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INTRODUGCAO GERAL

1.1 Familia Mustelidae

Mustelidae é considerada a maior e mais diversa familia dentre os carnivoros,
compreendendo oito subfamilias em todo o mundo, exceto Australia e Antartica
(Nowak,1999). Como caracteristicas morfolégicas apresentam o corpo alongado,
cabecga pequena, pernas curtas, cauda longa e pelagem densa. Seus representantes
sdo plantigrados possuindo cinco dedos em cada membro e habitam ambientes
terrestres e aquaticos. Sao principalmente carnivoros, sendo algumas espécies
altamente  especializadas, predominantemente  onivoras ou  piscivoras

(Emmons,1997).

Esta familia engloba 25 géneros e 67 espécies, ocorrendo no Brasil seis
destas espécies que estdo inseridas em cinco géneros: Mustela (Linnaeus. 1758),
Eira (Smith, 1842), Galictis (Bell, 1826), Lontra (Gray, 1843) e Pteronura (Gray,
1837)(Reis et al, 2011). A familia Mustelidae se divide em duas subfamilias:
Mustelinae, representada pelas doninhas, irara e furdes; e Lutrinae, que sao as

lontras e ariranhas.
1.2 Subfamilia Lutrinae

A subfamilia Lutrinae compreende as espécies de lontra, que se dividem em
13 espécies e em cinco géneros: Enhydra (Fleming, 1828), Lutra (Brunnich, 1771),
Lontra, Pteronura, Lutrogale (Gray, 1865) e Aonyx (Lesson, 1827) (Kruuk, 2006). Na
América do Sul estédo presentes dois géneros, Lontra e Pteronura, representados por
quatro espécies: Lontra provocax (Thomas, 1908), L. felina (Molina, 1782) L.

longicaudis e Pteronura brasiliensis (Gmelin, 1788). As duas ultimas s&o mais
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amplamente distribuidas, ocorrendo da America Central até America do Sul. Ja as
duas primeiras possuem uma distribuicdo mais restrita, presentes apenas na
America do Sul. A Lontra felina na costa do Pacifico, da Patagbnia até o Equador e a
Lontra provocax principalmente na Patagonia (Chehébar, 1990). No territério
brasileiro duas espécies podem ser encontradas, a Lontra longicaudis (lontra) e a
Pteronura brasiliensis (ariranha), que em algumas regides do pais ocorrem em

simpatria (Reis et al., 2011).
1.3 Lontra longicaudis

A Lontra longicaudis apresenta coloracao marrom-pardacenta com o ventre e
o focinho amarelados. Possuem por volta de 1,20 a 1,50cm de comprimento e
pesam geralmente de 7 a 15 kg. Possuem dimorfismo entre os sexos, sendo o
macho 20 a 25% maior do que a fémea (Lariviere, 1999). Apresentam diversas
adaptagcdes para sua vida aquatica como pelagem impermeavel, membrana
interdigital nas patas, cauda musculosa e achatada, fechamento das narinas ao
mergulhar, longas vibrissas para auxiliar na localizagdo de presas. S&o animais

solitarios, quando observados em grupo geralmente sendo a fémea com filhotes.

Das espécies de Lontra presentes na America do Sul € a de maior
distribuicdo, que ocorre desde o México até o norte da Argentina, sempre associada
a ambientes aquaticos (Redford & Eisenberg 1992; Maldonado & Gonzalez, 2003). E
um animal bastante versatil, ocorrendo em diversos tipos de habitat como rios,
banhados, lagos e ambientes marinhos (Mason, 1990). Apresenta toleréncia a
atividades humanas, ocorrendo em locais antropizados como cursos d’agua que

cruzam meios urbanos (Waldemarin & Alvarez,2008).
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Diversos estudos foram direcionados a analisar sua dieta (Passamani &
Camargo, 1995; Pardini, 1998; Colares & Waldemarin, 2000). Sendo apontados
como principais itens os peixes, crustaceos e moluscos, podendo ela alimentar-se
também de repteis, anfibios, pequenos mamiferos, aves e insetos de forma

oportunista.

Até os anos de 1970 foi largamente cagada para obtengédo de sua pele, uma
das mais requisitas pelo mercado de peles. Atualmente sua caca esta proibida e as
principais ameacas nos dias de hoje sdo a alteragdo e destruicdo de seu habitat,
conflitos com pescadores e piscicultores, contaminag&o das aguas e atropelamentos

em rodovias (Waldemarin & Alvarez, 2008).

Pouco se sabe sobre essa espécie de lontra tendo os trabalhos ja realizados
a respeito da espécie se direcionado especialmente sobre sua dieta e utilizacdo de
habitat (Waldemarin, 2004). Porém pouca coisa se sabe sobre estrutura
populacional, demografia atual e histéria evolutiva intraespecifica (Waldemarin &

Alvarez, 2008).

Segundo a IUCN (2014)(International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources), seu status de conservacdo € considerado como de Dados
Deficientes, necessitando principalmente informacdes referentes a tamanho de
populagdo, composicao e distribuicdo. Para a CITES, esta enquadrada no Apéndice
| (CITES,2014). No Brasil, segundo a ultima lista de espécies ameacadas divulgada
pelo IBAMA, a lontra esta classificada como Vulneravel para os estados do Rio
Grande do Sul, Minas Gerais e Parana (IBAMA, 2008). Para o estado de S&o Paulo
€ dada como Quase Ameacgada (SEMMA, 2009)

1.4 Marcadores moleculares em estudos populacionais
12



Estudos das populagdes de carnivoros neotropicais geralmente sao
dificultados por algumas caracteristicas comportamentais desses animais, tal como
seus habitos noturnos, grandes areas de vida, e baixa densidade (Kohn & Wayne,
1997). Técnicas moleculares de genética tém utilizado amostras n&o invasivas,
como fezes e pélo, para estudos a nivel populacional dessas espécies. Como
grande parte dos mamiferos utilizam as fezes para demarcagdes odoriferas de seu
territorio (Sillero-Zubiri & Macdonald 1998) e a captura destes apresentam varios
riscos tanto para o pesquisador quanto para o animal, estudos que utilizem
marcadores moleculares em amostras nao invasivas representam uma ferramenta
valiosa para a conservagdo desses animais (Haigh, 1998). Algumas informagdes
que podem ser obtidas sdo a estimativa do tamanho da populacéo, estruturacao

genética e dispersao (Ruell & Crooks, 2006).

Dentre os marcadores moleculares mais amplamente utilizados encontram-se
0os microssatélites. Destacam-se pela sua ampla distribuigdo no genoma,
polimorfismo elevado e por possuirem pequenos segmentos de DNA, que facilitam
sua amplificacdo em Reagdes de Cadeia de Polimerase (PCR) (Chistiakov et al.,
2006) e permitem sua utilizagdo em amostras com DNA altamente fragmentado,
como € o caso das fezes (Frankham et al., 2002). Os microssatélites fornecem
dados sobre a variabilidade genética, demografia, fluxo génico, distribuicdo e
individualizagdo de amostras (Goldstein & Pollock, 1997) para estudos

demograficos.

Atualmente poucos trabalhos que utilizaram marcadores moleculares como

ferramenta para estudos populacionais de Lontra longicaudis foram publicados
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(Ortega et al, 2012; Trinca et al, 2012; Weber et al, 2009). Sendo que, segundo a

IUCN, informagdes a nivel populacional sdo emergenciais para esta espécie.
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Biologia e genética de Lontra longicaudis (Olfers, 1818): uma revisdo e

contribui¢cdes para a conservacao
Raphael de Oliveira', Juan Pablo Torres? e Pedro Manoel Galetti Junior?

1Programa de Pods-Graduagdo em Ecologia e Recursos Naturais, Universidade
Federal de Sao Carlos, Sédo Carlos — SP, Brasil.

’Departamento de Genética e Evolugédo, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sao
Carlos — SP, Brasil.

RESUMO

A Lontra longicaudis € uma das 13 espécies de lontra com maior distribuicdo
geografica, ocorrendo desde o norte do México até o norte da Argentina. Em todo
seu territdrio, esta presente em diversos tipos de ambientes e com variados niveis
de qualidade ambiental. A oferta de alimentos e disponibilidade de locais propicios
para criacao de tocas sao os fatores chave para a sua ocorréncia. Considerada topo
de cadeia, € um animal generalista, mas que apresenta uma preferéncia em sua
dieta por peixes e crustaceos. Classificada pela IUCN como Dados Deficientes,
possuindo varios trabalhos relacionados a dieta e utilizagdo de ambiente. Porém,
ainda ha grandes lacunas no que diz respeito a estudos populacionais, distribuicdo
atual e suas exigéncias ambientais. Este trabalho teve como objetivo fazer uma
revisdo do atual status e informagdes a respeito da espécie e propor quais atitudes
devem ser tomadas para conservacao da lontra, tal como, trabalhos de educacéao
ambiental, monitoramento das unidades de conservagdo, maior rigidez com o
cumprimento das leis ambientais e quais areas necessitam de maiores informacgdes
para possibilitar uma classificagao sobre o status de conservagdo mais adequada da
lontra.

PALAVRAS CHAVE: Lontra, Mamifero Aquatico, Mustelidae, Conservacao, América
Latina
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ABSTRACT

The neotropical otter (Lontra longicaudis) is one of the 13 species of otter and has
one of the widest geographic distribution, occurring from the north of Mexico until
northern Argentina. Along its distribution the species, inhabits a variety of habitats
facing different environmental quality levels. The availability of food and places to
build burrows are the key factors to its occurrence. The species is defined as top
predator and because its generalist habits, it has been suggested as a community
structure species. Although the species tend to be generalist it shows a preferences
for fishes and crustaceans in its diet. Its IUCN classification (data deficient) is based
mainly on studies related to its diet and habitat use. Nevertheless, information about
the species still have too much gaps in relation to populations studies, current
distribution and environment requirements. This paper aims to review the current
status and species information with the purpose of propose future conservation
actions for the species, and therefore propose further information to enable a most
appropriate classification on the conservation status of the neotropical otter.

Key words: , Lontra, Aquatic Mammal, Mustelidae, Conservation, Latin America.
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Lontra longicaudis

Pertencente a subfamilia Lutrinae da familia Mustelidae, a Lontra longicaudis
(Olfers, 1818) ocorre no continente americano e € uma das espécies de lontra com
maior area de distribuicdo (Chehebar,1990). Apresenta coloragdo marrom-
pardacenta com o ventre e o focinho amarelados. Possuem por volta de 1,20 a 1,50
m de comprimento e pesam geralmente de 7 a 15 kg. Possuem dimorfismo sexual,
sendo o macho 20 a 25% maior do que a fémea (Lariviere, 1999). Apresenta
diversas adaptagdes para sua vida aquatica como pelagem impermeavel, membrana
interdigital, cauda musculosa e achatada, capacidade de fechar as narinas ao
mergulhar e longas vibrissas para auxiliar na localizagdo de presas. S&o animais
solitarios e quando observados em grupo geralmente sendo a fémea com filhotes
(Kruuk, 2006). Os trabalhos ja realizados a respeito da espécie se referem
especialmente sobre sua dieta e utilizagdo de habitat (Waldemarin e Alvarez 2008).
Porém pouca coisa se sabe sobre sua estrutura populacional, demografia atual ,
historia evolutiva intraespecifica e area de ocorréncia(Waldemarin e Alvarez 2008).
Segundo a International Union for Conservation of Nature and Natural Resources
(IUCN, 2014), seu status de conservagéao é considerado como Dados Deficientes,
necessitando principalmente de informacgdes referentes a tamanhos populacionais,
exigéncias ambientais e distribuicdo atual. Para a Convencédo Sobre o Comércio
Internacional de Espécies Ameagadas da Fauna Selvagem e Flora (CITES), esta
enquadrada no Apéndice | (CITES,2014).

DIETA e COMPORTAMENTO

A lontra esta intimamente relacionada tanto ao ambiente aquatico, quanto ao
terrestre. Ela tem a capacidade de se locomover a grandes distancias nadando,
como relatado por Nakano-Oliveira et al. (2004),sem a necessidade de descansar.
Adquiri a maior parte de seus alimentos na agua, sendo que os principais itens
encontrados em sua dieta sdo peixes e crustaceos (Pardini 1998, Colares e
Waldemarin 2000, Quadros e Monteiro-Filho 2001, Kasper et al. 2004, Carvalho-
Junior 2007, Rheingantz et al. 2011. Geralmente os alimentos sdo capturados na
agua e consumidos fora dela (Waldemarin 2004). De acordo com trabalhos a partir
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de amostras fecais ja realizados em diversas localidades, os principais itens de sua
dieta s&o peixes e crustaceos seguidos em bem menor proporgdo por moluscos,

aves, mamiferos, répteis, anfibios e insetos.

Diversos estudos foram feitos no Brasil sobre a dieta da L. longicaudis, nos
estados de Santa Catarina, em Florian6polis e em areas de Reserva Natural
(Quadros e Monteiro-Filho, 2001; Carvalho-Filho et al. 2013); Rio de Janeiro, no rio
Mambucaba (Fonseca et al 2008; Rheingantz et al. 2011); Rio Grande do Sul, no Rio
Forqueta no Vale do Taquari (Kasper et al. 2004) e na regido costeira do estado
(Colares e Waldemarin, 2000); Reservatério de Furnas em Minas Gerais (Passamani
e Camargo, 1995); e Sao Paulo, no rio Betari (Pardini 1998). Regides onde a
espécie ocorre fora do Brasil também foram estudadas: Colébmbia, nos rios Roble
(Mayor-Victoria e Botero-Botero, 2010), e La Vieja do Alto Cauca (Restrepro e
Botero-Botero, 2012); Argentina, no Parque Nacional El Rey em Salta (Chemes et al.
2010); e México, em algumas vertentes do Golfo de México e rio dos Pescados em
Veracruz, Temascaltepec (Macias-Sanchez e Aranda 1999; Monroy-Vilchis e Mundo
20009).

Nos estudos realizados foram aplicados métodos de frequéncia de ocorréncia
e frequéncia volumétrica, com margens entre 2-10 km de rio, onde foram coletadas
amostras de fezes por periodos que variaram entre 4-12 meses e levadas para
laboratdrio para serem triadas.

Em duas areas no sul do Brasil, Kasper et al. (2008) encontraram diferentes
proporgdes em relagdo aos peixes consumidos. As familias presentes foram
Loricariidae (73.3%), Cichlidae (37.4%), Pimelodidae (22.5%), Characidae (11.6%),
Curimatidae (2.7%) e Erythrinidae (1.0%). Nos altos andinos, Arcila (2003) encontrou
uma possivel preferéncia da lontra pela familia Loricaridae devido a sua alta
frequéncia nos Andes. Em uma area bastante antropizada no México, Monroy-
Vilchis e Mundo (2009) reportaram s6 um tipo de peixe (Oncorhynchus mykiss) nas
popula¢des que foram estudadas, indicando que a selecdo de presas por parte da
lontra pode ser influenciada pela abundéancia e velocidade de natagao dos peixes
(Mayor-Vitoria & Botero-Botero, 2009). Outro aspecto decisivo citado nos trabalhos
apresentados sobre a dieta, € que a captura das presas é influenciada pelo gasto
energético. Sendo que, a lontra optou por espécies que lhe trariam um ganho
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energético maior, por serem mais vulneraveis a captura (Stephens & Krens, 1986).
Apesar de ser um animal especialista no consumo de peixes, esses estudos
demonstraram que em sua dieta também sdo encontrados itens capturados de
forma oportunista (Quadros & Monteiro-Filho, 2001) como répteis, aves, anfibios,
moluscos e pequenos mamiferos (Pardini, 1998; Spinola & Vaughan, 1995; Kasper
et al.,2004;Gallo-Reynoso et al. 2008;). Gallo-Reynoso (1997) constatou que na
regido norte do México os peixes sdo 0s mais representativos na dieta, enquanto
gue em outras localidades do pais os crustaceos foram os principais itens. Carvalho-
Junior (2013) comparando a dieta em dois ambientes diferentes no sul do Brasil
verificou que houve uma diferenga nos itens encontrados na dieta da lontra,
sugerindo que tal diferenga ocorreu por conta de cada ambiente apresentar uma
gama diferente de presas. Ja para os estudos feitos nas diferentes regides do Brasil,
os peixes foram o grupo mais representativo da dieta deste animal, seguido dos

crustaceos.

A lontra tem o costume de utilizar tocas para descanso e criar seus filhotes e
geralmente elas estdo localizadas até 150m do curso d’agua e sado feitas em
barrancos, em meio a raizes e em cavernas (Pardini e Trajano 1999). Em locais em
que ha uma elevagéo na altura das aguas no periodo de cheia, registrou-se que as
tocas foram feitas acima no nivel da enchente (Kasper et al. 2008). O periodo
reprodutivo ocorre principalmente na primavera, com tempo de gestacado de 56 a 86
dias e os filhotes nascem em terra e comegam a ter suas atividades aquaticas por
volta de 74 dias depois (Lariviére, 1999).

As marcagcbes odoriferas desempenham um importante papel na
comunicagao intraespecifica da Lontra longicaudis (Parera, 1996). As fezes e mucos
anais sao depositados em locais secos e conspicuos evidenciando a presenca de
individuos no local e coordenar a atividade sexual (Rheingantz et al 2011).

DISTRIBUICAO

Das espécies de lontras presentes na America do Sul € a de maior
distribuicdo, encontrando-se desde o norte do México até o norte da Argentina (Fig.
1), estando sempre associada a ambientes aquaticos (Redford & Eisenberg 1992;
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Maldonado & Gonzalez, 2003). E um animal bastante versatil, ocorrendo em
diversos tipos de habitat como rios, banhados, reservatorios, lagos e ambientes
marinhos (Mason, 1990; Quadros, 2012). Sua presenga em ambientes marinhos
esta relacionada com fontes de agua doce, para que possa se limpar do sal e se
hidratar (Kruuk, 2006). Ha registros dessa espécie em uma extensa variagdo de
altitude, desde o nivel do mar até 4.200 m nos Andes peruanos (Rheingantz et al
2014). Apresenta tolerdncia a atividades humanas, ocorrendo em locais
antropizados como cursos d’agua que cruzam meios urbanos e com grande trafego
de embarcagbes (Gomez, J. et al 2014; Waldemarin & Alvarez,2008). Para Kruuk
(2006), a ameaga mais significativa para a Lontra longicaudis € o impacto na
reducao de oferta de alimentos. Este autor também comenta que as lontras podem
suportar degradacgao estrutural do habitat e até certo limite de poluicdo das aguas.
Outro fator importante € a presenca de mata ciliar no local, pois a lontra esta
estreitamente ligada a ela para fazer suas tocas, descansar, criar seus filhotes, etc.
(Waldemarin & Colares, 2000). Em coletas mensais realizadas no Rio Tieté no ano
de 2013 (Pederneiras, SP — UTM -22.337036°/-48.721550°), um local com ambas as
margens apresentando constru¢ées como ranchos e porto intermodal, com trafego
intenso de embarcagdes, encontramos vestigios de L. longicaudis em diversos
elementos da paisagem de origem antropica: embarcagdes velhas, embaixo das
estruturas do porto intermodal, estaleiros. Tais observagdes vao a encontro da
afirmacgéo de que as lontras suportam locais grandemente alterados pelo homem.

A densidade da lontra apresentou uma variagdo em relagdo aos locais
estudados. No Pantanal, Kruuk (2006) encontrou um valor de uma lontra a cada 2-3
km em linha reta. Ja Carvalho-Filho (1990 e 2007) relatou um individuo a cada um
quilometro. Porém, em um estudo utilizando marcadores moleculares no mesmo
local em 2004, o autor encontrou a densidade estimada de 0,5 individuo a cada
quilometro (Carvalho-Filho, 2007). Segundo Lariviere (1999), locais com maior
qualidade ambiental, com baixa poluigdo e baixa densidade demografica,

proporcionariam uma maior abundancia nas populacdes de lontra.

Em estudos recentes, foram registrados novos pontos de ocorréncia para a
espécie. Na regido nordeste do Brasil, onde n&o ha registros no mapa atual da
IUCN, foram publicadas ocorréncias nos estados da Bahia (Souto, 2012),
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Pernambuco, Sergipe e Paraiba (Astua et al. 2010). Outras localidades que devem
ser incluidas no mapa de distribuicdo da L. longicaudis s&o: regidao dos Andes no
Peru, Equador e Colédmbia, regidao norte do México, oeste da Colémbia e Bolivia
(Fig. 2) (Rheingantz et al. 2014). Esses novos dados se d&do pelo aumento de
esforcos dos pesquisadores nessas regides. Astua et al (2010) comentam que a
falta de registros na regido nordeste do Brasil se da pela falta de amostragens
adequadas, pois ja haviam registros antigos de lontra para a regiéo.

Rheingantz et al. (2014), utilizando dados de ocorréncia e relacionando com
dados climaticos, hidroldgicos, de populagdo humana e de vegetagao, estimaram um
modelo de distribuicdo de espécies a partir do modelo de maxima entropia. Seus
resultados indicaram que locais com alta temperatura anual e densidade
populacional humana foram as variaveis que mais afetaram a distribuicdo da
espécie. Verificaram também que as areas protegidas sado areas mais adequadas
para a ocorréncia das lontras. Gomez et al. 2014 também encontraram resultados
similares, sendo a densidade humana e trafego intenso de embarcagdes fatores que
influenciaram negativamente a presencga de L. longicaudis no Delta do rio Parana, na
Argentina. Eles também defendem maiores cuidados com as areas protegidas,
restringindo o acesso de seres humanos, pois s&o areas chave para a integridade
das populacdes de lontras.

FILOGENIA

A subfamilia Lutrinae esta representada por 13 espécies de lontras, divididas
em seis géneros. Elaboramos duas arvores filogenéticas utilizando dois genes
mitocondriais citocromo b e NADHS5, de sequéncias de 12 espécies de lontra que
estdo depositadas no banco de sequéncias do GenBank. Apenas a espécie Aonyx
congicus nao possui sequéncias depositadas, ndo sendo possivel acrescenta-la em
nossa analise. Como grupo externo utilizamos duas espécies, a Canis lupus e a
Mustela nivalis. O alinhamento das amostras foi feito no programa Geneious 7.1.7.,
a arvore de maxima verossimilhanga foi feita no programa MEGA 6.06 (Fig. 3) e a
analise Bayesiana foi realizada utilizando o programa Mr. Bayes 3.2.1.(Fig. 4). As
sequéncias utilizadas estdo disponibilizadas em anexo (Anexo 1). Segundo nossos
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resultados, as lontras estao divididas em trés clados: (1) Lutra, Lutrogale, Aonyx e
Enydra; (2) Lontra; e (3) Pteronura. Anteriormente as espécies do género Lontra
eram classificadas como Lutra, porém Van Zyll de Jong (1972) em um trabalho
taxonbmico, estudando lontras da America do Norte e a lontra Euroasiatica,
encontrou algumas diferengas na morfologia desses animais, propondo que aqueles
existentes no Novo Mundo fossem classificados com o género Lontra. No entanto,
somente apds os trabalho de Koepfli & Wayne (1998) que assumiu-se oficialmente
0 género Lontra para as lontras do Novo Mundo, com excegdao de Pteronura
brasiliensis. O trabalho utilizou o gene mitocondrial citocromo b para construir a
arvore filogenética das lontras e diagnosticou que os géneros Lontra e Lutra estéo
representados em dois clados monofiléticos, sustentando a proposta de Van Zyll de
Jong (Koepfli & Wayne 1998; Koepfli & Wayne, 2003)

As espécies sul americanas divergiram da L. canadensis no final do Plioceno,
por volta de 1.9-3.4 milhdes de anos atras (Marmi et al. 2004; Koepfli et al. 2008).
Tal colonizagdo da America do Sul coincide com a formagao do istmo do Panama,
3.0-2.5 milhdes de anos atras. Ja entre as espécies sul americanas, o tempo de
divergéncia de L. longicaudis em relagcao as espécies irmas L. felina e L. provocax,
foi estimado para 1.57 milhdes de anos atras (Vianna, 2010).

Foram propostas trés subespécies para a lontra (Harris 1968): L. longicaudis
annenctes (México, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colbémbia, Venezuela e
Equador); L. longicaudis enudris (Guiana Francesa, Suriname, Trinidad e Peru); e L.
longicaudis longicaudis (grande parte da America do Sul, incluindo Brasil e Uruguai)
(van Zyll de Jong 1972; Larivie're 1999). Ja em um trabalho utilizando marcadores
moleculares, Trinca et al. (2012) analisaram material de 52 individuos de grande
parte da area de ocorréncia da espécie e constataram que a lontra é composta por
quatro filogrupos estruturados geograficamente: 1) Colémbia; 2) Bolivia; 3)
Amazbnia e Guiana Francesa; e 4) Leste da America do Sul. Sendo o resultado
semelhante ao encontrando com a taxonomia. O filogrupo situado na Colémbia
chamou a atencdo por apresentar uma separacdo de haplétipo de 17 passos
mutacionais em relacdo as outras subespécies de L. longicaudis. Em vista que, a
divergéncia estimada entre L. provocax e L. felina € de 12 passos mutacionais. Os

autores comentam que a amostra referente a esse filogrupo é originaria do vale do
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rio Magdalena, que esta cercado por duas cordilheiras, Cordilheira Central e
Cordilheira Oriental, e tem sua foz no mar do Caribe. Podendo ser uma barreira
dificultando o fluxo génico entre as populagdes de L. longicaudis.

Poucos trabalhos utilizando ferramentas moleculares foram realizados para L.
longicaudis até os dias de hoje, a auséncia de informagdes genéticas sobre essa
espécie limita estratégias de manejo e conservagéo. Isso faz com que, apesar dos
varios estudos ecoldgicos, seja a espécie com menos conhecimento genético entre
as lontras Neotropicais (Trinca et al. 2007). Nas ultimas décadas, uma variedade de
locos de microssatélites tém sido isolados de mustelideos (Dallas and Piertney 1998;
Carpenter et al. 2003; Beheler et al. 2004, 2005) e testados através de amplificagéo
cruzada em espécies relacionadas (Trinca et al. 2011). Trinca e colaboradores
(2011) reportaram sucesso na amplificacdo cruzada em L. longicaudis utilizando
DNA extraido de amostras de sangue e tecido, por outro lado, alguns trabalhos que

utilizaram amostras nao invasivas nao obtiveram tanto sucesso.

Muitos estudos genéticos com mamiferos tém usado amostras ndo invasivas
como alternativa para reduzir os riscos de captura dos animais. Amostras de pelos e
fezes tém sido usadas para essas analises, porém esse tipo de amostra apresenta
muitas dificuldades em relacdo a qualidade de DNA extraido (Morin and Woodruff
1996; Wasser et al. 1997; Nsubuga et al. 2004; Weber et al. 2009). Em seu trabalho,
Weber e colaboradores (2009), tiveram muitos problemas para a amplificacdo de
locos de microssatélites em amostras de fezes. Esses autores minizaram esse
problema re-amplificando as amostras, dessa forma eles obtiveram quase 40% de
sucesso na amplificagao dos locos.

Dados de diversidade genética de populagbes de lontra, utilizando
microssatélites heterologos, tém apresentado locos altamente polimérficos. Um
estudo realizado por Trinca et al. (2011), os autores testaram 12 locos heterdlogos
(Dallas and Piertney 1998; Beheler et al. 2004, 2005) utilizando amostras de tecido e
sangue de 31 individuos provenientes de varias localidades do Brasil. Os autores
encontraram uma média de 8,6 alelos por loco e heterozigosidade esperada
elevada. Eles demonstraram que o conjunto de locos de microssatélites testados

tem um grande potencial para aplicacdo em estudos genético-populacionais,
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ecologicos e evolutivos da lontra, permitindo seu uso em estudos baseados em

amostragem ndo invasiva.

Weber et al. (2009) analisaram duas populagdes de L. longicaudis de duas
localidades no sul do Brasil. Os dados obtidos através das analises de cinco locos
de microssatélites apresentaram um déficit de heterozigotos nas duas populagdes,
apesar do alto polimorfismo dos locos (9,8 alelos por loco). Os autores observaram
diferengas nas frequéncias alélicas entre as duas localidades e também foram
encontrados varios alelos privados na amostragem das duas localidades. Segundo
os autores, esses resultados evidenciaram a existéncia de ao menos duas

populagdes de lontra no sul do Brasil.

Outros marcadores moleculares também tem sido eficazes para obtengao de
dados de diversidade genética em L. longicaudis, como a regido controladora do
DNA mitocondrial. Trinca et al. (2007) analisando sequéncias da regiao controladora
do DNA mitocondrial em populagdes do sul e sudeste do Brasil, encontraram alta
diversidade haplotipica (0,8188), mas exibiram baixos niveis de variacéo
nucleotidica. A regido de controle do DNA mitocondrial € conhecida por ser um
marcador altamente polimorfico em outros vertebrados (Avise, 1994). A rede de
haplétipos mostrou algumas reticulagdes, indicando a ocorréncia de homoplasia e os
haplétipos foram divergentes por uma unica diferenga, indicando uma origem
recente e nenhuma grande divergéncia entre estas sequéncias. Os autores nao
observaram diferenciacdo genética entre essas areas. As informag¢des sobre a
diversidade genética, e sua conexao com dados ecoldgicos, sdo passos necessarios
para a efetiva conservagcao desta espécie.

CONFLITOS

Apesar de a lontra ser constantemente vista em areas urbanizadas e
compartilhando locais e estruturas também utilizados pelo homem, tal proximidade
nem sempre é saudavel. Mortes por atropelamento, caca, ataques de animais
domeésticos e por afogamento ao se prenderem em redes e covos sao

constantemente relatados.
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Conflitos com pescadores e piscicultores sao frequentes por competirem pelo
mesmo recurso alimentar. Um fator agravante é que os locais onde os pescadores
conseguem um maior sucesso na captura de peixes € o mesmo lugar onde as
lontras forrageiam (Quintela et al. 2012). Os pescadores culpam as lontras por
danos causados em suas redes e covos e por diminuirem a quantidade de peixes no
local (Barbieri et al. 2012). Em resposta, alguns pescadores chegam a cacga-las
(Gomez et al.,2014; Barbieri et al. 2012). As redes e covos indiretamente s&o
também um grande perigo, pois ao irem atras dos peixes as lontras acabam ficando
presas e chegam a morrer afogadas. Trabalhos buscando entender a percepgéo dos
pescadores foram realizados e os resultados demonstraram que a grande maioria
sabe da importancia de se preservar a lontra, porém devido ao prejuizo gerado por
ela, a maneira de diminuir o prejuizo é abatendo o animal (Gomez et al. 2014,
Castro et al. 2014).

Em um estudo no sul do Brasil, Quintela et al.( 2012) constatou que caes
domeésticos sao responsaveis pela morte de lontras em areas mais povoadas. Tal
informacg&o se caracteriza preocupante, pois ao longo de sua area de distribuicdo a
lontra utiliza corredores e canais para sua dispersdo, potencializando o risco de
ataques por caes domésticos (Gomez et al. 2014). Outro fator negativo dessa
proximidade sao as estradas. Varios atropelamentos ocorrem perto de cursos
d’agua, podendo tais casos estarem associados com o fato das rodovias se situarem
as margens ou proximas de canais pluviais (Quintela et al. 2012). Estes locais s&o
areas de ocorréncia de lontra, se configurando como outro conflito. A construgéo de

passagens de fauna poderia desempenhar uma diminuigdo nessas mortalidades.

A poluigdo das aguas também se mostra uma ameacga para a lontra, por conta
da bioacumulagdo por metais pesados. Alguns trabalhos realizados nas regides
sudeste e centro-oeste do Brasil verificaram altas concentracées de mercurio nas
fezes, tecidos e pelos de Lontra longicaudis (Josef et al., 2008; Fonseca et al. 2004).
Por ser um animal topo de cadeia, ele pode demonstrar as consequéncias dos
metais pesados tardiamente.

IMPLICACOES PARA A CONSERVACAO
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L. longicaudis é hoje classificada pela IUCN como Dados Deficientes,
necessitando de estudos mais aprofundados em nivel populacional, exigéncias
ambientais e de sua atual distribuicdo. Por ser um animal topo de cadeia, seu status
€ importante para a conservagdo de ecossistemas hidricos, auxiliando a
biodiversidade local. A espécie necessita de grandes extensdes territoriais para
estabelecer populacgdes viaveis e cada individuo necessita de varios quildmetros de
mata ciliar. Depende também das condi¢des fisico quimicas da agua e estruturas do
habitat para persistir no local. Modificagbes dessas caracteristicas podem afetar as
populagdes das lontras, reduzindo assim a diversidade local. Trabalhos de educagao
ambiental se mostram essenciais para amenizar os conflitos entre pescadores e a
lontra. As areas protegidas desempenham um importante papel para a integridade
das populagbes dessa espécie. Assim, o monitoramento das unidades de
conservagao e uma maior rigidez no cumprimento das leis ambientais, sdo atitudes

que devem ser tomadas para assegurar a sobrevivéncia da lontra.
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Legendas de Figuras
Figura 1. Distribuicdo atual de Lontra longicaudis (Fonte: IUCN, 2014).

Figura 2. Projegao para nova distribuicdo de L. longicaudis proposto por Rheingantz
et al. 2014. Em vermelho, pontos de ocorréncia. Em verde claro, distribuicdo da
lontra pela IUCN. Na cor verde, projecao feita por Maxent . (Fonte: Rheingantz et al.
2014)

Figura 3. Relacéo filogenética de 12 espécies de lontra, utilizando a analise de

maxima verossimilhanca.

Figura 4. Relacédo filogenética de 12 espécies de lontra, utilizando analise
Bayesiana.
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ESPECIE

E. lutris
L.felina
L.canadensis
L.longicaudis
L.perspicillata
A.cinereus
L.lutra
L.sumatrana
P.brasiliensis
A.capensis
L.maculicollis
L.provocax
C.lupus
M.nivalis

CYTB NADH5
Numero de acesso
AB291077.1 JQ038845.1
AF057122.1 EF472375.1
AF057121.1 AY598561.1
AF057123.1 JQ038833.1
EF472348.1 EF472381.1
AF057119.1 JQ038846.1
AF057124.1 EF472377.1
EF472347.1 EF472380.1
AF057126.1 EF472379.1
AF057118.1 EF472371.1
AF057125.1 EF472378.1
HM997017.1 GQ843819.1
AY928668.1 AY598505.1
AB046612.1 GU167334.1
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CAPITULO 2 - Padronizagdo do método ndo-invasivo utilizando marcadores
moleculares e analise de uma populacdo do Rio Tieté.

38



Resumo

A Lontra longicaudis € um mustelideo de habitos semi-aquaticos e apresenta uma
distribuicao bastante ampla no territério brasileiro e América do Sul. Tem um papel
fundamental nos locais que habita por ser considerada uma espécie topo de cadeia
e assim regular os demais niveis tréficos existentes.. Hoje as principais ameacgas a
lontra s&o a destruicdo de seu habitat, poluicdo das aguas e conflitos com
pescadores e piscicultores. Pouco se sabe sobre essa espécie, havendo os poucos
trabalhos realizados em relagao a ela se dedicado a analises de dieta e utilizagcdo de
habitat. Seu status de ameaca esta enquadrado como Dados Deficientes pela IUCN,
necessitando principalmente informagdes a nivel populacional para se ter um melhor
embasamento de seu verdadeiro status de ameacga. Este trabalho procurou
padronizar a metodologia que utiliza marcadores moleculares a partir de amostras
nao-invasivas de Lontra longicaudis, do Rio Tieté, SP. Caracterizando os locais que
em que foram encontradas as amostras, notou-se que a lontra tolera certos niveis de
alteracbes em seu ambiente e que ela tem preferéncia por mata nativa. Encontrou-
se varias dificuldades em relacdo a padronizagdo dos primers, sendo que nao
obtivemos resultados suficientes para inferirmos a respeito da populagédo desta area
amostral. Se faz necessaria uma maior quantidade de testes em relacdo as
concentragbes dos reagentes e temperatura para que se possa obter melhores
resultados, possibilitando inferir a respeito da populagao de lontra desta area.

Palavras chave: Lontra longicaudis; Marcadores moleculares; Microssatélites; Rio
Tieté; Genética da Conservacao.
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Abstract

The Lontra longicaudis is a mustelid with semi-aquatic habits and presents a fairly
wide distribution in the Brazilian and South American territory. It plays a key role in
the environment where it lives and as it is considered a top-chain specie this
regulates the other existing trophic levels. Today the main threats to neotropical
otters are habitat destruction, water pollution, and conflicts with fishermen and fish
farmers. Little is known about this specie, with the few studies carried out in relation
to it is devoted to analysis of diet and habitat use. Their threat status is defined as
Data Deficient by the IUCN needing more information at population level to have a
better basis of their true status threat. This study sought to standardize the
methodology that uses molecular markers from non-invasive samples of Lontra
longicaudis, from the Tieté River, SP. Featuring locations in which the samples were
found, it was noted that the otter tolerate certain levels of changes in its environment
and that it has a preference for native forest. We faced several difficulties concerning
the standardization of primers, and we did not get enough results to infer about the
population of this sample area. A larger amount of tests related to the concentrations
of reactants and temperature is required to obtain better results, to make possible to
infer about this otter population

Keywords: Lontra longicaudis; Molecular markers; Microsatellites; Tieté River;
Conservation Genetics.
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INTRODUCAO

As espécies de carnivoros terrestres neotropicais geralmente sao noturnas,
possuem grandes areas de vida e existem em baixa densidade, caracteristicas que

dificultam estudos populacionais de tais espécies (Kohn & Wayne, 1997).

Técnicas moleculares a partir de amostras nao invasivas (fezes, pélos,
animais atropelados) tém se mostrado uma ferramenta bastante eficiente para
estudos com espécies de caracteristicas como as dos carnivoros Vianna et al.

(2010), Miotto et al. (2011), Trinca et al (2013),Stronen et al. (2014).

Como grande parte dos mamiferos utilizam as fezes para demarcacdes
odoriferas de seu territorio (Sillero-Zubiri & Macdonald 1998) e a captura destes
apresentam varios riscos tanto para o pesquisador quanto para o animal, estudos
que utilizem marcadores moleculares em amostras ndo invasivas representam uma
ferramenta valiosa para a conservagdo desses animais (Haigh, 1998). Algumas
informacdes que podem ser obtidas sdo a estimativa do tamanho da populacéo,

estruturagcdo genética e disperséo (Ruell & Crooks, 2006).

Alguns trabalhos foram realizados para a Lontra longicaudis utilizando
ferramentas moleculares, abordando a dinamica populacional (Trinca et al. 2013),
diversidade genética (Trinca et al. 2007 ; Weber et al. 2009). Sendo a maioria dos
trabalhos realizados no sul do Brasil. Mesmo com tais informagdes, ainda é grande a

falta de informacdes populacionais a respeito da espécie.

41



OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS
Este trabalho teve como objetivo principal padronizar a metodologia de
utilizacdo de marcadores moleculares para estudos populacionais em Lontra

longicaudis a partir de amostras ndo-invasivas.

Ja os objetivos especificos foram:

-Individualizagdo das amostras coletadas;

-Estabelecer a proporgao sexual;

-Contribuir sobre o estado de conservagéo.
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MATERIAL E METODOS
Area de estudo

A area amostral para este estudo esta localizada no Rio Tieté, na cidade de
Pederneiras, SP. O local caracteriza-se por possuir diversas alteragdes feitas pelo
ser humano como a supressdo da mata ciliar para construgao de ranchos, clube
nautico, porto intermodal, curtume, praia para banhistas. Mata nativa quando
encontrada limita-se a pequenas por¢des de mata. Suas aguas possuem certo grau
de poluicdo e alto trafego de embarcagdes, tanto pequenas quanto navios

cargueiros.

Figura 5. Rio Tieté. Mapa extraido do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
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Figura 6. Aspectos da paisagem da area amostral. (a) trafego intenso de embarc¢des; (b)
pastagem; (c) ilhas de concreto no meio do rio; (d) construgdes antropicas.

Coleta das amostras e Extragéo de DNA

O material coletado consistiu em fezes e muco frescos de Lontra longicaudis.
A preocupacao de estarem frescos refere-se por ainda possuirem DNA,mesmo que

fragmentados.

Um trecho contendo 10 km de extenséo foi estipulado e percorrido durante os
meses de fevereiro a outubro. Em cada campanha, o trecho foi percorrido por trés

dias consecutivos buscando otimizar o sucesso na captura de amostras frescas.

Como a lontra possui habitos semi-aquaticos e para demarcar seu territorio
geralmente defeca em praias, troncos e pedras presentes nas margens ou no meio
dos rios, utilizamos caiaques para percorrer a area, buscando obter um maior

sucesso em encontrar o material a ser coletado.
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Para todas as amostras coletadas foram anotadas algumas informacdes, que

-Tipo de vestigios encontrado;

-Tipo de substrato;

-Fisionomia da vegetagao presente e sua quantidade e qualidade;

-Atividade humana desenvolvida na area;

-Localizagdo geografica a partir de um aparelho de GPS (Global Position

System).

O material coletado foi armazenado em tubo plastico de 2mL contendo alcool
96% e posteriormente armazenado em freezer em temperatura de -22°C até que

fosse feita a extracdo do DNA.

Para a extracdo de DNA das fezes e muco utilizamos o kit de extracéo
desenvolvido especificamente para amostras de fezes “PSP@Spin Stool DNA Kit”
(Invitek), seguimos as recomendagbes do fabricante pars o procedimento de

extragcdo. Apos a extragdo foram armazenados em freezer a -22°C.

Individualizagdo e caracterizagdo genética das amostras

Como as fezes e muco de lontra sdo bastante caracteristicos devido a sua
morfologia e material ingerido (Medina-Vogel & Gonzalez-Lagos, 2008), nao
realizamos a identificacdo das amostras utilizando marcadores moleculares. Para a
individualizagao e caracterizagao genética das amostras utilizamos 8 microssatélites

diferentes que foram desenvolvidos por Beheler et al. (2005) para a Lontra
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canadensis e Dallas e Piertney (1998) e Huang et al. (2005) para a lontra euro-
asiatica Lutra lutra porém mostraram-se eficientes para a Lontra longicaudis (Ortega

et al 2012; Trinca et al., 2012). Os primers estao especificados na tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Sequéncias forward e reverse dos primers de microssatélites utilizados.

Sequéncias
Primer Forward Reverse
Lut453" AGTGCTTTGTACTTGGTAATGG AGACTGAAAGCTCTGTGAGGTC

Lut 701" GGAAACTGTTAAAGGAGCTCACC CAGTGTTCATAAGGATGCTCCTAC

Lut 733" GATCTCATTTTAAATGTTCTTACCAC TGGTTCTCTTGCAGGATCTG

Lut 782" GAGATATCACTAAGCAATACACGATG ACAAAGACTGAGCAAAACAAGC

Rio 11> TCTTCCACTTTTCAATTTAGGTA GCCCAAGGTTCACTATCAAG
040T04° AACTCTGACTCTGGGTGGAGGTGTT GCCTGGGAGGCAGCATGATTAGT
040T17° ATCAGGTATGAGGATACATTTACCT TGCAACCTACTTCTATATGAATTT

040T22° CTATCTGACCATTGTCCCATGA ACCCATGTAGGGTGCCATGCT

"Dallas e Piertney (1998)

% Beheler et al. (2005)

®*Huang et al. (2005)

As sequencias forward de todos os loci continham a cauda universal (M13) de
dezoito pares de base (TGT AAA ACG ACG GCC AGT), de acordo com Schuelke
(2000). Para um maior sucesso na amplificagdo dos microssatélites foi utilizado o
procedimento proposto por Piggot et al. (2004). Tal procedimento se mostrou
necessario pois o0 DNA encontrado em amostras n&o invasivas € de baixa qualidade

e quantidade.

A reacdo da PCR para individualizacido teve como volume final 10 pl,

contendo: MgCl, 2,0mM; buffer 1x (Promega); dNTPs 0,2mM; primer forward a
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0,2uM e reverse a 0,8 pM; fluordforo a 0,8 uM; BSA 0,48 mg/ul; 1 unidade de Taq
Polimerase 3 yl de DNA e H20. Realizamos eletroforese em gel de agarose a 1,5%
para testarmos a qualidade do rendimento da PCR. No termociclador Veriti
Termocycler (Applied Biosystem), o programa empregado foi: 94°C durante 3
minutos; 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos na temperatura de
anelamento especifica de cada par de primers, 1 minuto e trinta segundos a 72°C;
10 ciclos de 30seg a 95°C, 45 segundos a 53°C e 45 segundos a 72°C; e 72°C por

20 minutos.

Sexagem

Para a sexagem dos individuos utilizamos o marcador Lut-SRY, em conjunto
com o microssatelite 040T22. O primeiro,descrito por Dallas et al, (2000) que foi
desenvolvido para a lontra euro-asiatica (Lutra lutra), amplifica o cromossomo sexual
Y e o segundo funciona como controle positivo da amostra.Tal técnica foi descrita
por Trinca e Eizirick (2011) e mostrou-se eficiente para a lontra, sendo também

utilizada com sucesso por Ortega et al, (2012).

A reacdo da PCR para sexagem teve como volume final 12 pl, contendo:
MgCl, 2,0mM; buffer 1x (Promega); dNTPs 0,2mM; 0,2uM para os quatros primers;
BSA 0,48 mg/ul; 1 unidade de Taq Polimerase 4 pyl de DNA e H20. Realizamos
eletroforese em gel de agarose a 3% para testarmos a qualidade do rendimento da
PCR. O programa empregado foi: 94°C durante 3 minutos; 40 ciclos de 45 segundos
a 94°C, 45 segundos a 60°C, 1 minuto e trinta segundos a 72°C; e 72°C por 20

minutos.
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Andlise dos dados

Individualizagdo das amostras e estimativa de abundancia e densidade populacional

A visualizagéo dos fragmentos amplificados foi feita na empresa MACROGEN
pelo servigo de genotipagem, através dos sequenciador 3730XL (AB,USA). Para a
determinagdo dos tamanhos dos alelos utilizamos o programa Geneious versao

71.7.

A estimativa da densidade populacional foi feita manualmente, pois nao
conseguimos primers genotipados suficientes para analisarmos em programas

computacionais apropriados.

RESULTADO / DISCUSSAO

Coleta

Foram coletadas 90 amostras frescas, dessas 69 eram de fezes e 21 de muco
(Fig 5). A maioria das amostras (43%) foi coletada em antigas embarcagdes, ilhas de
concreto e estruturas do porto intermodal. Em seguida, encontramos em pedras

(30%), tronco de arvore (19%) e por final em barrancos (8%).

A maior parte dos pontos em que encontramos amostras possuia em sua
margem mata nativa, que eram pequenas por¢gdes de mata em sua maioria. Em
seguida encontramos em maior quantidade em pasto (32%) e depois em
construgdes antropicas (28%).
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Figura 7. Pontos de locais onde foram encontrados fezes ou muco de L. longicaudis.

Tais resultados demonstraram que a Lontra longicaudis apresenta certa
tolerancia as alteragbes e atividades humanas em seu ambiente, mas possuem uma
preferéncia por locais que apresentem mata nativa, mesmo que em pequena
quantidade. Rheingatz et al. (2014) usando um modelo de distribuicdo de espécie
encontrou que a densidade populacional humana interfere negativamente na
ocorréncia de L. longicaudis, mesmo ela ocorrendo em areas com alta densidade
humana. Kruuk (2006) comenta que esta capacidade de persistir em areas alteradas

e em meios urbanos € comum em grande parte das espécies de lontra.

A espécie esta intimamente ligada & parte terrestre do ambiente. E neste local
que ela geralmente ingere os alimentos capturados, em sua maioria no meio
aquatico, constréi suas tocas e cria seus filhotes. A mata ciliar proporciona um local
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com maior protecdo e possibilidades para construir tocas em meio as raizes de

arvores (Pardini, 1995).

As fezes e muco encontrados, em sua maioria, estavam em locais de facil
visualizagdo. Na area amostral dois pontos foram definidos como latrinas (Fig.5),
que sdo locais onde sdo encontradas grandes quantidades de excrementos (Kruuk,
2006). Os dois lugares sao pilares de uma antiga ponte que passava no local, porém
foi destruida para a construcdo da ponte atual que se encontra mais alta que a
antiga. Tais pilares possuem uma pequena vegetacdo em seu centro, muito utilizado
pelas lontras, e encontra-se distante da margem, o primeiro a 200m e o segundo a
600m. Sendo encontrada uma grande quantidade de vestigios, como excrementos,

restos de alimentos, arranhados e “camas” feitas no capim.

Tais excrementos desempenham um importante papel na comunicacao
intraespecifica. Segundo Lariviere (1999) a lontra os utiliza para coordenar a

atividade sexual e presencga aos demais individuos.

Anélise Genética

Foi extraido o DNA de todas as amostras coletadas. Por conta das amostras
de fezes possuirem DNA de outros organismos além do da lontra, ndo foi feita a
quantificacdo das aliquotas extraidas, pois ndao corresponderia ao valor real da

espécie em questao.

Encontramos uma grande dificuldade para a individualizagdo das amostras,
nao sendo possivel obter um numero suficiente de primers genotipados para que
fosse possivel utilizar as informagdes nos programas de analise populacionais.
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Na tentativa de conseguirmos obter sucesso nas amplificagdes dos primers,
uma série de testes foi feita em relagcdo as concentracbes dos reagentes e
temperatura de anelamento.Gradientes com diferentes concentragbes de MgCly,

dNTP, Primer, BSA e temperatura foram testados. Porém, ndo conseguimos éxito.

Para a sexagem, encontramos a mesma dificuldade. Algumas vezes
conseguiamos amplificar o cromossomo Y, todavia o l6cus 040T22, que seria o
controle da amostra, ndo obtivemos sucesso. Para as amostras que amplificaram o
cromossomo Y, ndo conseguimos tréplicas do resultado. Nao nos permitindo atestar

sobre o0 sexo do individuo.

Os primers Lut 453 e Lut 733 foram os que apresentaram melhor resultado e
RIO 11, com a menor taxa de sucesso dentre os utilizados neste estudo. Vale
ressaltar que mesmo para os primers com melhores resultados, por conta dos varias
dificuldades nao tivemos tempo de realizarmos réplicas para atestar se a

genotipagem estava correta ou nao.

Por conta desse insucesso, das 90 amostras selecionamos 19 delas (Tabela
2). Levamos em conta as que apresentavam ao menos trés primers genotipados e
manualmente por eliminagao tentamos inferir um possivel numero de individuos na
area amostrada. O numero de individuos encontrado em 10km em linha de rio, foi
oito. Trinca et al. (2013) em um estudo no Rio Grande do Sul, encontraram uma
densidade linear de lontra de uma lontra a cada 1km de rio. Resultado semelhante

ao encontrado por Ortega et al (2012) e sugerido por Lariviere (1999).
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Tabela 2 Tabela de locis genotipados.

ID LUT453 LUT701 LUT733 LUT782 040T17 040722 040704 RIO11

X31A 160 164 106 106 153 153 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
X41B 160 164 106 106 153 153 151 151 O 0 0 0 0 0 0 0
X41C 160 164 106 106 153 153 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
X45A 160 164 106 106 153 153 O 0 0 0 124 130 O 0 0 0
X45B 0 0 106 106 153 153 O 0 0 0 126 134 O 0 153 153
X45D 160 164 106 106 O 0 0 0 0 0 0 0 137 161 O 0
X45G 160 164 106 106 O 0 119 119 1583 153 O 0 0 0 0 0
X49A 160 164 106 106 O 0 0 0 0 0 122 128 O 0 0 0
X71" 160 164 106 106 O 0 123 123 O 0 0 0 0 0 0 0
X97 160 164 106 106 O 0 0 0 153 163 O 0 0 0 0 0
X97A 160 164 106 106 O 0 0 0 153 163 O 0 0 0 0 0
X99A 160 164 106 106 O 0 0 0 0 0 0 0 169 169 O 0
24 160 164 106 106 O 0 175 183 O 0 0 0 0 0 0 0
29B 160 164 106 106 O 0 123 139 O 0 0 0 0 0 0 0
X40 160 164 106 144 153 153 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
X37A 160 164 106 144 153 153 O 0 0 0 0 0 137 161 O 0
X37B 160 164 106 144 O 0 129 143 O 0 0 0 0 0 0 0
X38A 160 164 106 144 O 0 129 129 O 0 0 0 0 0 0 0
X38B 172 176 106 106 153 153 O 0 153 163 O 0 0 0 0 0
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CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia utilizada neste trabalho para acessar informagdes
populacionais utilizando marcadores moleculares, nao obteve sucesso,

diferentemente do que ocorreu nos outros trabalhos com a espécie.

O insucesso com a padronizagao dos primers possivelmente se deu pela falta
de tempo para demais testes em relagédo a ajustes na concentragdo de reagentes e
temperaturas. Outro fator que deve ser levado em conta € o kit utilizado para
extragdo do DNA das amostras, pois alguns colegas de laboratério passando a usar

o kit da marca QIAGEN relataram um aumento no sucesso de suas amplificagdes.

A utilizacdo do caiaque se mostrou bastante eficiente para este tipo de
trabalho, pois € de baixo custo comparado a utilizacdo de barcos e permitiu que

realizassemos uma busca minuciosa no ambiente.
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