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RESUMO

A andlise da variabilidade genética das espéciefragmentos amplificados foram analisados por eletroforese
nativas passou a ter hoje um papel de destaque na definicm gel de agarose. Trintaeimersforam amplificados com
das estratégias de conservacdo e manejo de populac®sesso, fornecendo um total de 203 locos, com uma média
naturais, dentro de um contexto de pecuéria alternativa. @e 7 locos poprimer. Considerando os dois bandos
objetivo deste trabalho foi avaliar o padrdo de amplificacd@nalisados, cerca de 72% dos locos s&o polimorficos. A
de diversogrimers de marcador tipo RAPD (Random andlise de variancia molecular (AMOVA) realizada para todos
Amplified Polymorphic DNA) a fim de fazer uma sele¢éo os locos mostrou que existe uma tendéncia de estruturagao
com base na resolugdo das bandas no gel e no nivel da variabilidade genética nos bandos, com yrigtial a
polimorfismo encontrado para cgaémer, para bandos de 0,081 (P=0,07). Uma andlise de coordenadas principais
gueixada Tayassu pecayina regido do Parque Nacional confirma esses resultados, sugerindo que a espécie tende a
das Emas, GO. Foram amplificadogpfiinersutilizando-se  formar bandos que podem ser unidades reprodutivas.
reacdes de PCR a partir do DNA de 18 individuos. Os

PALAVRAS-CHAVE: Divergéncia genética, queixadas, RAFByassu pecatri.

SUMMARY

EVALUATION OF THE PATTERN OF AMPLIFICATION OF RAPD MARKERS IN GROUPS OF WHITE-LIPPED
PECCARY {Tayassu pecarOF THE NATIONAL PARK OF EMAS, BRAZIL.

The analysis of genetic diversity within and among successfully amplified, resulting in 203 loci, with an average
natural populations of native species is a central issue tof 7 loci per primer. Considering the two groups
establish conservation and management strategies, in tlsmultaneously, about 72% of the loci were polimorphic.
context of alternative breeding programs. The objective ofThe analysis of molecular variance (AMOVA) showed a
this research was to evaluate amplification pattern of primergendency for structuring the genetic variability exists in the
from RAPD markers, for two groups of white-lipped peccary groups with a f. equal to 0.081 ( P = 0.07). A principal
(Tayassu pecayifrom Emas National Park. Forty primers coordinate analysis, based on Jaccard coefficients among
were used for the amplification through polimerase chairnindividuals, also showed the same trend, suggesting that
reaction (PCR), using DNA from 18 individuals. The they, at least in part, form reproductive units.
amplified fragments were analysed by horizontal
electroforese in agarose gel. Out of the 40 primers, 30 were

KEY WORDS: Genetic divergency, white-lipped peccary, RAPD, tayassu pecatri.
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INTRODUCAO reprodutivo. Por outro lado, a andlise da divergéncia
genética entre as populacdes, aliada aos padrbes

Nos ultimos 15 a 20 mil anos o homemespaciais de distribuicdo da divergéncia genética
domesticou cerca de 50 a 60 espécies de animaigtre elas, permite a identificagdo de unidades
que constituem a base da indUstria animal no mundsyolutivas significativas (ESU — em anélises
todo e que servem como fonte de alimentos, courdiogeogréficas com base no DNA mitocondrial) ou
e outros produtos e servicos (CLUTTON-BROCK, de unidades de manejo (UM —em andlise com base
1999). Algumas espécies séo cosmopolitas e criada® DNA nuclear) (EIZIRIK, 1996). Essas
em quase todas as regides, enquanto outras ténformacdes sdo importantes na definicdo de
importancia mais regional. A grande maioria dagprogramas para a conservacdo de populacdes
espécies de animais domésticos foi domesticada rolutivamente estaveis bem como para auxiliar no
chamado Velho Mundo, ou seja, Europa, Africa énanejo racional e sustentavel dessas populacdes
Asia, e apenas um niimero muito pequeno de ESPEC@®EWTON et al., 1999).
de ocorréncia nas regides onde existiram populagcbes  Apesar de sua importancia econémica e eco-
humanas desenvolvidas ja foi exploradolégica, sabe-se pouco sobre a ecologia e estrutura
(LAVORENTI, 1997). genética das populagfes de queixadaggssu

O interesse popular em proteger espécies anpecar). A maior parte do conhecimento sobre este
mais e de plantas tem se intensificado durante as @nimal ¢ especulativa, deduzida a partir de sua se-
timas décadas, tanto por razdes ecoldgicas quanigelhanca esperada com porcos selvagens e javalis,
comerciais. sem confirmag&o na natureza (MAYER & WETZEL,

A preservacgao do meio ambiente deixou de1987; FRAGOSO, 1997). Ele provavelmente ne-
ser apenas uma bandeira de ecologistas e um concgjtsssita de grandes areas naturais (ndo perturbadas),
politicamente correto para proporcionar ganhogode ser migratdrio, sendo suas fontes de alimento
qualitativos e estratégicos as empresas. Investir eptovavelmente esparsas e largamente distribuidas
linhas de producéo que tenham essa preocupaca¢iLTIE, 1981; KILTIE & TEBORGH, 1983). Na
incorporar processos de gestao ambiental constituenatureza, formam bandos que podem variar entre 5
umatendéncia e, em alguns casos, significam tambéa00 individuos. E possivel que em certas estacées
a reducdo nos custos operacionais (DONAIREdo ano os bandos grandes se dividam em grupos
1995; KINLAW, 1997). Acredita-se que as menores, de acordo com a distribuicdo e abundan-
organizagOes estejam interessadas na sustentabilidagiede alimento. Entretanto, acredita-se que seja mais
de seus negocios e preocupadas em concebégqiiente a ocorréncia de grupos menores em areas
produtos, servigos e processos que as aproximegom maior pressio de caga ou com um grau maior
do equilibrio ambiental. Isso ja se verifica nos paisege antropizacéo (KILTIE & TEBORGH, 1983;
desenvolvidos e a influéncia pode ser sentida no BrastRAGOSO, 1997). Dessa forma, a migracdo des-
A pecuaria alternativa, ou silvestre, inserida nases bandos pode estar relacionada com os ciclos de
contexto de econegacio, deve se tornar regra n@ggoducao de frutos em grandes regides e pode ain-
proximos anos (ANDRADE et al., 2000; ROCHA, da necessitar de um certo tamanho minimo de ban-
2002). do para que haja sucesso na reproducao

Nesse contexto, a andlise da variabilidad§SMYTHE, 1986; FRAGOSO, 1997;
genetica das espécies nativas passa a ter hoje WHTRICHTER et al., 2001). Portanto, um estudo
papel de destaque na definicéo das estratégias izial sobre a genética e dindmica populacional des-
conservacao e manejo de populagdes naturaies animais torna-se necessario e urgente, ja que
(AVISE & HAMRICK, 1996). O conhecimento da existe um grande interesse de exploracao, para fins
magnitude e distribuicdo da variabilidade genéticgomerciais, dessa espécie.
dentro e entre populagdes € importante, pois esta  Assim, este trabalho teve como objetivo ava-
relacionado com o alcance do fluxo génico, o sistemigar os padrdes de amplificacéo e a variabilidade
de acasalamento, as taxas de mortalidade e o sisteg#nética de alguns marcadores RAPD (Random
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Amplified Polymorphic DNA), a fim de selecionar Polimerase (5 unidadesye completando o volume

os melhores padrdes e utiliza-los para estimar a dcom 10,841 de HO Milli-Q . Para cada individuo
versidade e a divergéncia genética dentro e entfei feita uma reacao de PCR, testando todos os
bandos de queixadas com ocorréncia no Parqueimersaqui citados.

Nacional das Emas (PNE) e seu entorno. Os fragmentos amplificados foram submetidos
a eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% com
MATERIAL E METODOS tampéo de corrida TBE 0,5X. As bandas foram co-
radas com brometo de etidio e visualizadas com
Obtencéo dos dados moleculares transiluminador de luz ultravioleta, em seguida os géis

foram fotografados para posterior anélise, com o

Foram armados chiqueiros, cevados com miauxilio do fotodocumentador Kodak Edas 120.
Iho e sal, para a captura dos animais no entorno do
Parque Nacional das Emas. Depois de capturados, Andlise estatistica dos dados
o sangue de 18 individuos, pertencentes aos bandos
Bigatinha e Fundéo, foi coletado com o auxilio de Depois de codificados os géis, a matriz de
umvacouteinecontendo EDTA. Depois de cole- dados binarios (presenga/auséncia das bandas nos
tado, o sangue foi acondicionado em um volume iguéhdividuos) foi submetida a uma analise estatistica
de um tamp&o denominado Easy Blood e armazéescritiva e a uma estimativa da diversidade genética
nado em geladeira, que auxilia na conservacao dig Nei, que foi feita pgrimer, utilizando csoftware
material até chegar ao laboratorio para a extracdeopgene (Population Genetic Analysis) versao 1.32
do DNA. (YEH & YANG, 1998). A divergéncia entre os ban-

O DNA dos individuos foi extraido utilizando dos também foi estimada através da analise de
o kit de purificacdo de DN&FX fornecido pela  variancia molecular (AMOVA), realizada para cada
Amersham Pharmacia Biotech. Foram utilizados 4@rimer, utilizando-se softwareAMOVA versao
primersdas séries OPA e OPC fornecidos pela .55 (EXCOFFIER et al., 1992). Em seguida, fo-
OperoniV. Estegprimersforam amplificados via ram calculadas correlagdes de Pearson entre as es-
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) coriatisticas descritivas e os estimadores da divergéncia
diferentes protocolos, a fim de escolher o de melhagenética, a fim de testar possiveis preditores desta
resultado (HILLIS et al., 1996; FERREIRA & divergéncia, com base em algumas caracteristicas do
GRATTAPAGLIA, 1998). Foram testadas as trésprimer.
condi¢Bes de amplificacéo descritas a seguir: Teste ~ Os dados também foram utilizados para a
1 — primeira etapa 3’ a 96°C, segunda etapa 1’ eonstrucéo de uma matriz de distancias genéticas entre
92°C, terceira etapa 1' a 35°C, quarta etapa 1’ @s individuos com base no indice de Jaccard que,
72°C, quinta etapa 40 ciclos (2-4), sexta etapa 3’ @m seguida, foi submetida a uma analise de ordena-
72°C e sétima etapa 4% Teste 2 — primeira etapa ¢&o denominada Coordenadas Principais, a fim de
3 a94°C, segunda etapa 1’ a 94°C, terceira etapasualizar o padréo de divergéncia genética entre os
1' a 35°C, quarta etapa 2’ a 72°C, quinta etapa 40dividuos em um espaco reduzido de duas dimen-
ciclos (2-4), sexta etapa 7’ a 72°C, sétima etapades (CRUZ & REGAZZI, 1997). Esta analise foi
4°C¥ . Teste 3 —primeira etapa 2’ a 94°C, segundéealizada utilizando-se software NTSYS
etapa 1,5’ a 92°C, terceira etapa 1’ a 37°C, quartdNumerical Taxonomy and Multivariate Analysis
etapa 2,5’ a 72°C, quinta etapa 40 ciclos (2-4), sextaystem), versao 1.5 (ROHLF, 1989).
etapa 5’ a 72°C e sétima etapa #@\s reacdes

de PCR para um sistema com o volume final dé 20 RESULTADOS E DISCUSSAO
foram montadas da seguinte format @ DNA
(~10ngM); 1,5ml deprimer (~10ngi); 2,6ml Dos 40primerstestados, 30 obtiveram am-

tampé&o da enzima (10X); Opgle MgCl, (50nivl); plificacdo (Figuras 1 e 2). Considerando-se os 30
2,081 de d'NTP (2,%M); 0,2n da enzima Tag- primersnos dois bandofi obtido um total de 203
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locos, com uma média de 7 locos pomer, com  relagcBes entre os valores de fST ao longo dos
variacdo de 1 a 15. O numero de locos polimorficprimerscom as caracteristicas descritivas desses
foi 147, com variacdo entre 0 e 12 pamer(Ta-  primers incluindo o nimero de locos, (r = 0,109/
bela 1). Quando se consideram os bandos sepalfa= 0,568), o nimero de locos polimérficos (r =
damente, encontram-se para o Fundao 104 loc®&079 / P = 0,678) e a diversidade genética total
polimérficos, o que corresponde a 51,23% do totakHT}(r = 0,045 / P = 0,815). Dessas correlacdes
No bando Bigatinha foram encontrados 123 locopoderiam sugerir preditores em potencial na deteccéo
polimorficos, que representam 60,59% do total.  da divergéncia genética entre os bandos mas, de fato,
A andlise de Diversidade de Nei, realizada poapenas os dois estimadores da estrutura genética
primer, mostrou que existe uma diversidade total (H estao significativamente correlacionados (Figura 3).
gue variou entre 0 e 0,340, sendo que a propor¢dgssim, uma selecdo geimers,como a realizada
de variacdo genética entre os bandqQg)(@riou  neste trabalhdorna-se necessaria na tentativa de
entre 0 e 0,643. Quando sé&o considerados todos ogmizacao da qualidade e quantidade dos dados a
primerssimultaneamente, os valores dek, fo-  serem obtidos. A auséncia de correlacdo entre es-
ram 0,2370 e 0,1278, respectivamente. A analists variaveis impossibilitou a utilizacao de critérios
de variancia molecular (AMOVA), quando realiza- puramente quantitativos para a selecguriteers
da considerando todos os locos, mostrou que, dpie apresentassem maior poder de deteccao da di-
fato, existe uma tendéncia de estruturacéo da varigergéncia genética.
bilidade genética nos bandos, com ymdual a A andlise de coordenadas principais mostrou
0,081, significativo ao nivel de 7% de probabilida-que existe uma tendéncia de agrupamento dos indi-
de. Quando a AMOVA foi realizada parimer,0  viduos nos seus respectivos bandos, conforme su-
f., variou entre 0 e 0,549, sendo que a maior partgerido pela AMOVA, o que seria esperado se esta
dos coeficientes nao foi significativa (Tabela 1).  espécie realmente utilizar uma estratégia de forma-
Como a correlagao entre os dois estimadoresio de bandos reprodutivos (Figura 4). O significa-
da estrutura genética (GST e fST) foi elevada (r ©lo adaptativo da formacao de bandos grandes nes-
0,719/P <0,001), foram analisadas apenas as caaespécie ndo é claramente entendido (SMYTHE,

1900bp
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1100 b p
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FIGURA 1. Exemplo de um bom padré&o de amplificacéo dos fragmentos RAPD obtidpsempei®OPC-
4 com o DNA dos bandos (Bigatinha e Fundao) de queixada. As colunas M 100bp indicam o marcador de
peso molecularl00 base pair ladder, Pharmagia
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TABELA 1. Relagao do nimero de locos, nimero de locos polimorficos, proporgao da variagao genética entre.jandos (G
diversidade total (jie f_ com seu nivel de significancia (P), parap8inersde RAPD em dois bandos de queixadas
(Tayassu pecayido Parque Nacional das Emas.

Primers N.° de locos N.° de locos <© H, f P)
polimorficos

OPA-01 3 2 0,6428 0,3169 0,549 (0,0002)
OPA-02 8 4 0,0935 0,1675 -0,073 (0,6753)
OPA -05 4 2 0,0720 0,1943 -0,103 (0,7305)
OPA-08 9 8 0,0195 0,3106 -0,076 (0,9248)
OPA-09 5 3 0,0172 0,1632 0,049 (0,2370)
OPA-10 4 3 0,0707 0,2637 0,036 (0,2408)
OPA-11 11 10 0,0895 0,2472 0,092 (0,0702)
OPA-13 8 2 0,0845 0,0822 -0,012 (0,6515)
OPA-14 3 0,1164 0,3052 -0,011 (0,4815)
OPA-15 5 0,1229 0,3333 -0,017 (0,5613)
OPA-16 0 0,0000 0,0000 0,199 (0,1278)
OPA-18 15 12 0,1347 0,2674 0,127 (0,0266)
OPA-20 8 0,1483 0,3221 0,161 (0,0362)
OPC-01 5 0,0541 0,2365 0,014 (0,5141)
OPC-02 3 2 0,0858 0,2529 -0,055 (0,2098)
OPC-04 10 9 0,0784 0,3359 -0,007 (0,3311)
OPC-05 5 3 0,1524 0,2101 0,154 (0,0492)
OPC-06 9 7 0,0527 0,3253 -0,029 (0,6133)
OPC-08 10 9 0,1266 0,2202 0,021 (0,2797)
OPC-09 5 4 0,0653 0,3399 -0,001 (0,4675)
OPC-10 4 1 0,3647 0,0979 0,163 (0,0002)
OPC-11 6 3 0,1653 0,2091 0,274 (0,0002)
OPC-12 9 8 0,1631 0,2741 0,077 (0,1748)
OPC-13 2 0 0,0000 0,0000 0,107 (0,2288)
OPC-14 8 8 0,1820 0,2440 0,194 (0,0252)
OPC-16 12 9 0,1026 0,1280 0,128 (0,0646)
OPC-17 1 0 0,0000 0,0000 0,000 (1,0000)
OPC-18 8 5 0,0875 0,2054 0,011 (0,3733)
OPC-19 5 4 0,2862 0,2717 0,090 (0,1148)
OPC-20 9 8 0,2622 0,2635 0,072 (0,1119)
Geral 203 147 0,1278 0,2370 0,081 (0,0078)
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FIGURA 2. Exemplo de um padréo pouco satisfatorio de amplificacdo dos fragmentos RAPD obtiddsee©PA-14

com o DNA dos bandos (Bigatinha e Fund&o) de queixada. As colunas M 100bp indicam o marcador de pesoX@bflecular (

base pair ladder, Pharmadia
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FIGURA 3. Relagéo entre os estimadores da divergéncia geneéticaf(G), porprimer, para dois bandos de queixada

(Bigatinha e Fund&o) do Parque Nacional das Emas.
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FIGURA 4. Andlise de coordenadas principais obtidas a partir das distancias genéticas (Jaccard), mostrando o padréo de

divergéncia entre os individuos pertencentes a dois bandos de queixada Bigatinha (B1 a B9) e Fundéao (F1-F9).
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1986; FRAGOSO, 1997; ALTRICHTER et al., avaliar o padrao de amplificacéo dos marcadores, o
2001). Esse arranjo em bandos pode ter significaduimero de individuos testados foi bem reduzido, tor-
apenas ecoldgico, por exemplo, como uma estratéando necessaria a analise de uma amostra maior
gia de defesa contra predadores ou na tentativa gara que seja possivel tirar conclusdes mais
melhorar o forrageamento, ndo significando necesatisfatorias sobre a estruturacéo da variabilidade en-
sariamente a existéncia de acasalamentos preferdre e dentro dos bandos de queixada. Entretanto, ve-
ciais dentro dos bandos. No entanto, embora o niéificou-se uma tendéncia de que os individuos sejam
mero de bandos analisados neste trabalho seja pwais similares geneticamente dentro dos bandos quan-
gueno, as analises genéticas sugerem a existénciadtecomparados com individuos de um outro bando.
uma tendéncia de estruturacao da variabilidade gé&ssa informacéao, portanto, passa a ser importante
nética dentro e entre bandos, mostrada pelos elevem programas visando a conservagao ou ao manejo
dos valores de.f encontrados para @simers  racional desta espécie.

OPA-01, OPC-10 e OPC-1Essa tendéncia pode

indicar que esses bandos realmente se comportam AGRADECIMENTOS

como unidades reprodutivas, e esta informacéo é

crucial para o planejamento de forma racional da Os autores agradecem ao Dr. José Alexandre
captura desses animais na natureza, direcionandofa®iniz Filho, do Departamento de Biologia da UFG,
coletas no sentido de preservar ao maximo a varigelo auxilio durante o planejamento e anélise dos

bilidade genética natural da espécie dados, e a Vice-Reitoria de Pds-Graduacao e
Pesquisa da Universidade Catodlica de Goias e da
CONCLUSAO Jaguaronservation Fundelo auxilio financeiro.
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