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RESUMO

Um grande numero de espécies de vertebrados terrestres esta sofrendo declinio populacional,
causado principalmente pelas pressdes antropicas. No Brasil, 110 espécies de mamiferos estdo
em risco de extingdo, no entanto, muitas espécies ameacgadas regionalmente, ndo foram
incluidas, como por exemplo o Pecari tajacu, nesta lista. O P. tajacu (Tayassuidae),
popularmente conhecido como cateto, é altamente social e distribuido por todos os biomas
terrestres do Brasil, e se estende a toda regido neotropical. No entanto, as populacdes dessa
espécie estdo sendo reduzidas localmente, como no estado de Minas Gerais, em consequéncia
da fragmentacdo do habitat e da caca predatdria. Assim, medidas para reestabelecer essas
populacdes estdo sendo adotadas nesse estado. Estudos genéticos, comportamentais,
parasitologicos e etnozooldgicos foram realizados em um grupo de catetos cativos, com intuito
de reintroduzir esses individuos em seu habitat natural. Neste contexto, os estudos genéticos
sdo essenciais, pois por meio deles é possivel quantificar a diversidade genética, o parentesco,
dentre varios outros parametros importantes para a reintroducao dos animais na natureza. Sendo
assim, este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética de um grupo de 20 catetos
nascidos em cativeiro de uma populacdo com aproximadamente 70 individuos da Fazenda
Engenho D’Agua, localizada em Sao Bartolomeu, Minas Gerais, Brasil, por meio de
marcadores microssatélites. Os dados genéticos gerados neste trabalho serdo utilizados para
avaliar a viabilidade de reintroducdo dos catetos em seu habitat natural e também para propor
medidas para 0 manejo e conservacao dessa espécie. Foram utilizados oito microssatélites para
caracterizar os individuos. Esse grupo apresentou uma alta diversidade genética, indicando que
ele é geneticamente diverso. Os individuos fundadores da populacdo de catetos da fazenda
vieram de apreensdes do IBAMA em seis regides geogréaficas distintas, assim, quando foi
formada a populacédo da fazenda, cada um dos individuos trouxe a prépria composi¢do genética
das populacdes de origem. Isso, pode explicar em partes os valores estimados para 0 grupo
cativo, encontrados neste estudo. N&o foi observado desequilibrio de ligacédo significativo para
os loci analisados, e seis loci microssatélites apresentaram desvios significativos ao equilibrio
de Hardy-Weinberg. Os desvios encontrados estdo relacionados as deficiéncias de
heterozigotos, representadas pelos coeficientes de endocruzamento (F>0). Como o grupo
estudado foi amostrado aleatoriamente da populacdo de catetos da fazenda, possivelmente
durante a amostragem ele foi formado por animais de diferentes subpopulagdes, pois os 70
individuos estavam todos localizados no mesmo recinto. Assim, o efeito Wahlund pode ser o

responsavel pelo desvio. Outro fator responsavel pelo desvio ao equilibrio de Hardy-Weinberg



foi 0 excesso de heterozigotos, provavelmente ocasionado pela mistura de individuos de origens
distintas. Os resultados gerados com este trabalho indicaram que o grupo estudado possui uma
composicao genética para a reintrodugéo na natureza, mas a adocao de algumas estratégias antes
e apos a soltura dos animais na natureza sdo fundamentais, para que em longo prazo a

sobrevivéncia dos individuos néo seja comprometida.

Palavras-chave: Caititu. Estudos genéticos. Animais cativos. Microssatélites.



ABSTRACT

A large number of species of terrestrial vertebrates are suffering population decline, caused
mainly by anthropic pressures. In Brazil, 110 species of mammals are in danger of extinction,
however, many species threatened regionally, were not included, such as Pecari tajacu, in this
list. P. tajacu (Tayassuidae), popularly known as collared peccary, is highly social and
distributed throughout Brazil's terrestrial biomes, and extends throughout the neotropical
region. However, the populations of this species are being reduced locally, as in the state of
Minas Gerais, as a consequence of habitat fragmentation and predatory hunting. Thus, measures
to reestablish these populations are being adopted in this state. Genetic, behavioral,
parasitological and ethnozoological studies were carried out in a group of captive collared
peccaries, in order to reintroduce these individuals into their natural habitat. In this context,
genetic studies are essential, because through them it is possible to quantify genetic diversity,
kinship, among several other important parameters for the reintroduction of animals in nature.
The objective of this study was to evaluate the genetic diversity of a group of 20 collared
peccaries born in captivity from a population of approximately 70 individuals from Fazenda
Engenho D'Agua, located in S&o Bartolomeu, Minas Gerais, Brazil, by means of markers
microsatellites. The genetic data generated in this work will be used to evaluate the feasibility
of reintroduction of collared peccaries in their natural habitat and also to propose measures for
the management and conservation of this species. Eight microsatellites were used to
characterize the individuals. This group showed a high genetic diversity, indicating that it is
genetically diverse. The founding individuals of the farm collared peccaries population came
from IBAMA seizures in six distinct geographic regions, thus, when the population of the farm
was formed, each one of the individuals brought the own genetic composition of the populations
of origin. This may explain in part the estimated values for the captive group found in this study.
No significant linkage disequilibrium was observed for the loci analyzed, and six microsatellite
loci showed significant deviations to the Hardy-Weinberg equilibrium. The deviations found
are related to the deficiencies of heterozygotes, represented by the inbreeding coefficients
(F>0). The studied group was randomly sampled from the collared peccaries population of the
farm, probably during the sampling of subpopulations, because the 70 individuals were all
located in the same enclosure. Thus, the Wahlund effect may be responsible for the deviation.
Another factor responsible for the deviation to the balance of Hardy Weinberg was the excess
of heterozygotes, probably caused by the mixing of individuals of different origins. The results

generated with this work indicated that the studied group has a genetic composition for the



reintroduction in the nature, but the adoption of some strategies before and after the release of
animals in nature are fundamental, so that in the long term the survival of individuals is not

compromised.

Keywords: Caititu. Genetic studies. Captive animals. Microsatellite.
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INTRODUCAO GERAL

As acdes antropicas tém causado consequéncias drasticas sobre a biodiversidade do
planeta e muitas espécies tém sofrido com o declinio populacional, como consequéncia da perda
do seu habitat natural (RALLS & BALLOU, 1986). Estima-se que cerca de 3000 espécies de
vertebrados terrestres irdo necessitar de reproducéo em cativeiro nos proximos 200 anos para
que as suas populacdes sejam reestabelecidas (FRANKHAM et al., 2008). Partindo do
pressuposto, que as populacdes cativas na maioria das vezes sdo fundadas com poucos
individuos, estudos de biologia populacional sdo necessarios, principalmente, aqueles que
compreendam as estimativas genéticas desses individuos (RALLS & BALLOU, 1986).

Nesse contexto, as abordagens moleculares estdo exercendo um papel fundamental na
conservacao de um grande namero de espécies, pois uma grande parte das técnicas existentes
fornecem dados de forma rapida e eficiente (HEDRICK, 2001; DESALLE & AMATO, 2004).
O uso dessas ferramentas nos permite compreender varios processos envolvidos na evolucgao
das espécies, pois por meio delas podemos estimar o grau de parentesco entre os individuos, a
diversidade genética, o grau de endogamia da populacdo e ainda obter informacGes sobre o
tamanho populacional, sobrevivéncia, dispersdo, mutacdo, migracdo, dentre outros
(ALLENDORF et al.,, 2010; FRANKHAM et al., 2008). Todos esses parametros séo
extremamente importantes para a conservacdo e manejo de espécies ameacadas de extincao
(FRANKHAM et al., 2008).

No Brasil, segundo o livro vermelho da fauna ameacada de extin¢do, um total de 110
espécies de mamiferos estdo sob risco iminente de extingdo (ICMBIO, 2018). Ainda, algumas
espécies ameacadas regionalmente, ndo constam na lista nacional, como € o caso do cateto,
Pecari tajacu (Linnaeus, 1758) (CHIARELLO et al., 2008), que no estado de Minas Gerais
encontra-se “vulneravel” a extin¢cdo (COPAM, 2010).

O Pecari tajacu (Linnaeus, 1758) também conhecido popularmente como cateto ou
caititu (Figura 1A e 1B), € um mamifero ungulado da ordem Cetartiodactyla, da familia
Tayassuidae e esta distribuido em todos os biomas terrestres do Brasil (PAGLIA et al., 2012),
além de ser encontrado em toda a area que compreende desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina (Figura 2) (DESBIEZ et al., 2012).
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Flgura 1- (A) Pecarl tajacu (Fonte Carlos Magno de Farla 2016) e (B) Ind|V|duos de Pecari
tajacu em cativeiro na Fazenda Engenho D’Agua (Fonte: Carlos Magno de Faria, 2016).

Presente

Extinto

Figura 2 — Mapa de distribuicdo do cateto, Pecari tajacu, mostrando as regides nas quais a
espécie esta presente e nas quais ela é considerada extinta (Fonte: IUCN, 2011).

Os catetos sdo conhecidos por serem altamente sociais (BYERS & BEKOFF, 1981,
REIS et al., 2006), territorialistas e viverem em grupos compostos por machos e fémeas,
abrangendo entre 5 a 25 integrantes aproximadamente (BISSONETE, 1982). Os catetos, podem
formar grupos maiores para fins de alimentacdo (REIS et al., 2006). As caracteristicas da
espécie sdo: possuem um corpo robusto, patas curtas, pelagem marrom ou negra, salpicada de

branco, com um colar branco no pescoco e nos ombros (REIS et al., 2006) e seu peso varia
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entre 17 e 35 quilogramas (PAGLIA et al., 2012). Quando adultos, os catetos podem medir de
78 a 106 cm de comprimento (MAYER & BRANDT, 1982).

Os habitos alimentares dos catetos podem variar de acordo com o local e a
disponibilidade do alimento, sendo classificados como frugivoros/herbivoros (SOWLS, 1997),
embora, eventualmente, também podem se alimentar de restos de animais (KILTIE, 1981). O
periodo de gestacdo dos catetos é mais ou menos de 145 dias, podendo gerar no méximo 4
filhotes (REIS et al., 2006). Comportamentos de coesédo e relacbes amigaveis sdo observados
nesses individuos (BIONDO et al., 2014; BYERS & BEKOFF, 1981; DA SILVA et al., 2016),
logo, o grau de parentesco pode promover a coesdo entre os catetos (BIONDO et al., 2014),
além do mais, a proximidade espacial entre os parentes pode favorecer na defesa contra
predadores (REIS et al., 2006). Biondo et al. (2014), estudando a relagéo entre o parentesco e a
estrutura social em catetos cativos, observaram que as relacbes amigaveis e agonisticas ndo sdo
preditas pelo grau de parentesco, mas por outros fatores como o sexo, idade e a familiaridade,
assim como ja foi descrito para outros grupos de mamiferos. Os catetos podem se dispersar em
distancias relativamente curtas, ou seja, entre os rebanhos vizinhos e essa dispersao ocorre mais
entre os machos e de forma moderada entre as fémeas (COOPER et al., 2010b).

Cooper et al. (2011) demostraram que em um Unico bando de catetos a paternidade dos
filhotes pode ser designada a mais de um macho, indicando que o sistema de acasalamento que
ocorre nessa espécie é a poliginandria. Tem sido demonstrado que esse tipo de acasalamento
pode aumentar as taxas de diversidade genética em varias espécies de mamiferos (WOLFF &
MACDONALD, 2004). No caso do P. tajacu, alguns estudos relataram niveis de diversidade
genética moderados a altos (BIONDO et al., 2014; COOPER et al., 2010b; COOPER et al.,
2011), o que pode ser uma consequéncia desse sistema de promiscuidade.

Embora o P. tajacu tenha uma ampla distribuicdo, as suas popula¢des tém sofrido um
declinio populacional, em consequéncia das a¢6es antropicas (KEUROGHLIAN et al., 2004).
Alguns fatores como a caca predatdria, a fragmentacdo de habitat, doencas infecciosas,
introducdo de espécies exdticas e ainda 0s eventos estocasticos, como secas e queimadas tém
ameacado as populacdes dessa espécie (DESBIEZ et al., 2012; KEUROGHLIAN et al., 2004).
Neste contexto, medidas conservacionistas foram adotadas no estado de Minas Gerais, € estédo
sendo desenvolvidos estudos genéticos, comportamentais (DE FARIA et al., 2018),
parasitologicos e etnozooldgicos a cerca de um bando de catetos cativos, com o intuito de
minimizar os riscos que tém levado essa espécie ao declinio e, consequentemente, aumentado

0s riscos de extingéo local.
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Os estudos genéticos sdo fundamentais para aprimorar 0s programas de conservagao e
reproducdo de espécies em cativeiro, pois por meio deles é possivel criar estratégias de manejo
para garantir a persisténcia das espécies ao longo do tempo (NIELSEN; PERTOLDI;
LOESCHCKE, 2007). Uma vez que o objetivo de muitos programas vai além da sobrevivéncia
de alguns individuos e seus descendentes, e visam também a manutencédo de niveis adequados
de diversidade genética a longo prazo, com o intuito de possibilitar futuras reintroducées nos
habitats naturais (RAMIREZ et al., 2006). Considerando que a diversidade genética é um fator
preponderante para a evolucdo adaptativa, a sua perda afeta diretamente a capacidade de
sobrevivéncia das populagdes (NIELSEN; PERTOLDI; LOESCHCKE, 2007; REED et al.,
2003).

Os marcadores moleculares microssatélites, também conhecidos como simples
sequéncias repetidas (Simple sequence repeats — SSRs) (GUICHOUX et al., 2011; JACOB et
al., 1991), sdo amplamente utilizados em estudos de genética da conservacdo, pois sao eficazes
em fornecer informacdes sobre a diversidade genética, a endogamia, 0 parentesco e a estrutura
populacional (KAPLANOVA et al., 2012). Eles sio caracterizados por motivos de repeticées
em tandem de 1 a 6 pares de bases (pb) e podem ser encontrados em genomas de organismos
procariotos e eucariotos (ELLEGREN et al., 1997; ZANE et al., 2002). O fato de possuirem
unidades de repeticBes varidveis entre os genotipos dos individuos torna esses marcadores
altamente polimérficos (ZALAPA et al., 2012). Os microssatélites possuem outros atributos,
como o fato de serem altamente mutaveis, hipervariaveis, abundantes no genoma e
codominantes (ELLEGREN, 2004).

As regides flanqueadoras dos marcadores microssatélites, diferentemente das repeticoes
de microssatélites, geralmente sdo conservadas entre os individuos de uma mesma espécie e até
mesmo em espécies diferentes, o que torna possivel a transferéncia de primers entre espécies
relacionadas filogeneticamente (HODEL et al., 2016; SELKOE & TOONEN, 2006). Assim, 0
grande numero de caracteristicas encontradas nos microssatélites torna esses marcadores 0s
mais populares nos estudos de genética populacional (GUICHOUX et al., 2011).

Até o presente momento, foram desenvolvidos poucos estudos com loci microssatélites
para a espécie P. tajacu. Isso pode estar relacionado a dificuldade no desenvolvimento
especifico desses marcadores, processo considerado caro e demorado (RICO et al., 2013;
ZANE et al., 2002). Contudo, a evolucdo biotecnologica vem tornando esse procedimento
menos laborioso (RICO et al., 2013; ZALAPA et al., 2012).

Uma alternativa para estudos envolvendo os marcadores microssatélites é a

transferibilidade de marcadores entre especies relacionadas filogeneticamente. Em mamiferos,
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a transferéncia de marcadores polimoérficos pode ser bem-sucedida dentro e entre os géneros, e
também entre familias (BARBARA et al., 2007). Estudos de transferibilidade foram realizados
com éxito em P. tajacu, utilizando marcadores desenvolvidos para as especies Sus scrofa
(porco-domeéstico) e Tayassu pecari (queixada) (BIONDO et al., 2014; COOPER et al., 2010b;
COOPER et al., 2011; DALLA VECCHIA et al., 2011; SILVA et al., 2010).

Alguns estudos moleculares foram desenvolvidos para o P. tajacu, com o intuito de
compreender a dispersdo sexual nessa espécie (COOPER et al., 2010b), entender como o
parentesco influencia na estrutura social dos catetos (BIONDO et al., 2014), compreender como
o0 monomorfismo sexual influencia na reproducdo (COOPER et al., 2011) e ainda, para avaliar
a diversidade genética de uma populagdo de catetos em cativeiro (SILVA et al., 2010). No
entanto, este € o primeiro estudo molecular desenvolvido com o P. tajacu que faz parte de um
programa de conservacao e reintroducdo dessa espécie no seu habitat natural.

Diante disto, a presente dissertacdo teve como objetivo avaliar a diversidade genética
de um grupo de P. tajacu cativos. Além disso, os dados genéticos gerados neste trabalho serdo
utilizados para avaliar a viabilidade de reintroducéo dos catetos em seu habitat natural, e, por

fim, para propor medidas para 0 manejo e conservacao dessa espécie.
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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

O presente trabalho € constituido de um capitulo que corresponde a um artigo cientifico
gerado com base nos resultados obtidos. O artigo “Diversidade genética em catetos cativos
(Pecari tajacu, Tayassuidae): implicacdes para a sua conservagido e reintrodugdo” estd em
preparacdo e sera submetido ao periédico Animal Biodiversity and Conservation. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a diversidade genética dos individuos em cativeiro utilizando
marcadores microssatélites. Os dados genéticos gerados serdo utilizados para avaliar a
viabilidade de reintroducdo desse grupo cativo em seu habitat natural e, por fim, para propor

medidas para 0 manejo e conservacao dessa espécie.
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Diversidade genética em catetos cativos (Pecari tajacu, Tayassuidae): implicagdes para a

sua conservacao e reintroducéo
Resumo

Diversidade genética em catetos cativos (Pecari tajacu, Tayassuidae): implicacGes para a sua
conservacao e reintroducdo. O Pecari tajacu (Tayassuidae), conhecido como cateto, esta
distribuido na regido Neotropical, entretanto, essa espécie esta sofrendo declinio populacional
devido as pressdes antropicas. Neste estudo utilizamos oito loci microssatélites para
caracterizar um grupo de 20 catetos nascidos em cativeiro, com a finalidade de reintroduzi-los
na natureza. Encontramos altos indices de diversidade genética, que indicaram que o0 grupo é
geneticamente diverso. Foram observados desvios ao equilibrio de Hardy-Weinberg em seis
loci, como consequéncia da deficiéncia de heterozigotos, provavelmente provocada pelo efeito
Wahlund. E, também, pelo excesso de heterozigotos, que pode ter sido ocasionado pela mistura
de individuos de origens distintas. Assim, concluimos que o grupo estudado possui uma
composi¢do genética para a reintroducdo na natureza, mas a adocao de estratégias antes e apos
a soltura dos animais na natureza sdo fundamentais para a sua persisténcia.

Palavras-chave: Caititu, animais de cativeiro, microssatélites.
Introducéo

Com o aumento das ameacas sobre as populaces naturais, um grande namero de
espeécies tem sofrido declinio populacional (Frankham, 2003). No entanto, o estabelecimento
de populagdes cativas para uma variedade de espécies ameacadas, tem sido uma forma de
minimizar esses impactos e garantir a conservacao dessas espéecies (McPhee, 2003). Para alguns
programas de conservacao, as populacdes cativas tém como finalidade produzir animais para a
reintroducdo na natureza (Frankham et al., 2008; Tavecchia et al., 2009). Assim, um dos
objetivos desses programas € preservar a diversidade genética nas populacdes (Sakthivel et al.,
2019), uma vez que a perda de diversidade genética reduz o potencial de evolucdo das
populacdes, impedindo que as mesmas se adaptem frente as mudancas ambientais (Arif &
Khan, 2009; Charpentier, 2008; Frankham et al., 2003). Para populac¢des a serem reintroduzidas
é de extrema importancia que os niveis adequados de diversidade genética sejam conservados,
pois elas serdo usadas para fundar ou suplementar populagdes silvestres (Frankham et al., 2008;
Ralls & Ballou, 1986).

Neste sentido, a aplicacdo de técnicas de genética molecular nos programas de
conservacao e reintroducdo contribui para 0 monitoramento e manejo de espécies ameacadas
(Frankham et al., 2008). Ademais, os estudos de genética populacional fornecem informacgoes
valiosas, tanto em nivel bioldgico, quanto em nivel comportamental (Burland & Wilmer, 2001;
Emmanuvel Rajan & Marimuthu, 2006), que podem auxiliar na redugéo dos riscos de extincéo

gue assombram uma grande variedade de espécies atualmente.
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O cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758) é um animal social (Byers & Bekoff, 1981;
Reis et al., 2006), territorialista e que vive em grupos compostos por machos e fémeas, variando
entre 5 a 25 integrantes aproximadamente (Bissonete, 1982). Ele esta presente em todos 0s
biomas terrestres do Brasil (Paglia et al., 2012), aléem de ser encontrado desde o Sul dos Estados
Unidos até o Norte da Argentina (Desbiez et al., 2012). Essa espécie de ungulado da familia
Tayassuidae possui uma dieta bem variada, alimentando-se de frutos, folhas, raizes, bulbos,
dentre outros alimentos (Sowls, 1997). O fato de possuirem uma dieta em sua maior parte
frugivora, os tornam dispersores e predadores de um grande numero de sementes de espécies
vegetais, sendo assim, possuem um papel fundamental na manutencdo das florestas tropicais
(Bodmer, 1991; Keuroghlian et al., 2009). No entanto, a presséo da caca e a fragmentacdo do
habitat tém aumentado os riscos de exting¢do para essa espécie (Desbiez et al., 2012). Ademais,
em algumas regifes do Brasil os animais dessa espécie podem ser encontrados tanto em areas
isoladas como préximos aos povoados e cidades, e isso, permite que eles sofram represalias por
parte dos agricultores, ja que ao entrarem em lavouras os catetos podem causar prejuizos
(Deshiez et al., 2012). Embora o cateto ainda ndo tenha sido citado na Lista Nacional das
Espécies Ameacadas, em alguns estados do Brasil ele ja € considerado ameacado de extincao,
inclusive no estado de Minas Gerais (Chiarello et al., 2008; Desbiez et al., 2012).

Neste sentido, a tentativa de reintroducdo de catetos nascidos em cativeiro, em area de
protecdo ambiental, no seu habitat natural estd sendo adotada no estado de Minas Gerais
(Projeto Cateto, financiado pela empresa Vallourec, em parceria com a Universidade Federal
de Ouro Preto, Universidade Federal de Minas Gerais, Universidade de Salford (Reino Unido)
e Instituto Estadual de Florestas em Minas Gerais), a fim de minimizar os riscos de extin¢ao
dessa espécie na regido. No entanto, para que o processo de reintroducdo seja bem-sucedido,
além dos estudos genéticos, foram também desenvolvidos estudos comportamentais (Faria et
al., 2018), parasitologicos e etnozooldgicos, 0 que tornou esse processo mais completo,
abrangendo varios aspectos importantes para a reintroducéo de animais.

Considerando o declinio populacional que o P. tajacu vem sofrendo no estado de Minas
Gerais, este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética dos individuos em
cativeiro utilizando marcadores microssatélites. Os dados genéticos gerados serdo utilizados
para avaliar a viabilidade de reintroducéo desse grupo cativo em seu habitat natural e, por fim,

para propor medidas para 0 manejo e conservacgao dessa especie.
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Material e Métodos
Area de estudo e amostragem

Para o presente estudo foram obtidas amostras de sangue de 20 catetos cativos. Esses
individuos foram amostrados de uma populacdo com cerca de 70 catetos, todos nascidos em
cativeiro, provenientes do criatorio de animais silvestres da Fazenda Engenho D’Agua,
localizada no distrito de Sao Bartolomeu (20°15°41” S, 43°36°34” W), em Ouro Preto, Minas
Gerais, Brasil (Figura 1). A fazenda esta localizada na Area de Protecdo Ambiental das
Andorinhas e seu limite faz divisdo com a Floresta Estadual Uaimii, sendo cadastrada no
IBAMA sob o n° 002/2003, processo 02015.002962/2003-02 como uma Area de Soltura de
Animais Silvestres (ASAS).

Legenda

® Fazenda Engenho D'Agua
[ Distrito de Sao Bartolomeu
[ Ouro Preto

100 0 100 km
||

Figura 1 - Localizac8o dos individuos de P. tajacu amostrados na Fazenda Engenho D’Agua.

Para a coleta da amostra biologica, os animais estudados foram sedados com a
associacdo de acepromazina, na dose de 0,2 mg/Kg, diazepam (0,5 mg/Kg) e cetamina (5
mg/Kg), por aproximadamente 30 minutos. Os procedimentos de sedacéo foram realizados pelo

profissional médico veterinario. Posteriormente, os animais foram pesados, sexados, marcados
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com brincos plésticos, microchips e tinta sobre a pelagem. E, as amostras de sangue foram
coletadas e estocadas a -20°C no Laboratorio de Genética Evolutiva e de PopulacGes da
Universidade Federal de Ouro Preto para as analises genéticas. Apds esses procedimentos 0S
catetos foram separados em dois subgrupos e ficaram localizados em dois recintos de 625 m?
cada, cercados com tela de arame e distanciando-se um do outro por cerca de 10 metros. Cada
subgrupo foi composto por 10 individuos, 7 fémeas e 3 machos (Tabela 1). Os catetos estudados
representam a 112 geracdo nascida em cativeiro.

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFOP)
sob o numero de protocolo 070/2015. A coleta de material biolégico foi autorizada pelo SisBio
sob 0 numero 49492-1 e 0 acesso ao patriménio genético dos catetos foi autorizado pelo SisGen
sob 0 nimero de cadastro AD40BEE.

Tabela 1 — Descricdo dos catetos analisados. *Equivale ao nimero do brinco do animal.

Subgrupo Identificacao* Sexo Faixa etaria
1 1 Fémea Adulta
1 2 Macho Adulta
1 3 Fémea Adulta
1 4 Macho Adulto
1 5 Fémea Adulta
1 6 Macho Subadulto
1 7 Fémea Adulta gravida
1 8 Fémea Jovem
1 9 Fémea Adulta (leite)
1 10 Fémea Subadulta
2 11 Macho Jovem
2 12 Macho Adulta
2 13 Fémea Adulta
2 14 Fémea Adulta
2 15 Fémea Adulta gravida
2 16 Fémea Jovem
2 17 Fémea Subadulta
2 18 Fémea Adulta
2 19 Fémea Adulta
2 20 Macho Adulto

Extracdo do DNA, amplificacdo e genotipagem

O DNA gendmico de cada individuo foi extraido utilizando o kit de extragdo DNeasy
Blood & Tissue (Quiagen®, Hilden, Germany), seguindo ao protocolo de extracdo do
fabricante. A qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v)
corado com brometo de etidio (0,3 mg/ml). As concentra¢fes das amostras de DNA foram
determinadas no Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, United States) e a pureza foi verificada
no NanoDrop 2000 (ThermoScientific, Waltham, MA, Estados Unidos). Para definir os
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marcadores que iriam ser utilizados para a anélise da diversidade genética do grupo de catetos,
foi realizado um screening com 12 primers de loci microssatélites (Tabela 2) descritos na
literatura para as familias Tayassuidae (P. tajacu - Biondo et al., 2011 e Tayassu pecari — Dalla
Vecchia et al., 2011) e Suidae (Sus scrofa - Rohrer et al., 1994).

As Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCRs) foram conduzidas com volume final de
20,0uL contendo 4uL de 1X do tampao (Promega), 0,4ul. de dNTPs (10mM de cada), 1,8uL
de MgCl, (256mM), 1,0uL de cada primer (10uM), 0,5uL de Taqg DNA Polimerase (5U/uL -
Promega) e 1,0ul. de DNA (20ng/uL). Para as amplificagdes, o termociclador (Veriti™ 96-
Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) foi programado com as seguintes condi¢des: uma
desnaturagdo inicial & 95°C por 3 minutos, seguida de 32 ciclos de amplificagdo, 95°C por 1
minuto, 55-64°C por 1 minuto para pareamento dos primers (de acordo com a temperatura de
pareamento de cada primer — Tabela 2), e 72°C por 1 minuto para extensao e uma extensao final

de 72°C por 7 minutos. Todas as rea¢es de PCR foram realizadas com controles negativos.

Tabela 2 - Relacdo de marcadores microssatélites selecionados para o screening.

Locus Sequéncia do primer (5°- 3°) Motivos de repeticdo T (°C) Referéncia

F— ACA CAC ATA AAT ACA CAC ACA AG .
PT0226 R _ CAG AAT AAA AAG CTC CAC GAG AG (CA)12 55 Biondo et al., 2011

F—-GGT GTT GGG AAA ATT GGA .
TPEC2 R_ GGA GTT TTA TGG CTT CAT GT (AGAA)3...(AGGA)s...(GAAG)s 62  Dalla Vecchia et al., 2011

F-AACTGTCTCCTG TAGGCAC

TPEC3 R-TGAACAGTT TAG AAACGC TG

(AAGG)s 60  Dalla Vecchiaetal., 2011

F—-CAG TGG ACC AGA GAA AAC AT

TPEC4 1 GGT AAA TAG CTA AAC TTG CCT

(AGAA), 60  Dalla Vecchia et al., 2011

F-TCTTTG GAG AATCGTCTGTT .
TPEC9 R _ CAC TGG CAA GGG ATT AAT C (TTTG)e 50  Dalla Vecchia et al., 2011

F-GAC TAG ATC TCATGT TAAGTGTTT

TPEC10 R _ AGG GTA TAG AGT CCA GGA GC (AC)14 64  Dalla Vecchia et al., 2011
TPEC12 E:%TT': ?.g ggﬁ Zceii\fggé% (GT)s 60  Dalla Vecchia etal., 2011
TPECI3 LSS RS TS T AL LAl e (AAAC)s 60  Dalla Vecchiaetal., 2011
TPEC14 E:TTEATTC:AA:CCCTSTGAﬁ%TGGéK ﬁG (TGAA)s 55  Dalla Vecchia etal., 2011
TPEC18 L~ GO GOAACO T CTCAee A (TCTA),(CCTA); 60  Dalla Vecchia etal, 2011
swes? [ [OASAC OTC FOT TAC SR GACC (CA) 60  Rohreretal., 1994
igrr £~ GCTTGGATG GAC CAT GTT G (CAM 57 Rohreretal,, 1994

R—-CACTTG AGG GGC AAATGATT

Sequéncias dos primers, motivos de repeticdo, temperatura de pareamento (T °C) e as
referéncias dos primers. F: forward; R: reverse.

Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corados

com nitrato de prata (Sambrook, 2001), durante quatro horas a 60 W. O processo de eletroforese



27

para cada microssatélite foi realizado pelo menos trés vezes, para evitar possiveis erros durante
essa etapa. O marcador de peso molecular ladder DNA de 100 pb (Kasvi, Brasil) foi empregado
em todos os géis para estimar o tamanho dos fragmentos e os resultados foram comparados aos
descritos na literatura (Biondo et al., 2011, Dalla Vecchia et al., 2011 e Rohrer et al., 1994). Os
géis foram fotografados para determinacéo dos alelos e das analises estatisticas. Os marcadores
que se mostraram polimdrficos foram selecionados para o estudo da diversidade genética dos
individuos em cativeiro. Os genotipos dos catetos foram determinados visualmente para cada

loci microssatélite, aplicando a técnica de contagem dos alelos.
Diversidade genética

O teste para verificar a frequéncia de alelos nulos foi realizado no FreeNA (Chapuis &
Estoup, 2007). A diversidade genética da populacgéo foi estimada por meio da caracterizacdo do
numero de alelo por locus (Na), o nimero efetivo de alelos (Ne), a heterozigosidade observada
(Ho) e esperada (He) sob o equilibrio de Hardy-Weinberg e o indice de fixagdo (F) no GenAlex
6.5 (Peakall & Smouse, 2012). O conteudo de informacédo polimérfica (PIC) foi calculado no
Cervus 3.0.3 (Marshall et al., 1998). O Genepop 4.7.0 (Raymond & Rousset, 1995) foi utilizado
para calcular os desvios ao equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligacdo entre os
pares de microssatélites. A correcdo de Benjamini e Yekutieli (BY - Benjamini & Yekutieli,
2001) foi aplicada ao valor P em ambos os testes.

Resultados

O total de 12 marcadores microssatélites foram utilizados para a caracterizagdo genética
dos catetos (P. tajacu), e quatro desses marcadores foram monomorficos (PT0226, TPECS,
TPEC9 e TPEC13) e removidos das analises posteriores. Sendo assim, as andlises foram
realizadas com base em oito marcadores (TPEC2, TPEC4, TPEC10, TPEC12, TPEC14,
TPEC18, SW857 e IGF1). Foram encontradas evidéncias de alelos nulos em quatro loci
(TPEC2, TPEC4, TPEC14 e TPEC18). O numero de alelos (Na) por locus variou de 4 a 11,
com uma média de 8,0 alelos. O locus TPEC14 teve o menor numero de alelos efetivos (Ne =
3,265), enquanto SW857 foi o locus com o maior numero de alelos efetivos (Ne = 8,0); a média
de alelos efetivos foi de 6,030 (Tabela 3).

O valor médio para a heterozigosidade observada foi 0,775, com os marcadores
TPEC10, TPEC12, SW857 e IGF1 apresentando os maiores valores (Ho=1,00) e o marcador
TPEC2 o menor valor (H0=0,300). A heterozigosidade esperada (He) variou de 0,694 a 0,875

e a média para todos os loci foi de 0,823. O Conteudo de Informag&o Polimérfica (PIC) variou
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de 0,645 a 0,862, com o valor médio de 0,800. Os coeficientes de endocruzamento (F) variaram
de -0,190 a 0,633, com o valor médio de 0,063 (Tabela 3). Seis marcadores apresentaram
desvios significativos do equilibrio de Hardy—Weinberg (TPEC2, TPEC4, TPEC12, TPEC18,
SW857 e IGF1, P <0,01840, apos correcdo de BY). Néo foi observado desequilibrio de ligacao

entre os pares de microssatélites (P < 0,01273, apds correcdo de BY).

Tabela 3 - Estimativas de diversidade genética para o grupo de Pecari tajacu em cativeiro,
utilizando dados de oito loci microssatélites.

Locus Na Ne Ho He PIC F
TPEC2* 8,000 5,479 0,300 0,818 0,792 0,633
TPEC4* 8,000 5,298 0,650 0,811 0,789 0,199
TPECI10 9,000 6,250 1,000 0,840 0,822 -0,190

TPEC12* 8,000 6,557 1,000 0,848 0,829 -0,180
TPEC14 4,000 3,265 0,600 0,694 0,645 0,135
TPEC18* 8,000 7,143 0,650 0,860 0,843 0,244
SW857* 11,000 8,000 1,000 0,875 0,862 -0,143
IGF1* 8,000 6,250 1,000 0,840 0,820 -0,190
Média 8,000 6,030 0,775 0,823 0,800 0,063

Numero de alelos (Na), nimero efetivo de alelos (Ne), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He), conteddo de informacdo polimorfica (PIC) e indice de fixacdo

(F).
*Locus desviando do equilibrio HWE ap6s correcbes de BY (p<0,01840).

Discussao

No presente estudo, foram utilizados oito marcadores microssatélites para caracterizar
geneticamente o grupo de catetos em cativeiro. Os marcadores apresentaram altos indices de
diversidade genética, demostrando que esse grupo € geneticamente diverso. O fato de os
individuos fundadores da populacéo de catetos da Fazenda Engenho D’ Agua terem vindo de
seis regides geograficas distintas, Uba (oito individuos), Juiz de Fora (um individuo), Varginha
(12 individuos), Passa Tempo (nove individuos), Trés Pontas (um individuo), Montes Claros
(um individuo), Minas Gerais, Brasil, de apreensdes distintas realizadas pelo IBAMA, pode
explicar os valores que indicaram os altos indices de diversidade genética encontrada nesse
grupo, pois antes de serem levados para a fazenda os individuos ndo se acasalavam, portanto,
cada um deles tinha a sua linhagem evolutiva distinta.

Mesmo representando a 11* gera¢io nascida em cativeiro na Fazenda Engenho D’Agua,
a meédia de alelos por locus encontrada neste estudo foi alta (Na=8,0), assim como os valores
médios de heterozigosidade observada e esperada (Ho=0,775 e He=0,823). Marcadores que

apresentam niveis de heterozigosidades iguais ou superiores a 70% séo considerados altamente
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polimérficos (Ott, 1992). O numero de alelos encontrado neste estudo para os microssatélites
SW857 e IGF1 (Na=11 e Na=8, respectivamente) foi superior ao encontrado por Biondo (2006)
(Na=7 e Na=7, respectivamente). Os valores para as heterozigosidades observadas e esperadas
também diferenciaram nos dois estudos, sendo que Biondo (2006) encontrou (SW857:
Ho=0,94, He=0,87; IGF1: Ho= 0,65 e He=0,71) contra (SW857: Ho=1,00 e He=0,875; IGF1.:
Ho=1,00 e He=0,840) do presente estudo. Assim, esses resultados demonstram que apesar de
ambos 0s microssatélites serem de primers heterélogos, desenvolvidos para a espécie S. scrofa,
eles foram polimoérficos nos dois estudos. Porém, no presente estudo eles foram mais
polimorficos.

O valor médio do contetdo de informacgdo polimdrfica (P1IC=0,800) obtido neste
trabalho, demonstra que os microssatélites empregados séo informativos. Segundo Botstein et
al. (1980), valores de PIC superiores a 0,5 indicam que os marcadores utilizados sdo altamente
informativos. Dalla Vecchia (2011), estudando a variacdo genética em catetos, também
encontraram valores de PIC (>0,5) para os loci (TPEC2, TPEC4, TPEC10, TPEC12, TPEC14
e TPEC18; valores entre 0,531 a 0,815), assim como foi encontrado neste estudo. Sendo assim,
os resultados encontrados nos dois estudos demonstram que esses marcadores foram altamente
informativos para a caracterizacdo genética em ambos 0s estudos, entretanto, os valores aqui
encontrados foram mais altos.

Desvios significativos ao equilibrio de Hard-Weinberg foram observados em seis dos
oito loci microssatélites. Os desvios nos marcadores TPEC2, TPEC4 e TPEC18 estdo
relacionados aos coeficientes de endocruzamento positivos (F>0) encontrados nesses
microssatélites, e que evidenciaram um excesso de alelos em homozigose presente nesses loci.
A deficiéncia de heterozigotos encontrada nos marcadores em questéo pode ter sido provocada
por fatores como tamanho populacional pequeno, endocruzamento ou em consequéncia da
existéncia de subdivisdes na populacédo (efeito Wahlund) (Brookfield, 1996; Guan et al., 2009).
Ainda, essa deficiéncia pode ter sido causada pela presenca de alelos nulos, gerados como
consequéncia de erros de genotipagem, um reflexo da metodologia aplicada ou por mutacdes
na regido de pareamento dos primers (LOopez-Marquez et al., 2016).

Entretanto, no presente estudo, o efeito Wahlund pode ser o responsavel pelo desvio
apresentado nesses loci, dado que esse efeito ocorre quando subpopulagdes com frequéncias
alélicas diferentes sdo agrupadas involuntariamente durante a amostragem, assim, mesmo que
cada subpopulagdo esteja em equilibrio, ao serem agrupadas elas néo estardo, e isso acarretara
numa deficiéncia de heterozigotos em toda a amostra (Dharmarajan et al., 2013). Como o0s

catetos sdo individuos sociais e vivem em grupos que podem conter entre cinco a 25 integrantes,
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provavelmente o grupo estudado ao ser amostrado da populacdo de catetos da fazenda foi
formado por individuos de diferentes subpopulacfes, ja que a amostragem foi realizada
aleatoriamente. Além do mais, os 70 individuos estavam todos localizados no mesmo recinto
antes da captura dos animais estudados.

Por outro lado, nos loci TPEC12, SW857 e IGF1 a causa do desvio ao equilibrio de
Hardy-Weinberg foi o0 excesso de heterozigotos (F<0). O efeito Wahlund ou quebra do isolado,
também pode ocasionar 0 aumento de heterozigotos em uma populagédo, uma vez que esse efeito
possui inumeras consequéncias (Ridley, 2006). Sendo assim, o0 excesso de heterozigotos
apresentado por esses loci pode ser atribuido a mistura de populagbes que estavam
completamente isoladas e que tinham frequéncias alélicas diferentes, com a juncdo das
populacdes (quebra do isolado) a frequéncia de homozigotos é reduzida e consequentemente a
de heterozigotos é aumentada (Ebrahimi et al., 2017; Hartl & Clark, 2010; Ridley, 2006).
Considerando que a populacdo de catetos da Fazenda Engenho D’Agua é formada por
individuos que vieram de origens distintas, provavelmente a mistura desses individuos foi a
responsavel pelo excesso de heterozigose encontrada nesses loci.

Até entdo, nenhuma andlise genética havia sido realizada com os catetos cativos aqui
estudados, quando este estudo foi iniciado a populagdo j& estava estabelecida. Portanto, as
analises moleculares desenvolvidas neste estudo foram fundamentais para o conhecimento do
perfil genético de cada individuo e do grupo de catetos como um todo. Mas, apesar dos
resultados obtidos neste trabalho serem representativos apenas de uma parte do pool génico da
populacdo de catetos da fazenda, eles indicaram que o grupo estudado possui uma composicao
genética para fundar uma nova populacao silvestre.

No entanto, para que esse grupo persista apos a reintroducdo, é de fundamental
importancia que ele seja autossustentavel, assim varios aspectos devem ser levados em
consideracdo antes e ap6s a soltura desses animais na natureza. E importante escolher um
habitat ideal para esses individuos, técnicas para preparacdo dos animais, treinamento dos
animais apo6s o langamento, alguns individuos devem ser equipados com radio colares para
acompanhamento dos movimentos do grupo, bem como o monitoramento dos nascimentos,
mortes e relagdes de parentesco (studbook), dentre outros aspectos (Kleiman, 1989).

Considerando o declinio populacional que tem afetado a espécie P. tajacu, a
implementacao de acGes direcionadas para a sua conservagao sao extremamente importantes,
assim a recuperacdo de areas degradadas, a protecdo do habitat ocupado por essa espécie,

medidas de protecdo contra a caca predatdria, bem como a implementacdo de mais programas
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de reintroducdo da espécie em ambientes onde ela se encontra ameagada ou extinta sdo

essenciais para a sua sobrevivéncia.

Conclusodes

Com este trabalho geramos dados genéticos a partir de marcadores moleculares
microssatélites para uma espécie que se encontra ameagada de extingdo em alguns estados do
Brasil, inclusive no estado de Minas Gerais, sendo que, o grau de ameaca pode variar de acordo
com a regido em que essa espécie se encontra inserida.

A partir deste estudo concluimos que a 112 geracdo de catetos nascida em cativeiro
possui altos indices de diversidade genética, ou seja, esse grupo € geneticamente diverso. No
entanto, os resultados encontrados representam apenas parte do pool génico da populacdo em
cativeiro na Fazenda Engenho D’ Agua.

Os resultados gerados com este trabalho indicaram que o grupo estudado possui uma
composi¢cdo genética para a reintroducdo na natureza, no entanto, a adogdo de algumas
estratégias antes e apds a soltura dos individuos na natureza sdo fundamentais, para que em
longo prazo o sucesso reprodutivo, a sobrevivéncia desses individuos e das proximas geragoes
ndo sejam comprometidos. Além do mais, este estudo em conjunto com o0s estudos
comportamentais, parasitologicos e etnozool6gicos, que juntos formaram o Projeto Catetos,

podem se tornar modelo de manejo para espécies a serem reintroduzidas.
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Frequéncias alélicas dos loci microssatélites utilizados para a caracterizacdo da

diversidade genética

Locus/Frequéncia

Alelo TPEC2 TPEC4 TPEC10 TPEC12 TPEC14 TPEC18 Sw857 IFG1
1 0,025 0,325 0,025 0,200 0,150 0,125 0,025 0,200
2 0,250 0,200 0,275 0,225 0,450 0,150 0,075 0,150
3 0,025 0,100 0,150 0,125 0,175 0,150 0,075 0,175
4 0,200 0,100 0,150 0,100 0,225 0,100 0,125 0,225
5 0,175 0,100 0,050 0,050 0,175 0,025 0,075
6 0,075 0,100 0,125 0,125 0,125 0,125 0,075
7 0,050 0,050 0,050 0,125 0,150 0,125 0,050
8 0,200 0,025 0,125 0,050 0,025 0,025 0,050
9 0,050 0,050
10 0,200
11 0,150




Genotipos dos animais para os loci microssatélites analisados
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Locus
Individuo TPEC2 TPEC4 TPEC10 TPEC12 TPEC14 TPEC18 SW857 IFG1
1 3/4 6/6 6/7 3/4 3/3 713 6/7 1/2
2 4/4 6/6 412 7/8 1/2 713 4[7 3/4
3 5/5 7/8 2/3 3/4 1/2 713 2/3 1/2
4 5/2 2/4 4/2 1/2 3/3 5/5 4[7 1/4
5 717 2/4 4/5 7/8 1/1 5/5 6/7 1/2
6 4/4 714 2/3 716 212 3/3 2/4 3/4
7 1/2 2/5 8/2 716 212 718 10/4 5/6
8 5/5 5/5 4/6 3/4 212 5/5 10/3 3/4
9 2/2 2/3 4/6 716 1/2 1/3 10/11 1/2
10 6/6 1/1 6/3 1/2 1/2 5/6 5/6 1/2
11 8/8 1/4 1/2 1/2 3/2 2/4 6/7 1/2
12 8/8 1/1 4/5 312 3/2 1/2 10/11 1/4
13 8/8 1/1 2/3 5/6 3/2 1/2 10/11  5/6
14 5/2 5/3 9/3 1/2 4/4 6/6 10/11  3/4
15 4/4 1/2 8/9 1/2 4/4 6/6 9/6 5/6
16 8/8 1/2 8/2 1/2 2/4 1/2 10/11  3/4
17 2/2 1/3 8/2 5/6 2/4 2/4 10/11  3/4
18 4/2 1/2 8/2 1/2 2/4 2/4 8/4 3/4
19 5/6 1/1 2/3 3/4 2/4 717 9/3 7/8
20 2/2 2/3 6/7 1/2 2/4 1/4 1/2 7/8




