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RESUMO

As espécies Pecari tajacu (Linnaeus, 1758) e Tayassu pecari (Link, 1795),
conhecidas popularmente como cateto e queixada, respectivamente, encontram-se
distribuidas no continente Americano, sendo assim chamados de porcos
americanos. Sao onivoras e indicadoras ambientais, bem como apresentam carne
com baixo teor de gordura e seu couro é utilizado na producdo de bolsas e luvas,
destacando a sua importancia ecologica e econdmica. Estes porcos estdo em
declinio populacional, principalmente devido a perda de habitat, fragmentacdo e
caca, ressaltando a sua participacdo em programas de conservacdo. No presente
estudo, uma analise citogenética comparativa entre P. tajacu e T. pecari foi
realizada, com o intuito de identificar marcadores cromossémicos que contribuam
para o entendimento dos mecanismos de diferenciagdo e evolucao cariotipica
desses taxons, fornecendo subsidios para estratégias conservacionistas. Para isso,
amostras de sangue periférico foram coletadas de cinco (quatro fémeas e um
macho) e sete individuos (quatro fémeas e trés machos) de cateto e queixada,
respectivamente, provenientes de populagbes cativas (Ilhéus/BA). Analises
cromossOmicas foram realizadas a partir da cultura de linfécitos do sangue, sendo as
laminas submetidas as técnicas de coloracdo convencional, bandeamentos C e G,
impregnacgao por nitrato de prata (AgNO3) e hibridizagdo in situ fluorescente (FISH),
com sondas de DNA ribossomal (DNAr) 35S (pTa 71) e DNA telomérico, ambas
marcadas com digoxigenina-11-dUTP. Pecari tajacu e Tayassu pecari apresentaram
namero diploide 2n = 30 e 2n = 26, XX ou XY, respectivamente, bem como namero
fundamental em comum (NF = 46). Em queixada, heteromorfismo para o
cromossomo X foi notado pela presenca de um homologo acrocéntrico e outro
submetacéntrico. Bandas C* foram evidenciadas, predominantemente, nas regides
centroméricas dos complementos cromossémicos de ambas as espécies; entretanto,
blocos ténues também foram visualizados nas regides intersticiais e terminais,
ressaltando a presenca de diferentes classes de heterocromatina ao longo dos
cromossomos dos porcos americanos. O bandeamento G permitiu o pareamento dos
cromossomos homologos em nivel intraespecifico, revelando que essas espécies
apresentam cariétipos divergentes, o que dificultou a identificacdo de homeologias
cromossOmicas, com excec¢ao do braco longo do cromossomo X. A impregnhacao
argéntica e a FISH com DNAr 35S evidenciaram a presenca de 12 (pares
cromossomicos 2, 6, 8, 9, 12 e 13) e quatro sitios (pares cromossémicos 4 e 8) de
DNAr em cateto e queixada, respectivamente. Paralelamente, a presenca de
sequéncias teloméricas intersticiais (ITS) foi revelada adjacente ao centrémero do
cromossomo X submetacéntrico de queixada. Este trabalho relata a primeira
descricdo de sitios de DNAr para P. tajacu, bem como a ocorréncia de
heteromorfismo do cromossomo X em T. pecari, cuja origem € discutida. Os
marcadores citogenéticos enfatizaram que os cariétipos desses porcos americanos
apresentam grandes divergéncias, as quais podem estar relacionadas ao acumulo
de rearranjos cromossémicos, a exemplo de translocacdes, inversbes e
reposicionamento centromérico, gerando implicacdes taxondmicas. Assim, estudos
moleculares, de morfometria geométrica e citogenéticos complementares, como
pintura cromossomica, serdo fundamentais para uma melhor discussédo sobre a
histdria evolutiva de Tayassuidae.

Palavras-chave: Cateto. Queixada. Evolucéo cariotipica.



ABSTRACT

Pecari tajacu (Linnaeus, 1758) and Tayassu pecari (Link, 1795), common name
Collared Peccary and White-lipped Peccary, respectively, are found throughout the
Americas, so they are called New World pigs. They are omnivorous and
environmental indicator species, as well as they have low-fat meat, and their leather
are used in the production of bags and gloves, so they have an ecological and
economic importance. Collared Peccary and White-lipped Peccary populations are
decreasing due to habitat loss, fragmentation and hunting, so conservation actions
are important for these species. Here, we performed a comparative cytogenetic
analysis between P. tajacu and T. pecari to identify chromosome markers, which can
contribute to understand their karyotype differentiation and evolution, providing data
for conservation strategies. For this, blood samples were collected from five captive
Collared Peccary (four females and one male) and from seven captive White-lipped
Peccary specimens (four females and three males) from the Laboratério de Etologia
Aplicada (Universidade Estadual de Santa Cruz), llhéus, Bahia state, Brazil.
Chromosome preparations were obtained by lymphocytes culture from peripheral
blood samples, then the slides were submitted to the Giemsa staining, GTG- and
CBG-banding, silver nitrate staining (AgNOR) and fluorescence in situ hybridization
(FISH), with 35S ribosomal DNA (rDNA) probe (pTa 71) and telomeric DNA probe,
both of which were labeled with digoxigenin-11-dUTP. Pecari tajacu and Tayassu
pecari presented diploid chromosome number 2n = 30 and 2n = 26, XX or XY,
respectively, and the same fundamental number (FN = 46). Chromosome
heteromorphism in White-lipped Peccary was noted for the X chromosome by the
presence of an acrocentric and submetacentric heterozygous pair in female
specimens. The C-positive heterochromatin was mainly found at the centromeres of
most chromosomes in P. tajacu and T. pecari, although thin C-bands were observed
at interstitial and telomeric locations, emphasizing the presence of different classes of
constitutive heterochromatin on peccaries chromosomes. The G-banding allowed to
identify all homologs in each species, revealing a karyotypic variation among those
taxa, since chromosome homeologies were not easy to recognize, with exception of
the Xg arm. The AgNOR staining and FISH with 35S rDNA showed the presence of
12 (pairs 2, 6, 8, 9, 12 and 13) and four sites (pairs 4 and 8) of rDNA in the Collared
and White-lipped peccaries karyotypes, respectively. In addition, the occurrence of
interstitial telomeric sequences (ITS) was revealed close to the centromere of the
submetacentric X chromosome in T. pecari. In this work, we describe, for the first
time, the rDNA sites of P. tajacu, as well as a case of heteromorphism involving the X
chromosome in White-lipped Peccary, whose origin is discussed. The cytogenetic
markers have emphasized the great dissimilarity between the peccaries karyotypes,
which can be related to the accumulated chromosomal rearrangements that occurred
during their evolution, such as translocations, inversions and centromere reposition,
generating taxonomic implications. Thus, molecular analyses, geometric
morphometric technique and additional cytogenetic studies, such as chromosome
painting will contribute to a better discussion on the evolutionary history of
Tayassuidae.

Key-words: Collared Peccary. White-lipped Peccary. Karyotype evolution.
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1. INTRODUCAO

Os mamiferos séo considerados um grupo bem diversificado, sendo alvo de
interesse para estudos morfolégicos, ecoldgicos, genéticos, entre outros. Entretanto,
apesar do acumulo de dados cientificos sobre estes animais, faz-se necessario
compreender a classificacdo das espécies, bem como a evolugédo dos taxons (REIS
et al., 2006).

Considerado um dos clados mais diversos dentre os mamiferos, o
Cetartiodactyla apresenta 22 familias e 132 géneros (HASSANIN et al., 2012).
Pertencente a subordem Suiformes, a familia Tayassuidae € composta por trés
espécies Pecari tajacu (Linnaeus, 1758), Tayassu pecari (Link, 1795) e Catagonus
wagneri (Rusconi, 1930), conhecidas popularmente como cateto, queixada e caititu
do Chaco, respectivamente (GONGORA; MORAN, 2005). Morfologicamente, o0s
porcos americanos apresentam estdmago subdividido em trés compartimentos, uma
glandula de cheiro na regido dorsal e um tamanho corpéreo médio de 30 Kg
(RUVINSKY et al., 2011; SOWLS, 1974), sendo sua carne e couro bastante
valorizados do ponto de vista comercial.

Tais animais apresentam ampla distribuicdo no Continente Americano.
Pecari tajacu esta distribuido do sudoeste dos Estados Unidos (América do Norte)
ao norte da Argentina (América do Sul), enquanto que, representantes de T. pecari
sdo encontrados do sul do México ao norte da Argentina. Por sua vez, reconhecido
apenas por registros fésseis, C. wagneri foi encontrado na fronteira Paraguai-Bolivia-
Argentina (RUVINSKY et al., 2011; SILVA; FREITAS; SBALQUEIRO, 2010).

No Brasil, essas espécies distribuem-se geograficamente em todos os
biomas, revelando uma grande capacidade de se adaptar a diferentes ambientes.
Entretanto, encontram-se em declinio populacional, devido ao desmatamento, perda
de habitat e a caca (DESBIEZ et al., 2012; KEUROGHLIAN et al., 2012), estando T.
pecari classificado no estado de vulnerabilidade (IUCN, 2017). Associadamente, 0s
representantes de P. tajacu e T. Pecari podem ser encontrados em cativeiros,
promovendo a homozigosidade e propiciando o acumulo de alteracdes
cromossOmicas nestes animais (LIMA et al., 2004).
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Os parametros citogenéticos tém sido utilizados como ferramentas
importantes para o conhecimento do patriménio genético das espécies, para a
resolucdo de incertezas taxondémicas, identificando espécies cripticas e sinonimias,
na definicdo de unidades de manejo dentro das espécies, na delimitacdo de
espécies simpétricas e/ou alopatricas, por exemplo, fornecendo assim subsidios
para as estratégias conservacionistas. No Brasil, poucos estudos relatam a
caracterizacdo cariotipica do cateto e queixada, principalmente para o nordeste,
sendo a primeira descricdo realizada por Krallinger (1936) utilizando coloracao
convencional, a qual determina e compara informacdes importantes sobre namero,
morfologia e tamanho cromossémico. Adicionalmente, outros trabalhos ja foram
publicados envolvendo as técnicas de bandeamento cromossdmico, a exemplo dos
bandeamentos G (ANDREA et al., 2001) e C (ADEGA et al., 2007) e Hibridizagao in
situ fluorescente (FISH) mediante sondas cromossémicas (ADEGA et al., 2006;
BOSMA et al., 2004).

Os estudos filogenéticos com caracteres morfolégicos, moleculares e
cromossbmicos tém evidenciado divergéncias em relacdo a diversificacdo das
espécies C. wagneri (2n = 20), T. pecari (2n = 26) e P. tajacu (2n = 30), enfatizando
a possivel ocorréncia de inversdes, translocacoes, fusdes e fissbes céntricas na
evolucdo cromossOmica das espécies em questdo. Desta forma, uma analise
citogenética comparativa entre P. tajacu e T. pecari investigara a ocorréncia de
rearranjos cromossémicos estruturais, como sendo responsaveis por mecanismos
de evolucdo cariotipica, fornecendo assim suporte para estudos filogenéticos e

conservacionistas no grupo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Efetuar uma analise citogenética comparativa entre Pecari tajacu e Tayassu
pecari, mediante técnicas de coloracdo convencional, bandeamento cromossémico e
hibridizacao in situ fluorescente (FISH) com DNA Ribossomal (DNAr) 35S e DNA
telomérico, a fim de identificar marcadores cromossémicos que contribuam para o

entendimento dos mecanismos de diferenciacao cariotipica entre as duas espécies.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar os numeros diploide e fundamental, assim como a morfologia
cromossbmica, em individuos de P. tajacu e T. pecari, mediante a técnica de
coloracdo convencional;

e Evidenciar o padréo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva (HC) e
identificar possiveis heteromorfismos no cariétipo das espécies em estudo, utilizando
a técnica de bandeamento C com Giemsa (CBG);

e Observar homeologias e possiveis rearranjos cromossémicos no cariotipo
das referidas espécies, por intermédio do padrao de distribuicdo da eucromatina,
evidenciado pela técnica de bandeamento G;

e Identificar o niumero e localizacdo de regides organizadoras de nucléolos
(RONs) ativas e inativas nos cromossomos metafasicos de cateto e queixada,
através da impregnacao com nitrato de prata (AgNO3) e FISH com DNAr 35S;

e Analisar as relacbes de diferenciagcdo cariotipica entre as espécies
avaliadas neste trabalho, contribuindo para estudos de evolugdo cromossémica em

Tayassuidae.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. SISTEMATICA E TAXONOMIA: CLADO CETARTIODACTYLA, SUBORDEM
SUIFORMES E FAMILIA TAYASSUIDAE

O clado Cetartiodactyla é um dos mais diversos grupos de mamiferos, sendo
constituido por 332 espécies reconhecidas e classificadas em 132 géneros e 22
familias (HASSANIN et al., 2012). Originalmente, os membros de Cetartiodactyla
eram agrupados em duas ordens, conhecidas como Cetacea e Artiodactyla. Esta
Ultima era considerada um grupo monofilético e proximamente relacionada a
Cetaceae, com base em estudos morfologicos revelando um ancestral em comum,
Condylarthra (PRICE; BININDA-EMONDS; GITTLEMAN, 2005).

Estudos realizados com sequéncias de RNAr (RNA ribossémico) 12S e do
Citocromo B (CytB) sugeriram que os representantes de Cetaceae seria grupo irmao
de Hippopotamidae, formando o clado Whippomorpha, bem como que estes
estariam agrupados dentro de Artiodactyla, refutando a hipétese da monofilia para
este grupo, levando assim a delimitacdo do clado Certatiodactyla (MONTGELARD,;
CATZEFLIS; DOUZERY, 1997; ZHOU et al., 2011).

Embora estudos filogenéticos, envolvendo sequéncias genémicas nuclear e
mitocondrial, tenham sido desenvolvidos para Certatiodactyla, algumas incertezas
ainda sdo reconhecidas devido aos baixos suportes obtidos nas arvores
filogenéticas. Ruvinsky et al. (2011) afirmaram que, inicialmente, Cetartiodactyla
apresentava trés subordens bem estabelecidas: Tylopoda, Ruminantia e Suiformes,
sendo esta Ultima considerada basal mediante caracteristicas morfologicas.
Entretanto, estes autores relataram a formagdo de uma quarta subordem
denominada Cetancodonta, a qual agruparia os golfinhos, baleias e hipop6tamos
(HUFFMAN, 2009; PRICE; BININDA-EMONDS; GITTLEMAN, 2005).

Por sua vez, Hassanin et al. (2012) relatam a existéncia de trés linhagens
dentro desta ordem: Centruminantia, a qual € constituida pelo agrupamento do clado
Whippomorpha e Ruminantia; Suina ou Suiformes (porcos e peccaries); e, Tylopoda,
o qual é apontado como grupo basal. A subordem Suiformes ou Suina é constituida
por duas familias monofiléticas (HASSANIN et al., 2012): Suidae (Gray, 1821), grupo
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mais diverso, constituido por seis géneros e 18 a 19 espécies distribuidas no
sudeste Asiatico, Eurasia e/ou Africa, sendo popularmente conhecidos como porcos
domésticos; e Tayassuidae (Palmer, 1897), a qual é formada por trés espécies
conhecidas como porcos americanos, uma vez que estao distribuidas apenas neste
Continente (RUVINSKY et al., 2011).

Andlises cladisticas, usando caracteristicas morfoldgicas e registros fosseis,
tém permido inferir sobre a diferenciacdo entre os suideos e taiassuideos. Tais
dados sugeriram que o primeiro registro de representantes de Suidae (pertencente
ao género Hyotherium) ocorreu no inicio do Oligoceno no subcontinente Indiano,
bem como indicaram que a divergéncia de Suidae e Tayassuidae pode ter ocorrido
durante o Eoceno (56,0 — 33,9 Ma) (ORLIAC; PIERRE-OLIVIER; DUCROCQ, 2010).
Por outro lado, a partir de dados moleculares, estimou-se que divergéncia entre
Tayassuidae e Suidae ocorreu a 56,0 — 33,9 Ma (Eoceno tardio) (FRANTZ et al.,
2016; GONGORA et al., 2011; ORLIAC; PIERRE-OLIVIER; DUCROCQ, 2010). A
familia Tayassuidae compreendem as espécies Pecari tajacu (Linnaeus, 1758),
anteriormente denominada como Tayassu tajacu (Linnaeus, 1758), e comumente
conhecida como caititu ou cateto, Tayassu pecari (Link, 1795) e Catagonus wagneri
(Rusconi, 1930), popularmente denominadas como queixada e caititu do Chaco,
respectivamente (GONGORA; MORAN, 2005).

Considerando dados morfolégicos, moleculares e citogenéticos, existem
hip6teses conflitantes sobre a evolucdo e parentesco dos porcos americanos.
Utilizando analises dentais e craniais, Wetzel et al. (1975) propuseram que as
espécies P. tajacu e T. pecari seriam mais proximamente relacionadas do que C.
wagneri. Por sua vez, as analises moleculares com sequéncias de CytB e
citogenéticas suportam a sugestdo que as espécies T. pecari e C. wagneri estdo
estreitamente mais relacionados do que o P. tajacu. Alguns autores acreditam que P.
tajacu divergiu do clado constituido por T. pecari e C. wagneri entre o final do
Mioceno e o Plioceno (5,333 — 3,600 Ma). Posteriormente, entre o final do Plioceno e
inicio do Pleistoceno (2,58 — 1,80 Ma), houve a diferenciacdo entre T. pecari e C.
wagneri (GONGORA; MORAN, 2005; THEIMER; KEIM, 1998).

Por outro lado, a partir de registro fossil e analises evolutivas baseadas em
DNA mitocondrial, sugere-se que a divergéncia de P. tajacu e T. pecari poderia ter
ocorrido antes da conclusédo da ponte de terra no istmo do Panama, a qual ocorreu
no final do Plioceno (2,58 Ma) (ADEGA et al., 2007).
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3.2. DISTRIBUI(;AO GEOGRAFICA DA FAMILIA TAYASSUIDAE, COM ENFASE
EM Pecari tajacu E Tayassu pecari

Os representantes da familia Tayassuidae tém a origem descrita para o
Sudeste Asiatico, no final do Eoceno (56 — 33,9 Ma), resultantes da divergéncia
entre estes e 0s porcos domeésticos pertencentes a familia Suidae (GONGORA,
MORAN, 2005; RUVINSKY et al., 2011). Ap6s essa diferenciacdo, os peccaries
migraram para Eurasia, Africa e América do Norte, colonizando posteriormente a
América do Sul (DUCROCQ, 1994).

Atualmente, essas espécies sao encontradas apenas no continente
Americano (RUVINSKY et al., 2011), motivo pelo qual sdo chamados de porcos
americanos, apresentando uma distribuicdo geografica diferenciada. Em termos
gerais, Pecari tajacu esta distribuido do sudoeste dos Estados Unidos (América do
Norte) ao norte da Argentina (América do Sul), enquanto que, representantes de T.
pecari sdo encontrados do sul do México ao norte da Argentina. Por sua vez,
reconhecido apenas por registros fosseis, Catagonus wagneri foi encontrado na
fronteira Paraguai-Bolivia-Argentina (RUVINSKY et al., 2011; SILVA; FREITAS;
SBALQUEIRO, 2010).

De acordo com Gongora et al. (2006), duas hipoteses séo vélidas para a
distribuicdo atual dos porcos americanos no Novo Mundo. Primeiramente, encontra-
se proposto que os representantes de Tayassuidae migraram da América do Norte
para a América Central e do Sul, onde diversificaram mediante radiacdo adaptativa
durante o Pleistoceno (MAYER; WETZEL, 1987; WETZEL, 1977a;b) a 2 Ma. Por sua
vez, Wright (1989) sugeriu que 0s porcos americanos divergiram na América do
Norte durante o fim do Mioceno a 10 Ma e que, posteriormente, eles colonizaram a
América do Sul.

No Brasil, a ocorréncia das espécies P. tajacu e T. pecari mostra-se
divergente ao longo dos biomas brasileiros; entretanto, elas podem ser encontradas
em simpatria em fragmentos florestais (SICURO; OLIVEIRA, 2002). O cateto
apresenta uma ampla distribuicdo geografica no territério nacional, sendo
encontrados nas areas com cobertura vegetal em quase todos os biomas brasileiros,

as quais correspondem a 12% da area original da Mata Atlantica (onde se encontra
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classificada como quase ameacada), a 50% do Cerrado, a 30% da Caatinga, a 80%
da Amazonia e do Pantanal (DESBIEZ et al., 2012).

Esta espécie consegue sobreviver em variadas condi¢cdes de habitat, desde
regides de florestas tropicais Umidas a regides semiaridas, mostrando-se resistente
a acles antropicas, exceto em ambientes extremamente alterados. Este fato deve-
se a exibicdo de adaptacdes tanto morfoldégicas quanto fisioldgicas, fazendo com
gue este animal module e/ou insira itens alimentares em sua dieta, a exemplo de
frutas, folhas, raizes e tubérculos (COSTA; PAULA, 2005; SOWLS, 1997). Devido a
estas caracteristicas, os catetos sdo considerados dispersores de sementes e
indicadores ambientais, respaldando a importancia ecoldgica desses animais.

Por outro lado, o queixada exibe uma distribuicdo mais restrita nos biomas
brasileiros, sendo comumente encontrado em florestas Umidas e densas e
usualmente primarias; contudo, podem habitar regides secas (NOWAK 1991).
Nestas regides, a sua distribuicdo € dependente da variedade de habitats, uso de
corregos e disponibilidade de frutas (KEUROGHLIAN; EATON, 2009), sendo este
animal mais seletivo quanto aos itens alimentares (SICURO; OLIVEIRA, 2002). Séao
classificados como, principalmente, frugivoros, alimentando-se também de
sementes, raizes, larvas de inseto, minhocas, entre outros, bem como séo
importantes na manutencédo dos ecossistemas como predadores e dispersores de
sementes (KEUROGHLIAN et al., 2012).

Devido a alteracdo de habitat, a populacéo de queixada sofreu uma reducao
de 30% nos ultimos 22 anos na Caatinga. Por sua vez, é notavel a existéncia de
grandes populacdes de queixadas no Pantanal e na Amazonia, uma vez que estas
regides apresentam uma maior expansao de areas conservadas (KEUROGHLIAN et
al., 2012). Assim, é notorio a sensibilidade de T. pecari a degradacdo ambiental, fato
que esta ocasionando uma diminuicdo da ocupacdo deste porco americano no
territdrio brasileiro (ANDRADE et al., 2015), sendo classificado no estado de
vulnerabilidade (IUCN, 2017).

Associada ao desmatamento e perda de habitat, o cateto e queixada tém
sofrido diferentes impactos atrelados a caca levando ao declinio populacional. Estas
espécies apresentam uma carne com teor de gordura inferior aos demais porcos e
um couro de qualidade usado na producéo de bolsas e luvas, despertando um alto
interesse comercial (COSTA; PAULA, 2005; DEUTSCH; PUGLIA, 1990; SILVA,
FREITAS; SBALQUEIRO, 2010).
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Pecari tajacu mostra uma capacidade peculiar de resiliéncia a caca superior
a T. pecari, a qual pode ser associada a propria capacidade de sobrevida em
ambientes fragmentados, bem como ao comportamento biolégico dessa espécie. Os
catetos formam populacées com 10 a 50 individuos, ocupando uma area menor para
seu deslocamento (BECK, 2006; MENDES PONTES; CHIVERS, 2007; MORALES et
al., 2015; NOGUEIRA-FILHO; NOGUEIRA; SATO, 1999), os quais tendem a
dispersar quando atacados. Contrariamente, T. pecari se desloca em grupos
superiores a 100 individuos (BECK, 2006), os quais respondem aos ataques com
uma maior coesdo entre eles (FRAGOSO, 1994), tornando-0s mais vulneraveis a
caca.

Por fim, ambas as espécies adaptam-se bem a cativeiros (ALBUQUERQUE
et al., 2004), sendo relatada a hibridizac&o entre elas nestes locais e na natureza,

resultando em hibridos selvagens estéreis (RUVINSKY et al., 2011).

3.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Pecari tajacu E Tayassu pecari

Em termos gerais, a ordem Artiodactyla apresenta caracteristicas marcantes
a exemplo do eixo de simetria das patas, relacionados ao terceiro e quarto digito,
bem como a auséncia do primeiro digito e a reducdo em niveis diferentes do
segundo e do quinto digito. Exibem uma especializacdo na denticdo, podendo
apresentar de 30 a 40 dentes, bem como uma diferenciacdo no estbmago que pode
ser simples ou complexo - apresentando trés ou quatro camaras (REIS et al., 2006).

Morfologicamente, os porcos domésticos e americanos apresentam um
disco no focinho, bem como o sistema reprodutivo similar (SONNER et al., 2004);
entretanto, as diferencas morfoldgicas entre as duas familias sdo bem relevantes.
Entre estas, pode-se citar a presenca de estdbmago simples nos representantes da
familia Suidae, a presenca da vesicula biliar, auséncia da glandula de cheiro,
presenca de uma cauda mais comprida (20 a 23 vértebras), e a presenga de quatro
digitos (ALBUQUERQUE et al., 2016). Nos representantes da familia Tayassuidae
observa-se um tamanho corporal meédio, a presenca de estdmago subdividido em

trés compartimentos, dente canino superior apontado para baixo, cauda curta com
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sete vértebras e auséncia da vesicula biliar (ALBUQUERQUE et al.,, 2016;
RUVINSKY et al., 2011).

As espécies P. tajacu e T. pecari sdo caracterizadas por apresentarem uma
cabeca pequena em formato triangular, as patas anteriores e posteriores dispostas
por quatro e trés membros, respectivamente, sendo que apenas duas sao
funcionais, bem como pela cauda vestigial (REIS et al., 2006). Outra caracteristica
marcante é presenca de uma glandula odorifera, localizada na regido dorsal proxima
a cauda, denominada de glandula dorsal. Esta glandula secreta uma substancia
oleosa com o odor do almisco, utilizada para marcacao de territério, comportamento
social propiciando o dominio sobre o parceiro, evitando a entrada de outros
individuos da mesma espécie no grupo, bem como para o reconhecimento individual
(MORALES et al., 2015). A maturidade sexual de ambas as espécies € com dez
meses de idade (SONNER et al., 2004). O dimorfismo sexual da espécie € de dificil
visualizacdo, sendo necessaria a identificacdo do escroto dos machos em muitos
casos (COSTA; PAULA, 2005).

O cateto adulto exibe algumas caracteristicas especificas, como por
exemplo, a presenca de pelos esbranquicados ao redor do olho e em volta do
pescoco, aparentando um formato de “colar”’ ou “anel”, enquanto que, no restante do
corpo, sua pelagem é mais escura (FIGURA 1) (PEREIRA-JUNIOR et al., 2014).
Contudo, individuos mais jovens tém uma diferenciacdo nesse padrdo de cor,
apresentando uma coloracdo mais avermelhada-acinzentada e uma parte distinta
marrom escura. Associadamente, apresenta caninos bem desenvolvidos, com
formatos triangulares e direcionados para fora, divergindo do queixada (REIS et al.,
2006).

Por sua vez, o T. pecari exibe pelos brancos ao longo da mandibula, motivo
pelo qual recebe o nome popular de queixada; no restante do corpo, seus pelos
mostram-se marrom escuro ou negro (FIGURA 2). Similarmente aos catetos, o0s
individuos jovens apresentam diferenciagdo na cor do pelo, havendo uma variacéo

em cores castanho claro e escuro ao longo do corpo (REIS et al., 2006).
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Pecari tajacu.

écie

Representantes da espé

Figura 1

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 2 - Representantes da espécie Tayassu pecari.

Fonte: Arquivo pessoal
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3.4. CITOGENETICA CLASSICA E MOLECULAR

A citogenética surgiu devido a sobreposi¢cdo dos conhecimentos da citologia
e da genética. Desde entdo, expandiu-se e foi incorporada nas mais diversas areas
da biologia, como taxonomia, bioquimica, medicina clinica e melhoramento vegetal e
animal (GUERRA, 1988).

GUERRA (1988) define a citogenética como “todo e qualquer estudo relativo
ao cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz
respeito a sua morfologia, organizagao, funcéo e replicacdo, quanto a sua variacao e
evolugdo”. Assim, a citogenética configura-se como uma importante ferramenta nos
estudos evolutivos, taxondmicos e filogenéticos.

As técnicas de citogenética classica empregadas na caracterizacao
cromossOmica incluem a coloracdo convencional e diferencial (bandeamentos G, C e
impregnacado por nitrato de prata). O cariotipo convencional permite determinar o
namero diploide (2n), o numero fundamental (NF), o sistema de determinacdo do
sexo e variacoes intra e interespecificas do numero e morfologia cromossémicas.
Dentre essas modificacbes, em alguns taxons, € possivel notar uma variacao
morfolégica entre o0s cromossomos homodlogos, a qual € denominada de
polimorfismo ou heteromorfismo (OLIVEIRA et al.,, 2011). A identificacdo desses
polimorfismos cromossdmicos € comum em cariétipos de animais silvestres
(PUERTAS; DIAZ; ORTIZ, 2004).

Um grande progresso nos conhecimentos citogenéticos foi notado com a
aplicacdo das técnicas de bandeamentos cromoss6micos, a qual possibilitou a
observacdo de estruturas cromossémicas transversais (bandas) de variados
tamanhos e localizagdo no cromossomo, propiciando assim a caracterizagdo de
cada cromossomo em varias especies (DRETS, 2002).

A técnica de bandeamento C permite identificar a heterocromatina
constitutiva (HC) e a possivel presenca de heteromorfismo (GUERRA, 1988), a qual
representa uma consideravel proporcdo do genoma dos eucariotos. Sao regides
constituidas por sequéncias de DNA altamente repetitivo, com elevado nivel de
condensacéao, baixa densidade génica e recombinacédo meidtica reduzida, replicacéo
tardia durante a fase S e inativacdo transcricional. Encontra-se distribuida em

blocos, devido a modificacbes pos-transcricionais nos nucleossomos, como
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metilagdo de H3 e acetilacdo de H3 e H4 (ELGIN; GREWAL, 2003; HENIKOFF,
2000) e, preferencialmente, em posicdes centroméricas e teloméricas (KUBIS;
SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998).

Por sua vez, a técnica de bandeamento G é caracterizado por evidenciar a
regido eucromatica, constituida por: bandas claras [bandas G negativas (G7)], onde
0s segmentos cromossdmicos sdo condensados mais tardiamente na préfase e
apresentam DNA rico em bases GC; e bandas escuras [bandas G positivas (G)],
onde as regides sao condensadas mais cedo na préfase e o DNA é rico em bases
AT (GUERRA, 1988). O padrao de bandeamento G fornece informac¢des importantes
no estudo comparativo da estrutura do caridtipo entre tadxons proximamente
relacionados, permitindo a identificacdo precisa dos cromossomos e podendo revelar
rearranjos ocorridos durante a evolu¢cdo cromossémica. Além disso, a deteccdo de
rearranjos cromossémicos proporciona dados que podem ser utilizados em analises
filogenéticas (BARROS et al., 2009; SANTOS et al., 2007)

A impregnacéo por nitrato de prata (AgNO3) evidencia nucléolos em células
interfasicas e Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs), também conhecidas
como constricdbes secundarias (GOODPASTURE; BLOOM, 1975). Essa técnica
apresenta limitacdes, uma vez que sO serdo marcadas RONs que foram ativamente
transcritas durante a intérfase anterior, 0 que pode subestimar a quantidade de
RONSs presentes no cariotipo de uma espécie (GROSS et al.,, 2010; SOARES-
SCOTT et al., 2005).

Desta forma, em termos gerais, a HC e as RONs constituem marcadores
cromossbmicos que podem variar entre ou dentro de espécies, sendo também
usados em analises citogenéticas comparativas (IPUCHA; GIMENEZ; BIDAU, 2008;
LEMOS-PINTO et al., 2012; TAGLIARINI et al., 2013).

O desenvolvimento de novas metodologias utilizando o DNA, mapeamento
génico e analise cromossdmica permitiram um grande avanco na compreensao da
organizacdo, estrutura e evolucdo do complemento cromossémico. A técnica de
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) permitiu uma ligagdo entre os dados
moleculares de sequéncias de DNA e a citogenética, podendo ser utilizada no
mapeamento fisico destas sequéncias e na identificacdo e caracterizacdo de
cromossomos ou segmentos cromossomicos (SCHWARZACHER; HESLOP-
HARRISON, 2000).
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Atualmente, a FISH é uma técnica muito utilizada, devido o seu elevado
poder informativo e por sua especificidade. De maneira sucinta, 0 processo consiste
na desnaturacao e hibridizacdo do acido nucleico alvo com uma sonda adequada e
complementar (DNA ou RNA conhecido e previamente marcado com alguma
molécula de facil identificacdo) possibilitando a localizac&o in situ e sequéncias de
acidos nucleicos (DNA ou RNA) nos cromossomos, citoplasma, organelas ou tecidos
(GUERRA, 2004).

Muitos tipos de sequéncias tém sido utilizadas na FISH, incluindo coépias
Gnicas ou com baixo numero de repeticbes, até aquelas altamente repetitivas, como
por exemplo, DNA ribossomal (DNAr) 5S e 45S, sequéncias centroméricas e
teloméricas (GUERRA, 2004). O RNAr é o principal componente estrutural do
ribossomo; os genes de RNAr 5S e 45S apresentam-se altamente repetitivos e
arranjados em tandem em loci no genoma de diferentes espécies. Tal distribuicéo e
0 numero de sitios discretos propiciam sua extensa utilizacdo na FISH (PEDROSA-
HARAND; GUERRA, 2004), tornando os loci de DNAr marcadores valiosos para
investigacdo e evolucdo cromossdmica. Vale salientar que os sitios de DNAr
correspondem as RONSs, as quais frequentemente se encontram colocalizados com
blocos de HC.

A técnica de FISH também tem permitido analisar a distribuicio do DNA
telomérico nos cromossomos, que consiste da sequéncia TTAGGG repetida em
tandem em mamiferos, estando conservada em diferentes grupos e normalmente
observada nas regides terminais (telomeros). A deteccdo da sequéncia (TTAGGG),
em sitios ndo-teloméricos (regides intersticiais) pode significar a presenca de
resquicios de teldmeros verdadeiros, resultantes de rearranjos cromossémicos como
fusdo e fissdo céntrica, inversbes e translocagBes, que ocorreram durante a
evolucédo cariotipica (BRUSCHI et al., 2014). Meyne et al. (1990) sugeriram que
espécies ancestrais de um determinado grupo tendem a ter sequéncias teloméricas
nas regides distais, enquanto espécies mais derivadas podem exibir tais sequéncias
em outras regioes.

Desta forma, o uso de variadas técnicas citogenéticas propicia a
identificagcdo de homologias cromossOmicas intra- e interespecificas facilitando os

estudos de evolucao cariotipica entre taxons relacionados.



29

3.5. CITOGENETICA NA FAMILIA TAYASSUIDAE

Considerando os estudos citogenéticos na familia Tayassuidae, os numeros
cromossOmicos diploides foram definidos para as espécies P. tajacu (2n = 30)
(KRALLINGER, 1936), T. pecari (2n = 26) (GIANNONI, 1972) e C. wagneri (2n = 20)
(BENIRSCHKE; KUMAMOTO; MERITT, 1985), levantando-se duas teorias sobre a
evolucdo cromossOmica neste grupo taxondmico e sua relacdo com a filogenia
proposta com a diferenciagdo de dois clados (P. tajacu e T. pecari/C.wagneri)
(GONGORA; MORAN, 2005; THEIMER; KEIM, 1998).

Embora ambas as teorias suportem a inclusdo de P. tajacu em um género
distinto, a primeira hipétese baseia-se na ocorréncia de fusdo cromossémica a partir
de um cari6tipo ancestral (P. tajacu; 2n = 30) (BENIRSCHKE; KUMAMOTO, 1989);
engquanto que, a segunda teoria suporta a possibilidade de um aumento do niamero
cromossomico diploide ancestral (C. wagneri; 2n = 20) por fissées cromossdmicas
(TODD, 1985). Com base no descrito acima, as investigacdes sobre a ocorréncia de
rearranjos cromossoémicos tém direcionado o0s estudos citogenéticos em
Tayassuidae, mediante as diferentes técnicas citogenéticas, com carater descritivo
ou comparativo.

As andlises descritivas apontam que o cariétipo de P. tajacu apresenta
diferencas entre representantes coletados na América do Norte (ADEGA et al., 2006)
e América do Sul (BOSMA et al., 2004; CARVALHO et al., 2008), em relacdo ao
namero de cromossomos com um braco e com dois bragcos, bem como a morfologia
do cromossomo sexual X, o qual se mostrou submetacéntrico e acrocéntrico em
representantes da América do Norte e do Sul, respectivamente. Essas divergéncias
foram analisadas mediante bandeamento G e pintura cromossdmica, evidenciando a
ocorréncia de rearranjos cromossémicos envolvendo o maior par cromossomico
metacéntrico e um pequeno cromossomo acrocéntrico (ADEGA et al., 2006; BOSMA
et al., 2004).

Em relacdo a T. pecari, a descricdo cariotipica revelou a presenca de dois
grandes pares cromossOmicos submetacéntricos, nove pares de cromossomos com
dois bragcos e um menor par de cromossomos acrocéntricos, bem como
cromossomos sexuais com a morfologia do tipo acrocéntrico (ADEGA et al., 2007;
SILVA; FREITAS; SBALQUEIRO, 2010). Estudos realizados com populacbes
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brasileiras coletadas no Sudeste e Centro-oeste evidenciaram cromossomos X
acrocéntrico e submetacéntrico, respectivamente, em T. pecari notando-se a
presenca de polimorfismos também para a citada espécie (BOSMA et al., 2004,
GIANNONI; FERRERI; GIANNONI, 1981).

Com o intuito de investigar a distribuicdo da heterocromatina para o
entendimento de relacbes filogenéticas, bandas C positivas (C*), resultantes da
digest&o in situ com enzimas de restricdo com o bandeamento C sequencial, foram
visualizadas nas regides intersticiais, centromeéricas e teloméricas dos cromossomos
de P. tajacu e T. pecari (ADEGA et al., 2007). Entretanto, a espécie P. tajacu
mostrou uma maior heterogeneidade de heterocromatina constitutiva, em
comparacao T. pecari, enfatizando uma maior variacdo genética entre os genétipos
deste taxon. Tal variabilidade intraespecifica j& tinha sido reportada para P. tajacu
em nivel de sequéncias de DNA mitocondrial, mostrando populacdes geneticamente
estruturadas (GONGORA; MORAN, 2005; GONGORA et al., 2006).

Estudos citogenéticos comparativos tém sido realizados em P. tajacu,
mediante a pintura cromossémica com sondas de ovelhas e porcos domésticos,
revelando a presenca de segmentos sinténicos entre 0s representantes de Suidae e
Tayassuidae. Ao hibridizar sondas cromossdémicas de porco doméstico em P. tajacu,
a analise comparativa revelou varios rearranjos cromossdmicos, 0s quais devem ter
ocorrido em um ancestral comum corroborando a situacdo monofilética dos
Suiformes (BOSMA et al., 2004).

Além dos estudos evolutivos, a citogenética tem sido utilizada como uma
ferramenta potencial para monitoramento reprodutivo de animais em cativeiro, a
exemplo dos catetos e queixadas. A partir de analises realizadas com P. tajacu, T.
pecari e um hibrido natural, Andrea et al. (2001) observaram 0 numero
cromossémico 2n = 28 cromossomos, sendo 15 cromossomos semelhantes a P.
tajacu e 13 cromossomos similares a T. pecari. Além disso, as quebras
cromossOmicas tém sido notadas em populacdes de P. tajacu, as quais foram
associadas ao potencial genotoxico da vermifugagédo dos animais (LIMA et al., 2004;
SILVA; FREITAS; SBALQUEIRO, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MANEJO DOS ANIMAIS E COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Os individuos de P. tajacu e T. pecari foram provenientes de populacdes
mantidas em cativeiro na Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) localizado
na cidade de llhéus/BA (4°47'46”S, 39°10°'22”0). Tais animais encontravam-se
dispostos em diferentes recintos ao ar livre, cercados com tela de alambrado de 1,5
m de altura sustentada por mourfes de eucalipto.

Para o manejo, os animais foram direcionados para um recinto onde existe
uma estrutura que facilita a contencdo fisica com uma rede do tipo puca; apés
contencédo, o animal foi imobilizado por, no minimo, duas pessoas com experiéncia
neste tipo de atividade.

O numero de cinco catetos (um macho e quatro fémeas) e sete queixadas
(trés machos e quatro fémeas) foi manejado com o auxilio de uma médica
veterinaria para coleta do material bioldégico. Apos assepsia com alcool etilico 70%,
cerca de 1 a 2 mL de sangue foi coletado a partir da veia cefélica e acondicionado
em tubos heparinizados para evitar a coagulacdo do mesmo. ApGs a coleta, o animal
foi solto no recinto onde originalmente sdo mantidos.

Vale salientar que, para a execucdo deste trabalho, este estudo foi
submetido ao Comissdo de Etica do Uso de Animais da UESC, seguindo os

principios éticos que regem estudos em animais.

4.2. OBTENCAO DE CROMOSSOMOS METAFASICOS

A cultura de linfécitos, oriunda do sangue periférico, para a obtencdo de
cromossomos metafasicos mitéticos foi realizado seguindo o protocolo descrito por
Moorhead et al. (1960), com algumas modificagdes. Em camara de fluxo laminar, o
sangue coletado foi incubado em tubo Falcon estéril, devidamente etiquetado com a
identificacdo do animal, contendo 4 mL de meio de cultura (RPMI 1640-GIBCO), 1

mL do soro bovino fetal (Cultilab) e 0,2 mL de fitohemaglutinina (Sigma). A cultura foi
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mantida por 96 h a 37 °C em uma B.O.D, para obtencdo de um maior nimero de
metafases.

Apés 95 h de incubacdo, adicionou-se 0,1 mL de colchicina (0,01%) a
cultura, para o blogueio do ciclo celular, a qual foi mantida por 1 h a 37 °C. Em
seguida, o material foi centrifugado a 1800 rpm por 6 min, sendo o0 sobrenadante
descartado com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Para a realizacdo do choque
hipoténico, o volume 1 mL de KCI 0,075M a 37 °C foi adicionado ao material, o qual
foi mantido sob agitacdo. Ao completar dois minutos, acrescentou-se 7 mL de KCI
0,075M ao tubo, o qual foi colocado em banho-maria por 45 min a 37 °C.
Posteriormente, o material foi centrifugado a 1800 rpm por 6 min e o sobrenadante
descartado.

Em seguida, o material foi ressuspendido em 5 mL de Carnoy (metanol:
acido acético; 3:1, v/v), homogeneizado com auxilio da pipeta Pauster e mantido por
20 min a temperatura ambiente (TA). Apds esse periodo, os tubos foram novamente
centrifugados, sempre pelo tempo e velocidade previamente descritos. Apos
descarte do sobrenadante, este procedimento foi repetido por mais duas vezes, com
a troca de fixador fresco, para a retirada de impurezas da suspenséao celular obtida,
a qual foi armazenada a 4 °C até a sua utilizagao.

Salienta-se que esta etapa foi realizada no Laboratério de Aulas de Andlises

Clinicas da UESC localizada em llhels — BA.

4.3. PREPARACAO DE LAMINAS

Para a preparacéo citologica, a suspensao celular foi concentrada em 1 mL
do fixador mediante uma centrifugacéo a 1800 rpm por 6 min. Com o auxilio de uma
pipeta Pasteur, a suspensdo celular foi ressuspendida e gotejada sobre laminas
limpas, em banho-maria a 60 °C, sendo posteriormente secas a TA e submetidas as

diferentes técnicas citogenéticas.
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4.4. TECNICAS CITOGENETICAS

4.4.1. Coloracao convencional

Para analise convencional, as laminas foram coradas em solucédo de Giemsa
a 5% por 10 minutos, sendo lavadas em agua destilada e montadas com balsamo do

Canada.

4.4.2. Bandeamento C

O procedimento da técnica de bandeamento C seguiu 0 protocolo descrito
por Sumner (1972), com algumas alteracdes. Laminas envelhecidas por cinco dias
foram mergulhadas em uma solucéo acido cloridrico (HCI) 0,2 N por 30 minutos a TA
para os individuos de Tayassu pecari e por 15 minutos a 45 °C para representantes
de Pecari tajacu. Posteriormente, as preparacdes citologicas foram lavadas com
adgua destilada, deixadas secar e submetidas a acao do hidréxido de bario [Ba(OH),]
a 60 °C por tempos diferenciados nas duas espécies, T. pecari (1 minuto e 55
segundos) e P. tajacu (1 minuto e 57 segundos). Em seguida, foram lavadas em
banhos rapidos de HCI 0,2 N, com agua destilada e secas a TA. Posteriormente, as
laminas foram mergulhadas em solugéo 2X SSC a 60 °C por 30 minutos para ambas
as espécies, lavadas em agua destilada, secas ao ar e coradas com Giemsa 5 % por

12 minutos.

4.4.3. Bandeamento G

Para a execucéo da técnica de bandeamento G, seguiu-se 0 protocolo de
Seabright (1971), com algumas modificagbes. Laminas envelhecidas por cinco dias
foram mergulhadas na tripsina 0,1% por 7 segundos. Passado esse periodo, as
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preparacdes citologicas foram lavadas duas vezes em soro fisioldgico a TA e secas

ao ar. Posteriormente, as laminas foram coradas com Giemsa 5 % por 5 minutos.

4.4.4. Impregnacao por nitrato de prata

Para realizacdo desta técnica, utilizou-se o protocolo descrito por Howell e
Black (1980), com algumas modificagdes. Sobre laminas envelhecidas, foi pingada
uma gota de solucédo coloidal de gelatina em cada extremidade da lamina (0,5 g de
gelatina incolor em 25 mL de agua destilada quente, mais 0,5 mL de acido formico) e
duas gotas de solucao de prata a 50% (1 g de AgNO3z; em 2 mL de agua destilada),
cobrindo-se com laminula. Posteriormente, as laminas foram mantidas em camara
Uumida previamente aquecida, em uma Estufa Incubadora para Demanda Bioquimica
de Oxigénio (B.O.D) a 60 °C por aproximadamente cinco minutos ou até assumir
uma coloracdo caramelo. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada
até a completa retirada da laminula e depois de secas, sofreram uma contra-

coloracdo com Giemsa a 5% por cinco minutos.

4.4.5. Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

445.1. Obtencéo das sondas

A sonda pTa 71 contendo a unidade de repeticado DNAr 35S (DNAr 18S-
5,8S-25S), oriunda de Triticum aestivum, foi marcada com digoxigenina-11-dUTP
(Roche) por nick translation (Invitrogen).

Por sua vez, a sonda telomérica (TTAGGG) foi amplificada e marcada pela
Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR), usando os primers (TTAGGG)s e
(CCCTAA)s para amplificacdo (IJDO et al.,, 1991) e digoxigenina 11-dUTP para

marcagao.
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4.45.2. Pré-tratamento das laminas e Hibridizac&o in situ

As laminas contendo o material citolégico foram envelhecidas por cinco dias
a TA, sendo submetidas a desidratacdo em série alcodlica (etanol 70%, 85% e 100%
gelados) por 5 minutos cada. Em seguida, foram colocadas para secar por 30
minutos a 55 °C em termobloco e deixadas por 10 minutos a TA. Posteriormente, as
laminas foram submetidas ao tratamento com RNAse 100 pg/mL por 1 h em camara
Uumida a 37 °C, realizando em seguida trés lavagens de 5 minutos cada em 2X SSC.
Apés este procedimento, as preparagdes cromossOmicas foram incubadas em
solugao de pepsina 10 yg/mL por 20 minutos em cadmara umida a 37 °C, lavadas em
2X SSC durante 5 minutos (trés lavagens), imersas por 10 minutos em solucdo de
paraformaldeido 4% e lavadas, novamente, trés vezes em 2X SSC durante 5
minutos cada. Em seguida, o material foi novamente desidratado em série etilica
(70%, 85% e 100% gelados) por 5 minutos e as laminas foram colocadas para secar
a37°CemB.0O.D.

A hibridizacao in situ seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al. (1988) com
algumas modificacbes sugeridas por Cabral-de-Mello, Moura e Martins (2010).
Foram utilizados para a mistura de hibridizacdo cerca de 100 ng de sonda,
formamida (50%), sulfato de dextrano (10%) e 20X SSC totalizando um volume final
de 15 pL, o qual foi desnaturado da mistura a 95 °C por 5 minutos.
Simultaneamente, as laminas foram submetidas a formamida 70% (em 2XSSC) a 72
°C por 5 minutos com o intuito de desnatura-la. Posteriormente a desnaturacédo do
mix de hibridizacdo e das laminas, a mistura foi adicionada a preparacao
cromossOmica, a qual foi coberta com uma laminula e incubada em camara umida a

37 °C por ao menos 18 h.

4.45.3. Lavagens pos-hibridizacdo e detec¢éo do sinal

Passado as 18h, as laminas foram submetidas a uma lavagem em solucéo
2XSSC a 72 °C durante 5 minutos. Posteriormente, estas foram lavadas em uma

solucéo de 1X PBD a TA, para a retirada de marcacdes inespecificas, e mantidas
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nesta solucdo para proceder a deteccdo dos flourocromos. As sondas foram
detectadas com Anti-digoxigenina-Rodamina (Roche) durante 45 minutos em
camara umida a 37 °C. Em seguida, as laminas foram lavadas trés vezes em 1X
PBD a 45 °C por 5 minutos cada, e mantidas desta solucdo até sua montagem. Os
cromossomos foram contra-coradas com 20 yL de solugdo contendo DAPI (2 ug/mL)
e vectashield antifade (Vector), na propor¢édo de 1:1. Por fim, as laminas foram
lutadas com esmalte, deixadas secar e guardadas em um lugar escuro e na

geladeira.

4.9. ANALISES DOS DADOS

Para o estabelecimento do nimero diploide e classificacdo morfoldgica dos
cromossomos, o numero minimo de 10 metafases foi analisado em cada exemplar e,
ao menos, trés caribtipos foram medidos e montados por intermédio dos programas
MicroMeasure v.3.3 e Adobe Photoshop CS4, respectivamente. Com relacdo a
morfologia, a classificacdo cromoss6mica seguiu a descrita por Levan; Fredga e
Sandberg (1964), com modificacdes sugeridas por Guerra (1988). Por sua vez, o
namero fundamental (NF) de autossomos foi calculado pela soma dos bragos curtos
e longos de cromossomos com dois bracos (metacéntricos e submetacéntricos) e
longos com um braco (acrocéntricos).

O microscopio de epifluorescéncia Leica DM2500 foi utilizado para andlises
das laminas submetidas a técnica de FISH (campo escuro). As imagens das
melhores células de coloracdo convencional, bandeamento cromossémico (campo
claro) e FISH foram capturadas mediante o uso da camera Leica DFC345 FX e
software Leica LASX, sendo otimizadas para melhor brilho e contraste com o Adobe

Photoshop CS4 (Adobe Systems Incorporated).
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5. RESULTADOS

As espécies estudadas P. tajacu e T. pecari apresentaram numeros
cromossomico e fundamental de 2n = 30, XX ou XY; NF = 46 e 2n = 26, XX ou XY,
NF = 46, respectivamente (FIGURA 3).

A partir da classificacdo morfologica foi possivel identificar no cariétipo do
cateto seis pares metacéntricos (pares 1, 3, 4, 5, 6 e 7), trés pares submetacéntricos
(2, 10 e 11), cinco pares acrocéntricos (8, 9, 12, 13 e 14) e o par sexual composto
por X e Y acrocéntricos (TABELA 1; FIGURA 3a). Para o queixada, o complemento
autossdmico foi constituido por seis pares metacéntricos (pares 4, 5, 6, 7, 8 e 10),
cinco pares submetacéntricos (1, 2, 3, 9 e 11) e um par acrocéntrico (12). Em se
tratando dos cromossomos sexuais, as fémeas (XX) apresentaram heteromorfismo,
notando-se a presenca de um homélogo acrocéntrico e o outro submetacéntrico, em
todos os individuos analisados neste trabalho (FIGURA 3b). Por sua vez, nos
machos (XY) foi observado cromossomo X acrocéntrico ou submetacéntrico,
enquanto o Y exibiu morfologia acrocéntrica (FIGURA 3c).

O caso de heteromorfismo T. pecari também foi comprovado pelas técnicas
de bandeamento C e G (FIGURAS 4 e 5). Em relagdo ao bandeamento C, a
presenca de bandas C* (bandas C positivas) foi visualizada na regido do centrémero
nos autossomos e no cromossomo X de cateto (FIGURA 4a) e queixada (FIGURA
4b), evidenciando um padrao de distribuicdo centromérico para a HC, além de
demonstrar a diferenca morfolégica entre os cromossomos X homadlogos na ultima
espécie (FIGURA 4b). Associadamente, em alguns cromossomos de P. tajacu e T.
pecari, foi visualizada a presenca de ténues blocos intersticiais e terminais, os quais
Nao se mostraram visiveis em todas as células analisadas. Por fim, em ambos os
taxons, o cromossomo Y mostrou-se heterocromatico (FIGURA 4b).

A analise do bandeamento G, além de propiciar a identificagdo dos
cromossomos homaélogos no caridtipo das espécies avaliadas mediante o padrao de
bandas G* (bandas G positivas) e G™ (bandas G negativas) (FIGURA 5), mostrou a
presenca do heteromorfismo no par sexual de T. pecari, conforme notado pela
diferenca no nimero e na distribuicdo das bandas G entre os cromossomos X
acrocéntrico e submetacéntrico (FIGURA 5b), sugerindo a ocorréncia de rearranjos

intra e/ou intercromossémicos. Adicionalmente, esta técnica indica o aparecimento
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de sequéncias homedlogas na maior parte dos bragcos longos dos cromossomos X
de P. tajacu e T. pecari (FIGURA 5).

A impregnacdo com AgNO; indicou RONs ativas em seis e dois pares de
autossomos de P. tajacu (FIGURA 6a) e T. pecari (FIGURA 6b), respectivamente,
dados confirmados pela FISH com DNAr 35S. Em P. tajacu, sitios de DNAr foram
notados na regido proximal do brago curto do par submetacéntrico 2, na regiao
centromérica do par metacéntrico 6 e nos bracos curtos dos pares acrocéntricos 8,
9, 12 e 13 (FIGURA 6c). Por sua vez, em T. pecari, quatro marcacdes foram
visualizadas na regido intersticial do braco longo do par metacéntrico 4 e no braco
curto do par metacéntrico 8, adjacente ao centrémero (FIGURA 6d). Por fim, a FISH
com sonda telomérica revelou sequéncias teloméricas intersticiais (ITS) no braco
curto do cromossomo X submetacéntrico adjacentes a regido centromeérica nessa
espécie (FIGURA 7).
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Figura 3 - Composicdo cromossdmica de Pecari tajacu (2n = 30, XX; NF = 46) e Tayassu
pecari (2n = 26, XX; NF= 46) do nordeste do Brasil. (a) Coloracédo convencional
de P. tajacu; (b) Coloracédo convencional de T. pecari; (c) Cromossomos sexuais
de individuos machos de T. pecari, evidenciando variantes cromossémicas do X
com morfologias acrocéntrica e submetacéntrica, respectivamente, e Y
acrocéntrico. Inserto | representa cromossomos sexuais de P. tajacu (X e Y
acrocéntricos) e inserto Il demonstra heteromorfismo cromossémico do par
sexual X em relacdo as morfologias acrocéntrica e submetacéntrica. Escala (em
b)=7,5 um.
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Figura 4 - Padrdo de bandeamento C, com predomindncia de bandas C* nas regibes
centroméricas dos autossomos e do cromossomo X. (a) Pecari tajacu; (b)
Tayassu pecari. Inserto | evidenciando a marcacdo no centrdmero do X
acrocéntrico e do submetacéntrico, respectivamente, o que comprova par
heteromérfico em queixada; e inserto Il exibindo cromossomos sexuais de
macho de T. pecari, com Y heterocromatico. Escala (em b) = 7,5 ym.
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Figura 5 - Padréo de bandeamento G. (a) Pecari tajacu; (b) Tayassu pecari. Inserto | mostra
caso de heteromosfismo no par sexual em exemplar fémea de queixada (X
acrocéntrico e submetacéntrico, respectivamente) e inserto Il apresenta
cromossomos sexuais de individuo macho da espécie (X submetacéntrico e Y
acrocéntrico). Escala (em b) = 7,5 ym.
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Figura 6 - Coloracdo com AgNO; (a — b) e hibridizacéo in situ fluorescente com DNAr 35S (c
— d) em Pecari tajacu (esquerda) e Tayassu pecari (direita), evidenciando a
presenca de seis pares cromossémicos portadores de sitios de DNAr 35S em P.
tajacu (pares 2, 6, 8, 9, 12 e 13) (c), nem sempre revelados pela impregnagéo
argéntica (a), bem como de dois pares cromossémicos (pares 4 e 8) em T.
pecari (b e d). Escala (em d) = 7,5 uym.
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Figura 7 - Heteromorfismo no cromossomo X de Tayassu pecari visualizado pelas técnicas
de bandeamento C (a), bandeamento G (b) e FISH com sonda de DNA
telomérico (C). Seta em c indica a presenca de ITS (Sequéncias Teloméricas
Intersticiais) na regido adjacente ao centrdmero do cromossomo X
submetacéntrico.

XA XSM ‘
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Legenda: X A (cromossomo X homodlogo acrocéntrico); X SM (cromossomo X homdlogo
submetacéntrico).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, 0 numero cromossémico diploide encontrado para P.
tajacu (2n = 30) e T. pecari (2n = 26) est4 de acordo com o reportado na literatura
(ADEGA; CHAVES; GUEDES-PINTO, 2007; BOSMA et al., 2004; GIANNONI, 1972).
Entretanto, para o cateto, diferencas cariotipicas foram observadas em comparacao
a outras populacdes provenientes do continente Americano. Em relagéo aos estudos
desenvolvidos na América do Sul foram notadas divergéncias quanto ao nimero de
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos e telocéntricos
(TABELA 1), as quais provavelmente podem estar relacionadas aos diferentes
critérios adotados para a classificacdo cromossdmica, a exemplo da escassez de
medicado dos cromossomos (ANDREA et al., 2001; BOSMA et al., 2004; CARVALHO
et al., 2008; PUERTAS et al., 2004).

Adicionalmente, comparando-se os trabalhos citogenéticos desenvolvidos na
América do Norte (ADEGA; CHAVES; GUEDES-PINTO, 2007; ADEGA et al., 2006)
e América do Sul (ANDREA et al., 2001; BOSMA et al., 2004; CARVALHO et al.,
2008; PUERTAS et al., 2004), incluindo o presente estudo, é notavel o acumulo de
rearranjos cromossOmicos nos autossomos e cromossomo X (submetacéntrico na
populacdo norte-americana e, predominantemente, acrocéntrico em representantes
da América do Sul) de cateto, distinguindo essas duas populacfes. Diferencas na
estrutura cariotipica tém sido apontadas como possiveis barreiras para eventos de

hibridizacdo, o que pode promover o isolamento populacional e, consequentemente,
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acarretar implicagfes taxondbmicas em grupos de organismos, como é o caso do que

pode estar acontecendo em ambas populacdes de P. tajacu.

Tabela 1 - Comparacdao morfolégica dos cromossomos autossémicos e sexuais de Pecari
tajacu em relacdo a outros trabalhos da literatura.

Cromossomo Presente Andrea et al. Bosma etal. Puertas et al. Souza et al.
Estudo {2001) (2004) (2004) (2008)

1 M SM SM SM M

2 SM AT SM A SM
3 M SM SM SM SM
4 M M M M M

5 M SM SM M SM
6 M SM SM SM SM
7 M SM SM SM SM
8 A SM SM ST A/T
9 A A SM A AT
10 SM SM SM A A/T
11 SM A A/T ST A/T
12 A SM A/T ST A/T
13 A A A/T ST A/T
14 A A A/T ST A/T
X A SM/A A/T SM A/T
Y A A M/SM A A/T

Legenda: M = Metacéntrico; SM = Submetacéntrico; A = Acrocéntrico; T = Telocéntrico.
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O padrao de distribuicdo centromérico da HC observado em P. tajacu e T.
pecari mostrou-se similar ao descrito por Adega; Chaves e Guedes-Pinto (2007), os
quais observaram a presenca de bandas C*, principalmente, na regido centromérica
do complemento cromossémico dessas espécies, mediante o bandeamento C
cladssico. Este procedimento também revelou bandas terminais e intersticiais nos
cariotipos de ambos o0s taxons, as quais podem ser equivalentes as bandas ténues
visualizadas neste trabalho. Além de verificar a localizacdo da HC, por intermédio da
digestdo por endonucleases de restricdo in situ com o bandeamento C sequencial,
tais autores investigaram a caracterizacdo da heterogeneidade deste marcador,
sugerindo que o cariétipo autossébmico de cateto é uma condicdo ancestral em
relacio ao de queixada, devido ao acumulo de maior diversidade na
heterocromatina constitutiva. Por outro lado, o cromossomo X ancestral de
Tayassuidae seria 0 de T. pecari, novamente, levando em consideracdo o proposto
pela evolucdo em concerto (homogeneizacdo das sequéncias de DNA repetitivo)
(ADEGA; CHAVES; GUEDES-PINTO, 2007; ELDER; TURNER, 1995).

Considerando a localizacdo preferencial de pontos de quebras nas
sequéncias repetitivas e a suposi¢cdo de que a presenca da HC tem sido associada a
maior facilidade de ocorréncia dos rearranjos cromossémicos (CHAVES; SANTOS;
GUEDES-PINTO, 2004), os quais tem acontecido durante a evolucdo de P. tajacu e
T. pecari, a divergéncia cariotipica observada entre essas espécies, além de estar
relacionada a variacdo encontrada na HC (ADEGA; CHAVES; GUEDES-PINTO,
2007), também tem sido reportada por estudos de pintura cromossémica
comparativa (ADEGA et al., 2006; BOSMA et al., 2004).

A técnica de bandeamento G permitiu verificar a diferenca cariotipica
existente entre o cateto e o queixada, ndo sendo possivel reconhecer homeologias
cromossOmicas entre 0s autossomos somente pelo padrédo de bandas G obtido. Por
outro lado, como o X encontra-se relativamente conservado entre os mamiferos,
possiveis sequéncias homeodlogas puderam ser identificadas na maior parte dos
bragos longos desse cromossomo, comparando-se ambos 0s taxons.

Apesar disso, o caso de heteromorfismo revelado pela primeira vez nesse
trabalho, envolvendo o cromossomo X de T. pecari em relagdo as morfologias
acrocéntrica e submetacéntrica, parece corresponder ao que tem sido reportado na
literatura, em que excecdo a condicdo conservada do X ocorre em taxons de

Cetartiodactyla, o qual varia tanto em morfologia como no padrdo de bandeamento
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G. A hipdtese sugerida é que esse cromossomo tem sofrido varios rearranjos, 0s
quais tém mudado a posicdo do centrdmero e a ordem dos segmentos sinténicos,
durante os milhées de anos de especiacdo dos Cetartiodactyla (PROSKURYAKOVA
et al., 2017). Ainda, em relacdo a filogenia da ordem, os grupos irmaos (como
Suidae) compartilham o tipo ancestral de cromossomo X (morfologia metacéntrica),
entretanto, parece ndo ser o caso de T. pecari (Suinae, Tayassuidae), como
evidenciado pelo heteromorfismo no X aqui descrito, sendo comprovado pelas varias
técnicas de citogenética aplicadas neste trabalho. Adicionalmente, Proskuryakova et
al. (2017) indicam que os rearranjos chave envolvidos na evolu¢gdo do cromossomo
X em Cetartiodactyla foram as inversfes (paracéntrica e pericéntrica) e 0
reposicionamento centromerico.

De acordo com Adega et al. (2006) a populagcdo norte-americana de P.
tajacu apresenta cromossomo X mais similar a um tipico X de mamifero, com
morfologia submetacéntrica, do que o exibido pela populacdo da América do Sul (X
acrocéntrico). Em relacdo a maior diversidade de HC, o cromossomo X ancestral de
Tayassuidae seria 0 de T. pecari, que no estudo de Adega; Chaves e Guedes-Pinto
(2007) mostrou-se acrocéntrico. Por sua vez, relagfes filogenéticas incluindo as trés
espécies de taiassuideos existentes (P. tajacu, T. pecari e C. wagneri), utilizando
marcadores nucleares e mitocondriais (GONGORA; MORAN, 2005), bem como
andlises filogeograficas em P. tajacu usando sequéncias nucleares e mitocondriais
(GONGORA et al., 2006), além de estudos sobre a caracterizacdo da
heterogeneidade de HC (ADEGA; CHAVES; GUEDES-PINTO, 2007) e trabalhos
com pintura cromossomica (ADEGA et al., 2006; BOSMA et al., 2004), mostram
grande dissimilaridade entre as espécies e também as populacdes de cateto,
indicando que P. tajacu divergiu do ancestral comum de T. pecari e C. wagneri entre
o final do Mioceno e o final do Plioceno, ainda na Ameérica do Norte, antes da
emergéncia e conclusdo do istmo do Panama (final do Plioceno), bem como da
colonizagdo da América do Sul pelos taiassuideos. Dessa forma, tem sido proposto
dois clados na filogenia de Tayassuidae, P. tajacu e T. pecari / C. wagneri, onde as
duas ultimas espécies sao mais proximamente relacionadas entre si do que com o
cateto (GONGORA; MORAN, 2005).

Considerando os dados evolutivos abordados anteriormente, tanto
cromossdmicos quanto moleculares, incluindo as informagdes cariotipicas deste

estudo, é possivel sugerir que o cromossomo X de T. pecari pode ter evoluido da
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forma submetacéntrica (populacdo da América do Norte de P. tajacu) para uma
condicdo acrocéntrica (populacdes sul-americanas de P. tajacu e T. pecari mais
diversificadas), podendo estar retomando a morfologia submetacéntrica, como
evidenciado pelas variantes cromossémicas do X com morfologias acrocéntricas e
submetacéntricas, bem como as ITS constatadas nos bragos curtos dos
cromossomos X submetacéntricos, observadas nos exemplares de queixada
examinados. No entanto, as técnicas citogenéticas realizadas neste trabalho né&o
permitiram indicar qual o tipo de rearranjo sofrido por este cromossomo, se
inversdes ou reposicionamento de centrdbmero, mostrando-se limitadas para este fim,
havendo a necessidade de usar técnicas de citogenética molecular mais refinadas,
como a pintura cromossémica comparativa.

Quanto ao maior numero de sitios Ag-RON / DNAr 35S notado em P. tajacu
e descrito pela primeira vez nesse estudo, pode-se estar relacionado ao fato do
complemento autossémico dessa espécie apresentar acimulo de maior diversidade
na HC comparado ao de T. pecari (ADEGA; CHAVES; GUEDES-PINTO, 2007), uma
vez que tem sido proposto a associacdo da ocorréncia deste marcador a maior
facilidade de acontecimentos de rearranjos cromossomicos (CHAVES; SANTOS;
GUEDES-PINTO, 2004). Isso somado a situacdo que as RONs / sitios de DNAr
podem estar colocalizados com as regides de heterocromatina constitutiva
(GUERRA, 2000), possibilitaria a expansao daquelas sequéncias repetitivas no
genoma do cateto. Adicionalmente, as marcacfes reveladas pelas técnicas de
impregnacdo por AgNO; e FISH com sonda de DNAr 35S em queixada foram
coincidentes as reportadas na literatura para a espécie (ZIJLSTRA et al., 1997).

Por fim, a distincdo cariotipica reportada no presente trabalho e na literatura
entre P. tajacu e T. pecari, assim como, entre as populacdes de cateto, que parecem
ser geneticamente estruturadas, permitem inferir que a radiacdo adaptativa das duas
espécies foi extremamente rapida. Assim, pesquisas adicionais combinando
abordagens citogenéticas, moleculares e de morfometria geométrica poderao
esclarecer a taxonomia de Tayassuidae, auxiliando estratégias de manejo e acdes
conservacionistas, além de contribuir para um melhor entendimento da historia

evolutiva do grupo.



48

CONSIDERACOES FINAIS

As analises convencionais mostraram numero diploide para P. tajacu e T.
pecari condizente com o descrito na literarura; no entanto, diferengas
cariotipicas foram detectadas entre 0s espécimes de cateto estudados e
outras populacdes, tanto da América do Sul (divergéncias quanto a
classificacdo morfologica dos cromossomos), quanto do Norte (distincbes
cromossOmicas estruturais). Para o queixada, um caso de heteromorfismo
envolvendo o cromossomo X foi evidenciado pelas diferentes técnicas

citogenéticas realizadas, sendo descrito pela primeira vez nesse estudo.

O padrdo de distribuicdo principalmente centromérico da heterocromatina
constitutiva observado no cari6tipo das espécies examinadas, assim como as
bandas ténues visualizadas nas regifes intersticiais e terminais de alguns
cromossomos foram similares ao reportado para outras populacdes, indicando

diferentes classes desse marcador nos cromossomos de P. tajacu e T. pecari.

Nao foi possivel identificar homeologias comparando-se o0os complementos
autossOmicos de cateto e queixada somente pelo padrdo de bandas G,
devido a divergéncia cariotipica existente entre as duas espécies, relatada em
varios outros estudos; contudo, excecdo ocorreu para o braco longo do
cromossomo X, que apesar de ser relativamente conservado entre 0s
mamiferos,  encontra-se  evoluindo  por rearranjos intra  e/ou
intercromossémicos em T. pecari (variantes com morfologias acrocéntricas e

submetacéntricas).

O numero e localizagdo dos sitios Ag-RON / DNAr 35S para P. tajacu sao
descritos pela primeira vez nesse trabalho, revelando uma maior quantidade
de marcacdes comparada as encontradas em T. pecari (coincidentes com a
literatura), podendo ser devido ao acumulo de maior diversidade na HC
daquela espécie, o0 que pode faciltar a ocorréncia de rearranjos

cromossOmicos, possibilitando a expansado dos sitios de DNAr no cateto.
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e Os marcadores cromossémicos utilizados nesse trabalho indicaram a
divergéncia cariotipica existente entre P. tajacu e T. pecari, inferindo que
rearranjos cromossdmicos estao ocorrendo, proporcionando a diferenciacao
interespecifica, o que pode acarretar implicagbes taxonémicas em

Tayassuidae.
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