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RESUMO

Poucos estudos elucidam a ecologia de mamiferos carnivoros (Ordem Carnivora) no Pantanal e a
familia Mustelidae esta entre 0s carnivoros neotropicais menos estudados em suas respectivas areas de
distribuicdo. No Pantanal, os mustelideos estdo representados pelas espécies irara (Eira barbara),
furdo-pequeno (Galictis cuja), lontra (Lontra longicaudis) e ariranha (Pteronura brasiliensis).
Informagdes sobre a ecologia destas espécies no Pantanal sdo inexistentes ou restritas a observacoes
diretas, e estimativas pouco acuradas sobre suas areas de vida e uso de habitat foram registradas em
outros ecossistemas. O projeto “Ecologia de Mustelideos no Pantanal de Mato Grosso do Sul” vem
sendo desenvolvido desde 2009 com o intuito de analisar de forma integrada aspectos ecoldgicos de
algumas espécies deste grupo no Pantanal. No periodo de novembro de 2009 a julho de 2010 trés
ariranhas foram capturadas e marcadas com rédio-transmissores. A area de uso de um dos animais
marcados foi de aproximadamente 1022 ha, compreendendo ambientes marginais e sub-6timos como
caixas de empréstimos e acudes. No periodo de dezembro de 2008 a outubro de 2010, foram coletadas
amostras biolégicas de 50 ariranhas de 12 grupos familiares diferentes, com a utilizacdo de projetores
de CO,. As analises moleculares ainda estdo em desenvolvimento para conhecer o grau de parentesco e
as relagdes sociais entre os grupos amostrados. A fim de estudar a estrutura populacional de Lontra
longicaudis, 177 amostras fecais e mucos da espécie foram coletados no rio Salobra, entre dezembro de
2008 a junho de 2011. O processo de otimizagdo dos primers de microssatélite desenvolvidos para
Lutra lutra em amostras de Lontra longicaudis ainda esta sendo executado, uma vez que é muito
trabalhoso conseguir amplificar regides de microssatélites para a espécie de interesse, utilizando
primers heterélogos.



1 - INTRODUCAO

A Ordem Carnivora € representada por um grupo de espécies que apresentam adaptacOes
morfoldgicas, ecoldgicas e comportamentais diferenciadas. Em geral, carnivoros utilizam grandes areas
de vida, ocorrem em baixas densidades e estdo entre as espécies mais ameacadas pela perda e
fragmentacgdo de habitats (Arita et al., 1990; Chiarello, 1999). Carnivoros sdo considerados importantes
na estruturagcdo dos ecossistemas que habitam, uma vez que controlam as populacdes de suas presas,
influenciam nos processos de dispersédo de sementes e na diversidade das comunidades; portanto, seu
declinio ou desaparecimento tem consequiéncias significativas (Terborgh, 1992). Devido a suas grandes
areas de vida, carnivoros podem assumir o papel de espécies “guarda-chuva”, e a sua protecdo leva a
protecdo de outras espécies em um mesmo ambiente (Soulé & Terborgh, 1999).

No Brasil ocorrem 26 espécies de carnivoros continentais e destas, 18 ocorrem no Pantanal (Cheida
& Santos, 2010). A familia Mustelidae est& entre os carnivoros neotropicais menos estudados em suas
respectivas areas de distribuicdo (Morato et al., 2004). No Pantanal, os mustelideos estdo representados
pelas espécies irara (Eira barbara), furdo-pequeno (Galictis cuja), lontra (Lontra longicaudis) e
ariranha (Pteronura brasiliensis) (Cheida & Santos, 2010). Informacdes sobre a ecologia destas
espécies no Pantanal sdo inexistentes ou restritas a observacdes diretas, e estimativas pouco acuradas
sobre suas areas de vida e uso de habitat foram registradas em outros ecossistemas (Duplaix, 1980;
Quadros & Monteiro-Filho, 2002; Utreras et al., 2005; Michalski et al., 2006).

Estudos sobre area de vida e selecdo de habitat sdo muito importantes para o conhecimento da
organizacdo espacial, como também para fatores ecologicos que limitam a distribuicdo de uma espécie
(Kage, 2004). Informagbes sobre movimentagdo em escala temporal e espacial também sdo utilizadas
para prever acdes em programas de conservagdo e manejo de espécies ameagadas (Kleiman, 1989).

Mustelideos apresentam uma diversidade de sistemas de organizacdo social, que varia desde
individuos solitarios a densos grupos familiares (Johnson et al., 2000). Relacionamentos ecoldgicos
podem incluir competicdo, cooperagdo e dominancia na aquisicdo de parceiros ou recursos, tanto

quanto cuidado cooperativo da prole, e mesmo o canibalismo (Whitehead, 1997). Estrutura social e



estrutura genética estdo intrinsecamente ligadas e todos estes relacionamentos ecoldgicos interferem
diretamente na diversidade genética dentro da populacdo (Sugg et al., 1996; Hughes, 1998). Dessa
forma, a estrutura social € um elemento importante da biologia da populacdo de uma espécie,
influenciando fluxos de genes, area espacial e temporal, com grandes implicagdes para a conservacdo
da espécie (Wilson, 2000).

Dentre 0s mustelideos, a ariranha é considerada uma das espécies mais sociais, com a formacéo de
grupos familiares coesos e territoriais (Duplaix, 1980). Enquanto que, 0os demais mustelideos presentes
no Pantanal, aparentemente sdo solitarios ou encontrados em pequenos grupos (Cheida et al., 2006). O
namero limitado de estudos sobre o comportamento e ecologia das espécies de mustelideos no Pantanal
restringe o acesso a informagdes mais detalhadas sobre seus sistemas de organizagéo social.

Este estudo tem como objetivo obter informag6es sobre o tamanho e forma da area de uso, padrdes
de atividade e selecdo de habitat dos mustelideos que ocorrem no Pantanal Sul. Além de responder
questdes relacionadas a sociobiologia e a estrutura populacional de uma espécie social como a ariranha
(Pteronura brasiliensis), através do uso de ferramentas moleculares.

1.1 - Objetivo geral:

Este estudo tem como objetivos: (1) Descrever a organizagdo espacial e a estrutura social da
populacdo de lontras do rio Vermelho, atraves das ferramentas moleculares; (2) analisar a area de uso
de Pteronura brasiliensis durante as estacdes seca e chuvosa no rio Vermelho; (3) descrever o
repertério vocal de ariranhas e analisar as caracteristicas acUsticas de determinados sons desse
repertério; (4) responder questdes relacionadas a sociobiologia e a estrutura populacional de Pteronura

brasiliensis, através do uso de ferramentas moleculares.

2-METODOLOGIA

Area de Estudo

Os estudos referentes a Lontra longicaudis e Pteronura brasiliensis foram desenvolvidos nos rios
Miranda e Vermelho e areas adjacentes, na regido do Passo do Lontra, municipio de Miranda (MS),
Pantanal de Miranda.

O clima do Pantanal € tropical subimido (Aw), com estacdes sazonais chuvosas (novembro a
marco) e secas (abril a outubro) bem distintas (Cadavid, 1984), que transformam a planicie em uma
grande area inundada durante o periodo chuvoso. O sistema hidrogréfico do Pantanal é formado pelo

rio Paraguai e seus afluentes e um complexo de corpos d’agua permanentes e temporarios. As areas



préximas aos canais principais sdo fortemente influenciadas pelas &4guas e sedimentos transportados
pelos rios, enquanto que as areas mais distantes dos canais principais sdo inundadas pela chuva local
(Junk & Da Silva, 1996).

Além do comportamento sazonal das inundacbes, o fenémeno das enchentes apresenta uma
flutuacdo plurianual, com alternancia de periodos de seca e de cheia (Cadavid, 1984).

O rio Vermelho (19°36°’S, 56°44’0) apresenta 76 km de extensdo, localiza-se no municipio de
Corumba, entre as sub-regides Miranda e Abobral. O rio Vermelho tem inicio no Brejo da Redencéo e
desagua no rio Miranda, sendo classificado como corixo por ndo apresentar nascente definida. O pulso

de inundacdo na area € influenciado pela vazéo dos rios Negro e Aquidauana, e por chuvas locais.

Pteronura brasiliensis

Captura e marcacao

No periodo de novembro de 2010 a julho de 2011, trés ariranhas adultas de diferentes grupos
sociais, foram capturadas e marcadas com radio-transmissores no rio Miranda (Figura 1). Os individuos
foram capturados com o uso de armadilha do tipo jiqui, armada no periodo noturno em frente a toca,
utilizada para o descanso do grupo de ariranhas (Figura 2). Ap6s a contencdo fisica, os individuos
foram anestesiados (Zoletil, Ketamina e Midazolam) e conduzidos a um local previamente organizado
préximo & captura, para a realizagdo do procedimento cirargico, medi¢cdes morfométricas (IBAMA,
2004), pesagem e coleta de amostras biol6gicas e ectoparasitas.



I Pinguim -20/7/10
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Figura 1 — Locais de captura de trés ariranhas (Pingliim, Aquarela e Risco) nos rios Miranda e
Vermelho, Pantanal Sul, no periodo de novembro/2009 a julho/2010, para implante de radio-

transmissor.

Figura 2 — Jiqui (seta) armado em frente a toca de um grupo de ariranhas no rio Miranda (Foto: C.
Ribas).

Os radio-transmissores foram implantados através de cirurgias intraperitoneais na regido ventral do

corpo do animal, abaixo da cicatriz umbilical (Figura 3). O procedimento cirargico foi realizado por



médicos veterinarios e incluiu cuidados anti-sépticos, sedacdo ou anestesia, administragdo de
antibioticos e monitoramento pos-cirdrgico do animal manipulado (Samuel & Fuller, 1996).

Figura 3 — Local do implante cirdrgico do radio-transmissor em uma ariranha adulta (Foto: C.

Leuchtenberger).

Apos os procedimentos de implante, o animal foi conduzido a um recinto de recuperacdo e
monitorado até o retorno do estado sedativo e normalizagdo das suas funcdes motoras (Figura 4). Uma
vez totalmente recuperado, o animal foi liberado nas proximidades do local de captura ou proximo ao

grupo, previamente localizado.



Figura 4 — Recinto de recuperacdo da ariranha marcada com radio-transmissor (Foto: M. Furtado).

Paralelamente aos procedimentos cirargicos, foram coletadas amostras bioldgicas (sangue e tecido)

para analise de sanidade dos animais capturados.

Monitoramento através de radio-telemetria

Os animais radio-equipados foram monitorados mensalmente, em campanhas de aproximadamente
10 dias, em horérios alternados, utilizando um barco com motor (15Hp) (Figura 5). Dois
monitoramentos aéreos (Figura 6) foram realizados para reencontrar animais ndo localizados nos

rastreamentos terrestres.



Figura 5 — Rastreamento de barco para monitorar ariranhas marcadas com radio-transmissores no rio
Miranda (Foto: L. Candisani).




Figura 6 — Rastreamento aéreo de ariranhas marcadas com radio-transmissores durante a estacao
chuvosa de 2010, no rio Miranda (Foto: C. Leuchtenberger).

As localizagdes foram obtidas através de hoaming (visualizagdo ou audicdo do animal, ou captacao
do sinal do radio-transmissor sem auxilio de antena) ou bi e triangulag¢6es, quando necessario. O radio-
receptor utilizado foi um TR-4 (Telonics®) acoplado a uma antena unidirecional Yagi de trés
elementos. Quando localizado, o ponto era registrado através de GPS (Garmin®) e anotado em
planilha, além do horério, comportamento e a presenca ou ndo de outros individuos.

A érea de uso de cada individuo marcado foi calculada através da trajetoria de suas localizagoes.
Para estimar a &rea de uso do animal marcado, foi utilizado o método LOCOH através do programa R.

Armadilhas fotogréaficas
Armadilhas fotogréficas foram instaladas em tocas e latrinas de ariranhas e permaneceram armadas

em ciclos de 24 horas para registrar possiveis atividades noturnas (Figura 7).

Figura 7 — Armadilha fotografica (seta) instalada ao lado de uma toca ativa (circulo) de ariranha no rio
Vermelho, MS (Foto: C. Leuchtenberger).

Relacdes sociais e estrutura populacional



Desde 2002 temos registrados mais de 70 individuos (através de seus padrdes de marcas na regiao
da garganta) em um banco de imagens/dados da populagdo no rio Vermelho e parte do rio Miranda,

com o intuito de acompanhar os animais e responder questdes ecoldgicas ao longo do tempo (Figura 8).

Figura 8 - Fotogramas de quatro individuos da populagdo do rio Vermelho, identificados através de

seus padrdes de marcas na regido da garganta (Fotos: C. Ribas).

Com o objetivo de responder questdes sobre as relagdes sociais e estrutura populacional utilizando
as ferramentas moleculares, desenvolvemos um método para aquisicdo de amostras biologicas (tecido)
de forma menos invasiva possivel para o animal. Para utilizarmos dardos de bi6psia em ariranhas
adultas de vida livre, testamos o desempenho de trés projetores de CO, reguldvel, (Pistola Distinject-
modelo 35, Rifle Pneu-dart - modelo 176b e Rifle Pneu-dart- modelo X-Caliber Gauged) (Figura 9).
Um sistema com molinete e linha foi acoplado no cano do projetor para permitir a recuperacdo do
dardo apos o disparo.

Q| AW,

Figura 9 - Projetores de CO; utilizados durante o projeto: A- Rifle Pneu-dart - modelo 176b, e B- Rifle
Pneu-dart- modelo X-Caliber Gauged (Fotos: C. Ribas).



Durante a estacdo seca (junho a dezembro), no periodo de dezembro de 2008 a outubro de 2010

foram realizadas campanhas mensais de dez dias cada, totalizando 13 campanhas.

O territério dos grupos de ariranhas foram reconhecidos através da localizacdo de tocas/latrinas
ativas e/ou avistamentos de individuos, utilizando barco de motor de popa (15Hp) nos rios Vermelho e
Miranda e uma caminhonete Toyota na Estrada Parque Pantanal. Todos os vestigios e avistamentos
foram georreferenciados com um GPS e os animais avistados foram filmados com uma cémera
filmadora (Sony digital modelo DCR-TRV340 NTSC), para identificagdo das marcas naturais da
espécie na regido do pescoco. Os locais de uso mais intenso, como tocas e latrinas eram escolhidos para
espreitar 0s animais e coletar as amostras bioldgicas (Figura 10).

gura 10- Duas diferentes estratégias de aproximagdo ao grupo para amostragem de tecido: A- espreita
de barco e B- espreita no barranco (Fotos: C. Ribas).

A escolha do individuo a ser amostrado variou conforme a disponibilidade do animal ao tiro (corpo
inteiro fora da &4gua, a uma distancia de alcance em relagdo ao posicionamento do observador) e ao fato
de nunca ter sido amostrado antes (Figura 11). Filhotes com poucos meses de idade, que ainda estavam
na toca, eram capturados com puca e as amostras de tecido foram adquiridas através de um pequeno
corte com um bisturi na ponta da cauda do animal quando este estava sozinho, sem a presenga dos
adultos do grupo, na porta da toca. O procedimento era feito na proa do barco e ap6s a bidpsia o corte
recebia propolis e o filhote era devolvido ao mesmo local. Somente ap6s a volta do grupo a toca e a
certificacdo de que o filhote estava bem, deixdvamos o local. O esfor¢co foi direcionado para

amostrarmos o maior namero de representantes de cada grupo social, com prioridade no casal



dominante e seus filhotes/subadultos suspeitos de serem descendentes daquele casal. As amostras de
tecido foram armazenadas em tubos eppendorf contendo &lcool absoluto e congeladas até a extragdo do
DNA.

Figura 11 — A- Ariranha recém amostrada ainda com marca de dardo de biopsia e B- dardo de biopsia

com tecido (Fotos: C. Ribas).

Lontra longicaudis

No periodo de dezembro de 2008 a junho de 2011, foram realizadas seis campanhas com duracao
de dois dias cada, para a coleta de fezes e mucos frescos de Lontra longicaudis. As fezes e mucos
foram coletados nas primeiras horas do dia para prevenir o ressecamento das amostras e degradagao do
DNA. O rio Salobra foi percorrido com barco motor de popa (15HP) 4 tempos e todos os troncos de
arvores caidos sobre o rio, barrancos e praias foram vistoriados em um total de 20 km de percurso
didrio. Apenas fezes e mucos com aparéncia fresca foram coletados (Figura 12). As amostras
encontradas foram georreferenciadas e armazenadas em tubos eppendorf etiquetados, contendo alcool
absoluto e congeladas até a extracdo do DNA. O horéario de coleta e o ambiente (i.e. tronco, margem)

onde as fezes foram encontradas foram registrados.



Figura 12 — Latrina de Lontra longicaudis em tronco caido (A), detalhe de um muco fresco recém
depositado (B), coleta de fezes e mucos em praia (C) e tronco (D). (Fotos A e B: C. Ribas; Fotos C e D:

A. Morari).

3 - RESULTADOS

Pteronura brasiliensis

Area de Uso

Até o presente momento 0 monitoramento de apenas uma ariranha marcada (ID=aquarela) foi
concluido. “Aquarela” apresentou uma area de uso total (100%) de 1022,4 ha. No entanto, a area de uso
de maior intensidade, que inclui 50% das localizacGes, foi representada por apenas 78,3 ha, onde séo

encontradas tocas e latrinas (Figura 13).
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Figura 13 — Area de uso de uma ariranha monitorada através de radio telemetria no periodo de
novembro/2009 a outubro/2010.

“Aquarela” ¢ um macho dominante de um grupo (G2) composto por uma fémea dominante e um
macho sub-adulto (nascimento aproximado = maio/2008). A partir de fevereiro de 2010, durante a
estacdo chuvosa, o G2 passou a residir em baias, agudes e caixas de empréstimo (Figura 14) ao longo
da Estrada Parque Pantanal e da rodovia BR-262.



Figura 14 — Ambientes utilizados por um grupo de ariranhas (G2) a partir de fevereiro/2010 na regido
do Passo do Lontra, Pantanal Sul. A — agude; B — caixas de empréstimo marginais a rodovia BR-262
(Fotos: C. Leuchtenberger).

Os resultados referentes ao uso de habitat dos animais marcados serdo analisados apds a

classificacdo completa da imagem de satélite da area, que esta em desenvolvimento.

Relacdes sociais e estrutura populacional

Entre os projetores testados, o Rifle Pneu-dart- modelo X-Caliber Gauged mostrou melhor
desempenho. Além do alcance e precisdo ser maior, a melhor vantagem deste equipamento € que ele é
virtualmente silencioso e isso possibilitou a amostragem de mais de um individuo do grupo em um
mesmo evento. Em contra partida ele é bem mais pesado do que Rifle Pneu-dart - modelo 176b tendo
quase 800 g a mais e precisando de um apoio (monope) para espreitas de longa duracéo.

A estratégia de camuflagem préxima aos locais de uso das ariranhas, e sem a presenca do barco,
proporcionou melhores resultados tanto para a coleta de dados ecolégicos e comportamentais, como
também para um maior nimero de amostras, uma vez que 0s animais ndo sabiam da nossa presenca e,
muitas vezes, apOs receber o dardo, ndo identificaram o “problema” e continuaram suas atividades
possibilitando, em alguns eventos, a amostragem de outro individuo.

S&0 necessarias sete etapas para 0 completo sucesso do método, uma vez j& decidido o local de
espreita: 1- animal fora d’agua; 2- reconhecer a marca; 3- animal ndo amostrado; 4- chance de tiro; 5-
acerto (A) ou erro (E); 6-recuperagéo do dardo; e 7 - tecido no dardo (Figura 15).



1 Animal fora d’ dgua

2 Reconhece a marca
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6 Recupera dardo Nao recupera dardo X
7 Tecidoli—\Sem tecido X

Figura 15 - Fluxograma mostrando as etapas necessarias para um completo sucesso do método e

aquisicao de tecido de ariranhas em vida livre.

Em 13 campanhas de campo, amostramos 50 individuos de 12 grupos familiares diferentes, sendo
sete grupos dos rios Vermelho/Miranda e cinco grupos da Estrada Parque Pantanal. Os sexos de 32
bichos amostrados foram reconhecidos ainda em campo, sendo 21 machos e 13 fémeas.

Os DNAs de todas as amostras de tecido ja foram extraidose foi iniciado o desenvolvimento de
microssatélites especificos para Pteronura brasiliensis. No momento, os 24 primers desenhados para

sete amostras distintas estdo sendo testados com o intuito de averiguar o grau de polimorfismo entre



eles, para entdo definirmos quais serdo utilizados nas andlises de parentesco entre os individuos (Figura

16 e 17).
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Pbral7 |A3-5A [TG

Pbral8 |A3-6C |GT

Pbral9 |A3-11D TG

Pbra20 |A3-12B CA

Pbra2l |A4-1A |AC

Pbra22 |A4-1E |CA

Pbra23 |A4-10A TG 60 157 2

Pbra24 |A4-11H TG 60 302 3

Figura 16- Tabela mostrando os 24 primers especificos desenvolvidos durante a execucgdo do projeto

para Pteronura brasiliensis e suas principais caracteristicas.

Pbra06 Pbra08 pbra09

Figura 17 - Resultado de PCR multiplo testando 12 primers especificos desenvolvidos para Pteronura
brasiliensis em sete individuos da populacdo do Pantanal Sul (Cpap 355, 357, 413, 460, 474, 510 e
512).

Lontra longicaudis




Foi coletado um total de 177 amostras de fezes e mucos frescos. O DNA de 126 amostras foi
extraido com QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen), das quais quantificamos o DNA de 99 amostras.
Foram encomendados 14 primers de microssatélites desenvolvidos para Lutra lutra (Lut457, OTO04,
Rioll, OT07, OT05, OT14, OT17, OT19, OT22, Elul, Lut782, Lut701, Lut453, Lut733) com o
objetivo de testa-los para Lontra longicaudis. PCRs touch-down e gradiente foram feitos a fim de se
obter a temperatura adequada de anelamento dos primers para Lontra longicaudis. O processo de
otimizagcdo dos primers de microssatélite desenvolvidos para Lutra lutra em amostras de Lontra
longicaudis ainda estd sendo executado (Figura 18), uma vez que é muito trabalhoso conseguir
amplificar regibes de microssatélites para a espécie de interesse, utilizando primers heterologos. As
respostas sobre nimero de individuos, razdo sexual e grau de parentesco entre os individuos da
populacdo amostrada ainda estdo sendo desenvolvidas no Laboratorio de Biodiversidade Molecular -
UFRJ.

= = -
- - B = . - -
P - - - - = aa
- . aeaaee - -

- - .- - -

22-03-2010_ari_longicaudis_Lut782_Lut701_Lut453_Lut733

B :
60°58°56° 54° 52°50°neg

e A A s A EEE0758 567 5455950 ner
- i RS e Lot e i (e i Wty

TR @ e mme e,

20-05-2010_PCRgradiente4 e5_Longicaudis_Lut701 e 733_60
a50

Figura 18- Exemplos de PCRs touch-down (A) e gradiente (B) para a otimizagdo dos primers de

microssatélite desenvolvidos para Lutra lutra em amostras de Lontra longicaudis.

4 — DISCUSSAO



Pteronura brasiliensis

A é&rea de uso estimada para uma das ariranhas no presente estudo sugere um valor superior ao
observado em estudos que utilizaram métodos de observagdo direta e estimativas indiretas (Duplaix,
1980; Utreras et al., 2005). A utilizagdo de ambientes marginais e sub-6timos pela espécie, como, por
exemplo, caixas de empréstimos e agudes, pode estar relacionada a densidade populacional elevada na
area de estudo, que pode ter atingido sua capacidade de suporte, como sugerido por Leuchtenberger &
Mourdo (2008).

Lontra longicaudis

O processo de otimizagdo dos primers de microssatélite desenvolvidos para Lutra lutra em
amostras de Lontra longicaudis ainda esta sendo executado, uma vez que é muito trabalhoso conseguir

amplificar regides de microssatélites para a espécie de interesse, utilizando primers heterdlogos.
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