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RESUMO

O estudo de populagdes naturais € imprescindivel para compreendermos melhor a sua
dindmica, importancia no ecossistema, necessidade de recursos, nivel de preservacdo das
espécies, entre outras. O cateto (Tayassu tajacu), apesar de possuir ampla distribuicdo
geogréfica e ocupar diversos tipos de habitats, pode sofrer alteracdes no equilibrio de suas
populacdes devido as grandes pressdes sofridas pela caca e alteragdes ambientais. Vale
lembrar que o sucesso reprodutivo de muitas espécies vegetais estd ligado a disseminacado
de frutos e sementes realizada pelo cateto. Considerando a necessidade de preservacao das
espécies silvestres, a aplicacdo de metodologias moleculares ¢ uma das formas de sabermos
como se encontra a diversidade genética dessas populagdes e, a partir dai, criarmos medidas
para trabalhos conservacionistas. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi identificar o
nivel de polimorfismo genético-molecular entre diferentes populacdes de Tayassu tajacu no
Brasil, demonstrando como essas populacdes, sujeitas a tantas interferéncias, encontram-se
na natureza. Foram analisadas amostras de 17 individuos referentes a oito localidades do
Brasil (Cascavel - PR, Foz do Iguagu - PR, Cuiabd - MT, Ariquemes - RO, Rio Branco -
AC, Manaus - AM, Belém - PA, e Carajads - PR). O polimorfismo foi identificado com
marcadores de RAPD. Foram testados 38 primers, sendo que desses apenas nove
forneceram as 30 marcas polimoérficas para o estudo. Foi possivel notar que a maioria dos
individuos da mesma populagcdo ou de populagdes préximas ndo sdo os mais semelhantes
entre si. Individuos de localidade distantes, como os de Foz de Iguacu (PR) e Manaus (AM)
mostraram-se mais semelhantes entre si do que com os animais das suas proprias
populacdes. A variabilidade entre os individuos mostrou-se alta, no entanto nio foi possivel
estabelecer uma correlacio entre a similaridade polimérfica versus distanciamento

geogréafico, provavelmente, devido ao esforco amostral.
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1. Introducao

Atualmente, a familia Dicotylidae € representada por dois géneros com trés
espécies: Tayassu tajacu (cateto), Tayassu pecari (queixada) e Catagonus wagneri (pecari-de-
chaco) (Grubb et al., 1993).

O cateto € o representante de menor porte (cerca de 30 Kg) e de maior
distribuicdo geografica da familia Dicotylidae (Bodmer e Sowls, 1993). Ocupa diversos tipos
de ambientes (florestas tropicais, florestas temperadas, desertos, pantanos, etc.) no Arkansas e
Texas nos Estados Unidos, América Central e América do Sul, demonstrando ser uma espécie
euritopica (Bodmer e Sowls, 1993; Cabrera e Yepes, 1960). Sdo animais de hédbito noturno e
vivem em bandos com cerca de 30 individuos (Bodmer e Sowls, 1993). Seu habito alimentar
€ onivoro e seu pré-estdbmago permite o consumo de itens alimentares bem diversos como
frutos, legumes, pequenos vertebrados, insetos, entre outros (Pinheiro et al, 2001). A
estrutura cranio-mandibular dicotylidae e porcos (Suidae) permite a quebra de itens
alimentares bem resistentes como sementes e legumes (Kiltie, 1981a).

Wright e Duber (2001) verificaram que a espécie Tayassu tajacu sofre grande
pressdo de caca em muitas regides. Muitos animais sdo mortos, pois representam uma das
unicas fontes de proteina para muitas populagdes (Parry et al., 2009) e por atacarem areas de
plantacdes (Pérez e Pacheco, 2006), gerando grandes conflitos para os fins de preservagao da
espécie. A caca desses animais nado interfere apenas na taxa de sobrevivéncia de suas
populacdes (Chiarello, 1999), mas também na reprodugdo de algumas espécies vegetais, ja
que os catetos sao considerados grandes dispersores de sementes (Wright e Duber, 2001), pois
frutos e sementes representam grande parte de sua dieta. Kiltie (1981b) verificou que 71% do
volume estomacal de catetos era composto por partes reprodutivas de vegetais. Apesar de
alguns autores considerarem que a espécie possui hdbito onivoro, Barreto et al.(1997)
sugerem que seu hdbito alimentar seja frugivoro devido as grandes proporcdes de frutos e
sementes encontrados em seu estdmago e fezes.

Outro fator que pode interferir na dindmica dessas populagdes € a
fragmentacdo do hdébitat (Altrichter e Boaglio, 2003). A quebra da continuidade dos
ambientes altera a abundincia de espécies do meio devido a reducdo da édrea e pelo
distanciamento entre os fragmentos florestais remanescentes (Chiarello, 1999). Animais que
possuem dietas ricas em frutos e sementes necessitam de uma drea maior de forrageamento,
pois os frutos apresentam grande sazonalidade de tempo e espaco (Milton e May, 1976).

Assim, a disponibilidade e a qualidade desse item alimentar sofrem grande variacdo (Gentry e
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Emmons, 1987). Além disso, a fragmentacio diminui a dispersdo de sementes
econsequentemente a diversidade de frutos (Wright e Duber, 2001; Tabarelli ef al., 2004). Tal
fato obriga-os a explorarem grandes territorios, com drea domiciliar chegando a 800 hectares
em grupos de 7. tajacu (Sowls, 1984).

A procura por dreas remanescentes pode levar a sobreposicdo de nichos
ecologicos entre diferentes espécies. As espécies Tayassu tajacu, Tayassu pecari e Sus scrofa
apresentam adaptacdes na morfologia cranio-mandibular que auxiliam no consumo de frutos
de cascas rigidas, no entanto a espécie Tayassu pecari possui ainda maior capacidade de
incluir itens alimentares de alta resisténcia em sua dieta, levando a sobreposi¢do dos nichos
ecologicos (Sicuro e Oliveira, 2002). Por isso, a preservacdo do habitat ¢ de fundamental
importancia para a permanéncia em longo prazo das populacdes de pecaris (Keuroghlian e
Eaton, 2008) e para manter a disponibilidade de recursos essenciais a essa espécie, evitando o
seu deslocamento para outras areas, 0 que ocorre em casos de escassez de recursos.

A fragmentacdo dos habitats modifica cinco componentes abidticos do meio:
fluxo de ar, luminosidade, temperatura, umidade do ambiente e umidade do solo (Freideburg,
1998). Essas mudangas afetam as populagdes de diversas formas: menor disponibilidade de
alimento, mudancas comportamentais, redu¢do do cruzamento entre populacdes (menor fluxo
geénico) e outras. Assim, a fragmentacdo do meio e o isolamento das populagdes fazem com
que essas sofram pressdes ambientais diferentes, podendo gerar adaptacdes que se mantidas
ao longo das geragdes, levaram a divergéncia entre elas.

Alguns estudos ja demonstraram um principio de divergéncia entre populacdes de
cateto, principalmente no que se refere ao conjunto cromossdmico. Santos et al. (1995) ao
comparar o cariétipo de espécimes do Brasil com aqueles ja descritos para exemplares do
Estados Unidos (Bernirschke ¢ Kumamoto, 1989) e da Guiana-francesa (Vassart et al, 1994)
verificou mudancas na morfologia dos cromossomos entre os individuos das trés localidades.
Tais modificacdes podem ter sido causadas por inversdes ou translocacdes cromossomicas,
reduzindo o potencial reprodutivo desses individuos devido a falhas durante o pareamento dos
cromossomos na meiose ou produgdo de gametas desbalanceados. Comparando individuos de
diferentes localidades do Brasil Santos et al. (1995) também encontraram modifica¢des
cromossOmicas. Em individuos de Carajds (PA), notou-se que o cromossomo sexual Y
apresentava uma morfologia diferente quando comparado com o mesmo cromossomo de
individuos de outras 8 localidades do Brasil.

Para tentar minimizar os efeitos da predacdo e da fragmentacdao de habitats,

alguns autores como Santos et al.(2009) defendem a criacdo de animais silvestres em
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cativeiro como uma medida de preservacdo do ambiente e das espécies, evitando a caga e
diminuindo o desmatamento. A espécie Tayassu tajacu ja se destacou pelo seu valor
zootécnico (Santos et al, 2009) , no entanto, 0 manejo em cativeiro desses animais deve
adotar medidas rigorosas, pois apds anos de isolamento e melhoramento desses individuos,
uma invasdo desses no ambiente geraria um grande desequilibrio nas populagdes naturais,
devido a competicao por recursos, introducao de doencas, etc., criando ainda mais problemas
para a conservacdo da espécie. Além disso, se animais de populacdes de cativeiro forem
oriundas de populagdes que ja apresentam divergéncia genética, como as citadas acima, corre-
se o risco de produzir animais hibridos, com baixo potencial reprodutivo ou de aumentar a
freqiiéncia dos rearranjos cromossdmicos na populacdo, gerando ainda mais descendentes
com baixa contribui¢do genética as futuras geracdes. Lima er al. (2004) ja verificaram a
ocorréncia de rearranjos cromossomicos de catetos criados em cativeiro (Ponta Grossa - PR),
refor¢ando o cuidado que se deve ter com o manejo.

Todas as pressoes sofridas pelas espécies silvestres, principalmente as causadas
por interferéncia humana sobre o ambiente ou diretamente sobre as espécies, quebram o
equilibrio das populagdes. Na tentativa de restabelecer este equilibrio torna-se necessario
sabermos como essas populacdes encontram-se na natureza e, assim, podermos criar planos
de manejo.

Uma das ferramentas para a conservagdo € a aplicacdo de metodologias
moleculares de genética. Dessa forma, podemos saber como se encontra a diversidade
genética das populagdes e qual é o seu potencial evolutivo e, a partir dai, criarmos medidas
que evitem a endogamia e aumente o fluxo génico (Perez-Sweeney et al., 2006). Populacdes
que possuem maior troca de material genético t€ém maiores chances sobre as restri¢cdes
ambientais (Knapp e Dyer, 1998). A variabilidade genética da espécie permite a sua ocupag¢ao
em um habitat novo e também a sua permanéncia em situacdo de alteracdo ambiental. Cada
populacdo constitui um patrim6nio genético Unico, importantissimo para a reserva adaptativa
da espécie (Araujo, 2007). Além disso, os niveis de variabilidade e endogamia estdo
diretamente relacionados. Evitar a endogamia diminui a freqii€ncia de homozigose, livrando a
populacdo do efeito endogamico, causado, por exemplo, pelo aumento de alelos recessivos
deletérios em homozigose. Portanto, conhecer os niveis genéticos das populacdes € o
primeiro grande passo de qualquer trabalho de conservacdo (Knapp e Dyer, 1998.

Técnicas moleculares de genética tem demonstrado ser uma importante ferramenta
para a conservacdo (Haig, 1998; Perez-Sweeney et al., 2006), buscando encontrar

principalmente a variabilidade genética entre as populagdes. Desde a sua criacdo por Williams
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et al. (1990), a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) mostrou ser uma
técnica de genética molecular muito ttil para estudos conservacionistas (Hadrys et al., 1992;
Fritsch e Riesberg, 1996; Perez-Sweeney et al., 2006). Hadrys et al. (1992) destacam a sua
importancia na identificacio da taxonomia dos organismos, fluxo gé€nico, hibridizagao,
relagdes de parentesco, etc. Todas essas aplicagdes fornecem dados importantes para trabalhos
conservacionistas. O RAPD fornece fragmentos que sdao observados em gel de agarose. O
polimorfismo das bandas representam eventos de mutagdes, permitindo agrupar os individuos
por sua similaridade polimoérfica e obter a variabilidade das populacdes (Perez-Sweeney et al.
2006; Fritsch e Riesberg, 1996).

Uma das principais vantagens da técnica € a utilizacdo de primers de seqiiéncia
aleatdria, sem a necessidade de conhecimento prévio da seqiiéncia do DNA do organismo,
além de um custo menor comparado a outras técnicas (Hadrys et al., 1992; Perez-Sweeney et
al. 2006). Dentre as desvantagens, estd a limitacdo de se detectar apenas individuos
dominantes, impedindo diferenciar individuos homozigotos e heterozigotos (Perez-Sweeney
et al. 2006), além da co-migracdo de bandas de mesmo peso molecular, diminuindo o
polimorfismo encontrado no gel de agarose (Hadrys et al., 1992).

Considerando a importincia da conservacao de populagdes naturais e resultados de
trabalhos que ja verificaram divergéncia genética em populacdes de Tayassu tajacu, o
objetivo deste trabalho foi estimar a diversidade genética de espécimes de Tayassu tajacu
representantes de 8 populagdes (Cascavel - PR, Foz do Iguacu - PR, Cuiab4 - MT, Ariquemes
- RO, Rio Branco - AC, Manaus - AM, Belém - PA, e Carajis - PR) do Brasil analisando o

polimorfismo das amostras de DNA.

2. OBJETIVOS

-Objetivo Geral: Avaliar o polimorfismo genético-molecular de diferentes
populacdes de Tayassu tajacu.

-Objetivos especificos: 1) A partir do estudo do polimorfismo, estabelecer a
similaridade entre os individuos das diferentes populagdes. 2) Correlacionar polimorfismo

versus distanciamento entre as populagdes.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta e conservacdo das amostras
Foram coletadas amostras de sangue total de 17 exemplares mantidos por

instituicdes em oito localidades diferentes do Brasil (Figura 1). Essas foram retiradas dos
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vasos periféricos dos animais com seringas de 10 mL esterilizadas e heparinizadas. O sangue
total foi mantido nas seringas sob condi¢des de baixa temperatura e o restante do
procedimento deu-se em condicdes laboratoriais estéreis. Todas as amostras receberam uma
identificac¢do de acordo com sua localidade e a qual populacao pertencia (Tabela 1).

Em laboratério, o sangue foi centrifugado a 1000 rpm para obtencdo do anel
leucocitario, o qual foi removido com pipetas Pasteur esterilizadas e colocados em meio de
cultura com solucao crio-preservante de DMSO. O material de cada animal foi depositado em
10 palhetas de 0,5mL, devidamente identificadas e vedadas com &lcool polivinil. As palhetas

foram imersas em nitrogénio liquido para a preservagao.

3.2 Cultura de leucocitos

Antes de realizarmos a extracdo do DNA, foi feita a tentativa de cultura de
leucdcitos com o material, levando-se em conta que o material encontrava-se crio-preservado
ha 15 anos. Assim, seria possivel manter as amostras para estudos futuros. O protocolo
utilizado para a cultura é foi o descrito por Moorhead et al. (1960), feitas algumas
modificagdes:

1-Colocar 4,5 mL de meio de cultura 199, 0,5 mL de soro fetal bovino, 0,1 mL de
fitohemaglutinina e 0,1 mL de antibi6tico em um frasco para cultura;

2-Adicionar as células a serem ‘“cultivadas” e deixd-las se dividindo em uma
estufa a 37 C por 96 horas;

3-Transcorridas 95 horas e 30 minutos de cultura, adicionar uma gota de
Colchicina 0,0016%. Manter em estufa até que se completem as 96 horas;

4-Centrifugar a 1000 rpm durante 10 minutos e desprezar o sobrenadante;

5-Adicionar ao precipitado 5 mL de KCI 0,075M. Homogeneizar e manter a 37°C
por 30 minutos;

6-Centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos e desprezar o sobrenadante;

7-Adicionar ao precipitado 5 mL de solucdo fixadora preparada a partir de 3
volumes de metanol para 1 volume de 4cido acético. Homogeneizar, centrifugar a 1000 rpm
por 10 minutos e desprezar o sobrenadante;

8-Repetir a operacdo acima por mais duas ou trés vezes;
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3.3 Extragcdo do DNA

Para a extracdo do DNA, foram utilizadas duas palhetas, totalizando 1 mL de cada
animal. A extracdo foi baseada em protocolos de fenol e proteinase sugeridos por Sambrook e
Russell (2001). O protocolo utilizado € apresentado a seguir:

1-Adicionar em cada aliquota 800 ul de 1XSSC e homogeneizar por inversao.
Centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos. Remover 1 mL do sobrenadante;

2-Adicionar 1 mL de 1XSSC, homogeneizar bem e centrifugar durante 5 minutos.
Deve-se ter especial cuidado para ndo remover o pellet;

3-Ao pellet adicionar: 375 pl de acetato de sddio 0,2M, 25 ul de SDS 10%, 10 ul
de proteinase (10 mg/mL em H20 ultra pura).Agitar em Vortex e incubar durante 3 horas a
56°C;

4-Adicionar 120 pl de fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico. Agitar no Vortex
durante 30 segundos e centrifugar durante 2 minutos a 12000 rpm:;

5-Remover a fase aquosa (parte superior) cuidadosamente e transferir para um
novo tubo de microcentrifuga. Ndo remover a camada de proteinas precipitada que fica na
interface;

6-Adicionar 1,0 mL de dlcool etilico absoluto gelado. Misturar por inversao.
Manter o tubo durante 15 minutos a -20°C. Centrifugar durante cinco minutos a 12000 rpm,
em seguida, descartar o sobrenadante e secar o pellet a vicuo;

7-Adicionar ao pellet seco 180 pul de TE e esperar a dissolugdo total. Incubar por
10 minutos a 56°C;

8-Adicionar 20 pl de acetato de s6dio 2M e inverter o tubo suavemente durante
alguns segundos;

9-Adicionar 500 pl de élcool etilico absoluto gelado. Inverter suavemente até a
precipitacdo do DNA. Centrifugar durante 5 minutos a 12000rpm;

10-Lavar o pellet com 1 mL de etanol 70%. Centrifugar, desprezar o sobrenadante
e secar o DNA;

11-Dissolver o DNA em TE até completar 50 pl.

Ap6s extragdo do DNA, as amostras foram submetidas a um gel de agarose 0,8%
para verifica¢do da integridade do material genético. Somente as amostras com DNA integro
foram empregadas na andlise. A quantificacdo do DNA e verificacdo da presenga de

contaminantes foi feita em espectrofotometro (NanoDr0p®—ND100).
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3.4 Andlise do polimorifismo

Para a andlise da variabilidade genética dos individuos das diferentes populagdes,
foi empregada a técnica de RAPD, através da qual foram amplificadas regides aleatérias do
material genético com a utilizagdo de 38 primers (Invitrogen): HO3, H10, H11, H13, H14,
H16, JO1, J10, J15, KO8, K10, K12, K15, M03, M05, M10, M11, M16, M17, M19, M20,
Q06, Q09, Q12, Q20, RO3, W12, W15, X03, X05, X06, X08, X11, X14, X17, Y04, Y06 e
Y09. As reacdes foram compostas de 15 ng de DNA; tampao para PCR; 0,8 mM de DNTP;
1,923 mM de MgCl12 ; 0,36% de Albumina de Soro Bovino (BSA); 1 unidade de Tag DNA
Polimerase (Invitrogen); 0,3 mM de primer e dgua deionizada autoclavada resultando num
volume final de 13 pl. A reagdo foi feita em um termociclador (MJ Research/ PT 100 ™). Na
amplificacdo foi utilizado o seguinte programa: 3 minutos a 96°C para desnaturacao das fitas
de DNA e, em seguida, um ciclo que se repete 40 vezes formado por 1 minuto a 92°C, 1
minuto a 35°C, 2 minutos a 72°C, 5 minutos a 72°C para extensdo final das fitas. Apds o

término da amplifica¢do, o material € mantido a 4°C.

3.5 Andlise dos dados

A separacao dos fragmentos obtidos na reacao foi feita com gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio. As marcas polimdrficas mais evidentes foram selecionadas
para a avaliacdo do polimorfismo e montagem do dendograma no software PopGene 1.32. Os
animais foram analisados individualmente e também agrupados por localidade, esses foram

considerados como uma populacao.

Fig. 1: Pontos de coleta das amostras sanguineas. 1-Foz do Iguacu; 2-Cascavel;
3-Cuiabg; 4-Ariquemes; 5-Rio Branco; 6-Manaus; 7-Belém; 8-Carajés.
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Tab. 1: Identificacdo dos individuos por localidade e populacdo a qual pertencem.

Localidade Populacao Individuos
Foz do Iguagu-PR POP. 1 CAT.1eCAT.2
Cascavel-PR POP. 2 CAT.3
Cuiaba-MT POP. 3 CAT.4,CAT.5e CAT. 6
Ariquemes-RO POP. 4 CAT.7e CAT. 8
Rio Branco-AC POP. 5 CAT.9e CAT. 10
Manaus-AM POP. 6 CAT. 11 e CAT. 12
Belém-PA POP. 7 CAT. 13 e CAT. 14
Carajas-PA POP. 8 CAT. 15, CAT. 16 e CAT. 17

4. CONSIDERACOES GERAIS

A coleta das amostras deu-se em 1994 com o objetivo de fazer a caracterizacao
cromossomica da espécie e identificar eventos de polimorfia cromossomica. A
criopreservacao foi feita considerando que as coletas deram-se em locais distantes dentro do
territorio brasileiro e a intervalos de semanas entre elas. Assim, a andlise do material foi
realizada em laboratério somente apds meses de coleta. Dai a necessidade da criopreservagao
até que fosse possivel ter as devidas condicdes para o0 manuseio do material.

Na época, ndo se cogitava a andlise molecular do material devido a falta de
estrutura laboratorial e devido, a época, serem outros os objetivos do estudo. Contudo, parte
do material foi mantida, o que permitiu as anélises feitas no presente trabalho.

Visando otimizar a utilizacdo das amostras, parte do material foi submetido a
cultura de linfécitos que seriam usados para as andlises moleculares. Em essa tendo sucesso, o
material a disposi¢do para a analise molecular teria sido multiplicado.

O mesmo procedimento ja havia sido feito anos atrds e as células apresentaram
capacidade de divisdo celular, contudo a tentativa adotada para manter o material dos animais
para futuros estudos através da cultura de leucécitos ndo possibilitou a multiplicagdo das
células. Mesmo com a diminui¢do do metabolismo e das reacdes de degradacdo celular
promovidos pela criopreservacido, o material mostrou ter perdido seu potencial de divisdo.
Apdés o longo tempo de estocagem (15 anos) pode ter ocorrido mudancas no meio
extracelular, resultando também em modificacdes no meio intracelular (Grout et al. 1990).
Além disso, alguns autores citam a apoptose como uns dos principais problemas encontrados
na criopreservacao (Baust ef al.,2000). A morte celular ocorre devido a ativacdo de genes em
resposta a situacdes de stress (Cheng et al., 1998) como mudangas bruscas de temperatura.

Assim, a extracdo do DNA deu-se somente com o material existente.
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Foram testados dois protocolos para a extragdo do DNA. O primeiro protocolo
ndo se mostrou eficiente, pois a presenca de DMSO (crio-preservante) inibiu a atividade dos
tampdes de lise de célula branca. Assim, foi adotado o segundo protocolo de extracdo baseado
em fenol/cloroférmio (Sambrook e Russell, 2001), o qual se mostrou mais eficaz para a
obtencdo do DNA.

No espectrofotometro, o material extraido revelou ser de boa qualidade quanto aos
aspectos: quantidade e auséncia de contaminantes. Porém, em gel de agarose, dois individuos
(CAT. 2 e CAT. 11) revelaram estar com o material genético altamente degradado,
provavelmente devido ao grande tempo estocado, impossibilitando assim a andlise desses
individuos.

Para se conseguir o nimero suficiente de marcas polimoérficas, foi testado um total
de 38 primers, pois muitos primers nao forneciam polimorfismos ou as bandas obtidas em gel
eram de dificil anélise, podendo gerar resultados duvidosos.

A técnica de RAPD mostrou-se eficaz para identificarmos o polimorfismo entre
os individuos, no entanto nao foi possivel verificar uma correlagdo significativa entre a
semelhancga polimorfica e a distancia entre as populagdes, talvez pelo baixo esfor¢co amostral.
Além disso, algumas deficiéncias da técnica relatadas na literatura (Hadrys et al., 1992;
Perez-Sweeney et al., 2006) como tamanho padrao do primer, co-migracdo e identificagdo de
apenas marcas dominantes podem ter limitado o nimero de bandas no gel de agarose,
dificultando a coleta de dados para a andlise da polimorfia e estabelecimento de uma padrao
distancia das populacdes versus similaridade polimorfica.

Uma das grandes dificuldades de trabalhos com mamiferos deve-se justamente
pela dificuldade amostral. A densidade desses animais na natureza € muito baixa quando
comparamos com outras classes de vertebrados como peixes e mais ainda com invertebrados

ou plantas, limitando o esforco amostral para estudos genéticos.

5. RESULTADOS

Os resultados e a discussdo sdo apresentados no artigo a seguir.
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Resumo

As populacdes de cateto (Tayassu tajacu) podem sofrer grandes alteracdes no seu equilibrio,
devido 2 grande pressdo causada pela caca e pelas modificacdes ambientais. E importante
ressaltar que o sucesso reprodutivo de muitas espécies vegetais € devido a dispersdo de frutos
e sementes pelos catetos. Considerando a importancia da manuteng¢do da vida selvagem, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o polimorfismo genético-molecular entre diferentes
populacdes de Tayassu tajacu. Foram analisadas amostras de 17 individuos de oito
localidades no Brasil. O polimorfismo foi identificado com marcadores RAPD. Um total de
38 primers foi testado, e desses, apenas sete forneceram as 30 marcas polimoérficas para o
estudo. O nivel de polimorfismo encontrado foi elevado (50% das bandas). Observou-se que a
maioria dos individuos da mesma populacdo ou populacdes vizinhas ndo sdo os mais
semelhantes entre si. A técnica RAPD foi eficiente para detectar o polimorfismo entre os
individuos, mas nao foi possivel estabelecer a correlagcdo do polimorfismo versus localizacdo
geografica, provavelmente devido ao esfor¢o amostral.

Palavras chaves: polimorfismo de RAPD; variabilidade genética; Tayassu tajacu.

Abstract

The populations of collared peccary (Tayassu tajacu) may undergo several changes in its
balance because of the great pressure caused by hunting and by environmental modifications.
It’s important to highlight that the reproductive success of many plant species is due the
dispersal of fruits and seeds by the collared peccary. Considering the importance of
maintaining the wildlife, the aim of this work was to estimate the molecular-genetic
polymorphism among different populations of Tayassu tajacu. Samples were analyzed of 17

individuals from eight locations in Brazil. The polymorphism was identified with RAPD



markers. A total of 38 primers were tested, and only seven provided the 30 polymorphic

marks for the study. The level of polymorphism found was high (50% of the bands). It was

observed that most individuals of the same population or nearby populations are not the most

similar to each other. The RAPD technique was efficient to detect the polymorphism among

the individuals, but wasn’t possible to establish the correlation polymorphism versus

geographic localization, probably due the sampling effort.

Key words: RAPD polymorphism; genetic variability; Tayassu tajacu.

Introducao

Atualmente, a familia Dicotylidae é
representada por dois gé€neros com trés
espécies: Tayassu tajacu (cateto), Tayassu
pecari (queixada) e Catagonus wagneri
(pecari-de-chaco) (Grubb et al., 1993).

Na familia Dicotylidae, o cateto € a
espécie de maior distribuicdo geogréfica.
Ocorre no Arkansas e Texas nos Estados
Unidos, América Central e América do Sul
(Bodmer e Sowls, 1993). Seu habito
alimentar é onivoro, incluindo itens bem
diversos como frutos, legumes, pequenos
vertebrados, insetos, entre outros (Pinheiro
et al., 2001). Barreto (1997) sugere que seu
habito alimentar seja frugivoro devido as
grandes proporcdes de frutos e sementes
encontrados em seu estdmago e fezes.

Wright e Duber (2001) verificaram
que a espécie Tayassu tajacu sofre grande
pressao de caca em muitas regides. A caga
desses animais ndo interfere apenas na taxa
de sobrevivéncia de suas populacdes
(Chiarello, 1999), mas também na
reproducdo de algumas espécies vegetais,

J4 que os catetos sdo considerados grandes

dispersores de sementes (Wright e Duber,
2001).

Outro fator que pode interferir na
dinamica  dessas  populagdes € a
fragmentacdo do habitat (Altrichter e
Boaglio, 2003). A quebra da continuidade
dos ambientes altera a abundancia de
espécies do meio devido a reducdo da drea
e pelo distanciamento entre os fragmentos
florestais remanescentes (Chiarello, 1999).

As modificacdes causadas no meio
devido a fragmentacdo do habitat
(Freideburg, 1998) afetam as populacdes
de diversas formas: menor disponibilidade
de alimento, mudancas comportamentais,
redu¢do do cruzamento entre populagdes
(menor fluxo génico) e outras. Assim, a
fragmentacdo do meio e o isolamento das
populacdes fazem com que essas sofram
pressdes ambientais diferentes, podendo
gerar adaptacdes que se mantidas ao longo
das geracdes, levardo a divergéncia entre
elas.

Alguns estudos ja demonstraram

um principio de divergéncia entre



populacdes de cateto, principalmente no
que se refere ao conjunto cromossdmico.
Santos et al. (1995) ao comparar o
cariétipo de espécimes do Brasil com
aqueles ja descritos para exemplares do
Estados Unidos (Bernirschke e Kumamoto,
1989) e da Guiana-francesa (Vassart et al.,
1994) verificou mudancas morfoldgicas
dos cromossomos entre os individuos das
trés localidades. Em individuos de Carajés-
PA, Santos et al. (1995) também encontrou
alteracdes na morfologia do cromossomo
Y quando comparado com o mesmo
cromossomo de individuos de outras oito
localidades do Brasil.

Lima et al. (2004) ja verificaram a
ocorréncia de rearranjos cromossomicos de
catetos criados em cativeiro (Ponta Grossa
- PR). Esses resultados reforcam os
cuidados que devem ser tomados no
manejo das populacdes de cateto.

A criacdo de animais silvestres em
cativeiro é defendida por alguns autores
como Santos et al. (2009) como uma
medida de preservacdo das espécies, pois
evitaria a caca. No entanto, 0 manejo em
cativeiro desses animais deve adotar
medidas rigorosas, pois apds anos de
isolamento e melhoramento  desses
individuos, uma invasdo desses no
ambiente geraria um grande desequilibrio
nas populacdes naturais, devido a
competi¢cdo por recursos, introdugdo de

doencas, hibridacdo, etc.

Todas as pressdes sofridas pelas
espécies silvestres, principalmente as
causadas por interferéncia humana,
quebram o equilibrio das populacdes. Na
tentativa de restabelecer este equilibrio
torna-se necessario sabermos como essas
populacdes encontram-se na natureza para,
assim, criarmos medidas para a
conservagdo das espécies.

Uma das ferramentas para a
conservagao € a aplicacao de metodologias
moleculares de genética. Dessa forma,
pode-se saber como se encontra a
diversidade genética das populacdes e qual
€ o seu potencial evolutivo e, a partir dai,
criarmos medidas que evitem a endogamia
e aumente o fluxo génico (Perez-Sweeney
et al., 2006). Populacdes que possuem
maior troca de material genético tém
maiores chances sobre as restricdes
ambientais (Knapp e Dyer, 1998).
Portanto, conhecer os niveis genéticos das
populacdes € o primeiro grande passo de
qualquer trabalho de conservagdo (Knapp e
Dyer, 1998).

Desde a sua criagdo por Williams et
al. (1990), a técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) mostrou ser
uma técnica de genética molecular muito
util  para estudos conservacionistas,
fornecendo o status da variabilidade
genética das populagdes naturais (Hadrys
et al., 1992; Fritsch e Riesberg, 1996;
Perez-Sweeney et al., 2006). Uma das



principais vantagens da técnica € a
utilizacdo de primers de seqiiéncia
aleatéria, sem a necessidade de
conhecimento prévio da seqiiéncia do
DNA do organismo (Hadrys et al., 1992;
Perez-Sweeney et al., 2006).

Considerando a importancia da
conservacdo de populacdes naturais e
resultados de trabalhos que ja verificaram
divergéncia genética em populacdes de
cateto, o objetivo deste trabalho foi estimar
a diversidade genética de espécimes de
Tayassu tajacu representantes de 8
localidades do Brasil. A partir dessas
informacdes, estabelecer a similaridade
entre os individuos das diferentes
populacdoes e fazer a correlagdo entre
similaridade

polimoérfica e 0

distanciamento das populacdes.

Material e métodos

Foram coletadas amostras de
sangue total de 17 exemplares mantidos
por instituicdes de oito localidades
diferentes do Brasil (Figura 1). Todas as
amostras receberam uma identificagdo de
acordo com sua localidade. Individuos de
uma mesma localidade foram considerados
de uma mesma populagdo (Tabela 1).

Com seringas de 10 mL
previamente esterilizadas e heparinizadas,
retirou-se o sangue total de vasos
periféricos dos membros posteriores dos

animais.

Em seguida, o sangue foi
centrifugado a 1000 rpm para obten¢do do
anel leucocitdrio. Esse foi removido com
pipetas Pasteur esterilizadas e colocados
em meio de cultura com solugdo crio-
preservante de DMSO. O material de cada
animal foi depositado em 10 palhetas de
0,5mL, devidamente identificadas e
vedadas com dlcool polivinil. As palhetas
foram imersas em nitrogénio liquido para a
preservacao.

Para a extracdo do DNA, foram
utilizadas duas palhetas, totalizando 1 mL
de cada animal. A extracdo foi baseada em
protocolos de fenol e proteinase sugeridos
por Sambrook e Russell (2001).

Apoés extracio do DNA, as
amostras foram submetidas a um gel de
agarose 0,8% para verificacdo da
integridade do material genético. Somente
as amostras com DNA integro foram
empregadas na analise. A quantificacdo do
DNA e verificagdio da presenca de
contaminantes foi feita em
espectrofotometro (NanoDr0p®—ND 100).

Para a andlise da variabilidade
genética dos individuos das diferentes
populacdes, foi empregada a técnica de
RAPD, através da qual foram amplificadas
regides aleatdrias do material genético com
a utilizacdo de 38 primers (Invitrogen):
HO03, H10, H11, H13, H14, H16, J01, J10,
J15, K08, K10, K12, K15, M03, MOS5,
M10, M11, M16, M17, M19, M20, Q06,



Q09, Q12, Q20, R0O3, W12, W15, X03,
X05, X06, X08, X11, X14, X17, Y04, Y06
e YO09.

A separacdo dos fragmentos
obtidos na reacio RAPD foi feita em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de
etidio. As marcas polimoérficas mais
evidentes foram selecionadas para a
avaliagdo do polimorfismo e montagem do
dendograma no software PopGene 1.32. Os
animais foram analisados individualmente

e, também, agrupados por localidade.

Figura 1 - Pontos de coleta das amostras sanguineas:
1-Foz do Iguagu; 2-Cascavel; 3-Cuiabd; 4-
Ariquemes; 5-Rio Branco; 6-Manaus; 7-Belém; 8-
Carajés.

Tabela 1 - Identificacdo dos individuos por localidade e populac¢do a qual pertencem.

Localidade Populacao Individuos
Foz do Iguagu-PR POP. 1 CAT.1eCAT.2
Cascavel-PR POP. 2 CAT. 3
Cuiabd-MT POP. 3 CAT. 4,CAT.5e CAT. 6
Ariquemes-RO POP. 4 CAT.7eCAT. 8
Rio Branco-AC POP. 5 CAT.9e CAT. 10
Manaus-AM POP. 6 CAT. 11e CAT. 12
Belém-PA POP. 7 CAT. 13 e CAT. 14
Carajas-PA POP. 8 CAT. 15, CAT. 16 e CAT. 17

Resultados

Apoés a extragio do DNA,
verificou-se que o material genético de um
dos individuos (CAT. 4) encontrava-se
degradado, mesmo tendo sido adotadas
todas a medidas necessdrias para a
conservacdo do DNA. Dessa forma, essa

amostra foi retirada do estudo.

Dos 38 primers testados, nove deles
apresentaram sucesso na amplificacdo do
DNA das amostras. Esses primers foram:
JO1, K12, K15, M10, M16, W15, X03,
X17 e Y09, fornecendo 30 fragmentos
polimoérficos para o estudo. O numero de
fragmentos polimérficos variou de trés a
totalizando 60

nove por  primer,

fragmentos. As marcas polimérficas



obtidas com a amplificacdo de um dos
primers estdo demonstradas na figura 2.

Na figura 3, o dendograma mostra a
similaridade entre individuos analisados
um a um. J& na figura 4, os individuos
foram agrupados por localidade, como
representantes de uma populagdo. Deste
modo, temos a comparacao da polimorfia
nas oito localidades amostradas.

Na andlise dos dendogramas &
possivel notar que a maioria dos individuos
da mesma populagdo ou de populacdes
proximas ndo sdao os mais semelhantes
entre si.

Por exemplo, CAT. 1 (Foz do
Iguacu - PR) e CAT. 12 (Manaus - AM),
mostraram-se mais semelhantes entre si do
que com individuos de suas préprias
localidades.

No entanto, nos exemplares de
Carajds - PA poOde-se notar que esses
permanecem agrupados por apresentarem
um alto grau de similaridade.

-
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Figura 2 - Gel de agarose 1,5% com as marcas
polimoérficas obtidas com a amplificagdo do primer
K12 (Invitrogen). L=Ladder 1Kb (Invitogen).
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Figura 3 - Dendograma dos individuos analisados
separadamente.
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Figura 4 - Dendograma dos individuos
agrupados por localidade.

Discussao

Considerando o numero total de
bandas encontradas e o nimero de marcas
polimérficas, pode-se considerar que o
nivel de polimorfismo entre os individuos
foi alto, ja que 50% do total das bandas foi
polimdfico.

A técnica de RAPD mostrou-se
eficiente para detectar o polimorfismo
entre os individuos. Levando-se em conta
o0s poucos estudos realizados com a espécie
e a auséncia de primers especificos para
Tayassu tajacu, a vantagem da utilizagao

de primers aleatdrioas para a amplificacdo



dos fragementos de DNA por RAPD
(Hadrys et al.,1992; Fritsch e Riesberg,
1996; Perez-Sweeney et al., 2006) mostrou
ser uma importante técnica para obtencdo
de dados iniciais quanto a variabilidade
genética das populagdes.

No entanto, ndao foi possivel
estabelecer uma relac@o entre variabilidade
genética e proximidade entre individuos da
mesma  populacio  ou  populagdes
geograficamente préximas. Essa mesma
situacdo foi encontrada por Lage et al.
(2008) com grupos de queixada (Tayassu
peccari).

As marcas eventualmente ndo
detectadas devido a co-migracdo de bandas
e identificacdo de apenas loci dominantes
em RAPD poderiam ter sido importantes
para poder estabelecer um agrupamento
mais evidente entre os individuos e as
populacdes e, também, estabelecer a
correlacdo entre similaridade polimoérfica e
localizagao geogréfica.

Considerando a  caracteristica
euritopica da espécie Tayassu tajacu
(Bodmer e Sowls, 1993; Cabrera e Yepes,
1960) e a sua ampla distribuicdo
geografica, o fluxo génico € um fator que
também deve ser levado em conta para
tentar compreerender a variablidade
genética observada dentro e entre as
populacdes (Hutchison e Templeton,

1999). Assim, a possibiliade de

cruzamento entre individuos de bandos

vizinhos realizaria, ao longo do tempo, um
maior fluxo génico entre as populagdes,
permitindo, consequentemente, uma maior
similaridade génetica entre individuos ou
populacdes que ndo pertencem a mesma
localidade.

Em individuos de Carajas - PA
(CAT. 15, CAT. 16 e CAT. 17) é possivel
notar que esses permanecem juntos,
formando um dnico grupo no dendograma.
Diferentemente dos outros individuos,
esses foram os espécimes que mostraram
um maior grau de similaridade genética
dentro de uma mesma populacdo. Uma
possivel explicacio é que a populacdo
pode ter sido formada a partir de poucos
individuos, efeito do fundador, (Wang et
al., 1998) e mantida relativamente isolada
das demais populacdes (sofrendo menos
influéncia do fluxo génico). Dessa forma,
esses individuos estariam mantendo uma
maior similaridade genética quando
comparados com os demais espécimes,
formando um Unico agrupamento no
dendograma.

Essa hipétese encontraria apoio nas
observacoes feitas por Santos et al. (1995),
que verificaram alteracdes na morfologia
do cromossomo sexual Y de individuos de
Carajas-PA quando comparado com o
mesmo cromossomo de catetos de outras 8
localidade do Brasil. Segundo Santos et al.

(1995) a populagcao de Carajas-PA ja



apresentaria certa divergencia genética em
relagcdo as demais.

Os resultados obtidos sugerem que
mais investigacoes sejam feitas,
explorando principalmente a populacdo de
Carajis-PA e levando-se em conta também
outros aspectos da biologia da espécie
(ecoldgicos, reprodutivos,
comportamentais, busca por recursos, entre
outros), para podermos compreender
melhor o padrio de distribuicdo e fluxo
génico (Lage et al., 2008), permitindo
inferir uma relacdo entre proximidade
geografica e a polimorfia genética
observada.

Além disso, aumentar o nimeros de
primers ou a aplicacdo de outras marcas
também poderiam ajudar a fornecer mais
dados quanto ao padrdo de variabilidade

genética existente na espécie.
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