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Resumo

O objetivo deste estudo foi otimizar a amplificacdo de marcadores microssatélites desenvolvidos para as espé-
cies Tayassu pecari, Sus scrofa e Pecari tajacu em catetos (P. tajacu). Foram coletadas amostras de sangue
de 20 catetos nascidos em cativeiro na Fazenda Engenho D’agua (20°15’41” S, 43°36°34” W) e o DNA total de
cada animal foi extraido. Dezenove marcadores microssatélites foram otimizados e os amplicons analisados
em géis de agarose e poliacrilamida quanto ao tamanho do fragmento amplificado. Desses, 14 marcadores
amplificaram. Nossos resultados indicaram que os marcadores heterélogos apresentaram maior sucesso de
amplificagdo quando comparados aos especificos. Esses marcadores otimizados sdo ideais para o estudo da
diversidade genética e do grau de parentesco de catetos.
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Abstract

The aim of the present study was to optimize the amplification of microsatellite markers developed for Tayassu
pecari, Sus scrofa and Pecari tajacu species in the collared peccary (P. tajacu). Blood samples of 20 collared
peccaries born in captivity were collected at Fazenda Engenho D’agua (20°15'41 “S, 43°36°34” W) and the
total DNA of each animal was extracted. Nineteen microsatellite markers were optimized and the amplicons
analyzed on agarose and polyacrylamide gels for the size of the amplified fragment. From those, 14 markers
amplified. Our results indicated that heterologous markers showed greater amplification success when com-
pared to specific markers. These markers are ideal for the study of the genetic diversity and the kinship of the
collared peccaries.
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Introducgao

O Pecari tajacu (Linnaeus, 1758), fotogra-
fia 1, popularmente conhecido como cateto,
encontra-se distribuido na América do Sul,
América Central e sudoeste da América do
Norte (DESBIEZ et al., 2012). Atualmente, essa
espécie vem sofrendo com a antropizagao o
que pode levar a diminuicdo de suas popu-
lagbes. Apesar do P. tajacu néo se encontrar

Uma pratica que tem sido empregada para
algumas espécies com risco de extingado é a
criacdo em cativeiro, visando a reintrodugao
em locais onde ja estejam extintas (NOGUEI-
RA; NOGUEIRA-FILHO, 2011) Contudo, an-
tes da reintroducao de qualquer espécie na
natureza, é importante estudar e avaliar a
estrutura genética dessas populagdes que
serdo reintroduzidas no seu ambiente natural
(WITZENBERGER; HOCHKIRCH, 2011),vi-

ameacado em todo o territério brasileiro, no
estado de Minas Gerais ele se encontra na
categoria “vulneravel” a extingao (COPAM,
2010). Dentre os fatores que ameagam as
populacdes dessa espécie, pode-se citar a
caga predatoria e a fragmentagao de habitat
(KEUROGHLIAN et al., 2004). Assim, medidas
conservacionistas devem ser adotadas, com
o intuito de minimizar as ameacas que podem
levar essa espécie ao declinio populacional.

Fonte: Fotografia de Carlos Magno de Faria, 201 )

sando compreender, dentre outros aspectos,
a diversidade genética e o grau de parentesco
desses individuos. Deste modo, conhecer os
niveis de diversidade genética em pequenas
populagdes é fundamental, pois ela é res-
ponsavel por manter uma populagao viavel
ao longo do tempo (RALLS; BALLOU, 1986).
A perda da diversidade genética diminui a
capacidade de adaptacao das espécies as
mudangas ambientais e, com isso, ocorre
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o0 aumento do risco de extincdo sobre elas
(FRANKHAM, 2003). Portanto, é essencial
entender as relagdes de parentesco entre os
individuos de uma populagao cativa, ja que o
acasalamento entre individuos geneticamente
semelhantes por muitas geragdes pode levar
ao aumento dos coeficientes de endogamia
da populagéo (LAWRENCE et al., 2017). Al-
tos valores dos coeficientes de endogamia
promovem a redugdo da diversidade gené-
tica, comprometendo o sucesso reprodutivo
e a sobrevivéncia da populagao a longo pra-
zo (ARIF; KHAN, 2009). Assim, os estudos
genéticos sao fundamentais para o manejo
e conservacao de espécies ameacgadas de
extingao (ARIF; KHAN, 2009).

Os marcadores moleculares microssaté-
lites ou simples sequéncias repetidas (Sim-
ples sequence repeats — SSRs) (SELKOE;
TOONEN, 2006) sao amplamente utilizados
em estimativas populacionais, como na quan-
tificacao de fluxo génico entre populagoes,
tempo de divergéncia, niveis de endogamia,
diversidade genética, dentre outros (CHASE;
KESSELI; BAWA, 1996; ELLEGREN, 2004).
Esses marcadores sao sequéncias ou motivos
de repeticdo em tandem de 1-6 pares de ba-
ses (pb) e estado presentes em genomas eu-
caridticos e procarioticos (ELLEGREN, 2004;
ZANE et.al., 2002). Os microssatélites sao
considerados o melhor método para o estudo
de populagdes em cativeiro (WITZENBER-
GER; HOCHKIRCH, 2011), devido ao grande
numero de caracteristicas que eles possuem
como, por exemplo, sdo abundantes no geno-
ma, seletivamente neutros, codominantes e
altamente mutaveis (ELLEGREN, 2004). Além
do mais, o numero de motivos de repeticao
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pode variar de um individuo para o outro, o
que torna esses marcadores polimorficos,
ou seja, com formas diferentes (ZALAPA et
al., 2012).

A taxa de mutacado desses marcadores
pode variar em detrimento de alguns fatores,
como por exemplo, o numero de unidades
de repeticdo, o comprimento da sequéncia
e o0 motivo de repeticao (ELLEGREN, 2000;
BHARGAVA; FUENTES, 2010). As taxas de
mutacdes podem variar em locus e alelos
de individuos pertencentes a uma mesma
espécie e ainda entre espécies diferentes
(ELLEGREN, 2000).

Os marcadores microssatélites séo en-
volvidos por sequéncias de nucleotideos co-
nhecidas como regides flanqueadoras, que
sao sequéncias utilizadas para desenhar os
pares de iniciadores (primers) que irdo am-
plificar a regiao contendo os microssatélites
(SELKOE; TOONEN, 2006). O fato da regiao
flanqueadora dos microssatélites se apresen-
tar extremamente conservada em algumas
espécies relacionadas, possibilita a utilizacdo
de marcadores microssatélites em espécies
proximas aquelas para as quais foram des-
critas (DALLAVECCHIA et al., 2011).

No entanto, estudos genéticos envolvendo
0 uso de marcadores microssatélites em P,
tajacu sao ainda escassos, levando em con-
sideracao que eles possuem um alto custo e,
por existirem poucos iniciadores especificos
para a espécie (SILVA et al., 2010). Sendo
assim, a transferéncia de loci microssatélites
entre espécies proximamente relacionadas
tem sido uma estratégia com alta taxa de
sucesso para obtencdo desses marcadores
(BARBARA et al., 2007). Neste sentido, o ob-
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jetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢des
de amplificagdo de marcadores microssatélites
desenvolvidos para as espécies Tayassu pe-
cari, Sus scrofa e P. tajacu em catetos cativos.

Material e métodos
Area de estudo e amostragem

As anadlises genéticas foram realizadas no
laboratdrio de Genética Evolutiva e de Popula-
¢coes da Universidade Federal de Ouro Preto,
Ouro Preto, Minas Gerais. Para tais analises
foram coletadas amostras de sangue de 20 ca-
tetos (14 fémeas e 6 machos) nascidos em ca-
tiveiro na fazenda Engenho D’Agua, localizada
no distrito de Sao Bartolomeu (20°15’41” S,

Fotografia 2 - Recintos dos catetos

| 1 -

Fonte: Fotografia de Carlos Magno de Faria, 2016

43°36’34” W), em Ouro Preto, Minas Gerais.
Afazenda esta inserida na area de Protecao
Ambiental das Andorinhas e seu limite faz
divisdo com a Floresta Estadual Uaimii. Essa
instituicao é cadastrada no IBAMA sob o n°
002/2003, processo 02015.002962/2003-02
como uma Area de Soltura de Animais Sil-
vestres (ASAS) e possui a licenga IBAMA n°
3146.4756/2011-MG, para manejo de fauna
silvestre. Os catetos estudados foram dividi-
dos em dois grupos com dez individuos que
se encontravam em dois recintos de 625 m?
cada, delimitados por telas de arame de 1,5
m de altura, distanciando-se um do outro por
cerca de 10 metros e vegetado com grami-
neas a arvores (FOTOGRAFIA 2).
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Para a coleta de sangue foi estabelecido
um jejum alimentar de doze horas e hidrico
de seis horas. Apds a captura e pesagem,
fotografia 3, foi administrado a associagao
de acepromazina, na dose de 0,2 mg/Kg, por
via intramuscular (IM). Apds quinze minutos,
diazepam (0,5 mg/Kg) e cetamina (0,5 mg/
Kg) na mesma seringa, por via intramuscular.
Os catetos anestesiados foram mantidos em

Extracdo, amplificacdo do DNA e analises
dos dados

O DNA total foi extraido utilizando o kit de
extragdo DNeasy Blood &Tissue (Quiagen®,
Hilden, Germany), segundo as recomenda-
¢des do fabricante. A qualidade do DNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose
1% (p/v) corado com brometo de etidio (0,3

decubito lateral, mantendo as vias respirato-
rias livres. O sangue foi coletado por meio
de puncao da veia cefélica com auxilio de
seringa de 5 ml estéril, diretamente em tubo
vaccutainer, processado e acondicionado
com anticoagulante (EDTA) e congelado a
-20°C. As amostras de sangue coletadas dos
individuos foram armazenadas a -20°C até
o0 momento da extragdo do DNA genémico.

mg/ml). O DNA total extraido foi quantificado e
avaliado quanto a sua pureza, usando o Nano
Drop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA,
Estados Unidos). Os marcadores moleculares
microssatélites publicados na literatura para
as familias Tayassuidae e Suidae, tabela 1,
foram testados e amplificados por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).
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Tabela 1-

Relagdo de primers microssatélites selecionados para padronizagdo em P. tajacu,
sequéncias dos primers, tamanho do fragmento amplificado em pares de bases (pb) e as

referéncias dos primers

(Continua...)
Locus Sequéncia do primer (5§’ - 3’) Relagéo filogenética pb Referéncia
F - ACA CAC ATA AAT ACA CAC
PT0226 ACA AG Familia: Tayassuidae 122- | BIONDO et
R - CAG AAT AAA AAG CTC CAC Espécie: Pecari tajacu 134 al., 2011
GAG AG
F - CAC CAATTT GCT GGG TGA
JCO11 TCCT Familia: Tayassuidae 97-111 CStO;ER
R-TGTTTCTGC TTC TTC AAC Espécie: Pecari tajacu 261 O
TAA AGA ATG
F -GCT GGT ACATCC TTT GCA
JC033 CT Familia: Tayassuidae 255- C(e)tO:IER
R-GCTTCTGTGAGTTTITTTT Espécie: Pecari tajacu 285 26 1 0
GGA GAA
F - TGC TAC CAT ATA AGG ATG
JC035 TAG Familia: Tayassuidae 100- CSthPIER
R - ATT AGG TAG AGA GAG TGA Espécie: Pecari tajacu 120 PO
AGC 2010
F - CCG CAC AAAGCT TAC AGT
JC040 CT Familia: Tayassuidae 313- CStOZER
R - AAT ACA AGC ATC CAA GGT Espécie: Pecari tajacu 333 PP
GCC 2010
F CCT GGC GAC ATA AGC CAA
Jcoat | GTAGTG AG Familia: Tayassuidae | 358- | COOPER
R -CGG GGC TGC ACT GTC TAG Espécie: Pecari tajacu 368 PO
GGA 2010
F - GGT GTT GGG AAA ATT GGA Familia: Tayassuidae 233 DALLA
TPEC2 | R-GGAGTT TTATGG CTT CAT Espécie: Tayassu VECCHIA
. 273
GT pecari et al., 2011
F-AACTGT CTC CTG TAG GCA C | Familia: Tayassuidae 186- DALLA
TPEC3 | R-TGA ACA GTT TAG AAA CGC Espécie: Tayassu VECCHIA
. 190
TG pecari et al., 2011
;.I_. CAG TGG ACC AGA GAA AAC Familia: Tayassuidae 298- DALLA
TPEC4 R- GGT AAA TAG CTA AAC TTG Espec_le: Tayassu 248 VECCHIA
ceT pecari etal., 2011
Familia: Tayassuidae DALLA
F-TCT TTG GAG AAT CGTCTGTT o 137-
TPEC9 R - CAC TGG CAA GGG ATT AAT C Espeqle.Tayassu 141 VECCHIA
pecatri etal., 2011
F - GAC TAG ATC TCATGT TAA Familia: Tayassuidae DALLA
TPEC10 | CTCTTT Espécie: Tayassu 245 | ECCHIA
R - AGG GTA TAG AGT CCA GGA e fay 255
GC pecari et al., 2011
F-CTA GCT GCATCC CTG TTA CT | Familia: Tayassuidae 208- DALLA
TPEC12 | R- CTATCT GGA CGA AAC CGT Espécie: Tayassu VECCHIA
. 216
AG pecari et al., 2011
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Tabela 1-

Relagao de primers microssatélites selecionados para padronizagdo em P. tajacu,

sequéncias dos primers, tamanho do fragmento amplificado em pares de bases (pb) e as

referéncias dos primers

(Concluséo)

Locus Sequéncia do primer (5 - 3’) Relacao filogenética pb Referéncia
F-GCATAGTTG TTTAGT TCT Familia: Tayassuidae DALLA
TPEC13 | ACT CC Espécie: Tayassu 186- 1 \ECCHIA
R-CTAATACCT ATCTTG CTG 16 fay 190
GGA pecari et al., 2011
F-TTT TCC AAC TGG ACT GAT TC | Familia: Tayassuidae 249- DALLA
TPEC14 | R- TGATAA ACC GTATGG GAA Espécie: Tayassu VECCHIA
. 257
AG pecari et al., 2011
F - CTG GGA AGG TAT CTC AGC A | Familia: Tayassuidae 057. DALLA
TPEC18 | R- ACC AGG TGG ATA CCA AGT Espécie: Tayassu VECCHIA
. 289
TA pecari et al., 2011
F-ATAGTT TCG GTT GGC CCA G s
SW444 | R-CTT AAG CCT CAAGCT AAC | Familia: Suidae 103- | ROHRER
AGG C Espécie: Sus scrofa 115 et al., 1994
F - TGA GAGGTCAGT TACAGA | kailia: Suidae 128- | ROHRER
SW857 | AGA CC Espécie: Sus scrofa 156 et al., 1994
R - GAT CCT CCT CCA AAT CCC AT ) v
F - GCT TGG ATG GAC CATGTT G o
IGF1 | R-CAC TTG AGG GGC AAATGA | Familia: Suidae 223- | ROHRER
T Espécie: Sus scrofa 237 et al., 1994
F-CATCTTCCTCTT CCCTTCCC o
ACTG2 | R-TGT GGA CTC AAG GCT GTA | -amilia: Suidae 120- 1 ROHRER
AGC Espécie: Sus scrofa 162 et al., 1996
Nota: F: forward
R: reverse

Durante o periodo de otimizacao, os pares
de iniciadores foram submetidos a ajustes no
numero de ciclos e na temperatura de pare-
amento, para atingir as condi¢cdes exatas de
amplificacdo. As PCRs foram realizadas em
reag6es com volume final de 20,0 pL contendo
4 yL de 1x PCR tampao (Promega),0,4 uL de
dNTPs (0,25 mM de cada), 1,8 uL de MgCl,
(25 mM), 1,0 uL de cada iniciador (10mM), 0,5
ML de Taqg DNA Polimerase (5 U/uL -Promega)
e 0,5 uL de DNA (20 ng/uL). As reagdes de
amplificacao incluiram uma desnaturagao
inicial por 3 minutos a 95°C, seguida de 32-
35 ciclos de amplificagéo, 95°C por 1 minuto,
50-65°C por 1 minuto para pareamento dos
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iniciadores, e 72°C por 1 minuto para extensao,
e uma extensao final de 72°C por 7 minutos.

Os produtos da amplificagéo (amplicons)
foram analisados quanto a amplificacéo e a
adequabilidade do protocolo utilizado em gel
de agarose 1,5 % e em gel de poliacrilamida
8% corados com nitrato de prata (SAMBROOK,
2011). O marcador de peso molecular de 100
pares de base (pb) foi utilizado para identificar
os fragmentos microssatélites de interesse, e o
resultado foi analisado com base na literatura
(BIONDO et al., 2011, COOPER et al., 2010,
DALLAVECCHIAetal., 2011, ROHRER et al.,
1994 e ROHRER et al., 1996).
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Resultados e discussao

Dezenove marcadores moleculares mi-
crossatélites foram testados separadamente
em diferentes numeros de ciclos e temperatu-
ras de pareamento, com o intuito de eliminar
as bandas inespecificas geradas durante a
amplificagao. Os produtos obtidos na amplifi-
cagao foram analisados em géis de agarose

1,5%, figura 1, e em géis de poliacrilamida 8%
(FIGURA 2). A partir das analises realizadas
nos géis foi possivel inferir que 14 marcado-
res foram amplificados, pois os amplicons
correspondiam ao tamanho do fragmento
descrito na literatura. Cinco marcadores mi-
crossatélites ndo apresentaram amplificagéao
(JCO11, JCO35, JC041, SW444 e ACTG2),
portanto foram retirados desse estudo.

Figura 1 — Gel de agarose 1,5% com a amplificagéo do
loci microssatélite TPEC3 em dois individuos

de Pecari tajacu

Nota: P.M.: Marcador de peso molecular DNA 100pb

Figura 2 - Gel de poliacrilamida 8% com a amplificagdo do /oci microssatélite TPEC 14 em

individuos de Pecatri tajacu

Nota: P.M.: Marcador de peso molecular DNA 100pb
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Dos 19 marcadores selecionados na litera-
tura, seis eram espécie-especificos (PT0226,
JCO11, JCO033, JCO035, JC040 e JCO41) e
13 heterdlogos (TPEC2, TPEC3, TPEC4,
TPEC9, TPEC10, TPEC12, TPEC13, TPEC14,
TPEC18, SW444, SW857, IGF1 e ACTG2).
Os loci microssatélites de 14 regides foram

amplificados com sucesso, trés eram espé-
cies-especificos (PT0226, JC033 e JC040)
e onze eram heterdlogos (TPEC2, TPECS,
TPEC4, TPEC9, TPEC10, TPEC12, TPEC13,
TPEC14, TPEC18, SW857 e IGF 1) pertencen-
do ao género Tayassu (familia Tayassuidae) e
ao género Sus (familia Suidae) (TABELA 2).

Tabela- 2 - Relagdo dos marcadores microssatélites amplificados em Pecari tajacu

Locus Espécie T (°C) N° de ciclos Tipo
PT0226 Pecari tajacu 55 32 Espécie-especifico
JC033 Pecari tajacu 60 32 Espécie-especifico
JC040 Pecari tajacu 60 32 Espécie-especifico
TPEC2 Tayassu pecari 62 32 Heterdlogo
TPEC3 Tayassu pecatri 60 32 Heterdlogo
TPEC4 Tayassu pecatri 60 32 Heterdlogo
TPEC9 Tayassu pecatri 50 32 Heterdlogo
TPEC10 Tayassu pecari 64 32 Heterdlogo
TPEC12 Tayassu pecatri 60 32 Heterdlogo
TPEC13 Tayassu pecatri 60 32 Heterdlogo
TPEC14 Tayassu pecari 55 32 Heterdlogo
TPEC18 Tayassu pecatri 60 32 Heterdlogo
SW857 Sus scrofa 60 32 Heterdlogo
IGF1 Sus scrofa 57 32 Heterdlogo

OBS.: Espécie para o qual o marcador foi desenvolvido, temperatura de

pareamento, numero de ciclos de

Os marcadores empregados nesse es-
tudo foram, em sua maioria, heterélogos,
ou seja, foram desenvolvidos para espécies
proximamente relacionadas a espécie P.
tajacu. Sendo, 47,0% do total desenvolvidos
para a espécie T. pecari, familia Tayassui-
dae, e 21,0% do total desenvolvidos para
a espécie S. scrofa, familia Suidae. Foram

amplificagdo e tipo do marcador.

ainda utilizados marcadores especificos da
espécie em estudo, representando 32,0%
do total (GRAFICO 1). Porém, nem todos os
loci selecionados e testados amplificaram
a regido de interesse, sendo que o numero
de marcadores amplificados correspondeu
a 73,68% do total.

Grafico 1 - Proporgao de marcadores microssatélites selecionados para otimizagao

32%:

= Tayassu pecari
= Sus scrofa
Pecari tajacu

Fonte: Paula Teixeira Gomes, 2018
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Os marcadores utilizados foram seleciona-
dos de acordo com algumas caracteristicas,
sendo elas a filogenia das espécies e 0 nume-
ro de alelos por locus. O numero de alelos en-
contrados por autores que realizaram estudos
genéticos em catetos (P. tajacu) utilizando os
iniciadores selecionados para esse estudo, va-
riou entre dois e 16 alelos por locus (BIONDO
etal.,2014; COOPER et al., 2010; COOPER
et al., 2011; DALLA VECCHIA et al., 2011;
SILVA et al., 2010). Uma possivel explicagao
para esses valores seria que a maioria dos
marcadores sédo heterdlogos, sendo desen-
volvidos para espécies T. pecari e S. scrofa,
e marcadores moleculares microssatélites
tendem a ser mais polimorficos para a espécie
no qual eles foram desenvolvidos devido ao
seu alto grau de especificidade (ELLEGREN
et al., 1997). No entanto, nesse estudo os
marcadores heterdlogos apresentaram maior
sucesso de amplificacdo quando comparados
aos especificos. Todos os marcadores de T.
pecaritestados em P. tajacu obtiveram 100%
de sucesso na amplificacao, sendo similar ao
encontrado por Dalla Vecchia et al. (2011) ao
testar o potencial de amplificagao heterdloga
desses marcadores na espécie em estudo.
Barbara et al. (2007) ao analisar a transfe-
ribilidade de marcadores de microssatélites
concluiu que, em mamiferos pode haver uma
probabilidade de sucesso na transferéncia de
microssatélites entre géneros pertencentes
a uma mesma familia. Porém, na transfe-
réncia entre familias a chance de sucesso é
menor (BARBARA et al., 2007). Os marca-
dores transferidos da familia Suidae para a
Tayassuidae apresentaram menor potencial
de amplificagéo nesse trabalho, confirmando
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os estudos de Barbara et al. (2007).

Ao longo desse trabalho foram padro-
nizados iniciadores de /oci microssatélites
especificos e heterélogos que serao empre-
gados em estudos de genética populacional
de catetos.

Consideragoes finais

No presente trabalho otimizamos as con-
dicdes de amplificagdo de marcadores mi-
crossatélites desenvolvidos para as espécies
P. tajacu, T. pecari e S. scrofa em catetos ca-
tivos. Os resultados obtidos indicaram que os
marcadores heterdlogos apresentaram maior
sucesso de amplificacdo quando comparados
aos especificos, sugerindo que eles podem ser
empregados em estudos de genética popula-
cional na espécie P. tajacu. Assim, posterior-
mente, utilizaremos os marcadores otimizados
para o estudo da diversidade genética e do
parentesco dos catetos mantidos em cativeiro.
Deste modo, os resultados gerados irdo nos
orientar quanto a possibilidade de reintrodu-
cao desses individuos em seu habitat natural,
bem como, poderemos sugerir medidas para
0 manejo e a conservagao dessa especie.
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