utiizada como sendo a verdadeira matriz de covariancia. Em seguida, foi
calculada a média global, acrescida exclusivamente de erros sistematicos

causado por protocolos hipoteticamente diferenciados.
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Para tentar representar erros sistematicos por regiao, os vetores de médias
para os 12 caracteres utilizados ficaram definidos como segue:

- FMA |: todas as medidas foram sobre-estimadas com médias 10% acima
das médias correspondentes na regiao FMA IlI.

- FMA 1I: todas as medidas foram sub-estimadas com médias 10% abaixo
das médias correspondentes na FMA IlI.

- FMA 1lI: usada como referéncia (sem erros)

- FMA IV: metade das medidas sobre-estimadas em 10% e outra metade
sub-estimadas em 10%.

Um total de 300 simulagdes de Monte Carlo foram realizadas. Em cada
novo conjunto de dados simulados foi efetuada uma CVA conforme descrito
anteriormente. Em seguida foram calculadas as distancias de Mahalanobis
entre os quatro centroides (distancias I-Il, I-llIl, I-1V, -, [I-IV e HI-IV).
Finalmente, calculou-se a distancia média para servir como “estatistica” para
descrever a distancia entre os centroides. A distdncia média entre os
centréides da analise dos dados reais foi entdo comparada a distribuicdo
simulada para avaliar se a diferenga efetivamente encontrada entre regides se
confundia com a distribuicdo das distancias médias simuladas. Somente em
caso afirmativo o “efeito-do-observador’ poderia estar causando as diferencas
entre regioes.

I RESULTADOS

I1l.I Machos e Fémeas das FMAs I, Il e Il
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l1l.I.I Andlises Estatisticas Univariadas

Os valores médios, o desvio-padrao, os valores minimo e maximo obtidos
para cada um dos caracteres métricos externos analisados para machos e
fémeas de trés das quatro areas de manejo propostas (FMAs |, Il e Ill), bem
como o numero de exemplares utilizados, sdo fornecidos nas Tabelas 3.1, 3.2
e 3.3. As fémeas da FMA Il apresentaram os menores valores médios para
todos os 14 caracteres, mas nos machos a medida R-PND foi maior na FMA I
que na FMA | tanto absolutamente como em relacdo ao comprimento corporal.
Os maiores valores médios absolutos para quatro dos caracteres analisados,
R-CO, R-MA, R-AnB e R-CE, foram registrados para as fémeas da FMA |. Para
as demais medidas analisadas, os maiores valores médios foram observados
na FMA Ill. Para todas as medidas, os alcances de valores se sobrepuseram
entre as FMAs |, ll e lll.

Com excegao das medidas: R-AnB, R-CE, R-InAnNP e R-CAnus (Shapiro-
Wilks, p < 0.05), os demais caracteres, examinados individualmente,
assumiram distribuicdes aproximadamente Normais para os residuos (Tabela
3.4). Entretanto, uma inspecéo visual da representagdo grafica dos quantis
teéricos versus quantis empiricos (qqplot) (Figuras 3.1) indica que o
afastamento da Normalidade é leve. Ainda, a transformagao para logaritmos
nao melhorou a distribuicdo. Optou-se, portanto, por manter essas variaveis
nas analises subsequentes, utilizando-as na forma nao log-transformada.

As analises da variancia com dois fatores para cada um dos 14 caracteres
métricos externos analisados mostraram diferengas significativas entre as

areas e entre os sexos para todos os caracteres. A interacdo ente area e
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regido mostrou diferenga significativa para as medidas R-MA, R-PND e
CPosNP indicando que as diferengcas observadas entre os sexos para estas

medidas variam geograficamente (Tabela 3.4, Figuras 3.2, 3.3 e 3.4).

Tabela 3.1 Resumo das medidas morfolégicas externas para os exemplares adultos do Rio de
Janeiro.

Tabela 3.2 Resumo das medidas morfoldgicas externas para os exemplares adultos de Sao Paulo.
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Tabela 3.3 Resumo das medidas morfoldgicas externas para os exemplares adultos do Rio Grande do
Sul.

Tabela 3.4 Resultados da ANOVA com dois fatores e do Teste de Shapiro-Wilks, para cada um dos 14
caracteres métricos externos analisados (graus de liberdade para area: 2 e sexo: 1).

Valores de referéncia para o teste F: * = P< 0.05

Figura 3.1: Quantis tedricos versus quantis empiricos para as medidas: rostro ao angulo da boca
(R-AnB), rostro ao centro do espiraculo (R-CE), rostro a inser¢gao da nadadeira peitoral (R-InAnNP)
e rostro ao centro do anus (R-CAnus).
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Figura 3.2: Grafico das interagdes dos fatores sexo e area para a medida rostro ao ouvido (R-MA),

Figura 3.3: Grafico das interacdes dos fatores sexo e area para a medida rostro ao ponto mais
alto da dorsal (R-PND).
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Figura 3.4: Grafico das interacbes dos fatores sexo e area para a medida comprimento
posterior da nadadeira peitoral (CPosNP).

I.I.II Andlises Estatisticas Multivariadas

Uma analise de componentes principais para grupos multiplos (MGPCA) foi
realizada em 14 caracteres métricos externos para machos e fémeas de

toninhas das FMAs |, Il e Ill. As correlagdes estabelecidas entre os
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componentes obtidos e os caracteres sao apresentadas na Tabela 3.5. Os trés
primeiros componentes, PC1, PC2 e PC3, explicam juntos, 70.94% da
variacao total observada dentro dos grupos. O primeiro componente (PC1)
assume correlagdes positivas com todos os caracteres analisados, bem como
constantes de magnitude elevada, podendo ser interpretado como um indice
de tamanho geral. O segundo e o terceiro componentes (PC2 e PC3)
estabelecem correlagbes positivas com algumas variaveis e negativas com
outras, bem como constantes de magnitude variada, podendo ser interpretados
em termos de contrastes de alguns caracteres (i.e. aqueles com constantes de
maior magnitude), explicando variagdo na forma. Ambos descrevem as
caracteristicas relacionadas a forma mais importantes depois de PC1, para
explicar a variabilidade entre animais dentro de qualquer um dos grupos.

PC2 assume constantes de magnitude elevada para AItND, R-InAnNP e R-

CE. Este componente pode ser interpretado em termos de contraste entre
AItND e as outras duas medidas, uma vez que estas assumem correlagbes
positivas e AItND, correlagdo negativa. O mesmo ocorre em PC3 para os
caracteres R-CAnus, R-CUmb e R-AnB. Os dois primeiros caracteres
assumem correlagdes positivas, enquanto que R-AnB apresenta correlagao
negativa.

O calculo dos escores individuais obtidos para os trés primeiros
componentes mostra que PC1 e PC2 permitem discriminar ambos os sexos
dentro das areas e que PC1, PC2 e PC3 permitem certo grau de discriminagéo
entre as areas. Uma ANOVA realizada a partir desses escores aponta que a

razao F obtida para PC1 é maior para a discriminacdo entre os sexos do que
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entre as areas, mas ambos produzem resultados significativos. O mesmo ocorre
para PC2. Os escores de PC3, contudo, permitem apenas leve discriminacao
entre areas (Tabela 3.6).

As fémeas da FMA | e FMA Il estabelecem escores positivos para PC1,
enquanto os machos de todas as areas assumem escores negativos. Como PC1
€ o componente que representa tamanho, as diferengas observadas entre
machos e fémeas estao relacionadas a diferencas no tamanho geral do corpo,
com fémeas maiores que machos para todas as areas. Ainda, os escores
individuais das fémeas da FMA Il sdo maiores que os escores dos machos
dessa mesma area, mas assumem valores negativos em sua maioria,
sobrepondo-se aos valores encontrados para os machos de outras areas. Isto
sugere que fémeas da FMA |l apresentam tamanhos corporais menores do que
as fémeas das outras duas areas.

Os escores de PC2 permitem evidenciar diferencas principalmente entre
machos e fémeas da FMA lll. Fémeas apresentam rostros mais longos, como
indicado pelos escores positivos relacionados as medidas fortemente afetadas
pelo comprimento coéndilo-basal: R-CE e R-InNnAnNP. Machos apresentam
nadadeiras dorsais maiores, como indicado pelos escores negativos associados
a medida AItND.

PC2 e PC3 permitem determinar algumas diferencas entre as areas,
principalmente entre FMA | e a FMA lll. Os resultados apontam que os animais
da FMA | assumem escores positivos para PC2, relacionados principalmente
as medidas R-InNANNP e R-CE. Isto sugere rostros mais longos nos exemplares

da FMA | em relacdo aos exemplares da FMA lll. J4 as medidas relacionadas
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a posigao do umbigo e anus (R-CUmb e R-CAnus), os caracteres que explicam
PC3, sao maiores para os individuos da FMA lll do que para os exemplares
das demais areas. Os escores dos individuos da FMA Il para PC3 mostram
que os animais dessa area apresentam nadadeiras dorsais maiores do que os
da FMA |, mas, de maneira geral, diferengas marcantes na morfologia que
permitiriam distinguir FMA Il de FMA 11l ndo foram detectadas.

As contribui¢des relativas de PC1, PC2 e PC3 para a discriminagao entre
grupos sao menores do que as contribuicdes de outros componentes. Os trés
primeiros componentes contribuem mais para explicar a variagédo dentro dos
grupos (Tabela 3.6). Enquanto, PC1 é o componente que fornece o maior
percentual de contribuicdo para a variagao total dentro dos grupos (43.01%),
entre os grupos, este componente explica apenas 8.88% da variacdo em
machos e 9.67% da variagdo em fémeas. Os componentes que melhor
explicam a variagao entre grupos para machos sao PC8, PC9 e PC12, e para
as fémeas PC4, PC10 e PC12. Estes componentes contribuem
respectivamente, com 50.38% e 52.37% da variagdo entre grupos para
machos e fémeas. PC12 é o componente que melhor explica a variagao entre
grupos para machos (22.98%) e para fémeas ele também assume um
percentual elevado de contribuicdo (13.76%). Para a variagdo dentro dos
grupos, contudo, sua contribuigao é de 0.34%.

PC12 expressa, principalmente, relagdes entre as medidas R-CUmb e R-
CAnus. PC9, por estabelecer correlagao elevada com a medida R-AnB e R-
INANNP pode ser interpretado como um componente associado a

forma/tamanho anterior do corpo, principalmente ao rostro. PC8, por sua vez,
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pode ser interpretado em termos de contraste entre duas medidas
relacionadas a nadadeira peitoral, CPosNP e LNP, o que permite descrevé-lo
como um componente associado a forma deste apéndice.

Nas fémeas, o componente que explica a maior parte da variagdo entre
grupos, PC10 (22.25%), também contribui pouco para a variagao dentro dos
grupos (1.42%). Este componente estabelece as maiores correlagdes com as
medidas R-CO, R-MA e R-AnB, o que permite interpreta-lo como um
componente associado ao tamanho do rostro. PC4, por sua vez, pode ser
explicado pelo contraste entre as medidas LNP e AItND, podendo ser definido

como um componente associado a forma dos apéndices.

Tabela 3.5: Correlagbes entre caracteres e escores dos 14 componentes principais obtidos de uma
MGPCA realizada para 14 caracteres métricos externos de toninhas provenientes de amostras de
trés diferentes areas ao longo da sua regido de distribuicao (FMAs I, 1l e Ill).

Tabela 3.6: Anadlise da variancia dos escores da MGPCA. A variancia dentro dos grupos é a
contribui¢gdo percentual de cada PC para a variagao total dentro do grupo. A varidncia entre os
grupos, obtida para machos e fémeas separadamente, é a contribuicdo percentual de cada PC
para a variagao total entre grupos. Teste F obtido de uma ANOVA dos escores da MGPCA
mostra como os componentes individuais discriminam entre os sexos, localidades e os efeitos da
interacao.

Valores de referéncia para o teste F: * = P< 0.05
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Combinagdes lineares dos componentes que maximizam a capacidade de
discriminagao entre os grupos foram definidas por meio da CVA. A técnica
permitiu verificar 98.97% da diferenca existente entre os grupos, através da
obtencéo de trés variaveis candnicas (CV1, CV2 e CV3) (Tabela 3.7).

As caracteristicas que melhor definem a primeira variavel candnica (CV1)
sdo R-CUmb, R-CAnus e R-CFG, cujos coeficientes apresentam cargas
elevadas. Porém, as cargas das duas primeiras sdo negativas e a restante,
positiva. A segunda variavel canbnica (CV2) estabelece coeficientes de peso
elevado e positivo com a medida R-PND e carga elevada e negativa com as
medidas R-CO e R-CFG. As caracteristicas que melhor definem a terceira
variavel (CV3) sdo: R-MA E R-CUmb, com coeficientes de carga elevada e
positivos, e R-CFG, com carga negativa (Tabela 3.7).

Regides de confianga de 95% estabelecidas para os escores individuais das
variaveis candnicas, para cada um dos grupos, permitem dar uma idéia visual
do grau de separagao obtido com as trés variaveis. Enquanto a combinagao de
CV1 e CV2 evidencia as diferengas entre os sexos, CV2 e CV3 permitem
separar claramente as areas (Figuras 3.5 e 3.6).

Na Figura 3.5, no eixo designado para CV1 (eixo x), todas as fémeas
assumem escores positivos e todos os machos escores negativos, sugerindo a
ocorréncia de dimorfismo sexual na forma, relacionada a distancia relativa do
umbigo, fendas genitais e anus.

CV2 discrimina marcadamente a FMA Ill das demais areas (Figuras 3.5 e
3.6). Como os individuos amostrados em FMA |ll apresentam escores positivos

para esta variavel e os exemplares amostrados nas outras duas areas
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assumem valores negativos, € provavel que a nadadeira dorsal esteja
deslocada posteriormente nos individuos da FMA Ill ou que estes apresentem
a porgao dorsal do corpo mais alongada em relagdo aos individuos das outras
duas areas. Em contrapartida, os animais da FMA | apresentam rostros mais
longos que os individuos da FMA llI.

CV3 permite discriminar principalmente FMA | de FMA II, mas quando
combinada com CV2, diferencas entre as trés areas podem ser observadas
(Figura 3.6). Os individuos da FMA | assumem escores positivos para CV3 e os
da FMA |l, escores negativos. Fica evidente que as caracteristicas que
distinguem as toninhas da FMA | das demais estdo relacionadas a porgao

anterior do corpo e ao tamanho do rostro.
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Tabela 3.7: Coeficientes das trés raizes discriminantes de uma CVA. As raizes representam,
respectivamente, 79.31%, 15.65% e 4.01% da variagéo total para machos e fémeas analisados
em conjunto.
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Figura 3.5: Graficos de contornos (95% confianga) obtidos a partir das médias dos escores
individuais para as variaveis candnicas CV1 e CV2.

Figura 3.6: Graficos de contornos (95% confianga) obtidos a partir das médias dos escores
individuais para as variaveis candnicas CV2 e CV3.
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[ll.Il Fémeas das quatro areas de manejo propostas

l1.11.I Andalises Estatisticas Univariadas

Os valores médios, o desvio-padrao e os valores minimo e maximo obtidos
para cada um dos caracteres métricos externos registrados para as fémeas da
FMA 1V, bem como o numero de exemplares utilizados sé&o fornecidos na
Tabela 3.8. As fémeas da FMA |V apresentaram valores médios menores que
os das fémeas da FMA Il (Tabela 3.3), exceto para o carater R-CE. Os
valores médios registrados para as fémeas da FMA |V foram préximos aos
valores médios das fémeas da FMA |, mas inferiores para quase todos os
caracteres analisados. Apenas CT e LNC demonstraram valores meédios
superiores nas fémeas da FMA IV. Quando comparadas com as fémeas da
FMA Il, cinco caracteres registraram valores médios inferiores para as fémeas
da FMA IV: R-PND, R-CFG, R-CAnus, LNP e AItND.

Aléem das medidas ja citadas na analise anterior, na analise realizada
apenas com as fémeas, outras duas medidas ndo assumiram distribui¢cdes
aproximadamente Normais para os residuos: CPosNP e LNP (Tabela 3.9).
Como na anadlise anterior, foi observado um afastamento da Normalidade
aceitavel para estas medidas (qgplot) (Figura 3.7) o que permitiu manter essas
variaveis nas analises subsequentes.

A anadlise da varidancia para os doze caracteres utilizados mostrou
diferencgas significativas entre as areas para todos os caracteres. A disténcia da

R-CFG, AItND e R-PND foram os caracteres analisados independentemente
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que mais contribuiram para discriminar as fémeas das quatro areas de manejo

(Tabela 3.9) .



58

Tabela 3.8. Resumo das medidas morfologicas externas para as fémeas adultas da Argentina.

Tabela 3.9. Resultados da ANOVA (graus de liberdade: 3) e do Teste Shapiro-wilks, para cada
um dos 12 caracteres métricos externos analisados.

Valores de referéncia para o teste F: * = P< 0.05
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Figura 3.7: Quantis tedricos versus quantis empiricos obtidos na analise das fémeas, para as
medidas R-AnM: rostro ao angulo da boca, R-BH: rostro ao centro do espiraculo, R-AnInFL: rostro a
insercdo da nadadeira peitoral, R-CAnus: rostro ao centro do anus, PosFL: comprimento posterior da
nadadeira peitoral e FLWd: largura maxima da nadadeira peitoral.

l.I.Il An&lises Estatisticas Multivariadas

As correlagcbes dos 12 componentes obtidos a partir de uma analise de
componentes principais para grupos multiplos (MGPCA) realizada para os
caracteres métricos externos utilizados na analise das fémeas demonstram
que os trés primeiros componentes, PC1, PC2, e PC3, explicam juntos,
77.98% da variacao total observada dentro dos grupos (Tabela 3.10). Todos os
componentes explicam variacdo na forma.

PC1 assume correlagbes de elevada magnitude com a maioria dos
caracteres, mas as cargas apresentam sinais diferentes. As menores

correlacbes sao estabelecidas com as medidas R-PND, CPosNP, LNP e
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AIND, refletindo a pequena importancia das medidas relacionadas a forma dos
apéndices em definir este componente.

PC2 pode ser interpretado como um componente relacionado a forma dos
apéndices, uma vez que, as maiores correlagées sao estabelecidas com as
medidas: CPosNP, LNP, LNC e AItND, todas com sinal positivo.

As medidas CT e CPosNP estabelecem correlagdes de magnitude elevada
com PC3, porém com cargas opostas.

A contribuicao relativa de todos os PCs para a variagdo dentro dos grupos
e entre os grupos demonstra que PC1 é o componente que fornece o maior
percentual de contribuicdo para a variagao total dentro dos grupos (46.64%),
seguido por PC2 (20.09%) e PC3 (11.25%) (Tabela 3.11). Entretanto, a
importancia desses componentes para explicar a variagédo entre os grupos é
reduzida quando comparada a importancia de PC8, PC10 e PC12. O terceiro
componente nao permite discriminar entre as areas (F= 0.74 p= 0.53) e PC1 e
PC2 explicam apenas 1.70% e 4.06% da variagdo entre grupos,
respectivamente.

Por outro lado, PC8, PC10 e PC12 contribuem juntos para explicar 66.21%
da variacado entre grupos. PC8 pode ser interpretado como um componente
relacionado a medida AItND; PC10 relaciona-se a medida R-CE e PC12 pode
ser definido em termos de contraste entre as medidas R-CFG e R-CAnus.

Os escores individuais calculados para o PC8 permitem discriminar FMA IV
das demais areas. Todas as fémeas da FMA | estabelecem escores positivos
para este componente, assim como a grande maioria das fémeas das FMAs Il

e lll, ao contrario das fémeas da FMA IV que assumem escores negativos.
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Estes resultados sugerem que as dorsais das fémeas da FMA IV sdo menores
do que as dorsais das fémeas das demais areas e que as diferencas entre
FMA | e FMA IV sdo mais marcantes.

PC10 estabelece um padrao semelhante ao PC8 na discriminacao entre as
areas. Os escores individuais das fémeas das FMAs |, Il e [ll sdo todos
negativos para este componente, mas FMA |V registra valores positivos, o que
mostra que a medida rostro ao centro do espiraculo € maior nos exemplares da
FMA IV.

Os escores individuais obtidos para PC12 permitem separar as fémeas da
FMA Il e IV, a primeira assumindo valores negativos e a segunda, positivos. A
posicao das fendas genitais em relagdo ao anus deve apresentar variacdes
significantes entre as areas que permite diferencia-las. Nas fémeas da FMA IV
a fenda genital encontra-se deslocada mais posteriormente e mais proxima ao
anus do que nas fémeas das demais areas.

Para maximizar a capacidade de discriminagao entre as areas foi realizada
ainda uma CVA, a qual, por meio de trés raizes canbnicas permitiu verificar
toda a variacao existente entre os grupos. A contribuicdo percentual de CV1,
CV2 e CV3 para a discriminagdo entre as areas foram 67.20%, 22.19% e
10.61%, respectivamente (Tabela 3.12).

Através da representacao grafica das regides de confianga de 95% das
meédias dos escores individuais é possivel verificar que as diferencas entre as
areas sao melhor evidenciadas quando combinamos CV2 e CV3 (Figura 3.10),

mas os outros cenarios também fornecem contribui¢cées (Figuras 3.8 e 3.9).



62

CV1 e CV2 estabelecem coeficientes de carga elevada e positiva com o
carater R-CFG e carga elevada e negativa com o carater R-CAnus. Contudo,
estes dois caracteres apenas nao bastam para definir as duas variaveis
canbnicas. CV1 e CV2 constituem distintas combinagdes lineares dos
caracteres originais, ou seja, o0 peso de cada um dos caracteres originais para
definir as variaveis é diferente e, portanto, cada uma delas explica um
percentual de diferenga existente entre os grupos que nao é explicado pela
outra.

A primeira variavel candnica discrimina claramente as fémeas da FMA |V
das demais, mas a segunda nao o faz. Os escores individuais da FMA |V para
CV1 sao todos positivos, enquanto que os individuos das demais areas
assumem escores negativos ou proximos de zero. Resultados similares séo
obtidos com PC12, o componente da MGPCA que mais contribui para
discriminar entre areas.

A segunda variavel candnica permite separar as fémeas da FMA |l das
fémeas das demais areas. Os exemplares desta regido assumem o0s escores
negativos mais elevados, indicando que a medida R-CFG nas fémeas da FMA |
e lll e também da FMA IV, é maior do que nas fémeas da FMA Il. Como
comentado anteriormente, outros caracteres além das medidas R-CFG e R-
CAnus podem estar contribuindo para definir esta variavel e tornar visivel
algumas diferencas entre as areas que CV1 néao evidencia. Os caracteres R-
CO e R-PND contribuem com cargas positivas e valores de maior magnitude
para esta variavel candnica do que para CV1. Enquanto os escores individuais

de FMA | e lll para CV1 assumem valores negativos, em CV2 eles passam a
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ser positivos. De fato, os valores médios de R-CO e R-PND para FMA | e FMA
[l sdo maiores do que aqueles observados em FMA Il. Estas diferencas
detectadas por CV2 sugerem que o rostro das fémeas da FMA Il € menor que o
rostro das fémeas das demais areas.

A terceira variavel candnica estabelece coeficientes de carga positiva e
elevada com a medida R-CO e carga negativa e elevada com a medida CT.
Esta variavel permite evidenciar as mesmas diferengcas morfolégicas
encontradas nas analises iniciais, com ambos os sexos e trés das quatro areas
de manejo propostas. As fémeas da FMA | assumem escores positivos para
CV3 e as da FMA lll escores negativos, indicando que as primeiras atingem
comprimentos maiores para a medida R-CO, e consequentemente o rostro
nesta populacédo € mais alongado. As fémeas da FMA Il por sua vez, atingem
0s maiores comprimentos corporais. Com relagao a este carater as fémeas da
FMA IV assumem uma posi¢ao intermediaria entre FMA | e lll, o que também
pode ser verificado nos valores médios absolutos do comprimento corporal
para as trés regides (Tabela 3.1, 3.3 e 3.8). As fémeas da FMA |l sdo menores

que as fémeas das outras areas.
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Tabela 3.10: Correlagbes entre caracteres e escores para todos os 12 componentes principais
obtidos de uma MGPCA realizada para 12 caracteres métricos externos de toninhas provenientes de
amostras de quatro diferentes areas ao longo da sua regiao de distribuicao (FMA 1, II, Il e V).
Apenas fémeas foram utilizadas.

Tabela 3.11. Analise da variancia dos escores da MGPCA. A varidncia dentro dos grupos é a
contribuigdo percentual de cada PC para a variagdo total dentro do grupo. A variancia entre os
grupos € a contribuigao percentual de cada PC para a variagao total entre grupos. Teste F obtido de
uma ANOVA dos escores da MGPCA mostra como os componentes individuais discriminam entre as
localidades.

Tabela 3.12 Coeficientes das trés raizes discriminantes de uma CVA. As raizes representam,
respectivamente, 67.21%, 22.19% e 10.61% da variagéo total, apenas para fémeas.
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Figura 3.8: Grafico de contornos (95% confianga) obtido a partir das médias dos escores
individuais para as variaveis candnicas CV1 e CV2.
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Figura 3.9: Gréafico de contornos (95% confianga) obtido a partir das médias dos escores
individuais para as variaveis candnicas CV1 e CV3.

Figura 3.10: Grafico de contornos (95% confianga) obtido a partir das médias dos escores
individuais para as variaveis candnicas CV2 e CV3.

LI Simulag&o de Monte Carlo
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A distribuicdo das distancias médias de Mahalanobis entre os centroides
definidos pelas trés variaveis discriminantes candnicas e que foi obtida por
meio de simulagdes de Monte Carlo, esta apresentada na Figura 3.11. Os
resultados mostram que a média dessa distribuicdo foi 3.11 com valores
minimo e maximo de 2.23 e 4.38, respectivamente. Para os dados reais de
fémeas a distancia média entre os centréides observados foi igual a 7.71. Este
valor é muito superior ao valor maximo encontrado na simulagao, sugerindo
que as diferengas efetivamente observadas entre as médias dos grupos
dificilmente poderiam ser explicadas por diferencas sistematicas causadas
exclusivamente pelo fato de que as medi¢des nas diferentes regides tenham

sido efetuadas por diferentes pesquisadores.
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Figura 3.11: Distribuicdo de frequéncias das distancias médias de Mahalanobis entre os
centréides, obtidas através de 300 simulagdes de Monte Carlo (Sumario estatistico: Min: 2.23;
1° Q: 2.9; Mediana: 3.07; Média: 3.11; 3° Q: 3.29; Max: 4.29).

IV DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstram a existéncia de
diferencgas significativas na morfologia externa de toninhas entre as populagdes
analisadas, bem como diferencgas entre os sexos.

Os escores individuais calculados para o primeiro componente indicaram
valores maiores para as fémeas do que para os machos nas trés areas que
permitiram comparacdes entre os sexos, indicando fémeas com tamanhos
corporais maiores. A existéncia de fémeas maiores que machos foi observada
em estudos anteriores, para animais do Uruguai (Kasuya & Brownell, 1979),
Rio Grande do Sul (Pinedo, 1995; Walter, 1997; Barreto & Rosas, 2006), Rio de

Janeiro (Ramos et al., 2000a; 2002) e Sdo Paulo/Parana (Barreto & Rosas,
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2006), os quais demonstraram a ocorréncia de dimorfismo sexual no tamanho
para esta espécie.

As diferencas entre os sexos observadas neste estudo, com as fémeas
assumindo valores maiores do que machos para todas as medidas nas FMAs |,
Il e lll corroboram outros estudos que consideram a espécie altamente
dimorfica (Pinedo,1991,1995; Ramos et al., 2000a, 2000b; 2002). Fémeas
maiores que machos sado observadas também em outras espécies de
pequenos cetaceos, tais como o golfinho do porto (Phocoena phocoena), a
vaquita (Phocoena sinus) e os golfinhos do género Cephalorhynchus (Hohn et
al., 1996; Ready & Tolley,1997; Dawson, 2002). Pinedo (1995) sugere que a
pressao de selecado para fémeas maiores do que machos em toninhas poderia
contribuir para aumentar o sucesso reprodutivo da espécie, através do
nascimento de filhotes maiores e, consequentemente, com maiores chances de
sobrevivéncia.

O dimorfismo sexual pode ser manifestado de diversas maneiras, incluindo
diferencas no tamanho e a presenca de caracteres sexuais secundarios
(Ralls,1977). No presente estudo, além das diferengas no tamanho geral,
outras diferengas entre machos e fémeas, relacionadas a forma corporal,
puderam ser demonstradas, especialmente entre os exemplares da FMA Ill. As
fémeas dessa area apresentaram a porgao anterior do corpo mais alongada,
como indicado pelos escores positivos relacionados as medidas R-CE e
RINANNP. Este resultado pode estar refletindo, simplesmente, o maior tamanho
do rostro. De fato, Pinedo (1995) observou que as fémeas do Rio Grande do

Sul registraram valores maiores para as medidas: comprimento corporal,



70

tamanho do rostro e distancia entre o espiraculo até a base da nadadeira
dorsal.

Por outro lado, os machos da FMA Ill apresentaram nadadeiras dorsais
maiores, como indicado pelos escores negativos associados a medida AItND.
Machos de diversas outras espécies de odontocetos apresentam dorsais
maiores (i.e. mais altas) do que fémeas: Orcinus orca (Ford et al., 2000),
Phocoena dioptrica (Goodall & Schiavini, 1995), golfinhos-rotadores do Pacifico
Tropical Leste (Perrin, 1991). Entretanto, as diferencas entre as dorsais de
machos e fémeas de toninhas observadas neste estudo ndo séo tdo marcadas
como as diferengas observadas nessas espécies, o que pode estar relacionado
aos distintos sistemas de acasalamento empregado por ela ( Danilewicz et al.,
2004).

Os exemplares da FMA | apresentaram um padrao similar aquele
observado na FMA |ll, mas as diferengas entre machos e fémeas nao foram tao
evidentes, principalmente no que se refere a altura da nadadeira dorsal. As
diferencas morfoldgicas detectadas entre machos e fémeas da FMA |l foram
minimas, como demonstrado pela grande sobreposicdo das regides de
confianga das médias dos escores individuais dos exemplares machos e
fémeas dessa regido, utilizando-se a segunda e a terceira variaveis candnicas
(Figura 3.6).

Contudo, o dimorfismo sexual na forma ficou evidenciado para todas as
areas com a representacao grafica das regides de confianga das médias dos
escores individuais, utilizando-se a primeira e a segunda variaveis candnicas

(Figura 3.5). A posigao relativa do umbigo, fendas genitais e anus foram as
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caracteristicas que permitiram distinguir marcadamente os sexos. Contudo, o
dimorfismo sexual observado no posicionamento da fenda genital, mais
proxima ao anus em fémeas, € uma caracteristica comum dos cetaceos
(Perrin,1975).

Diferencas no tamanho geral dos individuos entre as areas também
puderam ser verificadas através da variagdo descrita pelo primeiro
componente. Enquanto as fémeas das FMAs | e lll apresentaram escores
positivos, as fémeas da FMA |l assumiram escores negativos, sugerindo que
estas sdo menores que os exemplares das FMAs | e lll. O mesmo foi
observado para os machos das trés areas de manejo, onde os individuos da
FMA Il apresentaram escores menores que os exemplares das outras areas.
Estes resultados concordam com Rosas (2000), que apds observar os menores
tamanhos corporais para os exemplares da FMA |l comparada as demais
areas, afirmou que a variagao existente na espécie nao é clinal.

A variagcdo descrita pelo segundo e terceiro componentes principais
permitiu evidenciar diferencas morfolégicas associadas a forma entre as areas
geograficas.

Os resultados apontaram que os individuos da FMA Ill tendem a
apresentar nadadeiras dorsais mais altas do que FMA | e por¢cao médio-
posterior do corpo mais alongada que os individuos das demais areas. Os
individuos da FMA | por sua vez, tendem a apresentar rostros mais longos que
os individuos das demais areas.

Resultados similares aqueles observados com os escores da MGPCA,

foram encontrados com CVA, combinando-se a segunda e terceira variaveis
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candnicas. A representacdo grafica das regides de confianga dos escores
individuais para cada um dos grupos permitiu distinguir claramente FMA | e
FMA 1ll. Apesar de diferengas morfoldgicas terem sido detectadas para a FMA
I, nenhuma interpretagcao biolégica das diferencas encontradas pbde ser
estabelecida até o momento (Figura 3.6). Os resultados indicaram diferengas
morfoldgicas relacionadas a posicdo das nadadeiras dorsais, mais deslocadas
para a regiao posterior nos individuos da FMA |ll comparado aos individuos da
FMA |, e rostros mais longos nos animais da FMA |.

Variagbes nas dimensdes anteriores do corpo fortemente afetadas pelo
comprimento céndilo-basal (Perrin,1975a), podem estar relacionadas a
modificagdes ligadas ao aparato bucal/habitos alimentares. De fato, as
medidas R-CO e R-MA contribuem para explicar a segunda e terceira variaveis
candnicas. Além disso, PC9 e PC10, alguns dos componentes principais que
melhor discriminam as areas para machos e fémeas, respectivamente, sao
definidos pelas medidas R-AnB, R-InAnNP, R-CO e R-MA. Estas diferencgas
poderiam indicar que as toninhas das diferentes areas exibem diferencas
morfoldgicas relacionadas aos distintos habitos alimentares. Esta afirmacao é
corroborada por estudos de dieta alimentar. Segundo tais estudos, a
composicao da dieta alimentar dos individuos que compdem o estoque do Rio
de Janeiro/ Espirito Santo (FMA |) é consideravelmente diferente daquela dos
animais do Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina. As toninhas na parte sul
da distribuicdo da espécie se alimentam essencialmente de espécies
demersais (Fitch & Brownell, 1971; Bassoi, 1997, 2005; Rodriguez et al., 2002),

enquanto as toninhas do Rio de Janeiro tendem a forragear sobre espécies
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pelagicas (Di Beneditto & Ramos, 2001). As diferengas morfoldgicas
relacionadas as dimensbes anteriores do corpo detectadas neste estudo
discriminaram, principalmente, FMA | e FMA III.

Diferengcas morfolégicas entre as fémeas da FMA IV e as fémeas das
demais areas também foram encontradas neste estudo (Figuras 3.8, 3.9, 3.10),
fornecendo evidéncias para considerar a populagdao da Argentina um estoque
distinto das populagées do Rio Grande do Sul e Uruguai, conforme proposto
anteriormente por Secchi et al. (2003a).

No que se refere a extensdo das medidas anteriores do corpo
associadas ao comprimento cbndilo-basal, e ao comprimento corporal, as
fémeas da FMA IV parecem apresentar valores intermediarios entre FMA | e
FMA Ill. Embora os valores médios absolutos para as medidas associadas ao
comprimento céndilo-basal (com excecdo da medida R-CE) nas fémeas da
FMA IV sejam préoximas as da FMA Il e inferiores as da FMA |, a
representacdo grafica das regides de confiangca das médias dos escores
individuais para CV2 mostra maior semelhanca entre FMA IV e FMA | (Figura
3.10). Esta diferenga pode ser explicada pelo carater R-PND, o qual também
influencia CV2. Esta medida por sua vez, aponta diferengas na posi¢cao da
nadadeira dorsal entre as quatro areas de manejo, com as fémeas da FMA Il
apresentando dorsais deslocadas mais posteriormente, seguidas pelas fémeas
das FMAs |, IV e ll.

A utilizagdo conjunta de distintas abordagens na identificagdo de
unidades discretas abre caminho para discussdes acerca do status taxonédmico

das mesmas. Os participantes do Workshop realizado em La Jolla, Califérnia
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(2004) para discutir as limitagdes na Taxonomia de Cetaceos em relacao ‘as
necessidades de conservagdao e manejo, afirmaram que ambos dados
morfolégicos e genéticos poderiam servir de evidéncia para o isolamento
reprodutivo e a divergéncia irreversivel. Quando distintas linhas de evidéncia
asseguram divergéncia congruente, estes fornecem grande suporte para a
designacao de espécies. A larga aceitacdo de espécies separadas dentro do
género Delphinus (D. delphis & D. capensis foi baseada em separacao
morfolégica e molecular congruente (Heyning & Perrin, 1994; Rosel et al.,
1994).

Wang et al. (2000a, 2000b) encontraram diferengas osteoldgicas e
morfoldgicas entre duas formas simpatricas de golfinhos nariz-de-garrafa das
aguas da China, sugerindo que estas sdo reprodutivamente isoladas. Essas
diferengas concordaram com as diferengas genéticas encontradas através de
analises de DNA mitocondrial (Wang et al., 1999). Segundo os autores, os
resultados congruentes desses estudos e a ocorréncia simpatrica sao
evidéncias mais do que suficientes para definir as duas formas como duas
espécies distintas: Tursiops truncatus e Tursiops aduncus.

As duas spécies distintas de Orcaella (O.brevirostris & O. heinsohni), de
ocorréncia alopatrica, na Asia e norte da Australia (Beasley et al., 2005)
também foram definidas com base em diferencas encontradas entre as
populagdes das duas localidades, utilizando diferentes abordagens:
craniometria, morfologia externa, analises de DNA mitocondrial e citocromo B.

Sob esse aspecto a area de manejo designada como FMA | poderia ser

considerada uma espécie distinta, dado que as diferengas morfolégicas aqui
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encontradas, as diferengas craniométricas (Pinedo, 1991; Ramos et al., 2002) e
as diferengas genéticas (Secchi, 1998; Ott, 2002; Lazaro et al., 2004) suportam
esta afirmacdo. Contudo, é necessario cautela. Embora o isolamento
reprodutivo seja considerado um importante critério na definicdo de espécies
segundo o conceito biolégico (Mayr, 2000), alguns autores discutem a
relevancia do processo para a especiagao em populagdes alopatricas (Martin,
1996), pela dificuldade em se detectar o isolamento reprodutivo em populacdes
separadas geograficamente (Milinkovitch et al., 2001). Helbig et al. (2002)
afirmaram que a avaliagdo do status especifico para populagdes alopatricas
deveria ser baseada em hipoteses, as quais poderiam ser dificeis, se nao
impossiveis de serem testadas.

Avise et al., (1998) e Avise (2000) consideram, além do isolamento
reprodutivo, o tempo de divergéncia genético necessario para as unidades
estabelecerem trajetérias evolutivas independentes, fundamental para se
definir espécies distintas (conceito filogenético). Segundo os autores, estudos
utilizando DNA mitocondrial de diversos grupos de espécies irmas de
mamiferos mostraram que o tempo evolutivo médio associado as sequéncias
de divergéncia necessarias para o processo de especiagado é de cerca de 2.2
milhdes de anos.

Assim, para evitar equivocos quanto a definicdo de novas espécies, 0
ideal € que o grau de divergéncia genética necessario para poder defini-la
como uma nova espécie seja conhecido, e que as diferengas morfoloégicas e

genéticas congruentes sejam obtidas a partir das mesmas amostras.
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Baker et al. (2002), estudando as populagdes de golfinhos de Hector da
Nova Zelandia, encontraram diferencas craniométricas e genéticas
congruentes entre a populacao da llha Norte e as populagdes da llha Sul, além
de auséncia de fluxo génico. Entretanto, eles sugerem que a populagao da llha
Norte seja reconhecida como uma subespécie distinta das demais e ndo como
uma espécie, uma vez que elas se separaram recentemente em suas
trajetdrias evolutivas, o que foi confirmado pelo pequeno tempo de divergéncia
estimado entre elas, 15000-16000 anos, baseado na ultima abertura do Estreito
de Cook (Pichler et al., 2001). Segundo Baker et al. (2002), a populagao da
llha Norte se encontra em vias de especiagao.

O termo subespécie € dificil de ser definido, porque a opinidao na
comunidade cientifica quanto a sua utilidade varia enormemente. O termo nao
tem validade biolégica mas, independente das controvérsias, seu emprego
pode ser relevante na politica de gestdo e, portanto, para a biologia e
conservagao das espeécies. A utilizacdo da nomenclatura trinomial pode
contribuir para uma distribuicdo mais eficiente de recursos aquelas areas que
merecem atencao prioritaria.

Segundo Perrin (2002), variantes geograficas dentro de uma mesma
espécie sao muitas vezes reconhecidas como subespécies. Algumas
definicbes de subespécie, especificamente aquelas que citam como critério a
necessidade de uma populagdo estar numa trajetéria evolutiva independente,
sdo pouco diferentes de alguns conceitos de Unidades Evolutivamente
Significantes (ESUs). Na realidade, os limites para se estabelecer uma

distincdo entre subespécies e ESUs nao sao claros. A diferenga mais provavel
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entre estes termos esta relacionada ao nivel de troca genética. Waples (1991)
aponta que linhagens de ESUs separadas s&do largamente independentes
embora algum nivel de troca genética possa ocorrer. Sob esse contexto,
subespécie seria algo entre espécie e ESU.

Das quatro areas de manejo para toninhas propostas por Secchi et al.
(2003a), FMA I, FMA 1l e FMA I, foram classificadas como popula¢des do Tipo
lI-/abcd, conforme os critérios de Dizon et al. (1992), e por isso, teriam uma
grande probabilidade de representarem ESUs distintas. A FMA IV contudo,
definida para designar a populagdo da Argentina, teria baixa probabilidade de
representar uma ESU distinta, em decorréncia das fracas evidéncias
encontradas para separar esta populagdo das populagées do Uruguai e Rio
Grande do Sul.

Segundo os critérios propostos por Moritz (1994) para a determinagao
de ESUs, nenhuma das areas de manejo propostas poderia ser considerada
uma ESU distinta. Apesar de diferencas significativas terem sido encontradas
nas frequéncias alélicas dos loci nucleares entre toninhas do Rio de Janeiro,
Sao Paulo/Parana e Rio Grande do Sul/Uruguai/Argentina, a reconstrucao
filogenética dos haplétipos nao revelou a existéncia de uma monofilia reciproca
entre as populagdes (Ott, 2002; Lazaro et al., 2004).

Contudo, é importante destacar que o critério da monofilia reciproca do
DNA mitocondrial para se definir distintas ESUs é considerado por muitos
autores como um critério restritivo demais para fins de manejo. Possivelmente,
poucas populacdes de cetaceos apresentariam esta caracteristica. Baker &

Palumbi (1997) destacaramm, por exemplo, que mesmo as populagdes de
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baleias jubartes (Megaptera novaeangliae) distribuidas em distintas bacias
oceanicas nao seriam classificadas como distintas ESUs segundo os critérios
de Moritz (1994).

Segundo os aspectos ecologicos e genéticos destacados por Waples
(1991), a ocorréncia de haplétipos unicos na populagao do Rio de Janeiro ndo
compartilhados com as demais populagdes e o fluxo génico quase inexistente,
os distintos habitos alimentares, a existéncia de um padrao reprodutivo distinto
para a espécie nessa regiao, as diferencas nos parametros demograficos e de
crescimento e as indicagbes de um isolamento geografico (Secchi et al., 1998;
Di Beneditto & Ramos, 2001; Siciliano, 2002; Ott, 2002), constituem evidéncias
que asseguram a FMA | o status de uma ESU distinta.

As toninhas da FMA | poderiam ainda ser consideradas uma subespécie
distinta das toninhas das demais areas, considerando os mesmos critérios
utilizados por Baker et al. (2002), isto €, linhas de evidéncia morfolégica e
genética congruentes e tempo de divergéncia relativamente curto para a
ocorréncia de um evento de especiacdo. A analise filogenética dos haplétipos
realizada por Lazaro et al. (2004) indicou que um dos haplétipos encontrados
para a populagdo do Rio de Janeiro encontra-se mais proximamente
relacionado aos haplétipos encontrados para as populagdes do sul do que com
aqueles das populag¢des do Rio de Janeiro, sugerindo que essas populagdes se
divergiram recentemente em suas trajetérias evolutivas.

Com relagdo as populagdes do sul, Ott (2002) observou uma grande
similaridade genética entre as populagbes da Argentina, Uruguai, Rio Grande

do Sul e sul de Santa Catarina, sugerindo a existéncia de uma grande e
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provavelmente Unica populacao para esta area. Algumas pequenas diferencas
foram observadas entre as populacbes da Argentina e aquelas do Uruguai e
Rio Grande do Sul, mas os maiores niveis de diferenciagcdo genética
observados dentro desta regido foram cerca de dez vezes menores do que as
diferencas destas populagdes como um todo, em relacdo as populagdes de
Sao Paulo e Parana.

Lazaro et al. (2004) ndo encontraram haplotipos comuns entre os
exemplares do Rio de Janeiro e os exemplares amostrados ao longo da parte
sul de distribuicdo da espécie, mas entre as populag¢des do sul (Rio Grande do
Sul, Uruguai e Argentina), encontraram niveis substanciais de fluxo génico. Os
autores propuseram um modelo de isolamento por distancia para explicar a
diferenciagdo genética da espécie. Os niveis estimados de fluxo génico,
elevados entre populagdes vizinhas, tendem a decrescer a medida que as
distancias geograficas aumentam.

E importante ressaltar aqui que no estudo de Lazaro et al. (2004), os
autores encontraram heterogeneidade geografica substancial na populacéo
amostrada na Argentina. Contudo, a amostra utilizada em tal estudo foi
proveniente de Claromecd, regido localizada no sul da Provincia de Buenos
Aires. Os autores nado utilizaram amostras do norte, mas de acordo com o
modelo de isolamento por distancia proposto por eles, estas populagdes seriam
menos distintas das populag¢des do Uruguai e sul do Rio Grande do Sul, devido
ao fluxo génico significativo entre elas. Contudo, Perrin (2002) afirma que as
populagdes podem divergir marcadamente na forma mesmo na presenga de

substancial fluxo génico, se a selegao diferencial do habitat é forte o suficiente.
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Os resultados encontrados por Ott (2002) e Lazaro et al. (2004) nao
suportam a separacgao das populagdes da Argentina, Uruguai e Rio Grande do
Sul em duas distintas areas de manejo, dai a classificacdo na categoria IV
adotada por Secchi et al. (2003a) para separar ambas as populagdes. Contudo,
os resultados aqui encontrados constituem uma evidéncia morfolégica que
suporta em parte a separacdo das FMAs IV e lll como distintas areas de
manejo. Os exemplares amostrados em San Clemente e Cabo San Antonio,
norte de Buenos Aires, sdao morfologicamente diferentes daqueles da FMA lll e
mais similares aos individuos da FMA | em termos de comprimento corporal e
das medidas associadas a porg¢ao anterior do corpo (Figuras 3.6, 3.7 e 3.8).

Mendez et al. (2007), utilizando amostras de DNA mitocondrial de distintas
localidades da Argentina e comparando estas com os estudos de Lazaro et al.
(2004), encontraram evidéncias que suportam a presenga de pelo menos duas
populagdes geneticamente distintas dentro da FMA IV: San Clemente e
Claromecé. De fato, Ott (2002) observou pequenas diferengas genéticas em
comparagoes de populagdes da Argentina, provenientes de San Clemente e
Claromecd, com populagdes do Uruguai e do Rio Grande do Sul.

A populacéo do norte de Buenos Aires constitui a populagdo mais isolada
da Argentina e esta afirmagdo suporta as diferengcas morfolégicas aqui
encontradas. Adicionalmente, os resultados do estudo de Mendez et al. (2007)
contrariam o modelo de isolamento por distancia proposto por Lazaro et al.
(2004), considerando comparagdes entre locais contiguos de amostragem.

Cabe ressaltar aqui que tanto os exemplareas da Argentina utilizados

neste estudo como a maior parte das amostras utilizadas nas analises de
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Mendez et al. (2007) foram de individuos capturados acidentalmente em aguas
estuarinas do Rio da Prata (Baia Sanboronbom). Se as amostras utilizadas
pelos autores tivessem sido oriundas de aguas mais afastadas do estuario, os
resultados genéticos possivelmente seriam semelhantes aqueles encontrados
por Ott (2002) e Lazaro et al. (2004).

A diferenciacdo morfologica encontrada neste estudo e as diferengas
genéticas encontradas por Mendez et al., (2007), entre as populagbes da
Argentina e as demais populagdes, poderiam estar refletindo uma possivel
separagao ecoldgica da espécie, como sugerida por alguns pesquisadores
(Aznar et al, 1994;1995). Tal segregacao poderia estar relacionada a utilizagao
de diferentes recursos alimentares. Semelhangas foram encontradas na dieta
alimentar das populagdes habitando as areas do Rio Grande do Sul e Uruguai,
mas nao entre estas e aqueles individuos habitando as aguas da Argentina
(Fitch & Brownell, 1971; Pinedo, 1982; Oftt, 1994; Bassoi, 1997, 2005;
Rodriguez et al., 2002). Adicionalmente, Aznar et al. (1995) e Andrade et al.
(2000) demonstraram que os niveis de infecgdo parasitaria das toninhas
amostradas no Rio Grande do Sul e no Uruguai sao significantemente distintos
daqueles da Argentina.

Como as caracteristicas do habitat e os habitos alimentares variam entre
as regides € provavel que a variagao morfoldgica observada entre as distintas
areas da distribuicdo das toninhas tenha sido condicionada por pressdes
seletivas diferenciais para a ocupagado de nicho. Evidéncias ecoldgicas e

comportamentais suportam essa afirmagao.



82

As diferencas morfolégicas aqui observadas dificimente podem ser
explicadas por diferencas sistematicas causadas exclusivamente pelo efeito-
do-observador. As simulagbes de Monte Carlo mostraram que a distancia
euclidiana meédia entre os centroides das quatro areas quando erros
sistematicos superdimensionados (10%) sao acrescentados, foi menor que a
distdncia média para os dados reais das fémeas. Contudo, o efeito-do-
observador nao deve ser inteiramente descartado. Um pequeno percentual das
diferencas observadas deve ser atribuido ao fato de que as medigdes nas
diferentes regides foram efetuadas por diferentes pesquiadores. Estas
diferencgas, entretanto, ndo alteram significativamente as conclusdes por serem
pequenas quando comparadas com as variagdes entre unidades. Contudo,
para aumentar a acuracia dos resultados em futuros trabalhos de campo de
forma a excluir o efeito-do-observador, € recomendavel realizar experimentos
prévios de calibracao.

Ainda, para que os efeitos da estocasticidade sejam reduzidos é
recomendavel, que maiores tamanhos de amostra, por sexo e regido, sejam
utilizados em estudos futuros.

Enfim, o grau de diferenciacdo morfolégica observado entre as
populagdes amostradas neste estudo, concorda com alguns dos resultados dos
estudos genéticos e fornece suporte adicional para a separagao das FMA |,
FMA Il, FMA lll e pelo menos parte da FMA V. As populacbes dessas areas,
por representarem entidades demograficas distintas, devem ser manejadas de
forma independente, a fim de garantir a manutencéo da variabilidade genética

dentro da espécie.
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V. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a existéncia de variagao na morfologia externa de
toninhas entre as diferentes areas amostradas e entre os sexos.

A CVA permite discriminar claramente os grupos quando sao analisados
machos e fémeas das FMAs |, |l e lll e apenas fémeas das quatro FMAs.

As fémeas apresentaram tamanhos corporais maiores que os machos e a
caracteristica que melhor permitiu distinguir machos e fémeas, além do
tamanho corporal, foi a posi¢éo relativa do umbigo, fenda genital e anus.

A variagao morfolégica entre machos e fémeas foi menor na FMA II.

Os exemplares da FMA Il apresentaram tamanhos corporais menores que

os exemplares das demais areas.
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Diferencas relacionadas a posi¢gao da nadadeira dorsal e ao comprimento
do rostro contribuemr para separar, principalmente, FMA | e FMA Ill. Nos
exemplares da FMA I|ll as dorsais estdo deslocadas posteriormente. Os
individuos da FMA | tém rostros mais longos.

As fémeas da FMA IV sdo mais semelhantes morfologicamente as fémeas
da FMA |, no que se refere a extensdo das medidas anteriores do corpo
associadas ao comprimento condilo-basal, e ao comprimento corporal.

As diferengas morfolodgicas aqui observadas entre as fémeas da Argentina e
as demais areas concordam com os resultados obtidos por Mendez et al.
(2007) e apontam para a separagao das populagdes de toninhas da FMA 1l e
parte da FMA IV em dois distintos estoques para fins de manejo tal como
proposto por Secchi et al., (2003a).

As diferengas observadas constituem, portanto suporte adicional a
designacgao proposta de distintas areas de manejo para toninhas (FMA |, FMA

Il, FMA Il e FMA V).
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ANEXO |

ANEXO Il

Anexo Il (cont.)

* exemplares adultos que efetivamente foram utilizados nas analises
** Unico macho maturo presente na amostra proveniente da Argentina, designada como FMA
IV; este exemplar nao foi utilizado nas analises.

ANEXO Il

Funcdo subs.na.norm: para substituichio de NA's pela média da distribuicao

condicional correspondente. Necessita da fungdo med.cond.norm.

subs.na.norm <- function(x,m,S)
X => vetor de dados com alguns elementos NA

m => vetor de medias

S => matriz de covariancia

retorna 'x.out’ com NAs preenchidos pelas medias condicionais

{local <- 1:length(x)
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g.el <- local[is.na(x)]

if(length(qg.el)==0) x.out <- x

else

{ out <- med.cond.norm(qg.el,m,S,x[-q.el])
X.0ut <- X

x.out[q.el]<-out[[1]]}

X.out}

Funcdo med.cond.norm: para obter médias do vetor X(gX1) a partir do conhecimento

dos (p-q) valores de X(px1).

med.cond.norm <- function(g.el,m,S,x.dado)
g.el => elementos do vetor que compoe X(gx1)
m => vetor das medias de X(px1)
S => matriz de covariancia de X(px1)
x.dado => vetor com os (p-q) valores conhecidos
{ p.el <- 1L:length(m)
ng.el <- p.el[-g.el]
m1l <- m[g.el]
m2 <- m[ng.el]
S11 <- S[q.el,g.€el]
S22 <- S[ng.el,ng.el]
if(length(qg.el)==1) S12 <- t(S[q.el,nq.el])
else S12 <- S[g.el,ng.el]
S22.inv <- solve(S22)
ml.x <- ml + S12%*%S22.inv%*%as.numeric(x.dado-m2)
S11.x <- S11 - S12%*%S22.inv%*%t(S12)
list(m1.x,S11.x)}

Funcdo f.padron: para padronizar as colunas na matriz de dados x tal que tenham

meédia=0 e dp=1.

f.padron <- function(x)
{p <-dim(x)[2]
Z<-X

m.x <- numeric()
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S.X <- numeric()
for(iin 1:p)
{m.x[i] <- mean(x[,i],na.rm=T)
s.X[i] <- sd(x[,i],na.rm=T)}
for(i in 1:p) z[,i] <- (X[,i]-m.x[i])/s.x]i]
z}

Funcao f.mgpca

f.mgpca <- function(Ilcrabs,crabs.grp,nomes)
# Icrabs: matrix com nxp contendo vetores de medicoes
# crabs.grp: vetor de tamanho n contendo o fator que classifica cada linha em um dos k grupos
# nomes: vetor com os k caracteres identificando grupos.
{n.grp <- table(crabs.grp)
k.grp <- dim(n.grp)
n.total <- dim(lcrabs)[1]
sq.T <- (n.total-1)*cov(Icrabs)
glgrp<-ngrp-1
p <- dim(lcrabs)[2]
sq.W <- matrix(rep(0,p*p),ncol=p)
for(i in 1:k.grp)
sq.W <- sq.W + (gl.grp[i])*cov(Icrabs[crabs.grp==nomesi],])
sq.B <- sq.T-sq.W
covmtx.w <- sq.W/(n.total-k.grp)
pca.dentro <- eigen(covmtx.w,symmetric=T)
auto.vec <- (-1)*pca.dentro$vectors
escores <- as.matrix(Icrabs)%*%auto.vec
saida <- list(val=pca.dentro$values,
vec=auto.vec,
escores=escores,
sq.W=sq.W,
sq.B=sq.B)
saida}

Funcéao f.plotlda
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f.plotlda <- function(saida.lda,f1,f2)
# O arquivo 'saida.lda’ é o objeto gerado pela funcao Ida()

# f1 e f2 sao ndmeros dos LDs que queremos graficar

# Nota: 1) é necessario dispor da funcao 'f.cont()'

# 2) implementacao somente para LD1, LD2 e LD3

{ n <- saida.lda$N
g <- length(saida.lda$counts)
library(MASS)
fran.pred <- predict(fran.lda)

escl123.lda <- fran.pred$x[,1:3]

media.lda <- matrix(rep(0,3*g),ncol=q)

for(iin 1:3)
media.ldali,]<-tapply(fran.pred$x[,i],fran.pred$class,mean)

class <- fran.pred$class

nomes <- as.character(unique(fran.pred$class))

sq.W <- f.mgpca(esc123.lda,class,nomes)$sq.W

cov.W <- sq.W/(n-g)

W.esc <- cov.W[c(f1,f2),c(f1,f2)]

out.A <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,2],media.lda[f2,2]),W.esc)
out.B <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,4],media.lda[f2,4]),W.esc)
out.D <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,6],media.lda[f2,6]),W.esc)
out.a <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,1],media.lda[f2,1]),W.esc)
out.b <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,3],media.lda[f2,3]),W.esc)
out.d <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,5],media.lda[f2,5]),W.esc)

# Grafico:

xa.M <- 1.2*(max(c(out.A[,1],out.B[,1],out.D[,1],out.a[,1],out.b[,1],out.d[,1])))
xa.m <- 1.2*(min(c(out.A[,1],out.B[,1],out.D[,1],out.a[,1],out.b[,1],out.d[,1])))
xa <- max(abs(xa.M),abs(xa.m))

ya.M <- 1.2*(max(c(out.A[,2],0out.B[,2],0ut.D[,2],0ut.a[,2],out.b[,2],out.d[,2])))
ya.m <- 1.2*(min(c(out.A[,2],out.B[,2],out.D[,2],out.a[,2],out.b[,2],out.d[,2])))
ya <- max(abs(ya.M),abs(ya.m))

egscplot(out.A xlim=c(-xa,xa),ylim=c(-ya,ya),pch=".",
xlab=as.character(f1),ylab=as.character(f2))



points(out.B,pch=".")
points(out.D,pch=".")

text(media.lda[f1,2],media.lda[f2,2],labels=as.character(saida.lda$lev[2]))
text(media.lda[f1,4],media.lda[f2,4],labels=as.character(saida.lda$lev[4]))
text(media.lda[f1,6],media.lda[f2,6],labels=as.character(saida.lda$lev[6]))
text(media.lda[f1,1],media.lda[f2,1],labels=as.character(saida.lda$lev[1]))
text(media.lda[f1,3],media.lda[f2,3],labels=as.character(saida.lda$lev[3]))
text(media.lda[f1,5],media.lda[f2,5],labels=as.character(saida.lda$lev[5]))

abline(0,0)

segments(0,-ya,0,ya)

segments(media.lda[f1,2],media.lda[f2,2],
media.lda[f1,4],media.lda[f2,4])

segments(media.lda[f1,4],media.lda[f2,4],
media.lda[f1,6],media.lda[f2,6])

segments(media.lda[f1,1],media.lda[f2,1],
media.lda[f1,3],media.lda[f2,3])

segments(media.lda[f1,3],media.lda[f2,3],
media.lda[f1,5],media.lda[f2,5])}

Funcéo fplotlda.femeas:

f.plotlda.femeas <- function(saida.lda,f1,f2)

# O arquivo 'saida.lda’ é o objeto gerado pela funcao Ida()
# f1 e f2 sao ndmeros dos LDs que queremos graficar

# Nota: 1) é necessario dispor da funcao 'f.cont()'
# 2) implementagdo somente para LD1, LD2 e LD3

{n <- saida.lda$N

g <- length(saida.lda$counts)
library(MASS)

fran.pred <- predict(saida.lda)

esc123.lda <- fran.pred$x[,1:3]
media.lda <- matrix(rep(0,3*g),ncol=g) for(i in 1:3)
media.ldali,]<-tapply(fran.pred$x[,i],fran.pred$class,mean)

class <- fran.pred$class
nomes <- as.character(unigue(fran.pred$class))
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sq.W <- f.mgpca(esc123.lda,class,nomes)$sq.W
cov.W <- sq.W/(n-g)
W.esc <- cov.W[c(f1,f2),c(f1,f2)]

out.A <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,1],media.lda[f2,1]),W.esc)
out.B <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,2],media.lda[f2,2]),W.esc)
out.F <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,3],media.lda[f2,3]),W.esc)
out.G <- f.cont(0.95,c(media.lda[f1,4],media.lda[f2,4]),W.esc)

# Gréfico:

xa.M <- 1.2*(max(c(out.A[,1],out.B[,1],out.F[,1],0ut.G[,1])))
xa.m <- 1.2*(min(c(out.A[,1],out.B[,1],out.F[,1],0ut.G[,1])))
xa <- max(abs(xa.M),abs(xa.m))

ya.M <- 1.2*(max(c(out.A[,2],out.B[,2],out.F[,2],out.G[,2])))
ya.m <- 1.2*(min(c(out.A[,2],out.B[,2],out.F[,2],0ut.G[,2])))
ya <- max(abs(ya.M),abs(ya.m))

egscplot(out.A, xlim=c(-xa,xa),ylim=c(-ya,ya),pch=".",
lab=as.character(fl),ylab=as.character(f2))

points(out.B,pch=".")

points(out.F,pch=".")

points(out.G,pch=".")

text(media.lda[f1,1],media.lda[f2,1],labels=as.character(saida.lda$lev[1]))
text(media.lda[f1,2],media.lda[f2,2],labels=as.character(saida.lda$lev[2]))
text(media.lda[f1,3],media.lda[f2,3],labels=as.character(saida.lda$lev[3]))
text(media.lda[f1,4],media.lda[f2,4],labels=as.character(saida.lda$lev[4]))

abline(0,0)
segments(0,-3*ya,0,3*ya)}

Funcéo f.cont: fornece contornos de densidade p para uma v. a. Normal bi-dimensional

com média m e covariancia S conhecida.

f.cont <- function(p,m,S)
{h <- 80 # nimero de pontos da reticula de x1
S.e <- eigen(S)
P <- S.e$vectors
L <- S.e$values
rm(S.e)
k <- gchisq(p,2)
y1 <- seq(-sqgrt(k*L[1]),sqrt(k*L[1]),length = h)

Y <- matrix(c(y1[1],0),ncol=2)
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for(i in 1:(h-2))
{ Y <-rbind(Y,c(y1[i+1],(-1)*sqrt((k-(y1[i+1]*2)/L[1])*L[2])))
Y <- rbind(Y,c(y1[i+1],sqrt((k-(y1[i+1]*2)/L[1])*L[2])))}

Y <- rbind(Y,c(y1[h],0))

M <- matrix(rep(m,2*h-2),ncol=length(m),byrow=T)
X <- Y%*%t(P) + M

X}
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