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RESUMO

A familia Tayassuidae, ordem Artiodactyla, ocorre exclusivamente no continente
americano e possui, atualmente, apenas trés espécies: Tayassu pecari, as queixadas, Pecari tajacn, os
catetos e Catagonus wagneri, o tagua. A existéncia de uma quarta espécie na familia, Pecari maximus,
recentemente descrita, vem sendo discutida. As queixadas distribuem-se do sul do México ao
norte da Argentina, enquanto os catetos possuem uma distribui¢io mais ampla, sendo
encontrados desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. As duas espécies
desempenham papel-chave nos ecossistemas, por fazerem parte da cadeia tréfica e atuar como
predadores e dispersores de sementes. Sdo cagadas em diferentes intensidades ao longo de sua
distribuicao e também sofrem com a alteragao, fragmentacao e perda de habitats causados pela
atuacdao humana em dreas naturais. Os microssatélites, sequéncias curtas e repetitivas, distribuem-
se uniformemente por todo o genoma, apresentam alto grau de polimorfismo, sao codominantes
e seletivamente neutros e, por isso, considerados como marcadores moleculares ideais para serem
usados em estudos populacionais. O fato de a regiao flanqueadora dos microssatélites apresentar-
se extremamente conservada em algumas espécies relacionadas possibilita a utilizagio de
marcadores microssatélites em espécies proximas aquelas para as quais foram descritos. Esse
trabalho teve como objetivo descrever e caracterizar locos microssatélites para a espécie Tayassu
pecari e testar sua aplicabilidade em estudos populacionais de Pecari tajacu. Para isso, foi construida
uma biblioteca genémica parcial enriquecida. Tal metodologia baseia-se em trés etapas principais:
clivagem do DNA através de enzimas de restricao, hibridizacio dos fragmentos obtidos com
sondas biotiniladas de sequéncia repetitiva e motif tetranucleotidico e recuperagdo magnética dos
hibridos através da utilizagdo de particulas magnéticas cobertas com streptavidina. Entre 192
colonias recombinantes que foram sequenciadas, foram obtidas 60 regioes repetitivas, tendo sido
possivel a construcdo de iniciadores para 19 delas. Dos iniciadores testados, 13 apresentaram um
padrio satisfatério de amplificagdo em queixadas e 15 em catetos. Destes, dez foram
polimoérficos na populagao de queixadas analisada e 11 na de catetos. A variabilidade genética
encontrada na populacio selvagem de queixadas estudada foi considerada moderada. Nessa
populagio nido foi encontrado desequilibrio de ligagcdo significativo e dois locos nido se
encontravam em Equilibrio de Hardy-Weinberg, em virtude de um excesso de homozigotos,
provocado pela presenca de alelos nulos. A variabilidade genética encontrada na populacdo cativa
de catetos fol mais alta que a das queixadas, provavelmente por causa da origem diversa dos
membros da populagao. Essa diferenca também poderia ser explicada em funcao dos diferentes
padrdes de acasalamento das espécies: enquanto os bandos de queixadas parecem funcionar
como unidades reprodutivas, a estrutura social mais flexivel dos catetos, em vida livre, parece
favorecer a maior diversidade genética nessa espécie, dessa forma, quando se estabelece uma
popualagao cativa, sua diversidade genética, que ¢ um reflexo da diversidade total, também ¢
maior. Foram encontrados mais individuos aparentados entre a populagao de queixadas do que
na de catetos, o que pode ser uma conseqiiéncia dos padrdes reprodutivos das duas espécies. Os
marcadores descritos aqui podem ser utilizados para estudos populacionais dessas duas espécies,
que podem embasar futuros programas de manejo e conservagao necessarios para a manutengao
das mesmas.



ABSTRACT

The tayassuidae family, order Artiodactyla, occurs exclusevely in the American continet
and has three extant species: Tayassu pecari, the White-lipped peccary, Pecari tajacu, the collared
peccary, Catagonus wagneri, the chacoan peccary. The existence of a fourth species in the family,
Pecari maximus, recently discovered, is being discussed. White-lipped peccaries occur from
southern Mexico through northern Argentina, while collared peccaries have a wider distribution:
from southern United States through northern Argentina. Both species play key roles in the
ecossystem, being part of the trophic chain and acting as seeds predators and dispersers. They are
hunted in various levels throughout thier range and suffer with habitat changes provoked by
humans.Microssatellites are short repetitive sequences of DNA found all over the genome and
present a high degree of polimorphysm, codominance and are selective neutral, therefore being
considered a ideal molecular marker for populational studies. The flanking regions of these
microssatellites tend to be conserved among related species, wich makes possible the cross
amplification. The aim of this work was to describe and charaterize microssatellite loci for Tayassu
pecari and to test their aplicability to population studies of Pecari tajacu. A partial enriched genomic
library was constructed through the DNA cleavage with restriction enzymes, hybridiztion of the
fragments with repetitive biotinilated probes and magnetic recovery of hybrids with streptavidin-
coated magnetic beads. Among 192 recombinant clones that were sequenced, 60 repetitive
regions were obtained. Design of primers was possible for 19 of them and they were tested in 30
individuals from a wild population of White-lipped and 23 from a captive population of collared
peccaries. 13 loci amplified in the White-lipped peccary population and ten of them polimorphyc.
The genetic diversity in this population was considered moderated, two loci deviated from
Hardy-Weinberg Equilibrium in response to the presence of an homozygous excess caused by
null alleles. The genetic diversity found in the collared peccary population was slightly higher,
probably due to the mixed origin of the animals. This difference may also be a result of different
patterns or reproduction in the two species: while White-lipped herd seem to function as a
relatevely closed reproductive units, the social flexibility of collared peccaries that occurs in the
wild may favour the genetic diversity in the species, so when a captive population is established,
its genetic diversity, as a reflex of the total genetic diversity, is also higher. There were more
related individuals in the White-lipped population than were found for the collared population,
which might be a consequence of the reproductive patterns of the two species. The genetic
markers described here can be used in for popualtion studies in both species, and may base
future managment and conservation programs for the maintaince of the peccaries.
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INTRODUCAO

Familia Tayassuidae

A subordem Suiformes, da ordem Artiodacytla, divide-se em trés familias atuais:
Hippopotamidae, Suidae e Tayassuidae (Groves e Grubb 1993). A Familia Tayassuidae teve
sua origem no Sudeste da Asia, no inicio do Eoceno, quando divergiu da familia Suidae
(Groves e Grubb 1993). A migracao para a América do Norte ocorreu durante o final do
Eoceno, entre 36 e 38 milhoes de anos atras (Ducrocq 1994). Atualmente existem trés
espécies pertencentes a essa familia: Catagonns wagneri, o tagua, endémico do Chaco
Paraguaio, Tayassu pecari, a queixada e Pecari tajacu, o cateto, sendo que todas ocorrem
exclusivamente no continente Americano (Oliver 1993). A existéncia de uma quarta espécie
na familia, Pecari maximus, descrita recentemente (van Roosmalen et al. 2007), vem sendo
discutida desde a publica¢ao de sua descrigao, em 2007.

O registro féssil indica que os taiassuideos extintos foram um dos primeiros grupos
da América do Norte a migrar para a América do Sul, apds a formagao do istmo do
Panama (Marshall 1985), no final do Plioceno.

Segundo Gongora e Moran (2005), T. pecari e C. wagneri sio mais proximos entre si
do que em relagao a P. fgjacn. A divergéncia entre o grupo formado pelas espécies T. pecari e
C. wagneri e P. tajacu deve ter ocorrido entre o final do Mioceno e o meio do Plioceno, ou
seja, antes da coloniza¢ao da América do Sul. Ja a divergéncia entre as queixadas e os taguds
provavelmente aconteceu entre o final do Plioceno e o inicio do Pleistoceno, quando o
ancestral comum dessas duas espécies ja ocupava a América do Sul (Theimer e Keim 1998).

P. masxcimus, por sua vez, seria mais proximo dos catetos (van Roosmalen et al. 2007)
do que das outras espécies da familia. A existéncia dessa espécie, no entanto, tem sido
contestada, por ser considerado que as caracteristicas genéticas, morfoldgicas,
comportamentais e ecologicas analisadas por van Roosmalen et al. (2007) foram limitadas e
insuficientemente analisadas (Gongora 2008; Gongora et al. no prelo). De acordo com
Gongora et al. (no prelo), as caracteristicas descritas para a suposta nova espécie coincidem
com o extremo maximo da distribuicao dessas caracteristicas tanto em catetos como em
queixadas. Além disso, descobriram que os dados moleculares apresentados por van
Roosmalen et al. coincidem com os ja reportados para as diferentes subespécies de P. fajacu.

Para a confirmacao do status de nova espécie conferido a P. maximus, sao necessarios mais
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estudos e amostragem mais ampla, tanto do ponto de vista ecolégico e comportamental,
bem como um levantamento mais compreensivo da genética desse grupo, através da

utilizacdo de marcadores moleculares mais informativos.

Queixadas

Atualmente, as queixadas distribuem-se do sul do México até o norte da Argentina
(Mayer e Wetzel 1987; March 1993, Figura 1). Dentro dessa grande area, habitam florestas
tropicais (Amazonica e Mata Atlantica), pantanal e cerrados e, apesar de nio ser encontrado
na caatinga brasileira, também habitam regides aridas da Argentina (Tiepolo e Tomas

2006).

Residente

* * * | Extinta

Figura 1. Mapa da distribujééo geografica da espécie Tayassu pecar,
evidenciando as regiGes nas quais ainda se encontra e nas quais ja ¢é
considerada extinta. Adaptado de Reyna-Hurtado (2008).
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E considerada como uma espécie frugivora, embora possa se alimentar também de
caules, folhas e até mesmo restos animais (Kiltie 1981; Kiltie e Terborgh 1983; Barreto et
al. 1997; Altrichter et al. 2001), sendo esse ultimo item de sua dieta um complemento
importante, que pode estar relacionado ao seu sucesso reprodutivo (Bodmer 1989).

Um adulto médio pesa em torno de 33 kg, sendo as fémeas maiores que os machos.
A espécie apresenta pelagem comprida e dura, de coloragao marrom escuro a negra, com
uma mancha clara ao longo da mandibula, de onde vem o nome popular de “queixada”
(Tiepolo e Tomas 20006). As queixadas sao encontradas ativas em qualquer hora do dia ou
da noite, embora pareca haver uma preferéncia pelas primeiras horas da manha
(Nascimento 2004).

T. pecari forma bandos grandes, muitas vezes excedendo os 200 individuos (Mayer e
Wetzel 1987, March 1993). No entanto, vem se tornando cada vez mais dificil o encontro
com bandos desse tamanho, ja que se restringem a grandes areas continuas de florestas
remanescentes (Tiepolo e Tomas 2006). Por ser a unica espécie de ungulado neotropical a
formar bandos grandes, extingdes locais podem apresentar impactos profundos na
biodiversidade da floresta (Groves e Grubb 1993), uma vez que nao ha redundancia
ecologica nesse aspecto.

As queixadas possuem uma glandula dorsal que produz uma secrec¢ao de forte odor,
responsavel pelo reconhecimento individual e pela coesao social dos bandos (March 1993),
dentro dos quais ha uma hierarquia social, na qual as posi¢oes mais altas sio ocupadas
pelos machos. Essa organizagao diminui a ocorréncia de interagoes agonisticas que, quando
acontecem, sao, geralmente, ritualizadas. Os machos dominantes também tem prioridades
no acasalamento (Byers e Bekoff 1981).

Observagoes de queixadas em floresta continua mostram que esses animais ocupam
um grande espaco territorial (Fragoso 1998; Carrillo et al. 2002; Keuroghlian et al. 2004) e
seus movimentos e sua distribui¢io no ambiente podem ser uma resposta a disponibilidade
de frutos (Bodmer 1990; Carrillo et al. 2002). O padrio de movimentacio e ocupacio
territorial é ora descrito como migratério (e.g. Bodmer 1990), ora como nomadico (e.g.
Kiltie e Terborgh 1983; March 1993). Apesar dessa divergéncia; é consenso que a espécie

necessita de uma grande area de vida.
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Catetos

Os catetos possuem uma maior distribuicio geografica que as queixadas, estando
presentes desde o Sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina (Figura 2, Bodmer e
Sowls 1993), sendo a mais plastica das espécies e ocupando a maior variedade de habitats
da familia (Castellanos 1983; McCoy et al. 1990; Suarez 1993; Taber et al. 1994; Judas e
Henry 1999; Bodmer e Sowls 1993; Tiepolo e Tomas 2000).

Residente

* * * | Extinta
. .

Figura 2. Mapa da distribuicio geografica da espécie Pecari tajacu,
evidenciando as regides nas quais ainda se encontra e nas quais ja ¢
considerada extinta. Adaptado de Beck et al. 2008.

Os habitos alimentares sao bastante similares aqueles das queixadas (Kiltie 1981;
Kiltie e Terborgh 1983; Barreto et al. 1997; Altrichter et al. 2000), no entanto, sendo a
espécie de maior adaptabilidade, sua alimentacao pode ser grandemente influenciada pelo

habitat de cada popula¢ao (Kiltie 1981; Bodmer 1989; Bodmer e Sowls 1993). Apresentam

atividade diurna e crepuscular, alimentando-se, geralmente, nas primeiras horas da noite
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(Sowls 1984; Nascimento et al. 2004). Essa espécie ¢ a de menor porte entre as trés
espécies de Tayassuidae existentes (Bodmer e Sowls 1993). A pelagem varia de marrom a
negra, salpicada de branca; possui uma crina de pelos mais longos que se estende até as
ancas e possui um colar branco sobre o pescogo, disposta de forma obliqua desde o dorso
até os ombros (Tiepolo e Tomas 2000).

Como todos os taiassuideos, sio animais altamente sociais, mas que formam
bandos menores, geralmente, entre dois e 50 individuos (Robinson e Eisenberg 1981).
Descansam em grupos pequenos, de trés ou quatros individuos (Sowls 1984) e podem
juntar-se temporariamente para explorar um recurso abundante (Castellanos 1983). Os
grupos sociais, formados por machos e fémeas, sio mantidos através de vocalizagdes e de
sinais olfativos, liberados pela glandula dorsal (Byers e Bekoff 1981), tal como as queixadas.
As diferencas observadas entre catetos e queixadas quanto a conformagao de seus bandos
tem uma grande importancia para a conservagao dessas espécies, uma vez que influi
na suscetibilidade a pressio de caca (Peres 19906): a formacao de um bando maior permite
que mais animais sejam abatidos por empreitada (Kiltie 1980), fazendo com que as
queixadas sejam mais ameagadas por essa pressao especifica do que os catetos.

Essas duas espécies vivem em simpatria na maior parte de sua ocorréncia (Grubb e
Groves 1993). A co-ocorréncia dessas espécies deve-se a alguns aspectos comportamentais
que divergem entre as mesmas, causando uma diferenciagiao de nicho. Kiltie (1982) propds
que a for¢a da mandibula poderia ser um fator de diferenciagao: queixadas, que apresentam
maior for¢a na mordida, exploram sementes mais duras que aquelas consumidas por
catetos, apesar de haver bastante sobreposicao nos itens alimentares consumidos pelas duas
espécies (Barreto et al. 1997). As queixadas também parecem apresentar uma predilecio
por habitats mais umidos que os catetos (Bodmer 1990; Keuroghlian e Eaton 2008; Vidolin
et al. 2008). Fragoso (1999) sugeriu que poderia haver uma diferenciagaio no modo como
essas duas espécies percebem o ambiente e, consequentemente, na maneira como o
exploram: em virtude do tamanho e da maior rigidez social do grupo, as queixadas
enxergam o mosaico de ambientes de uma maneira mais ampla que os catetos e, dessa
forma, ocupam nichos diferentes em um dado momento. Nascimento et al. (2004)
apontam também para a diferenca no horario de preferéncia para alimentacao como um
fator de diferenciacio.

Tanto os catetos quanto as queixadas possuem papéis ecoldgicos fundamentais.
Representam uma importante parcela da alimentagdo de grandes felinos. As ongas pardas,

por exemplo, sio capazes de tolerar razoavelmente bem mudangas no ambiente em
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decorréncia da agdo humana, desde que essas ndo se traduzam em redugdo na
disponibilidade de suas presas (Redford e Fonseca 1986, Silva 1994). Sio também
importantes na dinamica da regeneragao florestal, uma vez que atuam como predadores e
dispersores de sementes (Kiltie 1981; Bodmer 1991; Altrichter et al. 2001).

As duas espécies sao afetadas por perda e destruicio de habitats, fragmentacio e
caga (Cullen Jr. 2000), embora T. pecari seja mais vulneravel. Em alguns locais de sua
ocorréncia, no entanto, essas pressdes sao mais ou menos importantes, dependendo do
bioma no qual se encontram, da cultura da populagao local e do estado de conservagao da
regido. Na floresta amazonica (ndo apenas na parte brasileira), por exemplo, a caga,
principalmente a ilegal, realizada para obtencao de carne e peles para o comércio, é um
fator mais determinante que a fragmentacao e a perda de habitats (Peres 1996; Bodmer et
al. 1988). Nessa regiao 1. pecari e P. tajacu sao as espécies cinegéticas mais exploradas (Kiltie
1980; Redford e Robinson 1987). Ja nas regides mais meridionais de sua ocorréncia, onde a
ocupagao humana ¢ mais intensa, a fragmentacio e conseqiiente diminui¢io da area
disponivel para ocupacdo parece ser mais determinante, embora ocorra em sinergismo
com a caga ilegal (Cullen Jr. 2000; Keuroghlian et al. 2004); tanto que, dos sete estados do
sul e sudeste do pais, essas espécies encontram-se em algum grau de ameaga em seis
(Chiarello et al. 2008). Nessa regidao também vem sendo reportada queda na freqiiéncia de
avistamento e declinios populacionais, sobretudo de queixadas (Aratgjo et al. 2008; Neri
2004). Além disso, essas espécies constam no Apéndice II do Cites, a Convencio
Internacional sobre o Comércio de Espécies Ameagadas, do qual o Brasil ¢ signatario.
Nesse apéndice constam aquelas espécies que, embora nao estejam imediatamente
ameacadas de extin¢do, podem passar a sé-lo, caso seu o comércio nio seja fortemente

regulado (CITES 2010).

Genética da Conservagio

A Biologia da Conservagdo ¢ um campo multidisciplinar, que se desenvolveu
bastante nos ultimos dez anos em resposta a atual crise da biodiversidade e tem como
objetivos, além de entender como as alteragdes antropicas afetam as espécies, comunidades
e ecossistemas, usar esse conhecimento na preven¢ao da extingao de espécies (Primack e

Rodrigues 2001).
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A biodiversidade geralmente é considerada em trés niveis: dos genes, das espécies e
dos ecossistemas. A diversidade genética compreende a variagao de genes e alelos em um
grupo taxonémico, responsavel por conferir-lhe potencial evolutivo (Frankham et al. 2008).
A Genética da Conservacdo preocupa-se, entio, essencialmente em manter o potencial
evolutivo nos ecossistemas naturais. Sendo assim, o tempo dos processos com os quais lida
difere significativamente do tempo de a¢do para que esses processos sejam mantidos, frente
a atuacao humana nos sistemas naturais (Frankel 1994).

Espécies ameacadas estdao expostas a fatores deterministicos (como destrui¢do e
fragmentacao de habitats, super-explora¢ao ou polui¢dao) ou estocasticos (demograficos,
genéticos ou catastroficos) que podem leva-las a extingdo (Shaffer 1981). Tais espécies
usualmente apresentam reduzido tamanho populacional, ou estio em declinio, o que pode
aumentar sua suscetibilidade a extingdao, uma vez que em populagdes pequenas a perda de
diversidade genética ¢ intensificada e isso pode causar prejuizos como redugao no tamanho
populacional efetivo, depressio endogamica e perda de potencial evolutivo (Frankham et
al. 2008).

Ha varios tipos de marcadores moleculares que podem ser utilizados no estudo de
populacdes, ¢ a decisao de qual o marcador ideal para cada tipo de analise depende do
objetivo da mesma (Vignal et al. 2002). Dentre os marcadores disponiveis, os
microssatélites sao os que vem sendo mais largamente aplicados em estudos de genética

populacional nas ultimas décadas.

Uso de Microssatélites em estudos populacionais

Os microssatélites, também chamados de Simple Sequences Repeat (SSR) ou Short
Tandem Repeats (STR), sdo sequéncias curtas de DNA, de um a seis pares de bases, repetidas
em fandems, que podem ser largamente encontradas no genoma dos eucariotos (Tautz e
Renz 1984, Tautz 1989). Estio presentes em regides codantes, introns ou regides nao
codantes e sao caracterizados pelo elevado polimorfismo detectado em seus locos (Zane et
al. 2002). Os microssatélites podem ser classificados de acordo com o numero de
nucleotideos de suas unidades repetitivas (#o#ifs ou motivos) em mono-, di-, tri-, tetra-,
penta- ou hexanucleotideos. Em relagio a composi¢ao, podem ser classificados em
perfeitos, quando nao ha nenhuma base interrompendo a sequéncia, imperfeitos, quando

ha uma tunica base interrompendo a sequéncia, interrompidos, quando uma pequena
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sequéncia encontra-se dentro dos motivos ou compostos, quando dois microssatélites estao
justapostos (Oliveira et al. 2000).

Para explicar as altas taxas de mutagdo presentes nesses locos, que variam de 107 a
10° nucleotideos por loco por geracio (Schldtterer 2000), varias hipéteses tem sido
aventadas: Crossing-over desigual, durante o qual ocorre inser¢io em um cromossomo e
dele¢ao em seu homologo (Oliveira et al. 2006) ou deslize da DNA polimerase (DNA
slippage), durante a replicagdio ou reparo da sequéncia de DNA (Strand et al. 1993),
provocando uma variagao no nimero de repeti¢des (Schldtterer 2000). Assim, os diferentes
alelos de um loco microssatélite sao caracterizados por seus tamanhos, determinados pelo
nimero de repeticdes (Estoup et al. 1999) e o acimulo desse tipo de varia¢ao ocorre mais
rapidamente do que mutagoes pontuais ou eventos de insercio/delecio (Brown et al.
1980).

O modelo tedrico Stepwise Mutation (SM) é um dos modelos para a descri¢ao de
como ocorre a evolu¢ao dos microssatélites. Segundo esse modelo, cada mutacio pode
aumentar ou diminuir uma repeti¢ao, com a mesma probabilidade (Kimura e Otha 1978).
De acordo com o modelo Infinity alleles (I1A), cada mutagao cria um alelo novo e o numero
de repeti¢Oes varia aleatoriamente. Di Rienzo et al. (1994), no entanto, considera o modelo
Two-phase (TP) mais apropriado, pois considera que na maior parte das vezes a mutagao
causa a alteracao de apenas uma repeticao, mas nao exclui a possibilidade de alterarem-se
varias repeticoes em um unico evento (Oliveira et al. 2006). Deste modo, o modelo TP
englobaria melhor a complexidade na evolugao desses marcadores.

Dentre todas as classes de marcadores moleculares, os microssatélites sao os que
mais se aproximam de um marcador ideal para o estudo de genética de populagdes, pois
sao abundantes e distribuidos uniformemente pelo genoma, sao codominantes e altamente
polimoérficos, possuindo o maior conteudo informativo por loco de todos os marcadores
moleculares. Como sdao mais raros na regiao codificadora, esses marcadores nao estio tio
sujeitos a agao da selecdo natural, ou seja, sao seletivamente neutros, outra vantagem no
estudo de populagdes naturais (Weber e Wong 1993).

As sequéncias que flanqueiam os locos microssatélites usualmente sio bem
conservadas dentro de uma mesma espécie, o que permite a confeccio de primers
especificos a serem usados em reagdes de PCR (Polymerase chain reaction) para amplificar os
fragmentos contendo as sequéncias repetitivas. A presenca de regides flanqueadoras
altamente conservadas tem sido observada também entre espécies relacionadas (Moore et

al. 1991), o que possibilita que microssatélites possam ser utilizados em estudos
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populacionais de espécies proximas. Geralmente, o numero de locos heterélogos que
amplificam com sucesso decai com o aumento da divergéncia entre as espécies (Moore et
al. 1991; Peakall et al. 1998; Primmer et al. 2005). Apesar disso, a utilizagdo de locos
heterélogos tem apresentado sucesso em uma grande gama de espécies (e. g. Yin et al.
2009; Machado et al. 2009; Ma et al. 2009). Considerando que o isolamento de novos locos
microssatélites exige investimento e tempo consideraveis, o uso de locos ja descritos para
outras espécies pode ser uma alternativa viavel para estudos populacionais (Wilson et al.

2004).

O Pantanal e a Megafauna

O Pantanal Brasileiro é a maior planicie inundavel do mundo, ocupando cerca de
38% da 4rea da Bacia do Alto Paraguai, o que corresponde a 138.183 km? (Silva e Abdon
1998). O Pantanal ocorre nos estados brasileiros de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(Figura 3), sendo este dltimo responsavel por aproximadamente 65% da area dessa
fisionomia (Silva e Abdon 1998) e se estende para a Bolivia e o Paraguai (Carvalho 1980).

O Pantanal é uma bacia sedimentar formada no perfodo quaternnario e preenchida
com sedimentos aluviais da bacia do Alto Paraguai. A baixa declividade, que dificulta o
escoamento da agua, propicia o aparecimento de ambientes caracteristicos, associados a
vegetacdo em mosaico (Adamoli 1982). O cerrado corresponde a formacio mais
representativa da vegetacao do Pantanal (36%), seguida pelos campos naturais (31%).
Floresta estacional semidecidual de terras baixas e matas de galeria ocupam, juntas,
aproximadamente 6 % da area do Pantanal (Silva et al. 2000).

O clima ¢ quente, com pluviosidade média entre 800 e 1400 mm/ano, sendo que
80% da chuva concentra-se nos meses de novembro a marco (Cadavid-Garcia 1984), e ha
uma defasagem entre o pico das chuvas e os picos de inundagao (Cole 1960), que varia
regionalmente.

As inundagdes, que ocorrem de forma periddica na regido, sao provocadas por um
gradiente topografico extremamente suave, que dificulta o escoamento da agua proveniente
do planalto adjacente (Carvalho 1986). De acordo com o conceito de pulso de cheia,
proposto por Junk et al. (1989), tanto a alta biodiversidade quanto a grande produtividade
presentes nesse ecossistema ocorrem em funcdo das cheias: a cada ciclo de cheia a

decomposi¢ao dos materiais organicos e inorganicos contribui para a alta produtividade,
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além de fornecer larga diversidade de habitats e nichos, suportando elevado numero de
espécies, que mantém entre si niveis baixos de competi¢do (Alho e Gongalves 2005). O
Pantanal tem uma grande importancia biogeografica na regiao central da América do Sul,
pois atua como barreira a dispersio de algumas espécies, enquanto funciona como um
corredor de biodiversidade para outras, propiciando seu fluxo génico, além de servir como

criadouro de muitas espécies animais (Brown Jr. 1986, pg. 137).

LEGENDA
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3. PLANALTO DE MARACAJU
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Figura 3. Mapa da porcao brasileira da Bacia do Alto Paraguai,
destacando a planicie pantaneira (em verde mais claro) e os planaltos que a
delimitam (1-4) (Uetenabaro et al. 2008).
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Assim como na composicao floristica, a fauna pantaneira sofre impressionante
influéncia do Cerrado e, em menor escala, da regido amazonica e chaquenha (Rodrigues et
al. 2002).

Cerca de 120 espécies de mamiferos ocorrem no Pantanal (Mourio et al. 2000;
Tomas et al. 2000). A regidao nao possui altos niveis de endemismo (Miiller 1973; Freitas
2003), quando comparada a outros biomas brasileiros (Myers et al. 2000) apesar de
surpreender pela diversidade e alta densidade populacional que suporta (Brown Jr. 1996;
Rodrigues et al. 2002; Alho e Gongalves 2005; Lacher Jr. et al. 1986), abrigando populagoes
de algumas espécies ameagadas, como o cervo-do-pantanal, os tamanduds e a onga-pintada
(Alho e Gongalves 2005). Tanto que é considerado como um dos 200 locais mais
importantes para a conservagao da biodiversidade mundial (Olson e Dinerstein 1998).

Ha uma variacio sazonal na abundancia de mamiferos, relacionada a sazonalidade
dos habitats criados pelos ciclos de cheia-enchente. Os campos inundaveis representam o
tipo de habitat preferido pela maior parte das espécies, nos quais ha uma maior freqiiéncia
de avistamento durante o periodo de seca, quando estio expostos, seguido pela fisionomia
cerradao e matas galerias (Mamede e Alho 20006).

Em recente revisao (Machado et al. 2000), foram delimitadas 294 areas prioritarias
para conserva¢ao no Cerrado e no Pantanal, frente a 87 indicadas pelo Ministério do Meio
Ambiente em 1998 (MMA 2002). Essas areas localizam-se em fronts de expansao de
atividades agropecuarias. Machado et al. (2006) indicam, por isso, uma preocupa¢ao muito
grande em relacdo a necessidade de se estabelecerem politicas de regulamentacao do uso do
solo nessa regido, considerando que, se for deixado para que as relagdes comerciais
determinem qual sera o uso da terra, certamente muitas areas prioritarias para a
conservagao da biodiversidade serdo impactadas pela expansio do agronegdcio.

As ameagas mais proeminentes ocorrem em virtude de sua irreversibilidade e pela
extensao dos impactos causados aos processos ecologicos relacionados aos ciclos de cheia,
mais determinantes do funcionamento do ecossistema e responsaveis por sua
biodiversidade (Freitas 2003). Apesar de a mudanga nos cursos d’agua ocorrer
naturalmente, em razao da sedimenta¢ao, causada pelo lento escoamento (Assine 2003), a
alteragao no uso do solo vem acelerando esse processo e mudando seu padrio natural. O
Pantanal é fortemente dependente dos planaltos adjacentes, uma vez que todo o fluxo de
agua ¢ proveniente do mesmo. O desmatamento e a alteragao do uso do solo nessas regides
aumentam a erosio nos planaltos e sedimentagio dos cursos d’agua da planicie,

modificando fluxo de agua em todo o sistema (Freitas 2003; Harris et al. 2005). O efeito
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cumulativo da constru¢do de diversas barragens; inclusive das consideradas pequenas
centrais hidrelétricas, pode alterar o regime natural de cheias (Girrard 2002). A construcao
da Hidrovia Paraguai-Parand, projetada para a regido, que visa a utilizacio dessas duas
bacias como via de escoamento da produgdo agricola, também tera uma forte influéncia na
hidrodinamica, além de apresentar altos riscos de acidentes ambientais (Harris et al. 2005).

A pecuaria, atividade tradicional na regidao, vem se intensificando nas ultimas
décadas. Com isso, estima-se que aproximadamente 40% dos habitats florestados do
pantanal tenham sido convertidos em pastagens, com plantio de espécies exoticas, até o
ano de 2000 (Padovani et al. 2004; Harris et al. 2005). O fogo, usualmente utilizado para a
renovagao de pastagens e controle de pragas, como o carrapato, frequentemente sai de
controle, causando incéndios, que danificam toda a biota, ¢ uma grande ameaga, sobretudo
no periodo das secas (Macedo et al. 2009).

Além de gramineas para forragem, espécies animais exoéticas também foram
introduzidas no pantanal e algumas dessas populagdes se tornaram ferais, como o bufalo
(Bubalus bubalis) e o porco-monteiro (Sus serofa). O bufalo foi introduzido como alternativa a
criacao de gado nelore na regiao (Harris et al. 2005). Apesar de ndo haver estudos sobre os
impactos causados por essa espécie no Pantanal, ¢ sabido que ela tem causado danos
ambientais de toda a sorte em planicies alagaveis da Australia, em virtude de sobrepastejo,
pisoteamento e compactagao do solo (Hill e Webb 1982; Bayliss ¢ Yeomans 1989). O
impacto das populagbes ferais de S. serofa sobre as espécies de taiassuideos nativos ainda
nao ¢ bem conhecida, embora se saiba que os recursos explorados por essas espécies
coincidem (Herrea et al. 1996). Nao obstante, a situacdo preocupa, ja que essa espécie
encontra-se agora abundante (Alho et al. 1987) e amplamente distribuida pelos diversos
tipos de habitats do pantanal (Gonela 2005; Mourio et al. 2002; Graves 1984). Em diversos
locais do mundo porcos ferais sao considerados pragas: competem por recursos com
espécies nativas, além de poder lhes transmitir doengas, e alteram o padrio de regeneragao
vegetal natural, causando impactos negativos nos ecossistemas (Oliver e Brisbin, 1993).
Apesar disso, sua caga tem sido usada como alternativa para o consumo local de carne
(Harris et al. 2005), o que pode, talvez, diminuir o efeito dessa pressio sobre catetos e
queixadas.

A expansio do setor agricola, altamente tecnificado e com vistas ao mercado
externo, no centro-oeste brasileiro tem aumentado o uso de agrotéxicos, muitas vezes sem
o controle necessario (Silva et al. 2004). Ja foram constatadas contamina¢oes de rios do

Pantanal por diversos agrotoxicos (Alho et al. 1998; Mourao et al. 2002). A mineiragao de
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ouro na regiao de Poconé era feita, até meados dos anos 1990, com o auxilio de mercurio.
Mesmo apos quase duas décadas de sua proibicdo, ainda sao detectiaveis contaminagoes
pelo metal na cadeia tréfica local (Vieira et al. 2004; Fonseca et al. 2004).

Na regido, a caca de taiassuideos para consumo de carne é uma fonte de ameaga
menor, quando comparada a outros fatores, como a perda de habitats e o manejo
inadequado dos recursos hidricos, provavelmente por causa da baixa densidade
populacional do pantanal (Cordeiro 2004). O comércio ilegal de peles e o trafico de animais
vivos é mais expressivo e ameaga diversas espécies, como papagalos, araras e jacarés
(Firmino 2003), além dos taiassuideos. A perseguicao de grandes predadores, especialmente
as ongas parda e pintada, por parte de criadores de gado, sob o pretexto de prote¢io dos
rebanhos vem reduzindo as densidades populacionais desses animais (Alho 1986;
Crawshaw 2002; Dalponte 2002). Embora a caga na regido nio seja uma ameaga muito
grande aos taiassuideos, considerando toda a sua distribuicdo geografica, este ¢ um fator
muito significativo para a conservagao dessas espécies.

Atualmente menos de 3% de toda a area da Bacia Hidrografica do Alto Paraguai
encontra-se sob algum regime oficial de protecao (Harris et al. 2005). As areas estabelecidas
para a conservacao da biodiversidade, entao, englobam apenas uma reduzida fracao daquela
encontrada na regido pantaneira e, infelizmente, muitas dessas unidades nido sio

eficientemente protegidas.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo analisar a variabilidade genética de uma

populacio selvagem de T. pecari do Pantanal Sul Mato-grossense.

Objetivos Especificos

e Isolar e caracterizar iniciadores e locos microssatélites para a espécie T.
pecari;

e Avaliar a diversidade genética dessa espécie em uma populagao do Pantanal;

e Apresentar dados sobre a variabilidade genética dessa espécie que possam
contribuir na elaboragio de esquemas de manejo adequados as reais
necessidades das queixadas;

e Uma vez que a prospec¢ao de microssatélites é dispendiosa, tanto em
termos economicos quanto em relacio ao tempo que demanda, esse
trabalho também visou testar a aplicabilidade dos iniciadores descritos na
espécie relacionada P. #gjacu, bem como avaliar seu potencial em elucidar

questdes populacionais para essa espécie.
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JUSTIFICATIVA

O exemplo da Mata Atlantica e de alguns paises da América Latina, como
Colombia e Equador (Grubb e Groves 1993; Reyna-Hurtado 2008), nos mostram o futuro
de T. pecari caso o histérico de superexplora¢ao niao seja revertido a tempo. Entender a
biologia dessa espécie em ambientes relativamente bem conservados, desde seu
comportamento até sua estruturacdo genética, pode ser util no planejamento de estratégias
de conservagdo em qualquer ambiente, seja qual for seu grau de alteragdo. Marcadores
microssatélites sio ferramentas poderosas para a inferéncia desses aspectos.

Os taiassuideos sdo espécies de grande importancia econdmica, tanto em relagao a
subsisténcia de populagées tradicionais, quanto em relagao a comercializagao (legal e ilegal)
de seu couro e sua carne. Taiassuideos também possuem um importante papel na
manuten¢do da diversidade local dos ecossistemas que os abrigam. Dessa forma, sio
necessarios esforgos para ampliar o conhecimento dessas espécies, visando a construgao de
sistemas de uso sustentavel, de forma a manter seu potencial econémico indefinidamente.

Além disso, apesar de o Pantanal ainda se apresentar uma area continua, a expansao
de unidades de produgao agropecuaria na regiao tende a fragmenta-lo, prejudicando a
existéncia de taiassuideos, sobretudo das queixadas, mais exigentes em termos de qualidade

area e qualidade ambiental.
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MATERIAL E METODOS

Captura dos individuos

Tayassu pecari

Os individuos de um bando de queixadas foram capturados na Fazenda Rio Negro
(19°34°52” §; 56°14’74” O), localizada no Pantanal Sul Mato-grossense, na regiao do médio
Rio Negro. Os individuos foram capturados através do uso de armadilhas-caixa com
mandioca e milho, ou em dois chiqueiros de 2,5m x 2,5m e um chiqueirdo de 5m x5m,
também com mandioca e milho a disposicao, que foram dispostos em locais onde esses
animais costumavam frequentar. As armadilhas eram armadas ao entardecer e checadas no
dia seguinte, pela manha, sendo a distancia entre os pontos de captura, no minimo, 1000m
em linha reta. Foram feitas 24 expedi¢es a campo, divididas igualmente entre os perfodos
de cheia e seca. Os animais capturados eram sedados com zolazepam—tiletamine (Zoletil,
0,9ml/10kg) com o auxilio de uma zarabatana. A coleta de sangue era feita por uma veia
superficial localizada cranialmente a regido da articulacao femoro-tibio-patelar e as amostras
de sangue coletadas eram armazenadas em tubos de coleta a vacuo com EDTA, mantidas
sob refrigeracao até o momento da extragao de DNA. Apods a coleta de sangue, os animais
eram devolvidos, nas armadilhas, ao mesmo local no qual haviam sido capturados e eram

liberados assim que estivessem totalmente recuperados dos efeitos da anestesia.

Pecari tajacn

Também foram estudados um total de 23 individuos de Pecari tfajacn de uma
populagdo cativa da Fazenda Vale Verde, localizada em Sao Miguel Arcanjo, Sio Paulo.
Essa populagao ¢ composta por individuos capturados em diversos locais do Brasil, além
de alguns animais provenientes de zooldgicos.

E importante esclarecer que a coleta de material genético de queixada foi realizada
pelo grupo de pesquisa da Wildlife Conservation Society of Brazil, sob a coordenacao de
Alexine Keuroghlian, entre janeiro de 2001 e agosto de 2006 e que a coleta do material

genético de cateto foi realizada por Cibele Biondo, em 2002.
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Extragiao de DNA

DNA de um individuo de T. pecari da populacio natural foi extraido de uma
amostra de sangue utilizando-se o protocolo Standard Proteinase K e Fenol-cloroférmio,
descrito por Sambrook (1989).

O sangue foi colocado em um Eppendorf de 1,5mL com alcool, centrifugado
rapidamente e o excesso de alcool foi retirado com o auxilio de uma pipeta. Foram
acrescentados 500uL da solucdo de digestao, o material foi agitado e deixado em banho-
maria por uma hora a 37°C. Foram colocados 7ul. de proteinase K 10mg/mL ¢ o tubo foi
deixado em banho-maria por mais duas horas a 42°C, tendo sido agitado suavemente a
cada meia hora. O volume foi dobrado pelo acréscimo de fenol:cloroférmio, agitado por
cinco minutos e centrifugado por 15 minutos a 10000 rpm. Ao sobrenadante foi
acrescentado NaCl 5M, e, posteriormente precipitado com a adi¢ao de etanol 100% gelado
e centrifugacao por dez minutos. O sobrenadante foi descartado e o material foi lavado

com 500uL de etanol 70% gelado, deixado secar em estufa e diluido em TE.

Isolamento dos Microssatélites

Digestao do DN.A
Aproximadamente 4ug do DNA extraido foi digerido com as enzimas de restri¢ao

Rsa 1 (GE Healthcare), de acordo com a reagao abaixo:

Reagente Volume
Tampao da Ligase 10x NEB 2,5uL
BSA 100x 0,25uL
NaCl 5M 0,25uL
Rsal 1,0uL.
Xmn 1 1,0uL.
Total 5,0ul.

A solugao foi deixada no Termobloco a 37°C overnight. Apés o periodo da digestio,
todo o produto foi aplicado em um gel de agarose 1%; através da comparacio com o
marcador de peso molecular Mass Ruller, foram selecionados os fragmentos entre 400 e

1000pb. Os pedagos do gel contendo os fragmentos de interesse foram purificados com o

Kit “Wizard S1” Gel and PCR Clean-up Systens’, da Promega.
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Ligacao dos Adaptadores

Todo o DNA purificado foi ligado aos adaptadores, ou /nkers, conforme proposto
por Hamilton et al. 1999. Os /inkers foram inseridos nas duas extremidades dos fragmentos
de interesse, com o objetivo de criar sitios de ligacdo para a realizagdo das proximas PCRs.

A reagao de ligacdo se deu conforme descrito a seguir:

Reagentes Volume
Linkers (dupla fita) 7,0uL
T, DNA Ligase 2,0ulL
Tampao da T, DNA Ligase 1,5uL
H,O Milli-Q 4,5ul
Total 15,0uL.

Hibridizacao das sondas biotiniladas

Os fragmentos de DNA ligados aos /inkers foram, entao, hibridizados com um
conjunto de oito sondas biotiniladas: (AAAC),, (AAAG),, (AATC),, (AATG),, (ACCT),,
(ACAG),, (ACTC),, (ACTG), A reagao, descrita a seguir, foi realizada de acordo com o

seguinte programa do Termociclador: Desnaturacio inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de
uma rapida queda de temperatura para 70°C, e reducdes de 0,2°C a cada 5 segundos, até
atingir a temperatura de 50,2°C. Em seguida, permaneceu a 50°C por 10 minutos, e foi

postetiormente reduzida em 0,5°C a cada 5 segundos, até atingir 40°C. A reac¢ao foi deixada

no termociclador overnight.

Reagentes Volume
Solu¢ao Hyb (12x SSC, 0,2% SDS) 25ul.
“Mix” de sondas biotiniladas 5ul
DNA ligado aos /linkers 10uL
H,0 10pL
Total 50ul

Captura dos Fragmentos

Para a captura dos fragmentos candidatos foi utilizado o Kit Streptavidin Magnesphere
Paramagnetic Particles, da Promega, seguindo as instru¢oes do fabricante, a saber: o conteudo
de Streptavidin-Paramagnetic Particles foi agitado, até que todas as particulas estivessem
dispersas; o tubo foi, entio, colocado na coluna magnética. Assim que todos os beads se
encontraram concentrados na parede lateral do tubo, o sobrenadante foi descartado,

tomando-se o cuidado de nio retirar nenhum bead. O mesmo processo foi repetido por
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mais trés vezes, adicionando-se sempre 300uL de 0,5 x SSC, seguido por uma ultima
lavagem com 100uL. de 0,5 x SSC. Todo o conteido da reagao de hibridizagdo foi
adicionado ao tubo contendo as sondas e deixado a temperatura ambiente por dez minutos.
O contetdo foi gentilmente misturado, através da inversdo do tubo, por dois minutos. Os
beads foram mais uma vez capturados com o auxilio da estante magnética e o sobrenadante
foi retirado, com o cuidado de nio dissolver o pellet. As particulas foram lavadas quatro
vezes com 300ul. de 0,1xSSC, sendo que apds a ultima lavagem o sobrenadante foi
descartado. O pellet de particulas magnéticas foi dissolvido em 100uL de dgua. As sondas
foram capturas e o DNA eluido, transferido para um novo tubo; foram, entao, dissolvidas
em mais 150ul de agua, totalizando um volume final de 250ul.. O DNA enriquecido foi
precipitado com 25pl. de NaOAc (3M) e 550uL de etanol 95% e deixado por 30 minutos
no freezer a -80°C. Apéds passar por uma centrifugaciao de dez minutos, o sobrenadante foi
descartado e o DNA lavado com 500ul. de etanol 70%, que, entdo, foi centrifugado por

mais um minuto. Apoés ter secado, o pellet foi dissolvido em 25ulL de tampao TLE.

Amplificacao dos fragmentos de DNA enrignecidos
Ap6s a captura dos fragmentos candidatos a terem sequéncias de microssatélites,
uma PCR foi realizada, com um primer nio fosfatado complementar ao /nker, com o

objetivo de aumentar o numero desses fragmentos, que, posteriormente, seriam clonados.

Reagentes Volume
Tampao de amplificagao 10x 5,0uL.
BSA 5,0uL.
dNTP (2,5mM Cf 150uL) 3,0ul
SuperSNX-24 (10uM Cf 0,5uL) 2,5uL
MgCl, (25mM Cf 2mM) 4,0uL
H,O 252ul.
Tag DNA Polimerase (5U/ul) 0,3ul
DNA enriquecido 5,0uL
Total 50,0uL.

A reac¢do ocorreu em um termociclador com a seguinte programacao: desnaturacao
inicial de 95°C por dois minutos seguidos por 25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 20
segundos a 60°C e um minuto e meio a 72°C, com uma extensao final de 30 minutos a

72°C.
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Ligagao e Clonagem do DNA enriguecido
O produto da amplificacdo foi clonado através do kit pGEM-T VVector Systems da

Promega. A reagao descrita a seguir permaneceu overnight a 4°C.

Reagente Volume
2x Rapid Ligation Buffer 5,0ulL
pGem-T Vector 1,0ul.
Produto da PCR 3,0ulL
T, DNA Ligase 1,0ul.
Total 10,0pL.

A transformacdo de Escherichia coli cepa DH5a, competente, foi realizada no dia
seguinte, através de um choque térmico, no qual as bactérias foram mantidas em gelo por
20 minutos, apds os quais, foram transferidas para o banho-seco (Eppendorf) a 42°C por
exatamente 50 segundos. Em seguida, o material foi novamente colocado em gelo, por
mais 2 minutos. Foram adicionados 200ul. de meio de cultura liquido (Circle Grow) e,
entdo, incubadas a 37°, com agitacio constante, por uma hora e meia. Foram preparadas
oito placas de petri contendo 15ml. de meio de cultura sélido (LB-Agar) 15ul. de
Ampicilina, 40ul. de X-Gal 2% e 100ul. de IPTG 2,3%. Em cada placa, 100uL. das
bactérias transformadas foram adicionadas e espalhadas com o auxilio de uma alga de
Drigalski. As placas foram incubadas overnight a 37°C, em uma estufa utilizada apenas para
esse fim.

Apds  esse periodo, as colonias mutantes (brancas) foram transferidas
individualmente para pogos de uma placa (Megatiter, 96 well), contendo 1mlL de meio de

cultura liquido (LB+Ampicilina) e incubadas, com agitagao constante, por 22 horas a 37°C.

Miniprep

Com o fim de isolar o DNA clonado de cada colonia mutante, foi realizada uma
extragdao plasmidial. Apés checar a uniformidade do crescimento das colonias mantidas em
agitacio, a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 6 minutos a 20°C e, entdo, o
sobrenadante foi descartado. Em cada poco da placa foram adicionados 240ul. de GTE
(Glucose 0,92%, EDTA 0,01M, Tris 0,026M), a placa foi selada e levada ao agitador até
que todas as células fossem suspensas. A placa foi entio novamente centrifugada a 4000
tpm por 6 minutos a 20°C e o sobrenadante, descartado. Foram adicionados 80uL de
GTE, a placa foi, mais uma vez, selada e levada ao agitador. Apos essa suspensao, 60uL. do

material foram transferidos para uma placa com fundo em U. Em cada pogo dessa nova
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placa foram adicionados 5ul. de RNAse (10mg/mL) e 60ul. de NaOH/SDS (NaOH 0,2M,
SDS 1%). A placa foi selada com um adesivo fino e invertida dez vezes, a fim de se
homogeneizar a suspensao, que foi deixada a temperatura ambiente por dez minutos. Ao
fim desse periodo, foi dado um pulso de 700 rpm e adicionou-se 60ul. de Acetato de
Potassio (KOAc 3M) a 4°C. Novamente a placa foi selada, invertida dez vezes e deixada na
bancada por dez minutos. Mais um pulso a 700 rpm foi dado, o adesivo, retirado, e a placa,
deixada em estufa por 30 minutos a 90°C. A placa foi entio colocada em gelo por dez
minutos e centrifugada a 4000 rpm a 20°C por mais dez minutos. Todo o volume do
sobrenadante foi transferido para uma placa com filtro, tomando-se o cuidado de nio
remover o pellet, que foi centrifugada a 4000 rpm por seis minutos a 20°C. Acrescentou-se
110uL de isopropanol gelado, a placa foi selada com adesivo grosso e invertida por dez
vezes. Foi, entdo, centrifugada a 4000 rpm, por 45 minutos a 20°C e o sobrenadante foi
descartado. Foram acrescidos 200ul. de etanol 70% gelado e a placa foi novamente
centrifugada a 4000 rpm por dez minutos a 20°C. O sobrenadante foi removido e a placa,
invertida sobre um papel absorvente. O material foi posto em estufa para secagem a 50°C
por dez minutos e, finalmente, 0 DNA foi eluido em 20uL. de 4gua e permaneceu a 4°C

overnight.

Reagao de Sequenciamento
Inicialmente, 96 clones foram seqiienciados em um seqiienciador automatico,
modelo 3100 (Applied Biosystem Inc). A reacdo de seqiienciamento foi realizada com a
- IM

utilizacdo do kit DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare), de acordo

com as especificagoes do fabricante.

Construgao dos Primers e Caracterizagao dos Microssatélites

O programa CID (Freitas et al. 2008), disponivel na rede, foi usado para extrair a
parte das sequéncias correspondentes a0 DNA do vetor e para procurar por microssatélites
e primers. As sequéncias repetitivas encontradas foram, entao, analisadas no programa
Chromas 2, disponivel na rede (http://www.technelysium.com.au/) e o programa Gene
Runner (Hastings Softwares, INC, Hastings, NY, USP) foi usado para o desenho dos

primers.
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Os primers desenhados foram sintetizados com o acréscimo a extremidade 5 dos
primers foward da seguinte sequéncia: 5’-GGAAACAGCTATGACCAT-3’ (Boutin-Ganache
et al. 2001).

Validagdo dos locos

Para a padronizacao das PCRs foram feitos varios testes variando-se temperatura e
concentracao dos reagentes.

Depois de determinadas as quantidades de reagentes para (75 ng de DNA, 0.2 mM
de dNTPs, 1x tampao PCR, 3 pmol do primer reverse, 1 pmol do primer forward, 2 pmol de 6-
FAM ou TET M13(-21) primer, 2.5 mM de MgCl, e 0.5 U de Tag Polimerase (Invitrogen)), a
reacao foi realizada para dois individuos em diferentes temperaturas, variando de 52°C a
60°C, para cada primer, afim de se determinar a temperatura ideal para a realizacio da PCR
de cada loco.

Os locos que apresentaram um satisfatério padrao de amplificagao foram testados
em 30 amostras de DNA da espécie T. pecari provenientes de uma populacio selvagem do
Pantanal. O primer universal M13 ligado ao fluoréforo especifico (TET ou FAM) foi usado
em todas as reagoes para genotipagem. As condi¢oes das PCRs para todos os locos foi:
desnaturacio inicial 2 95°C por 5 minuntos, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 52-58°C e 30 segundos a 72°C com uma extensio final de dez minutos a 72°C.

Os produtos das amplificacdes foram analisados em gel de agarose 2% e
submetidos a genotipagem no Setor de Genotipagem do Centro de Estudos do Genoma
Humano (CEGH) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual de Sao Paulo em
sequenciador automatico modelo MegaBACE 7000 (GE Healthcare) com o auxilio do
software Genetic Profiler (GE Healthcare).

Teste de Amplificagao Heterdloga em Pecari tajacu

Todos os locos descritos para Tayassu pecari, inclusive os que niao obtiveram um

padrio satisfatério de amplificagdo e aqueles que mostraram-se monomorficos na

populagio de queixada analisada, foram testados em uma populagao cativa de Pecari tajacn.
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As PCRs e as genotipagens seguiram o mesmo padrao descrito anteriormente para

T. pecari.

Analise Estatistica dos Locos Genotipados

O software Genepop v. 3.4 (Raymond e Rousset 1995), disponivel na rede, foi
utilizado para o calculo das freqtiéncias alélicas e genotipicas, nimeros de heterozigotos e
homozigotos esperados e observados, equilibrio de Hardy-Weinberg e Equilibrio de
Ligacdo. O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado a partir da hipdtese nula de que os
gametas unem-se aleatoriamente na populagao, através de um teste analogo ao exato de
Fischer (Guo e Thompson 1992); os valores de significancia foram calculados pelo método
Markov-Monte Carlo de cadeia. Os valores criticos para teste de confianga foram ajustados
para multiplas compara¢es usando a correcio de Benjamini e Yekutieli (Benjamini e
Yekutieli 2001).

O fenémeno conhecido como alelos nulos ocorre devido a nao amplificacio de
determinados locos, em razao de alteragoes na sequencia da regiao flanqueadora do loco ou
em virtude da amplificagdo preferencial de um alelo, em detrimento de outros, sendo
normalmente o alelo mais curto amplificado com maior sucesso. Com o programa Micro-
Checker foi verificada a existéncia de alelos nulos e sua freqiiéncia (van Oosterhout et al.
2004).

O conteudo de informacao polimérfica (PIC — polymorphism information content), que é
uma medida a informatividade de cada loco, baseado nas frequéncias alélicas e na
heterozigosidade esperada, foi calculado com o auxilio do programa Cervus 3.0 (Marshall et
al. 1998). Cada loco foi classificado como altamente, razoavelmente ou pouco informativo
com base no seu valor de PIC, sendo altamente informativos aqueles cujo valor de PIC foi
maior do que 0,5, razoavelmente informativos aqueles cujo valor de PIC ficou entre 0,25 e
0,5 e pouco informativos aqueles cujo valor de PIC foi menor do que 0,25 (sensu Botstein et
al. 1980)

A Probabilidade de Identidade (P,;) foi calculada com o programa Gimlet (Valiere
2002) e refere-se a probabilidade de identificar um individuo através do seu genodtipo
multiloco.

Com o programa Bottleneck (Piry et al. 1999), foi buscada evidéncia de gargalos

populacionais recentes. Foi utilizado o teste de Wilcoxon, que admite a utilizagao de menos
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de 20 locos e o modelo de mutagao escolhido foi o Two-Phase (considerando 30% para o
modelo Infinity Alleles e 70% para o Stepwise Mutation).

O coeficiente de endocruzamento (F;, Weir e Cockerham 1984) foi calculado no
programa FSTAT (Goudet 1995). Também considerando a hipdtese nula de unido aleatéria
de gametas na populagdo, os valores de significancia foram estimados através da simulacio
de popual¢bes de gendtipos formadas aleatoriamente. Dessa forma, um valor de P-larger
significativo indica que a propor¢io de Fjg calculado na hipétese nula é maior que a
observada no conjunto de dados e, portanto, o loco possui um déficit de heterozigotos,
enquanto um valor significativo de P-smaller indica um excesso dos mesmos. Nessa analise
os valores de P também foram corrigidos para comparagées seqiienciais com o uso da
correcao de Benjamini e Yekultieli (2001).

O programa ML-Relate (Kalinowski et al. 2006) foi utilizado para o calculo dos
coeficientes de parentesco (r) e inferéncia das relagdes entre pares de individuos. A média
dos coeficientes de parentesco (r,) foi calculada como a média aritmética dos coeficientes
de parentesco de cada par de individuos. Esse programa considera o método de calculo
Maximum Likelihood e é capaz de acomodar alelos nulos nas analises de parentesco, um
fator que pode alterar grandemente os resultados nesse tipo de andlise, quando presentes e

nao considerados.
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RESULTADOS

Prospecgido de Microssatélites e Caracterizagiao Populacional de Tayassu
pecari

Um total de 192 colonias recombinantes foi selecionado e sequenciado. Através da
andlise das sequéncias no programa CID, obtiveram-se 60 (31,25%) regides contendo
microssatélites, sendo que foi possivel a construcao de primers para 19 delas (Tabela 1).

As sequéncias selecionadas foram alinhadas entre si para a identificagao de
microssatélites idénticos, sendo que nenhum foi encontrado. A maior parte dos locos
econcontrados foram tetranucleotideos (52,6%), uma vez que as sondas utilizadas
possufam sequéncia repetitiva com motivo tetranucleotideo, 26,3% foram dinucletideos e

os 21,1% restantes, mono e trinucleotideos ou compostos (Figura 4).

Composto;
5,3%

Mono; 5,3%

Figura 4. Grafico com as porcentagens de ocorréncia de cada tipo
de microssatélite descritos para a espécie Tayassu pecari.

Dos 19 pares de primers testados, 13 (Tabela 2) apresentaram um padrio satisfatorio
de amplificagio (Figura 5) e foram, posteriormente, aplicados em um nimero maior de
amostras (Figura 6). Os locos Tpecl, Tpec2, Tpec8, Tpec9, Tpecl4d e Tpecl9 nio

amplificaram em nenhum dos testes realizados com individuos de queixadas.
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Tabela 1. Relagio dos microssatélites prospectados, a sequéncia dos primers: (F)Primer
Forward e (R) Primer Reverse,0 motivo da repeticdio e o numero de acesso da sequéncia ao

GenBank.

Numero de
Locos Sequéncia dos primers (5’-3’) Motivos Acesso ao

GenBank
Tl TACTGCTGAGCCACANTGG AGpa. (@AM -
e TACCTOTCICCTGTIGECA e v
TPt L GGTAAATAGCTAAACTTGECT AGAAR  Hhdsa
s FEASTETGCCAGTICNG TG o s
TPEC R ECTGTTGTOAACCACTATANTG SEUE
T N
TR R CCAGTTCTAMCIAITAGCA (0TG-
oo TICTTIGCAGATCOTCTCTT -
e PAGEHISHCICICIAGTIGTT 0 s
et EGACTICCCATCATAGETCAG |
etz EETACCTOEATCCCTCTICT ane o
TPecl3 R CTANTACCTATCITGCTGGOA S
Tpecl4 E ?{}gﬁgg (STCX?F%FCS éAngG (TGAA)s HM448413
Tpecl5 E 2? gfgggﬁ?éﬁ%%é&% (AAAC)s...(CAAA)s HM448414
e EBCTICTOCTCAGCTCC) At
ey EACATCGTITCCTCTTCCT
s ECIOCEMGETNICICNGCS  erycery, v
Tpecl9 F: CTGATTCAACCCTAGTCTGG (AAC), i

R: GGGATCCATCAGTAGAATCA

Foram genotipados 30 individuos para cada loco que havia amplificado com

sucesso nos testes anteriores. Os locos Tpecll, Tpecl3 e Tpecl5 apresentaram-se

monomorficos em todos os individuos analisados, sendo os outros dez locos, polimérficos

(Tabela 2). Entre os locos polimoérficos, encontrou-se um total de 32 alelos, sendo que o

numero de alelos por loco variou de dois, nos locos Tpec3, Tpec4, Tpecl6 e Tpecl7, a



37

TpeclO Tpecll Tpecl2

Figura 5. Foto de gel de agarose mostrando os produtos de amplificagdo de amostras de
queixada, obtidos para o teste de gradiente de temperatura, no qual foram testadas seis
temperaturas, para os locos Tpec8, Tpec9, TpeclO, Tpecll, Tpecl2 e Tpecl3,
estabelecidos para Tayassu pecari.

Tabela 2. Caracterizacdo de dez microssatélites polimérficos e trés locos
monomorficos isolados para a espécie Tayassu pecari. T, temperatura de
anelamento. n: numero de alelos (baseado em uma amostra de 30
individuos de queixadas); H_: heterozigosidade observada; H,
heterozigosidade esperada; Pp: valores de significancia para o teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg; os valores significativos, considerando a
correcao de Benjamini e Yekutieli (P <0, 01707), estio marcados (*).

Locos T,(°C) n, Tamanho (bp) H H Puw

Polimériicos
Tpec3 58 2 185-189 0,286 0,299 1
Tpec4 58 2 231-235 0,481 0,465 1
Tpec5 58 3 102-108 0,500 0,566 0,350
Tpec6 58 3 214-222 0,346 0,389 0,297
Tpec7 58 3 136-148 0 0,143 0,0004*
Tpecl0 58 4 241-249 0,696 0,614 0,776
Tpecl2 58 8 211-233 0,704 0,802 0,595
Tpecl6 52 2 229-237 0,178 0,318 0,044
Tpecl? 58 2 170-174 0,036 0,219 0,001*
Tpecl8 54 3 265-273 0,321 0,325 1

Momomotficos
Tpecll 56 1 173 - - -
Tpecl3 52 1 142 - - -
Tpecl5 54 1 132 - - -

oito, no loco Tpec12, com uma média de 3,2 alelos por loco. A heterozigosidade esperada
variou de 0,143, no loco Tpec7, a 0,802, no loco Tpecl2, com uma média de 0,414 ¢ a
heterozigosidade observada variou, nesses mesmos locos, de zero a 0,704, com uma média
de 0,323, niao havendo diferenca significativa entre elas. Todos os locos polimérficos
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto Tpec7 e Tpecl7, nos quais foi
identificado déficit de heterozigotos (P-larger = 0,005 para ambos; Tabela 3), pelo

programa FSTAT, causado pela presenca de alelos nulos, evidenciados pelo programa



Tpecl

Tpecl3

Figura 6. Fotos de géis de agarose a 2%, mostrando os produtos de amplificacdo
obtidos para 27 individuos de queixada, utilizando-se os primers Tpec10, Tpecll, Tpecl2
e Tpecl3 nas reagoes de PCR.
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Micro-Checker, em frequéncia de 0,235 e 0,263, respectivamente. Nao foi encontrado
Desequilibrio de Ligacao significativo entre nenhum par de locos.

O PIC médio para os dez locos foi 0,363, sendo o loco mais informativo Tpecl2 e
o menos informativo, Tpec7 (Tabela 4). Dos dez locos polimérficos, apenas dois foram
considerados pouco informativos (PIC<0,25), seis foram considerados razoavelmente
informativos (0,5>PIC>0,25) e dois foram considerados altamente informativos (PIC>0,5,
Tabela 3, Botstein et al. 1980). O P, calculado para cada loco encontra-se na Tabela 3 e o
P, considerando todos os locos foi de 3,82x10™, o que significa que os locos
caracterizados tem um bom poder de resolugao na identificagao individual.

A analise realizada no programa Bottleneck nao evidenciou nenhum evento de
reducao populacional recente (P=0,375 para o teste de Wilcoxon).

A analise de parentesco, realizada no programa ML — Relate, evidenciou a
existéncia de meio-irmaos, pais e filhos e irmaos completos em frequencia de 13,5%, 9,6%
e 3,4%, respectivamente, na populacao de 30 individuos estudada. A média das estimativas

de parenteco (r,,) calculada para cada par de individuos foi de 0,18 £ 0,3.

Tabela 3. Coeficiente de endogamia (Fjg) de cada loco e da populacio de
queixadas analisada. P-larger: probabilidade do F, calculado ser
significativamente maior que zero. P-smaller: probabilidade do Fg calculado
ser significativamente menor que zero (¥)Valores significativos,
considerando a corre¢do de Benjamini e Yekutieli (P < 0, 01707).
Loco Fi P-larger ~ P-smaller

Tpec3 0,044 0,6450 0,8200

Tpec4 -0,037 0,7350 0,5750

Tpec5 0,118 0,2850 0,8600

Tpec6 0,112 0,2650 0,8700

Tpec7 1,000 0,0050%* 1,0000

Tpecl0 -0,135 0,9100 0,2400

Tpecl2 0,124 0,1600 0,9450

Tpecl6 0,444 0,0500 0,9950

Tpecl7 0,840 0,0050%* 1,0000

Tpecl8 0,013 0,6150 0,7750
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Tabela 4. Probabilidade de Identidade (P,)) e Pohymorphisn Information Content
(PIC) considerando dez locos de microssatélites polimorficos isolados para

queixadas.

Loco P, PIC
Tpec3 0,00021 0,250
Tpec4 0,00041 0,352
Tpec5 0,0282 0,485
Tpech 0,0011 0,350
Tpec7 0,00015 0,135
Tpecl0 0,0151 0,536
Tpecl2 0,0578 0,757
Tpecl6 0,00009 0,272
Tpecl7 0,0002 0,212
Tpecl8 0,00019 0,287
Total/Média  3,82x10™ 0,363

Teste de Amplificagdo Heterdloga em Pecari tajacu

Todos os locos descritos para Tayassu pecari, mesmo 0s que Nao apresentaram um
padrao satisfatorio de amplificacdo e os que foram monomérficos, foram testados,
inicialmente, em dois individuos de Pecari tajacn. Dos 19 locos testados, 15 (Tabela 5; Figura
7) apresentaram um padrao satisfatério de amplificagiao e foram, posteriormente, testados
em 23 individuos de catetos (Figura 8). Os locos Tpecl, Tpec6, Tpec8 e Tpecl9 nio
amplificaram em nenhum dos testes realizados em individuos dessa espécie.

Os locos Tpec7, Tpecl5, Tpecl6 e Tpecl7 foram monomorficos, e os demais,
polimoérifcos na populagao estudada (Tabela 5).

Considerando os locos polimérficos, encontrou-se um total de 48 alelos, sendo que
o nimero maximo de alelos por loco variou de dois, nos locos Tpec3, Tpecll e Tpecl3, a
oito, no loco Tpec2, com uma média de 4,363 alelos por loco. A heterozigosidade esperada
variou de 0,043, no loco Tpec3, a 0,629, no loco Tpecl4, com uma média de 0,432 e a
heterozigosidade observada variou de 0,043 a 0,695 nos mesmos locos. Todos os locos
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto os locos Tpec9, para o qual o Fj foi
significativamente diferente de zero (P-larger = 0,0136; Tabela 06), indicando déficit de
heterozigotos, causado pela presenca de alelos nulos, numa freqiiéncia de 0,2405 e Tpec10,
no qual ndo foi evidenciada a presenga de alelos nulos. Nesse caso, o loco em questao pode
nao estar em equilibrio de Hardy-Weinberg devido a outros fatores, como
endocruzamento, que é comum em populagdes cativas, cruzamento nao-aleatério, selegao

contra heterozigotos, ou em conseqiéncia do efeito de Wahlund, que ocorre em virtude da
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existéncia de subdivisdes na popula¢ao estudada que nao sao detectadas. Considerando que
a populagao ¢ formada por individuos de diversas origens, o efeito de Wahlund pode ser o
responsavel pelo desvio. Nao foi encontrado Desequilibrio de Ligac¢ao significativo entre os
locos.

O PIC médio, considerando os 11 locos, foi de 0,475, sendo o loco mais
informativo Tpec2 e o menos informativo, Tpec3 (Tabela 7). Dos 11 locos, dois foram
considerados pouco informativos, trés razoavelmente informativos e seis altamente
informativos (Tabela 6, sensu Botstein et al. 1980). O P,; de cada loco encontra-se na Tabela
6 ¢ o P, para todos os locos foi de 3,64x10™.

A analise realizada no programa Bottleneck nao evidenciou nenhum evento de
reducao populacional recente (P=0,432 para o teste de Wilcoxon).

O programa ML-Relate mostrou a existéncia de meio-irmaos, pais e filhos e irmaos
completos em frequencia de 10,7%, 8,3% e 6,7%, respectivamente, entre os 23 individuos
de catetos analisados. A média das estimativas de parenteco (r,) calculada para cada par de
individuos foi de 0,19 £ 0,3, a qual nao diferiu significativamente da média calculada para a

populacio de queixadas.

Tabela 5. Caracterizacdo de onze microssatélites polimoérficos e quatro locos
monomorficos isolados para a espécie Tayassu pecari e testados em Pecari tajacn. T
temperatura de anelamento. n;: numero de alelos (baseado em uma amostra de 23
individuos de catetos); H,: heterozigosidade observada; H, : heterozigosidade esperada;
Py valores de significancia para o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg; os valores
significativos, considerando a correcdo de Benjamini e Yekutieli (P < 0, 01650), estio
marcados (¥).

Locos T, =n, Tamanho (pb) H, H, Puw
Polimériicos
Tpec2 54 8 233-273 0,565 0,564 0,879
Tpec3 56 2 186-190 0,043 0,043 -
Tpec4 54 6 228-248 0,478 0,551 0,215
Tpec5 56 4 100-118 0,268 0,304 1
Tpec9 60 4 137-141 0,261 0,549  0,004*
Tpecl0 52 5 245-255 0,522 0,514 0,0104*
Tpecll 56 2 167-171 0,087 0,084 1
Tpecl2 58 5 208-216 0,522 0,461 0,499
Tpecl3 52 2 186-190 0,478 0,463 1
Tpecl4 54 4 249-257 0,695 0,629 0,119
Tpecl8 50 6 257-289 0,522 0,588 0,057
Monomoétficos
Tpec? 58 1 137 - - -
Tpecl5 58 1 128 - - -
Tpecl6 58 1 229 - - -
Tpecl? 58 1 174 - - -
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Tpecll Tpecl3

Figura 7. Fotos de gel de agarose evidenciando os produtos de amplificagao de amostras de
Pecari tajacu, obtidos para o teste gradiente de temperatura, no qual foram testadas seis
temperaturas, com os primers Tepc8, Tepc9, Tepcll e Tepcl3, desenvolvidos para a espécie
Tayassu pecari.

Tabela 6. Coeficiente de endogamia (Fj) de cada loco da populagio de
catetos analisada. P-larger: probabilidade do F; calculado ser
significativamente maior que zero. P-smaller: probabilidade do Fg calculado
ser significativamente menor que zero (¥)Valores significativos,
considerando a corregdo de Benjamini e Yekutieli (P < 0, 01650).

Loco Fq P-larger ~ P-smaller

Tpec2 -0,003 0,6773 0,6182

Tpec3 0,000 1,0000 1,0000

Tpec4 0,135 0,2182 0,9318

Tpec5 -0,140 1,0000 0,5182

Tpec9 -0,016 0,0136* 1,0000

Tpecl0 -0,016 0,5909 0,6182

Tpecll -0,030 1,0000 1,0000

Tpecl2 -0,136 0,8804 0,2773

Tpecl3 -0,033 0,7318 0,6318

Tpecl4 -0,107 0,8773 0,3364

Tpecl8 0,115 0,2682 0,8727

Tabela 7. Probabilidade de Identidade (P) e Pohmorphism Information Content
(PIC) considerando onze locos de microssatélites polimoérficos isolados para
queixadas e testados em catetos.

Loco P, PIC
Tpec2 2,96x10” 0,815
Tpec3 2,96x10™ 0,062
Tpec4 2,78x107 0,680
Tpec5 4,38x10° 0,291
Tpec9 2,65x107 0,432
Tpecl0 4,74x10° 0,616
Tpecll 3,44x10™ 0,099
Tpecl2 8,73x10” 0,531
Tpecl3 9,73x10°® 0,373
Tpecl4 3,39x10° 0,649
Tpecl8 2,76x10™ 0,681

Total/Média  3,64x10" 0,475
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Figura 8. Fotos de géis de agarose a 2%, mostrando os produtos de amplificagao obtidos
para 23 individuos de catetos, utilizando-se os primers Tpec9, Tpecl0, Tpecll, Tpecl2 e
Tpecl3 nas reagdes de PCR.
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DISCUSSAO

Prospecgao de iniciadores para locos microssatélites em Tayassu pecari

Microssatélites ja foram utilizados com sucesso para elucidacio de questoes
demograficas de varias espécies de vertebrados, como, por exemplo, realizacbes de
estimativas populacionais para elefantes (Eggert et al. 2003), ursos marrons (Bellemain et al.
2005), lobos (Creel et al. 2003), morcegos (Sloane et al. 2009) e de tamanho efetivo
populacional (Wang 2009); detec¢ao de estruturagdo populacional e existéncia de fluxo
génico em ongas pardas (Ernest et al. 2003), marsupiais (Hansen et al. 2009), aves (Jones et
al. 2005, Schlosser et al. 2005), lagartos (Urquhart et al. 2009) e anfibios (Wang 2009);
analise de movimentos e migra¢oes em lobos (Luchini et al. 2002), tigres chineses (Wan et
al. 2003), aves (Schlosser et al. 2009) e coiotes (Prugh et al. 2005); detecgao de gargalos
populacionais (Wang 2009, Maudet et al. 2002) e efeito fundador (Schlosser et al. 2009);
para acompanhamento dos efeitos de programas de reintrodu¢ao (Maudet et al. 2002) e
embasamento de programas de reprodugdao em cativeiro (Williams e Hoffman 2009), para
determinagdao de grau de parentesco e diversidade genética (Miller et al. 2003) e para
elucidacao de questdes filogenéticas (Jones et al. 2005).

A ordem Artiodactyla destaca-se pela grande quantidade de espécies de importancia
econdmica que possui, entre eles bovinos, caprinos, ovinos e suinos domesticados e criados
para corte. A utilizacao dessas espécies gerou uma grande quantidade de estudos, sendo
que a maior parte delas possui mapas genéticos bastante completos, com um grande
namero de microssatélites descritos (e.g. Archibald et al. 1995; Barendse et al. 1994; Bishop
et al. 1994; Kemp et al. 1995). Dentro da ordem Artiodactyla, em todas as suas familias,
também existem muitas familias de DNA repetitivo bem conservadas entre os diversos
taxa (Modi et al. 1995), como DNA satélites e elementos do tipo SINE e LINE (Kostia
2000).

Para a familia Tayassuidae, cujas espécies também tem grande importancia
econémica, apesar de nao serem domesticadas, ainda nao havia nenhum iniciador para
marcador microssatélite descrito. Considerando os variados graus de ameaga em que se
encontram as espécies dessa familia, a falta de estudos sobre a diversidade genética ¢ um

grande empecilho para a delimitagdao de planos e politicas de conservagao.
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Entre 60 microssatélites encontrados, foi possivel a constru¢iao de iniciadores para
19 deles, ou seja, 31,7%. A maior parte dos locos para os quais foram construidos
iniciadores sao tetranucleotideos e dinucleotideos. Locos dinucleotideos podem apresentar
stutters, ou seja, a sequencia amplificada difere do loco real por algumas unidades de
repeticdo, dificultando ou mesmo impedindo a identificacdo correta do alelo (Schl6tterer e
Tautz 1992; Sarlo et al 2009). Sanches (2007) sugere a utilizag¢ao de locos dinucleotideos de
menor comprimento para a mitigacio desse problema. Os locos Tpec8, Tpecl0 e Tpecl2,
apesar de serem dinucleotideos com grande nimero de repeti¢oes, nao apresentaram
dificuldades na designacao dos alelos, nem foi evidenciado o fenénemo de stutter bands na
analise realizada pelo programa Micro-Checker.

Os locos descritos apresentaram-se razoavelmente informativos, com o PIC médio
de 0,363, na populagio de queixadas e de 0,475, na populagao de catetos. A P, foi bastante
baixa nas duas populagées, o que significa que esses locos, em conjunto, possuem uma boa
resolugdao para a identificacdo individual, fundamental para estudos que envolvam, por
exemplo, a coleta ndo-invasiva de dados, ferramenta muito util para estudo de espécies

elusivas e/ou de dificil captura.

Amplificagao Heteréloga

A possibilidade de amplificagao heteréloga de locos microssatélites tem sido pouco
explorada, especialmente em espécies neotropicais, que geralmente encontram-se
ameacadas e das quais se dispéem de poucos estudos (Barbaria et al. 2007). Entre os
artiodactilos ha varios estudos que obtiveram sucesso na utilizagdo de iniciadores
heterélogos, tanto dentro de uma mesma familia (Maudet et al. 2003; Beja-Pereira et al.
2004), quanto entre espécies pertencentes a familias distintas (Slate et al. 1998; Gonela;
2003), levando a crer que as regides flanqueadoras desses marcadores encontram-se bem
conservadas dentro da Ordem.

Houve um sucesso de 78,9% na amplificacdo heteréloga dos iniciadores descritos,
sendo que o sucesso de obtencao de locos heterélogos polimérficos foi de 73,3%. Barbara
et al (2007) reportou uma probabilidade de 80% na obtencio de amplificacio heteréloga
entre espécies congéneras de mamiferos e de 70% de ocorréncia de polimorfismo nesses
locos, valores bastante similares ao encontrados no presente trabalho.

No presente estudo, de 19 locos descritos, 12 foram comuns as duas espécies.

Dentre esses, oito locos se apresentaram mais polimorficos em catetos do que em
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queixadas, espécies para o qual foram descritos. Nesses locos, a temperatura de anelamento
utilizada nas rea¢oes de PCR foram menores em cinco locos e iguais em trés aquelas usadas
na reagio para queixadas. F costumeiro abaixar a temperatura de anelamento em testes de
amplificagdo heteréloga, aumentando assim as chances de se obter sucesso na amplificacdo
e polimorfismo na segunda espécie. Entretanto, considerando o grau de divergéncia entre o
namero de alelos apresentados em varios locos entre as duas espécies, ¢ possivel que a
composicao da populagio de catetos, formada por individuos de origens bastante distintas,
tenha maior influéncia na diversidade genética dessa populagdo, em comparagao com a
populacio de queixadas analisadas.

Também nao foi encontrada evidéncia que suportasse a hipotese de Ellegren (1995)
de que tanto a extensio dos locos quanto o polimorfismo diminui em amplificacbes
heterélogas, uma vez que a maior parte dos locos que amplificaram em ambas as espécies
apresentou basicamente o mesmo tamanho de alelos e que um loco (Tpecl3), inclusive, foi
mais longo em catetos e o polimorfismo também foi maior na segunda espécie. Essa
consisténcia entre as amplitudes de variagdo de tamanho dos alelos pode indicar que os
locos sao, de fato, homoélogos nas duas espécies, embora a confirmacao sé possa ser obtida
através do seqienciamento dos fragmentos amplificados em catetos e posterior
comparagao com os previamente seqienciados de queixadas.

O loco Tpec 13 é um bom candidato a ser usado na diferenciagdo das duas
espécies, considerando a grande diferencga entre o tamanho dos alelos encontrados em
queixadas (142 pb) e catetos (entre 186 e 190 pb). No entanto, essa investigacao precisa ser
aprofundada, pois, na populacio de queixadas analisada, o loco se apresentou
monomorfico e, em outras populagoes, nas quais o loco pode vir a ser polimoérfico, o
tamanho dos alelos pode nao ser tio discrepante daqueles encontrados na populacio de
catetos estudada. Alternativamente, nesse caso, pode ter sido amplificado um loco distinto
em catetos. Seria necessario o sequenciamento dessa regido em pelo menos um individuo
de cateto, para comparacao com a sequencia descrita para queixadas, para a verificagao de
se tratarem do mesmo ou loco ou nao nas duas espécies.

A existéncia de trés locos (Tpec2, Tpec9 e Tpecl4) que amplificaram apenas em
catetos, além de se apresentarem polimorficos, aponta para a necessidade considerar todos
os locos descritos em amplificacdo cruzada, incluindo os monomorficos, aumentando as
chances de se ter um maior nimero de locos polimoérficos uteis no estudo da espécie de
interesse. Apesar disso, a sequéncia dos iniciadores Tpecl, Tpec8 e Tpecl9 nio foram

publicadas no GenBank, uma vez que falharam em amplificar nas duas espécies.
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Gonela (2003) encontrou um sucesso de 100% na amplificagao heterdloga de seis
pares de iniciadores desenvolvidos para Swus serofa domestica em queixadas. Silva (2000)
utilizando também seis inciadores descritos para S. s. domestica, reportou um sucesso de
amplificagdo de 83%. O tempo de divergéncia entre o porco doméstico e os taiassuideos é
de 36-38 milhdes de anos (Ducroq 1994). Entre catetos e queixadas ha um tempo de
divergéncia de 3,4 — 7,4 milhdes de anos (Theimer e Keim 1998) e, no presente trabalho,
foi encontrado um sucesso na amplificacio de 75%, considerando apenas os locos que
produziram algum produto de PCR em pelo menos uma das espécies, apesar do tempo de
divergéncia entre os estes dois grupos ser significativamente menot.

Catagonus wagneri é a mais ameagada das espécies de Tayassuidae e também a que
apresenta menor distribuicao geografica (Taber 1993). O conhecimento a cerca dessa
espécie ainda ¢ deficitario, o que prejudica o delineamento de planos de ag¢ao concretos
para a sua conservacao. Sob a atual taxa de deplecio populacional em que se encontra, a
espécie nao se recuperara. Considerando que as queixadas sao mais proximas dos taguds
que dos proprios catetos (Gongora e Moran 2005), nos quais a amplificagao heteréloga
apresentou um grande sucesso, sugere-se o teste de amplificacio dos locos aqui descritos
também nos taguas, na esperanca de que eles se apresentem duteis na obtencao de

informagoes importantes para a conservagao dessa espécie.

Caracterizagdo Genética Populacional de Tayassu pecari e Pecari tajacu

Na populagao de queixadas estudada, o nimero médio de alelos foi de 3,2 e a
heterozigosidade esperada média foi de 0,414. Ja na populacao de catetos, nimero médio
de alelos por loco foi de 4,36, com uma heterozigosidade esperada média de 0,432. Em um
estudo com uma populagao de queixadas, que utilizou seis iniciadores descritos para o
potco doméstico (Gonela 2003), o numero médio de alelos por loco em queixadas foi de
3,17. Ja Silva (2006), usando também seis inciadores de porco doméstico reportou numero
médio de alelos por loco de 4,83 em populagio de queixadas e de 8,5 em populacio de
catetos. Biondo et al. (2008) encontraram, em duas popuala¢oes de queixadas do Pantanal
uma média de 4,2 e 4,4 alelos por loco e heterozigosidade esperada de 0,58 e 0,61 e
observada de 0,58 e 0,68. Apesar de o numero médio de alelos por loco ser bastante
semelhante, os valores de heterozigosidade observada e esperada do referido estudo foram

significativamente mais altos que os encontrados aqui. As duas populagdes apresentaram
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uma baixa diferenciagio entre si, e, portanto, os autores sugeriram que fossem manejadas
como uma metapopulacdo. Essa estrutura de metapopulacdo pode explicar os maiores
valores encontrados de heterozigosidade.

A média de coeficientes de parentesco encontrada nas duas populagdes sao
consistentes com um grau de parentesco proximo, indicando que ha bastante individuos
aparentados dentro das mesmas. Essa informacdo condiz com a existéncia de uma
estrutura familiar complexa dentro dos bandos.

A baixa diversidade genética encontrada na populagio selvagem de queixadas
poderia ser um indicativo da ocorréncia de gargalos populacionais recentes, no entanto,
essa hipotese foi rejeitada pelas analises realizadas com auxilio do programa Bottleneck.
Nesse caso a baixa diversidade pode resultar de aspectos naturais da biologia dessa espécie:
Telles et al. (2003), estudando a variacido genética de diversos bandos através da utilizagao
de marcadores RAPD, encontraram evidéncias de que os bandos de queixadas formam
unidades reprodutivas relativamente fechadas, o que propiciaria a existéncia de taxas de
endogamia naturalmente mais altas. Lage et al. (2008) também encontraram forte
estruturacao entre bandos de queixada. As analises de parentesco realizadas no presente
estudo também indicaram uma ocorréncia de um nimero maior de individuos relacionados
dentro da populagao de queixadas em comparagao com os encontrados na populagiao de
catetos, apesar de as médias de coeficiente de parentesco nao diferirem entre elas. Esse
fator pode ser agravado em resposta a altera¢ao antropica dos ambientes: os bandos
comumente grandes de queixadas tem diminuido por causa da restricio de habitats
continuos (Fragoso 1999). Assim sendo, a tendéncia a endogamia apresentada naturalmente
pode tornar-se mais severa e a populagdo passar a apresentar os efeitos deletérios da
depressao endogamica.

O fato de os bandos de queixadas funcionarem como unidades reprodutivas
influencia na estrutura¢ao populacional encontrada entre esses grupos (Telles 2003; Lages
2008), embora essa diferenciacio nao tenha sido encontrada por Biondo (2008). A
existéncia de estruturagdo populacional influencia nas estratégias de manejo genético
necessarias para a espécie, ja que cada uma das distintas linhagens contribui com a
variabilidade genética total da espécie, influenciando na sua capacidade de apresentar
respostas evolutivas frente a alteragdes ambientais (Franklin 1980; Young et al. 1998;
Bryant e Reed 1999) e; por isso, devem ser consideradas como unidades de manejo

distintas (Frankham et al. 2008; Laikre et al. 2005).
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A estrutura de metapopulagoes descrita em Biondo et al. (2008) provavelmente
ocorre em ambientes menos fragmentados, nos quais os grupos podem apresentar maior
mobilidade. Os bandos também podem se subdividir em periodos de escassez de alimentos
(March 1993), de forma que duas populacdes amostradas nesses periodos possam ser
derivadas de um unico bando maior, que volta a se formar em épocas mais favoraveis.

Apesar de a maior diversidade genética da populagao de catetos desse estudo poder
ser explicada pela origem diversa dos membros da populagdo, a espécie parece apresentar
uma diversidade genética consistentemente maior (Gongora et al. 2002; Silva 20006), o que
pode ser uma consequéncia da maior flexibilidade social (Bodmer e Sowls 1993), que

resulta em menor endocruzamento.

A importancia de se conservar os taiassuideos

O grupo de especialistas da IUCN para a conservagao de porcos, taiassuideos e
hipopotamos estabelece, como prioridades para a conservacio e planos de a¢do para as
queixadas as seguintes iniciativas (March 1993):

e Identificar e monitorar o status populacional, sobretudo nas regides onde a
espécie é mais ameagada;

e Complementar informagdes ja existentes sobre a distribuicdo, status e
habitats da espécie ao longo de sua distribuicio geografica, bem como
sobre a dinamica populacional, area de vida e ecologia dos bandos e realizar

pesquisas sobre reproducao em cativeiro e reintrodugdes;

e Fortalecer areas protegidas que contenham populagdes de queixadas;

e Conducio de estudos sobre a regulacio da caga de subsisténcia, aliados a
realizacdo de medidas educacionais e conservacionistas em areas rurais e

e Implantar medidas que visem a erradicagdo da caga comercial em larga
escala.

Em relagao aos catetos, basicamente as mesmas medidas sdo estabelecidas, apesar
de se apresentarem em um catriter mais preventivo, uma vez que, em virtude de apresentar
maior distribuicdo geografica e ser menos suscetivel as pressoes causadas pelas alteragoes
antrépicas, essa espécie nao se encontra tio ameagada quanto as queixadas (Bodmer e

Sowls 1993).
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Marcadores moleculares altamente informativos, como os microssatélites descritos
aqui para T. pecari constituem ferramentas potenciais que podem ser utilizadas em cada uma
dessas acoes.

Nao ha uma revisio recente a nivel sub-especifico para catetos ou queixadas
(Grubb e Groves 1993). O grau de ameaga imposto a essas espécies varia de acordo com a
regiao geografica (March 1993), de forma que cada sub-espécie esta exposta a diferentes
condi¢bes e, portanto, requer medidas distintas de conservagio, é imprescindivel que
qualquer incerteza taxonOmica seja resolvida. Os marcadores aqui descritos sao
apropriados para esse tipo de analise (Nei e Kumar 2000), em ambas espécies.

As maiores ameagas a sobrevivencia de queixadas e catetos sao a continua taxa de
destruigao de habitats e a sobre-exploracdo através da caga, tanto para subsisténcia, quanto
para comércio ilegal de peles e carne. Esses fatores levaram a espécie a ser considerada
extinta em El Salvador e Uruguai (Mones e Ximemes 1980; Reyna-Hurtado 2008) e
localmente extirpada da maior parte das reservas menores presentes na Mata Atlantica do
Sudeste do Brasil (e.g. Neri 2004; Cullen Jr. 2000), além de constar, sob diferentes graus de
ameaca, em todas as listas de fauna ameacada nos estados do sul e sudeste do Brasil
(Chiarello et al. 2008) publicadas até hoje. Sendo assim, todas as populacbes existentes
necessitam de monitoramento constante (Bodmer e Sowls 1993), tarefa que pode ser
realizada com grande confiabilidade através da coleta nao-invasiva de dados genéticos e
utilizacao de marcadores moleculares.

Declinios populacionais de queixadas tem sido registrados inclusive na Floresta
Amazoénica, o que pode indicar que, mesmo em florestas continuas, populacSes dessa
espécie podem estar fragmentadas (Peres 1996; 2000; 2001).

As espécies Tayassu pecari € Pecari tajacn figuram entre os mamiferos mais explorados
tanto para subsisténcia quanto para comércio (legal ou ilegal) de carne e peles nas Américas
do Sul e Central (Bodmer et al 1994) e, portanto, medidas de conservagao para essas duas
espécies nao podem deixar de contemplar legislacoes especificas que regulamentem a caga e
o comércio das mesmas. A importancia da caga de subsisténcia e a chamada caga esportiva
varia de acordo com a regiao considerada (Bodmer et al. 1988; Cullen Jr. 2000; Peres 2001)
e devem ser abordadas de maneiras diferentes em tais legislagoes, de forma a manter as
populacbes exploradas em niveis produtivos (Bodmer et al. 1988). No Brasil, por exemplo,
qualquer tipo de caga é proibida (Lei de Crimes Ambientais, lei n. 9605, 12 de fevereiro de
1998). No entanto, algumas experiéncias tem demonstrado que a simples proibigio ¢é

menos efetiva do que um programa de manejo que considere a caga de subsisténcia por
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parte de populagSes tradicionais, para as quais essa ¢ a principal, ou mesmo unica, fonte de
proteina da comunidade, e condene a pratica de caga esportiva e para comércio ilegal de
carne ¢ peles (Bodmer et al. 1988). Nesse caso, os programas de manejo devem, sim,
estabelecer restricoes a espécies que podem ser utilizadas, até mesmo para subsisténcia,
como, por exemplo, primatas (Redford e Robinson 1985), bem como monitorar a
sustentabilidade dessa atividade de subsisténcia (Rios 2001).

Além da importancia para a subsisténcia de populagdes tradicionais, a caga e o
comércio dos taiassuideos também tem grande relevancia econdémica no comércio
internacional, movimentando grandes quantias de dinheiro, apesar de esse setor estar
decrescendo a cada ano. Apesar disso, quase nada do lucro obtido através das transagoes
comerciais sao revertidas para o manejo ¢ a manutencao das populagoes dos animais
explorados (Bodmer et al. 1993), evidenciando a insustentabilidade da pratica.

Catetos e queixadas tem um importante papel ecolégico na predagao e dispersao de
sementes (Kiltie 1981; Bodmer 1989; Altrichter et al. 2000) e na regeneracio vegetal (Dirzo
e Miranda 1990). Diversos estudos mostram a importancia das interagoes entre animais e
plantas para a manutencao da estrutura dos ecossistemas (e.g. Asquith et al. 1997; Dirzo e
Miranda 1990; Galetti et al. 20006). Plantas com sementes grandes, por exemplo, podem
depender de grandes mamiferos para sua dispersio (Beck 2000) e, por isso, tendem a ser
mais afetadas pelos efeitos da fragmentacao de habitats. Quando a dispersao ¢ ineficiente,
devido a reducdo na riqueza de dispersores, pode haver um aumento significativo da
competicao entre as sementes e também da predagdo, causando um descréscimo no
recrutamento (Galetti et al. 2006). O pisoteio das plantulas por parte dos herbivoros de
grande porte, como os catetos e as queixadas, por diminuir a sobrevivéncia de plantulas
junto a planta-mae, também tem um papel importante a medida que diminui a competicao
intra-especifica e permite a coexisténcia entre varias espécies vegetais (Beck 20006).
Alteragées na composi¢ao, abundancia e distribuicdo das espécies vegetals tem severos
efeitos sobre o fluxo génico nessas populagdes (Pacheco e Simonetti 2000), o que agrava
ainda mais os impactos das interferéncias antrépicas.

Conservar os taiassuideos significa conservar toda uma gama de interagdes
ecolégicas que ajudam na manutengao da biodiversidade dos ecossistemas onde habitam
(Redford 1992). No entanto, essa empreitada nao sera efetiva caso nao haja um bom
embasamento tedrico para o delineamento de suas ac¢bes praticas, o que s6 pode ser
alcancado através do estudo aprofundado dos varios aspectos da biologia desses animais,

como a dinamica populacional, a estruturagao dos bandos, o padrao de movimentagao e
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ocupagao do territorio, sobretudo em ambientes fragmentados (Taber e Oliver 1993). Com
esses conhecimentos em maos, ¢ possivel se ter uma idéia de como as perturbagoes
antropicas afetam as populagoes dessas espécies e, entdo, elaborar estratégias e planos que
visem a mitigacdo de tais efeitos negativos. Também ¢é possivel se pensar em programas de
recuperacao e reintroducao para essas espécies em locais onde se encontram mais
ameacadas ou extintas.

Os taiassuideos tem um papel fundamental na manutenciao da biodiversidade dos
ecossistemas, por isso justifica-se todo o esfor¢o para sua conservagiao. Além disso, por
precisarem de habitats continuos e bem conservados, sobretudo T. pecari, outras espécies

também podem ser beneficiadas com os planos de a¢do voltados para essas espécies.
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CONCLUSAO

A metodologia empregada na prospecgao de locos microssatélites e na construcao
de iniciadores para os mesmos obteve sucesso. Foram descritos 19 iniciadores, dos quais
dez produziram genétipos polimérficos em queixadas e 11 em catetos.

Com os marcadores, que se mostraram uma boa ferramenta para avaliar a espécie,
foi possivel caracterizar geneticamente a populacao natural de queixadas do Pantanal, na
qual foi encontrada uma diversidade genética relativamente baixa.

A amplificagdo heteréloga desses iniciadores também se mostrou como uma
ferramenta util para o estudo populacional de catetos. A diversidade genética encontrada
nesta espécie foi ligeiramente maior que a das queixadas, embora isso possa ser um reflexo
da composicao diversa da populagio cativa estudada.

E necessario conduzir mais estudos para avaliar melhor a estruturacio genética
entre os bandos de queixada, que parecem funcionar como unidades reprodutivas fechadas,
uma vez que essa caracteristica tem profundas implicagdes sobre 0 modo como a espécie

deve ser manejada, visando seu uso sustentavel e conservagao.
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