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1. Introducéo

O ritmo acelerado de extingdo de muitas espécies nas Ultimas décadas e o agravamento das
ameacas a muitas mais torna a Biologia da Conservag&o uma ciéncia crucial nos tempos actuais,
estudando as populagtes afectadas pela perda de habitat, exploragdo ou por alteracbes ambientais,
e contribuindo desta forma para a tomada de decisbes que assegurem a sobrevivéncia futura
dessas populagtes (Stockwell et al, 2003).

As possibilidades de manutencdo futura de uma populacdo ou espécie estdo intimamente
relacionadas, entre outros factores, com a sua diversidade genética: uma reduzida variabilidade
pode comprometer a sua capacidade de adaptacéo a alteracBes ambientais (Stockwell et al, 2003)
ou levar ao seu declinio devido a ocorréncia de consanguinidade (Reed et al., 2007). Os recentes
avangos técnicos permitem agora medir mais precisamente essa diversidade, bem como esclarecer
outras questbes, de dmbito mais geral ou mais restrito, dificilmente investigadas pelas técnicas
ecolbgicas tradicionais. Podem ainda ser esclarecidas as relacfes evolutivas (isto é, a proximidade
ou divergéncia historica) entre espécies ou popul acles, pode ser verificada a existéncia de trocas
de genes ou individuos ou estimados diversos parametros da populacdo, tais como o nimero de
individuos (reprodutores) e reducfes ou aumentos populacionais (Avise, 2004). Estas técnicas
permitem também a identificac@o individual ou da proveniéncia, com aplicacdes forenses ou a
conservagdo. Para muitas destas técnicas é possivel recorrer a amostragens ndo invasivas, em que
amostras de material biolégico sdo recolhidas sem contactar com os animais (Taberlet & Waits,
1998; Waits & Paetkau 2005). A area da Genética da Conservagdo surge assim como sendo a
aplicacdo de técnicas moleculares e de principios da Genética ao estudo e gestdo das populactes
ameagadas (Hedrick, 2001).

As técnicas de andlise molecular recorrem a variagdo encontrada no material genético dos
organismos que podem depois ser interpretadas com o auxilio de ferramentas estatisticas e
informéticas. Os locais no genoma em que essa variagdo € analisada sdo usua mente denominados
marcadores moleculares (Avise, 2004). No entanto, o tipo de informagdo obtida depende da
regido gendmica a analisar: diferentes marcadores moleculares tém modos de evolucédo diferentes,
variando por isso no nivel de informatividade e nas possiveis interpretagdes posteriores.
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1.1 Os mar cador es moleculares

Um dos primeiros marcadores moleculares a ser utilizado no estudo genético das populacdes foi a
molécula de DNA mitocondrial (mtDNA), que constitui 0 material genético dos compartimentos
celulares responsaveis pela producdo de energia, as mitocondrias (Avise, 2004) (Figura 1). Esta
molécula é facilmente amplificada e analisada pois cada célula possui centenas de mitocdndrias, 0
que facilita a obtencéo de quantidades razoaveis de DNA mesmo em amostras degradadas ou
naturalmente pobres em material genético. O mtDNA é transmitido por via materna aos
descendentes, possuindo cada individuo apenas um tipo de molécula (hapl6tipo) que recebeu da
sua progenitora. Consequentemente, estes hapl6tipos sao transmitidos a descendéncia apenas
pelas fémeas, ndo recombinando com outro material genético. Este modo particular de
transmissdo permite assim definir linhagens maternas (o que é (til para a definicdo de
grupos/popul acBes e relagdes de proximidade entre eles). Esta regidio genética apresenta ainda a
vantagem de evoluir, em geral, de um modo neutral, isto &, a sua diversidade ndo é limitada ou
enviesada pela selecgdo natural (Avise 1987).

A molécula de mtDNA é circular e relativamente pequena quando comparada com o material
genético existente no nucleo das células. Contudo, possui vérias regides que tém diferentes taxas
de variacdo e que, por isso, permitem estudos de diferente alcance temporal. Uma regido muito
utilizada em estudos populacionais é a regido de controlo que, por ndo codificar proteinas, ao
contrério das restantes regifes, € altamente variavel. Esta regido tem sido universalmente
utilizada em andlises populacionais de cées e lobos (Vila et al, 1997), pelo que a sua utilizacgo
neste estudo permite a comparagdo da informac&o obtida para as popul agdes portuguesas com a
informagao disponivel para as outras popul agdes ibéricas e mundiais.

A andlise do mtDNA pode também ser utilizada como uma primeira ferramenta no estudo da
hibridacdo entre lobos e cées (Vila & Wayne, 1999). Para este tipo de estudos verifica-se se ha
correspondéncia entre a morfologia de um individuo e o seu hapl 6tipo mitocondrial: um lobo com
material genético mitocondrial tipico de cédo sera provavelmente um hibrido. A transmissdo
materna da molécula de mtDNA é no entanto limitante nestes casos pois apenas se detectariam
hibridos resultantes do cruzamento entre uma fémea de c&o e um macho de lobo.
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A transmissdo unicamente materna do mtDNA pode, por outro lado, limitar as interpretacGes
decorrentes da andlise desta molécula, ja que apenas a histéria das linhagens maternas é
reconstruida. Para complementar os dados mitocondriais pode recorrer-se a analise do
cromossoma Y, 0 cromossoma masculino dos mamiferos. Este marcador esta apenas presente nos
machos, sendo por isso sempre transmitido por via paterna, permitindo completar a informacgao
obtida para as linhagens maternas. Porém, ao contrario do que acontece com o DNA
mitocondrial, que é grandemente utilizado, os estudos que incorporam informagdo do
cromossoma Y s30 ainda escassos, e no que respeita ao par cao/lobo, embora ja existam estudos
publicados (e.g. Bannasch et al. 2005; Vila et al. 2003a), a sua utilizacdo ainda ndo é
generalizada o que dificulta possiveis comparagdes com o presente trabal ho.

Como foi referido, tanto o mtDNA como o cromossoma Y, embora muito Uteis na reconstrucao
de grupos e linhagens, sdo limitativos por serem de transmissdo uniparental. Além disso, a sua
taxa de variabilidade ndo permite, normalmente, estudos a um nivel mais detalhado do que o
populacional nem, por exemplo, a identificagcdo individual. Este tipo de informagdo pode ser
obtida recorrendo a marcadores moleculares muito varidveis que se localizam ao longo dos
cromossomas, no DNA do nucleo das células: os microssatélites ou STRs (Short Tandem
Repeats) (Figura 1). Estas regifes sdo constituidas por peguenas sequéncias repetitivas que
variam no nimero de repeticOes (Ellegren, 2004). A sua variabilidade é também muito elevada,
pelo que, analisando algumas destas regides num grupo de individuos, facilmente se obtém uma
combinagdo Unica para cada um, podendo por isso ser utilizados para a identificagdo individual.
Como estes marcadores sdo herdados de ambos os progenitores, podem também ser (teis no
estabelecimento de filiagdo bioldgica. O seu pequeno tamanho facilita, também, a sua
amplificagdo a partir de amostras degradadas. Os microsatélites permitem ainda complementar
informac&o obtida com outros marcadores sobre diversos parametros populacionais, tais como a
existéncia de estruturacdo, identificagdo de fluxo génico ou de individuos migrantes, ou ainda
fazer a atribuicéo de individuos a uma dada popul ag&o.
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Célula DNA mitocondrial (mtDNA) o
- 0 . Hereditariedade materna ...ATCATCCG... Individuo1
NS Mitocondrias — — . aysenciade recombinagéo —>
~ .‘ ’ * Andlisado por sequenciaco ...ATCTTCCG... Individuo 2
Microssatdlites (ou STRs) ... TACCACACACATGA... Individuo 1
*  Hereditariedade bi-parental 4 repeticdes Cromossoma materno

—» ¢ Analisado por tamanho de fragmento )
. . . L. ...TACCACACACACACATGA... Individuo1
. Muitos loci analisados em varios

cromossomas 6 repeticdes Cromossoma paterno

Cromossoma Y

*  Hereditariedade paterna . TCCCACACACATGA..... ACCTATATATATAGGC...
“—» .«  Ausénciade recombinagio => 4 repetiches 5 repeticoes

¢ Andisado por tamanho de fragmento Individuo 1

Figura 1. Comparagdo dos trés tipos de marcadores genéticos utilizados neste trabalho. O DNA
mitocondrial é analisado por sequenciagcdo. A comparacdo das sequéncias permite identificar
diferentes hapl étipos (sdo apresentados dois hapl 6tipos que diferem por uma mutagdo A<» T). Os
alelos dos microssatélites diferem no nimero de motivos de repeticdo e podem ser identificados
por diferengas de tamanho néo tendo de ser sequenciados. Estes loci sdo abundantes em todos 0s
cromossomas de animais e plantas (sdo apresentados dois alel os do mesmo individuo, um herdado
do pa e outro da mée, que diferem no nimero de repeticdes). O cromossoma Y também é
analisado aqui pela variabilidade dos seus microssatélites, mas neste caso, devido & auséncia de
recombinagdo, a informacdo de todo o cromossoma € herdada em bloco, permitindo construir
hapl étipos, tal como no DNA mitocondrial (é apresentado um haplétipo construido com dois
microssatélites de 4 e 5 motivos repetidos, respectivamente).
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1.20 Lobo

Depois do Homem, o lobo (Canis lupus) € o mamifero terrestre com a maior area de distribuicéo
mundial em tempos histéricos recentes, essencialmente porque é uma espécie altamente adaptéavel
e grandemente distribuida em ecossistemas do Velho e Novo Mundo, que v3o desde o Artico aos
desertos da Ardbia (Mech 1970).

A presente distribuicdo europeia da espécie esta grandemente reduzida se comparada com a
passada. As perseguicOes exercidas pelo Homem através da caga, destruicdo do habitat e
diminuicdo das presas naturais causaram a extingdo da espécie em muitos paises (Delibes 1990),
gue incluiram quase todos os da Europa central e do norte. A maior populagdo actua de lobo na
Europa vive entre os paises dos Balcas e de Leste, mas trés pequenas populacbes sobreviveram
isoladas da érea de distribuicdo principal: a populacdo da Peninsula |bérica, a da Peninsula Itélica
e ada Escandinavia (Boitani 2003)

A diversidade fenétipica da espécie (tamanho, coloracéo e peso) € muito grande (Mech 1970), e
com base nessa variabilidade Nowak (1995) e Nowak & Federoff (2002) propuseram um
conjunto de seis subespécies para a Eurasia, afirmando que mais quatro poderiam existir, mas ndo
consideram a existéncia da subespécie proposta por Cabrera (1907) para a Peninsula Ibérica,
Canis lupus signatus. Esta subespécie distinguir-se-ia das restantes pela existéncia de faixas
longitudinais negras nos membros dianteiros e por uma mancha dorsal negra na parte superior da
cauda, sendo a restante pelagem normalmente de cor castanha, variando individualmente para
tonalidades mais claras ou escuras.

O lobo (Canis lupus) € uma das espécies mais embleméticas da fauna ibérica e constitui o Ultimo
grande predador da fauna portuguesa. Em Portugal, & semelhanca do que aconteceu no resto da
Europa, o lobo sofreu grandes fragmentacgtes e reducdes populacionais, desde uma distribuicdo
praticamente continua em todo o territério nacional, no inicio do século passado, até uma
presenca actual continua apenas a norte do rio Douro, sendo excepcdo a esta situagcdo a ocorréncia
de uma pequena populagéo isolada huma area restrita a sul do rio Douro (Petrucci-Fonseca 1990;
Pimenta et a. 2005). O mais recente Censo Naciona do Lobo (Pimenta et al. 2005) contabilizou
cerca de 300 individuos em territorio nacional distribuidos por 65 alcateias.
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O trabalho aqui apresentado é o primeiro que se propOs avaliar detalhadamente a diversidade
genética da populagdo portuguesa de lobo recorrendo a multiplos marcadores moleculares, e os
seus resultados poderdo ser aplicados directamente na conservacdo da espécie em Portugal .

1.3 Objectivos

O protocolo realizado entre o CIBIO e o ICNB teve como principal objectivo fazer uma
caracterizag8o genética das amostras de lobo recolhidas através do Sistema de Monitorizagdo de
Lobos Mortos (SMLM) de forma a avaliar a diversidade genética e a estruturacdo da espécie em
Portugal. Para cumprir essa meta, foram definidos os seguintes objectivos:

1) Avaliar a integridade das populacdes de lobo em Portugal através da investigagdo da
possibilidade de ocorréncia de hibridag&o entre lobo e c&o;

2) Determinar o nimero de popul agBes de lobo em Portugal e avaliar a sua diversidade genética,
bem como a diferenciacdo interpopulaciona;

3) Estudar os padrdes geogréficos de distribuicdo de diversidade genética de lobo em Portugal
através da andlise de perfis genéticos individuais baseados em microssatélites autossémicos e do
cromossoma Y, e através de hapl 6tipos mitocondriais;

4) Estimar o tamanho efectivo das popul acBes de lobo em Portugal;

5) Fazer aidentificagdo molecular do sexo das amostras de lobo em andlise.
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2. MATERIAL & METODOS
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2. Material & Métodos

O numero total de amostras recebidas pelo CIBIO ao longo dos trés anos em que decorreu o
protocolo CIBIO/ICNB foi de 67. A este niUmero, o CIBIO adicionou um conjunto de oito
amostras que tinham sido anteriormente recolhidas por técnicos do ICNB em diversas
circunstancias e que, em apenas dois casos, vieram posteriormente a fazer parte do SMLM
(SMLM1 e SMLM31), ficando um total de 73 amostras disponiveis para analise. A descri¢do das
amostras, bem como a informagdo relevante para a andlise genética disponibilizada pelo ICNB,
encontra-se listada na Tabela 1 e a sua distribuicio geogréfica é representada na Figura 2. E de
salientar nesta tabela a imprecisdo na localizagdo das amostras quando da sua recolha, mesmo nos
individuos recolhidos recentemente, e ap6és ter sido solicitado ao ICNB pelo CIBIO que a
localizagcdo dos animais fosse registada com coordenadas GPS. A precisdo na localizac8o da
recolha dos individuos é fundamental para a realizac@o de determinadas andlises, ndo s6 em
termos genéticos como para outras areas do conhecimento, pelo que seria muito benéfico para o
estudo do lobo em Portugal que essa regra fosse implementada. Devido a importancia que o
CIBIO atribui a esse factor, foi feito um esforgo, essencialmente da responsabilidade do Dr.
Francisco Alvares, para se reunir a informagdo da coordenada geogréfica do ponto de recolha de
cada lobo. Esta informagdo é agora pela primeira vez fornecida ao ICNB no ambito deste
relatério, e esta agrupada na Tabela 2.

No total de 73 amostras, foi possivel processar 55, para as quais serdo apresentados todos 0s
resultados obtidos ao longo dos 3 anos de protocolo. As 18 amostras excluidas da anélise estdo
listadas na Tabela 3, onde sdo especificados os motivos que levaram a essa decisdo. Na sua
maioria, a exclusdo de amostras prendeu-se com estados avangcados de decomposi¢édo em que a
amostra foi recolhida ou por existirem apenas disponiveis amostras de pélo e/ou 0sso. Em ambos
0S casos, a andlise torna-se muitissimo mais complicada tecnicamente e muito mais custosa
financeiramente, situactes que ndo estavam abrangidas pelo protocolo estabelecido entre as duas
instituicbes. Ainda assim, € de salientar que todas estas amostras passaram pelo processo de
extraccdo de DNA num total de cinco vezes, e que foram tentativamente processadas para 0s
diversos marcadores moleculares até um maximo de cinco vezes, sempre sem um sucesso que se
coadune com a exigéncia das andlises em questdo (a utilizacdo de um grande nimero de
microssatélites que permite inferéncias muito mais robustas mas para a qual é necessaria uma
gualidade minima de DNA). As amostras eliminadas da anélise pertenciam na sua maioria a
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populagdo situada a Norte do Douro (n=14), ndo tendo sido igualmente possivel analisar quatro
amostras da populacdo do Sul do Douro. Esta exclusdo ndo se aplica, em alguns casos, a andlise
do mtDNA ou a determinag@o molecular do sexo, que sdo de processamento mais facil.

2.1 Recepcéo e armazenamento das amostr as

O procedimento aplicado a cada amostra apés a sua chegada aos laboratérios do CIBIO consistiu
na passagem de uma parte da amostra para dcool e de outra para tubos de congelacéo a -20°C,
sendo cada amostra armazenada nos dois ambientes.

Toda a informagéo que acompanha cada amostra constante nas fichas de campo e de laboratério
de registo de lobos mortos do ICNB foi transferida para uma base de dados informatica.

2.2 Extraccdo de DNA

A extraccdo de DNA foi realizada pela aplicaco do método salino descrito por Sambrook et al.
(1989) e, quando necessério, foi igualmente realizada através do kit comercial para extraccéo de
DNA apartir de tecidos (Qiagen Tissue Kit).

O DNA extraido de cada amostra foi processado independentemente para quatro tipos de
marcadores moleculares: microssatélites autossomicos, microssatélites do cromossoma Y, DNA
mitocondrial e loci nos cromossomas sexuais para determinagdo do sexo.
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Tabela 1. Amostras recebidas ao abrigo do protocolo entre o CIBIO e o ICNB. Sdo indicadas as informacfes constantes das fichas de campo e de laboratério de

registo de lobos mortos do ICNB que acompanham cada amostra e o tipo de tecido recebido.

Sexo

Data de

recolha

Localidade

Distrito

Tipo de amostra

Observagtes

02 Lobo05 F 24-05-1996  Montesinho Braganca E Mé&e do 65 (Lobo 06)
03 Lobo04 M 11-09-1996  Montesinho Braganca E
65 Lobo06 M 25-05-1997  Aveleda, Braganca Braganca E
1sp Lobo01 M 01-10-1997  Allariz, Zamora Espanha F,MR
2sp Lobo02 F A Lama, Pontevedra Espanha F,R
- Lobo07 ? 01-01-1999  Mezio, Soajo Viana do Castelo  V Atropelamento
SMLM 1 Lobo54 M 26-02-1998  Ungilde, Zamora Espanha M, S
SMLM 2 Lobo43 M 15-02-1999  Sendim-Mogadouro, Mogadouro Braganca F
SMLM 3 Lobo44 M 02-02-1998  Milh&o, Braganca Braganca C
SMLM 4 Lobo45 M 08-02-1999  Salsas, Braganca Braganca F
SMLM 5 Lobo46 F 18-02-1995 Palagoulo, Miranda do Douro Braganca C,F
SMLM 6 Lobo09 F 02-02-2000  Vale Verde, Mirandela Braganca C,F,O,P,R
SMLM 7 Lobo10 F 24-02-2000 Covelédes, Montalegre Vila Real B,C,F,O,P,R
SMLM 8 Lobol1l ? 22-04-1999  Pitdes das Junias, Montalegre Vila Real O, P
SMLM 9 Lobo12 F 29-09-1999 Capela, Prado S. Miguel, Vila Verde Braga o, P CIPA 54
SMLM 10 Lobol3 F 22-12-1997  Salamonde, Montalegre Vila Real B,C,F,O PR CIPA 744=C.familiaris
SMLM 11 Lobol4 M 11-11-1999  Nogueira, Bobadela, Boticas Vila Real C,F,O,PR
SMLM 12 Lobo15 ? 18-05-1998  Morgade, Montalegre Vila Real o, P
SMLM 13 Lobo16 F 08-03-2000  PF11, Romas, Satéo Viseu C,0,P,R,S
SMLM 14 Lobol7 F 05-03-2000  Babe, Braganca Braganca C,F,O,P,R
SMLM 15 Lobo18 M 01-09-2000  S.Cabreira, Agra, Vieira do Minho Braga O, Pe IPA=C. familiaris
SMLM 16 Lobo19 F 01-04-2000  Serra do Oural, Codeceda, Vila Verde Braga O IPA= C. familiaris
SMLM 17 Lobo20 M 11-01-2002  Pend&o, Angueira, Vimioso Braganca C,Fe,F,O,P,R, S
SMLM 18 Lobo21 M 09-04-2002  Cuide de Vide, S® Marinha Oriz, V.Verde Braga C,Fe,F,O,P,R, S
SMLM 19 Lobo22 M 25-09-2002  Rio de Freitas, Covide, Terras de Bouro Braga C,F,O,P
SMLM 20 Lobo23 F 30-10-2002  Calcado, Gavieira, Arcos de Valdevez Viana do Castelo M, O, P, S
SMLM 21 Lobo24 F 03-01-2003  Sabuzedo, Mourilhe, Montalegre Vila Real C,F,O, PR
SMLM 22 Lobo25 M 08-05-2001 Leomil, Moimenta da Beira Guarda C,Fe,F,O0,P,R, S
SMLM 24 Lobo27 M 28-11-2001  Vila Nova Paiva Viseu C,Fe,F,O,P,R, S
SMLM 25 Lobo28 M 01-12-1999  Alto Veldo, Ermelo, Mondim de Basto Vila Real C,F,O,P,R
SMLM 26 Lobo29 F 19-04-2003 Vilarinho-Parranheiras, Chaves Vila Real C,Fe,F,O,P,R, S
SMLM 27 Lobo30 M 04/04/2002  Sanhoane, Mogadouro Braganca C,0O,P
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Tabela 1. Continuacdo

Cédigo

SMLM

Cédigo
CIBIO

Sexo

Data de
recolha

Localidade

Distrito

Tipo de amostra

Observagtes

SMLM 28 Lobo31 ? 22-05-2003  Moinho Velho, Tourém, Montalegre Vila Real O

SMLM 29 Lobo32 F 06-08-2003  Serradela, Vieira do Minho Braga 0, Pe

SMLM 30 Lobo102 M 03-04-2000  Aguieiras, Mirandela Braganca C,F,M,O,P,R, S Traumatismo
SMLM 31 Lobo47 M 18-02-1996  Pena Branca, Miranda do Douro Braganca M

SMLM 32 Lobo52 M 25-03-1996  Santulh&o, Vimioso Braganca C,M,P,O

SMLM 33 Lobo53 M 05-09-1996  Milh&o, Braganca Braganca C,M,P,O

SMLM 34 Lobo48 M 10-02-2003  Qta do Lima, Reboleiro, Trancoso Guarda O,P

SMLM 35 Lobo49 M 18-11-1997 Paredes da Beira, S. Joao da Pesqueira Viseu o, P

SMLM 36 Lobo50 M 2004 Sul do Douro C,FM,P

SMLM 37 Lobo51 M 10-02-2004  Péva, Vila Nova de Paiva Viseu C,F,M,0,P, S

SMLM 38 Lobo83 M 15-03-2004 Castelées, Vieira do Minho Braga B,C,F,M, P, S Tiro

SMLM 39 Lobo84 M 18-03-2004  Lindoso, Ponte da Barca Viana do Castelo C,F,M P Atropelamento
SMLM 40 Lobo85 F 03-04-2002  Péva, Moimenta da Beira Viseu C,F,MP Atropelamento
SMLM 41 Lobo86 M 25-01-2002  Touro, Vila Nova de Paiva Viseu C,F,M,P,R Atropelamento
SMLM 42 Lobo87 M - Entregue pelo PNSE C, M, P Traumatismo
SMLM 43 Lobo88 M 03-06-2004  Pitdes das Junias, Montalegre Vila Real C, MO P,RS Envenenamento (?)
SMLM 44 Lobo89 F 08-04-2004  Sta. Marta, Vila Pouca de Aguiar Vila Real C,OP Atropelamento
SMLM 45 Lobo90 M 21-02-2004 Celas, Vinhais Braganca C,F,M,P, S Laco

SMLM 46 Lobo91 F 09-09-2004  Serapicos, Vimioso Braganca C,F,M,P, S

SMLM 47 Lobo92 M 12-10-2004  Proenca a Velha, Idanha a Nova Castelo Branco C,M, P Envenenamento (?)
SMLM 48 Lobo93 M 06-11-2004  Fronteira do Larouco, Montalegre Vila Real C,F,M,O,P,S Atropelamento
SMLM 50 Lobo103 F 01-09-2002  Quinta, Vila Real Vila Real C,M,P

SMLM 51 Lobol104 F 07-02-2003  EN2/Telbes, Vila Pouca Aguiar Vila Real C,M, P, F Traumatismo
SMLM 52 Lobo105 F 17-03-2005 Sao Jodo Campo/Terras Bouro Braga C,F,M,S

SMLM 53 Lobo121 F 05-10-2005 Veade, Montalegre Vila Real C,F,O,P, Pe Putrefacto

SMLM 54 Lobo122 M 25-07-2005  Souto da Velha, Torre de Moncorvo Braganca F, M, O, P, Pe

SMLM 55 Lobo123 ? 16-08-2005  Souto da Velha, Torre de Moncorvo Braganca O, P, Pe Putrefacto

SMLM 57 Lobol124 M 15-10-2004  IP4, Alfaido, Braganca Braganca C,F, P, Pe, S Atropelamento
SMLM 58 Lobo125 M 24-02-2006  Quebrada, Sistelo, Arcos de Valdevez Viana do Castelo C,F,P,Pe S Tiro

SMLM 59 Lob0296 F 16-11-2005 Lagarota, Deildo Braganca C,M,P,S Atropelamento
SMLM 60 Lobo297 M 01-08-2006  Castro d'Aire Viseu o, P Laco

SMLM 61 Lobo298 M 24-08-2005 EN2 Km27, Bornes de Aguia Vila Pouca Aguiar M, Or Lago(?). Putrefacto.
SMLM 62 Lobo299 ? 11-03-2005 Campos Cravelos, Covide Braga o, P Laco. Lobo (?)
SMLM 63 Lobo300 ? 22-05-2005 Batateiro/branda Aveleira Viana do Castelo o, P Veneno? Lobo (?)
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Tabela 1. Continuacdo

Cédigo Cédigo Sexo Data de Localidade Distrito Tipo de amostra Observagoes
SMLM CIBIO recolha
SMLM 64 Lobo301 ? ? ? ? o,P Mau estado. Lobo (?)
SMLM 65 Lobo302 ? 15-01-2007  Mogadouro (PF89760) Braganca o] Lobo (?)
SMLM 66 Lobo303 F 16-05-2005  Jorjais/Perafita Km118.100m, Vila Verde Alijo, Vila Real C,M,0,0rP Traumatismo
SMLM 67 Lobo304 M 26-04-2005 Vila Frade, Lamadarcos, Chaves Vila Real C,M,O,P Lacgo. Putrefacto
SMLM 70 Lobo322 M 13-02-2008  Carvalhal, cabreiro, Arcos de Valdevez Viana do Castelo M, Or
SMLM 71 Lobo316 M 29-02-2008  Alto Cotéo, Abedim, Monséo Viana do Castelo C,F,Or
SMLM 73 Lobo324 F 06-05-2008  1P4 (Km 186,25), Quintela Lampacos Braganca M, Or

E-Eritrécitos, C-Coragdo; F-Figado; Fe-Fezes, R-Rim; M-MUsculo; O-Osso; P-Pele; Pe-Pélo; B-Bago; S-Sangue; Or-Orelha; VS-Vestigios de Sangue
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Tabela 2. Georeferenciagio das amostras do SMLM, com informag&o da al cateia associada & amostra. *- Captura; *- Morte

UTM

Distrito Concelho Freguesia 10x10km UTMXx UTMy Alcateia
02 Lobo05 Braganca Braganca Aveleda/Rio de Onor PG94 Rachas
03 Lobo04 Braganca Braganca Milhdo™ PG92/93? * Milhdo
65 Lobo06 Braganca’ Braganca’ Aveleda’ PG94" Rachas
1sp LoboO1 Ourense (Galiza)? Allariz NG97?
2sp Lobo02 Pontevedra (Galiza) A Lama NG59?
- Lobo07 Viana do Casltelo Arcos de Valdlevez Soajo . NGS31 557000 4637000 Soajo
Braganca Braganca Aveleda/Rio de Onor PG94
SMLM1  Lobos4 . o y Foon? Jamoret Ungilde? PG5 Rachas
SMLM 2 Lobo43 Braganca Mogadouro Penas Rdias QFO08 701000 4581000 Mogadouro Norte
SMLM 3 Lobo44 Braganca Braganca Milh&o PG92 697000 4627000 Milh&o
SMLM 4 Lobo45 Braganca Braganca Salsas PG81 680000 4612000 Nogueira (?)
SMLM 5 Lobo46 Braganca Miranda do Douro Palacoulo QF19 715000 4591000 Palacoulo
SMLM 6 Lobo09 Braganca Mirandela Valverde PF48/PF58 Sta Comba (?)
SMLM 7 Lobo10 Vila Real Montalegre Covelaes NG93 590000 4630000 Pitdes
SMLM 8 Lobol1l Vila Real Montalegre Pitoes das Junias NG83 584000 4633000 Pitdes
SMLM 9 Lobo12 Braga Vila Verde Prado (Sao Miguel) NG41 546000 4618000 Vila Verde
SMLM 10 Lobol3 Vila Real Montalegre Cabril NG71 579000 4616000 -
SMLM 11 Lobo14 Vila Real Boticas Bobadela PG12 613000 4622000 Leiranco
SMLM 12 Lobo15 Vila Real Montalegre Morgade PG02 606000 4624000 Leiranco
SMLM 13 Lobol6 Viseu Satéo Romas PF11 616875 4512250 Lapa
SMLM 14 Lobo17 Braganca Braganca Babe PG93 Rachas / Milhdo
SMLM 15 Lobo18 Braga Vieira do Minho Anjos NG70 578000 4607000 -
SMLM 16 Lobo19 Braga Vila Verde Codeceda NG42 545000 4620000 -
SMLM 17 Lobo20 Braganca Vimioso Angueira QG10 714177 4609769 Avelanoso
SMLM 18 Lobo21 Braga Vila Verde (Criz) Santa Marinha NG51 553000 4619000 Vila Verde
SMLM 19 Lobo22 Braga Terras de Bouro Covide NG61 565000 4619000 Gerés
SMLM 20 Lobo23 Viana do Castelo Arcos de Valdevez Gavieira NG54 559000 4646000 Vez / Soajo
SMLM 21 Lobo24 Vila Real Montalegre Mourilhe NG93 597000 4634000 Larouco
SMLM 22 Lobo25 Viseu Moimenta da Beira Leomil PF13 611075 4534950 Leomil
SMLM 24 Lobo27 Viseu Vila Nova Paiva Touro PF02 605500 4525450 Leomil
SMLM 25 Lobo28 Vila Real Mondim de Basto Pardelhas NF97 593000 4575000 Vaqueiro
) Vilarinho das Nogueira da
SMLM 26 Lobo29 Vila Real Chaves Paranheiras PG11 618990 4613125 Montanha
SMLM 27 Lobo30 Braganca Mogadouro Sanhoane QFO08 702550 4585000 Mogadouro Norte
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Tabela 2. Continuacdo

Cédigo
SMLM

Cédigo
CIBIO

Distrito

Concelho

UTM
10x10km

UTMXx

UTMy

Alcateia

Freguesia

SMLM 28 Lobo31 Vila Real Montalegre Tourem NG93 591000 4639000 Larouco / Pitbes
SMLM 29 Lobo32 Braga Vieira do Minho Cantelaes NG71 577000 4611000 Cabreira
SMLM 30 Lobo102 Braganca Mirandela Aguieiras PG51/PG52 Tuela-Vale d’Fontes
SMLM 31 Lobo47 Braganca Miranda do Douro Miranda do Douro QG20 Paradela (?)
SMLM 32 Lobo52 Braganca Vimioso Santulhao PG90? Talhinhas (?)
SMLM 33 Lobo53 Braganca Braganca Milh&o PG92 693000 4628000 Milh&o
SMLM 34 Lobo48 Guarda Trancoso Reboleiro PF32 634000 4521000 Trancoso
SMLM 35 Lobo49 Viseu S. Jodo da Pesqueira Paredes da Beira PF24 Penedono
SMLM 36 Lobo50 Viseu Vila Nova de Paiva Fraguas PF02 601500 4520875 Leomil / Lapa
SMLM 37 Lobo51 Viseu Moimenta da Beira Péva PFO2 609825 4525950 Leomil
SMLM 38 Lobo83 Braga Vieira do Minho Cantelaes NG71 578000 4610000 Cabreira
SMLM 39 Lobo84 Viana do Castelo Ponte da Barca Lindoso NG63 568000 4636000 Amarela
SMLM 40 Lobo85 Viseu Moimenta da Beira Péva PF12 613250 4528100 Leomil / Lapa
SMLM 41 Lobo86 Viseu Vila Nova de Paiva Touro PFO2 607650 4528600 Leomil
SMLM 42 Lobo87 Viseu Moimenta da Beira Péva PF12 613250 4528100 Leomil / Lapa
SMLM 43 Lobo88 Vila Real Montalegre Pitoes das Junias NG83 586000 4634000 Pitdes
SMLM 44 Lobo89 Vila Real Vila Pouca de Aguiar ~ S™ Marta da Montanha PF09 605650 4595318 Minhéu
SMLM 45 Lobo90 Braganca Vinhais Celas PG71/PG72 Nogueira
SMLM 46 Lobo91 Braganca Vimioso Vale de Frades QG11 Avelanoso
SMLM 47 Lob092 Castelo Branco Idanha-a-Nova Proénca-a-Velha PE42 648946 4425034 -

SMLM 48 Lobo93 Vila Real Montalegre Padornelos PG03 603000 4638000 Larouco
SMLM 50 Lobo103 Vila Real Vila Real Quintd NF97 596556 4572040 Vaqueiro
SMLM 51 Lobol104 Vila Real Vila Pouca de Aguiar Teloes PF19 611513 4590536 Sombra
SMLM 52 Lobo105 Braga Terras de Bouro Campo do Geres NG62 566000 4621000 Gerés
SMLM 53 Lobo121 Vila Real Montalegre Viade de Baixo NG92 594000 4626000 Larouco / Barroso
SMLM 54 Lobo122 Braganca Torre de Moncorvo Souto da Velha PF76 675000 4565000 Souto da Velha
SMLM 55 Lobo123 Braganca Torre de Moncorvo Souto da Velha PF76 674000 4566000 -

SMLM 57 Lobo124 Braganca Braganca Alfaiao PG92 692000 4628000 Milh&o
SMLM 58 Lobo125 Viana do Castelo Arcos de Valdevez Sistelo NG44 549000 4647000 Vez (?)
SMLM 59 Lobo296 Braganca Braganca Deilao QG03? Macas (?)
SMLM 60 Lobo297 Viseu Castro d'Aire Castro D'Aire NF93 592527 4530619 Montemuro
SMLM 61 Lobo298 Vila Real Vila Pouca de Aguiar Sabroso de Aguiar PG10 617230 4603574 Padrela
SMLM 62 Lobo299 Braga Terras de Bouro Covide NG61 564000 4617000 Gerés
SMLM 63 Lobo300 Viana do Castelo Melgaco Gave NG64 560323 4648848 -
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Tabela 2. Continuacdo

Cédigo
SMLM

Cédigo
CIBIO

Distrito

Concelho

Freguesia

UTM

10x10km

UTMXx

UTMy

Alcateia

SMLM 64 Lobo301 Viana do Castelo Moncao Riba de Mouro NG55 557000 4650000 Vez
SMLM 65 Lobo302 Braganca Mogadouro Mogadouro PF87 689375 4576380 -
SMLM 66 Lobo303 Vila Real Alijo Vila Verde PF28 621530 4581499 Alijo
SMLM 67 Lobo304 Vila Real Chaves Lama de Arcos PG33 634018 4631264 Mairos
SMLM 70 Lob0322 Viana do Castelo Arcos de Valdevez Cabreiro NG54 555174 4644251 Soajo
SMLM 71 Lobo316 Viana do Castelo Moncao Abedim NG44 540528 4646930 Boulhosa
SMLM 73 Lobo324 Braganca Braganca Quintela de Lampagcas PG70 676160 4608549 Lim&os
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Figura 2. Localizagdo geogréfica de todas as amostras de lobo recebidas pelo CIBIO durante os trés
anos de protocolo com o ICNB. A preto assinalam-se as amostras com codigo SMLM e a cinzento
assinalam-se as amostras anteriores a0 SMLM.
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Tabela 3. Amostras do SMLM excluidas do processo final de andlise genética ap6s cinco tentativas de
extraccdo de DNA e de amplificagcdo dos marcadores moleculares, e motivo da exclusdo.

Cédigo SMLM Cédigo CIBIO Motivo da excluséo
SMLM 8 Lobol1l Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0sso e pele)
SMLM 10 Lobol3 DNA muito degradado
SMLM 11 Lobol4 DNA muito degradado
SMLM 12 Lobol5 Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0sso e pele)
SMLM 15 Lobo18 Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0sso e pélo)
SMLM 16 Lobo19 Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0Ss0)
SMLM 22 Lobo25 DNA muito degradado
SMLM 28 Lobo31 Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0Ss0)
SMLM 29 Lobo32 Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0sso e pélo)
SMLM 34 Lobo48 Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0sso e pele)
SMLM 35 Lobo49 Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0sso e pele)
SMLM 44 Lobo89 Amostra putrefacta, DNA muito degradado
SMLM 50 Lobo103 DNA muito degradado
SMLM 52 Lobo105 DNA muito degradado
SMLM 55 Lobo123 Amostra putrefacta
SMLM 60 Lobo297 Quantidades vestigiais de DNA (apenas 0sso e pele)
SMLM 64 Lobo301 Quantidades vestigiais de DNA
SMLM 67 Lobo304 Amostra putrefacta, DNA muito degradado

2.3 Amplificacdo e Genotipagem de Microssatélites

As amostras foram processadas para um total de 39 microssatélites autossémicos e seis
microssatélites do cromossoma Y (no caso dos machos). Os loci amplificados e utilizados para a
construcdo dos gendtipos individuais foram os indicados na Tabela 4, onde se inclui a informag&o
da respectiva localizagdo cromossomica.

O processo de genotipagem decorreu através de Reaccdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
quatro reaccbes multiplex (amplificaco conjunta de vérios loci) e a separacdo dos fragmentos
amplificados foi executada num sequenciador automatico ABI 3130xI (Applied Biosystems). A
leitura dos resultados foi realizada no software GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems), sendo
todos os resultados verificados manualmente. As tentativas de amplificacdo destes 45
microssatélites (39 autossdmicos + 6 ligados ao cromossoma Y) foram realizadas até um maximo
de cinco vezes.
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Tabela 4. Microssatélites analisados com respectiva localizagdo cromossémica, motivo de repeticdo e
referéncia bibliogréfica.

Microssatélite Localizacdo cromossOmica  Motivo de repeticao Referéncia
AHT103 4 Di Holmes et al. 1995
AHT111 2 Di Holmes et al. 1993
AHT121 13 Di Holmes et al. 1995
AHT137 11 Di Holmes et al. 1995
AHTh171 6 Di Finnzymes, Inc
AHTh260 16 Composto Finnzymes, Inc
AHTKk211 26 Di Thomas et al. 1997
AHTKk253 23 Di Thomas et al. 1997
C04.140 4 Di Ostrander et al. 1993
C09.173 9 Di Ostrander et al. 1993
C13.758 13 Di Mellersh et al. 1997
C14.866 14 Di Mellersh et al. 1997
C20.253 20 Di Ostrander et al. 1993
C22.279 22 Di Ostrander et al. 1993

CPH14 5 Di Fredholm & Wintero 1995
Dbarl 24 Composto Kerns et al. 2004
Dbar2 24 Di Kerns et al. 2004
FH2001 23 Tetra Francisco et al. 1996
FH2010 24 Tetra Francisco et al. 1996
FH2054 12 Tetra Francisco et al. 1996
FH2079 24 Tetra Francisco et al. 1996
FH2848 2 Di Finnzymes, Inc
INRA21 21 Di Mariat et al. 1996
INUOO5 33 Di Finnzymes, Inc
INUO30 12 Di Finnzymes, Inc
INUO55 10 Di Finnzymes, Inc
MS34A Y Di Olivier et al. 1999
MS34B Y Di Olivier et al. 1999
MS41B Y Di Olivier et al. 1999
PEZ1 7 Tetra Neff et al. 1999
PEZ12 3 Composto Neff et al. 1999
PEZ20 22 Tetra Neff et al. 1999
PEZ3 19 Tri Neff et al. 1999
PEZ5 12 Tetra Neff et al. 1999
PEZ6 27 Composto Neff et al. 1999
PEZ8 17 Composto Neff et al. 1999
REN162C04 7 Di Guyon et al. 2003
REN169D01 14 Di Guyon et al. 2003
REN169018 29 Di Guyon et al. 2003
REN247M23 15 Di Guyon et al. 2003
REN54P11 18 Di Guyon et al. 2003
VWF 27 Hexa Shibuya et al. 1994
650-79.2 Y Di Bannasch et al. 2005
650-79.3 Y Di Bannasch et al. 2005
990-35 Y Di Bannasch et al. 2005
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2.4 Deter minacgao molecular do sexo

A determinacdo molecular do sexo foi realizada a partir da técnica descrita em Seddon (2005)
como especifica para canideos, e que se baseia ha diferenca na composi¢do cromossdémica entre
machos e fémeas. Assim, enguanto os machos sdo portadores de um cromossoma X e um
cromossoma Y, as fémeas apresentam dois cromossomas X. Esta técnica permite a aplificac@o
simultanea de regides homologas nos cromossomas X e Y, homeadamente o gene DBX e DBY,
sendo o resultado de interpretacdo directa: duas amplificagdes significa que se esta perante um
macho enquanto uma Unica amplificacdo significa que se trata de uma fémea.

2.5 Amplificacao e Sequenciacdo de DNA mitocondrial

O hapldtipo de DNA mitocondrial foi determinado para todas as amostras através de amplificagcdo
por PCR de um fragmento de 425 bp da regido de controlo usando os primers THR-L e DL-H
(Vila et al. 1999), seguida de sequenciacdo. A sequenciagdo seguiu 0 protocolo ABI
PrismBigBye Terminator Cycle sequencing e foi realizada num sequenciador automatico
ABI 3130xI (Applied Biosystems). A leitura e o alinhamento das sequéncias foram realizados no
software SeqScape 2.5 (Applied Biosystems).

A regido do mtDNA amplificada é correspondente a utilizada internacionalmente na maioria dos
trabalhos sobre lobo (por exemplo Vila et al. (1999) e Lucchini et al. (2002)) para facilitar
possiveis comparaces com outras popul agdes distribuidas globalmente.

2.6 Andlise de Dados

A primeira andlise realizada referiu-se a investigagdo da possibilidade de hibridago entre lobo e
cdo. Esta opgdo permitiu retirar do grupo de amostras eventuais amostras de cdo que tivessem
sido identificadas como potenciais lobos e incorporadas no SMLM. Esta andlise foi executada
com base nos perfis genéticos individuais obtidos para o lobo em Portugal (constituidos pela
informagdo resultante da andlise dos loci autossbmicos) em conjunto com a base de dados de
gendtipos de cdo pertencente ao CTM/CIBIO, que inclui mais de 250 cées de vérias ragas,
incluindo todas as ragas de cdo de gado autéctones portuguesas e também um niumero
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significativo de cdes sem raga (rafeiros). Esta andlise foi realizada no software Structure 2.0
(Pritchard et al., 2000) que utiliza uma metodologia Bayesiana de calculo. O programa foi
executado sem definir, a priori, a origem especifica de cada amostra. Para cada corrida, foram
efectuadas 10° cadeias Markov Monte Carlo (MCMC) ap6s 10* cadeias MCMC de minimizagio
dos efeitos da configuracéo inicial. Foram executadas trés réplicas e comparados os valores
obtidos.

A andlise de estruturagcdo populacional foi realizada com base nos gendtipos constituidos pela
informagdo resultante da analise dos loci autossomicos, e foi igualmente executada no software
Structure 2.0 (descrito anteriormente). Este software foi inicialmente utilizado para calcular o
nimero mais provével de populagdes presentes na amostra, tendo sido efectuadas andlises para
nimeros de populacBes entre 1 e 6. Depois de estimado o0 nimero mais provavel de populactes, o
mesmo software foi utilizado para estimar o valor de miscigenacéo individual, qi (a proporcéo de
genoma do individuo i que é originéria da populacdo k) e ainda para inferéncias da proporcéo de
genoma individual dos ancestrais de primeira e segunda geracdo de cada individuo (no caso da
particdo em duas populagdes). O programa foi sempre executado sem definir, a priori, a origem
geogréfica de cada amostra. Para cada corrida, foram efectuadas 10° cadeias Markov Monte Carlo
(MCMC) apds 10* cadeias MCMC de minimizagéo dos efeitos da configurac&o inicial. Em todos
0s casos foram executadas trés réplicas e comparados os val ores obtidos.

A andlise cléssica da diversidade genética das populacfes foi realizada com base nas frequéncias
alélicas dos microssatélites autossdomicos. Foram calculadas medidas de variabilidade genética
como o numero de alelos, a riqueza alélica (rarefeita para 4 individuos genotipados por
populacdo) e a heterozigotia observada (fracgdo de individuos que apresentam alelos distintos
para um mesmo locus por contagem directa) e esperada (fracc@o de individuos que apresentam
alelos distintos para um mesmo locus utilizando uma previsao tedrica baseada no conhecimento
das frequéncias alélicas) por populagdo, utilizando o software Fstat 2.9.3 (Goudet 1995, 2001).
Para esta andlise foram considerados apenas os individuos que pertencessem a uma popul acéo
com uma probabilidade posterior acima dos 80%.

As estimativas de diferenciac@o populacional foram obtidas pelo célculo dos valores de Fst (Weir
& Cockerham 1984) entre pares de populagdes e também para o conjunto de todas as populagcdes
utilizando o programa Genetix 4.05 (Belkhir et al. 2004). Foram ainda calculadas as distancias
genéticas Ds de Nei (1972) e Dc de Cavalli-Sforza & Edwards (1967) com as quais se construiu
uma arvore pelo método Neighbor-Joining (Saitou & Nei 1987). Este procedimento foi executado
no software Population (Langella 1999).
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Os gendtipos individuais obtidos pela analise dos microssatélites autossémicos foram ainda
utilizados para o cdculo de estimativas do tamanho efectivo das populagdes, utilizando o método
baseado no desequilibrio de ligacdo gamética (LD), ou seja, na associagdo ndo aleatéria entre
alelos de loci diferentes. Este método é uma formulagdo matematica que envolve o conhecimento
a priori das frequéncias alélicas dos varios loci e apenas uma amostragem da populacdo, e
assume que o grau de associacdo entre os alelos nos vérios loci se deve apenas a deriva génica e
ndo envolve seleccdo nem migracdo (para uma explicacdo compreensivel da derivacéo
matematica, ver Wang 2005). Para este calculo, assumiu-se ligacBes permanentes entre pares de
individuos, i.e.,, monogamia para a vida, e foram considerados na analise todos os alelos com
frequéncia superior a 1%. O método implementado foi o disponivel no software LDNE 1.31
(Waples & Do, 2008).
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3. RESULTADOS
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3. Resultados

3.1 Filiacéo especifica e deteccdo de hibridacéo entrelobo e cdo

A incerteza da origem especifica de trés das 55 amostras analisadas (SMLM62, 63 e 65),
nomeadamente a possibilidade de serem amostras de c&o e ndo de lobo, foi analisada em primeiro
lugar para que possiveis amostras de c8o ndo influenciassem posteriores andlises de diversidade
genética nas populacdes de lobo. Adicionalmente, esta andlise permite também detectar
hibridac8o entre cdo e lobo, fendmeno ndo confirmado para Portugal mas presente em Espanha
em areas de expansao recente de lobo (Llaneza et al., 2005; Llaneza et al., dados néo publicados),
e gque é muito importante avaliar nas populagdes portuguesas. Assim, o conjunto das 55 amostras
com perfil genético individual caracterizado foi submetido a andlise e foi possivel confirmar a
suspeita de que as amostras SMLM63 e SMLM65 sdo de cdo, 0 mesmo ndo sendo verdade para a
amostra SMLM62, aqua provem efectivamente de um lobo (Figura 3).

Na andlise de detec¢do de hibridac&o entre lobo e cdo, e com o poder que a andlise de um grande
nimero de marcadores nucleares oferece, ndo foi identificado nenhum individuo hibrido entre
lobo e céo, tendo todas as amostras em analise apresentado valores de associagcdo ao genoma de
lobo muito préximos de 100%.

SMLM 63e65

¥

Figura 3. Gréfico que sumaria as filiagdes probabilisticas dos individuos as populacdes parentais Lobo
(vermelho) e Céo (azul) determinadas por andlise bayesiana realizada no software Structure. Cada individuo é
representado por uma linha vertical separada em duas seccBes (vermelho e azul) que correspondem a
contribui¢do de cada uma das duas espécies para 0 genoma de cada individuo. Os dois cdes do SMLM sdo
assinalados.
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3.2 Determinacao do numero de populacdes de lobo

Na estimativa do numero mais provéavel de populagdes de lobo em Portugal, realizada por
métodos Bayesianos implementados no software Structure através da utilizacdo de marcadores
nucleares autossomicos, foi obtido um valor de quatro populagdes (Figura 4). Este valor, diferente
do apresentado em relatérios anteriores deste projecto, justifica-se pelo incremento de mais 25
novos marcadores na analise, que aumentaram muito o seu poder.

08 Figura 4. Probabilidade do nimero de
populacBes (K) presente na amostra de
lobos portugueses.

0,6

0,4

Probabilidade

0,2

K=1 K=2 K=3 K=4 K=5 K=6

K (=nimero de populagdes)

3.3 Estruturacéo genética e distribuicéo geogr &fica das populagdes de
lobo

Uma vez definido o nimero de populagdes de uma espécie numa determinada regido, é necessario
conhecer qual a relagdo genética entre essas populagdes, como se filiam os individuos nas vérias
populagdes encontradas e, finalmente, qual a distribuicdo geogréfica desses grupos de individuos.
Para isso, estimou-se a probabilidade posterior de filiacdo do genoma de cada individuo quando
se forga a correspondéncia das amostras a duas, trés e quatro populactes e fez-se a projeccéo
geogréfica desses agrupamentos. Desta forma, é possivel perceber quais os dois grupos de
individuos mais diferenciados, e que correspondem aos que se separam imediatamente quando se
forca a existéncia de apenas duas populagdes; qual o grupo de individuos que se separa de
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seguida e de que populacdo das duas anteriores € ele proveniente, quando se forga a divisdo da
amostra em trés populacdes; e finalmente quais os individuos que se separam em ultimo lugar e
de onde saem, quando se realiza a andlise para 0 niumero de populagdes igual a quatro. Os
resultados desta analise sdo apresentados nas Figuras 5, 6 e 7, respectivamente, para duas, trés e
quatro populagfes, e, na Tabela 5, sdo detalhados quanto a propor¢do de genoma de cada
individuo correspondente as varias popul agbes para K=4.

O resultado da particdo em duas populagdes (Figura 5) permitiu verificar que o rio Douro separa
os dois grupos de lobo mais diferenciados geneticamente em Portugal. Este resultado era
previsivelmente esperado, uma vez que o mesmo se verificava quando o nimero de marcadores
moleculares em andlise era cerca de metade do actual (ver relatérios anteriores deste projecto).
Assim, confirma-se a considerdvel diferenciacdo genética que existe entre as populacdes
localizadas a Norte e a Sul do rio Douro. A andlise efectuada para a particdo em trés popul agcdes
(Figura 6) teve como resultado uma subdivisdo da populacdo a Norte do rio Douro, que se separa
em duas entidades genéticas distintas localizadas na regido Noroeste e ha regido Nordeste,
respectivamente. No entanto, quando a mesma andlise é repetida para o nimero mais provavel de
populagdes (K=4; Figura 7 e Tabela 5), a populacdo do Noroeste subdivide-se em Noroeste
Minhoto e Noroeste Transmontano, aproximadamente. Este resultado € surpreendente e de
elevada importancia porque mostra que no interior da Area Protegida do Parque Nacional da
Peneda-Gerés existem duas populacbes de lobo geneticamente distintas e que essa &rea € assim
detentora de uma diversidade genética muito aprecidvel. Esta diversidade contrasta com a
uniformidade que parece estar presente na populagéo lupina de todo o Nordeste portugués a Norte
do rio Douro.

Nos resultados da andlise de particdo (em duas, trés e quatro populagdes) é sempre possivel
verificar a existéncia de um individuo (SMLM42), recolhido a Sul do Douro (EN323, Péva,
Moimenta da Beira), mas que apresenta uma percentagem significativa (43%) de filiagcdo na
populagéo a norte do rio Douro , e em particular ao Nordeste Transmontano. Perante este caso,
testou-se a probabilidade de se tratar de um individuo com ancestrais recentes (de 12 e/ou de 22
geracdo) na populagdo do Norte do Douro e verificou-se uma probabilidade posterior de 78% de
este individuo ter um ascendente de 22 gerac@o (um avd) nessa populacdo. Este resultado realca a
possibilidade de migracéo esporédica de Norte para Sul.

E de salientar afiliagdo do lobo encontrado em Idanha-a-Nova na populagio do Nordeste, o que
permite assegurar com elevado nivel de confianga que se trata de um individuo migrante
proveniente da populacdo do Nordeste transmontano/Castilla y Léon, e ndo de um individuo
dispersante originério da populagéo portuguesa a Sul do Douro.
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Figura 5. Distribui¢gdo geogréfica da estruturacéo genética de lobo em Portugal quando as 53
amostras em andlise sdo divididas em duas populacfes (K=2). Cada amostra é representada por um
circulo com seccBes laranja e castanha que correspondem a probabilidade posterior de filiagdo do
genomade cada individuo a cada uma das duas popul agdes.
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Figura 6. Distribuicdo geogréfica da estruturacdo genética de lobo em Portugal quando as 53
amostras em andlise sdo divididas em trés populacfes (K=3). Cada amostra é representada por um
circulo com secgBes laranja, castanha e verde que correspondem a probabilidade posterior de filiacdo do
genomade cada individuo a cada uma das trés populagdes.
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Figura 7. DistribuicBo geogréfica da estruturagdo genética de lobo em Portugal quando as 53
amostras em analise so divididas em quatro populagdes (K=4, o nimero mais provavel de populagdes
para este grupo de amostras). Cada amostra é representada por um circulo com sec¢des laranja,
castanha, verde e amarela que correspondem a probabilidade posterior de filiacdio do genoma de cada
individuo a cada uma das quatro popul agdes.
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Tabela 5. Probabilidade de filiacdo do genoma de 53 individuos nas quatro populagdes de lobo observadas
em Portugal .

Noroeste Noroeste

Localidade Sul Nordeste Minhoto S

02 Montesinho 0.003 0.979 0.003 0.015

03 Montesinho 0.006 0.982 0.004 0.008

65 Aveleda, Braganca 0.007 0.962 0.016 0.015
1sp Allariz, Zamora 0.003 0.941 0.049 0.007
2sp A Lama, Pontevedra 0.002 0.963 0.022 0.012

- Gerés 0.016 0.022 0.938 0.024
SMLM 1 Ungilde, Zamora 0.003 0.869 0.103 0.025
SMLM 2 Sendim-Mogadouro, Mogadouro 0.009 0.981 0.005 0.005
SMLM 3 Milh&o, Braganga 0.004 0.981 0.011 0.004
SMLM 4 Salsas, Braganga 0.017 0.620 0.353 0.010
SMLM 5 Palacoulo, Miranda do Douro 0.017 0.970 0.005 0.007
SMLM 6 Vale Verde, Mirandela 0.005 0.901 0.039 0.056
SMLM 7 Coveldes, Montalegre 0.004 0.005 0.004 0.988
SMLM 9  Capela, Prado S. Miguel, Vila Verde 0.013 0.969 0.007 0.011
SMLM 13  PF11, Romas, Satdo 0.981 0.010 0.004 0.005
SMLM 14  Babe, Braganca 0.007 0.911 0.007 0.074
SMLM 17  Pend&o, Angueira, Vimioso 0.005 0.976 0.003 0.015
SMLM 18  Cuide de Vide, S® Marinha Oriz, V.Verde 0.004 0.836 0.046 0.113
SMLM 19  Rio de Freitas, Covide, Terras de Bouro 0.002 0.009 0.484 0.505
SMLM 20 Calcado, Gavieira, Arcos de Valdevez 0.002 0.003 0.950 0.045
SMLM 21  Sabuzedo, Mourilhe, Montalegre 0.004 0.013 0.051 0.932
SMLM 24  Vila Nova Paiva 0.993 0.003 0.002 0.002
SMLM 25  Alto Veldo, Ermelo, Mondim de Basto 0.004 0.586 0.399 0.011
SMLM 26  Vilarinho-Parranheiras, Chaves 0.026 0.956 0.004 0.014
SMLM 27  Sanhoane, Mogadouro 0.020 0.896 0.010 0.074
SMLM 30  Aguieiras, Mirandela 0.119 0.766 0.087 0.029
SMLM 31  Pena Branca, Miranda do Douro 0.008 0.979 0.006 0.007
SMLM 32  Santulhdo, Vimioso 0.016 0.869 0.004 0.111
SMLM 33  Milh&o, Braganca 0.003 0.985 0.005 0.006
SMLM 36  Sul do Douro 0.945 0.016 0.020 0.019
SMLM 37  Péva, Vila Nova de Paiva 0.947 0.004 0.015 0.034
SMLM 38 Castelées, Vieira do Minho 0.011 0.538 0.014 0.437
SMLM 39 Lindoso, Ponte da Barca 0.003 0.504 0.259 0.234
SMLM 40  Péva, Moimenta da Beira 0.985 0.008 0.002 0.005
SMLM 41  Touro, Vila Nova de Paiva 0.990 0.004 0.003 0.003
SMLM 42  Entregue pelo PNSE 0.543 0.429 0.010 0.018
SMLM 43  Pitdes das Junias, Montalegre 0.008 0.006 0.067 0.919
SMLM 45  Celas, Vinhais 0.003 0.982 0.009 0.006
SMLM 46  Serapicos, Vimioso 0.003 0.987 0.003 0.008
SMLM 47  Proenca a Velha, Idanha a Nova 0.024 0.947 0.012 0.018
SMLM 45  Celas, Vinhais 0.003 0.982 0.009 0.006
SMLM 46  Serapicos, Vimioso 0.003 0.987 0.003 0.008
SMLM 47  Proenca a Velha, Idanha a Nova 0.024 0.947 0.012 0.018
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Tabela 5. Continuacéo.

Noroeste Noroeste

Localidade Sul Nordeste .
Minhoto Transmont
SMLM 48  Fronteira do Larouco, Montalegre 0.004 0.006 0.005 0.984
SMLM 51  EN2/Telbes, Vila Pouca Aguiar 0.011 0.007 0.008 0.974
SMLM 53  Veade, Montalegre 0.009 0.048 0.610 0.333
SMLM 54  Souto da Velha, Torre de Moncorvo 0.008 0.085 0.675 0.232
SMLM 57  1P4, Alfaido, Braganca 0.014 0.976 0.005 0.006
SMLM 58  Quebrada, Sistelo, Arcos de Valdevez 0.002 0.007 0.981 0.010
SMLM 59  Lagarota, Deildo 0.007 0.977 0.010 0.007
SMLM 61  EN2 Km27, Bornes de Aguia 0.005 0.603 0.346 0.047
SMLM 62  Campos Cravelos, Covide 0.006 0.059 0.029 0.905
SMLM 66  Jorjais/Perafita Km118.100m, Vila Verde 0.006 0.065 0.867 0.062
SMLM 70  Carvalhal, cabreiro, Arcos de Valdevez 0.016 0.013 0.006 0.965
SMLM 71  Alto Cotédo, Abedim, Monséao 0.004 0.005 0.987 0.004
SMLM 73 IP4 (Km 186,25), Quintela Lampagos 0.007 0.555 0.019 0.419

Os individuos presentes na regido central a norte do rio Douro (nomeadamente na area do Parque
Natural do Alvao e éreas envolventes) apresentam genomas maioritariamente miscigenados entre
o0s trés grupos populacionais identificados a norte do rio Douro (dois na regido do Noroeste, e
outro na regido do Nordeste). Este resultado, que pode ser considerado inesperado tendo em
considerac8o a descric@o de trés nucleos populacionais estaveis presentes no Norte de Portugal
(Pimenta et al., 2005), parece indicar que esta € uma regiao onde as alcateias se mantém
essencialmente pela assimilagdo de individuos migrantes/dispersantes. De facto, a sua
composicdo gendmica s6 pode ser explicada através da contribuicdo das trés populacbes
anteriormente referidas, que constituem os nucleos populacionais “ Peneda-Gerés’ e “Braganca’,
conforme descritos em Pimenta et al. (2005).

3.4 Diversidade genética e difer enciacdo das populacdes de lobo

A diversidade genética das quatro populagfes de lobo em Portugal foi analisada através das
frequéncias alélicas observadas nos microssatélites autossomicos, do numero de alelos
observados e nimero de alelos privativos, da riqueza alélica, e ainda dos valores encontrados para
aheterozigotia (Tabelas6 e 7).
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Tabela 6. NUmero de alelos observados na andlise das quatro populagdes de lobo em Portugal, a partir da
andlise de 39 microssatélites. Entre paréntesis apresenta-se 0 nimero de alel os privativos de cada popul agéo.

Noroeste Noroeste

Microssatélite Nordeste Minhoto Transmontano Sul do Douro

AHT103 2 (0) 2 (1) 2 (0) 2 (0) 3
AHT111 4 (0) 2 (0) 3(0) 2 (0) 4
AHT121 9 (4) 2 (0) 3 (0) 2 (0) 10
AHT137 6 (3) 2 (0) 2 (0) 2 (0) 6
AHTh171 5 (2) 2 (0) 3 (0) 2 (1) 6
AHTh260 8 (4) 2 (0) 2 (0) 3(0) 8
AHTK211 2 (0) 2 (0) 2 (0) 2 (0) 2
AHTK253 4 (1) 2 (0) 3 (0) 2 (0) 4
C04.140 5 (2) 2 (0) 2 (0) 3(0) 5
C09.173 3 (1) 3 (0) 3 (0) 3 (0) 4
C13.758 3(0) 3(0) 3 (1) 2 (0) 5
C14.866 3 (1) 1 (0) 1 (0) 2 (0) 3
C20.253 6 (1) 3 (0) 4 (0) 3(0) 6
C22.279 4 (0) 3 (0) 3 (0) 2 (0) 4
CPH14 5 (1) 2 (0) 2 (0) 4 (0) 5
Dbarl 1 (0) 1 (0) 1 (0) 2 (1) 2
Dbar2 3 (1) 2 (0) 2 (0) 3 (1) 4
FH2001 5 (0) 3 (0) 3 (0) 4 (0) 5
FH2010 3 (1) 2 (0) 2 (0) 3 (1) 4
FH2054 5 (3) 2 (0) 2 (0) 3 (1) 6
FH2079 2 (0) 2 (0) 2 (0) 3 (1) 3
FH2848 4 (0) 3 (0) 3 (0) 2 (0) 4
INRA21 6 (3) 3 (0) 2 (0) 3(0) 6
INU005 3 (0) 2 (1) 3 (0) 1 (0) 4
INU030 4 (1) 1 (0) 3 (0) 2 (0) 5
INUO55 4 (0) 3(0) 2 (0) 4 (1) 5
PEZ1 7(2) 4 (0) 1 (0) 4 (1) 8
PEZ12 8 (2) 4 (0) 3 (0) 4 (0) 8
PEZ20 3 (0) 2 (1) 3 (0) 3 (1) 5
PEZ3 7 (1) 6 (3) 3 (0) 6 (2) 12
PEZ5 5 (1) 3 (0) 3(0) 3(0) 5
PEZ6 10 (5) 3 (0) 3 (0) 2 (0) 11
PEZ8 6 (0) 3 (0) 3 (0) 6 (1) 7
REN162C04 4 (3) 1 (0) 2 (1) 1 (0) 5
REN169D01 5 (2) 3 (0) 3(0) 3(0) 5
REN169018 6 (1) 2 (0) 3(0) 5 (0) 6
REN247M23 5 (2) 3 (1) 3 (1) 2 (1) 8
REN54P11 3 (0) 3 (0) 2 (0) 2 (0) 3
VWF 3 (0) 3 (0) 2 (0) 2 (0) 3
Total 181 (48) 97 (7) 97 (3) 109 (13) 209

E necessario, em primeiro lugar, fazer referéncia a elevada assimetria existente no nimero de
amostras disponiveis para a populacdo do Nordeste (n=25) e as restantes (n=5 ou 7), e a
dificuldade que dai resulta na comparacdo dos valores obtidos. E, no entanto, de destacar um
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maior nimero de aelos encontrados na populagdo do Nordeste, e sobretudo, uma maior riqueza
alélica, parémetro rarefeito para a diferenca no nimero de amostras (Tabela 6). Nestes dois
par@metros, as duas populacdes do Noroeste e a populagdo do Sul do Douro apresentam val ores
muito semelhantes, apesar de a populagio do sul parecer ligeiramente mais diversa. E de salientar
gue, quando as duas populacdes do Noroeste sdo combinadas numa Unica amostra, estes dois
parametros sobem ligeiramente de valor (N=12; Na=103, Ra=2,89) mas ndo atingem o valor da
populagdo do Nordeste. Quanto a heterozigotia, os valores observados para todas as populacbes
estdo muito préximos, sendo o valor do Noroeste Transmontano ligeiramente superior. Os valores
de heterozigotia esperada e observada diferem um pouco nas trés populacGes com um reduzido
nimero de amostras, essencialmente devido ao efeito do tamanho da amostra no célculo destes
parémetros, e ndo é por isso de esperar que estas diferencas se mantenham no caso de a amostra
ser aumentada.

Tabela 7. Par@metros de diversidade genética calculados a partir de 39 microssatélites
nas quatro populagdes de lobo em Portugal. N-tamanho da amostra; Na — nimero de
alelos encontrado; Ra — riqueza alélica; He -Heterozigotia esperada; Ho — heterozigotia

observada.
Populacdo N Na Ra He Ho
Nordeste 25 181 3.32 0,551 0,581
Nor oeste Minhoto 5 97 252 0,422 0,529
Nor oeste Transmontano 7 97 2.53 0,430 0,590
Sul do Douro 7 109 2.78 0,396 0,462

A diferenciagdo genética das populacles foi estudada através dos valores de Fst, estatistica
estandardizada para a frequéncia alélica de cada alelo entre populagdes (Tabela 8) e pelas
distancias genéticas Ds (Nei 1972) e Dc (Cavalli-Sforza & Edwards 1967) entre as popul acGes
(Figura 8). Numa perspectiva geral, pode-se observar que todas as popul agdes apresentam val ores
relativamente elevados de diferenciagcdo genética (entre 9% e 30%). Tanto a populacdo a Sul do
Douro como a populagdo do Noroeste Minhoto aparecem como as que mais se diferenciam das
restantes e € a populacéo do Nordeste a que, sistematicamente, aparece como a mais proxima de
todas as outras. Quando se observa o resultado da distancia genética entre pares de popul agcdes
traduzido na Figura 8, e apesar de estes valores ndo terem tido suporte estatistico usando o
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método bootstrap e terem, assim, de ser interpretados com precaucdo, verifica-se que sdo as
populagdes do Sul do Douro e do Noroeste Minhoto as que aparecem como mais derivadas (as
gue apresentam ramos maiores), sugerindo a existéncia de maiores valores de deriva genética. O

valor global encontrado para a diferenciacdo entre as quatro populagdes foi moderado (Fst=0,160,
com intervalo de confianga entre 0,133 e 0,188).

Tabela 8. Estimativas de diferenciaco interpopulacional nas quatro populagdes de lobo em

Portugal baseadas nos valores de Fst. Os intervalos de confianga sdo indicados entre
paréntesis.

NO

NO Minhoto
Transmontano

Sul Douro

Nor deste 0.148 (0.105-0.195)  0.102 (0.069-0.136)  0.168 (0.125-0.219)

NO Minhoto - 0.211(0.129-0.283)  0.274 (0.193-0.345)

MO 0.223 (0.159-0.288)
Transmontano

Noroeste Transmontano

Noroeste Minhoto

Nordeste

Sul do Douro

5]

Figura 8. Arvore Neighbour-joining construida a partir de uma matrix de distancias
genéticas de Nel (1972) para as quatro populacdes de lobo em Portugal. O suporte
obtido por bootstrap é inferior a 50% e néo esta representado.
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3.5 Deter minacao do Tamanho Efectivo das populacdes

O Tamanho Efectivo de uma Populagdo (Ne) € o nimero médio de individuos numa populagéo
gue efectivamente contribui com descendentes (com genes) para a geragdo seguinte. Num censo
ecologico, o tamanho de uma populacdo (N) € geralmente encontrado pela contagem do nimero
de adultos. No entanto, em genética das populagdes, o que conta é a possibilidade de duas copias
de um gene serem amostradas quando a geracdo seguinte € produzida. Na pratica, Ne é
geralmente menor, ou muito menor, do que N, sendo essa reducdo essencialmente devida a i)
proporc¢Bes diferentes na reproducdo dos dois sexos; ii) proporcdes diferentes na reprodugdo dos
individuos; iii) qualquer acontecimento passado que tenha afectado o tamanho da populagdo, e
gue pode resultar na perda aleatdria de diversidade genética (Ridley 2004). O método aqui
utilizado para estimar o tamanho efectivo da populacdo foi o de Waples & Do (2008) baseado no
desequilibrio gamético e que implementa uma recente correc¢do de enviesamento para quando o
tamanho da amostra € menor do que o verdadeiro (desconhecido) tamanho efectivo da populagéo
(Waples 2006). Este método ndo requer qualquer assuncdo de cruzamento aleatdrio entre os
individuos, e permite assumir ligacGes permanentes de reproducdo entre pares de individuos.

As estimativas de Ne foram inicialmente executadas para as quatro populacdes descritas
anteriormente, mas devido ao muito reduzido nimero de amostras nas duas populacbes do
Noroeste, ndo foi possivel obter estimativas crediveis. Assim, optou-se por apresentar estimativas
para toda a populagdo portuguesa de lobos situada a Norte do Douro e também, tentativamente,
paraa populagéo localizadaa Sul do Douro (Tabela9).

Tabela 9. Estimativas do Tamanho Efectivo da Populagdo (Ne€) nas
populacbes a Norte e a Sul do Rio Douro, utilizando o método do
desequilibrio gamético e alelos com frequéncia = 1%.

Populagéo Estimativa de Ne IEEND BE CEitEmEE

(95%)
Norte do Douro 98,2 81,3-121,9
Sul do Douro 52,4 16,6 - o
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A estimativa encontrada para o tamanho efectivo da populacdo a Norte do rio Douro foi de 98
individuos. Este valor esta essencialmente de acordo com o que seria esperado porque se trata de,
aproximadamente, 1/3 da estimativa do tamanho populacional determinado no Censo Nacional
2002/2003 (290 individuos, quando considerada uma média entre as estimativas encontradas para
a Primavera e o Outono; Pimenta et al. 2005). No entanto, a estimativa do tamanho efectivo
populacional a Sul do Douro (52 individuos) ndo devera estar préximo do real, uma vez que se
conhece bem a fragilidade desta populagdo em nimero de individuos, e onde foram apenas
confirmadas 6 alcateias, num maximo estimado de 9 alcateias (Pimenta et al. 2005). Este
desfasamento estara certamente relacionado com o tamanho muito reduzido da amostra (apenas 7
individuos) gque condiciona o resultado e, concomitantemente, as estimativas do intervalo de
confianga. Neste caso, foi possivel obter um valor minimo para o intervalo de confianga, mas néo
um va or méximo.

3.6 Deter minagéo molecular do sexo

A determinacdo molecular do sexo foi realizada com sucesso para a maioria das amostras de lobo
provenientes do SMLM, sendo os resultados apresentados na Tabela 10, independentemente de
algumas destas amostras terem sido excluidas das anélises com marcadores nucleares. Como €
possivel verificar, foi encontrada uma inconsisténcia (realcada a amarelo) entre os dados
apresentados na ficha de campo e os resultados obtidos pela técnica molecular. Para este
individuo (SMLM9) foram realizadas trés extracces de DNA e trés amplificagdes independentes
das regibes dos cromossomas sexuais em andlise, e foi confirmado de que se trata de um macho.
Adicionalmente, foi também possivel determinar o sexo de um lobo da érea do Parque Nacional
Peneda-Gerés (vitima de atropelamento em Janeiro de 1999 e que fugiu antes de ser
correctamente identificado) e também de um outro lobo (SMLM62) para o qual se desconhecia o
sexo. Estas Ultimas duas amostras sdo assinaladas na Tabela 10 a azul.
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Tabela 10. Resultados obtidos na determinacdo molecular do sexo dos lobos e informagéo
contida nas fichas referentes a cada lobo do SMLM. A azul sdo assinaladas as amostras cujo
sexo era desconhecido e a amarelo é assinalada uma inconsisténcia entre a informacdo na ficha
SMLM e a identificacdo molecular.

Cédigo Informacao nas Sexo Cédigo Informacao nas Sexo
SMLM fichas SMLM SMLM fichas SMLM

02 F F SMLM 32 M M

03 M M SMLM 33 M M

65 M M SMLM 34 M M
1sp M M SMLM 36 M M
2sp F F SMLM 37 M M

- ? M SMLM 38 M M
SMLM 1 M M SMLM 39 M M
SMLM 2 M M SMLM 40 F F
SMLM 3 M M SMLM 41 M M
SMLM 4 M M SMLM 42 M M
SMLM 5 F F SMLM 43 M M
SMLM 6 F F SMLM 45 M M
SMLM 7 F F SMLM 46 F F
SMLM 9 F M SMLM 47 M M
SMLM 13 F F SMLM 48 M M
SMLM 14 F F SMLM 51 F F
SMLM 17 M M SMLM 53 F F
SMLM 18 M M SMLM 54 M M
SMLM 19 M M SMLM 57 M M
SMLM 20 F F SMLM 58 M M
SMLM 21 F F SMLM 59 F F
SMLM 24 M M SMLM 61 M M
SMLM 25 M M SMLM 62 ? M
SMLM 26 F F SMLM 66 F F
SMLM 27 M M SMLM 70 M M
SMLM 30 M M SMLM 71 M M
SMLM 31 M M SMLM 73 F F

3.7 Andlise da diversidade e da estruturacéo geogr &fica dos mar cador es
uni-parentais. mtDNA e cromossoma Y

A andlise das linhagens uni-parentais e da sua distribuicdo geogréfica € uma importante
documentagdo para a avaliagdo da diversidade e da estruturacdo das populacfes naturais (Avise
2004). Até a data, apenas um trabalho (Vila et al. 1997) descreveu a variabilidade de DNA
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mitocondrial de lobo na Peninsula Ibérica, no qual sdo descritas duas linhagens presentes nos
lobos portugueses, e nenhum trabalho tinha anteriormente documentado a variabilidade genética
ao nivel do cromossomaY do lobo na Peninsula Ibérica.

No estudo das linhagens do cromossoma Y foram utilizados seis microssatélites que permitiram
detectar quatro linhagens paternas num conjunto de 26 machos, nomeadasY_A aY_D. Trés das
linhagens parecem ser relativamente comuns, surgindo com frequéncias de 38% (Y _B), 27%
(Y_A) e 23% (Y_D). A guarta linhagem de lobo detectada (Y_C) esté representada com uma
frequéncia inferior as anteriores (12%) (Tabela 11). A distribuicdo geografica dos hapl6tipos
(informag&o conjunta para 0s seis microssatélites) encontrados no cromossoma Y esta
representada na Figura 9, onde se pode observar que as linhagens Y_A e Y_B n&o apresentam
qualquer estruturacdo geografica, apesar de a linhagem Y _A surgir apenas a Norte do rio Douro.
Ao contrario, as linhagens Y_C e Y_D parecem apresentar uma tendéncia para surgir mais
localizadas a Noroeste e a Nordeste, respectivamente, 0 que podera ser um sinal de estruturagéo
a0 nivel do cromossoma masculino. O lobo proveniente de Idanha-a-Nova € portador da linhagem
Y _D que parece estar mais associada a populacdo Nordeste, constituindo mais uma evidéncia que
suporta a proveniéncia deste |obo a partir dessa populagéo.

Tabela 11. Linhagens do cromossoma Y encontradas nos lobos machos.

Cadigo Linhagem Cadigo Linhagem
SMLM Y SMLM Y
65 Y_A SMLM 32 Y_D
1sp Y_D SMLM 33 Y_B
SMLM 1 Y_B SMLM 38 Y_A
SMLM 2 Y_B SMLM 39 Y_B
SMLM 3 Y_A SMLM 41 Y_B
SMLM 4 Y_A SMLM 42 Y_B
SMLM 17 Y_D SMLM43 Y_A
SMLM 18 Y_A SMLM 45 Y_B
SMLM 19 Y_B SMLM 47 Y_D
SMLM 24 Y_B SMLM 48 Y_A
SMLM 25 Y C SMLM 58 Y C
SMLM 30 Y_D SMLM 61 Y_D
SMLM 31 Y B SMLM 71 Y C
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Na andlise do fragmento da regido de controlo do mtDNA foram encontradas seis linhagens
mitocondriais num conjunto de 55 amostras, nomeadas de A a F. Destas seis linhagens, trés foram
anteriormente descritas como caracteristicas de lobo, tendo duas delas sido ja descritas para a
populacdo portuguesa de lobo (Linhagem A, que corresponde ao haplétipo W1 em Vila et al.,
1997 e linhagem C, que corresponde ao haplétipo W3 em Vila et al., 1997). A terceira linhagem,
alinhagem B, surgiu unicamente na amostra de Pontevedra que foi incluida neste trabalho, e tinha
sido ja precisamente descrita para Espanha por Randi et al. (2000). A linhagem D foi encontrada
pela primeira vez neste trabalho, e é claramente derivada da linhagem A, da qual se diferencia por
apenas por uma mutacdo pontual (ver relatérios anteriores deste projecto). Esta linhagem
mitocondrial foi detectada unicamente no individuo SMLM 25 de Mondim de Basto. A linhagem
E, encontrada em diversas regides da Europa (Roménia, Russia, Grécia, Suécia, e outros paises
por Vila et al., 1997, 1999 e Randi et al., 2000, entre outros) corresponde a um dos hapl6tipos
descritos simultaneamente para lobo e cdo. Esta linhagem foi encontrada unicamente na amostra
SMLM 34 de Trancoso (amostra excluida do processo de andlise para 0 DNA nuclear), e é de
sdlientar que esta também presente em racas portuguesas de cées de gado como sejam o Serra da
Estrela, o Rafeiro do Alentejo e o C&o de Gado Transmontano (Ferrand et al., ndo publicado).
Finalmente, foi ainda encontrada a linhagem denominada F, que estava até muito recentemente
descrita na literatura como exclusiva de c8o. Inclusivamente, Randi et al. (2000) encontraram-na
em supostos lobos originarios da Bulgéria e da Eslovaquia e, interpretando a presenca desta
linhagem como um possivel sinal de hibridagdo com c&o, retiraram esses individuos da sua
andlise. Porém, recentemente, Pilot et al. (2006) voltaram a encontrar esta linhagem em |lobos da
Lituénia e da Rissia e incluiram-na como pertencente a lobo. Nos lobos portugueses, a linhagem
F foi exclusivamente encontrada no individuo SMLM 37 de Vila Nova de Paiva, e foi também
encontrada por Ferrand et al. (ndo publicado) em cées das ragas Serra da Estrela e Cdo de Gado
Transmontano, e na andlise deste individuo para 0 genoma nuclear ndo foi detectado qualquer
sinal de hibridagcdo. A presenca das varias linhagens foi encontrada em frequéncias muito
diferentes. Como ja se salientou, as linhagens B, D, E e F foram observadas em apenas um
individuo, enquanto as linhagens A e C apareceram com uma frequéncia de 76% e 16%,
respectivamente. Os resultados da andlise do mtDNA apresentam-se na Tabela 12 para todos os
individuos possiveis, independentemente de alguns terem sido excluidos das andlises com
marcadores nucleares.

A distribuicdo geogréfica dos hapl6tipos mitocondriais encontra-se representada na Figura 10,
onde se pode observar que a linhagem A, a mais comum em Portugal (e também em Espanha), se
encontra em toda a érea de distribuic¢do de lobo. A linhagem C, frequente em Espanha (Vila et al,
1997), parece encontrar-se em Portugal com uma distribuicdo muito estruturada, localizada
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apenas na populacdo do Nordeste, e em particular, nas regiGes limitrofes com o territério
espanhol. Curiosamente, o lobo encontrado em Idanha-a-Nova é também portador desta linhagem
C, sendo este mais um aspecto que associa esta amostra a populacdo de Castillay Ledn/Nordeste
Transmontano, tal como acontecia com a andlise dos marcadores nucleares. Os restantes
hapl 6tipos que aparecem em frequéncias muito reduzidas (apenas num Unico individuo), surgem
tanto a Norte (hapl6tipos B e D) como a Sul do rio Douro (haplétiposE e F).

Tabela 12. Hapl6tipos mitocondriais observados nas amostras de lobo. A homenclatura
apresentada foi atribuida pelo CIBIO (ver texto para comparacdo com aliteratura).

Cédigo SMLM L 22 Cédigo SMLM Linhagem
mitocondrial mitocondrial
02 C SMLM 33 A
03 C SMLM 34 E
65 C SMLM 36 A
1sp A SMLM 37 F
2sp B SMLM 38 A
- A SMLM 39 A
SMLM 1 A SMLM 40 A
SMLM 2 A SMLM 41 A
SMLM 3 C SMLM 42 A
SMLM 4 A SMLM 43 A
SMLM 5 A SMLM 44 A
SMLM 6 A SMLM 45 A
SMLM 7 A SMLM 46 c
SMLM 9 A SMLM 47 c
SMLM 13 A SMLM 48 A
SMLM 14 C SMLM 51 A
SMLM 17 A SMLM 52 A
SMLM 18 A SMLM 53 A
SMLM 19 A SMLM 54 A
SMLM 20 A SMLM 57 A
SMLM 21 A SMLM 58 A
SMLM 24 A SMLM 59 A
SMLM 25 D SMLM 62 A
SMLM 26 A SMLM 66 A
SMLM 27 C SMLM 70 A
SMLM 30 A SMLM 71 A
SMLM 31 C SMLM 73 A
SMLM 32 A
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Figura 9. Distribuicdo geogréfica das quatro linhagens ligadas ao cromossoma Y observadas nas
populacdes de labo.
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Figura 10. Distribuicdo geogréfica dos seis haplétipos mitocondriais encontrados nas popul agdes
delobo.
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4. Discussao

O presente trabalho constitui a primeira evidéncia de que os lobos portugueses séo geneticamente
bem diferenciados dos cées, e podem ser classificados com confianca em grupos distintos quando
se utiliza um ndmero consideravel de marcadores nucleares. A totalidade dos |obos amostrados
em Portugal ndo exibiu qualquer evidéncia de hibridacdo com cdo e a introgresséo de genes
domésticos nas popul agdes selvagens €, aparentemente, inexistente.

O numero de populacdes de uma espécie € um pardmetro muito importante para a sua
conservagdo e, sobretudo, para a defini¢cdo de possiveis unidades de gestdo (Moritz 1994, mas ver
também Paetkau, 1999). Embora a determinacdo das populagdes seja classicamente baseada na
origem geogréfica das amostras, a estrutura genética das populacdes nem sempre reflecte a
proximidade genética dos individuos. Populagdes com distribui¢cdes aparentemente continuas
podem ser geneticamente discriminadas devido a barreiras ao fluxo génico ndo identificadas a
priori. Adicionalmente, grupos de individuos com localizages geograficas distintas ndo sdo,
necessariamente, diferenciados geneticamente. Nos Ultimos anos foram desenvolvidos métodos
muito eficazes para delinear grupos de individuos baseados nos seus perfis genéticos individuais
usando para isso métodos baseados em modelos e uma aproximagdo Bayesiana. Estes modelos
procuram a presenca do equilibrio de Hardy-Weinberg (numa populacdo mendeliana, e em
determinadas condi¢Bes, as frequéncias genotipicas sdo simplesmente determinadas pelas
frequéncias aélicas) introduzindo uma componente de estruturagdo de populagdes, e tentam
encontrar os agrupamentos de individuos que minimizem os desvios aquele equilibrio (Pritchard
et al. 2000). Estes métodos inferem a probabilidade posterior para cada nimero de popul agdes
(uma populagdo, duas, trés, etc), 0 que permite estimar 0 himero mais provavel de populacbes
nos dados obtidos.

As populactes de lobo ndo sdo verdadeiras populacdes mendelianas porgque as regras na
reproducdo sdo estabelecidas a partir de hierarquias bem definidas, e ndo ao acaso. No entanto,
muitos estudos tém mostrado que as popul agdes estaveis de lobo se encontram em equilibrio de
Hardy-Weinberg (e.g. Carmichael et al. 2001; Aspi et al. 2006; Fabri et al. 2007; Vonholdt et al.
2008) o que sustenta a adequabilidade destes métodos. Neste trabalho foi encontrada evidéncia
para a existéncia de quatro populagdes de lobo em Portugal, e embora seja recomendada a
aplicacdo de bom senso nesta decisdo pelos proprios autores do método (Pritchard et al. 2000), o
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facto de outras andlises neste trabalho terem sido consistentes com diferenciac@o genética elevada
entre popul acBes, levou-nos a aceitar este resultado.

A projeccdo geogréfica das probabilidades de filiaco de cada individuo as diferentes popul agdes
permitiu explicar, em primeiro lugar, e como esperado, que a Sul do Douro existe uma populagéo
lupina bastante diferenciada, mas que ndo estd completamente isolada da populacdo a Norte do
Douro uma vez que foi detectada a presenca de um individuo com ancestrais recentes migrantes
do Norte. A Norte do Douro existem seguramente duas populagdes bem diferenciadas mas, mais
provavelmente, existirdo trés populagdes que se distribuem i) por todo o Nordeste, ii) na regido
do Noroeste Minhoto e iii) na regido do Noroeste Transmontano. A observacdo de duas
populacdes no Noroeste € certamente o resultado menos esperado desta divisdo, e uma vez que
ele é fundamentado pelos indices Fst de diferenciacdo populacional, seria muito interessante
conhecer as condi¢Bes que permitiram a separacdo e isolamento dessas populagdes, as quais se
incluem no que Pimenta et al. (2005) denominaram de NUcleo Populacional da Peneda/Gerés. A
presenca de duas populagdes de lobo geneticamente bem diferenciadas dentro do Parque Nacional
da Peneda-Gerés implica uma extrema responsabilidade na gestdo desta &rea, uma vez que a
populacio lupina ai presente € detentora de um patriménio genético muito importante. E ainda de
salientar que a obtencdo de dados genéticos inéditos para as populaces de lobo na Galiza
permitiu separé-las também das populacBes portuguesas (Godinho et al. ndo publicado), pelo que
as popul agdes presentes no Noroeste parecem ser, efectivamente, de dimens&o reduzida.

A populac@o do Nordeste (coincidente com o que Pimenta et al. (2005) designam por NUcleo
Populacional de Bragancga) apresentou os maiores valores de alguns parémetros de diversidade, e
isso estaré certamente relacionado com o facto de esta populacdo estar em contacto directo com a
populacdo espanhola de Castillay Léon, formando uma grande populagdo naquela regido que se
manteve menos permeédvel a deriva genética (Godinho et al., dados ndo publicados). Com base
nos resultados obtidos através da andlise dos vérios marcadores nucleares e mitocondriais, o lobo
encontrado na regido de ldanha-a-Nova € originério desta grande populacdo, a qual tem sofrido
uma recente expansdo populacional em territério espanhol. Na regido central a Norte do Douro,
gue Pimenta et al. (2005) designam por Nucleo Populacional de Alvao/Padrela, a presenca de
lobo é assegurada por individuos que apresentam um genoma miscigenado entre as trés
populacdes do Norte. Este resultado, aparentemente inesperado uma vez que se conhecem
alcateias estabelecidas nesta regido, pode reflectir a presenca de habitat sem capacidade de
assegurar taxas de natalidade sustentaveis. Uma situacéo deste tipo, eventual mente gerada por
auséncia de recursos suficientes e/ou intensa perseguicao ilegal, pode traduzir-se numa zona com
elevada capacidade de recep¢do de migrantes das outras popul acoes.
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A diversidade genética dentro de uma populacdo representa o seu reservatério de “combustivel”
gue a permitird evoluir e mudar em resposta a alteracdes das condi¢Bes ambientais. Ou sgja, se a
persisténcia a longo termo de uma populagdo € um objectivo, € da maior importancia preservar a
sua variabilidade genética. Os valores de diversidade genética encontrados para as populagfes de
lobo em Portugal sdo semelhantes aos encontrados em outras populagdes isoladas na Europa,
como Italia (He=0,50; Randi & Lucchini 2002) e Escandinavia (He=0,55; Vila et al. 2003b), mas
sdo inferiores aos geralmente descritos nas grandes populacBes continuas de lobo, como o
Noroeste da Russia (He=0,77; Vila et al. 2003b), o Norte dos Estados Unidos (He=0,67; Roy et
al. 1994) ou o Noroeste do Canada (He=0,72; Roy et al. 1994).

As perdas de diversidade genética a nivel populacional resultam, essencialmente, de trés
fendmenos principais que séo i) a ocorréncia de bottlenecks, ii) a deriva genética, e iii) a
consanguinidade (Hartl & Clark 2007). Como se sabe, as populagdes de lobo sofreram durante os
ultimos séculos uma enorme reducdo de efectivo, levando a extingdo de muitas populagdes ou a
casos extremos, como o da Escandinavia, onde a populagéo ficou reduzida a dois individuos (Vila
et al. 2003b). Este tipo de situacdes, conhecidas como bottlenecks, reduzem a diversidade
genética de uma populagdo a niveis muito baixos, a partir dos quais é, depois, muito dificil
recuperar. A situagdo em Portugal ndo €, obviamente, téo extrema, mas os valores encontrados de
heterozigotia indicam que a diversidade das populagdes portuguesas € relativamente baixa quando
comparada com as populagdes de grande efectivo. Neste contexto, ndo deixa de ser interessante
referir que a populacdo localizada a sul do rio Douro, que se sabe ser actualmente muito pequena
(Pimenta et al. 2005), apresentou valores de diversidade genética proximos dos das restantes
populagdes. A explicacdo mais plausivel para esta observag@o podera estar relacionada com uma
diminui¢do muito rapida do efectivo populacional, eventualmente conduzindo a extingao regional
do lobo, sem que tal se traduza numa apreciavel diminui¢do da diversidade genética em virtude
da falta de tempo para se poderem detectar os efeitos da deriva génica.

O lobo em Portugal esta estruturado em quatro populagdes que exibem valores de diferenciacdo
genética moderadamente elevados (Fst=0,16), e a maior parte da variagdo genética encontra-se no
seio das populacbes. Os valores encontrados para a diferenciacdo populacional entre pares de
populacgdes sdo relativamente elevados (0,106<Fst<0,274). A observacdo de valores elevados de
Fst entre as populagdes do Sul do Douro e do Noroeste Minhoto e as restantes esta de acordo com
o facto de estas populagbes serem as mais derivadas na arvore que relaciona as populagoes, e
devera ficar a dever-se a maior fixagdo de aelos devido, eventualmente, a maior deriva genética e
a sua situacdo periférica. Tal como esperado, e também como tinha j& sido observado quando se
separaram os individuos nas vérias populactes, as populacdes do Noroeste parecem ser as que
estdo mais préximas geneticamente, de acordo com a interpretacdo possivel da arvore de relacdes
genéticas.
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A importancia do tamanho efectivo de uma populagéo para os estudos de genética da conservacéo
é facilmente compreendida através da equacdo que traduz a proporcéo de variabilidade genética
que permanece numa populaco por geragdo (1-1/2Ne). E possivel ver desta equacio que se Ne é
muito grande, a maior parte da variabilidade genética mantem-se em cada geracdo. Ao contrario,
se Ne é muito pequeno, h4 uma proporcéo grande da variabilidade genética que é removida da
populacéo a cada geracdo, levando a uma diminuicdo da diversidade da popul agéo.

A estimativa encontrada para o tamanho efectivo da populagdo a Norte do rio Douro (98
individuos) &, aproximadamente, 1/3 da estimativa do seu tamanho populacional encontrada no
Censo Nacional 2002/2003 (Pimenta et al. 2005). Este valor de 98 individuos, corresponde,
literalmente, a 49 casais (49 fémeas + 49 machos que se reproduzem anualmente e que
efectivamente contribuem com genes para a geracdo seguinte), 0 que podera estar muito préximo
do valor real para esta populagdo, onde foram confirmadas 45 acateias e se estima existirem um
maximo de 54 alcateias. Assumindo que cada alcateia tem um casal reprodutor, esperariamos ter
um tamanho efectivo populacional de 90 a 108 lobos, valores que se aproximam muito da
estimativa aqui apresentada para os intervalos de confianca do tamanho efectivo populaciona a
Norte do rio Douro.

O estudo das linhagens materna (mMtDNA) e paterna (cromossoma Y) apresentou um padréo
bastante similar entre as duas. Por um lado, a existéncia de linhagens ubiquas sem qualquer
estruturagdo e que aparecem tanto a norte como a sul do rio Douro, por outro, a presenca de
linhagens que apresentam estruturacdo, pelo menos aparentemente, uma vez que o nimero de
amostras € pequeno para a realizacdo de inferéncias. Neste Ultimo caso, a estruturacdo foi
detectada coincidentemente entre uma linhagem do cromossoma Y (Y_D) e uma linhagem do
mtDNA (linhagem C), e embora estas linhagens ndo sejam exclusivas nesta regido, a sua presenca
da consisténcia a interpretacdo de uma populagdo com um grau de diferenciacdo elevado.
Também na regido do Noroeste surgiu a linhagem Y_C do cromossoma Y que aparenta ter
alguma concordancia geogréfica com a populacdo do Noroeste Minhoto apesar de existir um
individuo na regido de Mondim de Basto que também apresenta este hapl6tipo. No entanto, o
facto de este individuo (SMLM?25), quando analisado para os loci nucleares, apresentar um
genoma miscigenado entre as duas populacdes do Noroeste, d&-lhe suporte para ser originario da
populacdo de Noroeste Minhoto.
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5.CONSIDERACOES FINAIS
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5. Consider acOes Finais

Quando se iniciou o protocolo de colaboragéo entre o CIBIO e o ICNB no ano de 2005,
praticamente nada era conhecido sobre a diversidade genética e a estruturagdo das populagdes de
lobo em Portugal. Durante este triénio (2005-2007), o trabalho desenvolvido no &mbito do
protocolo CIBIO/ICNB, e adicionalmente apoiado por fundos proprios do CIBIO, permitiu
desenvolver investigacdo sobre a diversidade e estruturacéo das populagbes portuguesas de lobo
utilizando um elevado nimero de marcadores moleculares, sem paralelo em estudos idénticos
levados a cabo nesta espécie noutras regides do globo. Por esta razdo, a quantidade e qualidade
das inferéncias obtidas foram aprecidveis e poderdo vir a revelar-se determinantes na gestao e
conservagdo de populagdes portuguesas de lobo. As principais conclusdes obtidas descrevem-se
sumariamente em seguida.

1. Em Portugal, é possivel diferenciar geneticamente o lobo e o cdo com um grau de
confianga muito elevado.

2. As populagdes portuguesas de lobo ndo apresentam qualquer evidéncia de hibridacéo
com céo.

3. O numero mais provével de populagdes geneticamente distintas de lobo em Portugal é
guatro, estando geograficamente localizadas i) a Sul do rio Douro, ii) no Noroeste
Transmontano, iii) no Noroeste Minhoto, e iv) no Nordeste.

4. Os valores de diversidade genética das quatro populacfes de lobo sdo proximos dos
estimados para outras populagdes isoladas na Europa, mas inferiores aos descritos em
populacBes de |obo grandes e estévels.

5. A diferenciacdo interpopulacional encontrada € relativamente elevada, sendo as
populacbes do Sul do Douro e do Noroeste Minhoto as que mais se diferenciam das
restantes.
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6. A populacdo situada a Sul do rio Douro apresenta um elevado nivel de diferenciacdo, mas
aparenta ndo estar completamente isolada da populagdo a Norte do Douro uma vez gque
foi detectada a presenca de um individuo com ancestrais recentes migrantes do Norte, e a
presenca de um outro animal, fora da &rea de distribuicdo regular da espécie,
possivel mente proveniente da populagdo do Nordeste transmontano/Castillay Ledn.

7. A identificacdo de duas populacBes de lobo geneticamente bem diferenciadas no
Noroeste de Portugal e, em particular, na regido do Parque Naciona da Peneda-Gerés, é
especialmente interessante e podera ter importantes consequéncias nas estratégias de
conservacdo da espécie.

8. As estimativas do tamanho efectivo de toda a populacéo situada a Norte do rio Douro
sugerem valores de cerca de 100 individuos. Este valor é consideravelmente inferior ao
obtido no Censo Nacional (n=300) e real¢ca a importancia da utilizacdo de métodos
genéticos na estimativa do nimero de individuos que efectivamente se reproduz em cada

geracéo.

9. As linhagens maternas e paternas estudadas, respectivamente, através do DNA
mitocondrial e do cromossoma Y, apresentam alguma estruturacdo geografica que, no
entanto, esta longe de fornecer o tipo e qualidade de informacdo obtido através da
utilizacéo de microssatélites autossomicos.

A obtencéo destas conclusdes, que se consideram muito relevantes para a conservagao da espécie
em Portugal, ndo obvia a continuacdo da necessaria monitorizacdo genética da espécie no pais. A
auséncia de hibridagdo com cdo é certamente um resultado muito animador do ponto de vista de
conservacdo das populagdes portuguesas de lobo, mas é da maior importancia prosseguir esta
investigacdo, uma vez que a fragmentacdo das populacdes e 0s processos de contrac¢do e
expansdo populacionais associados poderdo proporcionar a ocorréncia de hibridacéo, tal como
acontece noutras populagdes europeias e, muito particularmente, em Espanha. Por outro lado,
seria de todo o interesse garantir o aumento do niimero de amostras das populacfes situadas a sul
do rio Douro e no Noroeste de forma a incrementar o poder das analises estatisticas. Uma vez que
a recolha anual de animais mortos é reduzida, devera ser considerada a possibilidade de recolha
de amostras através de técnicas ndo invasivas (excrementos e pélos), que sdo hoje muito
utilizadas em estudos de monitorizac&o de longo prazo.
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Os resultados descritos neste Relatério Final e as condi¢des de investigagdo actualmente
existentes nos laboratérios do CIBIO permitem-nos, também, sugerir a sua aplicacdo futura na
correcta identificac8o dos animais responséveis pelos ataques a gado doméstico. Em Portugal, as
indemnizacBes pagas por ataques de lobo alcancam valores muito consideraveis, reconhecendo-
se, o entanto, que uma fracgéo significativa desses ataques podera dever-se a caes assilvestrados.
A aplicag8o dos marcadores moleculares desenvolvidos no ambito deste trabalho podera vir a
revelar-se de extrema utilidade na distingdo entre atagues de lobo e de co. O eventual sucesso na
aplicacdo desta metodologia inovadora poderia contribuir para diminuir consideravelmente os
actuais encargos do ICN com o pagamento de prejuizos causados em gado doméstico.
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