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“Conservar a natureza ¢ uma luta muito dificil e que
estd fadada a ndo dar certo enquanto depender apenas
de razées utilitdrias (...). Mas a natureza é importante
para nés também por outras razbes, muito mais sutis,
dentro da nossa mente e do nosso inconsciente. Essas
coisas sdo universais, parte essencial de nossa prdpria
natureza. A esperanca de um mundo melhor estd
justamente em que tantas pessoas tdo diferentes
percebem isso, espontaneamente, sem que seja preciso
aprender: pois estd dentro delas.”

Fernando Fernandez
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Parentesco e padrdes sécio espaciais da lontra euro-asiatica (Lutra lutra)

em um ambiente mediterranico

RESUMO

Apesar de Lutra lutra ser uma das lontras mais estudadas, o
conhecimento acerca do sistema social da espécie ao longo da sua area de
distribuicdo é repleto de lacunas. Na presente dissertagdo, foram investigados
os padrées socio espaciais da espécie a nivel local num ambiente
mediterranico. Utilizaram-se dados genéticos e de seguimento por radio
telemetria para estudar a relagdo entre parentesco e distdncia geografica, a
dispersédo e as interagdes entre individuos. As fémeas que se encontravam
espacialmente mais proximas eram mais aparentadas entre si
comparativamente com os machos mais préximos, sugerindo que a dispersao
- ocorre predominantemente nos machos. Os resultados de dispersdo em
individuos sub adultos seguidos por telemetria sdo consistentes com os
resultados genéticos, e mostraram uma distancia média de dispersao de 17km
para machos, enquanto a tnica fémea seguida néo se dispersou. As distancias
de dispersao parecem ser suficientes para evitar o endocruzamento, pois nao
foram observados casais adultos com parentesco préximo. A organizagao
social parece integrar-se no padrao de territorialidade intra sexual tipico dos
mustelideos, com sistema de acasalamento poliginico. Contudo,
contrariamente ao padriao de comportamento das espécies solitarias, as lontras
estiveram mais associadas do que seria esperado ao acaso. Estes resultados
revelaram aspectos até agora desconhecidos na espécie, enriquecendo o
conhecimento acerca de seu sistema social, que € um pré-requisito para uma

correta gestao e conservagao de populagoes.



Relatedness and socio-spatial patterns of the Eurasian otter (Lutra lutra)
in a Mediterranean environment

ABSTRACT

In spite of being one of the most studied otter species, knowledge on
Lutra lutra social system along its geographic range is scarce. In the present
work, socio-spatial patterns of the species were investigated on a local scale in
a Mediterranean environment. Molecular and field data obtained by radio-
telemetry were used to study: (i) the relationship between relatedness and
geographic distance, (ii) dispersal and (iii) inter-individual interactions. Females
at closer distances were more related than males. A significant negative
relationship between relatedness and distance was observed for females, but
not for males, suggesting male-biased dispersal. Dispersal results obtained in
young individuals followed by telemetry, in agreement with genetic results,
showed a mean dispersal distance of 17km for males and the absence of
dispersal on the only female monitored. Dispersal distances are probably
enough to avoid inbreeding, since the potential mating pairs observed were not
related. Social organization seems to correspond to the classical mustelid
pattern of intra-sexual territoriality within a polygynous mating system. But,
contrary to the behavioral pattern of solitary species, positive association
between indivuals were more frequent than expected by chance. These results
revealed aspects still unknown in this species and contribute to a better
knowledge on its social system, which is a prerequisite for a correct

management and conservation of populations.



1. INTRODUGAO

O conhecimento acerca do sistema social de uma espécie pode fornecer
as bases para diversos aspectos essenciais a sua conservagao e a gestao de
populagées. Sdo bem conhecidas, por exemplo, as suas implicagdes no fluxo e
diversidade genética e na dindmica de populagées (Singleton & Hay, 1983;

Morin et al., 1994).

Ter em conta o sistema social de uma populagido é um importante pré-
requisito para a estimativa de tamanhos populacionais efetivos (Kruuk, 2006;
Creel, 1998). Carecendo de informagées base sobre éste aspecto, € evidente o
risco de subestimar ou sobre-estimar a populagdo que efetivamente se
reproduz (Komdeur & Deerenberg, 1997). Estas informagdes séo, portanto,
capazes de fornecer substanciais contributos para previsées de persisténcia

populacional a longo prazo (Chapman & Bourke, 2001).

Além da relevancia no contexto conservacionista, pode-se ressaltar
ainda a importancia da incorporagado de dados sociais e comportamentais em
estudos filogenéticos e evolutivos (Cahan et al., 2002; Veron et al., 2004) e no
campo da epidemiologia e dispersao de doengas por vetores animais (B6hm et

al., 2008 ; Cullingham et al., 2008).

Kappeler & van Schaik (2002) definiram trés componentes principais de
sistemas sociais em primatas que, segundo Dalerum (2007), se aplicam
também a outros grupos de mamiferos, incluindo os carnivoros. Estas trés
componentes sdo: (1) a organizagdo social, que descreve os padroes de
distribuicao espago temporal de individuos (p.ex. através das areas vitais); (2) a

estrutura social, que descreve os padroes de interagdes sociais e relagdes



entre individuos; e (3) o sistema de acasalamento, que descreve os padrdes

sociais e genéticos da reprodugéo entre individuos.

Na ordem Carnivora sao reconhecidas tanto espécies sociais, que vivem
em grupos estaveis, como espécies solitarias. A maior parte dos estudos e
teorias desenvolvidas sobre os sistemas sociais neste taxon referem-se as’
primeiras (Dalerum, 2005; Dammhahn & Kappeler, 2009), apesar da maioria
das espécies (85-90%) serem  solitarias (Sandell, 1989). Isto ocorre
normalmente devido aos habitos mais cripticos das espécies solitarias

(Dammbhahn & Kappeler, 2009) e as consequentes dificuldades em estuda-las.

E importante salientar que a denominagdo “solitaria” pdde ser
erroneamente interpretada. Segundo Sandell (1989) este termo indica que
normalmente os individuos ndo apresentam comportamentos cooperativos, e
que encontram-se isolados espacialmente na maior parte do tempo, exceto
para o acasalamento. Mas estes aspectos nao esclarecem como sé@o os
padrées de interagbes, ou seja, quanto e como interagem os individuos em

termos espaciais e temporais.

Kays et al. (2000) atentam para a existéncia de um continuum de
socialidade, entre os extremos de comportamentos solitarios e sociais. Um
comportamento solitario pode implicar a existéncia de interagbes reduzidas,
mas ainda assim os conspecificos podem reconhecer-se uns aos outros e viver
num complexo sistema social (Waser & Jones, 1983). Reconhece-se ainda a
existéncia de variabilidade intraespecifica nos sistemas sociais (Sandell, 1989;

Lott, 1991; Johnson et al., 2000), reforcando o facto de que pode nao ser



correto recorrer a uma classificacdo de atributos de tal maneira fixa e

dicotOmica.

A socialidade nos carnivoros pode refletir-se nos padrées espaciais de
organizagao das populagées (e.g., Erlinge, 1995; Azevedo & Murray, 2007; Pitt
et al., 2008), e do parentesco entre individuos (Fredsted et al., 2005). Estas
duas abordagens podem ser utilizadas com a perspectiva de investigar a
organizagdo e estrutura social duma espécie. A seguir far-se-a uma breve
sintese dos principais aspectos de ambas e de porque s&o uteis neste

contexto.
1.1 Padrbes espaciais e organizagao social

Frequentemente, recorrem-se as analises de areas vitais e movimentos
individuais como forma de inferir sobre o aspecto social do comportamento
animal (McDonough, 2000; Powell, 2000). Estes padrdes permitem identificar,
grosso modo, como os membros de uma populagdo compartilham o espago
disponivel: se exibem algum tipo de territorialidade, se vivem em grupos, o

quanto interagem, quanto tempo passam numa mesma area.

A area vital (AV, daqui em diante) é considerada como o espago restrito
utilizado por um individuo nas suas atividades normais de reprodugéo,
alimentacdo e cuidado com as crias (Burt, 1943). A extensdo da sobreposicao
entre AVs, segundo Sandell (1989), é uma das principais caracteristicas dos
padrées espaciais de uma populagdo, permitindo avaliar se os individuos sao

territoriais e o quanto compartilham suas areas com os demais.



Doncaster (1990) definiu as sobreposicbes como interagées,
caracterizando-as em dois tipos: estaticas e dinamicas. As interagbes estaticas
sdo estimadas pela sobreposi¢do espacial das AVs ao longo de um periodo,
sem considerar se 0os animais usam este espago simultaneamente (Kernohan
et al., 2001). O estudo destas interagdes pode ser considerado como um
primeiro passo na compreensdo da organizagdo so6cio espacial de uma
populagao (Reppucci et al., 2009). Ja as interagdes dindmicas tém em conta a
sobreposicao temporal de individuos dentro de suas AVs compartilhadas com
conspecificos, e sdo indicadas para uma compreensdo mais detalhada das

interagdes sociais (Kernohan et al., 2001).

Nao é simples estudar as interagdes interindividuais em populagées
selvagens de carnivoros, uma vez que muitos animais sdo esquivos e/ou
possuem habitos noturnos, dificultando a sua observagdo direta. Assim, o
emprego de técnicas de telemetria para este fim é bastante comum (Erlinge,
1983; Kenward, 2001). Através da telemetria, obtém-se um conjunto de
localizagbes geograficas para cada individuo e, a partir destas, estimam-se
suas AVs e descrevem-se os seus movimentos, que serdo o alicerce das

analises de interagdes mencionadas.
1.2 Parentesco

Conforme mencionado, o outro fator que frequentemente reflete a
estrutura social de populagbes é o parentesco genético (Hughes, 1998,
Gompper et al., 1998; Storz, 1999; Cutrera et al., 2005; Fredsted et al., 2005;

Maher, 2009a,b).



A associagdo espacial entre individuos relacionados ja foi documentada
em diversas espécies de mamiferos (e.g. Wimmer et al., 2002; Ratnayeke et
al., 2002; Hazlitt et al., 2004; Stgen et al., 2005; Biek et al., 2006; McEachern et
al., 2007; Frantz et al., 2008; Croteau et al., 2010). Nestes estudos observou-se
que ocorrem padrbes nao aleatérios de parentesco entre individuos, estando o

mesmo correlacionado com a distancia geografica.

O padrao de dispersdo das espécies pode ter uma marcada influéncia
na existéncia destas estruturagées espaciais do parentesco (Biek et al., 2006;
Stgen et al., 2005; Croteau et al., 2010), especialmente em espécies solitarias.
A dispersédo pode ser definida como o movimento de um animal jovem a partir
do ponto de origem (local de nascimento) até uma outra area onde se
estabeleca e eventualmente se reproduza (Howard, 1960). Em quase todos os
mamiferos, um dos sexos apresenta eventos de dispersao enquanto o outro
sexo ¢é filopatrico, estabelecendo-se proximo ao local de nascimento
(Greenwood, 1980; Lawson Handley & Perrin, 2007). O padrao mais comum €
a disperséao de individuos do sexo masculino (Greenwood, 1980) e a filopatria

pelas fémeas (Waser & Jones, 1983).

As causas que levam os animais a se dispersarem do local de
nascimento nao sdo sempre claras. Uma das hipéteses mais tradicionais € que
este comportamento evoluiu como uma forma de evitar o endocruzamento
(Greenwood, 1980). Outras importantes hipéteses propostas séo relacionadas
a competicdo por recursos (Greenwood, 1980) ou por pares reprodutivos

(Dobson, 1982). Contudo, nenhuma destas hipoteses é mutuamente exclusiva,



e considera-se mais razoavel enxergar a dispersdo como um comportamento

dependente da interagao de diversos fatores (Dobson & Jones, 1985).

Nos casos em que a dispersao € enviesada em relagéo ao sexo, espera-
se que os individuos do sexo filopatrico sejam mais aparentados entre si do
que os individuos do sexo dispersor (Di Fiore, 2003), facto ja documentado em
alguns estudos (e.g., Gompper et al., 1998; Peakall et al., 2003; Stgen et al.,

2005 ; Hazlitt et al., 2004; Croteau et al., 2010).

Além da disperséo, outro fator que pode influenciar no parentesco € o
comportamento reprodutivo ou sistema de acasalamento (Fredsted et al.,
2007). Muitas vezes, o acasalamento ndo ocorre entre pares ao acaso. A
dominancia reprodutiva de um nimero limitado de individuos pode resultar em
um reduzido grau de diferenciagdo genética entre os membros das coortes

descendentes dos mesmos (Di Fiore, 2003).

O parentesco pode ser estimado a partir de linhagens conhecidas dos
individuos de uma populagéo (Csilléry et al., 2006). Contudo, em populagoes
selvagens isto € pouco viavel em grande parte dos casos (Queller & Goodnight,
1989; Janecka et al., 2006), pois exige um acompanhamento refinado e a longo

prazo, com observagdes diretas e reconhecimento individual dos animais.

Uma alternativa para a obtengdo de estimativas de parentesco em
populagées selvagens, nas quais a linhagem é desconhecida e dificil de ser
determinada por outros meios, € a utilizacdo de meétodos em genética
molecular (Hughes, 1998; Di Fiore, 2003; DeYoung & Honeycutt, 2005). O uso
de marcadores moleculares tem sido cada vez mais difundido em estudos

ecolégicos com este objetivo (Selkoe & Toonen, 2006).



Dentre 0s marcadores mais utilizados estdo os microssatélites, que séo
unidades curtas, repetidas em tandem, de 1 a 6 nucleotideos. Sendo
segmentos curtos, amplificam-se facilmente por PCR, mantendo-se estaveis
mesmo em DNA ja fragmentado (Taberlet et al., 1999; Hung et al., 2004), o que
os torna ideais para a identificagdo de individuos em genética forense e
amostragens nao invasivas. Por serem seletivamente neutros e obedecerem
aos padrées de heranga mendeliana, tornam-se uma escolha bastante

favoravel em estudos de parentesco.
1.3 Sistemas sociais em Lutrinae

Lutrinae € uma subfamilia de mustelideos (Ordem: Carnivora) que
agrega 13 espécies de lontras distribuidas por todo o mundo, com excegao da

Antartida e Oceania.

No seu modelo classico de socialidade nos mustelideos, Powell (1979)
caracteriza a territorialidade intra sexual, tipica de uma organizagao solitaria,
como o padrao da familia. Contudo, na subfamilia Lutrinae nota-se uma grande
variedade de comportamentos sociais, mesmo entre espécies préximas e com

necessidades ecoldgicas similares (Johnson et al., 2000; Kruuk, 2006).

Esta variagdo nos sistemas sociais traduz-se em diferengas inter e
também intraespecificas no grau de cooperagao entre individuos, formagéao de

grupos e presenga ou auséncia de grupos de um unico sexo (Kruuk, 2006).

O comportamento gregario e cooperativo € bem conhecido nas ariranhas
ou lontras gigantes (Pteronura brasiliensis) (Leuchtenberger & Mourao, 2008).

Estes animais organizam-se em grupos familiares, que cooperam na defesa de



seu territorio e no cuidado com a prole. Lutrogale perspicillata apresenta um
comportamento semelhante, vivendo em grupos mistos que forrageiam

cooperativamente (Hussain, 1996 apud Kruuk, 2006).

A gregariedade ndo cooperativa também ocorre, nomeadamente na
espécie Enhydra lutris (lontra-marinha), podendo assim ser considerada como
solitaria, apesar de viver em grupos (Sandell, 1989). Esta lontra apresenta um
sistema social bastante peculiar, mais semelhante ao de outros mamiferos
marinhos, como focas, do que ao de outras lontras (Kruuk, 2006). Os animais
podem viver em grupos de centenas até milhares de individuos (Estes, 1980),
contudo estes grupos sdo formados somente por individuos do mesmo sexo. A

defesa de territérios é observada apenas nos machos, e ainda assim apenas

durante a época de reprodugéo (Kruuk, 2006).

A formagao de grupos é ainda conhecida noutras espécies (Aonyx
cinerea, Lutra maculicollis), contudo, ndo se sabe como € a sua composicao,

nem se ha cooperagao entre os membros.

A flexibilidade social intra-especifica ocorre na lontra norte-americana
(Lontra canadensis). Em alguns locais, esta espécie parece ser solitaria; em
outros, como no Alasca, pode ocorrer a formagao de grupos, que estaria

associada a uma estratégia de cooperagédo na caga (Blundell et al., 2002a).

O comportamento solitario é relatado em Lutra lutra (Macdonald &
Mason, 1990), Lutra sumatrana (Kruuk, 2006), Lontra longicaudis (Lariviére,

1999; Kruuk, 2006) e Lontra provocax (Sepulveda et al., 2007).
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1.4 A espécie em estudo (Lutra lutra)

A lontra euro-asidtica (Lufra Iutra Linnaeus, 1758) encontra-se
atualmente distribuida por todo o continente europeu, norte da Africa e grande
parte da Asia (Kruuk, 2006). Como as outras lontras, possui habitos
semiaquaticos, estando sua presenga associada d habitats com disponibilidade
de agua doce (Beja, 1996; Kruuk, 2006) como lagoas, rios, albufeiras e
estuarios. Utilizam os corpos d'agua especialmente para o forrageio,
>mantendo-se dependentes do ambiente terrestre para a reproducédo e o

estabelecimento de tocas e abrigos (Kruuk, 2006).

Globalmente, esta espécie € classificada como f‘Quase Ameacada”
(Ruiz-Olmo et al., 2008), além de constar no Apéndice | do CITES e nos
anexos |l e IV da Diretiva Habitats (n.° 92/43/CEE). Em Portugal, a espécie foi
enquadrada como “Pouco Preocupante” (Cabral et al., 2005), podendo ser
encontrada em praticamente toda a extensdo continental do pais (Trindade et
al., 1998), com menor probabilidade de ocorréncia em regiées préximas aos

grandes centros urbanos (Barbosa et al., 2003).

Apesar de ser uma das espécies de lontra mais estudadas até hoje, com
uma vasta literatura disponivel acerca de sua biologia e ecologia, o

conhecimento acerca do sistema social da espécie é ainda repleto de lacunas.

No estudo realizado por Kruuk & Moorhouse (1991) num ambiente
costeiro da Escécia por meio de observacdes diretas, foram identificados
grupos de fémeas que compartiihavam um mesmo territorio. Contudo, o autor

relata que estas passavam a maior parte do tempo isoladas ou com sua prole,
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evitando interagées com outras integrantes do grupo. Com animais externos ao

grupo, foram relatados comportamentos agressivos.

Resultados semelhantes ja haviam sido relatados por Jenkins (1980),
também na Escécia, mas em sistemas de agua doce. O autor concluiu que, em
condigbes de alta densidade populacional, poderia haver coexisténcia de
animais adultos num mesmo territorio, porém com rara sobreposicao temporal

de individuos que evitariam contato com os demais.

Através de amostragens genéticas ndo invasivas, Hung et al. (2004)
também sugeriram a existéncia de territérios comuns para fémeas em dois rios
na China. Todavia, devido a técnica nio invasiva e a duragdo do estudo (8
meses), ndo se pode ter a certeza que todos os individuos amostrados eram
adultos e com territérios estabelecidos. Os grupos identificados poderiam ser
de fémeas juvenis, ainda associadas as maes, ja que se sabe que nesta
espécie a prole pode ficar até cerca de um ano ou mais com a mae (Watt, 1993
apud Kruuk, 2006). Além disso nao é possivel saber se ha ou ndo sobreposicao

temporal dos individuos de cada grupo.

Nao obstante, a existéncia de territérios de grupo nao parece ser uma
constante ao longo da area de distribuicdo da espécie. Isto podera indicar uma

tendéncia a flexibilidade social em diferentes populagées.

Erlinge (1968), através da técnica de snowtracking, observou uma forte
territorialidade intra sexual para a espécie em ambientes de agua doce na
Suécia, com ambos os sexos defendendo territérios exclusivos. Mais
recentemente, O'Néill et al. (2009) também observaram padrées de

territorialidade intra sexual em rios na Irlanda, por meio de radio telemetria.
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Como ja referido, Lutra lutra é considerada uma espécie de habitos
solitarios, e os resultados destes estudos suportam esta condigdo. Porém aqui
faz sentido lembrar a questdo abordada anteriormente: classificar uma espécie
como solitaria significa afirmar uma reduzida ocorréncia de interagées
dinamicas entre individuos e auséncia de cooperagdo entre os mesmos
(Sandell, 1989). Contudo, ndo ha estudos com a lontra euro-asiatica que
abordem este tipo de interagbes para de facto avaliar o quanto e como

interagem estes animais.

Ao mesmo tempo, sabe-se que pode haver variagdo geografica nos
sistemas sociais. As informacdes disponiveis até o presente reforcam os
argumentos acerca da variagao intraespecifica da socialidade e do seu aspecto
continuum. Ainda assim, ha uma forte caréncia de dados que permitam
caracterizar com clareza o sistema social da espécie. Até o presente, nenhum
trabalho quantificou e caracterizou os padrées de interagbes dindmicas e

estaticas na espécie, juntamente com a relagéo entre os individuos.

Kruuk (2006) enfatiza que a escassez de conhecimento sobre o sistema
social da lontra euro-asiatica é uma consequéncia de problemas
metodologicos. A sua observagdo direta torna-se complicada, por ser um
animal inconspicuo e de habitos noturnos em grande parte da sua area de
distribuicdo. Além disso, as lontras em geral ndo possuem particularidades
morfolégicas que permitam o reconhecimento individual dos animais em

campo.

No presente estudo, recorreu-se a técnicas de radio telemetria e

genética molecular para investigar os padroes sécio espaciais da lontra euro-
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asiatica num ambiente mediterranico de agua doce. Com isso visa-se ampliar o
conhecimento acerca do sistema social da espécie, através do estudo das

interagdes entre individuos e de suas relagdes genéticas.
Assim, os objetivos especificos foram:

e Estimar o parentesco entre individuos por meio de marcadores

microssatélites.

o \Verificar se o parentesco obedece a uma distribuicdo aleatéria na area
de estudo, ou se existe um padrao de estrutura espacial. A hipétese nula
é que nao haveria uma relagdo entre a distdncia geografica e o

coeficiente de parentesco entre pares de individuos.

e Verificar se existem diferenc;aé na estrutura genética de machos e
fémeas, consistentes com a hipotese de dispersdo do sexo masculino.
Espera-se que o parentesco entre fémeas seja inversamente
correlacionado a distancia geografica e que o parentesco entre machos

nao apresente relagées com a distancia.

e Estudar a dispersdao através de radio telemetria, monitorizando
individuos sub-adultos para documentar a ocorréncia ou auséncia deste

processo, e medir as eventuais distancias dispersadas.

e Estudar as interagdes interindividuais através de radio telemetria,
estimando o quanto os individuos interagem espacial e temporalmente
em suas areas vitais. Partiu-se da hipotese que as lontras permanecem

mais isoladas, evitando a proximidade umas com as outras, e que as
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sobreposi¢gbes entre areas vitais ocorram apenas intersexualmente

conforme o modelo da territorialidade intra sexual (Powell, 1979).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado numa regido do AIentejd Central, nos concelhos
de Evora, Arraiolos e Montemor-o-Novo (Fig. 1), abrangendo uma area de
aproximadamente 765 km? (definida pelo minimo poligono convexo das
localizagées de amostras utilizadas). Os cursos de agua da regiao pertencem
as bacias hidrograficas dos rios Guadiana, Sado e Tejo e em alguns locais
estdo presentes albufeiras. Existem ainda diversos charcos, usados sobretudo

como reservatérios de agua para o gado.

O clima é tipicamente Mediterranico e o regime hidrolégico dos cursos
d’agua é fortemente influenciado por este facto (Pardo & Alvarez, 2006); de
Outubro a Margo, a ocorréncia de chuvas determina o rapido enchimento dos
leitos, enquanto no verdo, com a auséncia de chuvas e as altas temperaturas,
estes acabam por secar quase completamente, restando essencialmente

pegos intermitentes (Gasith & Resh, 1999).

A temperatura média anual é de 14,1°C, com minimas de até -6°C no
inverno e maximas de 41°C no verdo (Fonte: CGE, dados referentes ao
periodo entre 2007-2009). A precipitagdo anual é de 627 mm, sendo que as

chuvas sdo mais concentradas nos meses de Outubro a Margo.
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A area de estudo situa-se numa zona de peneplanicie alentejana, com
um relevo suave e ondulado. A cota média é de aproximadamente 200m,
podendo atingir 420m em pontos mais altos como a Serra de Monfurado. Com
respeito a litologia, as formagdes sedimentares e metamorficas sao
dominantes, em conjunto com rochas acidas eruptivas (Portas, 1967; Atlas do

Ambiente Digital - Instituto do Ambiente).

A pecuaria e agricultura sao as atividades humanas de maior expressao.
A criagdo de gado bovino, ovino e suino é realizada em grande parte nas
pastagens naturais ou semeadas em regime extensivo. O uso do solo €
predominantemente caracterizado por sistemas agro silvo pastoris, em
particular os montados de sobro (Quercus suber) e azinho (Q. rotundifolia). Os
cultivos mais comuns na regido sao os de cereais como trigo e centeio, olivais
e vinhas, além de plantagéeé de eucaliptos e pinheiros. Encontra-se dentro da
area de estudo uma area protegida de aproximadamente 24000 ha, o Sitio de

Monfurado, integrado na rede Natura 2000.

A vegetagdo ripicola, quando presente, destaca-se do restante da
paisagem por ser mais densa, formando “corredores’ ao longo das linhas
d'agua (Aguiar & Ferreira, 2005) e abrigando uma maior biodiversidade
(Corbacho et al., 2003). As espécies ripicolas mais frequentes sao Salix sp.,

Fraxinus angustifolia, Populus sp, Rubus ulmifolius e Smilax sp.

As atividades agricolas praticadas com progressiva intensidade estéo a
tornar-se uma ameaca aos sistemas ainda preservados da regiao, em
particular através da florestagdo com espécies exaticas, degradagao de ribeiras

e da vegetacao associada e represamento dos cursos d'agua.
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Figura 1: Localizago da area de estudo. As cruzes representam a localizagdo das amostras
de individuos utilizadas (ver 2.3).

2.2 Captura e seguimento de individuos

As capturas de lontras foram efetuadas entre Junho de 2007 e Margo de
2010 durante a execugdo do projeto “OPA” (Otter Project Alentejo) (maiores

detalhes na tese de doutoramento de Quéglietta, em prep.)
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Os animais capturados foram contidos e sedados com o uso de uma
mistura de anestésicos injetaveis (Midazolam e Ketamina). Para cada animal
foram tomadas medidas corporais (comprimento do corpo e cauda,
circunferéncia toracica), peso e estimativa da idade (jovem, subadulto ou
adulto) baseada no tamanho e no desgaste dos dentes. No hospital veterinario
da Universidade de Evora foram realizadas cirurgias, nas quais se implantaram
radio transmissores intra peritoneais, dotados de sensores de atividade
(IMP/300/L e IMP400/L - Telonics, Inc., Mesa, Arizona). A libertagao foi sempre
feita no mesmo ponto da captura e imediatamente apés a recuperagao dos
efeitos dos sedativos, seguindo um protocolo utilizado num recente estudo
(O'Neéill et al., 2008). A libertagdo imediata, além de minimizar o stress, evita
riscos de substituicdo dos territorios dos animais capturados por parte de
outros individuos, assim como a eventual separagdo de membros duma familia

(crias da mae e vice-versa) por demasiado tempo.

O seguimento dos animais por radio telemetria consiste na detecgao do
sinal emitido pelos transmissores de cada individuo, que possuem frequéncias
especificas, com o uso de um receptor e uma antena (Kenward, 1987). No
presente estudo foi utlizada uma antena modelo Yagi de trés elementos
(Biotrack Ltd., Dorset, UK) e um receptor manual modelo Sika (Biotrack Ltd.,
Dorset, UK). Foram obtidas localizagbes de cada animal por triangulagao
(White & Garrot, 1990) a intervalos de aproximadamente 36 horas, de forma a

cobrir homogeneamente todas as horas noturnas e diurnas.
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2.3 Colheita de amostras

A recolha de amostras deu-se entre os anos de 2007 e 2010. Trés das
amostras (F9, LL28 e LL18) foram provenientes de individuos situados fora da
area de estudo descrita, respectivamente nos distritos de Beja, Santarém e
Setubal. Contudo, por pertencerem as mesmas bacias hidrograficas das

demais, foram incluidas nas analises.

Amostras de sangue e/ou pelos foram obtidas de todas as lontras
capturadas durante o projeto OPA (op.cit.). Quando ocorriam fugas das
armadilhas antes da chegada dos investigadores, contrblava-se sempre se
havia pelos de lontra retidos, e em caso positivo os mesmos eram recolhidos.
Também foram recolhidos cadaveres de lontras encontrados na area de
estudo, dos quais se retiraram amostras de pelos ou musculo, sendo este

ultimo condicionado pelo estado de degradagao do animal.

Em Dezembro de 2009, recolheram-se amostras de dejetos frescos, com
o intuito de incrementar a amostragem através de procedimento nao-invasivo.
Em cursos d’agua Mediterranicos, devido a cobertura vegetal pouco densa, as
altas temperaturas e a forte insolagao durante grande parte do ano, o DNA nos

dejetos é rapidamente degradado (Prigioni et al., 2006).

O més de Dezembro foi escolhido para esta amostragem devido as
baixas temperaturas, que inibem a agao das enzimas hidroliticas presentes nos
dejetos e, consequentemente, a degradagao do DNA (Hajkova et al., 2006). Os
pontos de colheita foram escolhidos com base na facilidade de acesso, em
ribeiras e barragens dentro da area de estudo, especialmente em locais onde

havia poucas amostras obtidas até o0 momento. Decidiu-se amostrar os dejetos
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durante o periodo noturno e alvorada, de forma a recolhé-los apenas quando
ainda fosse possivel identifica-los como frescos, i.e., com poucas horas de

deposigao (ver Sales-Luis et al., 2009).

As coordenadas geograficas em UTM dos cadaveres, pelos retirados

das armadilhas e dejetos foram registradas com um GPS Garmin Etrex.

Os pelos foram guardados em envelopes de papel branco, mantidos em
sacos com fecho zip-lock contendo silica gel a temperatura ambiente. As
amostras de sangue foram mantidas em tubos com EDTA no frigorifico.
Pequenos pedacos do tecido muséular (cerca de 6 a 8 cm?®) foram conservados
em Eppendorfs com etanol absoluto. Os dejetos foram recolhidos diretamente
em frascos de plastico preenchidos com etanol absoluto, transportados em

caixas térmicas e guardados numa arca congeladora a temperatura de -20°C.

2.4 Analises de laboratério

Foram utilizados dois protocolos diferentes para isolar o DNA. Para as
amostras de pelos, sangue e musculo utilizou-se o kit DNeasy Blood and
Tissue (Qiagen) e para as amostras de dejetos, o QlAamp DNA Stool Mini kit
(mesmo fabricante), com ligeiras modificagbes do protocolo original. O
isolamento de DNA e preparagdo para PCR das amostras de pelos e dejetos
foram realizados num um laboratério distinto, destinado a manipulagao de
amostras de genética nao invasiva, de forma a evitar contaminagio com outras

fontes de material genético.
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Para a identificagdo dos genétipos, utilizaram-se 19 loci de microssatélites
tetra nucleotideos: Lut701, Lut715, Lut717, Lut733, Lut782, Lut818, Lut832,
Lut833 (Dallas & Piertney, 1998), Lut902 (Dallas et al. 1999), Lut914 (Dallas et
al. 2000), 040T04, 040T05, 040T07, 040T14, 040T17, 040T19, 040T22
(Huang et al. 2005), Elu2 e Elu10 (Kretschmer et al. 2009). Para identificagao

do sexo, utilizou-se o marcador especifico Lut-Sry (Dallas et al. 2000).

Os primers foram dispostos em quatro sets para uma PCR multiplex,
cada um contendo primers de 4 a 6 loci, além de um controle negativo (sem
DNA) para cada set. Foi utilizado o kit de reagdo Qiagen Multiplex PCR. Cada
reacdo continha 5 pL de Master Mix Multiplex, 1 uL de Solug&o-Q, primers em
diversas concentragdées, 1 ou 2 pyL do DNA isolado (1 pL para tecidos e
sangue, 2 pL no caso de pélos e dejetos) e ddH20 para completar um volume

de 10 L.

As condigbes da PCR foram as mesmas para todos os sefs,
programando-se da seguinte forma: ativagéo inicial a 95°C por 15 minutos,
seguida por 20 ciclos (Touchdown) de 30 segundos a 94°C, 60°C - 0,5°C por
ciclo por 90 segundos e 72°C por 60 segundos, com uma extenséo final de 30
minutos a 60°C. A PCR Touchdown é uma modificagdo da PCR convencional,

que evita a amplificagao de sequéncias nao-especificas.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese no
sequénciador automatico ABI 3130 usando GeneScan 500 LIZ como padrao de
peso molecular. As andlises para identificagdo dos alelos foram realizadas com

GENEMAPPER v.3.7 (Applied Biosystems).
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Todas as analises laboratoriais foram conduzidas nas dependéncias do
Departamento de Biologia de Populagées, Instituto de Biologia de Vertebrados,

Academia de Ciéncias da Republica Checa (Studenec, Republica Checa).

2.5 Analise de Dados
2.5.1 Analises genéticas e estimativa do parentesco

A probabilidade de que dois individuos retirados ao acaso da populagéo
possuam o mesmo genétipo (Probabilidade de Identidade) foi calculada para
individuos aparentados (Pis») € ndo aparentados (Pi). O calculo das Pi's &
importante para avaliar se o nimero de marcadores usados € suficiente para
distinguir os individuos e, consequentemente, estimar o parentesco entre os
mesmos. Contabilizaram-se também as frequénciés alélicas, numero médio de
alelos, heterozigosidades esperadas (He) e observadas (Ho) por locus. Desvios
do equilibrio de Hardy-Weinberg foram testados em cada locus. Para todos

estes calculos, utilizou-se o software GenAlEx v.6.3 (Peakall & Smouse, 2006).

O parentesco entre todos os pares de individuos foi estimado utilizando
o coeficiente R de Queller & Goodnight (1989), calculado com o software livre
SPAGeDi v.1.3 (Hardy & Vekemans, 2002). Este estimador baseia-se nas
frequéncias alélicas da populagdo (Queller & Goodnight, 1989) e & o mais
frequentemente utilizado em estudos semelhantes. A fungdo “Specific
Hypothesis Test” do software ML-Relate (Kalinowski et al., 2006) foi utilizada
para confirmar o tipo de relagbes de parentesco (pais, irmaos, meio-

irmaos/outros parentescos, e nao aparentados) em casos individuais quando
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necessario (p. ex., entre os pares de lontras para os quais foram calculadas

interagdes estaticas e dindmicas).
2.5.2 Distancias geograficas

No caso dos animais que foram monitorizados por telemetria, e para os
quais portanto havia a estimativa das areas vitais (Quaglietta, em prep.),
utilizaram-se as coordenadas geograficas dos centréides das mesmas como

pontos de localizagdo. Para os demais individuos, utilizou-se a coordenada

geografica da captura ou de obtengéo da amostra.

Todos os pontos correspondentes as localizag6es dos individuos foram
projetados num sistema de informagdo geografica (ArcGis v.9.3, ESRI,
California). A partir destes pontos, calcularam-se dois tipos de distancia
geografica: a distancia euclidiana (ED) e a distancia de menor custo (/east cost

distance; LCD).

A ED é calculada com base na menor distancia em linha reta entre dois
pontos, ndo levando em conta elementos da paisagem que possam influenciar

o movimento dos animais.

O uso da LCD justifica-se pelo facto de as lontras utilizarem o habitat de
forma ndao homogénea, por se deslocarem predominantemente nas linhas e
corpos d'agua. A LCD incorpora a conectividade e heterogeneidade presente
no habitat (Coulon et al., 2004) e ilustra de forma mais realista os movimentos
e o fluxo genético entre as localidades de cada individuo. Para calcular a LCD,

é necessario primeiramente criar um mapa raster de fricgdo, onde a cada célula
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é atribuido um valor de resisténcia ao movimento dos animais. Os valores mais

altos indicam uma maior resisténcia e vice-versa.

Para construir o mapa de fricgdo, utilizaram-se layers da rede
hidrografica (escala 1:25.000) e do uso do solo (1:100.000; Corine Land Cover
2006). A rede viaria nao foi utilizada, por ndo ser considerada um elemento com

papel significativo na movimentagéo das lontras (ver Discuss&o).

A partir da rede hidrografica, obteve-se um layer raster de distancia as
linhas e corpos d'agua, reclassificado com os seguintes valores: 1(0-25m);
2(25-50m); 5(>50m). Os critérios de reclassificagdo foram baseados no
conhecimento subjetivo acerca dos padroes de uso do espacgo pelas lontras.
Foram retirados da layer de uso do solo todos os poligonos de ambientes
aquaticos, pois sem este procedimento o seu valor seria sobreposto e somado
ao da rede hidrografica, sobre-estimando a resisténcia das células. As
categorias do uso do solo foram reclassificadas em: 1(pauis e sapais),
2(florestas); 3(areas agricolas); 5(areas de ocupagdo humana, industrias). Em
seguida, os dois rasters foram somados, obtendo-se o mapa de friccéo final

com uma resolucao de 30m.

O conjunto de ferramentas Landscape Genetics para ArcGis
(Etherington, 2010) foi utilizado para calcular ambas as distancias entre todos

os individuos.
2.5.3 Relagao entre distancias geograficas e parentesco

Para verificar se havia uma relagao entre o parentesco e a distancia dos

individuos, modelou-se como variavel de resposta o coeficiente de parentesco
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R em regressao linear com os dois tipos de distancias separadamente. Foram
realizadas 2000 permutagdes para testar se o coeficiente b da regressao
(slope) era significativamente distinto do que seria esperado ao acaso, i.e., na
auséncia de relagdo entre R e as distancias. Este teste é similar ao teste de
Mantel e foi conduzido com o software SPAGeDi v.1.3 (Hardy & Vekemans,
2002). Em primeira instancia, utilizou-se todo o conjunto de individuos para a
analise. Depois foi feito o mesmo procedimento para machos e fémeas
separadamente, de forma a verificar a hipotese da dispers@o no sexo

masculino.

Este tipo de analise deveria incluir apenas os individuos em idade
reprodutiva (i.e., aqueles que potencialmente contribuem com o fluxo genético),
uma vez que a inclusdo de juvenis poderia sobre-estimar a correlagao entre
parentesco e distancia (Frantz et al., 2008). Por esta razéo foi realizada uma
prova, retirando-se da amostra os individuos conhecidamente juvenis, e
comparando os resultados das analises com aqueles que incluiram todos os
individuos. Como nao foram observadas diferengas, os resultados

apresentados referem-se as analises feitas com todos os individuos.

Para ter uma estimativa da extensao da estrutura espacial na populagéo
estudada, utilizou-se uma analise de regressdo polinomial local (cf. Coulon,
2004; Broquet, 2006; Gongalves da Silva, 2007), através do software livre R
v.2.10.1 (R Development Core Team, 2010). Este tipo de regressdo nao-
paramétrica é capaz de ajustar localmente a relagdo entre as duas variaveis,
dando mais peso aos pontos vizinhos, sendo por isso bastante util na analise

de dados espaciais (Ruppert, 1996).
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2.5.4 Dispersao

Animais sub adultos em fase de pré dispersao foram seguidos por radio
telemetria de forma a identificar a eventual ocorréncia de dispersao.
Considerou-se uma dispersdo quando um animal tenha realizado um
deslocamento maior de 2 km para fora de sua area vital de origem
estabelecendo-se sem retornar (ou tendo retornado apenas em eventos

isolados).

Para a detecgdo da dispersdao através da genética, foi verificada a
relagdo de parentesco entre anﬁnais para os quais se tinha uma estimativa da
provavel data de nascimento. Isto porque, no caso da identificagdo de uma
relagdo mae/cria entre dois animais, o teste (ver tépico 2.5.1) nao é capaz de
indicar quem é quem. Contudo, conhecendo-se a idade estimada de cada um,
é possivel fazer essa distingdo. Desta forma, a disperséo foi definida através da
distancia entre a mae e o descendente adulto, conforme Zeyl et al. (2009).
Justifica-se utilizar somente a relagdo com a mae pois a localidade de origem,
i.e., onde o animal provavelmente nasceu, corresponde a localizagédo da sua

méae, mas nao necessariamente a localizagao do pai.

As distancias de dispersdao foram medidas através da modelagéo de
menor custo (LCD) descrita anteriormente, por meio da ferramenta programada
por Etherington (2010), em ArcGis v.9.3 (ESRI Inc., California). Caso fossem
identificados pontos intermediarios onde o animal se manteve estavel durante
um periodo curto, na rota entre o inicio e o fim de sua dispersao, a distancia
maxima foi considerada como a soma entre as distancias consecutivas de

todos estes eventos.
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2.5.5 Analises de Interagoes

Para a analise das interagées estaticas, primeiramente foram estimadas
as areas vitais (AVs) e as areas nucleares (AN) de cada animal. A AN é a
porcdo dentro da AV mais utilizada pelo animal. Esta diferenciagdo é muito util
na analise das interagdes, uma vez que os animais poderiam, por exemplo,
apresentar uma grande sobreposicdo na AV total e pouca ou nenhuma

sobreposi¢cao na AN.

As localizagoes de cada animal foram analisadas utilizando-se um
estimador de densidade kernel fixo. Sabe-se que o kernel nao é.um meétodo
ideal para animais como a lontra, que utilizam ambientes predominantemente
lineares como rios e ribeiras, pois acaba por incluir nas estimativas muitas
por¢des de habitat ndo utilizadas. Contudo, considerou-se justificavel utiliza-lo,
tal como fizeram Gorman et al. (2006) com a lontra norte americana, pois (1) o
objetivo deste estudo ndo era a analise das areas vitais per se, mas sim das
percentagens de sobreposicao entre as areas de dois animais, que € um valor
relativo e (2) as areas vitais nao incluiam apenas ribeiras, mas também muitas

pequenas charcas e algumas albufeiras.

As estimativas do kernel com contornos de 95% (correspondentes as
areas vitais) e 50% (areas nucleares) foram feitas com a extensdo Home
Range Tools para ArcGis, v.1.1 (Rodgers et al., 2007). Teve-se a precaugao de
separar por im os pontos sobrepostos, uma vez que nesta extensdo a
existéncia da sobreposicéo influencia as estimativas do kernel (Rodgers et al.,

2007).
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As interacbes estaticas foram estimadas quantificando-se a
porcentagem de sobreposigdo nas AVs e ANs de cada animal em relagado ao

seu respectivo par.

As interagbes dinamicas sdo quantificadas através de localizagGes
simultaneas dos animais marcados (Doncaster, 1990; Béhm et al., 2008). No
presente estudo as localizagées foram definidas como simultdneas quando
duas lontras eram encontradas inativas durante o dia (ver Gehrt & Fritzell, 1998)
e num intervalo de uma hora durante a noite, independentemente da atividade
(Gorman et al., 2006), visto que sdo predominantemente noturnas na area de

estudo (OPA, dados nao publicados).

Foi assumida uma distancia critica <200 m para classificar a interagao
como positiva, ou seja, com os animais juntos numa area restrita. Esta escolha
foi feita com base nos erros estimados de telemetria, na escala de resolugao
dos mapas (Quaglietta, em prep.), e tendo em conta os sentidos agugados dos
carnivoros, em especial o olfato. Esta distancia julgou-se adequada,
considerando que com dados de campo é bastante dificil avaliar a distancia na

qual duas lontras notam a presenga uma da outra (ver Gehrt & Fox, 2004).

Utilizou-se um método nao paramétrico conforme sugerido por
Doncaster (1990) para avaliar se as interagcdes dindmicas entre pares de
individuos foram positivas ou negativas (i.e., se havia um grau de atragao ou
repulsdo reciproco). Para tal, comparou-se a percentagem de interagGes
positivas nos eventos simultdneos observados com a percentagem de
interacées positivas em eventos simultaneos simulados (correspondentes ao

que seria esperado ao acaso).
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A simulagao foi feita permutando-se todos os pontos obtidos nos eventos
simultaneos reais de um dado par de animais. As distancias entre pontos foram
medidas através da ferramenta Point Distance em ArcGis v.9.3 (ESRI Inc.,
California). Neste caso, nao foram utilizadas as distancias LCD devido a grande
demanda de tempo que seria necessaria a computacdo das mesmas, uma vez
que havia uma grande quantidade de pontos em todos os pares de animais
analisados. Um teste de x?2 foi utilizado para verificar se a percentagem real de
localizagdes abaixo da distancia critica era maior (interagao positiva) ou menor

(interagdo negativa) do que a percentagem esperada na simulagao.
3. RESULTADOS
3.1 Estimativas de parentesco e relagao com a distancia geografica

Foram recolhidas e analisadas 65 amostras. Destas, 55 (=84%) tiveram
sucesso na extragdo do DNA e amplificagdo dos loci (Tabela 1), possibilitando a
identificagdo de 51 gendtipos individuais. Uma amostra de dejeto e uma de
pelos pertenciam a animais ja capturados (F13 e F10 respectivamente), dois
dejetos recolhidos pertenciam ao mesmo animal (DM1 e DMS5), e por fim,
descobriu-se que uma carcaga de animal atropelado era de um macho
previamente monitorizado por telemetria (M4), cujo sinal havia sido perdido um

ano e dois meses antes.

As probabilidades de identidade foram iguais a 9,2e™ (Pl) e 1,9e® (Pis),
o que permitiu obter uma estimativa confiavel do parentesco com os 19 loci
utilizados. Todos os loci eram polimérficos, com um numero de alelos variando
entre dois e sete (Média=4,63) (Anexo |). A heterozigosidade média observada

foi 0,56 (x0,15) e a heterozigosidade média esperada foi 0,6 (+0,11). Nenhum
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dos loci testados apresentou desvios significativos do equilibrio de Hardy-
Weinberg, com exce¢do do locus 040T19 (P<0,0001, com correcdo de

Bonferroni).

Tabela 1: Quantidade de amostras utilizadas e respectivos sucessos na extragao e

_amplificagéo do DNA.

Tipo de N N e % de amostras amplificadas
Amostra com sucesso
Animais
capturados
Sangue 9 9 (100%)
Pelos 16 16 (100%)
Cadaveres
Pelos 13 13 (100%)
Musculo 6 6 (100%)
Fugas
Pelos 13 7 (53,8%)
Dejetos Frescos 8 4 (50%)
Total 65 55 (84,6%)

Considerando todas as combinagdes pareadas entre individuos
(N=1275), observou-se um declinio do parentesco com o aumento da distancia
geografica (P<0,001). A relacao foi significativa tanto para a distancia ED como
para LCD. Nas andlises subsequentes, também nao se notou diferenca entre
os resultados com os dois tipos de distancias, de forma que apenas os

resultados com a LCD serao apresentados.

Através da regressdo polinomial local, foi possivel observar com maior
detalhe as tendéncias na relagao entre parentesco e distancias. Nota-se que o
coeficiente de parentesco torna-se progressivamente menor até uma distancia

de cerca de 30 km, seguido por uma relativa estabilizagdo a maiores distancias
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(Fig. 2). Esta pode ser inferida como a extensdo espacial até onde o fluxo

genético entre individuos determina a estrutura genética da populag@o. Tendo

isto em consideragcdo, as analises seguintes foram restritas a pares de

individuos distantes até 35km um do outro.

04

02

04 4

10 20 30 a0 50 50 70 50

Figura 2: Grafico da regressao polinomial local entre o coeficiente de parentesco (R ) e a

distancia geografica de menor custo (LCD).

Entre os pares de fémeas (N=286) foi novamente observado o padrdo

de diminuigdo no coeficiente R com o aumento da distancia (P<0,001) (Fig. 3a).

Ja nos machos (N=224), ndo se observou nenhuma relagdo significativa entre

as duas variaveis (Fig. 3b). O baixo valor de r? observado é devido a grande

variancia inerente ao coeficiente de parentesco calculado a nivel individual

(Blouin, 2003; Coulon et al., 2004).
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Figura 3: Gréficos da regressao linear entre o coeficiente de parentesco R e a distancia de
menor custo (em km): (a) entre pares de fémeas e (b) entre pares de machos. Obs.: Por

propositos ilustrativos, a variavel dependente foi mostrada no eixo x.
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O processo de validagcao recomendado por Zuur et al. (2009) foi aplicado
aos dois modelos de regressao, confirmando que ambos sao coerentes aos
pressupostos de homogeneidade e normalidade (ver Anexo 2) e que a relacao

entre as variaveis pode ser de facto considerada como linear.

3.2 Dispersao

Foi possivel estudar a dispersao através da telemetria em uma amostra
de quatro lontras capturadas em idade sub adulta, no ambito do projeto OPA. |

Esta amostra era constituida por trés machos (M3, M5, M8) e uma fémea (F6).

Além disso, foi possivel detectar uma ocorréncia de dispersao através da
analise de parentesco, num individuo macho (M1). Este macho era
descendente direto de F1 (P<0,01) e sua area vital encontrava-se numa

localidade distinta a area desta fémea.

O tempo de radio seguimento e os resultados da dispersdo encontram-
se resumidos na Tabela 2. Dos cinco animais, o unico a nao dispersar foi a

fémea.

A distancia média de dispersao foi 17 km (x 9,8) (tabela 2). Acredita-se
que a distancia de dispersao de M1 possa ter sido subestimada, uma vez que
nao se conhecia a rota utilizada por este animal e a estimativa foi feita portanto

s6 com base na LCD.

Os animais M3 e M8 foram mortos por atropelamento na mesma estrada

nacional (N114), num momento em que, aparentemente, se encontravam ainda
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na exploragdo de novas areas. Isto porque os seus cadaveres foram
encontrados proximos a linhas d'agua que haviam sido pontualmente utilizadas
pelos mesmos pela primeira vez, pouco tempo antes de serem atropelados. O

animal M1 morreu por causas aparentemente naturais, ndo esclarecidas.

A dispersdo de M3 poderia ainda ser considerada como uma dispersao
efetiva (cf. Greenwood, 1980), uma vez que houve evidéncias genéticas de que
este individuo se reproduziu apés a dispersado. Verificou-se que a fémea F8,
capturada na area onde M3 se estabeleceu apos a dispersdo, era sua

descendente direta (P<0,01).

Tabela 2: Distancias maximas dispersadas e tempo de monitorizagdo de cada animal.

Animal Tempo de monitorizagdo Distancia maxima de dispersao (km)

M3 Set/07-Jun/09 (morte) 26,1
M5 Set/08 - Set/10 219
M8 Nov/08 — Out/09 (morte) 16,4
M1 Jul/07 - Mai/08 (morte) 3,6
F6 Dez/08 - Fev/10 Nao dispersou

3.3 Interagoes

Para o estudo das interagbes estaticas, utilizaram-se seis pares de
lontras que apresentaram sobreposicdo nas suas areas vitais. Um par era
composto por dois machos (M5-M8). Os outros pares eram compostos por
machos e fémeas (M2-F1; M2-F3; M2-F13; M4-F3; M4-F13). Documentaram-se
as sobreposi¢cdes de M2 e M4 com a area de F3 em periodos distintos, pois M4

foi capturado apos a morte de M2.
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Apesar de F13 nao ter sido seguida no mesmo periodo que os dois
machos, por ter sido capturada em Margo de 2010, a sua inclusdo nas analises
de interagdo estatica foi decidida com base em evidéncias genéticas e
temporais da sua coexisténcia com ambos nos anos anteriores: (1) a fémea
F11, capturada em dezembro de 2009, era filha de F13 com M4 (p<0,0001); (2)
um macho jovem (LL16) atropelado em dezembro de 2007 era filho de F13
(p<0,00001); (3) um macho jovem (F2 — na altura, acreditou-se ser uma fémea)

capturado em julho de 2007 também era filho de F13 (p<0,01).

O par que apresentou maior sobreposicao foi M5-M8, tanto nas AVs
como nas ANs, para as quais ndo se nota uma grande diferenca. Em M2 e F1,
também nao é evidente uma diferenca entre a sobreposicao nas duas areas.
No caso de F3 e M4, a diferenca nota-se apenas no caso da fémea, cuja AN se
encontra 100% dentro da AN de M4. No caso de F13 e M2, ndo houve
nenhuma sobreposicdo nas ANs. Finalmente, entre F13 e M4, nota-se que a

AN do macho teve menos sobreposicdo com a da fémea (Figura 4).
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Figura 4: Grafico das porcentagens de sobreposicao entre areas vitais (AV) e areas nucleares
(AC) para cada individuo em relagéo ao seu par (entre parénteses).

Tabela 3: RelagGes de parentesco entre os pares estudados, analisadas com o teste especifico
no software ML-Relate.

Par Relagéo de Parentesco
M5-M8 Irmaos (P<0,001)
M2-F1 Nao aparentados
M2-F3 Nao aparentados

M2-F13 Nao aparentados
M4-F3 Nao aparentados
M4-F13 Nao aparentados

As interagdes dinamicas foram analisadas para quatro pares (M5-
M8,M2-F1, M2-F3, M4-F3). Todos os pares apresentaram interagdes dinamicas
positivas (tabela 4), sendo que no caso de M2-F3 o teste nao foi significativo,

devido ao pequeno numero de localizagdes simultaneas observadas.
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Apenas um dos pares (M5-M8) consistia em individuos aparentados
(tabela 3). Como ambos ocupavam a area vital da fémea F1 (cujo sinal foi
perdido antes da documentagdo das interagbes entre estes dois animais),
verificou-se a relagdo entre os dois e F1, possibilitando a confirmagéo da
suspeita, baseada em impressées de campo, de que M5 e M8 eram seus

descendentes diretos (P<0,001).

Diversos eventos de partilha de tocas foram observados (Quaglietta,

com. pess.), tanto nos pares macho-fémea como no par de machos.

O macho M8 dispersou;se da area natal em maio de 2009. Um més
depois, voltou numa ocasido, mas nao foi encontrado junto com M5; contudo,
neste dia foi visto interagindo com outra lontra, com a qual provavelmente havia
partilhado a toca durante o dia, pois esta observagéo se deu no momento em
que M8 iniciava sua atividade apds ter saido da toca. Depois deste evento, M8
ficou cerca de dois meses sem voltar, até o inicio de Setembro. Desta vez,
permaneceu durante um curto periodo (ca. 15 dias), durante o qual voltou a ser
localizado pontualmente junto a M5, inclusive na mesma toca. A seguir voltou
para a area da disperséao, tendo |4 permanecido até morrer por atropelamento

no inicio de Novembro.
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Tabela 4: Resultados do teste de X2 para interagGes dinamicas e relagdes de parentesco entre
cada par de individuos_

M5-M8 Nov0S-Abr0S 30 56 12 1806 <0,001
M2-F1 AgoO7-Mar08 25 81 9 6479 <0,0001
M2-F3 NovO7-Mar08 33 22 24 462 ns.

M4-F3 Mai08-Nov08 46 57 23 3192 <0,05

Legenda: Lo = proporgao de localizagBes obtidas em interagéo positiva; No = numero total de localizagles simultaneas
obtidas; Ls = proporgao de localizagbes em interac3o positiva (simuladas); Ns= numero total de localizagbes simuladas;
P = nivel de significancia.

4. DISCUSSAO

Neste estudo averiguou-se pela primeira vez a existéncia de uma
estrutura espacial do parentesco em Lutra lutra numa escala local, refutando a
hipétese nula de que os individuos sdo distribuidos aleatoriamente com

respeito ao parentesco.

Conforme esperado, observou-se uma correlagdo negativa entre o
parentesco e a distancia geografica nos pares de lontras fémeas, mas n&o nos
pares de machos. Ou seja, as fémeas que se encontram mais proximas na
area de estudo sdo mais aparentadas entre si do que seria esperado ao acaso.
Estes resultados sugerem que L. lutra apresenta padroes de dispersdo
enviesados em relagdo ao sexo, como grande parte dos mamiferos
(Greenwood, 1980; Sandell, 1989). Neste caso, a auséncia de relagio entre
parentesco e distancia nos individuos do sexo masculino sugere que este é o

sexo que geralmente dispersa.

Resultados semelhantes foram obtidos por meio de dados genéticos em

estudos recentes com outros camivoros, como o urso pardo (Ursus actos;
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Stgen et al., 2005), o lince (Lynx rufus; Crouteau et al., 2010), o urso negro
(Ursus americanus; Costello et al., 2008), a raposa cinzenta (Urocyon
cinereoargenteus, Glenn et al., 2009), o urso polar (Ursus maritimus, Zeyl et al.,
2009), o puma (Puma concolor; Biek et al., 2006), o guaxinim (Procyon lotor,
Ratnayeke et al., 2002) e a lontra norte-americana num ambiente costeiro

(Lontra canadensis, Blundell et al., 2002b).

Porém, a dispersdao por machos em carnivoros ndao € sempre a regra.
Outros estudos mostraram a dispersdo apenas de fémeas (e.g. jupara - Potos
flavus, Kays et al., 2000; lobo da Etiépia - Canis simensis, Randall et al., 2007,
no texugo - Meles meles, Huck et al., 2008) ou de ambos os sexos (e.g. lince -

Lynx pardinus, Ferreras et al., 2004; carcaju - Gulo gulo, Dalerum et al., 2007).

A regressao polinomial local mostrou que a relagédo entre parentesco e
distdncia geografica ocorre principalmente numa extensdo de até 30 km. A
existéncia de uma extensdo espacial nesta relacéo, ja identificada em outras
espécies (40km em ursos pardos - Stgen et al., 2005; 10 km em martas -
Broquet et al., 2006; 4 km em corgos - Coulon et al., 2004), pode ser
interpretada de acordo com o processo de isolamento por distancia (Wright,
1943). A escala populacional, quando a dispersdo é limitada a uma certa
distancia, o fluxo genético entre individuos préximos é maior do que entre os

individuos mais distantes (Wright, 1943; Broquet et al., 2006).

O processo de isolamento por distancia pode, portanto, gerar padrées
como o que foi observado neste estudo, no qual a correlagéo negativa entre a
distancia geografica e a similaridade genética entre individuos ocorreu numa

escala geografica limitada. A distancia até a qual ocorre esta relagao
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corresponde ao ponto a partir do qual o fluxo genético entre individuos diminui,
entrando em equilibrio com a deriva genética, e geralmente evidencia a escala
geografica até a qual sucede, efetivamente, a dispersdo (Hutchison &

Templeton, 1999; Neville et al., 2006; Gongalves da Silva, 2007).

A dispersdo € um evento bastante dificil e raro de se documentar de
forma direta (e.g., observacgées, telemetria) em mamiferos (Croteau et al.,
2010). Em L. lutra, havia sido documentada apenas num estudo na Escécia,
em ambiente de agua doce (Jenkins, 1980). Através da marcagdo com Zn
radioativb e posterior monitorizagdo dos dejetos de um individuo macho,
observou-se a ocorréncia de dispersdo a uma distancia de 68 km da area

original, quando.o mesmo tinha cerca de um ano de idade (Jenkins,1980).

Neste estudo, a dispersdao de trés individuos sub adultos foi
documentada pela primeira vez por radio telemetria na lontra euro-asiatica. Isto
nao so6 permitiu identificar as rotas utilizadas e estimar as distancias
percorridas, como também verificar o estabelecimento nas novas areas,
excluindo a possibilidade que fossem movimentos erraticos. Houve também a
deteccao genética da dispersao para um animal (ver Resultados). Estas quatro
dispersdes observadas, juntamente com a auséncia de dispersdao na unica
fémea sub adulta seguida por telemetria, mostram padrées consistentes com
os obtidos pelas analises espaciais do parentesco. Foi possivel, ainda, verificar
pelo menos um caso de dispersao efetiva, com sucesso reprodutivo, por parte

de M3.

As distancias de dispersao aqui documentadas foram bem menores do

que a observada na mesma espécie por Jenkins (1980), e essa diferenga pode
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ser explicada pelo facto de as areas de estudo serem bastante distintas em
termos de clima, tipo de habitat, e provavelmente da abundéancia de recursos.
Contudo, no ambito da populacdo estudada estas distdncias podem ser
consideradas como representativas, uma vez que estdo dentro da escala de

30km onde parece ocorrer efetivamente o fluxo genético entre individuos.

A existéncia da limitagdo espacial no fluxo genético entre individuos
pode ser explicada por diferentes fatores. Elementos da paisagem, por
exemplo, podem constituir barreiras fisicas, enquanto mecanismos biologicos

intrinsecos a espécie seriam barreiras comportamentais.

Aléem da presenca de uma auto estrada (AB), estrutura que ja foi
identificada como barreira para outros carnivoros (Riley et al., 2006), nao se
reconhecem outras potenciais barreiras fisicas, sendo a area de estudo
bastante homogénea em termos de paisagem. As analises genéticas revelaram
individuos aparentados em lados opostos da A6, o que leva a crer que esta
estrutura ndo seja uma barreira efetiva em termos de fluxo genético, apesar de
terem sido documentados eventos de mortalidade por atropelamento numa
estrada paralela adjacente (N114) (ver resultados; Projecto MOVE, dados nao
publicados). Isto pode ser explicado por uma alta taxa de recrutamento na
populagdo e/ou pelo facto que as lontras passam frequentemente sob as
pontes ou nas passagens de fauna (Projecto MOVE, dados ndo publicados;

Santos-Reis et al., 2008).

Sabe-se que o isolamento por distancia entre individuos pode ocorrer
mesmo na auséncia de fragmentagéo e estruturagdo populacional (Aspi et al.,

2006). Desta forma, o préprio potencial de dispersdo dos animais podera ser o
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factor que mais esta a influenciar o fluxo genético (Gongalves da Silva, 2007).
Sob esta perspectiva, as distancias de dispersdo poderiam estar relacionadas a
fatores como a densidade ou distribuigdo dos individuos e a estratégias da

espécie para evitar o endocruzamento.

As lontras estéo presentes, virtualniente, em todos os cursos de agua da
area de estudo (Trihdade et al., 1998). O uso de areas vitais estaveis a longo
- prazo foi identificado nas 14 lontras seguidas por radio telemetria na area de
estudo (Quaglietta, em prep.), sem a ocorréncia de individuos erraticos. Este
facto poderia nao deixar margem a grandes movimentos exploratorios por parte
dos animais em dispersdo. Os individuos em dispersdo tem de se confrontar
com esta grande ocupagao territorial por outros da mesma espécie, e encontrar
uma area (o primeiro local “vago”) onde o balango entre a minimizacdo da
competicdo e disponibilidade de recursos seja otimizado. A interagao entre
estes fatores poderia explicar as distancias de disperséo relativamente curtas
observadas neste estudo. Neste contexto, Stgen et al. (2006) mostraram que
as distancias de dispersdo em Ursus arctos eram de facto menores em
condi¢des de alta densidade populacional, e 0 mesmo poderia ocorrer no caso
das lontras. Segundo Perrin e Goudet (2001), a dispersao a curtas distancias
corresponde & distancia suficiente para evitar a competicio e o

endocruzamento.

Lehmann e Perrin (2003) mostraram que nas espécies onde a dispersao
é predominante nos machos, a escolha de parceiros pelas fémeas também
pode ter um papel fundamental no processo. Isto porque as fémeas, numa

estratégia para evitar o endocruzamento, podem rejeitar os machos
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aparentados como parceiros reprodutivos. Isto levaria os machos a se
dispersarem, até onde encontrassem fémeas menos aparentadas e onde fosse
possivel estabelecer um territério. Os dados aqui obtidos podem sugerir que
isto acontece nas lontras, uma vez que todos os potenciais pares reprodutivos
(machos e fémeas com sobreposicdo nas areas vitais) eram formados por
animais adultos ndo aparentados. As distancias de dispersdo aqui observadas

parecem, portanto, ser suficientes para evitar o endocruzamento.

A literatura referente a organizagdo social em lontras euro asiaticas
baseia-se nas observagdes diretas de individuos (Jenkins, 1980; Kruuk &
Moorhouse, 1991), seguimento de indicios na neve (Erlinge, 1968) e por
telemetria (Green et al., 1984; O'Néill et al., 2009). No entanto, os autores
limitaram-se a analises mais descritivas, € ndo se conhecem estudos que
tenham analisado e quantificado concomitantemente interagées estaticas e

dindmicas na espécie.

As analises de interagGes revelaram, em parte, padrées ja esperados de
acordo com o modelo classico de mustelideos e sistema de acasalamento
poliginico (Powell, 1979; Kruuk, 2006): territorialidade intra sexual e
sobreposi¢do da area vital de um macho com mais de uma fémea. Este tipo de
organizagdo social ja havia sido documentado na espécie anteriormente
(Erlinge, 1968; Green et al., 1984; O'Néill et al., 2009), e é também consistente
com os resultados observados sobre a dispersdo, uma vez que em sistemas
poliginicos ela ocorre mais frequentemente nos machos (Greenwood, 1980;

Dobson, 1982).
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Um resultado inesperado neste estudo foi a ocorréncia ndo s6 de uma
forte sobreposicao espacial entre os pares de lontras analisados, mas tambéem
de uma sobreposigdo temporal, conforme resultou nas analises de interagGes
dindmicas. Os resultados apresentados sugerem que estas lontras nao
apresentam um comportamento solitario tipico (Sandell, 1989), pois na verdade
passaram mais tempo juntas do o esperado e nao se evitaram mutuamente, ao
contrario do que se relata na literatura (Green et al., 1984; Kruuk & Moorhouse,

1991; Kruuk, 2006).

Normalmente, acredita-se que machos e fémeas encontram-se apenas
para a reprodugdo (Sandell, 1989; Kruuk, 2006), mas as evidéncias deste
estudo sugerem que estes encontros nao sdo tdo limitadas. Kruuk (2006)
também afirma que as fémeas poderiam ser agressivas com machos quando
estdo com crias, e que evitariam o contato com estes devido ao potencial risco
de infanticidio. Aqui, ndo s6é foram documentadas associagdes positivas entre
machos e fémeas adultos com dados de varios meses consecutivos, como
também foram observados machos compartilhando tocas com fémeas na altura
em que as mesmas possuiam crias. Se as fémeas estudadas apresentassem
agressividade contra os machos, este comportamento ndo deveria ter sido

observado.

Em virtude das medidas indiretas (i.e. distancia entre os animais)
utilizadas nas analises de interagées, no momento em que dois animais eram
encontrados juntos poderiam também estar numa briga ou interagéo agressiva,
uma vez que a agressao intraespecifica ja foi relatada na espécie através do

exame de cadaveres (Simpson & Coxon, 2000) e de algumas observagbes
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diretas (Kruuk, 2006). Porém, se as interagdes tivessem sido agressivas e
potencialmente prejudiciais a ambos os animais, o evitamento temporal mutuo
deveria ter sido evidente. Além disso e da referida partilha de tocas, outros
dados (ndo apresentados neste estudo) adicionam evidéncias a favor da
associagdo positiva, pois foi observado que durante periodos de monitorizagéo
continua (6 ou 12hs) de alguns pares, os dois animais por vezes passaram
uma grande quantidade de tempo juntos, mostrando que a proximidade entre

eles nao era apenas pontual.

A Unica sobreposigao intra sexual observada foi relativa a um par de
machos (M5 e M8), facto que poderia ser contraditério aos padrées esperados.
Porém, conforme se confirmou posteriormente, os dois animais eram irméos e
nesse periodo encontravam-se ainda na fase de pré dispersao. Kruuk relata
que é normal que a mae tome a iniciativa de se separar das crias, e que apos a
separagao estas podem permanecer juntas por algum tempo na area em que

foram criadas (2006), podendo este ter sido o caso dos dois machos.
4.1 Integragao de dados genéticos com dados de campo

Ha uma série de vantagens em se utilizar dados obtidos por
observagées no campo em conjunto com dados de genética (DeYoung &
Honeycutt, 2005), tal como foi realizado neste estudo. A utilizagdo de métodos
moleculares mostra-se capaz de enriquecer estudos de ecologia
comportamental (Hughes, 1998) e a combinagao entre as duas abordagens é

recomendada sempre que possivel (van Horn et al., 2008; Zeyl et al., 2009).

Os dados obtidos em campo permitem analisar e compreender diversos

aspectos do comportamento social de uma espécie e dos seus padroes de
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dispersdo, e os dados genéticos complementam estas informagdes,
possibilitando um entendimento de como estes aspectos se traduzem em
termos do fluxo genético e parentesco entre individuos (Lawson Handley &

Perrin, 2007).

A utilizagao de apenas um dos métodos de estudo pode, inclusive, levar
a conclusodes distintas. Por exemplo, Blundell et al. (2002b) observaram através
de radio telemetria que ambos os sexos em Lontra canadensis dispersavam e
que as fémeas pareciam ter uma mobilidade ainda maior do que os machos.
Mas com os dados genéticos, foi possivel perceber que o fluxo genético era
determinado pela dispersdo secundaria dos machos, ocorrida apenas durante a
época de reprodugao. Isto levou a conclusao de que a dispersao era de facto
enviesada em relacdo ao sexo, facto que néo seria detectado apenas com os
dados de campo. O trabalho de Zeyl et al. (2009) ilustra um exemplo bastante
similar, pois seus dados de captura-marcagao-recaptura de ursos polares
apontavam para uma dispersdo predominante das fémeas, enquanto as

evidéncias genéticas mostraram que os machos eram os dispersores efetivos.

Por outro lado, os estudos baseados apenas em genética,
especialmente na genética ndo invasiva, também podem ter varias limitagcées
na interpretacao dos resultados. As relagées de parentesco (i.e., irmaos, pais,
etc.) entre individuos podem ser, por exemplo, classificadas erradamente
quando baseadas apenas em dados moleculares (van Horn et al., 2008). No
presente estudo classificaram-se as relagbes de parentesco apenas para
animais conhecidos (em termos de idade e/ou area vital), sobre os quais ja se

tinha hipéteses baseadas nas observagées de campo, confirmando-as através
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de testes estatisticos (Kalinowski et al., 2006). Conforme van Horn et al. (2008),
acredita-se que os dados genéticos sdo ideais para a identificacdo e
confirmacgédo das relagdes de parentesco e linhagens, mas nao para substituir

completamente os resultados destas técnicas.

A interpretacao de dados genéticos isoladamente pode também encobrir
processos de dispersao que embora nao séjam efetivos, isto €, ndo se refletem
no fluxo genético, podem ser muito importantes do ponto de vista
comportamental da espécie e da ecologia da paisagem. Os dados genéticos
per se podem também n&o conter informagao suficiente para inferir sobre
caracteristicas mais detalhadas da dispersao (Guillot et al., 2009). A
mobilidade de uma espécie nao € importante apenas para a manutengao do
fluxo genético mas também para a colonizacdo de novos habitats, e
informacgoes relativés as distancias que podem ser percorridas pelos animais e
os percursos utilizados sdo de grande importancia na elaboragdo de modelos

ecolégicos, planos de gestao e conservagao.
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5. CONCLUSAO

O sistema social da lontra parece influenciar o fluxo e a estrutura
genética da populagdo, nomeadamente através da dispersdo pelos machos e
de provaveis estratégias para evitar o endocruzamento, visto que nao foram

observados casais adultos aparentados:

Ao contrario do que se esperaria para um animal estritamente solitario,
as lontras apresentaram um alto grau de associagées positivas com individuos
da mesma espécie. Estes padroes foram diferentes dos observados (através
de métodos diferentes) para a mesma espécie em outras areas, reforcando as

ideias acerca da flexibilidade e complexidade social em espécies solitarias.

Neste estudo, a combinacgao de‘dados genéticos com observagées de
campo possibilitou um enquadramento compreensivo da socialidade na lontra
euro-asiatica. Desta forma foi possivel investigar diversos aspectos e revelar
padroes até entdao desconhecidos na espécie, enriquecendo o conhecimento
acerca de seu sistema social, um pré-requisito importante para uma correta

gestdo e conservagao de populagées.
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ANEXO I: Propriedades dos 19 loci de microssatélites utilizados.

Locus N° de alelos Ho/He Tamanho do alelo (pb) e frequéncia
040T14 5 0,431/0,521 18 122 126 138 142
062 023 005 002 007

Lut902 7 0,706/0,708 140 144 148 152 162 166 170

0,01 0,18 004 002 013 048 0,14

Lut832 4 0,647 /0,624 180 184 188 192
0,5 0,15 0,28 0,05

Lut701 4 0,569 /0,583 201 205 209 217
0,5 04 0,08 0,01

040704 5 0,667 /0,708 180 204 208 212 216

0,16 0,39 0,33 0,1 0,01

Lut914 4 0,569 /0,630 138 142 146 150
0,05 0,51 0.3 0,13
040717 3 0,569 / 0,606 148 152 156
0,5 0,36 0,12
Lut733 4 0,471/0,603 166 170 174 178
0,54 0,19 0,21 0,05
040705 6 0,765 /0,749 174 178 182 186 190 194

01 005 039 021 0,1 0,13
Lut715 2 0,235/0,239 203 207
0,85 0,15

El10 3 0,627 / 0,586 138 142 146



0,27 0,57 0,16
040722 7 0,608 /0,688 146 150 154 158 162 166 170
002 027 041 027 001 0,01 0,01
Lut782 5 0,588/0,612 176 180 184 188 192
0,02 0,03 0,21 0,55 0,19
040707 6 0,784 /0,785 192 200 208 212 216 220
0.1 017 019 0,06 0,36 0.1
040719 5 0,191/0,582 210 214 218 222 226
0,08 0,21 06 | 0.1 0,01
Lut833 4 0,420 /0,468 150 154 158 166
0,04 0,67 0,27 0,01
Lut818 5 0,647 /0,623 161 173 177 181 185
0,18 0,2 053 0,07 0,01
Lut717 5 0,686 /0,640 174 186 190 194 198
0,07 0,06 04 0.44 0,02
Elu2 4 0,569/0,574 205 213 217 221
0.2 0,62 0,09 0,08

Média=4,63 Media=057/0,6
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ANEXO ll: Gréficos do prbcesso de validagéo do modelo linear: (a) fémeas e (b)
machos.
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