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RELAGOES ENTRE ESTRUTURA SOCIO-ESPACIAI: E FLUXOS GENICOS EM UMA
POPULACAO DE MOUFLONS MEDITERRANEOS (Ovis gmelini)

RESUMO - Estudos recentes revelaram a estruturacao de diversas populag¢des de
vertebrados a um nivel local. Essa estruturagcado tem sido relacionada aos sistemas de
acasalamento e padrdes de filopatria-dispersdo das espécies. Esse estudo objetivou
estudar como a organizagdo espacial contribui para a estruturagdo genética de uma
populagdo. Avaliamos os papéis da filopatria e da dispersao a partir do comportamento
espacial e da estrutura genética de uma populagdo de mouflons mediterraneos.
Localizagbes obtidas por radiotelemetria foram utilizadas para descrever o
comportamento espacial de ambos os sexos durante o periodo reprodutivo. Fémeas
mostraram-se filopatricas e revelaram uma estruturacao sécio-espacial em unidades de
populagédo. Parte dos machos manteve-se fiel ao dominio reprodutivo de um ano a
outro, enquanto outros dispersaram para outro dominio. Dominios reprodutivos de
machos ndo sobrepdem apenas uma unidade de fémeas. Inferimos sobre os fluxos
génicos promovidos pelos machos que se deslocam entre as unidades, a partir do
polimorfismo de microsatélites. O teste de Hardy-Weinberg sugeriu uma populagédo em
desequilibrio. Os testes de diferenciagdo génica e genotipica e o Fsr confirmaram a
estruturacao genética da populagdo. Mas ndao houve perda de heterozigose a nivel da
populagdo ou no interior das unidades. O comportamento individual dos animais
aparece como um fator importante da estruturacdo genética da populagdo. Fémeas
mostram-se fortemente filopatricas e a aleatoriedade dos acasalamentos parece
assegurada por um sistema reprodutivo baseado na promiscuidade. O fluxo génico &
mantido pela dispersao de parte dos machos, mantendo a panmixia no interior das
unidades.

Palavras-chave: Filopatria, disperséo, sistemas de acasalamento, estrutura genética



SOCIO-SPATIAL STRUCTURE AND GENE FLOW IN A MEDITERRANEAN
MOUFLON SHEEP (Ovis gmelini) POPULATION

SUMMARY - Recent studies revealed the presence of fine-scale genetic structure in
wild vertebrate populations. This structure has been related to breeding systems and
specie’s philopatry-dispersal pattern. The objective of this study was to examine how the
spatial organization contributes to the genetic structure of a population. The role of
philopatry and dispersion was evaluated from the spatial behaviour and genetic
structure of a mouflon sheep population. Radio-tracking data was used to describe
spatial behavior for both sexes during rut. Ewes were found to be partitioned in socio-
spatial units o which they were faithful. Movements patterns of rams were much more
variable: some males remain faithful to the breeding areafrom one vyearto
another, while others dispersed to other domain. Male rutting range can overlap more
than once unit. We can infer about the male gene flow promoted by moving between the
units from the polymorphism of microsatellites. Hardy-Weinberg test suggested
disequilibrium in population. Genic and genotypic differentiation tests and Fst confirmed
the genetic structure of population. But there was no loss of heterozigosys neither at the
population level nor within the units. The individual behavior of animals appears an
important factor of population genetic structuring. Females are strongly phylopatrics.
Randomness of matings would be assured by a reproductive system based on
promiscuity. The gene flow between units and panmixia inside the units are maintained
by some dispersal males.

Key-words: Philopatry, dispersal, breeding systems, genetic structure



INTRODUGAO

Define-se populagdo como sendo um grupo de individuos de uma mesma
espécie que vive numa area geografica suficientemente restrita para que qualquer um
dentre eles tenha uma probabilidade equivalente de se reproduzir com qualquer outro
do sexo oposto (HARTL 1988). Nos mamiferos, nem a dispersdo, nem as relacdes
sociais ocorrem de maneira aleatéria, pelo contrario, elas respeitam uma "estrutura
social", que pode mudar ou se manter segundo uma dindmica social baseada em
comportamentos inter-individuais (CROOK et al. 1976).

A populagdo de mouflons do Caroux-Espinouse resulta de quatro introducbes
sucessivas (CUGNASSE & HOUSSIN 1993) e e, atualmente, uma das mais
florescentes da Franga. Aspectos ecoldgicos e demograficos dessa populagdo vém
sendo estudados desde 1974 e, mais recentemente, também aspectos
comportamentais

Dados obtidos a partir da observagdo direta e da radiotelemetria de animais
permitem estudar as relagbes sécio-espaciais entre os individuos de mesmo sexo e de
sexos opostos. Marcadores genéticos constituem uma importante ferramenta para
identificar individuos ou grupos ou para a gestao da diversidade genética intra ou inter-
populacdes.

O presente trabalho procurou associar esses dois aspectos, descrevendo a
organizacao socio-espacial da populagdo de Mouflons do macigo do Caroux-Espinouse

e inferindo sobre os fluxos génicos decorrentes dessa organizagao socio-espacial.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

COMPORTAMENTO SOCIO-ESPACIAL

As preferéncias sociais de cada animal determinam seus movimentos, que por

sua vez sdo responsaveis por diferencas sexuais na utilizacdo espacial dos animais
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(PEREZ-BARBERIA & YEARSLEY 2010). Os movimentos diarios de um animal
definem sua area de vida (COSSE, 2010). A analise do uso do espacgo é fundamental
para identificar sistemas sociais e de acasalamento em mamiferos. O grau de
sobreposicédo entre dominios vitais de diferentes individuos pode oferecer informacgéo
indireta sobre as interacdes sociais (CLUTTON-BROCK 1989; CHAVERRI et al. 2007).
O uso do espaco pode ser abordado sob diferentes escalas espago-temporais,
que refletem os movimentos dos animais em diferentes etapas de sua histéria de vida.
Andlises dos deslocamentos diarios podem identificar locais de alimentacdo e
descanso, p. ex. Os padrdes de utilizacdo de espaco ao longo do ano contemplam as
variagdes sazonais na utilizagdo das diferentes paisagens. Por fim, o registro do uso do
ambiente desde o nascimento até a morte do animal, incluindo as fases de disperséo e

reproducédo, consiste na area de vida (COSSE 2010).

ESTRUTURA DE POPULAGOES

Guilhem (2000) utilizou o termo "organizag¢ao social" num sentido muito proximo
ao da "estrutura social" definida por (CROOK et al. 1976): tamanho e composicéo de
grupos sociais em classes de sexo e idade, bem como as relagbes sociais entre os
individuos dentro de uma dimensdo espacial. Podemos falar, entdo, de uma
organizacao ou estrutura socio-espacial. Foram descritos diferentes modos de
organizacao socio-espacial, indo de um sistema territorial, caracterizado por um
mosaico de dominios, cada qual defendido por individuos isolados, até um vasto
dominio ocupado por animais que formariam um unico rebanho e passando por
diversos sistemas intermediarios, conforme a espécie estudada, a idade dos animais ou
o periodo do ano (GUILHEM 2000).

Populagdes naturais sdo freqlientemente subdivididas geograficamente em sub-
populagbes mais ou menos isoladas conforme as barreiras espaciais ou
comportamentais. Essas sub-populagcdes podem se constituir de unidades de
reproducédo ou demes, cujo nivel de diferenciacdo genética depende dos efetivos das

sub-populacdes e das taxas de dispersdo (HARTL 1988).
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Essa diferenciacdo genética pode ser proveniente da deriva genética e/ou do
acumulo de mutag¢des, mas também, particularmente no caso de metapopulagdes, da
colonizacao de espacos livres por animais provenientes de sub-populacbes diferentes
(WADE & MCCAULLEY 1988). Em cada caso, as sub-populagbes s6 atingem e
mantém essa diferenciagdo em situagdes de baixo fluxo génico (PARIETTI 1997).

Mutacdes também sao fonte de nova variabilidade genética, provocanndo um
rearranjo dos alelos existentes no interior e entre populacdes, alterando assim a
frequéncia dos mesmos (LACY 1987). Mutagbes poderiam compensar os efeitos da
deriva, mas nao nas taxas de mutacdo normalmente observadas em qualquer
populagédo natural. Entretanto as mutagdes tém influéncia mais ampla e indireta sobre
as frequéncias génicas nas populac¢des, pois sdo fontes originais de variacéo e
fornecem alelos alternativos.

Na deriva genética, a amostragem ao acaso de genes que ocorre durante a
transmissdo de uma geracao a outra, leva a flutuagdes aleatérias nas freqiiéncias
alélicas, que ocorrem em populagdes finitas. Essas flutuagdes sdo maiores quanto mais
reduzido o numero de alelos transmitido a cada geragdo. Assim, a perda de
variabilidade genética por deriva tende a ser bem maior nas pequenas populac¢des do
que nas grandes, nas quais seu efeito pode ser negligenciavel (LACY 1987). A deriva
genética pode ou ndo levar a fixacdo de um unico alelo e, consequientemente, a
homozigose naquele lécus. Mas a fixagdo € muito mais propensa a ocorrer em
populagdes muito pequenas do que em grandes populagdes reprodutivamente efetivas.
Em pequenas populagdes reprodutivamente ativas, a deriva genética agird em todos os
loci representados por dois ou mais alelos, mas a direcdo e a magnitude do efeito
podem ser diferentes em cada locus. Ha que se considerar ainda que, em uma
populagdo, a fracdo reprodutivamente ativa pode ser muito menor do que o total de
individuos, pois muitos ndo se reproduzem, podendo haver isolamento em unidades
reprodutivas (demes). O fator acaso contribui apreciavelmente para a variabilidade em
pequenas populacdes de organismos intercruzantes (GARDNER & SNUSTAD 1986).

O termo metapopulagéo foi proposto por Levins (1970), referindo-se a um

conjunto de populag¢des capazes de interagir entre si e com uma duragéo finita de vida
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(HANSKI & GILPIN 1991). O conceito de metapopulacado esta estreitamente ligado ao
processo de sucessdo de populagdes, isto €, extingdo e estabelecimento de uma nova
populagdo. Levins (1970 apud HANSKI & GILPIN 1991) fez a distingao entre a dinadmica

de uma unica populacao e aquela de um conjunto de populagdes locais.

DISPERSAO E FILOPATRIA

A dispersao consiste no movimento de uma area de vida para outra e é um
fendbmeno potencialmente de grande importancia para a demografia e a dinamica
evolutiva das populag¢des (STENSETH & LIDICKER 1992).

A principal consequUéncia genética da dispersao € que ela usualmente resulta em
fluxo génico (BARTON, 1987). Fluxo génico tem sido definido como “movimento de
genes com subseqliente incorporagado dentro de um novo conjunto de genes” (ENDLER
1977, GAINES & MCCLENAGHAN 1980).

E comum que a dispersdo desempenhe uma fungao reprodutiva. A reproducado é
um fator motivacional que pode claramente ser tanto proximal quanto ultimo (LIDICKER
& STENSETH 1992). Ela pode estar relacionada a aquisi¢do precoce de maturagéo
sexual, busca de parceiros sexuais disponiveis (tanto em quantidade como em
qualidade) ou ainda aumentar as chances de sobrevivéncia da prole (LIDICKER &
STENSETH 1992).

Um forte controle genético esta implicado nas espécies em que a dispersao
apresenta um forte viés sexual ou ocorrem particularmente em uma determinada idade
ou estagio de desenvolvimento. Nesses casos, motivagdes proximais podem ser
largamente intrinsecas, determinadas pelo sistema neuroenddcrino. Devido ao viés
sexual, tem sido sugerido que a reducdo dos acasalamentos consanglineos estaria
implicada nesse processo. Assim a disperséo e a filopatria desempenhariam também
papéis fundamentais sobre a estruturacdo genética de uma populacédo (SHIELDS
1987), alimentando a hipétese classica que prevé uma baixa variabilidade genética no
interior das unidades de populagdo, com uma divergéncia genética entre essas
diferentes unidades (CHESSER 1991).
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O termo filopatria € usado quando um individuo ocupa de forma permanente uma
area correspondente ao seu local de nascencga ou arredores (WASER & JONES 1983,
HALPIN 1987), de forma a permitir a interagdo entre os pais e seus descendentes
adultos (SHIELDS 1987). A dispersdo natal caracteriza-se pelo movimento de um
individuo em sentido Unico, sem direcéo pré-determinada, para fora de seu dominio ou
grupo de nascimento (SHIELDS 1987, BARTON 1992, MCSHEA & MADISON 1992,
SINCLAIR 1992, STENSETH & LIDICKER 1992). A dispersao se diferencia da
migracao ou de pequenas excursdes pelo seu carater permanente (BARTON 1992,
STENSETH & LIDICKER 1992).

Nos mamiferos poliginicos, a filopatria é geralmente atribuida somente as
fémeas, enquanto a dispersdao natal seria mais freqlente para os machos
(GREENWOOD 1980; CLUTTON-BROCK et al. 1982, BUNNEL & HARESTAD 1983,
NELSON & MECH 1984, FESTA-BIANCHET 1986 a, b, CEDERLUND et al. 1987,
CEDERLUND & SAND 1992, HOLZENBEIN & MARCHINGTON 1992, DUBOIS et al.
1993, 1994a). Entretanto, os ungulados freqientemente mostram um forte apego ao
seu dominio vital (JARMAN 1970), especialmente pela area onde tenham sido criados
(CHESSER & RYMAN 1986) e séo particularmente fiéis a area onde se reproduzem
(DUBOIS et al 1993).

A poliginia poderia assim favorecer a dispersdo dos machos gragas a exclusao
dos jovens machos, que dispersariam a fim de aumentar suas chances de acesso aos
recursos e, conseqientemente, suas chances de acasalamento. Por outro lado, a
filopatria das fémeas reforgaria a cooperagao entre individuos aparentados no interior
de grupos ou unidades sociais (SHIELDS 1987, COCKBURN 1992, LINNELL et al.
1998).

O parentesco entre as fémeas de uma mesma unidade de populacao seria
suficiente para explicar as divergéncias genéticas consecutivas a subdivisdo
(CHESSER 1991). O aumento da consangiinidade dentro dos grupos sociais seria
compensado pela imigragdo de um macho reprodutor, que resultaria em um aumento
da heterozigose dentro dos grupos sociais. Assim, a dispersdo de jovens machos

permitiria que se evitasse a consanguinidade, que teria conseqliéncias desfavoraveis
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para as populagdes tais como a depressao consangiinea (CLUTTON-BROCK et al.
1982). Por outro lado, a filopatria das fémeas permitiria manter um nivel adaptativo de
consanguinidade ou reduzir os custos decorrentes da exogamia (SHIELDS 1987,
WOOLARD & HARRIS 1990).

SISTEMAS DE ACASALAMENTO EM UNGULADOS SELVAGENS

A organizagdo social de certas espécies, especialmente seus sistemas de
acasalamento, contribui fortemente ao estabelecimento e & manutencdo da estrutura
genética das populagdes, mesmo na auséncia de barreiras geograficas (SHIELDS
1987, MATHEWS & PORTER 1993).

Os sistemas de acasalamento dos mamiferos podem caracterizar-se pela
monogamia, quando um mesmo macho se acasala com uma mesma fémea, e apenas
com ela, por diversas vezes; pela poliginia, quando um mesmo macho se acasala com
diversas fémeas pertencentes a um mesmo grupo; ou pela promiscuidade, quando um
macho se acasala com qualquer fémea que esteja receptiva, sem qualquer tipo de lago
mais duravel apos a copula. Esses sistemas estdo associados a quatro tipos de defesa
de recursos: a defesa individual de fémeas enquanto elas sdo receptivas; a defesa de
um territério contendo recursos alimentares que se sobreponha em parte ou
completamente a dominios de fémeas ou de grupos de fémeas; a defesa de grupos de
fémeas durante a estacdo reprodutiva ou durante todo o ano, sem defesa de um
territério; ou a defesa de territorios reprodutivos, dispersos ou ndo, mas que contenham
por¢cbes de dominios de fémeas (CLUTTON-BROCK 1989).

Da parte das fémeas, pode-se incluir a monogamia de longo prazo, i.e, com
vinculos exclusivos, ou quase, com um sb6 macho durante a maior parte da vida; a
monogamia em série, quando as fémeas se acasalam com um sb macho por estacao,
mas podendo se acasalar com diversos machos durante toda a vida; a poliandria,
quando se acasalam com um mesmo grupo de machos durante estagdes reprodutivas
sucessivas; ou a promiscuidade, quando se acasalam com diferentes machos enquanto
estejam reprodutivas (CLUTTON-BROCK 1989).
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Corsos machos adultos apresentam intensa territorialidade, em ambiente de
vegetacao fechada e em condigbes de baixa densidade populacional. Eles excluem
outros machos, mesmo 0s mais jovens, permitindo a presenga apenas de fémeas.
Esses machos mostram-se muito fiéis a seus territérios de um ano a outro e, se a
densidade é baixa, as distancias de disperséo sao reduzidas, tanto para os machos
como para as fémeas (MAUBLANC et al. 1991, PRIOR 1995, HARTL et al. 1998;
HEWISON et al. 1998, LIBERG et al. 1998). A estabilidade territorial pode levar a uma
estabilidade de relagbes macho-fémea entre individuos espacialmente préximos, o que
pode favorecer os cruzamentos entre individuos aparentados e a perda de variabilidade
genética (HEWISON et al. 1998). O risco de cruzamentos consanglineos seria
minimizado pela auséncia de sobreposi¢do espacial entre irmaos (BIDEAU et al. 1987),
além de certo grau de monogamia. Por outro lado, o corso dos campos ou das
montanhas apresenta um territorialismo muito menos pronunciado, com territorios
menos estaveis, acompanhado de um maior gregarismo (HARTL et al. 1998; HEWISON
et al. 1998). Comparando a variabilidade genética de populacdes fortemente territoriais
com aquela de populagdes menos estaveis, Kurt et al. (1993) encontraram uma
tendéncia a valores de coeficiente de consangtinidade (Fis) mais positivos para os
primeiros, ainda que ndo tenham encontrado diferengas nem para a heterozigose
meédia, nem para o polimorfismo.

Hirth (1977) também descreveu diferentes sistemas reprodutivos para o veado
da cauda branca (Odocoileus virginianus), segundo o tipo de meio. Esse autor defende
que é o tamanho das agregacdes de fémeas que determina o sistema de acasalamento
nos cervideos. Entretanto, o tamanho dessas agregacdes seria largamente influenciado
pelo tipo de habitat, particularmente no que diz respeito a cobertura vegetal. Os veados
de cauda branca de areas mais florestadas sdo bem menos gregarios e tém um sistema
de acasalamento baseado em casais. Ja os animais de areas de vegetacdo mais
abertas formam aglomeragbes maiores e os machos adotam um comportamento
reprodutivo que se assemelha ao de haréns. Nelson & Mech (1987) descreveram, para
uma populacdo de veados da cauda branca do Minessota, uma divisdo em sub-

populagdes que constituem demes. As fémeas utilizam uma area de vida no interior ou
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muito proxima de seu dominio de nascimento e animais adultos de cada uma das sub-
populagbes utilizam dominios que se recobrem muito pouco com dominios de
individuos de sub-populac¢des vizinhas. Estudos com outras espécies de cervideos
americanos também sugeriram a existéncia de unidades genéticas nas populagdes
(MATHEWS & PORTER 1993). Em alces (Alces alces) também foi evidenciada uma
estruturacao genética de populagcdes em uma escala geografica menor que a prevista
(CHESSER et al. 1982).

O Cervo Vermelho é um mamifero altamente poliginico, caracterizado pela
filopatria das fémas e dispersédo preferencial dos machos (CLUTTON-BROCK et al.
1982, PEREZ-ESPONA et al. 2010). As fémeas raramente dispersam e freqiientemente
permanecem em sua area natal, formando grupos matrilineares de fémeas aparentadas
(CLUTTON-BROCK et al. 1982). Machos, ao contrario, permanecem nos grupos de
fémeas apenas até o estado juvenil, deixando sua area natal em busca de uma nova
area de vida entre os 2 e 4 anos de idade (CLUTTON-BROCK et al. 1982; CLUTTON-
BROCK & ALBON 1989). Estudos genéticos revelaram que o parentesco entre fémeas
foi significantemente mais alto que entre os machos a distancias menores de 500 m,
tornando-se ainda mais altos a distancias menores de 100 m e declinando conforme a
distdncia aumenta, enquanto o parentesco entre machos ndo desviou de zero num
intervalo de 2 Km (NUSSEY et al. 2005).

As espécies do género Ovis sao gregarias e organizam-se em diferentes
“‘unidades de populacao”, constituidas de associagbes pouco estaveis entre individuos
que tém dominios vitais sobrepostos (GEIST 1971, DUBOIS et al 1993).

Observa-se uma segregacgéo social entre os sexos que € mais evidente quanto
maior a idade dos machos (GEIST 1971, BON & CAMPAN 1989, DUBOIS 1993). Essa
segregacéao social pode estar acompanhada de uma segregacéo espacial, quando ha
diferengas na maneira como machos e fémeas ocupam o espaco.

Observacdes de bighorns (Ovis canadensis) marcados (FESTA-BIANCHET 1986
b), assim como a radiotelemetria de mouflons (DUBOIS et al. 1993) sugeriram que a
maior parte dos machos seria fiel ao seu local de nascimento durante o periodo

reprodutivo, podendo reproduzir-se, quando ndo impedidos por outros congéneres,
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como sugerido por Bideau et al. (1993) para o corso (Capreolus capreolus). Entéao, a
“disperséo natal” dos machos nao seria mais do que uma migragao sazonal que poderia
estar diretamente relacionada a uma segregacdo espacial entre os sexos. Essa
segregacao € um processo que se intensifica com a idade e n&o corresponderia a um
fendbmeno para evitar a consanguinidade ou favorecer a exogamia.

Assim, pode-se levantar a hipétese de que ndo apenas as fémeas, mas também
os machos seriam fundamentalmente filopatricos (DUBOIS et al. 1993, PETIT 1994).
Essa filopatria levaria a um aumento da consanglinidade, com um nivel de
heterozigose mais baixo que o esperado pelo modelo de Hardy-Weinberg no interior de
cada uma das unidades socio-espaciais, uma vez que, provavelmente, um numero
muito reduzido de machos realiza a maior parte dos cruzamentos (CHESSER 1991),
sendo esperado ainda que a filopatria dos dois sexos leve a uma deriva genética entre

as unidades socio-espaciais.

ESTRUTURA GENETICA

A distancia genética entre populagbes pode se basear nas informagdes obtidas a
partir das frequéncias alélicas de diferentes loci. Distribui¢cdes alélicas muito diferentes,
por deriva, selecdo e/ou mutagdo, indicam um distanciamento genético entre as
populagbes (BOICHARD et al. 1998). Pode-se assim reconstituir a histéria de
migracdes passadas e as relagbes entre sub-populacdes de uma mesma espécie
(HARTL 1988, BONHOMME et al. 1995).

O polimorfismo genético pode ser muito util nos estudos sobre as relagdes entre
sub-popula¢des de uma mesma espécie. O principio é que os alelos sejam partilhados
pelas sub-populagbes gracas a migracédo e a similaridade das frequéncias alélicas

possa ser utilizada para se estimar as taxas de migracédo (HARTL 1988).

Marcadores Genéticos
O estudo da Genética de Populagdes progrediu muito com o desenvolvimento
dos marcadores moleculares (HARTL, 1988, BONHOMME et al. 1995, HEWISON et al.
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1996). A informacdo genética € armazenada dentro de cada célula sob a forma de
longas moléculas de acido desoxirribonucléico (ADN), que constitui o genoma. Os
marcadores genéticos sao fragmentos de ADN que servem para identificar a
transmissdo de um segmento de cromossomo de uma geragéo a outra (BOICHARD et
al. 1998). Na verdade, as macromoléculas que constituem o genoma se diferenciam
sob os efeitos de mutacdes e de recombinagbes, o que leva a uma variabilidade ou
polimorfismo que evolui sob os efeitos de fendmenos estocasticos, de movimentos de
individuos dentro da populagdo (migragcdo/disperséo) e da selecao natural, quando
essas modificagdes influenciam a vida ou a reprodugéo dos individuos que as portam
(BONHOMME et al. 1995, BOICHARD et al. 1998).

O polimorfismo genético nos permite conhecer a origem genética do locus em
questao, seja a nivel individual, seja a nivel de popula¢des. Ele pode ser utilizado para
identificar individuos ou grupos ou para a gestao da diversidade genética intra ou inter-
populagdes. O controle de filiagdo € uma das aplicagbes mais antigas dos marcadores
genéticos (BOICHARD et al. 1998). O acumulo de mutagdes em uma linhagem
molecular pode caracterizar uma medida do tempo passado desde o surgimento dessa
linhagem. A distancia genética entre duas populagdes pode se basear nas informacbes
reveladas pelas frequéncias alélicas dos diferentes loci. Distribuicdes muito diferentes
de alelos, seja por deriva, selecdo ou mutagcdo, indicam populacdes distantes
(BOICHARD et al. 1998). Pode-se reconstituir assim lacos de parentesco entre
espécies ou entre populagdes de uma mesma espécie e assim retracar a histéria de
migracdes passadas e as relagbes entre sub-populacdes de uma mesma espécie
(HARTL et al. 1998, BONHOMME et al. 1995).

Existem diferentes tipos de marcadores genéticos. A analise dos grupos
sanguineos e a eletroforese de proteinas originaram os estudos sobre diferenciagcéo
genética. Com as descobertas sobre a estrutura do ADN, novas técnicas foram
desenvolvidas e novos marcadores, tais como os RAPDs (ADN polimérfico amplificado
aleatoriamente), os RFLPs (polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo), os

AFLPs (polimorfismo do tamanho de fragmentos amplificados), os minisatélites e,
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sobretudo, os microssatélites foram descobertos (BONHOMME et al. 1995, BOICHARD
et al. 1998, MUELLER & WOLFENBARGER 1999).

Microssatélites

Sao marcadores genéticos baseados sobre a reprodugdo em tandem de
sequéncias de ADN cujo motivo de base é muito curto, ndo ultrapassando os seis pares
de bases (LITT & LUTY 1989, WEBER & MAY 1989, BRUFORD & WAYNE 1993,
BOICHARD et al. 1998, COSSE 2010). Esses segmentos redundantes facilmente
provocam erros de replicagdo, produzindo um polimorfismo do numero de copias
apresentado pelos diferentes alelos. Esses alelos variam entdo pelo comprimento,
permitindo que o polimorfismo seja detectado sobre um gel de eletroforese
(BONHOMME et al. 1995, BOICHARD et al. 1998).

Os microssatélites sdo muito abundantes e distribuidos aleatoriamente nos
genomas dos eucariotos (WEBER & MAY 1989; LUTY et al. 1990; MOORE et al 1991;
BRUFFORD & WAYNE 1993), o que nos permite dispor de um numero elevado de
marcadores n&o ligados geneticamente. Além disso, eles dispdem de uma combinagao
de caracteristicas muito vantajosas em relagédo a outros marcadores, tornando-os muito
interessantes para diferentes tipos de pesquisas. Os microssatélites sao loci de alelos
codominates com transmissdo mendeliana gerando um perfil muito facil de interpretar,
de uma ou duas bandas respectivamente para homozigotos e heterozigotos
(EDWARDS et al. 1991; QUELLER et al. 1993). Sdo, em geral, neutros face a selegéo
natural, pois entram muito raramente na composicdo de sequUéncias codantes
(EDWARDS et al. 1991; QUELLER et al. 1993), o que possibilita a validagéo de certos
calculos tais como aqueles dos indices de Wright (NEI 1977; BONHOMME et al. 1995).
Os microssatélites podem ainda ser muito polimérficos e, conseqlentemente, dar
origem a elevadas taxas de heterozigose (HEWISON et al. 1996).

Finalmente, o pequeno comprimento de suas sequéncias permite uma facil
amplificacdo dos microssatélites, gracas a técnica de reagdo em cadeia da polimerase

(PCR). A probabilidade de rompimento ao nivel do microssatélites € também muito
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baixa, permitindo a utilizacdo, para a PCR, de ADN “degradado” ou em quantidades
muito baixas (BRUFORD & WAYNE 1993; QUELLER et al. 1993).

Os microssatélites sdo geralmente bem conservados entre taxa proximos,
notadamente entre os bovideos, o que torna possivel a utilizagédo de 70 % a 80 % de
primers identificados para o mapa genético bovino para outras espécies da mesma
familia (MOORE et al. 1991; KEMP et al. 1993, BARENDSE et al. 1994; PEPIN et al.
1995; VAIMAN et al. 1994, ENGEL et al. 1996, KUHN et al. 1996). Além disso, loci
microssatélites ja foram seqlenciados também para carneiros domésticos (e.g.
BUCHANAN et al. 1993), incluindo o carneiro de Soay (BANCROFT et al. 1995).

Todas as vantagens aqui apresentadas fizeram dos microssatélites os

marcadores genéticos de escolha para a realizagao desse estudo.

O Mouflon do Caroux-Epinouse

O Mouflon mediterraneo (Ovis gmelinii) é um Artiodactyla da familia dos
Bovideos. Foi introduzido na Europa continental a partir de popula¢des naturais da
Cérsega e da Sardenha (CUGNASSE 1994). Uma terceira populagao natural existe na
ilha de Chipre (PFEFFER 1967).

Para alguns autores, o mouflon teria contribuido para a origem do carneiro
doméstico (PFEFFER 1967, KRAFT 1990). Outros autores defendem que essa espécie
teria se originado do retorno ao estado selvagem (asselvajamento) de carneiros
introduzidos nas ilhas do Mediterraneo durante o periodo Neolitico, pouco tempo apés
sua domesticacdo (POPLIN 1979, VIGNE 1992). De qualquer maneira, o critério da
fertilidade sugere uma proximidade genética muito importante entre o carneiro
doméstico, as formas eurasianas do mouflon e o mouflon Pachyceros do Extremo-
Oriente e da América do Norte (PFEFFER 1967). Quase todas as formas selvagens
foram cruzadas com carneiros, diretamente ou por inseminacao artificial, dando origem
a hibridos fecundos em todos os casos (PFEFFER 1967, LAUVERGNE et al. 1977,
NAITANA et al. 1990). Estudos baseados em marcadores genéticos também
confirmaram essa proximidade entre o mouflon e o carneiro doméstico (LAUVERGNE et
al. 1977, NGUYEN & BUNCH 1980, NAITANA et al. 1990). Poplin (1979) situa o
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mouflon da Corsega entre os mouflons do Oriente Médio e Proximo e as ragas
domésticas modernas.

E um animal de porte médio, as fémeas medem de 70 a 75 cm de altura (medida
no garrote), e os machos de 75 a 80 cm; o peso varia de 30 a 40 Kg para as fémeas e
de 40 a 60 Kg para os machos (PFEFFER 1967; BON et al. 1991). A pelagem, de cor
canela a chocolate escuro sobre o dorso e branca no ventre, € marcada, nos machos,
por uma sela branca e um jabd negro durante o inverno. Os machos possuem cornos
que crescem ao longo dos anos, podendo atingir 75 cm, enrolando-se sobre eles
proprios atrds da cabeca. Algumas fémeas também possuem cornos, mas eles sao
mais finos e muito mais curtos que os dos machos, n&o ultrapassando 18 cm (Figura 1).

A proporc¢éao de fémeas com cornos varia conforme a populacao (PFEFFER 1967).

Figura 1. Foto de um mouflon macho, a esquerda, e, na foto, a direita, uma fémea (no nivel mais baixo e
a esquerda na foto) e um macho de mouflon (a direita e mais alto na foto).
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O mouflon é um pequeno ruminante de regime alimentar eclético, com
predominancia de gramineas, o que faz dele uma espécie muito adaptavel (FALIU et al.
1990, CRANSAC et al. 1997). Procura meios de relevo moderado, com grandes
espacos abertos, ou menos acidentados, de solo cascalhado e bem drenado. E
indiferente a altitude, a nao ser pela presenca de um manto de neve invernal, que néo
deve ultrapassar os 30 cm de profundidade (PFEFFER 1967, CORTI et al. 1993).

E uma espécie social, que vive normalmente em grupos de composicéo variavel
(PFEFFER 1967), que apresenta segregacao espacial e social entre os sexos fora do
periodo reprodutivo (PFEFFER 1967, PFEFFER & GENEST 1969, BON & CAMPAN
1989, BON 1991).

O periodo reprodutivo se da durante o outono, entre meados de outubro e
meados de dezembro, com pico no inicio de novembro, conduzindo, ap6s uma
gestacao de cinco meses, a um periodo de nascimentos que vai de mar¢o a maio, com
pico no inicio de abril. Cada fémea tem apenas um filhote, sendo os partos gemelares
extremamente raros (PFEFFER 1967, CUGNASSE et al 1985, BON ef al. 1991).
Machos de um ano e meio ja apresentam uma espermatogénese suficiente para
fecundar uma fémea, mas é apenas aos dois anos € meio que ela vai estar idéntica a
dos machos mais velhos (PFEFFER 1967). A participacdo dos machos na reprodugao
depende sobretudo da competicdo entre eles. O primeiro estro das fémeas ocorre
geralmente a um ano e meio de idade e a primeira paricdo aos dois anos de idade
(PFEFFER 1967, CUGNASSE et al 1985).

OBJETIVOS

Dar continuidade aos estudos realizados desde 1993 (PETIT 1994 , PETIT et al.
1997 a, b, PARIETTI 1997), para melhor caracterizar a estrutura espacial da populagéo
de mouflons do Caroux-Espinouse e sua influéncia sobre a estrutura genética da

populacgéo, testando as seguintes hipoteses:
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1. A populacdo em questdo divide-se em unidades espaciais distintas. Essas
unidades correspondem a unidades reprodutivas, ja que machos e fémeas
apresentam filopatria aos seus dominios reprodutivos, tendo-se em conta as
seguintes predi¢des: a) € possivel colocar em evidéncia a existéncia de unidades
espaciais a partir da observagcédo das relagcdes espaciais entre fémeas e b) os
machos, mas ndo as fémeas, deixam essas unidades espaciais ao fim do
periodo de acasalamento.

2. As fémeas, e também os machos, utilizam sempre o0 mesmo dominio reprodutivo.

3. As diferentes unidades espaciais sao também geneticamente diferentes.

4. As unidades espaciais diferem geneticamente, segundo um gradiente de
distanciamento geografico, sugerindo uma disperséo por contigliidade espacial e
um fluxo génico maior entre unidades vizinhas, considerando-se as seguintes
predicdes: a) as diferencas genéticas sdo maiores entre unidades distantes, b)
existe uma correlagcdo positiva entre a distancia espacial e a distancia genética

das unidades.

MATERIAL E METODOS

Local de Estudo

O Macigo do Caroux-Espinouse situa-se na extremidade sul do Macigo Central
(43° 38 N, 2° 58’ E), que pertence ao Macico de Agolt e faz parte dos macigos
agrupados sob o nome de Montanha Negra (Montagne Noire) (AUVRAY 1982, 1983).
Fica localizado no Departamento de Hérault (34), na regido de Languedoc-Roussillon,
Sudoeste da Franga (Figura 2). Cobre uma area de 20.000 ha, tem seu ponto
culminante (sommet de I'Espinouse) a 1124 m acima do nivel do mar e é entalhado por
vales profundos, cujo fundo chega a 600m, orientados Norte-Sul ou Nordeste-Sudoeste,
por vezes isolando unidades geograficas muito nitidas, tais como o Platd do Caroux
(PFEFFER & GENEST 1969, AUVRAY 1982, 1983).
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Figura 2. Localizagdo Geografica do Macigo do Caroux-Espinouse

Auvray (1982) distinguiu diferentes zonas topogréaficas, a saber: as grandes
vertentes, areas abruptas e recortadas, ao Norte e ao Sul, que séo entalhadas por
vertentes secundarias de 260m a 1000m de altitude; os platés, acima dessas vertentes,

a aproximadamente 1000m de altitude; os vales profundos, dos quais o maior € o Vale

do Vialais, de eixo Norte-Sul; a_zona de vales a leste, com inclinagdes mais leves,

pequenos vales, menos acidentados que os anteriores e com diferentes exposigdes.

Gragas a situacao geografica do macigo, no limite entre duas regides climaticas,
seu clima alterna-se entre um regime mediterraneo, seco no verao (julho), e um regime
oceanico de montanha. As temperaturas sao bastante constantes entre um ano e outro,
mas a pluviometria pode variar, segundo a predominancia de uma ou de outra
tendéncia (AUVRAY 1982). A neve cai, em geral, entre dezembro e abril. A cobertura
de neve é variavel conforme o ano, mas limita-se essencialmente aos platés e, em
geral, ndo persiste por muito tempo.

Influenciada por essa transicao geogréfica e climatica, bem como pela topografia,
a vegetacao também revela grande diversidade, a qual também poderia condicionar a
reparticdo dos animais, ja que ela nao se distribui de forma regular por toda a regiao
(AUVRAY 1982). Os meios florestados dominam o Sul e, sobretudo, o Oeste. Na
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vertente Norte, as taxas de cobertura vegetal sdo ainda elevadas, ainda que os
ambientes sejam mais abertos, mas caem pela metade no Vale do Vialais e tornam-se
muito baixas na porgéao leste da zona de estudo.

O Macico do Caroux-Espinouse faz parte do Parque Natural Regional do Haute
Languedoc e tem no seu interior a Reserva Nacional de Caca e de Fauna Selvagem,
criada ap6s a introducao dos mouflons (MASSOL 1991; CUGNASSE & HOUSSIN
1993). Essa reserva € centrada no Vale do Vialais e cobre 1784 ha e €& gerida
conjuntamente pelo Escritério Nacional de Caca e Fauna Selvagem (Office National de
la Chasse et de la Faune Sauvage — ONCFS), que se encarrega de estudar a fauna e a
flora locais, e pelo Escritério Nacional de Florestas (Office National de Foréts — ONF),
encarregado pela gestao propriamente dita da reserva. Ao redor da reserva somam-se
ainda 114 ha de area tampéao pertencentes ao ONCFS (Figura 3).

No exterior da reserva os mouflons sdo cacados entre os meses de Setembro a
Fevereiro (CUGNASSE 1982). Além do impacto sobre o efetivo e a estrutura da
populagdo, essa caga pode ter impacto também sobre o comportamento espacial dos
animais. Foi observada uma maior visibilidade dos animais no interior da reserva
durante o periodo aberto a caca (MAUBLANC et al. 1992). Fora a cacga, nao ha grandes
predadores naturais para o mouflon no maci¢co, mas os cordeiros muito jovens podem
sofrer ataques de raposas (Vulpes vulpes), aguias (Aquila chrysaetos) e,
principalmente, de cdes domésticos (Canis familiaris).

O maci¢co € pouco povoado, mas o turismo é particularmente desenvolvido
durante o verao (AUVRAY 1982). Os turistas afastam-se pouco dos caminhos e
aparentemente nao influenciam na reparticdo dos mouflons (MAUBLANC et al. 1992,
MARTINETTO et al. 1998), apenas a presenca de cées pode modificar o
comportamento dos mouflons (MARTINETTO & CUGNASSE 1999). Durante o outono,
além das perturbagdes provocadas pelas batidas de caga, o macigco € submetido a uma
forte pressao de coleta de cogumelos, caracterizada, ao contrario do turismo de veréo,

pela penetracdo do macigo fora dos caminhos.
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Figura 3. Representacao tridimensional do Maci¢co do Caroux-Espinouse e da Reserva Nacional de Cacga
e Fauna Selvagem (zona mais clara). A superficie representada corresponde a area de extenséo
atual da populagédo de mouflons (segundo GAREL 2006).

A populagao de Mouflons do Caroux-Espinouse

A populagdo de mouflons do Caroux-Espinouse resulta de quatro introducbes
sucessivas (CUGNASSE & HOUSSIN 1993). A primeira data de 12 de margo de 1956:
duas fémeas e dois machos, provenientes da populagado cativa de Cadarache. Aos 15
de fevereiro de 1959, realizou-se uma segunda soltura de dois machos e duas fémeas,
também provenientes de Cadarache. Duas outras introdugdes realizaram-se durante o

ano de 1960: aos dois de margo, trés fémeas e dois machos, originarios da
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Tchecoslovaquia e, aos 23 de outubro, trés fémeas e trés machos vindos da populagao

cativa de Chambord (Figura 4).

Figura 4. Introducdes de mouflons na Reserva Nacional de Fauna do Caroux-Espinouse. As flechas
indicam a localizagdo aproximada das solturas. Os quadros mostram a data, o numero de
machos e de fémeas e a origem dos animais soltos.
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A populacao atual do macico, que € uma das mais florescentes da Franca, com
um total de mais de 2000 individuos em 1995 (HEWISON, comunicacao pessoal) teve
origem assim de um total de 19 mouflons e ndo se comunica com nenhuma outra
populacdo (CUGNASSE 1993). Estudos sobre essa populagcéo séo realizados desde
1974 pelo ONCFS em colaboragéo com gestores locais e parceiros cientificos tais como
0 IRGM-INRA, que desenvolveu estudos entre 1986 e 1998 (BOURGOIN 2008).

Um estudo baseado na radiotelemetria de 15 fémeas colocou em evidéncia a
existéncia de trés unidades geograficas ao centro do macico: Vialais, Mascar e Plos de
Brus (posteriormente denominada Lauze) (MAUBLANC et al. 1994). A estabilidade dos
dominios das fémeas de um ano a outro e a fidelidade das fémeas jovens ao dominio
das maes fazem essas unidades espaciais estaveis no tempo (DUBOIS et al. 1994b).

A radiotelemetria e observacao direta dos machos durante o periodo reprodutivo
sugerem que eles seriam fiéis ao mesmo dominio de um ano a outro. Para os animais
que foram marcados suficientemente jovens, verificou-se que esse dominio pode
corresponder ao seu local de nascimento (DUBOIS et al. 1993, 1994a, b, DUBOIS et al.
1996).

A populacédo de mouflons do Caroux seria entdo estruturada em unidades
espaciais de fémeas e os machos adultos freqlentariam, durante o periodo de
acasalamento, sua prépria unidade de nascimento. Dessa forma, essa populagéo seria

caracterizada pela filopatria dos dois sexos.

Capturas, coletas e monitoramento dos animais

As campanhas de captura de marcacdo dos animais s&o organizadas pelo
Escritério Nacional da Caga (ONC) e ocorrem todos os anos entre os meses de junho a
agosto. Os animais sdo capturados em armadilhas tipo jaulas (Figura 5), atraidos por
pedras de sal (CUGNASSE & GARCIA 1982, CUGNASSE & HOUSSIN 1993). Essas

armadilhas foram distribuidas na reserva conforme mostra a Figura 6.
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Figura 5. Armadilhas utilizadas para a captura de mouflons no Maci¢o do Caroux-Espinouse.
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Figura 6. Distribuicdo das armadilhas para a captura de mouflons na area de estudo. @ armadilhas que
capturaram e O armadilhas que ndo capturaram fémeas monitoradas por radio-telemetria. O
traco mais escuro indica a linha de 1000 m de altitude e os tracos mais finos, os cursos d’agua.
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O pessoal da reserva realiza uma ronda diaria, todos os dias pela manha bem
cedo, para verificar as armadilhas e evitar que os animais capturados se machuquem
contra as grades. Alguns animais sdo exportados, a fim de criar ou reforgar outras
populagdes. Outros sado soltos, equipados com colares que permitem a identificacao a
distancia, a maior parte € identificada com caracteres alfa-numéricos que permitem a
identificacdo visual a partir de observagdes realizadas com o auxilio de binéculos ou
telescopios. Mas, desde 1987 uma parcela dos individuos capturados vem sendo
equipada com radio-colares, para um monitoramento por radiotelemetria. Esses colares
também sao codificados por cores, para permitir a identificagéo visual.

Objetivando estudar a estrutura genética da populagao, 323 mouflons capturados
entre os anos de 1993 e 1998 foram submetidos a coleta de sangue (3,0 a 9,0 ml
coletados da veia jugular), por guardas do ONC e estagiarios veterinarios. O sangue foi
recolhido em EDTA, para evitar sua coagulacdo, e congelado a -18°C. A distribuicao
dessas coletas, conforme a classe de idade e sexo, bem como o ano de captura esta
descrita na Tabela 1.

As observagbes de mouflons foram feitas pelo pessoal e estagiarios do IRGM
(Instituto de Pesquisa sobre Grandes Mamiferos) e da OMC (Secretaria Nacional de Caca e
da Fauna Selvagem), a partir de itinerarios pré-estabelecidos. Além disso, toda observacao
ocasional de animais marcados foi anotada. As localizagbes por radio-telemetria foram
feitas pelo IRGM o mais regularmente possivel, a partir de um veiculo e com o auxilio de um
receptor e de uma antena direcional de recepc¢ao. O sinal era obtido sucessivamente de
pelo menos dois pontos de recepgéao distintos, de localizagdo conhecida, no menor espacgo
de tempo possivel. A direcdo do sinal era obtida com o auxilio de uma bussola, sendo a
localizagdo do animal determinada por triangulacédo (KENWARD 1987).

A radiotelemetria foi feita no periodo do meio do dia, quando a atividade dos
mouflons € menor (BON et al. 1991), a fim de minimizar os erros provocados pelo
deslocamento dos individuos entre duas tomadas sucessivas de sinal.

A precisao da radiotelemetria foi testada a partir da localizagéo de transmissores
colocados em seis pontos conhecidos, a partir de varios pontos de recepgéo (DUBOIS
1990; DUBOIS et al. 1994b). A distribuicdo do erro angular ficou compreendida em um
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intervalo de 20° em 90 % dos casos, 0 que determina um poligono de erro de 15ha para
uma distancia de 500m entre o receptor e a fonte. Sendo as localizagbes dos animais

plotadas em um mapa em escala 1:25.000, utilizando-se uma grade de 125m x 125m,

esse erro tedrico corresponde a aproximadamente nove quadrantes.

Tabela 1: Numero de amostras de sangue coletadas por ano, sexo e classe de idade do animal.

Ano Sexo Classe de | Numero de Ano Sexo Classe de | Numero de
idade amostras idade amostras
Cordeiros 15 Cordeiros 16
Machos | Juvenis 2 Machos | Juvenis
Adultos 6 Adultos
1993 Cordeiros 13 1996 Cordeiros 10
Fémeas |Juvenis 2 Fémeas | Juvenis
Adultos 4 Adultos
Cordeiros 8 Cordeiros 23
Machos | Juvenis 6 Machos | Juvenis 1
Adultos 22 Adultos 4
1994 Cordeiros 7 1997 Cordeiros 17
Fémeas |Juvenis 5 Fémeas | Juvenis
Adultos 10 Adultos 5
Cordeiros 15 Cordeiros 22
Machos | Juvenis 5 Machos | Juvenis 0
Adultos 8 Adultos 5
1995 Cordeiros 23 1998 Cordeiros 18
Fémeas |Juvenis 3 Fémeas | Juvenis 1
Adultos 14 Adultos 12
indetermina | indetermin 2
dos ados

A probabilidade de localizagdo do animal em cada um desses nove quadrantes
foi estimada em 0,2 para o quadrante central (DUBOIS 1990; DUBOIS et al. 1994b),
0,11 para cada um dos quadrantes laterais e 0,06 para cada um dos quadrantes

situados nos cantos (Figura 7). A probabilidade de presenga no conjunto de nove
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quadrantes totaliza 0,88, o que significa que ainda existe uma pequena probabilidade
do animal encontrar-se fora do poligono de erro teérico.

Caracterizou-se a ocupagdo do espaco por um individuo a partir das
probabilidades acumuladas de sua presenca em cada um dos quadrantes (Figura 8). O
valor acumulado de cada quadrante foi transformado em proporgdo em relagdo a soma
das probabilidades de presenca em todos os quadrantes ocupados pelo animal. Desta
forma pode-se comparar a ocupacgédo do espacgo entre individuos dos quais se obteve

numeros de localiza¢des diferentes.

Erro
angular

Figura 7. Representagéo do erro tedrico relacionado a precisdo da radio-telemetria, segundo Dubois1990
e Dubois et al. 1994b.
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Figura 8. Célculo das probabilidades de presenca acumuladas para um individuo dentro de cada
quadrante, utilizado para caracterizar sua ocupagdo do espaco. O raio pontilhado circular
representa a distdncia maxima entre centros aritméticos para que um animal seja considerado
geograficamente estavel, segundo Dubois1990 e Dubois et al. 1994b.

TRATAMENTO DE DADOS

Comportamento espacial das fémeas
As localizagbes obtidas por radio-telemetria foram utilizadas para caracterizar o
dominio de outono, que corresponde a estacao reprodutiva, sendo considerados trés

diferentes parédmetros para avaliar as relagbes espaciais entre as fémeas:

1.Sobreposicio entre os dominios:

Os dominios individuais foram determinados pela técnica do Minimo Poligono
Convexo. Essa técnica produz, em geral, curvas mais lisas em relacdo a outros
métodos (HARRIS et al. 1990). Esses autores propdéem que se trabalhe com um
numero fixo de localizag¢des, a partir do qual a maioria dos individuos apresentaria uma

estabilizacdo de seus dominios.
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Para esse trabalho, foram tracadas curvas relacionando a superficie do dominio
e o0 numero de localizagdes, com o objetivo de se determinar o numero de localizacbes
a partir do qual a incluséo de novas localizagdes n&o provocou um aumento da area do
dominio superior a 15%, o que indicaria uma estabilizagdo. A partir dos resultados
obtidos, decidiu-se trabalhar com um numero fixo de 30 localiza¢bes para determinar os
dominios outonais das fémeas, o que nos permitiu obter dominios para 16 fémeas. No
caso de fémeas terem sido localizadas mais de 30 vezes durante o outono, eram
sorteadas aleatoriamente 30 localizagbes do total de localizagdes disponiveis.

O caélculo das taxas de sobreposicéo fez-se com o auxilio da seguinte formula:

_ SxﬁSy
Rx,y— Sx+Sy—SxﬁSy ’

onde: Sxet Sy sdo as areas dos dominios x e y e Sxn\Sy corresponde a area comum aos
dois dominios. As taxas de sobreposicdo espacial entre fémeas duas a duas foram
entdo utilizadas como medida de proximidade entre elas, numa classificagc&o
hierarquica ascendente por agrupamento dos vizinhos mais préximos, baseada em uma

distancia euclidiana (SPSS software).

2. Distancia entre centros aritméticos:

Os centros aritméticos foram calculados a partir da média aritmética de todas as
coordenadas x e y para cada fémea. Ainda que esse parametro limite o dominio a
apenas um ponto, ele pode ser muito interessante nos casos em que o numero de
localizagdes por animal e por estagdo seja muito reduzido (levando-se em conta que as
fémeas sao bastante filopatricas).

A correlagédo entre as distdncias entre centros aritméticos e as taxas de
sobreposicédo para os mesmos dominios foi testada utilizando-se um teste Z de Mantel
(programa R Package® de Legendre & Vaudor 1991). Esse teste revelou uma forte
correlacdo negativa (Z=6175, p<0,001, 8000 permutacbes) entre esses dois
parametros, indicando que dominios que tém centros aritméticos mais préximos entre si

também apresentam maior sobreposi¢cdo. Para aqueles animais que nao apresentam
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nenhuma sobreposi¢cdo de dominios, a distancia entre os centros aritméticos acaba por
melhor descrever a distribuicado espacial dos individuos.

Com o objetivo de aumentar o numero de localizagbes utilizaveis para cada
fémea, verificou-se a estabilidade espacial das fémeas entre anos sucessivos (DUBOIS
et al 1994a). A distancia média entre centros aritméticos de outonos sucessivos foi de
409,1 + 10,8 m para oito fémeas localizadas, cada uma, entre 16 e 51 vezes por
outono, o que confirma essa estabilidade.

Também foi calculado o numero de localizagbes necessarios para se obter uma
boa estimativa do centro aritmético, realizando-se 1000 tiragens aleatérias de 10, 15 e
20 localizagbes para seis fémeas localizadas, cada uma, entre 55 e 122 vezes. Cada
centro obtido ao longo dessas 3000 tiragens foi comparado ao centro calculado a partir
do total de localizagbes. O resultado foi considerado satisfatério quando o centro se
situava num raio de 315 m ao redor do centro de referéncia. Esse valor foi determinado
pelo fato de que um centro situado a até dois quadrantes de distancia do centro de
referéncia, em qualquer dire¢cdo, tem obrigatoriamente um poligono de erro que se
sobrepde ao poligono de erro do centro de referéncia. Entretanto, essa distancia de
“dois quadrantes” ndo € a mesma em todas as dire¢des, podendo variar de 250 a
353,55 m. Para facilitar os calculos matematicos foi adotado o valor aproximado de 315
m como raio (ver Figura 8). As propor¢des de centros aritméticos dentro desse raio
foram de 88,1; 95,2 e 97,0 % respectivamente para 10, 15 e 20 localiza¢des. Optou-se
entao por trabalhar com centros obtidos a partir de pelo menos 15 localiza¢des, o que
nos permitiu, agrupando-se as localizagdes de anos sucessivos, incluir 32 fémeas nas
analises.

Foram testados ainda, utilizando o teste do vizinho mais préximo (CLARKE &
EVANS 1954), se a distribuicdo dos centros aritméticos das fémeas poderia
corresponder a uma distribuicdo aleatéria. Esse teste compara a distancia média
observada entre os centros dos vizinhos mais proximos em uma dada densidade com a
distancia esperada para as mesmas condi¢cdes de densidade. Para eliminar os efeitos
de borda, a densidade foi calculada da seguinte maneira: calculou-se a superficie a

partir de uma média entre a area do poligono delimitado pelos 32 centros aritméticos e
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a area do poligono delimitado pelos 25 centros restantes quando se eliminam aqueles
centros periféricos que delimitaram o primeiro poligono. A densidade foi entao calculada
dividindo-se 25 (que é o numero de centros “interiores”) por essa média das superficies.

A distribuicdo espacial das fémeas foi analisada pela mesma técnica de
classificacdo ascendente hierarquica por agrupamento dos vizinhos mais proximos
baseada em uma distancia euclidiana (SPSS software), tomando-se em conta as

distancias entre os centros aritméticos como medida de proximidade.

3. Sobreposicao entre localizacoes :

Para as mesmas 32 fémeas, localizadas entre 15 e 122 vezes cada, foram
calculados indices de frequentacdo de cada quadrante, dividindo-se a soma das
probabilidades de presenca da fémea num quadrante, pela soma das probabilidades de
presenca da fémea no conjunto dos quadrantes utilizados. Os valores foram entao
transformados em frequéncias, permitindo que fossem comparados animais com
diferentes numeros de localizagbes. Uma classificagdo hierarquica por agrupamento
dos vizinhos mais proximos, baseada em uma distancia do y? (SPSS software) foi
realizada para agrupar os individuos segundo seu perfil de utilizagdo dos diferentes
quadrantes da area utilizada pelo conjunto de fémeas monitoradas.

Em todas as classificagdes, foram utilizadas as distancias entre os ramos para

determinar os agrupamentos de fémeas.

Comportamento espacial dos machos

O comportamento espacial dos machos durante o periodo de acasalamentos
também foi analisado a partir de diferentes parametros: os centros aritméticos dos
dominios, as taxas de frequentacdo das unidades de fémeas e a distribuicdo das
localizagbes de diferentes anos. Considerando-se que os machos n&o sdo tao estaveis
quanto as fémeas, cada periodo outonal foi considerado individualmente, permitindo-

nos confirmar ou ndo essa instabilidade espacial.
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1. Distribuicio dos centros aritméticos:

Os centros aritméticos dos dominios de machos foram calculados da mesma
maneira que os das fémeas. O numero de localizagbes obtido para o calculo dos
dominios foi pequeno, o que nos levou a calcular os centros aritméticos a partir de um
minimo de 10 localiza¢des. A confiabilidade da posi¢cdo dos centros aritméticos dos
machos obtidos com 10 localizagdes também foi testada como para as fémeas. A partir
de 1000 tomadas aleat6rias de 10 localizagdes para 10 dominios de machos (38 a 49
localizagbes cada um), obteve-se uma proporgcéo de 76,2% dos centros situados a
menos de 315 m do centro de referéncia. Foram considerados assim 58 centros
aritméticos de 41 machos diferentes, identificando-se sobre qual(is) unidade(s) de
fémeas localizou-se cada um desses centros.

Para 13 machos, foram obtidos centros aritméticos correspondentes a diferentes
anos (dois anos para Gan, Ker, Kin, Lut, Kuh, Mal, Yva, Son , Moz, Tar; trés anos para
Klu e Mar; quatro anos para Nin). Isso nos permitiu verificar se esses individuos
apresentam uma possivel fidelidade ao dominio reprodutivo ou, ao contrario, uma
instabilidade espacial, baseando-nos nas disténcias aritméticas entre os centros dos

dominios reprodutivos sucessivos de um mesmo macho.

2. Freqlientacdo das unidades de fémeas:

A probabilidade de associacao de um macho a uma fémea pertencente a cada
uma das unidades foi calculada multiplicando-se as proporgdes de freqlentacdo de
cada quadrante pelo macho em questéo pelas probabilidades de associagdo do mesmo
quadrante a cada uma das unidades de fémeas. A soma dos valores obtidos para cada
unidade foi utilizada como indicativo da frequentacéo dessas unidades pelo macho em
questdo. Esse calculo foi repetido para cada estacdo reprodutiva, objetivando-se
comparar os indices de associacdo de um mesmo macho as diferentes unidades ao
longo de diferentes anos. Para os machos caracterizados por um unico dominio
reprodutivo procuramos verificar se eles se associam preferencialmente a uma so6
unidade de fémeas ou se estdo associados a duas ou mais unidades. Consideramos

que um macho apresentou associagao preferencial a uma unidade de fémeas quando
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sua taxa de frequentacdo a essa unidade foi superior a 70 % e quando as taxas de
freqUientagéo a qualquer outra unidade foram inferiores a 25 %.

Se as unidades de fémeas n&o apresentassem nenhuma sobreposicéo entre si,
a frequentacdo de uma unidade i/ por um macho k poderia ser estimada simplesmente

pela formula:
(1) |:i,k = Z pK,x,y ) Wi,x,y
Xﬁy

onde pkxy € a probabilidade estimada para um macho k estar num quadrante(x,y), e
Wiy € uma fung&o cujo valor é igual a 1 quando a unidade i ocupa o quadrante (x,y) ou
igual a zero em caso contrario. Nesse caso, e se a zona situada fora das unidades de

fémeas fosse tratada como uma unidade suplementar n+17, teriamos:

Entretanto as unidades de fémeas se sobrepdem. Assim, para que a equacao

acima seja satisfeita, a fungdo W, deve ser substituida na equagéo (1) por uma fungao

W'; x, tal que em qualquer quadrante (x, y):

izl
T
LX)y

@) =

Para isso calculamos primeiramente a probabilidade 7;,, da unidade i ocupar o

quadrante (x, y). Essa probabilidade corresponde a probabilidade média das fémeas da
unidade i serem encontradas no quadrante (x, y). Além disso, continuamos a considerar

a zona exterior as unidades de fémeas como uma unidade suplementar e nao
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sobreposta, tendo 7,y = 0 para cada quadrante incluido em pelo menos uma
unidade de fémeas e 7,.,xy = 1 para os quadrantes nao incluidos em nenhuma das

unidades de fémeas. Dessa forma, a fungéo w’;, , ficou definida assim:

j=n+l1

4
. = JT. / JC.
LX,y LX)y - Xy

) i

que nada mais é que a probabilidade de uma fémea presente num quadrante (x, y)
pertencer a unidade /. Vale ressaltar que w’;x, reduzir-se-ia a w;y, se ndo houvesse
sobreposicédo entre as unidades de fémeas. Entretanto, como as unidades de fémeas

se sobrepdem w’;, satisfaz a equagdo (3) e, conseqiientemente, K calculado com

W';xy NO lugar de w;y, satisfaz a equagao (2).

3) Distribuicdo das localizacdes de diferentes anos:

A distribuicao das localizagdes de um mesmo macho durante anos diferentes foi
representada graficamente, como complemento dos calculos descritos anteriormente,
proporcionando uma melhor visualizagdo das relacbes espaciais de cada macho com

as unidades de fémeas.

ESTUDOS GENETICOS

Extracdo de ADN

O ADN foi extraido a partir de sangue total, utilizando-se um método de extracéo

ao sal (NaCL 6M), realizado em quatro etapas principais descritas a seguir (todas as
solugbes utilizadas estao descritas no Apéndice A):

1) Lise e eliminacao dos glébulos vermelhos: adicionar 25 ml de solugéo de lise

fria e estéril (NH4CL 150 mM, KCL 10 mM, EDTA 0,1 mM) por 10 ml de
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sangue coletado em EDTA a 5 %. Deixar no gelo durante 30 minutos, até a
lise dos glébulos vermelhos. Depois centrifugar a 4000 rpm a 4°C e
finalmente eliminar o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta.

2) Lise dos globulos brancos, que liberam a molécula de ADN: ressuspender o
sedimento com uma pipeta Pasteur e lavar duas vezes em 10 ml de solugéo
salina (NaCl 140 mM, KCI 0,5 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 7.4.
Centrifugar a 3200 rpm durante 5 minutos apés cada lavagem.

3) Acao de uma proteinase, a fim de purificar o ADN: ressuspender o sedimento
em 9 ml de TE (Tris HCl 10 mM, EDTA 0.1 mM pH 7), adicionar 100 pl de
proteinase K (10 mg/ml descongelada ou preparada imediatamente antes do
uso), 0,5 ml de EDTA 0,5 M pH 8, 0,5 ml de SDS 10 % e agitar tudo. Deixar
em banho maria 37° C durante toda a noite.

4) Extracdao em NaCl e precipitacdo do ADN utilizando-se etanol puro seguida
de diluicdo em solugéo tampéo: adicionar 4,3 ml de solugéo de NaCl saturada
e agitar vigorosamente durante pelo menos 30 segundos. Centrifugar a 4000
rpm durante 10 minutos, mantendo a 4° C. Colocar o sobrenadante (contendo
o ADN) em um Becker. Adicionar 30 ml de etanol a 100 % e recuperar o ADN
com uma haste de plastico e coloca-lo em 1 ml de TE (10/0,1). Deixar

homogeneizando durante pelo menos 12 horas, até a dissolugao do ADN.

Amplificacdo das seqiiéncias microssatélites

Apods a extracdo do ADN, esse foi amplificado por PCR (do inglés Polymerase
Chain Reaction = reacao em cadeia da polimerase), a qual se realiza pela repeticéo de
trés etapas a saber:

1) Desnaturacao térmica, a 94° C, do ADN que vai servir de matriz: a agdo do
calor quebra as ligagcbes hidrogenadas n&o covalentes existentes entre as
bases e as duas fitas de ADN que servirdo de matrizes sdo separadas.

2) Durante a fase de hibridagdo, a uma temperatura que varia entre 54 ° C e
63° C conforme o locus, os primers se ligam a fita simples do ADN

complementar em func¢ao da sequéncia de oligonucleotideos



33

3) A sintese a 72° C do ADN complementar a matriz de ADN a partir dos
primers pela enzima termoestavel Taq polimerase constitui a fase de
elongacéo.

Esse ciclo se repete entre 30 e 40 vezes, promovendo o aumento exponencial do
numero de moléculas, pois a cada ciclo multiplica-se por dois a quantidade de
fragmentos amplificados. Pode-se obter assim, a partir de uma unica molécula de ADN,
2" fragmentos apos n ciclos.

A duracédo de cada uma das trés etapas é fungdo do ADN a amplificar e dos
aparelhos utilizados. Assim, diversos parametros, tais como temperatura de
hibridizagdo ou concentracao de primers devem ser ajustados conforme a necessidade.

Os aparelhos utilizados para esse estudo foram um termociclador Omnigene com
6leo (Hybaid). As PCRs foram realizadas em um volume final de 25 ul contendo 50 ng
de ADN e 2,5 pl de tampdo PCR 10X (200 mM Tris HCL, 500 mM KCL), 1,5; 2 ou 3
mM de MgCl,, 0,5 unidade de Taq DNA polimerase (Life Technologies) e 100 uM de
cada dNTP. A concentracao final do primer utilizada aqui foi de 0,5 uM.

Onze pares de primers foram utilizados com sucesso (Tabela 2). Os protocolos

de amplificacédo estdo descritos no Apéndice B.

Identificacdo dos alelos:

Os alelos dos loci microssatélites se diferenciam por seu tamanho. Assim, sua
migracao sobre gel leva ao surgimento de bandas que se distinguem pela distancia
percorrida a partir dos pontos onde estes foram depositados.

Foram usados trés fluoréforos (Hex = amarelo, 6-Fam = azul e Tet = verde) para
marcar um dos dois primers que amplificam o microssatélite. Apés a amplificacédo, os
marcadores foram agrupados em multiplex, ou seja, diferentes combinac¢des de
marcadores foram desenvolvidas aproveitando-se os diferentes tamanhos dos alelos e
as diferentes cores dos fluoréforos. Os produtos das PCRs foram entdo misturados de
maneira a serem colocados num mesmo ponto do gel de acrilamida até 6
microssatélites diferentes para um mesmo animal. As misturas foram constituidas de 2

gl de cada produto PCR mais 2 yl de um marcador de tamanho Genescam-500
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TAMRA. O marcador de tamanho serve de referéncia para a leitura do comprimento dos
alelos. O comprimento dos fragmentos amplificados foi colorido por um fluor6foro e
medido por um sequenciador automatico ABIPRISM 377 (Perkin ElImer) com o auxilio
do programa Genescan (Perkin Elmer Corp.).

Os resultados obtidos foram estocados em uma base de dados Gemma
(IANNUCCELLI et al. 1996) contendo as informacdes sobre os animais, sobre as
amostras coletadas e concentracbes de ADN disponiveis, os marcadores, protocolos,
as condicbes de PCR, as sequUéncias dos primers, as composi¢des das placas de PCR
e dos géis de migracdo e os resultados das tipagens. Essa base também permite a

gestédo dos dados, a organizacao e a interpretacéo dos resultados das tipagens.

Equilibrio de Hardy-\Weinberg

As freqliiéncias génicas e genotipicas permanecem constantes de uma geracéao a
outra nas populacdes de organismos dipléides que se reproduzam de forma sexuada,
acasalando-se aleatoriamente, sem sobreposicdo de geragbes e na auséncia de
pressdes seletivas. Pode-se supor que as freqiiéncias relativas se mantém na auséncia
de fatores tais como selecdo natural, mutagdo, migragdes, deriva genética ou desvio
meidtico. O equilibrio das freqiéncias genotipicas se mantém gracas aos
acasalamentos aleatorios, e as freqUiéncias absolutas dos genoétipos sao determinadas
pelas frequéncias alélicas. Se as freqléncias alélicas n&do se alteram e os
acasalamentos sdo aleatorios, as propor¢cdes genotipicas se mantém inalteradas
(OTTO 2000, COSSE 2010).

A deriva genética € o principal fator de perda de variabilidade genética. A
imigracéo pode reduzir, deter ou até inverter a perda de variagao genética, mesmo com
a influéncia de apenas um ou poucos imigrantes por geragao (LACY 1987). Assim, o
equilibrio de Hardy-Weinberg € a hipotese nula de onde se parte para que se possa
compreender os processos que afetam uma populagéo real submetida a diferentes
forcas evolutivas (COSSE 2010).
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Considerando todo o efetivo populacional amostrado, foi calculada a taxa de
heterozigose para cada locus e foram realizados testes sobre o Equilibrio de Hardy-
Weinberg: um teste exato de Fisher para os loci apresentando menos de cinco alelos
(LOUIS & DEMPSTER 1987) ou pelo método da cadeia de Markov (GUO &
THOMPSON 1992) para os restantes.

Estruturacdo espacial da populacao

Os indices de fixagdo de Wright (F), podem estimar a reducdo da heterozigose
devida a endogamia. F representa a probabilidade de serem encontrados juntos num
mesmo zigoto dois alélos idénticos, originarios de um ancestral comum aos dois
progenitores. S&o trés os indices propostos por Wright (1951) e que sao largamente
utilizados para estimar a existéncia de estruturacdo da populagdo (NAGYLAKI 1998,
COSSE 2010):

Fis: mede o grau de endogamia da populagao, ou seja, verifica se existe um
excesso de homozigotos em relagéo ao esperado para uma populagédo em equilibrio de

Hardy-Weinberg. E calculado segundo a férmula:

_ (H; — H))
IS — Hi
onde H;s € a heterozigose média esperada entre e H; é a heterozigose média observada
as subpopulagdes. Varia de 0 (sem endogamia) a 1 (completa endogamia). Valores
negativos indicam um excesso de heterozigotos.
Fir: avalia o quao distante uma populacdo esta do equilibrio de Hardy-
Weinberg, estimando a divergéncia entre as freqiiéncias alélicas dos demes a partir da

seguinte formula:

(H, — H;)

F..=
IT Ht

onde H; representa a heterozigosidade esperada na populacgdo total.
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Fsr: estima o grau de estruturagédo de uma populagcédo com a seguinte férmula:

(Ht - Hs)

F...=
IT Ht

Os valores podem variar de 0 (sem estruturacéo) a 1 (populagdes totalmente
separadas). Considera-se que valores acima de 0,2 sejam indicativos de forte
estruturacao da populagdo (COSSE 2010).

Foram detalhadamente analisadas as duas situagcdes de subdivisdo da
populacéo identificadas pelas analises dos dados da radiotelemetria de 32 fémeas: em
trés ou quatro subunidades. Com o auxilio dos programas GENEPOP (RAYMOND &
ROUSSET 1995) e GENETIX (BELKHIR et al. 2000) foram realizados:

- os calculos de freqiiéncias alélicas a cada locus em cada unidade;

- 0s calculos das taxas de heterozigose para cada locus em cada unidade;

- testes sobre o Equilibrio de Hardy-Weinberg: um teste exato de Fisher para os
loci apresentando menos de cinco alelos (LOUIS & DEMPSTER 1987) ou pelo método
da cadeia de Markov (GUO & THOMPSON 1992) para os restantes. Esse teste, que
responde sobre o estado panmitico da populacéo;

- o0s calculos de Fis e Fst segundo o método de Weir & Cockerham (1984). Esse
procedimento fornece uma estimativa do Fis médio sobre o conjunto da populacédo e do
Fst calculado a partir de um modelo em ilhas onde todas as populagbes sé&o
equivalentes e representam uma realizag&o particular do equilibrio migracao/deriva.

- comparagbes entre as distribuicdes alélicas por toda a populagdo e para
unidades consideradas duas a duas (teste de diferenciagdo por pares de Raymond &
Rousset, 1995);

- finalmente, com a ajuda do programa Genetix, foram realizados calculos das
distancias genéticas entre unidades e testes de Mantel para verificar a existéncia de
correlagéo entre as matrizes de distancias genéticas e de distancias geograficas entre

as unidades.
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Atribuicdo de individuos a uma unidade de populacio

O programa GENECLASS, de Piry & Cornuet (1999) permitiu a realizagcdo de um
teste baseado em probabilidades para a atribuicdo dos individuos as unidades de
populagédo pré-estabelecidas. O método da frequéncia (PAETKAU et al. 1995) atribui
um individuo a populagdo onde seu gendtipo teria a ocorréncia mais provavel. Esse
método consiste de trés etapas:

1) Calcular as frequéncias alélicas para todas as populagcbes em
potencial;

2) Calcular as probabilidades de ocorréncia do gendtipo multiloci do
individuo em cada uma das populagdes;

3) Atribuir o individuo a populacédo em que a probabilidade de encontrar

seu genotipo € a mais elevada.

RESULTADOS

Comportamento espacial das fémeas

1. Sobreposicdo entre os dominios

A superficie média dos dominios de outono estimada pelo método do Minimo
Poligono Convexo foi de 231+84 ha. A superficie dos dominios variou de 130,7 a 377,3
ha. A sobreposicao maxima entre dominios de fémeas (256 combinacdes) foi de 76%,
entre Rag e Car (Figura 9a). Seis pares de fémeas apresentaram sobreposi¢cdes de
dominios superiores a 50% e 203 pares nao mostraram nenhuma sobreposicao.

A classificacdo automatica dessas fémeas a partir das taxas de sobreposicao de
dominios evidenciou dois grupos, com quatro (Ros, Cha, Fan et Hel) e seis (Pep, Maa,
Mad, Mia, Kez, Mae) fémeas; dois pares de fémeas (Rag, Car e Bea, Gal) e ainda duas
fémeas isoladas (Equ et Bal) (Figura 9a). As taxas médias de sobreposi¢cao de dominios

nesses grupos foram de 36, 37, 59 e 76%, respectivamente.
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Figura 9. (a) distribuicdo dos dominios de 16 fémeas e classificacdo automatica a partir das taxas de
sobreposicao entre esses dominios; (b) distribuicdo dos centros aritméticos dos dominios das
mesmas 16 fémeas e respectiva classificacdo automatica.
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2. Distancia entre centros aritméticos

Primeiramente utilizamos os dados obtidos para as mesmas 16 fémeas, para
poder comparar a classificagdo obtida a partir das distancias entre os centros
aritméticos com aquela obtida a partir das taxas de sobreposi¢gado entre dominios. A
maior distancia entre os 16 centros foi de 5397 m, entre Fan e Car e a menor foi de 125
m, entre Rag e Car; Ros e Cha; Mae e Mad.

O teste de vizinho mais préximo (CLARK & EVANS 1954) revelou um grau de
agregacao significativo (R= 0,686 ; z= 1,992 ; p < 0,05) e a classificacao permitiu
distinguir sete grupos, compreendendo de uma a seis fémeas, cada um (Figura 9b): Bal,
Equ e Fan apareceram isoladas; Gal e Bea, assim como Car e Rag agruparam-se em
dois pares; Cha, Ros e Hel constituiram uma triade; o ultimo grupo foi composto por
Kez, Mae, Mad, Mia, Maa, Pep. As distancias médias entre os centros das fémeas mais
proximas, dentro de cada grupo, foram de 125,0; 176,8; 294,6 e 202,3 m. A distancia
média entre os centros das fémeas mais proximas de grupos adjacentes (incluindo as
fémeas isoladas) foi de 972,9 + 80,8 m. Essa distancia intergrupos, muito superior a
distancia intragrupos, pode ser interpretada como um indicio de estruturacéo espacial
das fémeas em unidades de populagéo.

Em seguida, utilizamos a mesma analise considerando-se 32 fémeas localizadas
ao menos 15 vezes. A maior distancia, nesse caso, foi de 5870 m, entre Fan e Cor, e
trés fémeas (Chi, Jil e Lis) apresentaram o mesmo centro aritmético de dominio. O teste
do vizinho mais proximo confirmou uma agregacao significativa dos 32 centros
aritméticos (R = 0,68 ; z=-3,063 ; p = 0,002).

A classificacdo automatica permitiu distinguir oito “grupos” de fémeas (Figura
10a), sendo cinco fémeas isoladas (Cor, Bal, Mic, Fan et Amn) e trés unidades,
denominadas Lauze, Vialais et Mascar, e compreendendo nove (Rag, Car, Mag, Ora,
Gil, Chi, Lis, Equ, Bir), doze (Pep, Maa, Mia, Mad, Mae, Mel, Kez, Blu, Ind, Bea, Gal,
Ven) e seis (Fon, Gra, Hel, Cal, Cha, Ros) fémeas respectivamente (Figura 10a). A
distancia média entre os centros das fémeas mais proximas, dentro de cada unidade,
foi respectivamente 123,4 + 36,8; 188,9 + 20,6 e 150,9 + 11,6 m. A distancia média
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entre vizinhas mais proximas de grupos adjacentes (incluindo as fémeas isoladas) foi de
906,2 + 55,0 m.

3. Sobreposicio entre localizacoes:

O conjunto de localizagdes das 32 fémeas cobriu 1311 quadrantes da area de
estudo. A classificagdo automatica dessas fémeas, obtida a partir da frequiéncia de
utilizagdo de cada um dos quadrantes, identificou quatro grupos (Lauze, Vialais N,
Vialais S e Mascar), com 9 (Ora, Mag, Chi, Jil, Lis, Equ, Bir, Car, Rag), 4 (Pep, Maa,
Mia, Mad) ou 6 (Mae, Blu, Ven, Ind, Bea, Gal et Gra, Fon, Cal, Ros, Hel, Cha) fémeas
(Figura 10b). A esses quatro grupos, somam-se uma dupla mae-filha e outras 5 fémeas
isoladas. As fémeas isoladas s&o as mesmas da analise anterior, assim como as
fémeas dos grupos Lauze e Mascar. Apenas o grupo central, Vialais, subdividiu-se em
dois grupos (Vialais N e Vialais S) mais a dupla mae-filha. A superficie total ocupada
pelas quatro unidades foi de 2048 ha, sendo 458,6+ 38,9 ha a superficie média de cada

unidade.

Comportamento espacial dos machos

1. Distribuicdo dos centros aritméticos:

As distancias entre os centros aritméticos de dominios reprodutivos sucessivos
permitiram agrupar os machos em duas categorias: fiéis ao dominio reprodutivo, com
distancias inferiores a 500 m (Lut, Kuh, Moz, Mal, Tar, Mar, durante trés anos; Nin,
durante cinco anos e Klu, entre o terceiro e o quarto anos de idade), e nao fiéis ao
dominio reprodutivo, com distancias superiores a 1200 m (Yva, Son, Gan, Kin et Klu,
entre dois e trés anos de idade). Somente um dos machos (Ker) apresentou uma
distancia intermediaria (858 m) entre os centros de seus dominios reprodutivos quando

tinha trés e seis anos de idade (tabela 3).
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Figura 10. (a) distribuicdo dos centros aritméticos dominios de 32 fémeas e respectiva classificagédo
automatica; (b) utilizagdo de quadrantes da area de estudo pelas mesmas 32 fémeas e
classificagdo automatica dessas fémeas a partir da frequéncia de utilizagdo desses quadrantes.



43

Tabela 3. Distancias (em metros) entre centros aritméticos de dominios reprodutivos sucessivos de
diferentes machos conforme suas idades.

INDIVIDUO IDADE (anos) DISTANCIA COMPORTAMENTO
Lut la-2a 259 m
Kuh cordeiro — la 286 m
Moz 2a—3a 454 m
Mal > 5a 472 m
Tar cordeiro — la 473 m ,
cordeiro — la 101 m FIEIS
Mar la—2a 427 m
cordeiro — 2a 185 m
Nin 2a—3a 39m
3a—4a 154 m
Ker 3a—6a 858 m
Yva cordeiro — 2a 1229 m
Son 2a—3a 1383 m
Gan cordeiro — 2a 1430 m
Kin 2a—4a 1772 m NAO - FIEIS
2a—3a 1214 m
Klu 3a_4a 339m

Entre os machos que se mostraram fiéis aos seus dominios reprodutivos, apenas
um teve o centro do seu dominio em uma unidade de fémea diferente de um ano a
outro (Moz, cujo centro do dominio saiu do Vialais N para o exterior das unidades de
fémeas) (Figura 11). Entre os machos classificados n&o-fiéis a um dominio reprodutivo,
ao contrario, apenas um (Yva) ndo mudou seu centro de unidade de fémeas, mesmo
com uma distancia de 1229 m em relacdo ao centro do dominio reprodutivo do ano
anterior.

Dos seis machos cujos centros de dominios reprodutivos se deslocaram mais de
500 m, cinco (Gan, Yva, Son, Klu e Kin) se deslocaram em direcdo ao exterior da
reserva de caca e fauna selvagem e apenas um (Ker) deslocou-se para o interior da
reserva (Figura 11). Sete machos mostraram-se fiéis a um mesmo dominio reprodutivo
durante dois (Lut, Kuh, Moz, Mal e Tar), trés (Mar) ou mesmo cinco anos (Nin).

Outros 28 machos tiveram calculados apenas um centro de dominio reprodutivo,
distribuidos entre as unidades de fémeas da seguinte maneira: nove (Aus, Bar, Cly,

Cor, Cre, Fel, Igy, Jim e Rao) na unidade denominada Lauze; seis (Kam, Val, Lbh, Ric,
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Con e Mal) na unidade Vialais N; quatro (Pis, Orf, Far e Tuo) na area comum as
unidades Vialais N e Vialais S, um (Ped) na unidade Vialais S; dois (Ast e Cho) na
unidade do Mascar; seis no entorno das unidades (Che, muito préximo dos limites da
unidade da Lauze ; Nai, préximo ao Vialais S ; Rik, proximo ao Mascar, e ainda Mod,

Leo e Mor).

Figura 11. Localizagdo dos centros de dominios dos diferentes machos em diferentes anos, em relagéo
as unidades de fémeas.
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2. Freqlientacdo das unidades de fémeas:

Os indices de frequentagao de unidades de fémeas mostraram-se muito estaveis
para dois machos (Tabela 4): Kuh foi bastante fiel a unidade Lauze (0,91 e 1,00) e Moz
manteve uma freqlentacdo dividida entre o Vialais N e o exterior das unidades de
fémeas (respectivamente 0,60 e 0,29 aos 2 anos de idade e 0,57 e 0,36 aos 3 anos de
idade). Dois outros machos tiveram indices de freqUentacdo de unidades de fémeas
bastante estaveis, mas revelando uma ligeira tendéncia ao deslocamento: Nin, que
reduziu ligeiramente seu indice de freqlentagdo da unidade Vialais N (respectivamente
0,87; 0,88; 0,76 e 0,70) enquanto aumentou seu indice de freqientagdo do Vialais S
(respectivamente 0,08; 0,12; 0,07 e 0,24) e Tar, que frequentou as unidades do Vialais
N (0,28 e 0,50) e Vialais S (0,56 e 0,45), mas inverteu a unidade mais freqientada de
um ano a outro.

Os outros machos mostraram mudangas mais importantes nos seus indices de
freqlentacdo de unidades de fémeas: Mal aumentou seu indice de freqlentagdo da
area externa as unidades (de 0,08 a 0,24) e do Vialais N (de 0,02 a 0,16), reduzindo
seus indices de frequentacao do Vialais S (de 0,52 a 0,33) et do Mascar (0,37 a 0,27).
Mar reduziu pouco a pouco seus indices de freqlentagdo da unidade Lauze (0,87; 0,77
et 0,63), passando de uma frequentagcdo quase exclusiva a uma frequentagéo
compartilhada entre a Lauze e o exterior das unidades (0,13 ; 0,23 et 0,37). Um
deslocamento parecido foi observado para Lut, que reduziu sua freqlentagdo da Lauze
de 0,93 a 0,73, aumentando a freqlentagédo do exterior das unidades de 0,07 a 0,27 e
ainda mais nitidamente para Yva (Lauze: 0,98 e 0,55 e exterior das unidades: 0,00 et
0,43). Gan mudou claramente sua freqientagéo, da Lauze (0,82 durante seu primeiro
ano de vida) para o exterior das unidades (0,88 aos dois anos de idade). Ker, ao
contrario, reduziu a freqientacdo da area externa as unidades (de 0,74 para 0,02)
concentrando suas atividades na unidade Lauze (de 0,26 para 0,98). Son também
aumentou sua taxa de freqlentagdo da unidade Lauze (de 0,03 para 0,51), mas
reduzindo sua freqiientagcéo sobre o Vialais N (de 0,85 para 0,39). Kin passou de uma
utilizagédo distribuida entre as unidades do Vialais N (0,48) e Vialais S (0,43) aos dois

anos de idade, para uma utilizagdo exclusiva do Mascar (0,81) aos quatro anos de
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idade. Klu substituiu a freqientacdo do Vialais N (0,38; 0,09 e 0,00) pela do Mascar
(0,00; 0,45 e 0,48), mantendo elevadas taxas de frequentagao do Vialais S (0,58; 0,45 e

0,40).

Tabela 4. indices de freqlientagdo das unidades de fémeas pelos machos durante diferentes anos.

Individuo Lauze Vialais N Vialais S Mascar Exterior |Comportamento
(idade)
Gan (0) 0.82 0.00 0.00 0.00 0.18
Gan (2) 0.12 0.00 0.00 0.00 0.88
Ker (3) 0.26 0.00 0.00 0.00 0.74
Ker (6) 0.98 0.00 0.00 0.00 0.02
Kin (2) 0.00 0.48 0.43 0.04 0.05
Kin (4) 0.00 0.02 0.17 0.81 0.00
Klu (2) 0.00 0.38 0.58 0.00 0.03 Nao-fiéis
Klu (3) 0.00 0.09 0.45 0.45 0.02
Klu (4) 0.00 0.00 0.40 0.48 0.12
Son (2) 0.03 0.85 0.09 0.00 0.04
Son (3) 0.51 0.39 0.00 0.00 0.10
Yva (0) 0.98 0.02 0.00 0.00 0.00
Yva (2) 0.55 0.00 0.02 0.00 0.43
Kuh (0) 0.91 0.00 0.00 0.00 0.09
Kuh (1) 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Lut (1) 0.93 0.00 0.00 0.00 0.07
Lut (2) 0.73 0.00 0.00 0.00 0.27
Mal (5) 0.00 0.02 0.52 0.37 0.08
Mal (6) 0.00 0.16 0.33 0.27 0.24
Mar (1) 0.87 0.00 0.00 0.00 0.13
Mar (2) 0.77 0.00 0.00 0.00 0.23
Mar (3) 0.63 0.00 0.00 0.00 0.37 Fiéis
Moz (2) 0.01 0.60 0.09 0.00 0.29
Moz (3) 0.00 0.57 0.06 0.00 0.36
Nin (0) 0.03 0.87 0.08 0.00 0.02
Nin (2) 0.00 0.88 0.12 0.00 0.00
Nin (3) 0.09 0.76 0.07 0.00 0.08
Nin (4) 0.04 0.71 0.24 0.00 0.01
Tar (0) 0.00 0.28 0.56 0.08 0.08
Tar (1) 0.03 0.50 0.45 0.00 0.02

Entre os 28 machos para os quais nado obtivemos mais que um dominio

reprodutivo, 14 freqientaram apenas uma unidade de fémea

(Tabela 5): oito
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permaneceram na Lauze (Aus, Bar, Cly, Cre, Fel, Igy, Jim e Rao), quatro (Con, Lbh, Ric
e Val) no Vialais N, um (Far) no Vialais S e um (Ast) no Mascar. Quatro machos
freqUentaram duas unidades de fémeas, trés (Orf, Pis e Tuo) deslocando-se entre o
Vialais N e Vialais S e um (Ped), entre o Vialais S e o Mascar. Seis machos utilizaram
uma das unidades e a area externa as unidades. Esta unidade foi a Lauze para dois
desses machos (Che e Cor), o Vialais N para outros dois (Kam e Mak), o Vialais S para
um (Nai) e o Mascar para o ultimo (Cho). Por fim, quatro machos (Leo, Mod, Mor e Rik)
apresentaram indices indicando uma frequentacao quase exclusiva da area externa as

unidades de fémeas consideradas.

Tabela 5. indices de freqlientagao das unidades de fémeas pelos machos monitorados durante um

s6 ano.

Individuo (idade) Lauze Vialais N Vialais S Mascar Exterior
Ast (0) 0.00 0.00 0.03 0.85 0.12
Aus (1) 0.70 0.13 0.01 0.00 0.16
Bar (2) 0.98 0.02 0.00 0.00 0.00
Che (2) 0.53 0.00 0.00 0.00 0.47
Cho (6) 0.00 0.00 0.05 0.64 0.31
Cly (0) 0.98 0.00 0.00 0.00 0.02
Con (1) 0.01 0.78 0.21 0.00 0.00
Cor (4) 0.50 0.00 0.00 0.00 0.50
Cre (0) 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Far (2) 0.00 0.17 0.80 0.02 0.00
Fel (2) 0.80 0.00 0.00 0.00 0.20
Igy (0) 0.88 0.06 0.00 0.00 0.06
Jim (0) 0.91 0.00 0.00 0.00 0.09
Kam (4) 0.04 0.65 0.11 0.00 0.19
Lbh (0) 0.05 0.84 0.07 0.00 0.04
Leo (1) 0.08 0.18 0.01 0.00 0.73
Mak (3) 0.01 0.65 0.15 0.00 0.19
Mod (4) 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00
Mor (7) 0.00 0.11 0.07 0.00 0.82
Nai (0) 0.00 0.06 0.37 0.06 0.51
Orf (0) 0.00 0.69 0.27 0.00 0.03
Ped (0) 0.00 0.09 0.44 0.47 0.00
Pis (4) 0.00 0.64 0.36 0.00 0.00
Rao (2) 0.87 0.04 0.01 0.00 0.07
Ric (0) 0.05 0.81 0.13 0.00 0.02
Rik (1) 0.00 0.00 0.00 0.20 0.80
Tuo (1) 0.00 0.37 0.55 0.01 0.07
Val (1) 0.10 0.73 0.09 0.00 0.08
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3. Distribuicdo das localizacdes de diferentes anos:

Um dos machos (Kuh) mostrou uma nitida redugdo da superficie total de seu
dominio reprodutivo, mesmo com um numero muito similar de localizagbes entre um
ano e outro (respectivamente 20 e 19) (Figura 12a). Esta reducéo esteve ligada a uma
forte concentracao de localizagdes, que ficaram limitadas a uma zona situada no interior
da unidade Lauze. Um outro macho (Tar) também mostrou a mesma tendéncia a
concentrar as localizagdes (Figura 12b), embora a redugéo da area de seu dominio seja
menos nitida, talvez em fungado do numero de localizagdes utilizado para o calculo do
segundo dominio reprodutivo ser bem maior (50) que aquele utilizado no calculo do
primeiro (26). Entretanto, algumas localizagbes periféricas, situadas mais ao Sul, na
unidade Mascar e fora das unidades de fémeas estabelecidas, ndo se repetiram
durante o 2° ano, quando se observou uma intensificacdo da utilizacdo da zona situada
na interseccao entre as unidades Vialais N e Vialais S.

Trés machos revelaram um ligeiro deslocamento de seus dominios reprodutivos:
o dominio de Lut deslocou-se um pouco para o Norte e para o Leste (Figura 12c), com
algumas localizagbes fora das unidades de fémeas; Mar deslocou-se gradualmente
para o Norte (Figura 12d), aumentando o numero de suas localizagbes fora das
unidades de fémeas; Nin deslizou seu dominio pouco a pouco em dire¢do ao Sul
(Figura 12e), mas manteve-se fiel a unidade Vialais N durante os cinco anos de
radiotelemetria a que foi submetido; Dois machos apresentaram grandes dominios
reprodutivos: as localiza¢cdes de Mal (Figura 12f) aparecem bastante afastadas umas
das outras aos cinco anos de idade e, aos seis anos, seu dominio estendeu-se ainda
mais, provavelmente influenciado por um numero maior de localizagdes obtidas (31,
contra 13 do ano anterior); os dominios reprodutivos de Moz (Figura 12g) aparecem
fragmentados, com uma concentragdo importante de pontos na unidade Vialais N e
uma segunda nuvem de pontos no exterior das unidades de fémeas. Aos trés anos de
idade, essa segunda nuvem de pontos se afasta ainda mais da por¢cao do dominio

situada na unidade Vialais N.
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Figura 12. Distribuicdo das localizagbes dos machos filopatricos (a) Kuh, (b) Tar, (c) Lut, (d) Mar, (e) Nin,
(f) Mal e (g) Moz em relagdo as unidades de fémeas em periodos reprodutivos de diferentes
anos.

Os outros seis machos mudaram nitidamente seus dominios reprodutivos de um
ano a outro: Yva saiu do Vialais rumo ao Norte e ao Leste (Figura 13a) e seus dois
dominios reprodutivos sucessivos ndo se sobrepdem; Gan deslocou-se da unidade
Lauze em diregdo ao Noroeste (Figura 13b), com algumas localizacbes fora das

unidades e alguma sobreposicéo entre as localizagbes de seus dominios, obtidos em
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dois anos diferentes; Ker fez um movimento inverso (Figura 13c), entrando na unidade
Lauze, reduzindo claramente o tamanho de seu dominio no segundo ano sem sobrep6-
lo ao dominio do ano anterior; Son (Figura 13d) saiu de um dominio que se distribuia
entre as unidades Vialais N e Vialais S, com localizagdes bem espacgadas, para utilizar
exclusivamente o Vialais N, com localizagdes bem mais proximas umas das outras. Klu
(Figura 13e) e Kin (Figura 13f) ocupavam dominios situados na intersec¢édo entre as
unidades Vialais N e Vialais S e mudaram seus dominios reprodutivos entre os dois e
trés anos de idade: o primeiro deslocou-se até os limites entre as unidades do Mascar e
do Vialais S e o segundo foi ainda mais longe, utilizando uma area totalmente

localizada no Mascair.

Figura 13. Distribuicdo das localizagdes dos machos dispersores (a) Yva, (b) Gan, (c) Ker, (d) Son, (e)
Klu e (f) Kin em relagéo as unidades de fémeas em periodos reprodutivos de diferentes anos.
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ESTUDOS GENETICOS

Efetivo total da populagao

Polimorfismo e heterozigose

O numero de alelos detectados por l6culos variou de 3 (INRA011 e OarFCB128)
a 7 (INRA127) (tabela 6). A taxa de heterozigose global encontrada foi alta (0,57).

Equilibrio de Hardy-Weinberg

A probabilidade associada ao teste de Hardy-Weinberg para os 323 animais
tipados na Reserva de Caca do Caroux-Espinouse mostrou-se baixa (Fis=0,011;
p=0,012), sugerindo uma populagao em desequilibrio. A partir dessa visdo geral sobre o
efetivo total de mouflons, langou-se um olhar mais detalhado sobre a populagao
estudada, considerando-se sua estruturacdo em trés ou quatro unidades, como

sugerido pelas analises realizadas com 32 fémeas monitoradas por radio-telemetria.

Atribuicdo de mouflons as unidades espaciais:

Procuramos identificar uma estrutura genética da populagéo a partir da estrutura
espacial. Assim, nos atribuimos individuos suplementares as unidades definidas pela
radio-telemetria, considerando seu local de captura e as localizagbes obtidas por
visualizagdo direta ou radio-telemetria. Desse modo, 165 animais, do total de 323,
foram atribuidos a uma das quatro unidades: 48 na Lauze, 65 no Vialais N, 22 no
Vialais S e 30 no Mascar. Considerando-se a divisdo em apenas trés unidades, a
unidade do Vialais agrupa todos os individuos do Vialais N, Vialais S e ainda aqueles
individuos localizados em areas comuns a essas duas unidades e que, por esse motivo,
nao foram atribuidos nem a uma nem a outra. O total de individuos se eleva entédo a
186, sendo 108 na unidade do Vialais e nenhuma alteragdo nas unidades Lauze e

Mascar.
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A distribuicdo dos alelos de cada lécus, na populagdo e em cada uma das
unidades de populagao, considerando-se a divisdo da populacdo em 3 ou 4 unidades, é

apresentada na Tabela 6.

Tabela 6. Distribuicdo dos alelos dos marcadores microssatélites INRA 006, INRAO11, INRAO23,
INRA026, INRA127, MAF33, MAF45, MAF65, MAF209, OarFCB128 e OarFCB304 na
populagdo e em cada uma das unidades de fémeas (Lauze, Vialais N, Vialais S, Mascar e
Vialais como uma unica unidade compreendendo as unidades do Vialais N e Vialais S).

INRA006
Alélos Pop (321) | Lauze(48) | Vialais N+S (107) | Vialais N (64) | Vialais S (22) | Mascar (30)
114 37% 41% 33% 35% 23% 40%
116 37% 34% 41% 41% 41% 27%
118 12% 9% 11% 9% 18% 13%
124 14% 16% 15% 15% 18% 20%
INRAO11
Alélos Pop (322) | Lauze(47) | Vialais N+S (107) | Vialais N (64) | Vialais S (22) | Mascar (30)
207 28% 33% 30% 30% 43% 15%
219 55% 56% 50% 50% 39% 57%
237 17% 11% 20% 20% 18% 28%
INRA023
Alélos Pop (301) | Lauze(48) | Vialais N+S (98) | Vialais N (58) | Vialais S (19) | Mascar (26)
198 32% 35% 31% 28% 37% 29%
204 39% 47% 37% 35% 40% 40%
208 10% 8% 11% 14% 5% 12%
210 12% 5% 11% 11% 16% 17%
220 7% 4% 10% 12% 3% 2%
INRA026
Alélos Pop (323) | Lauze(48) | Vialais N+S (108) | Vialais N (65) | Vialais S (22) | Mascar (30)
194 38% 46% 34% 36% 34% 35%
196 8% 15% 6% 5% 7% 10%
212 23% 13% 26% 25% 32% 30%
216 30% 27% 34% 33% 27% 25%
INRA127
Alélos Pop (321) | Lauze(48) | Vialais N+S (108) | Vialais N (65) | Vialais S (22) | Mascar (29)
182 15% 17% 13% 18% 0% 7%
188 2% 4% 2% 2% 0% 0%
194 4% 2% 5% 5% 7% 3%
199 15% 18% 14% 10% 16% 36%
201 4% 6% 3% 2% 7% 5%
203 8% 2% 13% 17% 9% 7%
207 51% 51% 50% 46% 61% 41%
MAF209
Alélos Pop (322) | Lauze(48) | Vialais N+S (107) | Vialais N (64) | Vialais S (22) | Mascar (30)
107 79% 72% 76% 74% 84% 78%
126 4% 3% 6% 6% 5% 0%
130 8% 16% 6% 8% 0% 12%
132 9% 9% 12% 12% 11% 10%
Continua...




... continuacéo

MAF33

Alélos Pop (298) | Lauze (44) | Vialais N+S (99) | Vialais N (58) | Vialais S (20) | Mascar (24)
124 67% 53% 73% 71% 70% 65%
136 22% 31% 17% 16% 25% 21%
138 10% 13% 10% 14% 5% 13%
141 1% 3% 0% 0% 0% 2%

MAF45

Alélos Pop (294) | Lauze (43) | Vialais N+S (97) | Vialais N (56) | Vialais S (20) | Mascar (24)
148 7% 11% 6% 3% 13% 0%
152 13% 8% 12% 13% 10% 13%
156 60% 62% 62% 64% 60% 65%
158 14% 11% 13% 13% 13% 21%
164 7% 9% 7% 7% 5% 2%

MAF65

Alélos Pop (322) | Lauze(48) | Vialais N+S (107) | Vialais N (64) | Vialais S (22) | Mascar (30)
124 2% 0% 3% 2% 5% 0%
127 87% 92% 84% 81% 89% 88%
129 2% 1% 3% 4% 2% 2%
131 8% 7% 11% 13% 5% 10%

OarFCB128

Alélos Pop (291) | Lauze (44) | Vialais N+S (95) | Vialais N (54) | Vialais S (20) | Mascar (24)
113 18% 13% 20% 18% 28% 19%
125 39% 43% 33% 35% 25% 31%
127 43% 44% 47% 47% 48% 50%

OarFCB304

(N) Pop (297) | Lauze (44) | Vialais N+S (98) | Vialais N (57) | Vialais S (20) | Mascar (24)
151 58% 60% 54% 57% 50% 58%
153 8% 7% 10% 11% 10% 10%
165 25% 30% 23% 23% 18% 23%
172 9% 3% 14% 10% 23% 8%

Estruturacao espacial em trés unidades

Heterozigose e Equilibrio de Hardy-Weinberg
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A heterozigose, considerando o efetivo populacional de 186 animais atribuidos a

uma das trés unidades foi de 0,58 para a populagéo e variou de 0,57 a 0,58 no interior

das unidades (tabela 7). A heterozigose para cada locus variou entre 0,26 (MAF065) e
0,73 (INRA023 e INRAO26) (tabela 8). As taxas mais baixas de heterozigose (MAF065:
0,26 e MAF209: 0,39) podem ser explicadas pela predominéncia de um dos alelos: o
alelo 127 para o MAF065 (74%) e o alelo 107 para o MAF209 (58 %).

O teste de Hardy-Weinberg n&o revelou desequilibrio quando considerado o

efetivo populacional de 186 animais (F;s=0,008; p=0,514). Os valores de Fis indicam

uma panmixia também no interior de cada uma das unidades (Lauze: F;s =0,002,
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p=0,667; Vialais: Fis =0,013, p=0,271; Mascar: F;s =0,003, p=0,778). As probabilidades

associadas ao teste de Hardy-Weinberg indicaram que ndo ha desequilibrio para

nenhum dos /oci.

Tabela 7. Probabilidades associadas as propor¢des de Hardy-Weinberg (p), indice de fixacao (Fs), para
toda a populagéo, e probabilidades para cada unidade socio-espacial, no periodo de 1993 a
1998, considerando-se um efetivo de 186 mouflons distribuidos em 3 unidades espaciais (Ho =
equilibrio de Hardy-Weinberg).

P h Fis n
Populacdo | 0,514 0,58 0,008 186
Lauze 0,667 0,57 | -0,002 48
Vialais 0,271 0,58 0,013 108
Mascar 0,778 0,58 0,003 30

Tabela 8. Numero de gendtipos (n), numero de alelos, heterozigose (h), probabilidades associadas ao
teste de Hardy-Weinberg (p), indice de fixacdo de Wright (1951) (Fs e Fst) para cada locus. P é
a probabilidade associada ao teste de diferenciagdo génica (1) e genotipica (2), considerando-

se uma estruturagédo da populacao em trés unidades espaciais.

INRAOO6 | INRAO11 | INRA023 | INRA026 | INRA127 | MAF209 | MAF033 | MAF045 | MAF065 | OARFCB128 | OARFCB304

n 185 184 172 186 185 185 167 164 185 163 166
Alelos 4 3 5 4 7 4 4 5 4 3 4

h 0,67 0,58 0,73 0,73 0,68 0,39 0,49 0,63 0,26 0,61 0,54

p 0,662 0,135 0,317 0,895 0,121 0,620 0,589 0,786 0,995 0,086 0,722
Fis 0,037 0,047 -0,024 -0,035 0,024 0,036 0,000 -0,097 -0,095 0,020 0,119
Fsr 0,002 0,014 0,002 0,014 0,018 0,002 0,029 -0,001 0,004 -0,001 0,000
P(1) 0,421 0,012 0,145 0,010 0,002 0,064 0,013 0,159 0,489 0,373 0,159
P(2) 0,499 0,019 0,101 0,010 0,002 0,039 0,008 0,071 0,206 0,382 0,167

A nivel de unidades, a probabilidade de

Hardy-Weinberg mais baixa foi

encontrada para o locus INRAO23 na unidade do Vialais, no limite da significancia
(0,052).

As probabilidades associadas aos testes de diferenciagcdo génica (0,000) e

genotipica (0,000) sugerem uma estruturagéo da populacao e o Fs1(0,008) também foi

significante, confirmando essa estruturacéo.
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Comparacgdes por pares de populacdes

O teste de diferenciagdo génica, baseado sobre todos os loci, foi significante
para todos os pares de populagdes (Lauze-Vialais: 0,000; Lauze-Mascar: 0,009; Vialais-
Mascar: 0,046), o que revela que existe uma diferenciacdo entre essas unidades de
populacédo. Pode-se notar ainda que a probabilidade é mais alta entre as unidades do

Vialais e do Mascar, que sao as unidades que mais se sobrepdem.

Atribuicdo dos individuos a uma unidade de populacéo

Sobre um efetivo de 186 animais, o método da frequéncia (PAETKAU et al.
1995) atribuiu 51,61 % dos individuos a sua unidade de origem (determinada pela
localizacao de captura).

Estruturacao espacial em quatro unidades

Heterozigose e Equilibrio de Hardy-Weinberg

Os testes foram realizados sobre um efetivo de 165 mouflons, que puderam ser
atribuidos a uma das quatro unidades. Os resultados foram muito parecidos aqueles
encontrados quando consideradas apenas trés unidades de populacao: a heterozigose
encontrada foi de 0,56 para a populagao e variou entre 0,56 e 0,59 no interior de cada
unidade (Tabela 9). A heterozigose para cada locus variou entre 0,26 (MAF065) e 0,75
(INRA0O26) (Tabela 10). O Fis novamente n&o indicou o desequilibrio da populacao
amostrada (Fis=0,008 ; p=0,460), mas revelou uma panmixia no interior de cada uma
das unidades (Tabela 9).

As probabilidades associadas aos testes de diferenciacdo génica (muito
significativas) e genotipica (0,000) sugerem uma estruturacao da populagédo. O Fgt de
0,008 tambeém foi muito significativo, confirmando essa estruturacao.

O unico locus que revelou uma baixa probabilidade associada ao teste de Hardy-
Weinberg (0,025) foi o INRA127, que foi também o locus mais polimoérfico, com sete

alelos (tabela 10). Entéo, essa baixa probabilidade estaria provavelmente relacionada a
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um maior numero de alelos raros, conseqiente desse polimorfismo elevado. Nenhum
dos outros /oci apresentaram-se em desequilibrio de Hardy-Weinberg.

A nivel de unidades, as probabilidades de Hardy-Weinberg mais baixas
apareceram na unidade Vialais S, para os loci INRA026 (0,050) e INRA127 (0,016).

Essa unidade foi a que apresentou o mais baixo efetivo (22 individuos).

Tabela 9. Probabilidades associadas as proporgdes de Hardy-Weinberg (p), indice de fixagéo (Fs), para
toda a populagéo, e probabilidades para cada unidade sécio-espacial, no periodo de 1993 a
1998, considerando-se um efetivo de 165 mouflons distribuidos em quatro unidades espaciais
(Ho = equilibrio de Hardy-Weinberg).

p h Fis n
Population | 0,460 0,56 0,008 165
Lauze 0,644 0,56 -0,002 48

Vialais N 0,511 0,59 0,006 65
Vialais S 0,365 0,56 0,043 22
Mascar 0,777 0,57 0,003 30

Tabela 10. Numero de gendtipos (n), nimero de alelos, heterozigose (h), probabilidades associadas ao
teste de Hardy-Weinberg (p), indice de fixagdo de Wright (1951) (Fs e Fst) para cada locus. P é
a probabilidade associada ao teste de diferenciagdo génica (1) e genotipica (2), considerando-
se uma estruturagédo da populagcdo em quatro unidades espaciais.

INRAOO6 | INRAO11 | INRA023 | INRA026 | INRA127 | MAF209 | MAF033 | MAF045 | MAF065 | OARFCB128 | OARFCB304

n 164 163 151 165 164 164 146 143 164 142 145
Alelos 4 3 5 4 7 4 4 5 4 3 4

h 0,66 0,58 0,73 0,75 0,66 0,39 0,52 0,63 0,26 0,60 0,52

) 0,578 0,284 0,387 0,440 0,025 0,867 0,736 0,808 0,999 0,145 0,827
Fis 0,049 0,046 -0,024 -0,070 0,034 0,040 -0,006 -0,108 -0,096 0,044 0,126
Fst 0,002 0,019 0,004 0,008 0,029 0,003 0,015 -0,002 0,008 -0,001 -0,001
P(1) 0,352 0,008 0,084 0,059 0,000 0,084 0,081 0,141 0,253 0,353 0,167
P(2) 0,402 0,013 0,059 0,060 0,000 0,036 0,052 0,094 0,213 0,406 0,247

Comparacao por pares de unidades de populacio

O teste de diferenciacdo génica, baseado sobre todos os loci, foi significativo
para todos os pares de unidades de populacdo (Lauze-VialaisN : 0,000 ; Lauze-
VialaisS : 0,000 ; Lauze-Mascar : 0,008 ; VialaisN-VialaisS : 0,025 ; VialaisN-Mascar :

0,020 ; VialaisS-Mascar : 0,022), o que indica uma diferenciacao entre essa unidades.
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Pode-se notar ainda que as probabilidades s&o ainda mais baixas entre a Lauze e
qualquer outra unidade do que entre as trés outras unidades entre elas mesmas.

O teste de diferenciagdo genotipica revelou probabilidades mais baixas
associadas a unidade Mascar (Lauze-Mascar: 0,008 ; VialaisS-Mascar: 0,008 ;

VialaisN-Mascar : 0,080), sendo duas delas significativas.

Correlacdo entre distancias genéticas e espaciais:

Utilizamos um teste de Mantel para comparar uma matriz de distancias espaciais
com uma matriz de distancias genéticas entre as unidades de populagcdo. A matriz de
distdncias espaciais foi composta pelas distdncias entre os pares de centros
geométricos das unidades, calculados a partir da média aritmética de todas as
localizagdes atribuidas a unidade em questdo. A matriz de distancias genéticas
constituiu-se dos valores das distancias genéticas entre pares de populagbes
calculadas segundo Reynolds et al. 1983. Uma segunda matriz de distédncias genéticas,
calculadas conforme Nei 1978 também foi comparada a matriz de distancias espaciais.
Em nenhum dos dois casos ficou demonstrada a correlacdo entre as matrizes
(respectivamente Z=255,19; Coef. Pearson r=0,490; p=0,31 e Z=347,02; Coef.
Pearson r=0,442 ; p=0,144), apesar da similaridade entre as arvores de classificagdo

obtidas a partir das diferentes distancias consideradas.

Atribuicdo de individuos a uma unidade de populacdo

Para os 165 individuos que foram atribuidos a uma das quatro unidades de
populacao a partir do local de captura, obtivemos 45,45 % atribuidos a mesma unidade
pelo método da freqiiéncia (PAETKAU et al. 1995).
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DISCUSSAO

Comportamento espacial das fémeas

A classificagdo hierarquica baseada nos indices de sobreposi¢cao espacial dos
dominios vitais de 16 fémeas sugeriu uma estruturacdo socio-espacial da populagdo em
3 unidades espaciais de fémeas. Entretanto essa analise apresentou duas limitacdes: a
area dos dominios espaciais foi muito variavel, em funcado do numero de localizagbes, e
o efetivo de fémeas com um numero satisfatério de localizagdes para o calculo da area
dos dominios foi reduzido.

O calculo do centro aritmético dos dominios vitais mostrou-se menos variavel
que o poligono da superficie dos dominios em fungédo do numero de localizagdes.
Assim, com um menor numero de localizagbes foi possivel aumentar o efetivo de
animais para 32 fémeas. A classificagdo automatica com base nas distancias entre os
centros aritméticos de dominios de diferentes fémeas mostrou-se um método adequado
para descrever as relagbes espaciais entre as fémeas. Quando comparamos o0s
resultados obtidos pelos dois métodos com as mesmas 16 fémeas, a classificagao
baseada nas distancias entre centros aritméticos de dominios revelou a mesma
estruturacao espacial que aquela feita a partir das sobreposi¢cées de dominios, a ndo
ser por uma fémea (Fan), que se destacou do grupo Mascar. Considerando-se as
distancias entre os centros aritméticos de dominios das 32 fémeas, a classificagéo
automatica evidenciou uma nitida organizacao em trés unidades, com cinco das fémeas
aparecendo isoladas, ao redor e a distancia dessas unidades.

Os caélculos de sobreposicédo espacial, obtidos a partir do Minimo Poligono
Convexo, bem como a distancia entre os centros aritméticos dos dominios vitais, ndo
levam em conta a frequéncia com que cada individuo utiliza o espaco da area
sobreposta e, portanto, ndo revelam a real probabilidade dos individuos se
encontrarem. Por esse motivo, Smith & Dobson (1994), defenderam a utilizagdo de
valores de sobreposicédo ponderados. Nesse estudo, utilizou-se um método simples

para gerar valores de sobreposi¢gdo ponderados, a partir do conjunto de todas as
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localizagdes obtidas para as 32 fémeas, considerando-se a probabilidade de cada uma
dessas fémeas utilizarem cada um dos quadrantes em que foi dividida a area de
estudo.

Uma nova classificagdo hierarquica, baseada nesse ultimo critério, mostrou-se
coerente com as classificagdes obtidas anteriormente, mas evidenciou uma possivel
divisdo da unidade central (Vialais) em 2 unidades (Vialais N e Vialais e S), com o
isolamento de um par mae-flha em uma zona intermediaria e que sobrepde
parcialmente a essas duas unidades. Essa subdivisdo da unidade do Vialais ja pode ser
identificada na classificacdo baseada nas distancias entre centros aritméticos, porém a
um nivel inferior ao que foi considerado relevante agrupamentos e com o par mae-filha
incluido na parte Norte do Vialais. Na realidade, essas duas unidades (Vialais N e
Vialais S) sédo bastante sobrepostas uma a outra, o que explicaria essa variagdo de
resultados conforme a metodologia empregada. Essa similaridade entre as
classificagbes obtidas a partir de diferentes parametros reforca a confiabilidade dos
resultados obtidos. Além disso, qualquer que seja o0 método utilizado, a estruturagao da
populagdo de mouflons do Macico do Caroux-Espinouse em unidades sécio-espaciais
de fémeas, conforme descrita anteriormente por Maublanc et al (1994), parece se
confirmar. Entretanto, na auséncia de barreiras geograficas que impecam os animais de
se movimentar, unidades vizinhas podem apresentar diferentes niveis de sobreposicao
espacial.

Esse tipo de subdivisdo da populagdo ja foi descrito também para outras
espécies de ovinos selvagens ou domésticos em estado selvagem (BOYCE et al. 1997,
1999; GRUBB & JEWELL 1966; RUBIN et al. 1998) . A populagédo de bighorn de
Peninsular Range mostrou-se fragmentada em diversas e estaveis unidades de
populagédo (RUBIN et al. 1998), mas a uma escala diferente daquela descrita no Macigo
do Caroux-Espinouse. No entanto, Boyce et al. (1999) também identificou, a partir de
classificacbes baseadas em indices de associacdo e distancias entre centros
aritméticos de dominios, subdivisbes em trés dessas unidades. Essa ultima subdivisdo

€ muito similar aquela encontrada no Macigco do Caroux-Espinouse e esta de acordo
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com o conceito de "dominio vital de grupo" (do inglés home range groups) proposto por
Geist (1971).

Grubb & Jewell (1966) também descreveu uma estruturacdo em "dominios vitais
de grupos" em uma populagdo de carneiros domésticos em estado selvagem; e esse
tipo de estruturacdo, no entanto, foi atribuido, ao menos em parte, a uma reducgao da
mobilidade natural dos individuos provocada por barreiras geograficas consequientes de
atividades humanas, bem como a uma distribuicdo em "ilhas" dos recursos alimentares.
Entretanto, na reserva de caca do Caroux-Espinouse, essa relagéo entre a estrutura
sécio-espacial da populagdo e a estrutura fitogeografica do ambiente ndo ficou
evidenciada.

O terceiro fator determinante para a estruturacéo da populagédo que foi proposto
por Grubb & Jewell (1966) é o gregarismo e a filopatria, caracteristicos das fémeas nos
ovinos. As cordeiras permanecem longo tempo em companhia de suas respectivas
maes e adquirem, por aprendizagem ou imitagcdo, uma utilizacdo do espago muito
similar a de suas maes (GRUBB & JEWELL 1966, KEY & MCIVER 1980, FESTA-
BIANCHET 1986A, LAWRENCE & WOOD-GUSH 1988, LAWRENCE 1990). Segundo
Festa-Bianchet (1991), apds dez anos de estudo, nenhuma ovelha havia imigrado ou
emigrado em seu local de estudo. Nos tivemos a oportunidade de monitorar um par
mae-filha que utilisou 0 mesmo dominio vital. Além disso, a mae, ou a filha, de outras
sete fémeas monitoradas por radio-telemetria, receberam marcas visuais. Suas
visualizagbes posteriores indicaram que duas das filhas utilizaram o mesmo dominio da
mae pelo menos até os cinco anos de idade.

Associando dados de localizacdo espacial a coeficientes de parentesco
calculados a partir do pedigree de ovinos domésticos, Nituch et al (2008) descreveram
associagbes mais estreitas entre individuos com maior coeficiente de parentesco. Seja
nos carneiros domésticos ou selvagens, as fémeas sdo observadas nos mesmo grupos
que suas maes mais que o esperado durante o primeiro ano de vida (LAWRENCE
1990, FESTA-BIANCHET 1991) e mesmo até os trés anos de idade, como foi
observado em uma pequena populagéo por Le Pendu et al. (1995). A perpetuacéo do

comportamento espacial das fémeas por diversas geracdes, a partir da aprendizagem
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com a mae, favorece a formagdo de grupos mais estaveis e particularmente uma
estruturacao da populagao do tipo "dominio vital de grupo". Festa-Bianchet (1986a) né&o
observou mudancas definitivas de grupo por parte de fémeas, ainda que fémeas de
diferentes "dominios espaciais de grupos" pudessem se agrupar em dominios de
inverno sobrepostos. Esse autor sugere que as fémeas sao capazes de reconhecer os
individuos de seu préprio grupo e nao querem permanecer em um outro grupo.

A capacidade de reconhecimento é muito dificil de ser demonstrada em animais.
Mas experimentos realizados com carneiros domeésticos revelaram que as cordeiras
preferem individuos n&do aparentados que lhe sejam familiares a individuos n&o-
familiares (COUTINHO-NETTO et al. 2003). O gregarismo das fémeas adultas permite
que as cordeiras também permanegam juntas, podendo criar alguns lagos sociais mais
duradouros (GRUBB & JEWELL 1966). Esses autores assinalam que, provavelmente,
diferentes familias dividem um mesmo "dominio vital de grupo". Assim, os lagos sociais
nao dependeriam necessariamente de lacos de parentesco. Dessa forma, as
associagbes entre fémeas seriam influenciadas mais pela disponibilidade de parceiras

do mesmo sexo que pelos lagos de parentesco (BOYCE et al 1999).

Comportamento espacial dos machos

Os trés parametros utilizados na analise do comportamento dos machos levaram
a resultados similares e/ou complementares. A distribuicdo das localizagdes permitiu
uma melhor compreensao do deslocamento dos centros aritméticos dos dominios
reprodutivos dos machos, revelando a verdadeira relagdo espacial entre os dominios
em questdo. Os indices de frequentacao das unidades de fémeas indicaram, sobretudo,
a relacado entre um macho e cada unidade de fémeas. Dessa forma, a variagdo desses
parametros para um mesmo macho em anos diferentes nos permitiu inferir sobre as
consequéncias de seu deslocamento. Notou-se, entretanto, uma maior variabilidade
nos indices de freqlentagdo das unidades de fémeas que nos dois outros parametros,
visto que as unidades de fémeas se sobrepdem umas as outras e que os indices de

presenca de fémeas também sao variaveis no interior das unidades.
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O comportamento espacial dos machos mostrou-se mais variavel e mais
imprevisivel que o comportamento das fémeas. Cerca de metade dos machos (sete)
monitorados por radiotelemetria durante mais de um ano mostrou-se fiel a seus
respectivos dominios reprodutivos, independentemente da idade. Um desses machos
foi filopatrico pelo menos até os quatro anos de idade.

Entre os sete machos considerados fiéis aos seus dominios reprodutivos, trés
(Kuh, Moz e Nin) mostraram uma forte estabilidade também em relagéo as unidades de
fémeas. Os outros quatro machos apresentaram algumas variacbes nos seus indices
de frequentacdo de unidades de fémeas. Essas variagcbes podem ser devidas a
freqientacéo de areas comuns a duas unidades de fémeas vizinhas (Tar) onde cada
quadrante pode representar um “peso” diferente para cada unidade. A frequientacdo da
periferia das unidades (Mar), que s&do areas menos freqlentadas pelas fémeas
monitoradas, também pode causar variagdo nos indices de freqlientacdo de unidades.
O aumento da area do dominio levou ao menos um macho (Mal) a ocupar uma unidade
vizinha. Enfim, o numero de localizagdes parece influenciar a variacao dos indices de
freqientacédo das unidades de fémeas. O macho Lut parece ter dominios reprodutivos
bastante sobrepostos, mas suas localizagdes (11 no primeiro ano e 17 durante o
segundo) ndo foram assim tdo sobrepostas. Seu numero de localizagbes na periferia
das unidades, maior no segundo ano, pode ter amplificado a variacao observada de
seus indices de freqliientacédo das unidades de fémeas.

Entre os carneiros de Soay estudados por Grubb & Jewell (1966), os machos
foram muito fiéis a seus dominios reprodutivos e se instalaram, em geral, nas
proximidades de seu local de nascimento. Entretanto, a estabilidade espacial dos
machos nao mostrou-se tdo forte quanto a das fémeas e alguns machos podem
dispersar, afastando-se do dominio de suas mées. Festa-Bianchet (1991) também
observou, em bighorn, uma importante fidelidade dos machos a seus dominios
reprodutivos durante varios anos sucessivos. Em Peninsular Range, alguns movimentos
de bighorns machos entre unidades de populacao distintas foram observados durante,
e também fora do periodo reprodutivo (RUBIN et al. 1998).
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Os estudos realizados no Macico do Caroux-Espinouse anteriormente
descreveram os mouflons machos como filopatricos e muito fiéis aos seus dominios
sazonais (DUBOIS et al. 1993, 1994a, 1996, DUBOIS & LE PENDU 1993). Dubois et al.
(1996) reobservou varios machos adultos que tinham sido marcados quando ainda
cordeiros e supds que seus dominios reprodutivos recobririam seus dominios de
nascimento. A fidelidade dos machos aos seus dominios de nascimento é dificil de
analisar, pois nossa amostragem foi muito reduzida. Entretanto, os dados aqui
apresentados sugerem que alguns machos, mas nao todos, podem permanecer fiéis
aos seus dominios de nascimento. Entre os cinco machos monitorados desde o
primeiro ano de vida, trés ficaram (ou voltaram no periodo reprodutivo) sobre seus
dominios de nascimento pelo menos até o terceiro ano de vida (Lut e Mar) e mesmo até
os cinco anos de idade (Nin). Os outros dois (Yva e Gan) dispersaram antes de
completar dois anos de idade

Os machos, diferentemente das fémeas, ocupam em geral dois dominios
distintos: um durante o periodo reprodutivo e outro fora dele (DUBOIS & LE PENDU
1993, DUBOIS et al. 1993). Esse comportamento é atribuido ao processo de
segregacdo sexual caracteristico dessa espécie, bem como de outras espécies de
ungulados (GONZALEZ 1985, FESTA-BIANCHET 1986b, BON et al. 1993, LE PENDU
et al. 1995). Com o fim do periodo reprodutivo, ao menos uma parte dos machos
abandona seus dominios reprodutivos em dire¢cdo a um dominio ndo reprodutivo. A
motivacao para esse movimento pode ser atribuida, ao menos em parte, pela atragéao
por parceiros de mesma categoria de sexo e idade que € manifestada pelos machos
(BON 1991, BON et al. 1993). Assim, a tendéncia dos machos de seguir outros machos
seria mais forte que sua tendéncia a permanecer no dominio ao qual ele se apegou
(FESTA-BIANCHET 1986). Com o inicio do periodo reprodutivo, essa tendéncia se
inverteria e a maioria dos machos retornaria a seus dominios de nascimento (DUBOIS
& LE PENDU 1993).

Dubois et al (1993, 1996), sugeriram que os dominios n&o reprodutivos dos
mouflons machos do Caroux-Espinouse nao respeitariam os limites das unidades

descritas por Maublanc et al. 1994. Entretanto, durante o periodo reprodutivo, os
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machos permaneceriam apegados e fiéis a uma dessas unidades, que se constituiriam,
assim, em unidades de reproducao (PETIT et al. 1997a).

Mas, no presente estudo, se cerca da metade dos machos apresentou algum
grau de filopatria a seus respectivos dominios reprodutivos, mais da metade desses
dominios reprodutivos ultrapassaram os limites de uma unica unidade sécio-espacial de
fémeas. Isso possibilitaria que, mesmo tendo sido considerados filopatricos, os machos
poderiam estar reproduzindo-se com fémeas de unidades sécio-espaciais distintas num
mesmo periodo reprodutivo. Além disso, a outra metade dos machos estudados (seis)
foi classificada como nao-fiel ao dominio reprodutivo. Cinco machos (Yva, Son, Gan,
Kin, Klu) apresentaram distancias entre centros aritméticos de dominios reprodutivos
sucessivos superiores a 1000 m, seus dominios reprodutivos sucessivos se
sobrepuseram nada ou muito pouco e seus indices de frequentacdo das unidades de
fémeas revelaram importantes variagdes de um ano a outro. O macho Ker apresentou
uma distancia entre os centros de seus dominios reprodutivos inferior a 1000 m (858
m). Entretanto, seu dominio reprodutivo deslocou-se em relagéo as unidades de fémeas
e também em relagéo ao dominio anterior, ao qual ndo houve nenhuma sobreposigéo.

Quando considerados todos os dominios reprodutivos dos machos, incluindo
tanto aqueles monitorados por um unico ano como aqueles com mais de um dominio,
obtivemos um total de 58 dominios reprodutivos para 41 diferentes machos. Apenas 28
desses 58 dominios localizaram-se em uma Unica unidade de fémeas, 25
sobrepuseram-se a pelo menos duas unidades ou sobre uma unidade e uma area
externa as unidades e quatro dominios situaram-se completamente fora das unidades
de fémeas. Esses resultados revelam que os dominios reprodutivos de machos nao
correspondem propriamente as unidades de fémeas e que o comportamento espacial
dos machos é, portanto, relativamente independente daquele apresentado pelas

fémeas.

Implicag6es Genéticas
No Caroux-Espinouse, a filopatria das fémeas, associada ao retorno de parte dos

machos a sua area de nascimento para se reproduzir, torna possivel o acasalamento
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entre individuos aparentados. Poderiamos entdo esperar um aumento de
consangtinidade no interior de cada uma das unidades de populagao.

Um estudo genético preliminar sugeriu que cada uma das unidades de
populagdo do macico do Caroux-Espinouse corresponderia a uma unidade genética
distinta, mas sem perda de heterozigose no interior de cada uma das unidades (PETIT
1994, PETIT et al. 1997). Aumentando o numero de marcadores microsatélites
utilizados e também o efetivo de mouflons incluidos no estudo, encontramos uma
populagdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os testes realizados indicaram uma
estruturacao genética da populagéo coerente com a estruturagéo espacial encontrada.
Os resultados sao muito similares quando se considera uma estruturagcdo em trés ou
em quatro unidades de populagéo e, em ambos 0s casos, essas unidades mostraram-
se panmiticas.

Na populagédo de bighorn de Peninsular Ranges, uma parcela significativa da
variacao do ADN mitocondrial foi dividida entre as diferentes subpopula¢des, sugerindo
uma estruturacdo matrilinear da populagdo (BOYCE et al 1999). Entretanto, a
variabilidade genética se manteve, também no interior dessas subpopulagdes, o que
levou esses autores a concluirem que, no interior das subunidades, a associagao entre
fémeas se daria mais pela disponibilidade de parceiras do que por lagos matrilineares.
Outros autores concordam que ndo ha formacéo de linhagens sociais nos mouflons
(FESTA-BIANCHET 1991, LE PENDU et al 1995) e em outros ovinos selvagens
(LAWRENCE 1990).

Em mamiferos com sistema social do tipo fissdo-fusao, cuja estrutura de grupo é
menos evidente, a correlacdo entre proximidade genética e distancia espacial entre
pares de individuos também revelou estruturacdo a uma escala mais refinada
(COLTMAN et al 2003, HAZLITT et al 2004). Os grupos de mouflons sado instaveis
dentro das unidades socio-espaciais de fémeas e o sistema de acasalamento é
baseado na promiscuidade, com fémeas podendo acasalar-se com diversos machos
numa mesma estagéo reprodutiva (GIBSON & JEWEL 1982, HOGG 1987, JEWELL et
al 1986, GUILHEM et al 1997). O status de dominancia dos machos esta diretamente

relacionado com a idade (GUILHEM et al 1997). Se o periodo de dominancia for curto e
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as oportunidades de acasalamentos com mae e irmas forem raras, entdo
acasalamentos consanglineos seriam a excecao (RALLS et al 1987). Assim, os
acasalamentos entre ovinos selvagens ocorreriam de forma aleatéria no interior das
unidades de populacdo, o que seria suficiente para explicar os coeficientes de
consangiinidade préximos a zero no interior das unidades sécio-espaciais de fémeas
do Macico do Caroux-Espinouse. Por outro lado, a diferenciacdo genética entre as
unidades de fémeas corresponderia a um certo grau de consangiinidade a nivel de
populagédo, decorrente da filopatria das fémeas e de uma parcela dos machos e
explicaria o desequilibrio de Hardy-Weinberg apresentado quando considerado o
efetivo total da populagao.

Quando considerada a estruturagdo espacial da populacéo, seja em trés, seja
em quatro unidades, todas as unidades revelaram-se panmiticas e em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Mas tanto as probabilidades associadas aos testes de diferenciagéo
génica quanto o Fstindicaram uma estruturacao genética da populagao coerente com a
estrutura espacial. O teste de diferenciacdo génica baseado sobre todos os loci foi
significante para todos os pares de populagbes, o que revela que existe uma
diferenciacéo entre essas unidades de populagdo. Quando consideradas trés unidades,
essas probabilidades sdo mais altas entre as unidades que mais se sobrepdem (Vialais
e Mascar). Quando consideradas quatro unidades, as probabilidades sdo mais baixas
entre a Lauze e qualquer outra unidade do que entre qualquer outro par envolvendo
apenas as outras trés unidades. Esses resultados s&o coerentes com os dados
espaciais, uma vez que a unidade da Lauze tem taxas de sobreposicao com o Vialais
(ou Vialais N) inferiores as taxas de sobreposi¢do entre os outros pares de unidades.
Entretanto, ndo foi demonstrada uma correlagcéo entre distancias genéticas e espaciais
entre as unidades. O pequeno tamanho amostral (quatro unidades), uma medida pouco
precisa da distancia espacial entre as unidades (distancias entre centros aritméticos) e
a sobreposicdo observada entre unidades vizinhas, provavelmente tenham
comprometido a precisdo desse resultado.

Os resultados aqui apresentados indicam uma estruturacdo da populacdo de

mouflons do Caroux-Espinouse. Varios estudos recentes vém revelando estruturas
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populacionais a uma escala local, em populagbes de diversas espécies de vertebrados
(GUTIERREZ-ESPELETA et al 2000; TAPIO et al 2005; NUSSEY et al 2005; ARCHIE
et al 2008; NITUCH et al 2008). Estudos teéricos e empiricos tém relacionado tal
estruturacdo genética aos sistemas de acasalamento e aos padrées de dispersao
(CHESSER 1991; SUGG et al 1996; DOBSON 1998). No Caroux-Espinouse, as fémeas
e parte dos machos mostraram-se filopatricos. Mas outra parcela de machos revelou
um comportamento espacial independente dos limites das unidades so6cio-espaciais
identificadas. O fluxo génico promovido por esses machos deveria manter a populacao
geneticamente homogénea e a estruturacdo da populacdo de mouflons do Caroux-
Espinouse em unidades espaciais geneticamente distintas n&o deve ser considerada

um resultado definitivo.

CONCLUSAO

A populacdo de mouflons do Caroux-Espinouse constituiu-se a partir de um
pequeno numero de animais, trazidos de diferentes locais e ali introduzidos. A
diversidade genética encontrada nessa populagao pode ser resultado da diversidade de
origens desses animais, tendo sido preservada a despeito do pequeno numero de
fundadores.

O sistema social dessa espécie caracteriza-se por um forte gregarismo das
fémeas, que sédo também filopatricas. Assim, o monitoramento das fémeas permitiu a
identificacdo de uma estruturacdo espacial da populacdo em diferentes unidades. As
analises genéticas realizadas também apontaram uma estruturagdo da populacao de
mouflons do Caroux-Espinouse. O retorno dos machos ao local de nascimento no
momento da reproducdo, poderia contribuir para a diferenciagéo entre essas unidades
de populagédo. Mas, no Caroux-Espinouse, parte dos machos movimenta-se livremente,
podendo se reproduzir em uma unidade diferente da sua unidade de nascimento, ou

mesmo em mais de uma unidade. Se esses machos podem efetivamente promover um
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fluxo génico entre as unidades soOcio-espaciais, a estruturacdo genética da populagéo
nao seria esperada.

A elevada proporcédo de machos filopatricos encontrada na populacdo de
mouflons do Caroux-Espinouse néo é suficiente para explicar a estruturagdo genética
sugerida pelas analises aqui realizadas. Outras analises podem ser realizadas
buscando-se a confirmagéo dos resultados aqui apresentados. Essas analises podem,
por exemplo, dar mais énfase ao grau de parentesco. A utilizacdo de marcadores
mitocondriais também permitiria inferir sobre o real papel do comportamento das
fémeas na estruturacdo da populagdo. Estudos comparando o sucesso reprodutivo de
machos dispersores e filopatricos também podem ajudar a esclarecer as origens da
estruturacao genética da populagdo em questéo.

O presente estudo nao confirma de maneira incontestavel a estruturagdo da
populacdo de mouflons do Caroux-Espinouse. Mas outros trabalhos vém descrevendo
estruturacdes a uma escala geografica local em populagcbes selvagens de diversas
espécies. O estudo do comportamento sécio-espacial dos animais, envolvendo a
utilizagdo de espacgo, os agrupamentos sociais, o bindmio filopatria-dispersao, os
sistemas de acasalamento e suas conseqiéncias sobre a estruturacdo genética das
populacbes ganha assim importancia entre os aspectos que devem nortear as agdes

para a manutengdo e conservagao das espécies selvagens.
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APENDICE A: Solugées utilizadas na extragcdo de ADN a partir de sangue
Método de extracdo ao sal (NaCL 6M)

Volume de solucéo utilizado para 8 amostras

160 | ml Solucao de lise
160 | ml Solucao salina
72 |mlde TE 10/0.1
800 |ul Proteinase K

4 ml EDTA 0,5M

4 ml SDS 10%

34.4 | ml NaCl saturada
240 | ml Etanol

Solucio de lise (2 litros):

Produto Quantidade Concentragéo final
NH.CI 16.05a 150 mM

KCL 154 10 mM

EDTA 250mM 800 ul 0.1 mM

H>O asp 2 litros

Solucédo Salina ou de Lavagem (2 litros):

Produto Quantidade Concentragéo final
NaCl 17.50q 140 mM

KCL 0.1a 0.5 mM

Tris-HCI 2M 10 ml 10 mM

EDTA 250 mM | 800 ul 0.1mM

H>O asp 2 litros

Solucéo saturada de NaCl (6 M) (500 ml) :

Produto Quantidade Concentragéo final
NaCl 176 a 6 M
H-O asp 500 ml

Solucdo de TE 10/0,1 (1 litro) :

Produto Quantidade Concentragéo final
Tris-HCI 2M 5ml 10 mM

EDTA 250mM {400 ul 0.1 mM

H-O asp 1 litro
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APENDICE B: Protocolo de amplificacdo de seqiiéncias microsatélites por PCR

Para um meio de reagéo de 20 ul por amostra, preparado sobre gelo com 5 yl de
ADN resultando em uma concentragéo de 25 ng/ul

Reativos Concentracédo | Volume
Tampao 1X 2 uL
MaCl2, 25 mM 1.50u2 mM 1.2-1,6 ul
dNTP, 1,25 mM 0.2 mM 3.2 ul
Primer, 50 uM 0,5 uM 0,2 ul

0,5 uM 0,2 pl
Taq 5 unidades/ul qsp
H.O destilada

Programa de Amplificacio:

Predwell

Desnaturacgao 94°C 5mn
Dwell

Desnaturagao 94°C 45 s
Hibridac&o T°C 45 s
Elongacgao 72°C 45 s
Postdwell

Elongacao final 72°C 5mn

A temperatura de hibridacdo e o numero de ciclos do programa Dwell variam

conforme a natureza do microsatélite e a quantidade de ADN.
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APENDICE C: Migracao dos produtos da amplificacdo sobre gel de acrilamida

Composicio do gel:

Uréia 20 g

Acrilamida 6 ml

H,0 destilada 11 ml

Amberlite 1 espatula

TBE 10X filtrada 4 ml

APS 200 pl

Temed 22,5 ul Essa Solugdo ¢ estocada a +4°C.

Preparacio do tampio TBE 10X:

Tris 107,8 g

Acido Bérico 55¢g

EDTA 8.2 ¢

H,O0 destilada gqsp 11 Essa Solugao ¢ estocada a +4°C.

Preparacio dos produtos da amplificacio:

Cada ponto contém:
- 2 ul de produtos da PCR;
- 0,5 pl de marcador de tamanho;
- 3 ul de tampao de deposito (Formamida + Azul Dextran)

As amostras sdo desnaturadas a 94°C durante 5 min, e sdo imediatamente colocadas no
gelo, aguardando a fase de depdsito sobre o gel.

Pré-migracao:

- voltagem de 1100 V;
- duracdo minima de 15 min.

Condic¢odes de migracao:

- voltagem de 1100 V;

- amperagem de 40 mA;

- poténcia de 30 W;

- duracdo da migracdo: aproximadamente 2h30min.
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