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ORIGEM DO SUINO CASCO-DE-BURRO E SUA RELAGAO GENETICA COM
POPULAGOES IBERICAS E AMERICANAS

RESUMO - Com os objetivos de elucidar a origem genética do suino casco-de-burro e
de contribuir para sua conservacéo, realizou-se uma caracterizacédo genética em 110
animais, oriundos das regides Nordeste (NE), Centro-Oeste (CO) e Sudeste (SE),
usando-se duas classes de marcador molecular e analises citogenéticas. Foram
encontrados 13 haplétipos mitocondriais entre os cascos-de-burro, sendo que apenas
um foi comum as trés subpopulacdes (NE, CO e SE). O valor médio da diversidade
haplotipica e o da nucleotidica na populagéo total foram 0,61 e 0,05 respectivamente.
Por meio do DNA mitocondrial, as subpopulagcbes de casco-de-burro apresentaram
menor distancia genética da populacdo da raca portuguesa bisara. No entanto o
haplétipo mais frequente nos cascos-de-burro € o0 Unico comum a todas as
subpopulagbes pertence a raca ibérica. A variabilidade genética média obtida por meio
dos 25 microssatélites na populagédo total foi: numero de alelo = 9,8; conteudo de
informacéo polimorfica = 0,73; heterozigose esperada = 0,69; heterozigose observada =
0,58; consaguinidade (Fis) = 0,15; e apenas seis loci apresentaram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Considerando-se a divisdo da populagéo nas trés subpopulag¢des —
que, por meio do DNA nuclear, estiveram mais préximas da populagédo duroc e da
bisara —, os valores observados para os indices de fixagdo foram: 0,10 para Fis, 0,09
para Fs e 0,18 para Fi. Os cascos-de-burro possuem o numero diploide 2n = 38, ndo
sendo verificado miscigena¢ao com o javali. Os resultados demonstram origem genética
ibérica para os cascos-de-burro, com posterior introgressdo alélica das racgas

internacionais importadas no século passado.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, DNA nuclear, caracterizacdo genética, filogenia,

recursos genéticos animais, Sus scrofa
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THE ORIGIN OF BRAZILIAN MULEFOOT PIGS AND THEIR GENETIC
RELATIONSHIP WITH IBERIAN AND NORTH-AMERICAN POPULATIONS

ABSTRACT - With the purpose of elucidating the genetic origin of Brazilian Mulefoot
pigs and to contribute to their conservation, 110 animals from Northeast (NE), Central-
West (CW), and Southeast (SE) Brazil were characterized using two molecular marker
classes and cytogenetic analysis. A total of 13 mitochondrial haplotypes was found, but
only one was common to the three subpopulations (NE, CW, SE) of Brazilian Mulefoot
pigs. The total population presented mean haplotype and nucleotide diversity values of
0.61 and 0.05, respectively. Mitochondrial DNA analysis showed that the Brazilian
Mulefoot pig subpopulations presented the shortest genetic distance from the
Portuguese Bisara breed. However, the most frequent haplotype found in the Brazilian
Mulefoot population, and the only one common to all subpopulations belongs to the
Ibérica breed. The mean genetic variability of the total population, obtained using 25
microsatellites, was: allele number = 9.8; polymorphic information content = 0.73;
expected heterozygosity = 0.69; observed heterozygosity = 0.58; inbreeding = 0.15; and
only six loci displayed Hardy-Weinberg equilibrium. Considering the three studied
subpopulations — which were closer to the Bisara and Duroc populations, based on
nuclear DNA — the values observed for the fixation indexes were: 0.09 for Fis, 0.10 for
Fs, and 0.18 for Fi. Brazilian Mulefoot pigs have a diploid number of 2n = 38, which
indicates that there is no interbreeding with wild boars. The results demonstrate that the
genetic origin of Brazilian Mulefoot pigs is Iberian, with later allele introgression from

foreign breeds imported during the 20th century.

Keywords: mitochondrial DNA, nuclear DNA, genetic characterization, phylogeny,

animal genetic resources, Sus scrofa



CAPITULO 1. CONSIDERACOES GERAIS

Em razdo dos objetivos propostos e para melhor apresentar os resultados
obtidos, esta tese foi estruturada em sete capitulos. Essa divisdo visou a organizagéo
do trabalho e ao entendimento das singularidades de cada assunto, nao significando
sua independéncia ou especificidade. Conforme podera ser observado, a organizagéo

define uma relacao de interdependéncia.

Assim, neste primeiro capitulo, apresentam-se a introducdo geral, os objetivos
gerais e especificos deste trabalho, as justificativas para a sua realizagéo e a revisédo de
literatura geral sobre os assuntos abordados no trabalho. No segundo capitulo, aplicam-
se 0s conceitos de espécie, subespécie e raca a espécie Sus scrofa, sdo apresentados
0s grupos genéticos estudados e detalha-se a metodologia que € comum aos demais
capitulos. O terceiro capitulo relata a variabilidade genética do DNA mitocondrial entre
0s animais cascos-de-burro por meio do gene do CYT-B e da regido-controle (D-loop),
enquanto, no quarto capitulo, verifica-se a relagédo genética dos cascos-de-burro com

populacdes ibéricas e americanas por meio da regido-controle.

No quinto capitulo, discutem-se a variabilidade genética dos cascos-de-burro e a
sua relacdo com as demais populagdes por meio de marcador nuclear do tipo
microssatélite. No sexto capitulo, apresenta-se a caracterizagcdo citogenética dos
animais com o fendtipo casco-de-burro, e, no sétimo, as implicagbes e as sugestdes
para futuras pesquisas. Ao final, encontra-se um Posfacio, que aborda alguns conceitos

gramaticais adotados neste trabalho.



1.1 INTRODUCAO

Este trabalho teve o seu desfecho justamente no ano dedicado ao
reconhecimento da vida na Terra — 2010, Ano Internacional da Biodiversidade. Oito
anos atras, mais de 190 paises concordaram, na Convencdo sobre Diversidade
Biolégica das Nacdes Unidas, em reduzir a perda da biodiversidade até 2010
(MARTON-LEFEVRE, 2010). Havera outra convencdo em outubro deste ano, em
Nagoya, Japéo, para avaliar o progresso e fazer acordos sobre novos objetivos,

considerando-se a biodiversidade para o mundo.

A biodiversidade zootécnica nativa brasileira € fruto das diversas introducdes de
animais domésticos na época colonial. Os primeiros suinos que chegaram ao Brasil
vieram com Martim Afonso de Souza em 1532, estabelecendo-se em S&o Vicente, no
litoral paulista. Pertenciam as ragas da Peninsula Ibérica existentes em Portugal. Muitos
escaparam do cativeiro e embrenharam-se pelas matas, formando grupos
independentes (CAVALCANTI, 1985). Através de cruzamento, deu-se a formacgéo dos
grupos genéticos nativos de suino, como canastrdo, caruncho, nilo, moura, piau,
pirapetinga — existindo também suinos com fenétipos casco-de-burro e rabo-de-peixe,
hoje em risco de extingdo (TORRES & JARDIM, 1975; CAVALCANTI, 1985; VIANNA,
1985).

Esses animais introduzidos no Brasil multiplicaram-se e formaram ecoétipos
adaptados as condi¢des ecoldgicas brasileiras, frutos da selecdo natural desde que
chegaram aqui. A pressdo dessa selegdo — imposta pelo clima, altitude, oferta
alimentar, doencas endémicas, parasitismo etc. — resultou em inumeros grupos
genéticos, linhagens e ecotipos, que possuem composigdo genética propria e adaptada

a nichos ecologicos especificos (ABREU et al., 1998). Deve-se ressaltar que esses



grupos genéticos também sofreram efeitos de mutagdo, deriva genética e selegéo
artificial (SANTOS et al, 2003). Portanto a existéncia dessas “racas”, que
acompanharam o processo evolutivo (biolégico, social e cultural) brasileiro, pode ser
considerada, atualmente, um dos grandes prodigios nacionais. No entanto, nos ultimos
cinquenta anos, os recursos agrobiolégicos vém sofrendo, em sua diversidade, declinio

e eroséo de magnitude sem precedentes na historia (SAHAI & VIJH, 2000).

Até entdo, os grupos genéticos nativos brasileiros de suino eram importantes,
pois foi muito comum o uso de gordura animal na alimentacédo humana até os primeiros
50 anos do século XX. Nesse periodo, o porco atendia as exigéncias do mercado
consumidor, e a banha era um produto tdo importante quanto suas carnes nobres, o
lombo e o pernil. Com o aparecimento dos 6leos vegetais, a banha deixou de ser
usada, forgcando o criador de suino a buscar um novo modelo de animal para atender
melhor ao consumidor, que estava mudando seu perfil nutricional, devido ao novo modo
de vida (ROPPA, s.d.; PINHEIRO et al., 2009).

Concomitantemente, o espago agrario brasileiro, a partir de 1950, passou por
inumeras mudangas, com significativos impactos sobre suas fung¢des e conteudos.
Essas mudancas estdo atreladas ao projeto de modernizagcdo da agricultura, mais
especificamente a modernizagcédo da estrutura produtiva do meio rural. A modernizagéo
das atividades agropecuarias visava, unicamente, ao bindbmio produgao/produtividade,

sem levar em conta as repercussdes sociais e ambientais advindas desse modelo.

Essa modernizagédo, que foi caracterizada pela intensificagdo, especializagéo,
padronizacao e internacionalizagcéo dos produtos e do processo produtivo, constituiu a
base da chamada Revolugéo Verde e favoreceu o inicio da tecnificagdo da suinocultura
brasileira, que permitiu a concentragdo de grande numero de animal (Ver Posfacio) em

pequena area.

A Revolugédo Verde foi, contudo, idealizada considerando apenas o paradigma
tecnologico fundamentado na modificagdo das condigdes naturais para favorecer o
potencial genético das plantas e dos animais (FAO, 1996), sendo a erosdo genética um
dos mais sérios problemas que ela causou (LONGHI & SANTOS, 2003). Na

suinocultura brasileira, esse problema comegou com a importacdo de racga,



acompanhada do desenvolvimento das modernas técnicas de melhoramento genético
em busca dos animais mais produtivos. E, para solucionar o problema dos grupos
genéticos nativos, "improdutivos”, passou-se a praticar cruzamentos absorventes entre
0s animais desses grupos e 0s das ragas importadas, medida que foi determinante na
diminuicdo da diversidade dos grupos genéticos nativos brasileiros. Segundo LOVATTO
(1995), das racgas puras registradas no Pig Book Brasileiro em 1995, a landrace teve a
maior participacao (26,26%), seguida pela large white (25,86%) e duroc (6,87%). O fato
que chamava a atencdo era a participacdo crescente dos animais cruzados (F1) no

registro oficial. Em 1995, eles ja representavam 39% do total.

A busca por animais de carcagca mais magra, utilizando-se de cruzamentos
absorventes, para atender ao novo perfil do consumidor, e por animais que favorecesse
0 aumento da producéo, para atender aos preceitos da Revolucao Verde, fez com que
0s grupos genéticos nativos quase chegassem a extingdo. Gragas ao trabalho de
algumas instituicdes e de algumas universidades, esses grupos ndo foram extintos, mas
estdo, atualmente, em estado vulneravel, necessitando, portanto, de programas

especificos para a sua conservagao.

Assim, em 1974, aliada a preocupacéo mundial de conservagcdo dos recursos
genéticos locais, a EMBRAPA criou o Centro Nacional de Recursos Genéticos
(MARIANTE et al., 2009), que, em 1983, transformado em CENARGEN, iniciou o
primeiro programa oficial de conservagédo dos recursos genéticos animais do Brasil, em
parceria com universidades, empresas estaduais de pesquisa e com criadores
particulares. O laboratério de genética animal do CENARGEN, criado em 1998, permitiu
o inicio dos estudos de caracterizacdo genética de varias ragas em risco de extingéo
(EGITO et al.,, 2002). Essa caracterizacdo € uma alternativa para quantificar a
diversidade genética dos animais, auxiliando, assim, os programas de conservagao. O
conhecimento da variagcado genética é de grande importancia para a conservagcéo dos
recursos genéticos, a fim de evitar a erosdo genética nas populagcbes (MENEZES,
2005).



1.2 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar geneticamente os suinos do grupo
conhecido como casco-de-burro por meio de polimorfismo do DNA mitocondrial e do
nuclear bem como por meio da citogenética, na tentativa de elucidar a sua origem
genética e de contribuir para a conservagdo do germoplasma nativo. Esse objetivo
favorecera uma base soélida para a implementacdo de futuros programas de

conservacao e melhoramento desse grupo genético.
Nesse sentido, os objetivos especificos foram:

. estudar os niveis de variabilidade genética das populagbes de casco-de-burro

por meio de analise do polimorfismo da regido D-loop e do gene do CYT-B;

o estudar os niveis de variabilidade genética das populagbes de casco-de-burro

por meio de analise de marcador nuclear do tipo microssatélite;

. determinar as relagdes filogenéticas dos animais cascos-de-burro com
populagdes domésticas e selvagens da Peninsula Ibérica assim como com populagdes

domésticas americanas;

. verificar se os animais cascos-de-burro podem ser classificados como raga ou se

esse fenotipo é uma caracteristica que pode ocorrer em qualquer racga.

. e caracteriza-lo de modo citogenético, a fim de verificar seu numero diploide e

possivel miscigenacéo com o javali.



1.3 JUSTIFICATIVA

O conceito de ruralidade, desenvolvido na década de 1990 e que se consolidou
nos primeiros anos deste século, propiciou importantes avangos na elaboragcdo de
novos enfoques de desenvolvimento rural, revertendo a tendéncia que via o rural como
fonte de problema (WANDERLEY, 2002). Atualmente, o meio rural & percebido
igualmente como portador de solugao para os problemas do desemprego, melhoria da

qualidade de vida e aprofundamento das relagbes sociais.

A criagdo de suino constitui-se em importante fixador do homem no campo por
ser uma atividade que exige que os criadores residam na propriedade para melhor
gerirem essa criagdo, contribuindo ndo s6 para a formacédo da renda familiar dos
pequenos agricultores, uma vez que é uma atividade tipica de pequena propriedade
rural (SCHMIDT et al., 2007; ASSMANN et al., 2009), mas também para a geragao de
emprego. Varios produtores, entretanto, usando a suinocultura tradicional, nao
possuem condi¢cbes para competir de igual para igual com as regidées produtoras de
grao nem com a suinocultura industrial. Por isso deve-se pensar na suinocultura familiar
como atividade diferenciada em manejo, alimentacdo (LUDKE et al., 2007), instalagéo
(COSTA et al., 2006) e qualidade de seus produtos (MACHADO FILHO et al., 2001),
oriundos da producgéo tradicional e extensiva, de forma que esta seja adaptavel e

rentavel a realidade local.

Assim, considerando-se que a carne suina € a mais consumida no mundo e
levando-se em conta os problemas que o sistema convencional de produc&o tem
enfrentado, conclui-se que a carne suina organica produzida no Brasil tera grande
chance de ganhar a preferéncia dos consumidores dos paises desenvolvidos, onde ha

mercado promissor para tal produto (DUTRA JUNIOR, 2004). No contexto da producéo



organica de suino, faz-se necessario o uso de raga que responda favoravelmente a
esse sistema (FAVERO et al., 2007), o que vai ao encontro da utilizagdo dos grupos
genéticos nativos, uma vez que, ha séculos, estes sdo criados extensivamente,
alimentando-se de vegetagdo nativa, e estdo adaptados a nichos ecolbgicos
especificos, sobrevivendo a condi¢cbes adversas, convivendo com agentes etiologicos,
sem, no entanto, manifestar a doenca, demonstrando resisténcia a enfermidades
(CASTRO, s.d.; SCHIVERA, s.d).

Por isso tudo, é importante conservar os suinos cascos-de-burro, ndo sé pela
sua importancia histérico-cultural, dado que um grupo genético representa um
patriménio de um pais, mas também pela importancia que eles tém para a suinocultura
de subsisténcia. E fundamental ratificar que “raca” nativa ndo traduz mais a realidade
genética do meio produtivo. O que se observa sdo agrupamentos genéticos de raca
introduzida, que se foram definindo de acordo com suas caracteristicas ao longo das
primeiras décadas do século passado. O que esta bastante claro, atualmente, é a perda
quase total dos referenciais genéticos do suino no Brasil. Isso significa dizer que ha
necessidade de uma acdo com o fim de resgatar, estudar e conservar esses
agrupamentos (LOVATTO, 1995). Varias experiéncias, tendo em vista o aproveitamento
dessa genética, foram desenvolvidas recentemente (GROSSI et al., 2006; SOLLERO,
2006; SOLLERO et al., 2009; SOUZA et al., 2009).

Tendo por base recursos genéticos locais previamente selecionados por
geragdes de agricultor, pretende-se também contribuir para a viabilizagdo econédmica do
mundo rural, numa parceria futura com o proprio agricultor, através do papel que o
melhoramento pode desempenhar, quer em nivel quantitativo quer qualitativo, para a
viabilizacdo econ6mica da exploragdo agricola familiar, gestora de sistemas agricolas
policulturais. Como paradigma, tem-se que a viabilidade do desenvolvimento rural
passa pela sua viabilidade econdmica e que esta apenas se afirmara com a valorizagao
dos recursos genéticos locais. Mais ainda, essa valorizagdo devera ser n&do s6 em

qualidade como também em quantidade, numa linha progressiva e harmdnica.



1.4 REVISAO DE LITERATURA

A suinocultura brasileira é constituida hoje por animais que podem ser
classificados em dois grupos: i) o de raga exdtica, incluindo-se os produtos dos
cruzamentos e os hibridos comerciais; e ii) o de “raga” local — também chamados de
ragas nativas, crioulas, autdctones, nacionais e naturalizadas — e seus mestigos
(ALBUQUERQUE et al., 1990). Os animais do primeiro grupo sao criados geralmente
em sistema intensivo, com nivel elevado de tecnologia, e constituem-se nos de maior
interesse para o abate industrial, dada a exigéncia do mercado, principalmente nos
grandes centros consumidores, para carne com menor teor de tecido adiposo. Trata-se
de uma suinocultura que se fundamenta, principalmente, como fornecedora de matéria-
prima para o processamento de carcacga. Ja os suinos de raga nativa sdo criados em
condicbes mais extensivas ou semiextensivas, com caracteristicas de subsisténcia
familiar, de baixa exigéncia de insumo. Sao animais que apresentam carcagas com
maiores teores de gordura (ALBUQUERQUE et al, 1990; FERREIRA et al., 2004;
PINHEIRO et al., 2009).

1.4.1 Grupos genéticos nativos de suino

No Brasil, os primeiros exemplares de suino foram introduzidos por Martim
Afonso de Souza e eram representantes das ragas portuguesas. No entanto, segundo
CASTRO et al. (2002), as ragas espanholas, italianas e asiaticas também influenciaram

a formacéo dos grupos genéticos nativos de suino do Brasil.

Entre esses diversos grupos, o piau (Figura 1a) é, segundo CAVALCANTI

(1985), o mais importante. Ha indicios de que se tenha originado na zona



compreendida pelo sul de Goias, Triangulo Mineiro e Oeste de Sao Paulo (FERREIRA
et al., 2004). Esse grupo concentra-se principalmente na bacia do rio Parnaiba (EGITO
et al., 2002), sendo o que possui 0 maior numero de exemplar localizado atualmente
(CASTRO et al., 2002; CAVALCANTE NETO et al., 2002; CAVALCANTE NETO et al.,
2007). Existem varios deles na Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA) e
na Universidade Federal de Vicosa (MG). Em 1986, foi reconhecido como raca pelo
Ministério da Agricultura, porém SOLLERO et al. (2009), trabalhando com
microssatélites, concluiram que a racga piau ndo se encontra geneticamente estruturada,
o que dificulta certificagcéo racial. O trabalho de SOUZA et al. (2009) mostrou que essa
raca possui ancestralidade materna ibérica, comum a varios outros grupos genéticos

nativos brasileiros.

Ha também o nilo (Figura 1b), que apresenta grande semelhaga com o porco
alentejano, de Portugal, e o ibérico, da Espanha, o que levava a crer que,
possivelmente, tivesse se formado a partir destes, hipétese recentemente confirmada
pelos resultados de SOUZA et al. (2009).

O pirapetinga € muito antigo na Zona da Mata, em Minas Gerais, onde existiram
criagdes importantes desses animais (Figura 1c). Originou-se, provavelmente, em
fazendas localizadas na bacia do rio Pirapetinga, de onde se disseminou para

municipios vizinhos e estado do Espirito Santo (VIANNA, 1985).

O historico da raga moura (Figura 1d) ndo menciona exatamente sua formacéo,
mas relata que os animais se multiplicaram rapidamente, espalhando-se pelos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (SOLLERO, 2006). Foram registrados,
na Associagao Brasileira de Criadores de Suinos (ABCS), varios exemplares no estado
do Parana. Existe, atualmente, um nucleo de conservacao que vem sendo mantido pela
Embrapa Suinos e Aves, localizado em Concérdia (SC), e outro na UNESP, em llha
Solteira (SP). Os resultados do trabalho de SOUZA et al. (2009) ndo s&o conclusivos
em relacdo a origem materna dessa raga, que, possivelmente, podera ter sua
confirmacdo a partir dos resultados obtidos no presente trabalho. SOLLERO et al.
(2009) concluiram que a raga moura se encontra estruturada geneticamente, possuindo

probabilidade de certificagc&o racial.
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Existente em sua maioria no Pantanal Mato-Grossense, o porco-monteiro (Figura
1e) é considerado “asselvajado”. Esses porcos sdo frequentes no Pantanal,
principalmente no central. A densidade aparente desse espécime é 0,07 grupo/km?, o
que levou a uma estimativa de cerca de 9.800 grupos de porco-monteiro em todo o
Pantanal (MOURAO et al., 2002). Esse suino representa o caminho inverso da
domesticacao. Formou-se a partir das racas introduzidas no periodo colonial (SILVA &
MAURO, 2002), que se encontraram em boas condi¢cdes na forma livre devido ao fato
de inumeras fazendas terem sido saqueadas e destruidas na Guerra do Paraguai,
iniciada em 1864. Entretanto, conforme MOURAO et al. (2002), porcos foram
introduzidos no Pantanal provavelmente ha tanto tempo quanto o gado bovino, embora
os moradores locais frequentemente associem a introdugéo dos porcos no Pantanal ao
episodio da Guerra do Paraguai (1864-1870). Com a introducao de javali no Brasil e
com a consequente liberagcdo destes na natureza (IBAMA, 1998; MIRANDA & LUI,
2003), acredita-se que eles se tenham misturado ao porco-monteiro. Segundo ROSA et
al. (2000), o javali tem sido cruzado com o porco-monteiro com o objetivo de se obter
uma carne mais saudavel e saborosa. Atualmente, os monteiros vém sendo cagados
para subsisténcia (RODINEY et al., 2004), embora os animais ferais sejam protegidos
pela Lei Federal 5197/67. Os resultados de GROSSI et al. (2006) mostraram, por meio
do DNA mitocondrial, que esses animais, de fato, descendem das racas europeias

trazidas no periodo colonial.

Encontram-se ainda o canastrao, do tipo céltico, que descende possivelmente da
raga portuguesa bisara ou da raca celta gallega, da Espanha; o canastra (Figura 1f),
que, segundo CASTRO et al. (2002), é do tipo ibérico, cuja pelagem € negra e cujo
perfil & concavilineo; o caruncho (Figura 2a), que, segundo VIANNA (1985),
compreende animais de porte pequeno, grandes produtores de gordura, e de
temperamento tranquilo; e o tatu (Figura 2b), que se acreditava ser derivado do porco
macau, uma raga asiatica introduzida no Brasil nos tempos coloniais — os resultados de

SOUZA et al. (2009) sugerem ancestralidade materna ibérica para esse grupo genético,

'SPONENBERG & TORRES (2004) definem “animal asselvajado” como o domeéstico que escapou do contato direto
com o homem e regressou ao estado selvagem, destacando que a forma selvagem nunca é retomada por completo.
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contudo ele pertence, fenotipicamente, ao tronco asiatico (CASTRO et al., 2002), sendo
a pelagem mais comum a negra, pelada ou com cerdas raras e muito finas, e a pele

também fina e macia.

Embora pouco conhecido, o simental (Figura 2c), segundo CARVALHO (1959) e
GIANNONI (1973), formou-se no sul de Minas Gerais, sendo esses animais, nas
décadas de 1960 e 1970, facilimente encontraveis na regiao de Itajuba, MG. O pereira,
segundo VIANNA (1985), possui o perfil concavo, as orelhas sao grandes, do tipo
ibérica, e sua pelagem, principal caracteristica desse grupo genético, pode ser tordilha

ou rosa, sendo a primeira mais comum, podendo ter pintas vermelhas.

Existem também no Brasil dois fenétipos, um conhecido como rabo-de-peixe
(Figura 2d) e outro como casco-de-burro, sobre os quais ainda ha controvérsia em
relacdo a sua condicdo de ragca — questiona-se se suas caracteristicas ndo poderiam
ocorrer em qualquer raca. A denominagédo casco-de-burro provém do fato de esses
animais serem sindactilos, ou seja, com casco fundido. O primeiro relato de sindactilia
em suino se deve a Charles Darwin, que a definiu como um fendmeno de mutagéo.
Entre os grupos citados, o que contém o fendétipo casco-de-burro é o que tem suas
populagdes em estado mais critico (MARIANTE et al., 2003). Esse grupo sera mais bem
apresentado no préximo capitulo, uma vez que € o objeto deste trabalho. Na Figura 2e,
encontram-se dois exemplares de suino casco-de-burro, em que se podem observar

alguns dos pormenores descritos.
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1.4.2 Conservagao de raca

A preocupacgéo com a conservagao da variabilidade genética comegou no mundo
animal, tratando-se primeiro da conservacado das espécies e, posteriormente, da
manutencdo da diversidade genética intraespécie. Essa preocupacdo deu lugar ao
desenvolvimento de zooldgicos, areas naturais protegidas e a aplicacdo de medidas
conservacionistas, como as proibicbes, as reservas, as espécies protegidas etc. A
conservagéo do mundo animal é entendida como a salvaguarda de um patriménio, n&o

sendo prioritario o conceito de funcionalidade.

Até meados do século passado, essa preocupagdo conservacionista do mundo
doméstico nédo se fez extensiva, ja que ndo se tomou consciéncia do perigo que se
aflorava sobre a variabilidade genética das espécies domésticas, tanto inter quanto
intrarraca. A auséncia de medidas de protecdo tem gerado, no mundo selvagem, a
extincdo das espécies e, no mundo doméstico, um processo progressivo de
homogeneizagdo das mesmas, com a perda da multiplicidade das ragcas que puderam
ter uma aptiddo genética especial para alguns propdsitos, os quais, por diversos

motivos, passam a carecer de importancia.

A diminuicdo da diversidade genética tem sido atribuida, a principio, ao declinio
populacional e a extingdo de determinada raga e linhagem. No entanto, além da
extingdo de espécie, outra forma de perda de biodiversidade € a redugdo da
diversidade intraespécie (REGE & GIBSON, 2003). De acordo com ZARATE (1996), a
perda de diversidade podera ser problematica, pois 0s recursos genéticos animais
possuem alelos ainda ndao estudados, que, no futuro, poderdo ser determinantes para

os produtores rurais, especialmente para os das regides tropicais.

Segundo TORO et al. (2000), varios fatores podem causar diminuicdo numérica
em determinada raga, principalmente pressdes econémicas advindas da mudanca do
sistema de producdo. As duas grandes causas de erosdo genética animal s&o a
tendéncia de crescimento mundial da confianga na producdo de poucas ragas em
sistemas de produgdo muito intensiva e o cruzamento indiscriminado entre os animais

das populagdes locais e os das ragas consideradas “melhoradoras”.
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A conservagdo dos recursos genéticos animais no Brasil, de acordo com EGITO
et al. (2002) e com MARIANTE et al. (2009), vem sendo realizada pelos Nucleos de
Conservacgao Natural in situ e ex situ. No primeiro tipo, os animais sdo mantidos no seu
habitat e monitorados conforme manejo geral preconizado para a espécie. Ja na
conservagdo ex situ, desenvolvem-se bancos de germoplasma, tais como o
armazenamento de sémen e de embrido. Entre as atividades desenvolvidas nos
nucleos, podem-se citar: (a) identificacdo das populagées em risco de extingdo ou em
diluicdo genética; (b) caracterizacao fenotipica e genética; e (c) avaliagdo do potencial

produtivo da populacéo.

Os nucleos de conservagdo natural in situ dos recursos genéticos suinos no
Brasil, segundo SERENO & SERENO (2000), estéo situados nas cidades de Boa Vista
(RR), com os suinos cascos-de-burro; em Lages (SC) e Igarapé (MG), com os da raga
moura; e em Curitiba (PR), com suinos SRD (sem racga definida). Contudo, apesar da
afirmacdo de SERENO & SERENO (2000), ndo foi encontrado contato que garantisse
ainda existirem animais cascos-de-burro em Boa Vista (RR). EGITO et al. (2002)
confirmam a existéncia de suino da raga moura no estado de Santa Catarina e da raca
piau no estado de Goias. MARIANTE et al. (2009) completam essa informacéo,
informando que ha nucleos de conservacdo em todo o pais, que consistem,
normalmente, em centros de pesquisa e tém o objetivo de resgatar as pequenas
populagcdes efetivas das ragas em perigo de extingdo; sdo contemplados por esses

nucleos os grupos genéticos piau, moura e monteiro.

CASTRO et al. (2002), visando a conservar 0s recursos genéticos suinos
nativos, realizaram levantamento para identificar a ocorréncia dessas populagdes no
Distrito Federal e identificaram, em 26 propriedades, 253 animais de diversos grupos
genéticos nativos. Nessa regido, predominou o piau (n=119; 47%), seguido do nilo
(n=85; 33,6%), pirapetinga (n=15; 5,9%) e caruncho (n=12; 4,7%). Esses autores
identificaram um tipo conhecido como cuié (n=10; 3,9%), que tem pele negra, poucas
cerdas e orelhas muito pequenas, em forma de colher. Documentaram ainda outro tipo,

de porte pequeno, com patas curtas, localmente conhecido como bassé (n=12, 4,7%).
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Em estudos com grupos genéticos nativos de suino na Paraiba, CAVALCANTE
NETO et al. (2007) concluiram que estes estdo escassos no estado, notadamente nas
regides do litoral e brejo, e que a maior predominancia dos animais SRD é fruto dos
cruzamentos indiscriminados entre os animais de grupo nativo e os de raga importada,

medida que podera leva-los a extingao.

A crescente procura por populagées mais produtivas tem causado, n&do somente
nos suinos mas também em praticamente todas as espécies domésticas, redugéo no
numero — até mesmo a eliminagédo — de individuo, linhagem e raga, com consequente
perda de material genético, cuja importancia pode n&o ter sido suficientemente
avaliada. Existe, no mundo, cerca de 40 espécies domésticas (bufalos, cabras, cavalos,
bovinos, suinos etc.). Das racas existentes hoje, 70% estdo nos paises em
desenvolvimento (REGE & GIBSON, 2003). Em uma analise global, envolvendo as
ragcas domeésticas mamiferas, observou-se a extingdo de 643 racas (grupos genéticos).
Dados relativos ao ano de extincao foram relatados para 27% (188) dessas racas,
sendo possivel observar que 15 foram extintas antes de 1990; 111 entre 1990 e 1999;
e, entre 2000 e 2006, desapareceram 62 racas (FAO, 2006).

TROVO & DUARTE (1981) comentaram que o estudo e a conservagdo de
germoplasma refletem uma preocupagdo mundial de avaliagdo da capacidade produtiva
do germoplasma nas regides de origem ou nas em que se adaptou. Portanto a
preservacao das racas nativas deixou de ser uma preocupacado de natureza historica
para se tornar uma realidade (CAVALCANTE NETO et al., 2007). Varios o6rgaos
investem recursos para evitar que as fontes genéticas nativas desaparegcam devido a
tendéncia de a pecuaria, de modo geral, supervalorizar a exploracdo das linhagens
altamente especializadas. Devido a baixa produtividade dos animais de raga nativa,
devem-se usar estratégias para conseguir maior valor agregado ao produto e,
consequentemente, maiores lucros para os pequenos proprietarios rurais (SANTOS et
al., 2002; PAIVA, 2005).

Sabe-se que uma das principais formas de conservagédo das ragas locais se da
através de sua insergcdo em um sistema de produgdo — com manejo apropriado ao

ambiente — no qual haja um rendimento econémico que favoreca a utilizagdo da raga,
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estimulando a sua criagdo (SANTOS et al., 2002). Além disso, a conservag¢ao nao pode
ser uma acgao isolada no sistema de producgéo local, mas, sim, fazer parte tanto dos
programas de desenvolvimento quanto das pesquisas locais e regionais (UDO, 2003).
BLACKBURN et al. (1998) propuseram que se avalie o sistema de produg&o nos termos
biolégicos e de desenvolvimento social, para que se possa determinar o valor do
recurso genético, assim como entender sua capacidade e fun¢cdo como parte de um

sistema de criagao.

Nao existindo estatisticas diferenciadas para a populagdo de suino das ragas
locais, a Organizagao das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacao (FAO, 2009)
estima que a populacdo mundial seja de 993 milhdes de cabecgas, com um aumento de
21% entre 1987 e 2007. Um percentual de 57,1% da populacéo suina total encontra-se
na Asia, com 523 milhdes de cabecas, o que indica a importancia desses animais para
a alimentacdo humana nessa regido. Em seguida, vem a Europa, com 210 milhdes de
cabecas (22,9%); e a América, com 151 milhdes (16,5%). Destas, 89 milhdes de
cabecas (9,7%) correspondem a América do Norte, pertencendo aos E.U.A. 62 milhdes
de cabecgas (6,8%); ao Canada, 12 milhdes (1,3%); e, ao México, 14 milhdes (1,5%).
Enquanto isso, na América do Sul, existem 55 milhdes de cabecas (6,0%), das quais,
na Argentina, acham-se 3 milhées (0,3%); o Brasil estd com 31 milhdes (3,4%); Chile,
com 2 milhdes (0,2%); Coldbmbia, com 2 milhdes (0,2%); Equador, com 3 milhdes
(0,3%); Paraguai, com 3 milhdes (0,3%); Peru, com 3 milhdes (0,3%); Venezuela, com 5
milhdes (0,5%); o Caribe, com 4 milhdes (0,4%); Cuba participa com 2 milhdes (0,2 %);
e a América Central, com 3 milhdes (0,3 %). Por sua vez, a Africa possui 27 milhdes de

cabecas (2,9 %), enquanto a Oceania, 5 milhdes (0,5 %).

A comunidade internacional adotou, em setembro de 2007, o primeiro plano de
acdo mundial sobre os recursos zoogenéticos, que compreende 23 prioridades
estratégicas dirigidas a combater a erosdo da diversidade animal e a utilizar, de
maneira sustentavel, tais recursos. Aprovou-se também a Declaragdo de Interlaken?

sobre o0s recursos zoogenéticos, por meio da qual confirmaram suas responsabilidades

2 Uma declaracédo politica que reflete 0 compromisso dos paises com uma sabia gestdo dos recursos genéticos
animais, visando a alcangar a seguranga alimentar e o desenvolvimento sustentavel.
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comuns e individuais a respeito da conservagdo, utilizacdo sustentavel e
desenvolvimento dos recursos para a alimentacdo e a agricultura; da seguranca
alimentar mundial; da melhoria do estado nutricional das pessoas; e do

desenvolvimento rural (FAO, 2007).

1.4.3 Recurso genético (RG) e o novo desafio do desenvolvimento rural

Os Recursos Genéticos Animais sado populagdes geneticamente unicas,
formadas através de todo o processo de domesticagdo, em que cada espécie animal é
utilizada para a producédo de alimento e para a agricultura, junto aos parentes selvagens
mais proximos, incluindo-se também, de modo geral, todas as espécies e ragas que
apresentem um interesse econémico, cientifico e cultural para a humanidade e para a

agricultura ou que o terao no futuro.

O homem rural € o que vive e compreende a natureza — porque com ela se
identifica. Nao é meramente o habitante passivo do meio rural, mas o agricultor ativo,
que interage com os RG, que deles cuida nas multiplas formas do seu sistema agricola,
que os conserva, multiplica e melhora. Nao € o empresario que busca o lucro no mais
curto espaco de tempo. Ao contrario, o homem rural sabe que o seu sistema s6 tem
viabilidade no respeito a sua sustentabilidade. Ele € o que usa os RG na ponderagéo de
quem sabe executar a receita — o seu sistema agricola —, que ndo &€ somente um

coletor de ingrediente.

E esse RG que se considera condi¢do imprescindivel para o desenvolvimento
rural que se pretende. E de toda a urgéncia e de toda a justica fazé-lo retomar sua
posicao de dignidade. Com efeito, ele tem sido vitima do homem urbano que, dono do
poder politico, tem-lhe negado o reconhecimento dos servicos prestados para o bem

comum ao longo das geragdes.

Segundo EVANGELISTA (2000), as culturas de fumo, mandioca e feijao
despontam quase exclusivas da agricultura familiar; e chamam a atencédo também os

percentuais alcangcados na pecuaria de pequenos animais — suinos e aves/ovos.
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Nesse contexto, destaca-se a agricultura organica, sendo a demanda pela carne
suina assim produzida superior a oferta na maioria dos paises da Unido Europeia.
Entretanto essa producéo organica enfrenta dois tipos de problema: falta de matéria-

prima e dificuldade para cumprir todas as normas exigidas (DAROLT, 2001).

Na produgcdo organica de suino, € proibida a utilizagdo de promotor de
crescimento, aditivo quimico e de qualquer tipo de antibiético. A sanidade do plantel é
controlada por meio dos tratamentos homeopaticos e fitoterapicos. Os suinos néao
podem ser confinados, e sim criados em espaco aberto adequado para movimentagéo,
alimentacédo, descanso e reproducao. Toda a ragao dos suinos € de fabricacao caseira
e exclusivamente vegetal (MACHADO FILHO et al., 2001; REDACAO SI, 2003; LUDKE
et al., 2007). Sao permitidos a castragdo, o emprego da técnica de inseminacao artificial
e a administracdo de todas as vacinas. O suinocultor organico também cumpre
obrigagdes sociais e legais. Por exemplo, ele ndo pode usar méo de obra infantil, e
todos os trabalhadores devem ser registrados. A produgdo orgénica de suino é
fiscalizada regularmente pelas certificadoras (REDACAO SI, 2003).

Outro aspecto importante que favorece a produgéo orgénica sao justamente os
métodos usuais de controle de doenca na suinocultura intensiva, como medicacgéo e
isolamento dos animais, que caminham em sentido contrario ao desejo do consumidor
que queira adquirir produtos de qualidade, sem a presenca de droga e que néao

oferecam risco a saude nem ao meio ambiente.

DUTRA JUNIOR (2004) afirmou que o consumo de produto organico cresce em
torno de 20% ao ano nos Estados Unidos e na Europa, e 25% no Japéo,
movimentando, no mundo, US$ 20 bilhées por ano. No Brasil, segundo o mesmo autor,
na rede de supermercado Pao de Acucar, que oferece produtos organicos
regularmente, a procura aumentou em 50%. A rede Carrefour, em seu Programa de
Garantia de Origem Carrefour, esta fazendo contrato com produtores dos alimentos
agroecolégicos, e um dos seus objetivos é disponibilizar carne e embutidos de origem
suina para seus clientes. Espera-se que a producao brasileira dos itens agroecologicos
movimente, por ano, US$ 200 milhdes, e as exportagdes respondam por 70% desse

valor.
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Comparando as diferencas genéticas e ambientais, vale a pena referir que o
maior produtor mundial — a China — investe mais na diversificacdo genética e bem-estar
dos animais que na especializagdo genética em sistemas de confinamento, como € a
tendéncia no Brasil (DAROLT, 2001). Até a década passada, segundo ROPPA (1999),
mais de 80% da suinocultura chinesa eram de pequena granja de origem familiar, com
média de dez matrizes por criador. O segredo do sucesso esta no numero de raca
nativa utilizada, fato que vem exatamente ao encontro dos principios da agricultura
orgéanica (DAROLT, 2001).

Os animais de raca nativa apresentam o perfil ideal para a suinocultura organica,
pois se adequam perfeitamente ao sistema extensivo e, devido a sua rusticidade
(SOLLERO et al., 2009; CASTRO, s.d), dispensam aditivos alimentares, como promotor
de crescimento, aditivo quimico e antibidtico, ingredientes proibidos na producéo
organica. Ressalta-se ainda a grande aceitacdo que esses animais apresentam aos
alimentos alternativos, bastante utilizados na agricultura organica (LUDKE et al., 2007).
Animais melhorados necessitam, para a sua maxima producdo, de alimentacao
balanceada, ficando, porém, a despeito de serem mais produtivos, menos resistentes a
doencgas, ou seja, sdo mais exigentes em relagdo a cuidados sanitarios, como controle
dos parasitas internos e externos, sendo ainda mais exigentes em relagdo a
alimentagdo e manejo (CASTRO, s.d.). Portanto esses animais sdo proprios para
criagdes intensivas, sob orientacdo técnica especifica, visando a atender,
principalmente, a demanda alimentar dos grandes centros urbanos, enquanto os
nativos, como ja explanado, adequam-se a criagbes extensivas, de subsisténcia, ou

seja, a producao para o sustento e comercializagao do excedente.

Na Peninsula Ibérica, por exemplo, suinos nativos continuam, ainda hoje, a ser
criados como sempre o foram, ou seja, em perfeita liberdade e harmonia com a
natureza. Ao longo do dia, no seu vaguear pelo montado®, o animal encontra sustento
em bolotas (Quercus ilex), ervas e restolhos. E é precisamente essa dieta equilibrada

que da sabor a sua carne, tornando-a tdo apreciada (ver Anexo). Na verdade, o que

A palavra "montado” é utilizada para designar as florestas de sobreiro e azinheira e os campos de pastagem de
Portugal e da Espanha, assim como o tipo de agricultura tradicional associado a regido.
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mudou foi o reconhecimento oficial da sua especificidade e da qualidade da sua carne
pela certificacdo, sendo os produtos oriundos dessas ragcas um diferencial em relacao

aos mesmos produtos oriundos dos animais de criag&o industrial.

No Brasil, a suinocultura de subsisténcia, nos ultimos sete anos, esteve em
declinio, enquanto a industrial apresentou aumento significativo (ABIPECS*, 2008).
Ainda segundo a ABIPECS (2008), houve expansao de 3,4% nos alojamentos, e o
plantel de matriz industrial atingiu 1,52 milhdo de cabecas, o que compensou, em
grande parte, a retracdo do rebanho de subsisténcia. As empresas associadas a
ABIPECS, que detém 64% do plantel industrial do pais, responderam por quase 90%
da produgéo. Ja o efetivo de subsisténcia, com 26% das fémeas reprodutoras (865 mil),

representou apenas 10% do total produzido.

1.4.4 Caracteristicas ligadas a resisténcia a doengas

A eficiéncia dos sistemas de producédo de suino é frequentemente reduzida
devido a falhas na reproducao e/ou a doencgas, com consequente aumento dos custos
para os produtores e para o mercado consumidor (SILVA et al., 2003). A resisténcia a
doengas tem sido um grande desafio para os geneticistas. Esforcos em pesquisas
conduzidas mundialmente descrevem varios exemplos de diferenga genética entre os

animais quanto a resisténcia as doencas (BISHOP et al., 2002).

ROTHSCHILD (1999) afirmou que, considerando-se somente as doencgas, ha
perdas de varios bilhdes de dolares na industria suinicola, em virtude do aumento de
mortalidade, morbidade, custos veterinarios e perdas de produto. Do ponto de vista do
melhoramento genético, esses problemas ainda estdo relacionados aos menores
ganhos genéticos anuais, provocando aumento no intervalo de geragéo e/ou diminuigédo
da intensidade de selegdo. Ressalta-se, também, que a falta de efetividade de algumas
vacinas é preocupante, razdo pela qual & imperativo um melhor entendimento do

sistema imunolégico dos animais bem como cuidados com o ambiente, dado que o

4 Associagdo Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina.



22

surgimento das doencas é, de modo geral, resultado da interagédo entre a predisposigcéo

genética do animal e o ambiente ao qual ele é exposto.

Assim, se o animal tem predisposi¢cao genética para contrair certa doenca, os
métodos-padrdo de prevencado podem ser sO parcialmente efetivos na protecdo, em
razdo do ambiente. Uma alternativa viavel pode ser a selecdo para o aumento da
resisténcia as doencas nos animais domésticos, o que €, no entanto, extremamente
complexo. Mas, na Universidade de Guelph, a selecdo de suino, por meio de solugdes
BLUP para alta e baixa resposta imunoldgica, teve sucesso no estabelecimento de
diferenga genética (MALLARD et al., 1992).

As racas nativas podem ser, todavia, fontes de alelo capaz de melhorar a
resisténcia das racas exdticas, uma vez que, quanto mais produtivas forem as racas,
maiores serao suas exigéncias em cuidados sanitarios, de alimentagcdo e de
instalagdes. Portanto a necessidade de se avaliar a rusticidade dos animais e a sua
resisténcia as doencgas faz com que os suinos de raga nativa assumam grande
importancia do ponto de vista genético. Esses animais tém sido mantidos por diversas
décadas sob selecdo natural e podem, eventualmente, apresentar caracteristicas
zootecnicamente importantes e herdaveis — eliminadas, hoje, pela selecéo artificial e
dirigida, dos grupos genéticos/ragas destinados a producéo de carne —, podendo servir
como reserva estratégica para o futuro (IRGANG, 1986; FAVERO et al., 2007).

Por isso a marginalizacédo e a falta de informacédo a respeito dos grupos
genéticos de suino nativo devem ser encaradas com muita seriedade, por ser a perda
desses recursos genéticos uma das grandes preocupagdes atuais em todos os paises
de suinocultura adiantada, devido a contribuicdo que eles podem trazer para a
variabilidade genética, propiciando condigbes alternativas na adequacao de planos de
melhoramento em nova situacéo e exigéncia (BENEVIDES FILHO, 1982; FERREIRA et
al., 2004; FAVERO et al., 2007).

Ressalta-se que este trabalho é o primeiro que se dedica a estudar as
populagbes de suino casco-de-burro, que, antes de terem sido estudadas
suficientemente, ja se encontram em risco de extingdo. O que ndo falta sao

especulagdes, na literatura pesquisada, a respeito de esses animais terem uma maior
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resisténcia a aftosa que os de casco fendido (ARIAS, 2000; OSLINGER et al., 2006).
Porém n&o ha nada que comprove, de fato, essa resisténcia, e essas especulagdes
devem-se, basicamente, ao fato de essa enfermidade atacar apenas os animais de
casco fendido, principalmente bovino, ovino, caprino, cervideo, bufalo e, inclusive, o
suino. Afeta também elefante, camelo, lhama, rato e capivara. Mas n&o afeta os
animais de casco fundido, como cavalo, asno e mula. Segundo BISHOP et al. (2002),
nos suinos, a peste africana, a aftosa, a rinite atréfica e a diarreia neonatal e pés-natal

ja foram documentadas quanto a variagdo genética na resisténcia do hospedeiro,

indicando uma base excelente para a realizagédo de selecao para resisténcia a doencas.

1.4.5 Marcador molecular

Existe DNA em duas diferentes partes das células dos mamiferos, no nucleo e
na mitocondria, sendo denominados de nuclear e de mitocondrial respectivamente,
ambos constituindo o DNA total. Com base nestes, é possivel estudar a ancestralidade
materna (marcadores uniparentais do DNA mitocondrial) e a paterna (marcadores
uniparentais do cromossomo Y) assim como a ancestralidade gendmica (marcador
biparental autossémico).

O DNA mitocondrial e o segmento ndo homélogo do cromossomo sexual Y
apresentam caracteristicas genéticas em comum. Primeiro, eles sdo herdados de
apenas um dos pais: 0 DNA mitocondrial é transmitido pela mae por meio do 6vulo para
filho e filha, enquanto o cromossomo Y ¢é transmitido pelo pai através do
espermatozoéide apenas para os filhos machos. Segundo, ambos n&o se recombinam,
sdo transmitidos as geragdes seguintes em bloco de gene denominado ‘haplétipo’, que
permanece inalterado em “patrilinhagem” e em “matrilinhagem” até que ocorra mutagao.
Além disso, o DNA mitocondrial e o cromossomo Y fornecem informacgdes
complementares, que permitem alcancar inumeras geragdes no passado, e, com isso,

reconstruir a histoéria genética ndo s6 de uma espécie como também de uma raca.

Embora esteja no DNA nuclear, o cromossomo Y nao apresenta uma cdépia
homodloga como acontece com os demais cromossomos. A falta de recombinagédo na

maior parte desse cromossomo leva a que ele se comporte como um fragmento Unico
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de DNA (MIRANDA, 2008; SCHWENGBER, 2008), que se transmite intacto por via

paterna a descendéncia masculina.

As primeiras demonstracées de variagdo genética em nivel molecular foram
realizadas nos primérdios do século XX por Landsteiner, em 1901, e por Nuttall, em
1904. Esses estudos pioneiros demonstraram que os seres humanos mostravam uma
variacao hereditaria no sistema ABO dos grupos sanguineos, e esse conceito aplicou-
se posteriormente ao primeiro estudo sistematico de variagdo genética em diferentes
grupos humanos, realizado por Hirszfeld e Hirszfeld em 1919 (CAVALLI-SFORZA et al.,
1994).

Todo e qualquer fenotipo molecular oriundo de um gene expresso, como
isoenzima, ou um segmento especifico de DNA (correspondentemente as regides
expressas ou nado do genoma) € um marcador molecular (FERREIRA &
GRATTAPLAGLIA, 1998; REGITANO & COUTINHO, 2001; MATIOLI, 2001). Este deve
reunir varias caracteristicas para que sua utilizacdo seja maximizada (CHENG &
CRITTENDEN, 1994), que, entre elas, deve ter boa distribuicdo ao longo do genoma e
possuir alto grau de polimorfismo. A técnica para analisa-lo deve ser rapida e pratica; e
deve ser possivel repeti-la em outro laboratério (MILACH, 1998; MATIOLI, 2001;
MENDEZ, 2002).

O principio basico envolvido na obtencdo e deteccdo de cada classe de
marcador consiste no uso de eletroforese. Esse termo foi criado por Michaelis em 1909,
o qual descreve a migragao de coldide sob a influéncia de campo elétrico. Entretanto foi
o fisico russo Reus, que, em 1807, iniciou o estudo da migracao produzida pela agéo de
um campo elétrico em diversos coléides minerais (MARTINEZ et al., 1985).

Ao se verificar o seu comportamento de acordo com as leis basicas de heranca
de Mendel, um marcador molecular pode ser classificado como genético ou néao
(MILACH, 1998; REGITANO & COUTINHO, 2001). Isso é feito, por exemplo, por meio
do estudo do comportamento do marcador em uma populagdo segregante. Portanto o
simples fato de o marcador ser DNA ou produto da transcricéo e traducdo de sequéncia
de DNA nao implica que se constitua em um marcador “genético”, como se supde
frequentemente (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998) — pois este se caracteriza por
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ser capaz de revelar a composi¢cao genotipica dos individuos com base em seus
fenotipos (REGITANO & COUTINHO, 2001).

Um marcador genético ideal deve apresentar os seguintes atributos: a) alto nivel
de polimorfismo; b) estabilidade nos diferentes ambientes; c) deteccdao de grande
numero de locus nao ligado; e d) ser de heranca simples (MILACH, 1998; MATIOLI,
2001).

Varios tipos de marcador genético vém sendo utilizados em estudos de
variabilidade genética nos animais. As primeiras contribuigdes foram os polimorfismos
dos antigenos eritrocitarios (STORMONT & CUMLEY, 1943), que, devido a sua
dominancia, ndo permitem a identificagdo dos individuos heterozigotos.

Com o desenvolvimento das técnicas de eletroforese de proteina (SMITHIES,
1955), associadas aos métodos de coloracdo histoquimica (HUNTER & MAEKERT,
1957), surgiu outra classe de marcador genético (isoenzima e polimorfismos de
proteina), que, embora de grande importancia (LARA & CONTEL, 1997; LARA et al.,
2001; LARA et al., 2005), nao tem sido muito utilizada nos estudos de populacdo dos
animais zootécnicos no Brasil. Ainda assim, polimorfismos proteicos sdo, segundo
BAUMUNG et al. 2004, utilizados em 29% dos trabalhos envolvendo a analise da
diversidade de Recursos Genéticos Animais. Isso porque, além de sua técnica ser
barata e acessivel, permite investigar a estrutura das populagdes, estimar o conteudo
de variabilidade e elucidar varios pontos, como fluxo génico, deriva genética, filogenia
etc., inferindo a variacdo genética com base em duas suposi¢cdes. A primeira
estabelece que as alteragdes nas mobilidades eletroforéticas das proteinas refletem as
modificagbes ocorridas nas sequéncias codificadoras do DNA, enquanto a segunda
pressupde que 0s genes cujas proteinas estdo sendo analisadas expressam-se
codominantemente, de forma que, por intermédio dos fenétipos eletroforéticos, podem-
se inferir os genoétipos dos individuos (LARA, 1998). Entretanto apenas parte da
variacao genética de uma populacéo pode ser observada por meio dessa classe de
marcador: aquela resultante das mutacées que ocorrem em regido codificadora do
genoma e que causam alteracédo detectavel do produto génico, ou seja, que resultam
de alteragdo na carga liquida da proteina pela substituicdo dos aminoacidos basicos por

acidos ou neutros e vice-versa.
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A partir de 1970, porém, essa limitacdo foi superada com o desenvolvimento de
diversas técnicas de analise de DNA, surgindo, aos poucos, as de estudo direto da
variagdo do DNA aplicadas a producédo animal. Inicialmente, utilizaram-se as enzimas
de restricdo, que permitiram a analise de comprimento de fragmento de restricdo de
DNA (SAMBROOK et al, 1975), que sdo os RFLP - restriction fragment length
polymorphism —, ainda hoje muito utilizados (CULAU et al., 2002; ALONSO et al., 2003;
LUERCE et al.,, 2009). Com essa metodologia, comprovou-se rapidamente que os
genomas tinham niveis de variagdo muito superiores aos observados por meio de
analise de proteina. Demonstrou-se que um de cada 250 ou 500 nucleotideos acabava
apresentando alguma variagdo (BOTSTEIN et al., 1980).

Em meados da década de 1980, contudo, foram desenvolvidas inumeras
aplicagdes da reagdo em cadeia de polimerase, PCR — Polimerase Chain Reaction —,
no campo da Biologia Molecular. A tecnologia de DNA recombinante e o
desenvolvimento da amplificagcdo de segmento de DNA via PCR abriram o caminho
para uma mudanga no paradigma genético basico: da inferéncia do gendétipo por meio
do fenétipo, em que Mendel foi o pioneiro na analise direta da variagcao na sequéncia de
DNA. Essa mudanca de enfoque foi denominada transicao da “genética mendeliana”
para a “genética gendbmica” (BECKMANN, 1988).

Desenvolvida por SAIKI et al. (1985) e aperfeicoada por MULLIS & FALOONA
(1987) e por SAIKI et al. (1988), a PCR é uma técnica da biologia molecular que permite
replicacao in vitro do DNA de forma extremamente rapida. Por meio dela, quantidades
minimas de material genético podem ser amplificadas inUmeras vezes em poucas
horas, permitindo a deteccao rapida e confidvel dos marcadores genéticos. Ela esta
desenhada de acordo com o principio natural de replicagdo do DNA, que € um processo
que transcorre em trés passos, 0s quais, em conjunto, designam-se como um ciclo: 1)
desnaturagdo; 2) pareamento; e 3) extensdo. Esse processo € realizado em
termociclador, que € um equipamento que controla e alterna as temperaturas
automaticamente durante periodos programados de tempo para o numero apropriado
de ciclo da PCR (entre 30 e 40 ciclos geralmente). O objetivo da PCR € produzir
quantidade apreciavel de um segmento especifico de DNA por meio de uma quantidade

minima. O DNA molde — que pode ser qualquer forma de DNA de cadeia dupla, seja o
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nuclear seja o mitocondrial — sofre amplificagéo controlada pela enzima Taq polimerase
termoestavel, obtendo-se inUmeras copias do fragmento de DNA de interesse.

A descricao feita posteriormente por SAIKI et al. (1988) substituiu o fragmento de
Klenow, de E. Coli, pela enzima Taq polimerase — que € isolada a partir da bactéria
termofilica Thermus aquaticus, que vive em elevada temperatura —, tornando possivel,
assim, a utilizacdo dos marcadores moleculares de DNA em larga escala. Isso
possibilitou a reacdo de PCR ser passivel de automatizagdo e aumentou sua
especificidade e sensibilidade, além de possibilitar a amplificacdo dos fragmentos
maiores.

O sucesso da PCR reside na capacidade que ela tem de amplificar uma
sequéncia precisa de DNA, aliada a simplicidade, rigor, elevada sensibilidade e
especificidade. Nao é necessario isolar o DNA que se pretende amplificar (mesmo que
se encontre misturado com DNA de outra espécie), uma vez que a especificidade da
PCR é dada pelos iniciadores.

O desenvolvimento do processo de amplificagdo em cadeia usando-se uma DNA
polimerase (MULLIS & FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988) levou a descri¢cao de outras
classes de marcador molecular, em que grande avango ocorreu em 1990, com a ideia
de utilizar iniciadores mais curtos e de sequéncia arbitraria para dirigir a reacéo de
amplificacéo, eliminando, assim, a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia.
A técnica chama-se RAPD — randomly amplified polymorphic DNA — e foi desenvolvida
nos Estados Unidos (WILLIAMS et al., 1990; WELSH & McCLELLAND, 1990), a qual &,
ainda hoje, muito utilizada (GIMENEZ et al, 2003; GIMENEZ & LUCCA, 2005;
CAPUTO, 2005; LEAL et al., 2010), embora apresente baixo conteudo de informacgéo
genética por locus e apenas um alelo seja detectado — que é o segmento amplificado,
enquanto as demais variagbes alélicas séo classificadas conjuntamente como alelo
nulo. Devido a isso, genoétipos heterozigotos nao podem ser diretamente discriminados
dos homozigotos — essa limitacdo é comumente descrita como “dominancia” dos
marcadores. Outra limitagdo € o desconhecimento prévio da base genética das bandas
RAPD, que s6 podem ser consideradas um marcador genético depois de verificada sua

segregacéao de parental para descendente.
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Descobriram também os minisatélites (JEFFREYS et al., 1985) ou VNTR —
numero variavel de repeticéo in tandem (SIGNER et al., 1994; BARROS et al., 2008).
Em seguida, os microssatélites (WEBER & MAY, 1989; TAUTZ, 1989), que sao, na
atualidade, muito utilizados em estudos de suideo (FERREIRA et al., 2009; SOLLERO
et al., 2009; REVIDATTI, 2009). E, posteriormente, os AFLP (VOS et al., 1995) —
amplified fragment length polymorphisms (MARCHI et al., 2007; GAO et al., 2008). Na
nomenclatura proposta por CHAMBERS & MACAVOY (2000), os VNTR sao descritos
como uma grande classe, composta por microssatélites, minissatélites e satélites.

Esses principais tipos de marcador molecular podem ser classificados em dois
grupos, conforme as duas metodologias utilizadas para identifica-los: hibridizacdo e
amplificacdo de DNA. No primeiro grupo, estdo os RFLP e os minissatélites, enquanto,
no segundo, encontram-se os revelados por amplificagéo, que incluem os marcadores
do tipo RAPD, microssatélite e AFLP. Nesse ultimo grupo, enquandram-se ainda os
SCAR - sequence characterized amplified regions — ou ASA — amplified specific
amplicon (XU et al., 2001; YAU et al., 2002).

Novos marcadores genéticos continuam sendo identificados € mapeados na
espécie suina, além dos estudos das interagdes entre os mapas e expansédo dos mapas
de QTL. Recentemente, em vérias espécies animais, tém sido estudados os SNP (KIM
& MISRA, 2007; WIEDMANN et al., 2008; RAMOS et al., 2009; XU et al., 2009), que
sdo as mais frequentes formas de variacdo genética, que se mantém nas geracodes
futuras — 90% das variagbes genéticas vém dos SNP. Eles tém se tornado marcadores
de preferéncia por sua grande abundéancia e pelo desenvolvimento das tecnologias de

genotipagem em larga escala.

1.4.5.1 Microssatélites

Na maioria das espécies, apenas pequena parte do genoma consiste dos genes
que codificam proteinas. O restante do genoma, durante muito tempo, foi considerado
“‘DNA sem fungao”, e, nessa parte, incluiam-se os microssatélites. No entanto estudos
vém demonstrando que diversas fungbes estdo relacionadas as sequéncias repetitivas,
inclusive nas regides codificantes (SCHLOTTERER, 2000; LI et al., 2002; LI et al.,
2004).
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Chamados também de SSR (simple sequence repeat [sequéncia simples
repetida]) ou STR (short tandem repeat [pequenas repeticdbes in tandem]), os
microssatélites s&o reconhecidos pelo alto polimorfismo, por especificidade (TAUTZ,
1993), por serem suscetiveis a amplificacdo por PCR multiplex e por permitirem a
genotipagem em gel de fluorescéncia semi-automatizado (JAKABOVA et al., 2002)

como também em gel de poliacrilamida, corado com nitrato de prata.

Os microssatélites sao sequéncias moderadamente repetitivas, formadas por
repeticdes in tandem de 1 a 6 (mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleotideos) pares de
base (LITT & LUTY, 1989). Essas sequéncias tém sido observadas em todos os
genomas eucariontes, mas, embora em muito pouca medida, nos procariontes também
(HAMADA et al.,, 1982; WEBER & MAY, 1989; ZANE et al.,, 2002). Calcula-se que
existam pelo menos 35.000 sequéncias desse tipo de genoma haploide humano
distribuidas aleatoriamente, o que leva a crer que se encontrem em cada 100.000 pb
aproximadamente (WEBER, 1990). Nos individuos eucariontes, é possivel encontrar
pelo menos uma sequéncia microssatélite a cada 10.000 pb (TAUTZ, 1989). Parece
que estdo distribuidos uniformemente nos cromossomos (TAUTZ, 1989; LITT & LUTY,
1989), embora se tenha observado que estdo pouco representados nas regides
teloméricas e centroméricas, tanto no homem (STALLINGS et al., 1991) quanto em
animais domésticos (WINTER et al., 1992).

Os microssatélites, de acordo com sua estrutura, podem ser de trés tipos:
perfeitos, que contém um uUnico motivo nucleotidico repetido n vezes (ex.:
CACACACACACACA); imperfeitos, que contém uma sequéncia ndo repetitiva
intercalada entre as repeti¢des (ex.. CACACACACATGCTCACACA); e compostos, que
sdo constituidos de duas ou mais sequéncias de motivos repetitivos diferentes (ex.:
CACACACACACAGAGAGAGAGA) (WEBER, 1990).

Muitas hipoteses tém sido formuladas acerca da fungao dos microssatélites. Uma
delas é que eles podem ter uma funcdo de manutengéo da estrutura dos cromossomos,
principalmente pela capacidade que algumas sequéncias tipo (CA), tém de assumir
uma conformacgédo de Z-DNA (NORDHEIM & RICH, 1983), e, ainda que n&o se tenha

elucidado completamente a funcdo desse DNA, acredita-se que poderia facilitar o
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empacotamento durante a condensacdo cromossdmica na meiose (GROSS &
GARRAD, 1986). Eles tém sido associados com regulacdo génica, tanto com um
incremento na velocidade da transcricdo de um gene (HAMADA et al.,, 1984) quanto
com a reducdo na mesma (NAYLOR & CLARK, 1990). Também tém sido relacionados
com pontos de alta frequéncia de recombinacao (hot spots) (SLIGTHTON et al., 1980;
MURPHY & STRINGER, 1986). Todavia, embora seja possivel que os microssatélites
nao tenham uma funcdo em comum, certamente tém um mecanismo comum de
evolugao (TAUTZ, 1989).

DI RIENZO et al. (1994), no entanto, sugeriram que nem todos os microssatélites
evoluem de uma mesma forma: a medida que aumenta o numero de repetigéo,
aumenta a frequéncia das mutacdes de multiplas etapas. Os loci de maior longitude sédo
mais polimorficos, 0 que sugeriria uma taxa mais alta de mutagdo (WEBER, 1990;
HUDSON et al., 1992), mas outros autores encontraram dados contraditérios (VALDES
et al., 1993). Em qualquer caso, esta claro que a evolugao dos microssatélites € um
processo mutacional muito complexo, no qual estdo implicados ao menos dois
mecanismos diferentes. A dominancia de cada um deles depende da estrutura da
unidade repetitiva. Parece que as repeti¢cdes de 3 a 5 pb evoluem segundo o Modelo de
Mutacao Escalonada ou Passo-a-passo (SMM — Stepwise Mutation Model), enquanto &
mais provavel que as de 1 a 2 pb o fagam conforme o Modelo de Duas Fases (TPM —
Two Phase Model), e a dominancia das mutagdes SMM diminui @ medida que aumenta
a complexidade do nucleo repetitivo (ESTOUP et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006). Foi
sugerido que os microssatélites que tém uma evolugdo segundo o Modelo de Alelo
infinito (IAM — Infinite Allele Model), ou seja, os microssatélites compostos, seriam os
mais apropriados para estudos de populagao, tais como subestrutura de populagao e
relacbes genéticas (ESTOUP et al.,, 1995), porque contém os niveis mais baixos de

homoplasia.

As taxas de mutacdo dos microssatélites sdo consideradas altas, e dois
processos tém sido sugeridos para explica-las. O primeiro esta baseado na
recombinagdo entre as moléculas de DNA que estaria alterando o tamanho dos
microssatélites por crossing-over desigual ou conversao génica. O segundo baseia-se

no mecanismo de deslize (slippage), que envolve a dissociagdo momentanea das fitas



31

de DNA durante a replicagdo e um erro no realinhamento devido as repeticdes
presentes na fita a ser replicada in vivo ou in vitro com o deslize da Taq DNA
polimerase na PCR (OLIVEIRA et al., 2006).

O elevado polimorfismo que estes marcadores apresentam e a possibilidade de
poder detectar ambos os alelos (ARAUJO, 2004) os tornam extremamente Uteis a
identificacdo individual, uma vez que € muito pouco provavel que individuos eleitos ao
acaso e analisados com alto numero de microssatélite compartiihem todos os alelos
(MARTINEZ, 2001; MENDEZ, 2002).

No estudo de genética de populagéo, os microssatélites permitem a identificagao
de cada alelo por locus, a obtencéo de dado populacional e o calculo das frequéncias
alélicas, a partir das quais se podem estimar as distancias genéticas entre as
populagdes e até mesmo entre os individuos (BOWCOCK et al., 1994; REVIDATTI,
2009) assim como realizar andlises filogenéticas (OLIVEIRA, 2007; MARTINEZ et al.,
2007; VALIENTE, 2007; QI et al., 2009). Pelas razdes apresentadas, os microssatélites
vém sendo utilizados nos diversos estudos genéticos, principalmente nos de
diversidade de raca ameagada com vistas a sua conservagdo (BAUMUNG et al., 2004,
FRANKHAM et al., 2008; SOLLERO et al., 2009), nos de construgédo de mapa genético
(MARENGO, 2009), nos de detecgédo de QTL (PIRES et al., 2008) como também nos
estudos de analise de paternidade (JAKABOVA et al., 2002; PANZARDI, 2006).

Sua utilizacdo em estudo de relacdo entre as populagbes, relacdes
filogeograficas (FERNANDEZ-STOLZ, 2007; TRINCA, 2007) e estrutura populacional
(MATSUMOTO & HILISDORF, 2009; SOLLERO et al, 2009) tem aumentado
consideravelmente. Microssatélites podem ser utilizados ainda para medir sucessos
reprodutivos (BROCKMANN et al., 1994; CRAIGHEAD et al., 1995); para testar os
efeitos do sistema de acasalamento e da deriva genética sobre a estrutura das
populagdes (VIARD et al., 1996); e para entender mecanismos de comportamento
sexual (LIFJELD et al., 1997; SAINO et al., 1997).

Conforme MIRANDA (2005), os microssatélites também podem ser utilizados
para o estudo do processo de identificacdo de hibridizacdo em javalis, e os iniciadores

desenvolvidos para Sus scrofa domesticus podem ser usados em Sus scrofa scrofa em
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analise populacional e na identificacdo de marcadores moleculares uteis ao

melhoramento genético.

Como a estruturagdo genética reflete o numero de alelo trocado entre
populagdo, esse fato tem grandes consequéncias na composi¢do genética dos proprios
individuos. O conhecimento da estruturagdo da populagéo pode resultar em importantes
encaminhamentos para estratégias de conservacéo e manejo (ROSSITER et al., 2000).
Segundo KUMAR (2000), os marcadores de microssatélite sdo bem documentados em
algumas espécies (bovinos, suinos, ovinos, equinos, aves e peixes), podendo ser
usados para a caracterizacdo de rebanho, além de estabelecer as relagdes
filogenéticas entre diversas ragas, a exemplo do trabalho de SOLLERO et al. (2009),
que trabalharam com diversos grupos genéticos nativos de suino do Brasil,
encontrando resultados que permitem a proposicdo de estratégias de manejo e

conservacgao.

1.4.5.2 DNA Mitocondrial

A mitocdndria € uma organela subcelular responsavel pelo processo de
respiracao celular, possuindo tamanho que varia de 0,5 a 1,0 ym de didmetro e 5,0 a 10
um de comprimento. E considerada auténtica fabrica de produgdo de energia,
necessaria para o bom funcionamento da célula, e €& provida de um genoma
extracromossOmico, separado e distinto do genoma nuclear, que € o DNA mitocondrial
(Figura 3) (DE ROBERTIS et al., 2003).
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Fonte: ALVES et al. (2003a)

Figura 3. Estrutura do DNA mitocondrial suino (16.679 pb). As sequéncias correspondentes a
regido-controle (D-loop) e ao gene do citocromo b foram analisadas neste trabalho

O citocromo b (CYT-B) e a regido-controle do DNA mitocondrial, por serem loci
altamente variaveis, sao ideais para estudar a variabilidade genética em nivel inter e
intraespecifico. A regido-controle apresenta niveis extraordinarios de variagcao
intraespecifica, permitindo determinar padrbées geograficos de diversidade e evolugao
das populagdes, expansbes demograficas, fluxo génico, hibridacdo e disperséo
(BRUFORD et al., 2003). A variabilidade genética do DNA mitocondrial tem sido
estudada em numerosos animais domeésticos, revelando padroes de domesticagéo mais
ou menos complexos (GIUFFRA et al., 2000; LUIKART et al., 2001).

Estudos realizados com base no CYT-B e na regido-controle do DNA
mitocondrial confirmam a existéncia de trés grandes grupos de porco selvagem e
doméstico: um grupo asiatico (A), constituido por inumeras ragas domésticas e javalis
asiaticos, e dois grupos europeus, El e Ell (GIUFFRA et al., 2000; KIJAS &
ANDERSSON, 2001). O grupo EIl engloba as ragas domésticas e os javalis europeus,
com excecédo dos italianos, que formam o segundo grupo europeu, EIll. Esses
resultados apontam para um cenario de domesticagdo independente no Oriente
Préximo e na Asia. Com base ainda nesse marcador, ALVES et al. (2003b) realizaram

um estudo sobre a variabilidade genética e as relacdes filogenéticas entre diversas
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variedades de porco ibérico e javalis provenientes da Espanha. Ao que tudo indica, as

ragas domésticas e os javalis espanhdis fazem parte do principal grupo europeu, El.

Os grupos genéticos de suino do Brasil foram inicialmente estudados por
GROSSI et al. (2006), cujos resultados mostraram a presencga de haplétipo europeu em
porco-monteiro, mas foi observado, em outros grupos estudados, presenca de haplétipo
asiatico. SOUZA et al. (2009) caracterizaram, por meio do CYT-B, diversos grupos
genéticos nativos do Brasil e concluiram que a ancestralidade deles é ibérica, embora
também tenha encontrado haplétipo asiatico em varios animais estudados. Poucos sao

os trabalhos que tratam de analise mitocondrial de suino da América do Sul.

Além daqueles trabalhos (GROSSI et al., 2006; SOUZA et al., 2009), encontra-se
o de RAMIREZ et al. (2009), que caracterizou diversos grupos genéticos da América do

Sul, concluindo que a ancestralidade deles ¢ ibéricas.

Diversos estudos constataram que as copias de DNA mitocondrial podem né&o
ser idénticas, permitindo a existéncia de diversos tipos desse DNA no mesmo individuo
(heteroplasmia), o que pode dificultar alguns estudos populacionais (COMAS et al.,
1995; WILSON et al., 1997). A heteroplasmia pode ser observada de varias maneiras: i)
os individuos podem ter mais de um tipo de mtDNA num unico tecido; ii) os individuos
podem apresentar um tipo de mtDNA num tecido e um tipo diferente em outro tecido;
e/ou iii) os individuos podem ser heteroplasmicos numa amostra de tecido e
homoplasmicos em outra amostra de tecido (WILSON et al., 1997; BENDALL et al.,
1997). No caso de heteroplasmia, os cromatogramas poderao demonstrar a presenca
de mais de um nucledétido nas posi¢des de diferenca entre as amostras questionadas e
conhecidas. Existem teorias que indicam que a heteroplasmia mitocondrial talvez se
deva as mutagdes somaticas de um individuo, a heteroplasmia dos odcitos ou a
transmissao acidental de mitocondria paterna durante a fertilizagao (KVIST et al., 2003).

Os ovdcitos, no entanto, contdm de 10° a 10° moléculas de mtDNA
aproximadamente, enquanto os espermatozoides, somente 10 a 100 no maximo,
sendo, entdo, por razbes de probabilidade, quase impossivel ou td&o minima a
quantidade de mtDNA herdada por via paterna que se atribui que a heranca se herda
maternalmente (GROSSMAN & SHOUBRIDGE, 1996).
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Uma caracteristica vantajosa do DNA mitocondrial, portanto, consiste na sua
transmissdo quase exclusivamente materna. Excetuando-se possiveis mutacbes, as
sequéncias de DNA mitocondrial sdo semelhantes para todos os individuos
relacionados maternalmente (CASE & WALLACE, 1981; HUTCHINSON et al.,1974), o
que permite a definicdo de linhagem, sublinhando os ancestrais maternos de uma
populagdo, sem a confusa intervencéo de dado biparental ou recombinacao (AVISE,
1991; CARRACEDO et al., 2000; PAKENDORF & STONEKING, 2005). Assim, cada
tipo de DNA mitocondrial é definido como uma sequéncia e é tratado como um /ocus ou
haplétipo (CARRACEDO et al., 2000).

Apesar das funcdes vitais desempenhadas por esse tipo de genoma, que podem
pressupor uma taxa evolutiva relativamente lenta, o DNA mitocondrial apresenta
elevada taxa de mutagdo (cerca de 5-10 vezes superior ao material nuclear). As
alteracbes nas sequéncias de DNA mitocondrial podem ter origem em diversos
fenbmenos, como adigdo, delecdo e substituicdo. No entanto as substituicbes
nucleotidicas séo consideradas a maior causa de divergéncia entre as sequéncias em
estudos filogenéticos, tendo alguns apresentado taxas de substituicdo nucleotidica
silenciosa de ordem de 4,7 X 10® sitio/ano nesse genoma, apesar de esse valor ser
ainda controverso (AVISE, 1991; HOELZEL et al., 1991; PAKENDORF & STONEKING,
2005).

Um relaxamento nas obrigac¢des funcionais ou a falta ou, ainda, ineficacia de um
sistema de reparagdo que possa corrigir as muta¢des caracteristicas do DNA
mitocondrial pode também explicar a rapida evolucao desse DNA (AVISE, 1991). A
existéncia de um sistema de reparagao deveria resultar numa divergéncia uniforme em
todas as posi¢des nucleotidicas do DNA mitocondrial, mas diversos estudos fazem
referéncia a zonas hipervariaveis — zonas com maior concentracdo de alteracdes
genéticas que a média —, sendo sugerido algum tipo de selecdo como explicagcéo para
esse fendbmeno (AVISE, 1991; STONEKING, 2000).

As ferramentas fornecidas pela ciéncia hoje em dia permitiram a otimizagao de
técnicas na utilizacdo de DNA mitocondrial para a analise forense, mais

especificamente para a identificacdo de individuo ou definicao de relagdo de parentesco
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por meio da linhagem materna. Este € o DNA utilizado em situagcbes com amostras em
estado avancado de degradacédo, em que existe pouca quantidade de DNA nuclear
(ALLEN et al., 1998; WILSON, 1995), como é o caso das amostras provenientes de
fatalidade em massa ou crime (acidentes, catastrofes naturais, situagbes de guerra,
violagdes, assassinatos), em que se € necessario identificar cadaveres humanos ou um
suspeito (COBLE et al., 2004). Esse genoma é supostamente resistente a degradacgéao
possivelmente por causa da sua estrutura circular fechada e da sua localizagéo, que &
dentro da célula (KIMBER, 2000).

Outra vantagem do DNA mitocondrial é a sua aplicagcédo nas situagdes em que sé
existem parentes de linhagem materna como amostra de referéncia (COBLE et al.,
2004). Todavia esse DNA apresenta uma desvantagem, que reside no seu baixo poder
de discriminagéo (KIMBER, 2000). Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo
de maximizar esse poder, tanto pelo desenvolvimento de técnica que aperfeicoe os
resultados obtidos por DNA mitocondrial nas aplicagbes forenses quanto pelo
desenvolvimento de pratica laboratorial que minimize a possivel interferéncia de
contaminagdes e erros na analise das amostras (PARSONS & COBLE, 2001; COBLE et
al., 2004; JUST et al., 2004).

O melhor exemplo de reconstrugao da evolugéo a partir do DNA mitocondrial foi
apresentado por CANN et al. (1987). Eles estudaram o DNA mitocondrial de 147
humanos de varias origens geograficas e elaboraram uma arvore filogenética que
apontava apenas um ancestral comum: o DNA mitocondrial de uma mulher que viveu

na Africa ha cerca de 200 mil anos, que ficou conhecida como “Eva Mitocondrial”.

1.4.6 Citogenética

A citogenética é a area da biologia que se dedica ao estudo do numero, da
morfologia, da estrutura, da propriedade e da dindmica dos cromossomos durante a
divisdo celular somatica (mitose) assim como das células germinativas (meiose). Para
tais finalidades, a citogenética dispde de uma série de procedimento que visa a

preparagéo cromossdmica de boa qualidade, de modo a permitir conclusdes a respeito
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da influéncia dos cromossomos sobre o fenétipo e dos fatores que provocam as

alteragdes cromossdmicas numéricas e estruturais (HARE & SINGH, 1984).

A partir das informagbes obtidas com essa técnica, € possivel conhecer os
diferentes organismos sob o ponto de vista citogenético, auxiliar na classificacdo
sistematica dos mesmos, realizar comparagdes entre as espécies e fazer inferéncias
evolutivas (GUERRA, 1988). A citogenética veterinaria é aplicada como instrumento
diagnéstico e prognéstico em problemas clinicos que afetam os animais domésticos e
para compreensao das patologias, visando ao aumento da performance reprodutiva, a

capacitagdo genética e a manutencao da saude (HALNAN, 1989).

Segundo a revisdo realizada por MCFEELY (1993), o estudo cromossémico
iniciou-se em 1857, quando Virchow observou, pela primeira vez, a divisdo celular.
Desse periodo até a primeira metade do século XX, citogeneticistas realizaram
trabalhos com plantas, invertebrados e vertebrados inferiores e foram acumulando

conhecimentos sobre a morfologia e o comportamento cromossdémico.

O interesse pela citogenética dos mamiferos aumentou com a descoberta do
dimorfismo sexual por BARR & BERTRAM (1949), quando analisavam cortes
histolégicos de tecido nervoso de gato, acompanhada pelo aprimoramento da técnica,
em que alguns eventos foram cruciais nesse processo, como o0 uso da solugéo
hipotonica (HSU, 1952) — melhorando a visualizagdo e diminuindo a sobreposi¢do dos
cromossomos —, a utilizacdo da colchicina — que tornou os cromossomos mais
facilmente distinguiveis ao interromper a divisdo celular em metafase (FORD &
HAMERTON, 1956) — e o desenvolvimento da técnica de cultura de sangue a curto
prazo com agente mitotico (MOORHEAD et al., 1960). A partir de entdo, novas
descobertas foram realizadas, como a deteccdo da primeira alteracdo cromossémica

numérica por TIJO & LEVAN (1956), posteriormente associada a sindrome de Down.

A 12 Conferéncia Internacional para padronizagdo dos cariotipos de animal
doméstico foi realizada em 1976, com o objetivo de facilitar as comparagdes entre as
pesquisas citogenéticas desenvolvidas em varios paises. A comissdo reencontrou-se
em 1989 e estabeleceu um Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética para

os Animais Domésticos (ISCNDA), o qual esta em vigor até o momento (DIBERARDINO
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et al, 1990). A padronizacdo do cariétipo suino (Sus scrofa domesticus) foi
estabelecida por GUSTAVSSON (1988), e o numero diploide da subespécie foi

determinado como 2n = 38.

Outros suideos também tiveram sua ploidia estabelecida desde entédo: 2n = 34
para Phacochoerus aethiopicus, resultado da fusdo céntrica entre os cromossomos
equivalentes ao 15;17 e ao 13;16 do suino doméstico (BOSMA, 1978); 2n = 32 para
Hylochoerus meinertzhageni, cujo caridétipo ndo possui nenhum cromossomo
acrocéntrico; 2n = 34 para Potamochoerus porcus, que apresenta uma peculiaridade
quanto ao mecanismo de determinagédo do sexo (MELANDER & HANSEN-MELANDER,
1980); 2n = 38 para as espécies Sus verrucosus e Sus celebensis, semelhante ao
cariétipo de suino, exceto pelo padrao de bandamento C, G e pela orceina observada
nos cromossomos 10 e Y; 2n = 38 para Sus scrofa vittatus, com padrao de bandamento
G idéntico ao suino doméstico (BOSMA et al, 1991); e 2n = 38 para Babyrousa
babyrussa, decorrente de varios rearranjos detectados por bandamento R e FISH
(hibridacdo in situ com fluorescéncia), quando em comparagdo com o cariotipo padrao
do suino (THOMSEN et al., 1996).

A citogenética vem sendo utilizada para identificar o numero diploide dos porcos
selvagens europeus (Sus scrofa scrofa) desde a década de 1960 (MCFEE et al., 1966),
sendo aplicada rotineiramente no Brasil para identificar os animais puros da subespécie
(2n = 36), com o intuito de formar ou garantir um plantel de javali puro, que preserve
suas caracteristicas produtivas naturais. No entanto o cariétipo 2n = 36 é um critério de
pureza genética para javali somente quando se consideram a populagdo e muitas
geragdes, bem quando todos os individuos cariotipados apresentarem 36 cromossomos
ou forem de origem conhecida e controlada. Isso porque um exemplar cruzado (2n =
37), quando retrocruzado com javali puro (2n = 36) ou com suino puro (2n = 38), pode
gerar individuos tanto com ploidia 2n = 36, caracteristica do javali puro, quanto com 2n
= 38, préopria do suino (GIMENEZ et al., 2003; MIRANDA & LUI, 2003), o que
impossibilita afirmar se o individuo oriundo desse cruzamento com ploidia 2n = 36 é
cruzado ou puro quando o seu fendtipo se aproximar muito do fenétipo do javali — esta
€ uma das limitagdes da citogenética para verificar a procedéncia dos individuos pelo

cariotipo.
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As primeiras alteragbes cromossémicas estruturais em animais domésticos foram
descritas por GUSTAVSSON & ROCKBORN (1964) e por HENRICSON &
BACKSTROM (1964), revelando, respectivamente, a translocagdo Robertsoniana 1;29
em bovino e a translocacédo reciproca 11;15 em suino. A detec¢do dos rearranjos
cromossdémicos avangou lentamente devido a dificuldade de identificagdo dos
cromossomos por técnicas convencionais. Entdo, em 1971, as técnicas de bandamento
foram sendo progressivamente adaptadas as espécies domésticas (POPESCU, 1989).

No inicio da citogenética, com as técnicas de coloragdo homogénea, um
cromossomo s6 podia ser distinguido pelo seu tamanho e pela posicédo do centrémero.
Durante os ultimos anos da década de 1960, foram desenvolvidas técnicas de
coloragao especiais (bandamento cromossémico), que permitiram nao so6 a identificacédo
precisa de todos os pares cromossdmicos como também a deteccdo da maioria das
alteragdes estruturais (SILVA et al.,, 1991). Quando um numero limitado de rearranjo
ocorre em um cariétipo, o padrdo de analise por bandamento € muito informativo para
determinadas homologias (PATAK & STOCK, 1974). Entre as técnicas mais usadas,
estdo as bandas G e C e a de coloragdo Ag-RON.

O procedimento para bandamento G (SEABRIGHT, 1971) permite a visualizagédo
de bandas escuras e claras, as quais sao segmentos cromossdmicos que se
condensam, respectivamente, mais cedo e mais tarde na préfase (GUERRA, 1988). Tal
padrédo de banda permite a deteccao apurada de rearranjos e facilita a comparacao
entre cariétipo.

Esse bandamento é hoje o principal método utilizado na rotina da citogenética
clinica, pois permite ndo s6 uma melhor caracterizacdo de cada cromossomo como
também deteccdo e identificacdo de anormalidades estruturais (GARDNER &
SUTHERLAND, 1989). Isso permite também a comparagao cariotipica entre espécie, as
consideracdes sobre especiacao etc. (GIANNONI et al., 1989).

O bandamento G ou Giemsa foi desenvolvido inicialmente por SUMNER et al.
(1971), através do método acido/salina/Giemsa (GAG — G - bands by acetic saline using
Giemsa), e, paralelamente, por SEABRIGHT (1971), através do método baseado na
digestao enzimatica parcial (GTG — G - bands by trypsin using Giemsa). O principio de

ambos os métodos esta na exposicdo do material a condicbes denaturantes, seja a
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solugdo salina aquecida (65°C) seja a tripsinizagdo com ou sem a presenca de uréia,
seguida da coloragado com corante Giemsa, Leishman's, Wright's ou similares (ARRIGHI
& HSU, 1974).

BOSMA (1976) sugeriu, com base na técnica de bandamento G, que o cariétipo
do javali puro fosse composto por 34 cromossomos autossOmicos distribuidos em 6
pares submetacéntricos, 2 pares subacrocéntricos, 5 pares metacéntricos e 4 pares
acrocéntricos, mais 2 cromossomos sexuais metacéntricos, sendo o Y o menor de
todos, dispostos similarmente ao cariétipo do suino doméstico. Porém GIANNONI et al.
(1980), com base em dados morfométricos, encontraram um cariétipo composto por 5
pares submetacéntricos, 8 pares metacéntricos e 4 pares telocéntricos, além do par
sexual metacéntrico. O numero fundamental (NF = 64), o comprimento do DNA do lote
diploide igual a 83,8 p, a area de material genético da ordem de 150,8 p® e o valor
médio de redugdo entre um par cromossOmico e outro de aproximadamente 0,16 p
foram também determinados nesse trabalho. Ja MIRANDA & LUI (2003) distribuiram os
cromossomos autossémicos no cariétipo de modo que ficaram estabelecidos 5 pares
submetacéntricos, 2 subtelocéntricos, 6 metacéntricos e 4 pares telocéntricos.

Com a técnica de bandamento C (SUMNER, 1972), é possivel visualizar as
regides de heterocromatina constitutiva, que estdo geralmente localizadas nas regides
centroméricas dos cromossomos. Essa heterocromatina é altamente condensada,
repetitiva e rica em A-T ou C-G (FERNANDEZ et al., 2002). A coloragdo Ag-RON ou
NOR, suscitada pela impregnacéo de prata (HOWELL & BLACK, 1980), localiza os
sitios cromossOmicos de DNA ribossémico 45S que estdo em atividade transcricional
(WANG et al., 2003) e pode ser uma importante ferramenta em estudos evolutivos e
citotaxonémicos (GALETTI et al., 1995).

O bandamento cromossdmico é um método efetivo, entretanto ha situagbes em
que muitos dos processos genéticos que contribuiram para a diferenciacdo das
espécies ocorreram no nivel génico ou na forma de rearranjos cromossémicos
complexos, s6 podendo ser evidenciados cromossomicamente pela citogenética
molecular.

Assim, a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) &€ uma técnica recentemente

utilizada para um delineamento mais refinado do DNA cromossdmico e consiste
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basicamente no pareamento de determinado segmento de DNA ou RNA marcado com
uma molécula de facil identificagdo, chamada sonda, e com uma sequéncia
complementar de nucleotideos situada no cromossomo, chamada sequéncia-alvo. O
objetivo da técnica é verificar se algum cromossomo na célula possui essa sequéncia e
qual a sua exata localizagdo (GUERRA, 2004).

A pintura cromossémica, também chamada de pintura cromossdmica
comparativa ou ZOO-FISH, é uma variacdao da técnica de FISH e tem sido uma
importante ferramenta para detectar homologias cromossémicas, gerar informacgdes
sobre o processo de evolugédo cariotipica como também para a citotaxonomia
(MATSUBARA et al.,, 2004). Nessa técnica, segmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros de uma espécie podem ser usados como sondas hibridizadas em
outra espécie, e as variagbes detectadas entre os cari6tipos por microscopia de
fluorescéncia. As sondas cromossomo-especificas podem ser obtidas pelas técnicas de
separagao por fluxo (flow sorting), que é uma variagdo da citometria de fluxo, ou por
microdisseccdo cromossOmica usando-se um aparelho de micromanipulagcéo
(GUERRA, 2004). Apo6s a aplicagdo de qualquer uma das técnicas de obtencdo da
sonda cromossOmica, o DNA é amplificado por PCR e marcado para ser utilizado em
experimentos de FISH. As primeiras sondas cromossomo-especificas foram produzidas
a partir de cromossomos humanos e foram hibridizadas em outras espécies de
mamifero, causando uma revolugédo na citogenética comparativa (ALKALAEVA et al.,
2002).

Entretanto ndo se deve tirar o mérito nem a importéncia da citogenética classica
devido a evolugdo das técnicas moleculares. Uma analise feita somente por
bandamento G pode levar a erros de interpretacdo, pois nem sempre é possivel saber
se uma banda (em uma espécie A) é equivalente em tamanho ou composi¢do de DNA
a outra (na espécie B). Porém apenas o uso da pintura cromossémica também né&o
fornece informagbes sobre os rearranjos intracromossdmicos, como as inversoes.
Assim, ha uma forte complementacao de informacgdes entre os bandamentos classicos
e a pintura cromossOmica (PIECZARKA & NAGAMACHI, 2004).
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1.5 CONSIDERAGOES FINAIS

Em sintese, procurou-se, até aqui, apresentar a perspectiva teérica conceitual
que motivou e que orienta este trabalho. A elaborac&o deste capitulo envolveu a leitura,
analise e interpretacdo de varios livros, peridédicos, manuscritos e de outros
documentos. Todo o material recolhido foi submetido a uma triagem, a partir da qual foi
possivel estabelecer um plano de leitura, tentando-se conhecer as diferentes
contribuicbes cientificas disponiveis sobre os diversos temas. ApOos a analise dos
materiais localizados, percebeu-se que, em relagdo aos grupos genéticos nativos de
suino, a literatura encontrada é, de modo geral, bastante antiga, oriunda de um tempo
em que existiam muitas criacbes desses animais; as obras mais recentes demonstram

0 quanto sdo necessarias medidas para a sua conservagao.

Os suinos do tipo banha enfrentam, desde o surgimento dos Oleos vegetais,
dificuldades para se manterem, mas, como visto, este ndo foi a Unica causa da
diminuicao drastica da diversidade suina, embora seja muito comum ver, na literatura,
essa perda associada aos O6leos vegetais. Como se registrou neste capitulo, o
surgimento de novos conceitos, aliado a necessidade de aumento de producao, fez
com que apenas algumas racas fossem, a partir de entdo, utilizadas. Mas ha uma
tendéncia natural a que a ordem de importancia dos conceitos se reverta, visto que o de

sustentabilidade hoje aparece a frente de todos os outros.

Uma observagéo a ser feita € que o problema n&do se resume apenas a perda
das ragas, o que por si sO € gravissimo. Na realidade, junto com as ragas, perdeu-se,
ao longo do tempo, conhecimento sobre o uso, manejo e adaptagdo ecoldgica das
mesmas aos ecossistemas originais — perdeu-se todo um conhecimento que havia

passado de geragdo em geragdo, mas que agora torna-se necessario resgatar.
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Conservar a biodiversidade animal local é estratégico para manter a autonomia
dos agricultores no abastecimento de proteina bem como para que eles tenham opg¢des
de variedade adaptada ao manejo agroecoldgico. Além disso, € fundamental que os
agricultores mantenham uma diversidade de opc¢éo, que atenda aos diferentes usos da

agricultura familiar.

As ferramentas fornecidas pela biologia molecular hoje em dia permitem a
otimizacdo dos marcadores moleculares para a utilizagdo do DNA em diversos tipos de
estudo, como de evolugéo, de diversidade genética inter e intraespecifica, de
identidade, de origem genética, de identificacdo de novas variantes e em estudos
forenses, gerando informacgdes importantes para subsidiar diferentes agdes de pesquisa
desde a coleta de amostra até a utilizagdo dos recursos genéticos em programas de

melhoramento.

A escolha do tipo de marcador molecular a ser utilizado em determinado estudo
depende, entre tantos fatores, do objetivo do estudo, da infraestrutura disponivel, dos
recursos financeiros, da disponibilidade de recursos humanos com treinamento
apropriado e do nivel de conhecimento da genética molecular da espécie a ser
estudada. A caracterizagado genética dos cascos-de-burro permitira obter conhecimento
genético sobre os mesmos e, consequetemente, auxiliar programas para a sua
conservacgao. Portanto o uso de marcador nuclear do tipo microssatélite e de marcador
uniparental do tipo mitocondrial possibilitardo propor estratégias de conservacgao, além
de fornecer uma ferramenta util para a caracterizacdo de evidéncias biologicas e

historicas.

A citogenética &€ mais uma ferramenta que a genética dispde e que sera utilizada
neste trabalho para se obter a caracterizagdo citogenética dos cascos-de-burro. Por
meio das analises convencionais de coloracao e das técnicas de bandamento C, NOR e
G, pode-se determinar a morfologia dos homélogos e o numero de cromossomo, que

indicara possivelmente se os cascos-de-burro estdo ou nao misturados aos javalis.



44

1.6 REFERENCIAS®
ABREU, U. G. P.; MARIANTE, A. S.; SANTOS, S. A. Conservagao genética de ragas
naturalizadas do Pantanal. Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento, Brasilia, v. 1,
n. 5, p. 18-21, 1998.

ALBURQUERQUE, M. S. M. et al. Projeto: identificacdo e caracterizacdo de
grupamentos de suinos nacionais. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, 1990.

ALKALAEVA, E. Z. et al. Comparative chromosome painting. Russian Journal of
Genetics, New York, v. 38, n. 8, p. 1034-1042, 2002.

ALLEN, M. et al. Mitochondrial DNA sequencing of shed hairs and saliva on robbery
caps: sensitivity and matching probabilities. Journal of Forensic Science, Hoboken, v.
43, n. 3, p. 453-464, 1998.

ALONSO, V. et al. Efeito do gene receptor de prolactina sobre caracteristicas
quantitativas de interesse econdmico em suinos. Brazilian Journal Veterinary
Research and Animal Science, Sao Paulo, v. 40, n.5, p. 366-372, 2003.

ALVES, E. et al. El origen del cerdo ibérico a la luz del analisis del ADN mitocondrial.
Solo Cerdo Ibérico, Zafra, n. 10, p. 27-33, 2003a.

ALVES, E. et al. Mitochondrial DNA sequence variation and phylogenetic relationships
among l|berian pigs and other domestic and wild pig populations. Animal Genetics,
Oxford, v. 34, n. 5, p. 319-324, 2003b.

Baseada na NBR — 6023/2002, da Associa¢io Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)



45

ARAUJO, A. M. Paternidade e diversidade genética em caprinos no Brasil por meio
de microssatélites de DNA. 2004. 56 f. Tese (Doutorado em Genética e

Melhoramento) — Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2004.

ARIAS, D. El cerdo sindha colombiano. In: CONGRESSO IBEROAMERICANO DE
RAZAS AUTOCTONAS Y CRIOLLAS, 5., 2000, Havana: Anais...Havana: CYTED,
2000. 270 p.

ARRIGHI, F. E.; HSU, T. C. Staining constitutive heterochromatin and Giemsa
crossbands of mammalian chromosomes. In: YUNIS, J. J. Human chromosome
methodology. 22 ed. New York: Academic Press, 1974. p. 59-71.

ASSMANN, J. M. et al. Producao de matéria seca de forragem e acumulo de nutrientes
em pastagem anual de inverno tratada com esterco liquido de suinos. Ciéncia Rural,
Santa Maria, v. 39, n. 8, p. 2408-2416, 2009.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA PRODUTORA E EXPORTADORA DE
CARNE SUINA. ABIPECS. Relatério Anual. Sdo Paulo: ABIPECS, 2008. 22 p. (Série
Texto Técnico, TT/PCC/01). Disponivel em: <http://www.abipecs.org.br/pt
Irelatorios.html>. Acesso em: 14 dez. 2009.

AVISE, J. C. Ten unorthodox perspectives on evolution prompted by comparative
population genetic findings on mitochondrial DNA. Annual Review of Genetics, Palo
Alto, v. 25, p. 45-69, 1991.

BARR, M. L.; BERTRAM, E. G. A morphological distinction between neurones of the
male and female, and the behaviour of the nucleolar satellite during accelerated
nucleoprotein synthesis. Nature, London, v. 163, n. 4148, p. 676-677, 1949.

BARROS, P. et al. Evolution of a complex minisatellite DNA sequence. Molecular
Phylogenetics and Evolution, Maryland Heights, v. 49, n. 2, p. 488-494, 2008.

BAUMUNG, R.; SIMIANER, H.; HOFFMANN, I. Genetic diversity studies in farm animals
— a survey. Journal of Animal Breeding and Genetics, Berlin, v. 121, n. 6, p. 361-
373, 2004.

BECKMANN, J. S. Oligonucleotide polymorfisms: a new tool for genomic genetic.
Nature Biothecnology, London, v. 6, p. 1061-1064, 1988.



46

BENDALL , K. E.; MACAULAY, V. A.; SYKES, B. C. Variable levels of a heteroplasmic
point mutation in individuals' hair roots. American Journal of Human Genetics,
Cambridge, v. 61, n. 6, p. 1303-1308, 1997.

BENEVIDES FILHO, I. M. Analise genética do desempenho de suinos da raga piau
do nascimento a desmama. 1982. 77 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de S&do Paulo, Sdo Paulo,
1982.

BISHOP, S. C.; CHESNAIS, J.; STEAR, M. J. Breeding for disease resistance: issues
and opportunities. In: WORLD CONGRESS ON GENETICS APPLIED TO LIVESTOCK
PRODUCTION, 7., 2002, Montpellier. Proceedings... Montpellier: WCGALP, 2002. p.
19-23.

BLACKBURN, H.; LEBBIE, S. H. B.; VAN DE ZIJPP, A. J. Animal genetic resources and
sustainable development in animal genetic resources and sustainable development. In:
WORLD CONGRESS ON GENETIC APPLIED TO LIVESTOCK PRODUCTION, 6.,
1998, Armidale. Proceedings... Armidale: WCGALP, 1998. p. 3-10.

BOTSTEIN, D. et al. Construction of a genetic linkage map in man using restriction
fragment lenght polymorphism. American Journal of Human Genetics, Cambridge, v.
32, n. 3, p. 314-331, 1980.

BOWCOCK, A. M. et al. High resolution of human evolution with polymorphic
microsatellites. Nature, London, v. 368, p. 455-457, 1994.

BOSMA, A. A. The Chromosomal G-Banding Pattern in the Warthog, Phacochoerus
aethiopicus (Suidae, Mammalia) and its Implications for the Systematic Position of the
Species. Genetica, Dordrecht, v. 49, n. 1, p. 15-19, 1978.

BOSMA, A. A. Chromosomal Polymorphism and G-Banding Patterns in the Wild Boar
(Sus scrofa L.) from the Netherlands. Genetica, Dordrecht, v. 46, n. 4 p. 391-399, 1976.

BOSMA, A. A. et al. Comparative Cytogenetic Studies in Sus verrucosus, Sus
celebenses and Sus scrofa vittatus (Suidae, Mammalia). Genetica, Dordrecht, v. 83, n.
3, p. 189-194, 1991.



47

BROCKMANN, H. J.; COLSON, T.; POTTS, W. Sperm competition in horseshoe crabs
(Limulus polyphemus). Behavioral Ecology and Sociobiology, Heidelberg, v. 35, n. 3,
p.153-160, 1994.

BRUFORD, M. W.; BRADLEY, D. G.; LUIKART, G. DNA markers reveal the complexity
of livestock domestication. Nature Reviews. Genetics, London, v. 4, n. 11, p. 900-910,
2003.

CANN, R. L.; STONEKING, M.; WILSON, A. C. Mitochondrial DNA and human
evolution. Nature, London, v. 325, n. 1, p. 31-36, 1987.

CAPUTO, D. Z. Variabilidade genética entre suinos, javalis e seus hibridos. 2005.
98 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento Animal) — Faculdade de

Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 2005.

CARRACEDO, A. et al. DNA commission of the International Society for Forensic
Genetics: guidelines for mitochondrial DNA typing. Forensic Science International,
Amsterdam, v. 110, n. 2, p. 79-85, 2000.

CARVALHO, H. Contribuicdo ao reconhecimento da raca suina “Simental”’. O solo, n.
unico, p. 87-92, 1959.

CASE, J. T., WALLACE, D. C. Maternal inheritance of mitochondrial DNA
polymorphisms in cultured human fibroblasts. Somatic Cell and Molecular Genetics,
New York, v.7,n. 1, p. 103-108, 1981.

CASTRO, S. T. R. Produgao organica de suinos podera usar
ragas naturalizadas em risco de extingao. Disponivel em: <http://www.homeopa

tiaveterinaria.com.br/producao_organica_de_suinos.htm>. Acesso em: 20 mai. 2009.

CASTRO, S. T. R,; ALBUQUERQUE, M. S. M.; GERMANQO, J. L. Census of Brazilian
naturalized swine breeds. Archivos de Zootecnia, Cérdoba, v. 51, n. 193, p. 235-239,
2002.

CAVALCANTE NETO, A. et al. Censo e caracterizagcao fenotipica de rebanhos de
suinos nativos existentes no Estado da Paraiba. In: CONGRESSO LATINO
AMERICANO DE SUINOCULTURA, 1.; CONGRESSO DE SUINOCULTURA DO



48

MERCOSUL, 3.; CONGRESSO DA ALVEC, 9., 2002, Foz do Iguacu. Anais...Foz do
Iguacu: Pork World, 2002. p. 1-3.

CAVALCANTE NETO, A. et al. Censo e caracterizagao fenotipica de suinos de grupos
genéticos naturalizados brasileiros existentes no Estado da Paraiba. Biotemas,
Florianopolis, v. 20, n. 4, p. 123-126, 2007.

CAVALCANTI, S. S. Produgao de suinos. Campinas, SP: Instituto Campineiro de
Ensino Agricola, 1985. 453 p.

CAVALLI-SFORZA, L. L.; MENOZZI, P.; PIAZZA, A. The history and geography of

human genes. Princeton: Princeton University Press, 1994. 428 p.

CHAMBERS, G. K.; MACAVOQY, E. S. Microsatellites: consensus and controversy.
Comparative biochemistry and physiology. Part B: Biochemistry & Molecular
Biology, Filadélfia, v. 126, n. 4, p. 455-76, 2000.

CHENG, H. H.; CRITTENDEN, L. B. Microsatellite markers for genetic mapping in the
chicken. Poultry Science, Savoy, v. 73, n. 4, p. 539-546, 1994.

COBLE, M. D. et al. Single nucleotide polymorphisms over the entire mtDNA genome
that increase the power of forensic testing in Caucasians. International Journal of
Legal Medicine, Heidelberg, v. 118, n. 3, p. 137-46, 2004.

COMAS, D.; PAABO, S.; BERTRANPETIT, J. Heteroplasmy in the control region of
human mitochondrial DNA. Genome Research, New York, v. 5, n. 1, p. 89-90, 1995.

COSTA, O. A. D. et al. Sistema alternativo de criagdo de suinos em cama
sobreposta para agricultura familiar. Concérdia: Embrapa Suinos e Aves, 2006. 7 p.

(Comunicado Técnico, 419).

CRAIGHEAD, L. et al. Microsatellite analysis of paternity and reproduction in Arctic
Grizzly Bears. Journal of Heredity, Oxford, v. 86, n. 4, p. 255-261, 1995.

CULAU, P. O. V. et al. A contribuicdo do gene halotano sobre as caracteristicas de

qualidade da carne suina. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 32, n. 1, p. 115-119, 2002.



49

DAROLT, M. R. Produg¢ao de suino ao ar livre: alternativa para os produtores
organicos. 2001. Disponivel em: <www.planetaorganico.com.br/trabdsuino.htm>.

Acesso em: 20 mai. 2009.

DE ROBERTIS, H. P.; HIB, J.; PONZIO, R. Biologia celular e molecular. Rio de
Janeiro: Guanabara-Koogan, 2003. 413 p.

DIBERARDINO, D. et al. International System for Cytogenetic Nomenclature of
Domestic Animals. Cytogenetic and Genome Research, Basel, v. 53, n. 2/3, p. 65-79,
1990.

DI RIENZO, A. et al. Mutational processes of simple-sequence repeat loci in human
populations. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, Washington, v. 91, n. 8, p. 3166-3170, 1994.

DUTRA JUNIOR, W. M. Perspectiva da exploragdo de suinos com base nas populacdes
nativas. In: CONGRESSO NORDESTINO DE PRODUGCAO ANIMAL, 3.; SIMPOSIO
NORDESTINO DE ALIMENTACAO DE RUMINANTES, 9.; SIMPOSIO PARAIBANO DE
ZOOTECNIA, 4., 2004, Campina Grande. Anais... Campina Grande: SNPA, 2004. p. 1-
4.

EGITO, A. A. et al. Programa brasileiro de conservagédo de recursos genéticos animais.
Archivos de Zootecnia, Cérdoba, v. 51, n. 193, p. 39-52, 2002.

ESTOUP, A.; JARNE, P.; CORNUET, J. M. Homoplasy and mutation model at
microsatellite loci and their consequences for population genetics analysis. Molecular
Ecology, Oxford, v. 11, n. 9, p. 1591-1604, 2002.

ESTOUP, A. et al. Microsatellite variation in honey bee (Apis mellifera I.). Populations:
hierarchical genetic structure and test of the infinite allele and stepwise mutation
models. Genetics, Bethesda, v. 140, n. 2, p. 679-695, 1995.

EVANGELISTA, F. R. A agricultura familiar no Brasil e no Nordeste. Fortaleza:

Banco do Nordeste-Leitura Recomendada, 2000. 12 p.

FAO. Enseinanzas de la revolucion verde: hacia una nueva revolucion verde. Roma,
1996. Disponivel em: <http://www.fao.org/docrep/003/w2612s/w2612s06.htm>. Acesso
em: 20 mar 2009.



50

FAO. The state of the world’s animal genetic resources for food and agriculture -
first draft. Rome, 2006. Disponivel em: <http://www.fao.org /docrep/010/a1260e/a126
0e00.htm>. Acesso em: 20 abr. 2009.

FAO. Fuentes de carne. 2009. Disponivel em: <http://www.fao.org/ag/againfo/

themes/es/meat/backgr_sources.html>. Acesso em: 20 out. 2009.

FAO. Global plan of action for animal genetic resources and the Interlaken
declaration. 2007. Disponivel em: <http://www.fao.org/docrep/010/a1404e/a1404e
00.htm>. Acesso em: 20 set. 2009.

FAVERO, J. A. et al. A raca de suinos Moura como alternativa para a produgéo
agroecoldgica de carne. Revista Brasileira de Agroecologia, Cruz Alta, v. 2, n. 1, p. 1-
4, 2007.

FERNANDEZ, R. et al. New C-band protocol by heat denaturation in the presence of
formamide. Hereditas, Malden, v.137, n. 2, p. 145-148, 2002.

FERNANDEZ-STOLZ, G. Estudos evolutivos, filogeograficos e de conservagdo em
uma espécie endémica do ecossistema de dunas costeiras do sul do Brasil,
Ctenomys flamarioni (Rodentia-Ctenomydae), através de marcadores moleculares
microssatélites e DNA mitocondrial. 2007. 193 f. Tese (Doutorado em Genética e
Biologia Molecular) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rio Grande do Sul,
2007.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdug¢do ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 3. ed. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN, 1998. 220
p.

FERREIRA, R. A.,; FIALHO, E. T.; LIMA, J. A. F. Boletim: criagdo técnica de suinos.
Lavras, MG: UFLA, 2004. 59 p.

FERREIRA, E. et al. Genetic structure of the wild boar population in Portugal: evidence

of a recent bottleneck. Mammalian Biology, Jena, v. 74, n. 4, p. 274-285, 2009.

FORD, C. E.; HAMERTON, J. L. A colchicine, hypotonic citrate, squash sequence for
mammalian chromosomes. Biotechnic and Histochemistry, London, v. 31, n. 6, p.
247-251, 1956.



51

FRANKHAM, R.; BALLOU, J. D.; BRISCOE, D. A. Fundamentos de genética da

conservagao. Ribeirdo Preto: Sociedade Brasileira de Genética, 2008. 280 p.

GALETTI, P. M. et al. Post-zygotic modifications and intra and interindividual nucleoli
organizing region variations in fish: report of a case involving Leporinus friderici.
Chromosome Research, Oxford, v. 3, n. 5, p. 285-290, 1995.

GAO, Y. et al. Genetic variation of indigenous chicken breeds in China and a Recessive
White breed using AFLP fingerprinting. South African Journal of Animal Science,
Hatfield, v. 38, n. 3, p. 193-200, 2008.

GARDNER, R. J. M.; SUTHERLAND, G. R. Chromosome Abnormalities and Genetic
Counseling. 3% ed. New York: Oxford University Press, 1989. 577 p.

GIANNONI, M. A. Estudo cariotipico de alguns representantes da familia suidae.
1973. 130 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 1973.

GIANNONI, M. L.; GIANNONI, M. A.; FERRARI, I. Métodos para a formacao de padrdes
de bandas cromossOmicas. Citogenética aplicada as aves: Técnicas. Piracicaba:
FEALQ, 1989. 52 p.

GIANNONI, M. A.; FERRARI, I.; GIANNONI, M. L. Estudo biométrico do cariétipo da
subespécie Sus scrofa scrofa (javali europeu). In: DUARTE, F. A. M.; PINHEIRO, L. E.
L. Téopicos Avangcados em Reprodugdo Animal. Ribeirdo Preto: Sociedade Brasileira
de Genética, 1980. p. 27-41.

GIMENEZ, D. L.; LUCCA, E. J. O uso de marcadores moleculares de rapd como
potencial informativo para a distincdo entre javali sus scrofa scrofa, o suino doméstico
sus scrofa domesticus e seus hibridos. Revista Cientifica Eletronica de Medicina

Veterinaria, Garga, v. 4, n. 1, p. 1-3, 2005.

GIMENEZ, D. L. et al. Analise cromossdmica e molecular do javali europeu Sus scrofa
scrofa e do suino doméstico Sus scrofa domesticus. Brazilian Journal of Veterinary
Research and Animal Science, Sdo Paulo, v. 40, n. 2, p. 146-154, 2003.

GIUFFRA, E. et al. The origin of the domestic pig: independent domestication and
subsequent introgression. Genetics, Bethesda, v. 154, n. 4, p. 1785-1791, 2000.



52

GROSS, D. S.; GARRAD, W. T. The ubiquitous potential z-forming sequence of
eucaryotes (dT-dG)n(dA-dC)n is not detectable in the genomes of eubacteria,
archaebacteria or mitochondria. Molecular and Cellular Biology, Washington, v. 6, n.
8, p- 3010-3013, 1986.

GROSSI, S. F. et al. Genetic diversity in wild (Sus scrofa scrofa) and domestic (Sus
scrofa domestica) pigs and their hybrids based on polymorphism of a fragment of the D-
loop region in the mitochondrial DNA. Genetics and Molecular Research, Ribeirao
Preto, v. 5, n. 4, p. 564-568, 2006.

GROSSMANN, L. I.; SHOUBRIDGE, E. A. Mitochondrial genetics and human disease.
BioEssays, West Sussex, v. 18, n. 12, p. 983-991, 1996.

GUERRA, M. S. FISH: conceitos e aplicagcbes na citogenética. Ribeirdo Preto:
Sociedade Brasileira de Genética, 2004. 176 p.

GUERRA, M. S. Introdugao a citogenética geral. Rio de Janeiro: Guanabara, 1988.
142 p.

GUSTAVSSON, I. Standard Karyotype of the Domestic Pig. Hereditas, Malden, v. 109,
n. 2, p. 151-157, 1988.

GUSTAVSSON, |.; ROCKBORN, G. Chromosome abnormalities in three cases of
lymphatic leukaemia in cattle. Nature, London, v. 203, n. 4948, p. 990, 1964.

HALNAN, C. R. E. Cytogenetics of animals. Wallingford: CAB International, 1989. 568
p.

HAMADA, H. et al. A novel repeat element with z-DNA forming potential is widely found
in evolutionary diverse eukaryotic genomes. Proceedings of the National Academy of

Sciences of the United States of America, Washington, v. 79, n. 21, p. 6465-6469,
1982.

HAMADA, H. et al. Enhanced gene expression by the poly(dT-dG)poly(dA-dC)
sequence. Molecular and Cellular Biology, Washington, v. 4, n. 12 , p. 2622-2630,
1984.



53

HARE, W. C. D.; SINGH, E. L. Citogenética de la reproduccion animal. Zaragoza:
Acribia, 1984. 150 p.

HENRICSON, B.; BACKSTROM, L. Translocation heterozygosity in a boar. Hereditas,
Malden, v. 52, p. 166-170, 1964.

HOELZEL, A. R.; HANCOCK, J. M.; DOVER, G. A. Evolution of the cetacean
Mitochondrial D-Loop region. Molecular Biology and Evolution, Chicago, v. 8, n. 4, p.
475-493, 1991.

HOWELL, W. W.; BLACK, D. A. Controlled silver staining of nucleous organizer regions
with a protective colloidal developer: a 1 step method. Experientia, Basel, v. 36, n. 8, p.
1014-1015, 1980.

HSU, T. C. Chromosomal variation and evolution in the virilis group of Drosophila.

Texas: University of Texas Publication, 1952. p. 10-72.

HUDSON, T. J. et al. Isolation and chromosomal assignment of 100 highly informative
human simple sequence repeat polymorphisms. Genomics, San Diego, v. 13, n. 3, p.
622-629, 1992.

HUNTER, R. L.; MARKERT, C. L. Histochemical demonstration of enzymes separated
by zone electrophoresis in starch gels. Science, Washington, v. 125, n. 3261, p.1294-
1295, 1957.

HUTCHINSON, C. A. et al. Maternal inheritance of mammalian mitochondrial DNA.
Nature, London, v. 251, n. 1, p. 536-538, 1974.

IBAMA. Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis.
Ministério do Meio Ambiente. Portaria n® 102 de 15 jul. 1998. Diario oficial [da] Uniao,
Brasilia, 15 jul. 1998.

IRGANG, R. Suinos de racas nativas: o interesse da pesquisa. Suinocultura
Industrial, Porto Feliz, v. 87, p. 13-20, 1986.

JAKABOVA, D. et al. Efectiveness of six highly polymorphic microsatellite markers in
resolving paternity cases in Thoroughbred horses in Slovakia. Czech Journal of
Animal Science, Prague, v. 47, n. 12, p. 497-501, 2002.



54

JEFFREYS, A. J.; V. WILSON, V.; THEIN, S. L. Hypervariable minisatellite regions in
human DNA. Nature, London, v. 314, n. 7, p. 67-73, 1985.

JUST, R. S. et al. Toward increased utility of mtDNA in forensic identifications. Forensic
Science International, Amsterdam, v. 146S, supl., p. S147-S149, 2004.

KIJAS, J. M.; ANDERSSON, L. A. Phylogenetic study of the origin of the domestic pig
estimated from the near-complete mtDNA genome. Journal of Molecular Evolution,
New York, v. 52, n. 3, p. 302-308, 2001.

KIM, S.; MISRA, A. SNP genotyping: technologies and biomedical applications. Annual
Review of Biomedical Engineering, Palo Alto, v. 9, p. 289-320, 2007.

KIMBER, C. Interpretation of mitochondrial DNA sequencing. Science and Justice,
Oxford, v. 40, n. 3, p. 217-218, 2000.

KUMAR, D. DNA markers for the differentiation of farm animal breeds. In: SAHAI, R.;
VIJH, R. K. (Ed.) Domestic animal diversity: conservation and sustainable
development. Karnal: S| Publications, 2000. p. 305-312.

KVIST, L. et al. Paternal leakage of mitochondrial DNA in the great tit (Parus major).
Molecular Biology and Evolution, Chicago, v. 20, n. 2, p. 243-247, 2003.

LARA, M. A.C. Variabilidade genética em bovinos e bubalinos através de
polimorfismos protéicos: analise populacional e suas implicagdes no melhoramento.
1998. 215 f. Tese (Doutorado em Genética) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 1998.

LARA, M. A. C.; CONTEL, E. P. B. A new allele of peptidase-B in cattle. Brazilian
Journal of genetics, Ribeirdo Preto, v. 20, n. 1, p. 9-12, 1997.

LARA, M. A. C.; CONTEL, E. P. B.; SERENO, J. R. B. Caracterizacion genética de
poblaciones cebuinas através de marcadores moleculares. Archivos de Zootecnia,
Cobrdoba, v. 54, n. 206, p. 295-303, 2005.

LARA, M. A. C. et al. Estudio preliminar de relaciones genéticas entre razas
naturalizadas brasilefas, cebuinas y europeas. Archivos de Zootecnia, Coérdoba, v.
50, n. 189, p. 165-170, 2001.



55

LEAL, A. A. et al. Efficiency of RAPD versus SSR markers for determining genetic
diversity among popcorn lines. Genetics and Molecular Research, Ribeirdo Preto, v. 9,
n. 1, p. 9-18, 2010.

LI, Y. C. et al. Microsatellites within genes: Structure, function and evolution. Molecular
Biology and Evolution, Chicago, v. 21, n. 6, p. 991-1007, 2004.

LI, Y. C. et al. Microsatellites: genomic distribution, putative functions and mutational

mechanisms: a review. Molecular Ecology, Oxford, v.11, n. 12, p. 2453-2465, 2002.

LIFJELD, J. T.; SLAGSVOLD, T.; ELLEGREN, H. Experimental mate switching in Pied
Flycatchers: male copulatory acess and fertilization success. Animal Behaviour,
London, v. 53, n. 6, p. 1225-1232, 1997.

LITT, M.; LUTY, J. A. A hypervariable microsatellite revealed by in vitro amplification of a
dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin gene. American Journal of Human
Genetics, Chicago, v. 44, n. 3, p. 397-401, 1989.

LONGHI, A.; SANTOS, M. S. O CETAP e a biodiversidade. 2003. Disponivel em:
<cetap.org.br/wp-content/uploads/2008/11/o-cetap-e-a-biodiversidade.pdf>. Acesso em:
20 mar. 2009.

LOVATTO, P. A. Histérico e ragas. In: LOVATTO, P. A.; OLIVEIRA, V. Suinocultura
geral. Santa Maria: CCR, 1995. p. 1-16.

LUDKE et al. Avaliagao de dietas para sistema orgéanico de criacao de suinos. Revista
Brasileira de Agroecologia, Cruz Alta, v. 2, n. 1, p. 369-372, 2007.

LUERCE, T. D. et al. An improved method for characterization of the mutation
associated to porcine stress syndrome by PCR amplification followed by restriction
analysis. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 39, n. 5, p. 1577-1580, 2009.

LUIKART, G. et al. Multiple maternal origins and weak phylogeographic structure in
domestic goats. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, Washington, v. 98, n. 10, p. 5927-5932, 2001.

MACHADO FILHO, L. C. P. et al. Produgao agroecoldgica de suinos — uma alternativa
sustentavel para a pequena propriedade no Brasil. In: CONFERENCIA



56

INTERNACIONAL VIRTUAL SOBRE QUALIDADE DE CARNE SUINA, 2., 2001,
Concoérdia. Anais... p.1-18. Disponivel em: <http://www.conferencia.uncnet.br/pork>.

Acesso em: 20 nov. 2008.

MALLARD, B. A. et al. Use of estimated breeding values in a selection index to breed
Yorkshire pigs for high and low immune and innate resistance factors. Animal
Biotechnology, New York, v. 3, n. 2, p. 257-280, 1992.

MARCHI, M. et al. Assessing genetic diversity in indigenous Veneto chicken breeds
using AFLP markers. Animal Genetics, Oxford, v. 37, n. 2, p. 101-105, 2007.

MARENGO, S. Mapeamento genético de tangerina Sunki e Poncirus trifoliata para
resisténcia ao “huanglongbing” (greening) dos citros. 2009. 75 f. Dissertacao
(Mestrado em Melhoramento Genético Vegetal) — Instituto Agronémico, Campinas,
2009.

MARIANTE, A. S. et al. Pig biodiversity in Brazil. Archivos de Zootecnia, Cérdoba, v.
52, n. 199, p. 245-248, 2003.

MARIANTE, A. S. et al. Present status of the conservation of livestock genetic resources
in Brazil. Livestock Science, Amsterdan, v. 120, n. 3, p. 204-212, 2009.

MARTINEZ, A. M. Caracterizacion genética del cerdo Ibérico mediante marcadores
moleculares. 2001. 174 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Universidade de Cérdoba,
Cérdoba, 2001.

MARTINEZ, A. M. et al. Estudio de la diversidad genética del cerdo Negro Canario con
microsatélites de ADN. Archivos de Zootecnia, Cordoba, v. 56, n. 1, p. 425-428, 2007.

MARTINEZ, J. M. et al. Inmunogenética animal. Cuba: Editora Cientifico-Técnica,
1985. 245 p.

MARTON-LEFEFRE, J. Biodiversity is our life. Science, Washington, v. 327, n. 5970, p.
1179, 2010.

MATIOLI, S. R. Métodos baseados em PCR para analise de polimorfismo de acidos
nucléicos. In: . Biologia molecular e evolugao. Ribeirdo Preto: Holos, 2001. p.
153-161.



57

MATSUBARA, K. et al. Karyotypic evolution of Apodemus (Muridae, Rodentia) inferred
from comparative FISH analyses. Chromosome Research, Oxford, v. 12, n. 4, p. 383-
395, 2004.

MATSUMOTO, C. K.; HILSDORF, A. W. S. Microsatellite variation and population
genetic structure of a neotropical endangered Bryconinae species Brycon insignis
Steindachner, 1877: implications for its conservation and sustainable management.
Neotropical Ichthyology, Porto Alegre, v. 7, n. 3, p. 395-402, 2009.

MCFEE, A. F.; BANNER, M. W.; RARY, J. M. Variation in chromosome number among
European wild pigs. Cytogenetics, Basel, v. 5, n. 1/2, p. 75-81, 1966.

MCFEELY, R. A. Advances in veterinary science and comparative medicine. Domestic

Animal Cytogenetics. San Diego: Academic Press, 1993. v. 34. 250 p.

MELANDER, Y.; HANSEN-MELANDER, E. Chromosomes Studies in African Wild Pigs
(Suidae, Mammalia). Hereditas, Malden, v. 92, n. 2, p. 283-289, 1980.

MENDEZ, J. A. A. Caracterizacion y relaciones filogenéticas de cinco razas
asnales espafolas em risco de exticion. 2002. 212 f. Tese (Doutorado em Produgéo

Animal) — Universidade de Bacelona, Bacelona, 2002.

MENEZES, M. P. C. Caracterizagao genética de cabras brasileiras utilizando
microssatélites. 2005. 133 f. Tese (Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal
da Paraiba, Areia, 2005.

MILACH, S. C. K. Principais tipos de marcadores moleculares e suas caracteristicas.
In: . Marcadores moleculares em plantas. Porto Alegre: UFRGS, 1998. p. 17-
28.

MIRANDA L. L. Caracterizagao genética de javalis (Sus scrofa scrofa) através de
marcadores microssatélites — STRs. 2005. 51 f. Tese (Doutorado em Genética) —
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2005.

MIRANDA, L. L.; LUI, J. F. Citogenética do javali em criatérios comerciais das regibes
Sul e Sudeste do Brasil. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 38, n. 11, p.
1289-1295, 2003.



58

MIRANDA, L. M. S. Estudo genético-populacional de Timor-Leste: antropologia e
aplicagdes forenses. 2008. 263 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Biomédicas) —

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, Coimbra, 2008.

MOORHEAD, P. S. et al. Chromosome preparations of leukocytes cultured from human

peripheral. Experimental Cell Research, Maryland Heights, v. 20, p. 613-616, 1960.

MOURAO, G. M. et al. Levantamentos aéreos de espécies introduzidas no
Pantanal: porcos ferais (porco monteiro), gado bovino e bufalos. Corumba: Embrapa

Pantanal, 2002. 22 p. (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento, 28).

MULLIS, K.; FALOONA, F. Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase catalysed
chain reaction. Methods in Enzymology, Maryland Heights, v. 155, p. 335-350, 1987.

MURPHY, K. E.; STRINGER, J. R. Reca independent recombination of poly d(GT)-
d(CA) in PBR322. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 14, n. 18 , p. 7325-7340, 1986.

NAYLOR, L. H.; CLARK, E. M. d(TG)nd(AC)n sequences upstream of the rat prolactin
gene from z-DNA and inhibit gene transcription. Nucleic Acids Research, Oxford, v.
18, n. 6, p. 1595-1601, 1990.

NORDHEIM, A.; RICH, A. The sequence (dC-dA)n X (dG-sT)n forms left-handed z-DNA
in negatively supercoloided plasmids. Proceedings of the National Academy of the
Sciences of the United States of America, Washington, v. 80, n. 7 , p. 1821-1825,
1983.

OLIVEIRA, E. J. et al. Origin, evolution and genome distribution of microsatellites.
Genetics and Molecular Biology, Ribeirao Preto, v. 29, n. 2, p. 294-307, 2006.

OLIVEIRA, J. C. V. Variabilidade genética em caprinos. 2007. 104 f. Tese
(Doutorado em Zootecnia — Produgdo Animal) — Universidade Federal Rural de

Pernambuco, Recife, 2007.

OSLINGER, A. et al. Caracterizacion de cerdos criollos colombianos mediante la técnica

molecular RAMs. Acta Agrondmica, Palmira, v. 55, p. 45-50, 2006.



59

PAIVA, S. R. Caracterizacdao da diversidade genética de ovinos no Brasil com
quatro técnicas moleculares. 2005. 138 f. Tese (Doutorado em Genética e

Melhoramento) — Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2005.

PAKENDOREF, B.; STONEKING, M. Mitochondrial DNA and human evolution. Annual

Review of Genomics and Human Genetics, Palo Alto, v. 6, p. 165-183, 2005.

PANZARDI, A. Determinagao da paternidade de leitegadas suinas por marcadores
microssatélites utilizando inseminacdao heterospérmica, com deposicao
espermatica intracervical e intrauterina, para a verificagcdo da contribuicdao
individual de machos suinos. 2006. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina

Veterinaria) — Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2006.

PARSONS, T. J.; COBLE, M. D. Increasing the forensic discrimination of mitochondrial
DNA testing through analysis of the entire mitochondrial DNA genome. Croatian
Medical Journal, Zagreb, v. 42, n. 3, p. 304-09, 2001.

PATAK, S.; STOCK, A. D. The X chromosome of mammals: karyological homology as
revealed by banding techniques. Genetics, Bethesda, v. 78, n. 2, p. 703-714, 1974.

PIECZARKA, J. C.; NAGAMACHI, N. Y. Pintura cromossémica como instrumento para
estudos filogenéticos em primatas. In: GUERRA, M. FISH: conceitos e aplicagbes na

citogenética. Ribeirao Preto: Sociedade Brasileira de Genética, 2004. 176 p.

PINHEIRO, M. S. M. et al. Levantamento do Perfil da Suinocultura no Municipio de
Pontes e Lacerda, MT. In: CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ECONOMIA, ADMINISTRACAO E SOCIOLOGIA RURAL, 47., 2009, Porto Alegre.
Anais... Porto Alegre: SOBER, 2009. p. 1-5.

PIRES, A. V. et al. Mapeamento de locos de caracteristicas quantitativas associados a
composicdo de carcaga, no cromossomo seis de suino. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo Horizonte, v. 60, n. 3, p. 725-732, 2008.

POPESCU, P. C. Historique. Cytogénétique dés Mammiféres D’Elevage. Paris: INRA,
1989. 114 p.

Ql, Y. et al. Genetic diversity and relationships of 10 chinese goat breeds in the Middle
and Western China. Small Ruminant Research, Amsterdan, v. 82, n. 2, p. 88-93, 2009.



60

RAMIREZ, O. et al. Integrating Y-chromosome, mitochondrial, and autosomal data to
analyze the origin of pig breeds. Molecular Biology and Evolution, Chicago, v. 26, n.
9, p. 2061-2072, 2009.

RAMOS et al. Design of a high density SNP genotyping assay in the pig using SNPs
identified and characterized by next generation sequencing technology. PloS one, San
Francisco, v. 4, n. 8, p. €6524, 2009.

REDACAO SI. O que é suinocultura organica? Suinocultura industrial, 2003.
Disponivel em: <http://www.suinoculturaindustrial.com.br/PortalGessulli/WebSite/ Noti
cias/o-que-e-a-suinocultura-organica,5518,20081118090907_P_871.aspx>. Acesso em:
20 nov. 2009.

REGE, J. E. O.; GIBSON, J. P. Animal genetic resources and economic development:
issues in relation to economic valuation. Ecological Economics, Amsterdam, v. 45, p.
319-330, 2003.

REGITANO, L. C. A; COUTINHO, L. L. Biologia molecular aplicada a produgao

animal. Brasilia: Embrapa Informag&o Tecnoldgica, 2001. 215 p.

REVIDATTI, M. A. S. Caracterizacion de cerdo crioulo do Nordeste argentino.
2009. 241 f. Tese (Doutorado em Produgdo Animal) — Universidade de Coérdoba,
Cérdoba, 2009.

RODINEY, M.; PAES, R.; PEREIRA, M. Origen y utilizacion potencial de Porco Monteiro
en el Pantanal. In. BERMEJO, J. V. D. Biodiversidad porcina iberoamericana:

caracterizacion y uso sustentable. Cérdoba: Universidade de Cordoba, 2004. p. 49-60.

ROPPA, L. Atualizagao sobre os niveis de colesterol, gordura e calorias da carne

suina. Disponivel em: <www.abipecs.org.br/colesterol.pdf>. Acesso em: 13 ago. 2009.

ROPPA, L. O vice-versa da criacao de suinos. Globo Rural, Sdo Paulo, v. 4, n. 165, p.
46-50, 1999.

ROSA, G. O. et al. Avaliagdo do Javonteiro — produto resultante do cruzamento do javali
com o Porco-Monteiro. In: SIMPOSIO SOBRE RECURSOS NATURAIS E
SOCIOECONOMICOS DO PANTANAL, 3., 2000, Corumba. Resumos...Corumba:
Embrapa Pantanal, 2000. p. 294.



61

ROSSITER, S. J. et al. Genetic variation and population structure in the endangered
great horseshoes bat Rhinolophus ferrumequinum. Molecular Ecology, Oxford, v. 9, n.
8, p. 1131-1135, 2000.

ROTHSCHILD, M. F. Selection for disease resistance in the pig. 1999. Disponivel

em: <http://mark.asci.ncsu.edu/nsif/98proc/rothschild.htm>. Acesso em: 20 set. 2008.

SAHAI, R.; VIJH, R. K. Domestic animal diversity - conservation & sustainable

development. Karnal: SI Publications, 2000. 355 p.

SAIKI, R. K. et al. Enzymatic amplification of beta globin genomic sequences and
restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science, Washington, v. 230,
n. 4732, p. 1350-1354, 1985.

SAIKI, R. K. et al. Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable
DNA polymerase. Science, Washington, v. 239, n. 4839, p. 487-491,1988.

SAINO, N. et al. A experimental study of paternity and tail ornamentation in the Barn
Swallow (Hirunda rustica). Evolution, Oxford, v. 2, n. 51, p. 562-570, 1997.

SAMBROOK, J. et al. Physical mapping of temperature-sensitive mutations of
adenoviruses. Journal of Molecular Biology, London, v. 97, n. 3, p. 369-90, 1975.

SANTOS, S. A. et al. Estratégias de conservagao in situ do cavalo pantaneiro.

Corumba: Embrapa Pantanal, 2003. 29 p. (Documentos, 55).

SANTOS, S. A. et al. Principios basicos para a producao sustentavel de bovinos

de corte no Pantanal. Corumba: Embrapa Pantanal, 2002. 25 p. (Documentos, 37).

SCHIVERA, D. Raising organic pigs. Disponivel em <http://
www.mofga.org/LinkClick.aspx?fileticket=jHIXkXCtD48%3D&tabid=133 >. Acesso em:
20 mai. 2009.

SCHLOTTERER, C. Evolutionary dynamics of microsatellite DNA. Chromossoma,
London, v. 109, n. 6, p. 365-371, 2000.

SCHMIDT, V.; GOTTARDI, C. P. T.; NADVORNY, A. Seguranga sanitaria durante a
producao, o manejo e a disposic¢éao final de dejetos de suinos. In: SEGANFREDO, M. A.



62

(Ed.). Gestao ambiental na suinocultura. Brasilia: Embrapa Informac¢ao Tecnologica,
2007. p. 259-286

SCHWENGBER, S. P. Utilizacao de marcadores de cromossomo Y como
ferramenta visando a elucidagdo de casos de crimes sexuais na genética forense.
2008. 50 f. Dissertagdo (Metrado em Biologia Celular e Molecular) — Faculdade de

Biociéncias, Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2008.

SEABRIGHT, M. A rapid banding technique for human chromosomes. The Lancet,
London, v. 2, n. 7731, p. 971-972, 1971.

SERENO, J. R. B.; SERENO, F. T. P. S. Recursos genéticos animales brasilefios y sus
sistemas tradicionales de explotaciéon. Archivos de Zootecnia, Cérdoba, v. 49, n. 187,
p. 405-414, 2000.

SIGNER, E. N. et al. A pseudoautosomal minisatellite in the pig. Mammalian Genome,
New York, v. 5, n. 1, p. 48-51, 1994.

SILVA, E. et al. Tecnicas de bandeamiento cromosomico. Citogenética Humana.

Manual de Procedimientos. Coldmbia: Instituto Nacional de Salud, 1991.

SILVA, M. P.; MAURO, R. Utilizacion de pasturas nativas por mamiferos e herbivoros
en el pantanal. Archivos de Zootecnia, Cérdoba, v. 51, n. 193, p.161-173, 2002.

SILVA, M. V. et al. Utilizagcdo de marcadores genéticos em suinos. |. Caracteristicas
reprodutivas e de resisténcia a doencas. Archivos Latinoamericano de Produgao
Animal, Maracaibo, v. 11, n. 1, p. 1-10, 2003.

SLIGTHTON, J. L.; BLECHL, A. E.; SMITHIES, O. Human fetal G gamma- and A
gamma-globin genes: complete nucleotide sequences suggest that DNA can be
exchanged between these duplicated genes. Cell, Cambridge, v. 21, n. 3, p. 627-638,
1980.

SMITHIES, O. Zone electrophoresis in starch gel: group variation in the serm proteins of

normal human adults. Biochemical Journal, London, v. 61, n. 4, p. 629-641, 1955.



63

SOLLERO, B. P. Diversidade genética das ragas naturalizadas de suinos no Brasil
por meio de marcadores moleculares microssatélites. 2006. 120 f. Dissertacao

(Mestrado em Ciéncias Agrarias) — Universidade de Brasilia, Brasilia, 2006.

SOLLERO, B. P. et al. Genetic diversity of Brazilian pig breeds evidenced by

microsatellite markers. Livestock Science, Amsterdan, v. 123, n. 1, p. 8-15, 2009.

SOUZA, C. A. et al. Iberian origin of brazilian local pig breeds based on cytochrome b
(MT-CYB) sequence. Animal Genetics, Oxford, v. 40, n. 5, p. 759-762, 2009.

SPONENBERG, D. P.; TORRES, R. Qué es una raza, porque es importante? Taller
terminologia de la conservacion. In: SIMPOSIO IBEROAMERICANO SOBRE LA
CONSERVACION Y UTILIZACION DE RECURSOS ZOOGENETICOS, 5., 2004, Puno.
Anais... 2004. p. 240-243.

STALLINGS, R. L. et al. Evolution and distribution of (GT)n repetitive sequences in

mammalian genomes. Genomics, San Diego, v. 10, n. 3, p. 807-815, 1991.

STONEKING, M. Hypervariable sites in the mtDNA control region are mutational
hotspots. American Journal of Human Genetics, Cambridge, v. 67, n. 4, p. 1029-
1032, 2000.

STORMONT, C; CUMLEY, R. W. Celular antigens in cattle blood. Journal of Heredity,
Oxford, v. 34, p. 35-41, 1943.

SUMNER, A. T. A simple technique for demonstrating centromeric heterochromatin.
Experimental Cell Research, Maryland Heights, v. 75, n. 1, p. 304-306, 1972.

SUMNER, A. T.; EVANS, H. J.; BUCKLAND, R. New technique for distinguishing
between human chromosomes. Nature New Biology, London, v. 232, n. 27, p. 31-32,
1971.

TAUTZ, D. Hypervariability of simple sequence as a general source for polymorphic
DNA markers. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 17, n. 16, p. 6463-6471, 1989.

TAUTZ, D. Notes on the definition and nomenclature of tandemly repetitive DNA
sequences. EXS, Basel, v. 67, p. 21-28, 1993.



64

THOMSEN, P. D.; HOYHEIM, B.; CHRISTENSEN, K. Recent fusion events during
evolution of pig chromosomes 3 and 6 identified by comparison with the babirusa

karyotype. Cytogenetics and Cell Genetics, Basel, v. 73, n. 3, p. 203-208, 1996.

TIJO, J. H.; LEVAN, A. The chromosome number of man. Hereditas, Malden, v. 42, p.
1-6, 1956.

TORO, M. A. et al. Genealogical analysis of a closed herd of black hairless iberian pigs.
Conservation Biology, Cambridge, v. 14, n. 6, p. 1843-1851, 2000.

TORRES, A. P.; JARDIM, W. R. Manual de zootecnia: ragas que interessam ao Brasil.
Sao Paulo: Agronémica Ceres, 1975. 301 p.

TRINCA, C. S. Diversidade genética e padroes filogeograficos da lontra
neotropical (Lontra longicaudis [Olfers, 1818]); (Mammalia: Mustelidae). 2007. 150 f.
Dissertacao (Mestrado em Biociéncia - Zoologia) — Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2007.

TROVO, J. B.; DUARTE, F. A. M. Levantamento de nucleos de criagdo de bovinos da
raga Caracu no Brasil. Zootecnia, Nova Odessa, v. 19, n. 4, p. 245-63, 1981.

UDO, H. Use of ruminant livestock resources in resource-poor farming systems:
back to the future. 2003. Disponivel em: <http://www.zod.wau.nl/aps/papers.ftiml>.

Acesso em: 20 nov. 2009.

VALDES, A. M.; SLATKIN, M.; FREIMER, N. B. Allele frequencies at microsatellite loci:
the SSM revisited. Genetics, Bethesda, v. 133, n. 3, p. 737-749, 1993.

VALIENTE, J. Q. Caracterizacion genética de los bovinos criollos mexicanos y su
relacidon con otras poblaciones bovinas. 2007. 155 f. Tese (Doutorado em Genética)
— Universidade de Cérdoba, Cordoba, 2007.

VIANNA, A. T. Os suinos: criagcado pratica e econdmica. 14. ed. Sdo Paulo: Nobel,
1985. 384 p.

VIARD, F. et al. Microsatellite and the genetics of highly selfing populations in the
Freshwater Snail Bulinus truncatus. Genetics, Bethesda, v. 142, p. 1237-1247, 1996.



65

VOS, P. et al. AFLP: a new technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids Research,
Oxford, v. 23, n. 21, p. 4407-4414, 1995.

WANDERLEY, M. N. B. Territorialidade e ruralidade no Nordeste: por um pacto pelo
desenvolvimento rural. In: SABOURIN, E.; OLIVIO, A. T. (Ed.). Planejamento e
desenvolvimento dos territorios rurais: conceitos, controvérsias e experiéncias.

Brasilia: Embrapa Informagéo Tecnologica, 2002. p. 39-52.

WANG, J. X. et al. Chromossomal polymorphisms due to heterochromatin growth and
pericentric inversions in white-bellied rat, Niviventer confucianus, from China. Hereditas,
Malden, v. 138, n. 1, p. 59-64, 2003.

WEBER, J. L. Informativeness of human DNA (dC-dA)n.(dG-dT)n polymorphisms.
Genomics, San Diego, v. 7, n. 4, p. 524-530, 1990.

WEBER, J. L.; MAY, P. E. Abundant class of human DNA polymorphisms which can be
typed using the polymerase chain reaction. American Journal of Human Genetics,
Cambridge, v. 44, n. 3, p. 388-396, 19809.

WELSH, J.; McCLELLAND, M. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary
primers. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 18, n. 24, p. 7213-7218, 1990.

WIEDMANN, R. T.; SMITH, T. P.; NONNEMAN, D. J. SNP discovery in swine by
reduced representation and high throughput pyrosequencing. BMC Genetics, London,
v. 4, p. 9-81, 2008.

WILLIAMS, J. G. K. et al. DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful
as genetic markers. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 18, n. 22, p. 6531-6535, 1990.

WILSON, M. R. Validation of mitochondrial DNA sequencing for forensic casework
analysis. International Journal of Legal Medicine, Heidelberg, v. 108, n. 2, p. 68-74,
1995.

WILSON, M. R. et al. A family exhibiting heteroplasmy in the human mitochondrial DNA
control region reveals both somatic mosaicism and pronounced segregation of
mitotypes. Human Genetics, New York, v. 100, n. 2, p. 167-171, 1997.



66

WINTER, A. K.; FREDHOLM, M.; THOMSEN, P. D. Variable (dG-dT)n.(dC-dA)n

sequences in the porcine genome. Genomics, San Diego, v. 12, n. 2, p. 281-288, 1992.

XU, J. Y.; XU, G. B.; CHEN, S. L. A new method for SNP discovery. Biotechniques,
Natick, v. 46, n. 3, p. 201-208, 2009.

XU, M.; HUARACHA, E.; KORBAN, S. S. Development of sequence-characterized
amplified regions (SCARs) from amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers
tightly linked to the Vf gene in apple. Genome, Ottawa, v. 44, n. 1, p. 63-70, 2001.

YAU, F. C. F. et al. Generation of a sequence characterized amplified region probe for
authentication of crocodilian species. Journal of Experimental Zoology Part B:
Molecular and Developmental Evolution, Hoboken, v. 294, n. 4, p. 382-386, 2002.

ZANE, L.; BARGELLONI, L.; PATARNELLO, T. Strategies for microsatellite isolation: a
review. Molecular Ecology, Oxford, v. 11, n. 1, p. 1-16, 2002.

ZARATE, A. V. Breeding strategies for marginal regions in the tropics and subtropics.

Animal Research and Development, Tuebingen, v. 43, p. 99-118, 1996.



67

CAPiTULO 2. SUS SCROFA: ESPECIE, SUBESPECIE E RAGA

Resumo - Neste capitulo, objetivaram-se aplicar os conceitos de espécie, subespécie,
raga e grupo genético a espécie Sus scrofa; descrever os grupos genéticos e as ragas
que foram utilizados para auxiliar nas analises filogenéticas e de divergéncia genética; e
apresentar a metodologia comum aos demais capitulos, descrevendo todos os
procedimentos realizados na coleta e no processamento das amostras. Com base na
revisdo de literatura, verificou-se que aqueles conceitos diferem quando aplicados a
espécie Sus scrofa, devido, principalmente, a sua grande diversidade genética e
geografica, proporcionando a sua divisdo em inumeras subespécies e racgas. Por ultimo,
sugere-se a utilizagdo do termo nativo, local, autdéctone ou crioulo ao invés de
naturalizado e nacional para as ragas dos animais domésticos do Brasil, uma vez que a
real definicdo dos termos naturalizado e nacional os torna inadequados quando

aplicados as racas formadas no Brasil.

2.1 INTRODUGAO

O suino, bem como o javali, pertence ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, classe
Mammalia, subclasse Theria, ordem Artiodactyla, subordem Suinae (Suiformes), familia
Suidae, subfamilia Suinae, género Sus e a espécie Sus scrofa (ORR, 1986). Ambos
pertenciam a ordem Artiodactyla por serem mamiferos ungulados de digitos pares;
recentemente, entretanto, houve uma reclassificagdo taxonémica, que o reclassifica
como Cetartiodactyla (FONSECA & CORREIA, 2008; OLIVER & LEUS, 2008).
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Os cetartiodactilos constituem uma ordem de mamifero placentario, que reune as
antigas ordens dos cetaceos (Cetacea) e dos artiodactilos (Artiodactyla). Os cetaceos
sdo os mamiferos marinhos, como os golfinhos, as baleias e outros, enquanto os
artiodactilos sado, entre outros, os camelos, os bovinos, os suinos e os hipop6tamos. Os
mamiferos placentarios teriam tido a sua origem no Cretacico Inferior, ha 125 milhdes
de anos (ROACH, 2002; JI et al., 2002), e pertencem a uma infraclasse (Placentalia)
que se caracteriza pelo fato de as crias ficarem no utero materno durante a gestacgéo,
onde sdo alimentadas por uma placenta corion-alantéide (YOUNG, 1977). Acredita-se

na existéncia de mais de 5.100 espécies de mamifero placentario (CHAPMAN, 2006).

De acordo com NOWAK (1991), o género Sus compreende cinco espécies vivas,
que sao de mamifero placentario: Sus salvanius, Sus barbatus, Sus verrucosus, Sus
celebensis e Sus scrofa. Acredita-se que existam, pelo menos, 16 subespécies na
espécie Sus scrofa (CHEN & LEIBENGUTH, 1995; OLIVER et al., 1993; GIUFFRA et
al., 2000), como o javali europeu (S. s. scrofa), o da Malasia e Indonésia (S. s. vittatus)
assim como o porco doméstico (S. s. domesticus). Naturalmente, as subespécies
selvagens ocorrem na Eurasia e no Noroeste da Africa. No entanto, de forma geral,

essa espécie pode ser dividida em dois grupos: selvagem e doméstico.

Este capitulo tem como objetivos aplicar os conceitos de espécie, subespécie,
raga e grupo genético a espécie Sus scrofa; descrever as ragas e 0s grupos genéticos
utiizados para auxiliar nas analises filogenéticas e de divergéncia genética; e
apresentar a metodologia comum aos demais capitulos, descrevendo todos os

procedimentos realizados na coleta e no processamento das amostras.

2.2 ESPECIE, SUBESPECIE E RAGA

A espécie € um agrupamento de individuo com profunda semelhanga reciproca
(estrutural e funcional), que demostra ainda acentuadas similaridades bioquimicas:
idéntico cari6tipo e capacidade de reproducgéo entre si, originando novos descendentes
férteis e com o mesmo quadro geral de caracteristica. Do ponto de vista estritamente
sistematico ou da taxonomia, € a hierarquia compreendida entre o género (ou o

subgénero, se existir) e a subespécie. Esta é, portanto, em taxonomia, uma subdiviséo
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da espécie. Geralmente, isso ocorre quando duas ou mais populagdes de uma mesma
espécie se separam, habitando regibes diferentes e, separadas por barreiras
geograficas durante muitas e muitas geragdes, ndo compartiham as mutagbes que
ocontecem no transcurso do tempo. Assim, inexistindo troca de alelo entre tais
populagdes, sobrevém as diferenciagdes genéticas e, consequentemente, surgem

subespécies ou ragas.

Uma espécie esta separada de outra pelo isolamento reprodutivo, enquanto uma
subespécie esta separada de outra apenas por diferencas morfolégicas, genéticas,
fisiolégicas e geograficas (FOX & WOLF, 2006). A biologia reconhece espécies
monotipicas — nas quais ndo é possivel classificar os individuos em diferentes
subespécies ou ragas — e espécies politipicas — nas quais & possivel identificar
subespécies ou ragas distintas (BAMSHAD et al., 2004). A espécie Sus scrofa é
politipica, pois, além de possuir varias subespécies, contém inumeras ragas na
subespécie Sus scrofa domesticus, dai a impossibilidade de se alcangar uma

classificagdo consensual.

Geralmente, considera-se raca um sindnimo de subespécie, caracterizada pela
comprovada existéncia de linhagem intraespecifica distinta. Portanto, para a
delimitacdo de subespécie (ou raca), a diferenciacdo genética é uma condigéo
essencial (MAYR, 1969; PONZONI, 1997). A espécie Sus scrofa, entretanto, possui
varias subespécies que nada tém a ver com raga, uma vez que essa atribuicdo apenas
€ conferida aos distintos grupos que compdem unica e exclusivamente a subespécie
Sus scrofa domesticus; nao € comum se dividir espécie nem subespécie selvagens em

raca.

Em principio, raca poderia ser considerada uma classificagdo muito util para os
animais de produgdo, mas, a partir das realizagbes dos criadores ingleses do século
XVIII e inicio do XIX, com a apari¢gao do cavalo puro sangue inglés, dos bovinos durham
e aberdim bem como do ovino disley e do porco yorkshire o conceito de raga passou a
ser estudado de forma mais complexa (MARTINEZ, 2001). Desde ent&o, sdo muitas as
definicbes de raca abordadas por diferentes autores (KRONACHER, 1937;
DOBZHANSKY, 1941; CUENCA, 1950; JORDANO-BAREA, 1951; SANCHEZ, 1960;
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DOMINGUES, 1968; LERNER & DONALD, 1969; CARTER & COX, 1982; OROZCO,
1985; CLUTTON-BROCK, 1992; PONZONI, 1997).

De acordo com RODERO & HERRERA (2000), as ragas sao populagbes com
origem e localizacdo em uma determinada area, que possuem um ambiente comum e
que se distinguem nos aspectos fisicos, os quais sdo determinados geneticamente e

que as diferenciam de outras populagbes da mesma espécie.

Conforme afirma DOMINGUES (1968), ragca € um conceito convencional, que diz
respeito a um grupo de animal da mesma espécie, com origem comum, apresentando
caracteres particulares (inclusive atributos econdémicos), que tornam seus individuos
semelhantes entre si, tanto quanto diferentes de individuos de outros agrupamentos da
mesma natureza, e que sao ainda capazes de gerar, em condigcbes ambientais
idénticas ou semelhantes, descendéncia com os mesmos caracteres morfoldgicos,

fisiologicos e econdmicos.

Diz-se que é convencional pelo fato de, para o criador ou mesmo para o
zootecnista, a raca passar a existir desde que os criadores de uma populagdo animal
estabelecam as bases de seu padrdao, comprometendo-se a manté-la por selegcéo de
seus reprodutores e por casticamento, instituindo, para esse propdésito, um livro
genealdgico para os animais que apresentem o padrao estabelecido, e que o Ministério
da Agricultura reconheca a populacao como raga (DOMINGUES, 1968). Trata-se de um
conceito tdo convencional que reconhece que animais descendentes de pais, avos e
outros ascendentes puros podem afastar-se do padrdo. E, apesar da sua pureza de
sangue, decorrente de serem descendentes diretos de animais registrados, n&o logram
ser inscritos no livro genealdgico da raga. Como exemplo, cita-se o caso dos porcos das
ragas wessex e hampshire, cujos padroes exigem uma faixa branca, mas é possivel
que nasgam individuos sem a tal faixa ou com a faixa irregular, sendo estes recusados
a inscrigao.

Por isso tudo, pode-se afirmar que raca € um conceito artificial, apoiado em uma
realidade biolégica, e a decisdo de admitir um grupo genético como raga esta
subordinada a proposicdo dos criadores e ao reconhecimento dos técnicos da

administragéo.
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Quando um grupo de animal cujos individuos tém a mesma origem, apresenta
caracteres particulares que tornam seus membros semelhantes entre si, mas diferentes
dos individuos de outros agrupamentos de mesma natureza, e gera, sob as mesmas
condi¢cbes ambientais, descendéncia com os mesmos caracteres particulares, mas nao
possui associagdo de criador nem livro genealdgico, tampouco € reconhecido pelo
Ministério da Agricultura como raga, diz-se que é um grupo genético. Ou seja, este
atende aos requisitos biologicos existentes no conceito de raga, mas n&o aos
convencionais, que sao primordiais para o reconhecimento de um grupo como raca.
Assim, dos grupos genéticos de suino nativo do Brasil, apenas dois sdo reconhecidos
como raga pelo Ministério da Agricultura, o piau e o moura.

De acordo com a origem, as ragas podem ser primitivas, quando naturais de
certa regiao, ou derivadas, quando provém de outras ragas (DOMINGUES, 1968). No
decorrer dos anos, as ragas nativas brasileiras, que sdo derivadas das introduzidas
pelos colonizadores, passaram a ser conhecidas como crioulas, locais, nacionais e até
mesmo naturalizadas. Entretanto aqueles animais que vieram nas embarcacdes e que
se naturalizaram de fato no Brasil — devido a cruzamentos absorventes entre eles
(mesticagem) e a selecdo natural propiciada pelo ambiente diferenciado e pelas
condi¢cbes edafoclimaticas diversas — deram origem as ragas nativas do pais, que séo
unicas no mundo. Por isso é mais adequado referir-se a elas como nativas, locais,
autoctones ou crioulas que como naturalizadas — uma vez que “naturalizagdo” é o ato
pelo qual um individuo adquire uma “nacionalidade” que ndo é a sua propria — ou
nacionais — ja que, segundo DOMINGUES (1968), a raca é definida como do pais, e

nao da nacéo.

Para ALMEIDA (s.d), ragas nativas sdo as que se formaram em um determinado
pais ou regido, oriundas de animais trazidos de outros paises ou de outras regides. E o
caso, segundo ele, das ragas formadas no Brasil, tais como o bovino curraleiro, os
caprinos da raga moxoto, canindé e outros. Essas ragas, segundo ALMEIDA (s.d), ndo
existiam nem existem em Portugal, mas foram formadas no Brasil a partir dos animais
trazidos de la. Esse autor ressalta ainda que raga naturalizada é aquela que ja estava

formada em outro pais e, quando transferida para novos paises, passou por um
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processo de adaptagéo. E o caso das ragas bovinas nelore, gir e guzera, trazidas da

india e que estdao muito bem adaptadas ao Brasil.

Segundo DOMINGUES (1968), na naturalizacdo, que €& uma forma de
aclimatamento genético, a raga aclima-se sem necessariamente ocorrer um processo
de variabilidade, ou seja, sem haver afastamento do padréo racial. Como exemplo de
naturalizacao, esse autor também cita as zebuinas (bovinos). A naturalizagdo € um
processo mais rapido, mais facil, mais simples. Mas a sua ocorréncia, na maioria das

vezes, so se verifica quando as regides sao homoclimaticas.

A FAO (Food and Agriculture Organization) propde uma classificacao de raca
associada ao meio onde se da a criacéo, diferenciando-se, segundo o Boletim de

Informacgéo sobre Recursos Genéticos Animais (FAO, 2001), nas seguintes variantes:
1. Ragas exdticas, entre as quais se distinguem:

a) racas de recente apresentacdo: importadas uma Unica vez e pelo

menos ha umas cinco geragoes;

b) e ragas importadas continuamente: aquelas cujo acervo genético local

se repde periodicamente com material importado.
2. Racas locais, entre as quais se encontram, por sua vez:

a) Racas autéctones ou nativas: procedentes de uma regido particular, a

qual estdo adaptadas e onde séo utilizadas; e

b) Racas adaptadas localmente: que estiveram em um pais ou em uma
regido durante tempo suficiente para se adaptar geneticamente a um ou mais

sistemas tradicionais ou regionais de producéo.

Percebe-se que, de acordo com a FAO (2001), o termo “raga localmente
adaptada” também nado é adequado para se referir as ragas nativas do Brasil, pois a
landrace e a duroc, por exemplo, depois de quase 100 anos de introdugéo, estéo
‘localmente adaptadas” ao Brasil, mas ndo sao ragas locais, ou seja, ndo sao nativas.
Entende-se que a expressao “localmente adaptada” estaria mais relacionada a raca
naturalizada que a nativa. Ou seja, a raca introduzida esta localmente adaptada,

“naturalizou-se”, mas nunca vira a ser nativa. Entretanto as ragas derivadas das
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introduzidas sao nativas, conforme deixa claro DOMINGUES (1968). Para ele, raca
nativa é aquela natural ou derivada, que se formou em certa regido do pais por selegcao
natural, acompanhada ou ndo de acdo seletiva e conservadora do homem. Como

exemplo, esse autor cita a pirapetinga e a piau.

As racgas de suino do Brasil, embora derivadas, formaram-se aqui, por isso suas
origens sdo brasileiras. E, portanto, contraditorio dizer que se investigam suas
respectivas origens ou que sao naturalizadas, ou seja, que se formaram em outro pais
e naturalizaram-se no Brasil — 0 que se investigam, na verdade, s&o suas procedéncias.
Nesse sentido, questiona-se se o casco-de-burro, de fato, tenha-se originado em terras
brasileiras a partir das ragas ibéricas introduzidas no periodo colonial ou se € originario
dos Estados Unidos (MARIANTE et al., 2003; MARIANTE & CAVALCANTE, 2006;
CASTRO, 2007), tendo sido importado posteriormente. Nesse ultimo caso, os animais
cascos-de-burro seriam mais um grupo genético introduzido, que estaria localmente

adaptado, mas nao seria nativo do Brasil.

O termo naturalizado € muito usado no Brasil para se referir aos grupos
genéticos nativos desse pais. Mas isso ocorre pelo equivoco com relagédo ao fato de a
espécie Sus scrofa ter sido introduzida no pais, ndo sendo, de fato, nativa. Devido ao
tempo de introdugéo, a subespécie Sus scrofa domesticus ja pode ser considerada
naturalizada. Nesse caso, sim, o termo é o adequado, uma vez que essa subespécie,
embora introduzida, adaptou-se e fixou-se para além do seu local de introducao inicial,
formando populagbes que se mantém e que se reproduzem com éxito tanto com quanto
sem a intervencdo do Homem (a exemplo do que ocorre com 0 porco-monteiro);
quando isso acontece, diz-se que a espécie esta naturalizada (RUNDEL et al., 1998).
Mas a subespécie Sus scrofa scrofa € exoética e invasora, embora também introduzida,
pois as suas populagdes — pela acéo direta ou indireta do homem — reproduzem-se sem
controle, ocasionando, segundo alguns autores (MIRANDA & LUI, 2003; GROSSI et al.
2006), danos ambientais relevantes. Portanto a espécie Sus scrofa pode ser
considerada tanto naturalizada, quando se referir a subespécie Sus scrofa domesticus,

quanto exdtica e invasora, quando se referir a Sus scrofa scrofa.
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APARICIO (1946), citado por DOMINGUES (1968), baseado na maior ou menor
influéncia do homem ou do ambiente sobre as ragas dos animais domésticos,
estabelece dois grupos: i) raca mesoldgica, constituida por animais que foram e séo
marcadamente influenciados pelo ambiente, mas muito discretamente pelo homem, e ii)
melhorada, que, em oposicdo a mesologica, € aquela sensivelmente influenciada pela
acao do homem. Assim, pode-se afirmar que as ragas de suino nativas do Brasil sdo
mesoldgicas. Ha, contudo, um grupo genético considerado nativo por alguns autores,
que é o produto do cruzamento entre raga estrangeira e nativa, conhecido como
sorocoba (GODINHO, 1986). Este pode ser considerado um grupo genético sintético,
uma vez que é fruto de cruzamento dirigido, representando um grupo nativo melhorado,
na concepcéo de APARICIO (1946).

De acordo com a aptidao zootécnica, os grupos genéticos/ragcas de suino nativo
do Brasil se enquadram no tipo banha, embora existam ragas de aptiddo mista, tipo

banha e tipo carne, como a piau.

E, por fim, considerando-se a filiagcdo étnica das racas, as suinas estariam

distribuidas em trés troncos (LIMA, 1919): céltico, ibérico (ou mediterraneo) e asiatico.

Dadas as diferencas na abundancia e escassez de alimento, muito variavel do
norte para o sul da Europa e mesmo na prépria Peninsula Ibérica, desenvolveram-se
dois tipos de suino bastante diferentes, o celta no norte versus ibérico no sul. Essas
diferengas sao bastante acentuadas, devido aos variados sistemas de alimentagéo das
populagdes rurais das areas onde tais tipos foram desenvolvidos. Os celtas orientavam
a produgcdo dos animais para a comercializacdo de carne fresca e produtos de
salsicharia, enquanto os ibéricos destinavam as carnes e os toucinhos dos suinos para
produtos curados e de larga duragdo (COELHO, 2003).

Os individuos do tronco céltico sao braquiocéfalos, o corpo € comprido, com o
dorso convexo e o peito chato. Eles sao longilineos, de altura superior a média e de
costados achatados (MARTINEZ, 2001).

Nesse tronco, enquadram-se as racas bisara (Portugal) e celta gallega
(Espanha). Estas se caracterizam por terem os sistemas Osseo e muscular

desenvolvidos, sobretudo no terco anterior, com cabecga forte, grande e musculosa;
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membros grandes, pele despigmentada e cerdas grosseiras, abundantes e de cor
variavel (branca, preta, amarelada ou avermelhada). As orelhas s&o grandes e caidas,

chegando a tapar os pequenos olhos (REIS, 2000).

O animal adulto pode alcancar 80 cm de altura do solo a cernelha. Seu tronco
mede, em média, 1 m no sentido longitudinal, o perimetro toracico & 118 cm
aproximadamente, o didmetro intercostal € sempre inferior a 30 cm e seu peso médio é

120 kg, chegando alguns exemplares a alcangar os 200 kg (REIS, 2000).

As fémeas possuem um aparelho mamario que contém de 12 a 18 tetos, sado
cobertas entre o sétimo e o oitavo més de vida, tém gestacdo com duragcdo média de
114 dias, variando entre 110 e 118 dias, apresentam boa prolificidade (12-14

leitbes/parto) e boas caracteristicas maternais (CARRIL, 2001).

O tronco porcino céltico tem como qualidades a rusticidade, a fertilidade, a
prolificidade e a qualidade carnica, sendo a sua baixa produgédo de carne por leitdo
compensada pelo numero de leitdo por parto e pela qualidade das suas carcagas, que

sdo utilizadas na produgéao de leitdo assado.

Os representantes do tronco céltico encontram-se, para além de Portugal e
Espanha, em distintos paises da Europa, como Franca, Bélgica, Dinamarca, Russia,
Suécia, Noruega, Alemanha, Austria, Hungria e Suica (CARRIL, 2001), existindo
também no continente americano, onde s&o derivados das racgas introduzidas, mas
mantém as caracteristicas do tronco de origem, sendo a canastrao a raga brasileira

representante desse tronco (Figura 1 do Capitulo 1).

Os individuos do tronco ibérico, que LIMA (1919) situa entre o céltico e o asiatico
por terem caracteres morfoldgicos intermédios entre os dois antecedentes, séo

dolicocéfalos, com pouca depressao frontonasal.

A pele é sempre pigmentada e coberta de cerdas pouco abundantes, pretas,
ruivas ou, menos regularmente, brancas. Trata-se de animais rusticos, vigorosos e bons
caminhantes, presta-se, otimamente, a exploracdo em regime pastoril, e as porcas,
menos fecundas, parem de 8 a 10 leitdes. Tém boa produgéo de gordura, mas pouca de

carne, ambas de sabor agradavel (REIS, 2000).
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Os animais pertencentes ao tronco Ibérico encontram-se espalhados pelo sul da
Europa, sobretudo na bacia do Mediterraneo, existindo no sul da Espanha e de
Portugal, nas ilhas mediterranicas, no sul da Franga, Italia, Grécia, Austria, Hungria,
Bulgaria e de Malta. Esses animais também se espalharam pelo mundo, na época da
colonizagao, principalmente da América (VIANNA, 1985; RAMIREZ et al., 2009) e da
Australia (GONGORA et al., 2004). No Brasil, como representantes desse tronco, citam-

se as racgas piau e caruncho (Figuras 1 e 2 do Capitulo 1 respectivamente).

Os suinos do tronco asiatico, também braquiocéfalos, tém fronte larga e chata, e
0s 0ssos nasais curtos formam, juntamente com os frontais, um angulo quase reto. O
pescoco € curto, confundindo-se com as papadas, que s&o fortes e gordas. Tém
pequena estatura, a pigmentagéao da pelagem é variavel (vai do preto ao cinzento claro,
podendo até ser despigmentada); as cerdas, pouco abundantes, sdo geralmente

brancas. As orelhas sdo pequenas, eretas ou quase eretas.

Esses animais, rusticos, muito precoces, dotados de extraordinario apetite e
eficiéncia digestiva, engordam rapidamente. A sua fecundidade é notavel, podendo parir
17 ou até mesmo 24 leitdes. A carne € esbranqui¢cada, um pouco mole e bastante gorda
(VICENTE, 2006).

Originarios da Asia, povoavam a China, o Japdo e a Polinésia (POVOAS-
JANEIRO, 1944). Introduzidos na Inglaterra no século XVIIl, serviram de base aos
notaveis mestigos ingleses, disseminando-se por todo o mundo e contribuindo para a
formacgéo de diversas racas. A pirapetinga e a tatu sdo racas representantes desse

tronco no Brasil (Figuras 1 e 2 do Capitulo 1 respectivamente).

S&o descritos como altamente prolificos, com grande precocidade sexual,
apresentam qualidade da carne aceitavel e boa adaptabilidade a criacdo extensiva,
além de consideravel longevidade produtiva. Em contrapartida, tém taxas de
crescimento mais lentas e menor percentagem de carne (ROTHSCHILD & RUVINSKY,
1998; LI et al., 2004).

Os porcos desses trés troncos serviram de base, sobretudo na Inglaterra, a
muitissimos cruzamentos, visando a produzir animais que transformassem rapidamente

alimentos em carne. Os produtos resultantes, conjugados entre si, deram lugar a
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numerosos grupos mesticos, alguns dos quais foram considerados ragas, embora essas

populagdes nem sempre apresentem tipos definidos (VICENTE, 2006).

O grande feito na formacéo de qualquer nova raca € conseguir reunir materiais
genéticos diferenciados, para, nas geragdes seguintes, atingir-se uma ou mais
caracteristicas com homogeneidade relativa e fixidez razoavel. E a virtude esta em
chegar la sem perder muita variabilidade genética. Por isso, quando se parte de tronco
ou origem étnica bem distintos, parte-se de um material genético mais rico, foi o que
aconteceu com as “ragas” nativas brasileiras, oriundas de cruzamento absorvente entre

raca de varios troncos.

Ressalta-se que as ragas introduzidas no século passado para fins de aumento
de producdo ndo contribuiram em nada na formacdo dos grupos genéticos nativos
brasileiros de suino. No entanto € comum constatar, na literatura especializada, que tais
ragas — principalmente a duroc — contribuiram nas suas formagdes. Aquela afirmacéao
apoia-se na data de chegada dessas racas ao Brasil, nas primeiras décadas do século
passado, quando as nativas ja existiam, uma vez que estas s&o mais que seculares.
Hoje, a possivel relacdo genética entre as racas nativas e as mais recentemente
introduzidas pode ser concebida como introgresséo alélica, mesticagem, mas ndo como
contribuicdo na formacéao da racga.

Devido, entre varios fatores, ao elevado grau de mesticagem existente nas
populagdes nativas, atualmente, no Brasil, constitui tarefa bastante dificil separar os
suinos em agrupamentos genéticos distintos. Alguns trabalhos foram realizados
(CAVALCANTE NETO et al., 2002; CASTRO et al., 2002; CAVALCANTE NETO et al.,
2007) na tentativa de localizar e classificar animais de raga nativa nos seus respectivos
grupos, utilizando-se dos elementos descritivos mais adequados para a espécie: cor da
pelagem, presenca ou auséncia de cerda, tipo de orelha e de perfil. Na Figura 1,
apresentam-se os diversos tipos de perfil cefalico e, na 2, os diversos tipos de orelha da

subespécie Sus scrofa domesticus.
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(@) (b) © @

Figura 1. Diversos tipos de perfil dos suinos. (a) Perfil retilineo: nenhuma depresséo
frontonasal; (b) Perfil subconcavo: acentuada depressao frontonasal; (c) Perfil
cbncavo: proberancia do occipital elevada; e (d) Perfil ultracéncavo: forte
depresséo frontonasal. Adaptado de ALBUQUERQUE et al. (1990)

"
/""
(a) (b) (c)
Figura 2. Diversos tipos de orelha dos suinos. (a) Céltica: grandes e pendentes; (b) Ibérica:

médias com a ponta dobrada ou caidas para frente; e (c) Asiatica: pequenas e
eretas. Adaptado de ALBUQUERQUE et al. (1990)

Os caracteres raciais nem sempre sao apenas raciais, pois podem ser
confundidos com os caracteres da espécie (DOMINGUES, 1968). Nos suinos, por
exemplo, as orelhas podem ser ibéricas, célticas e asiaticas. Isso seria uma
caracteristica racial, visto que, nessa espécie, 0os animais podem apresentar quaisquer
desses tipos de orelha. Contudo o casco fendido pode ser considerado uma
caracteristica da espécie, e nao racial, devido ao fato de todas as racas apresentarem o
mesmo tipo de casco (fendido), ndo servindo esse parametro para separar grupos
intraespécies.

Considerando-se os individuos do grupo conhecido como casco-de-burro,
questiona-se se, de fato, o casco fendido é uma caracteristica da espécie, uma vez que
ela também pode apresentar o casco fundido — no entanto € devido ao caracteristico

casco fendido que essa espécie pertencia a ordem Artiodactilos e que pertence agora a
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Cetartiodactilos. Para que isso fique mais claro, convém destacar que, nos cavalos, a
pelagem é uma caracteristica racial, e ndo da espécie, ja que, nessa espécie, ha varios
tipos de pelagem que caracterizam os diversos grupos raciais. Contudo, entre os
cavalos, o casco fundido € uma caracteristica da espécie, mas nao racial, pois ndo ha
diferengas nesse atributo entre as diversas racgas (ou individuos).

O critério “tipo de casco”, no entanto, pode-se tornar racial em suino, sendo este
a principal caracteristica da “raga” casco-de-burro, mas ndo deve ser a Unica, uma vez
que, para proceder a classificagcdo de uma raga suina, deve-se considerar o tipo de
orelha e de perfil, a presenca ou auséncia de cerda bem como a cor da pelagem.

Outro aspecto a esclarecer € que, no meio natural, a conservagao parece se
circunscrever ao ambito da espécie, tanto quanto, no mundo doméstico, tende-se a
centralizar a conservacdo no ambito da raga. Seria mais adequado ampliar a
conservagao para a biodiversidade, em particular na esfera doméstica, e levar em conta
as formas e os niveis que uma populacdo domeéstica pode adotar. No espaco
subespecifico, situa-se a raga, mas, no intrarracial, podem ser encontrados distintos
conceitos de populagdo, pouco ou nao claramente definidos, como sédo a estirpe, a
linha, o tipo étnico, a variedade e o ecdétipo, que devem ser levados em conta da
mesma maneira que os niveis mais altos, a raca e a espécie. A erosao genética ocorre
em todos os niveis, e a perda de uma raga € tdo grave como a de sua variabilidade

interna.

Varios autores reconhecem grupos intrarraciais (DOMINGUES, 1968; FORERO-
VIZCAINO, 1999; RODERO & HERRERA, 2000; CARAVACA-RODRIGUEZ et al.,
2003), como as sub-racgas, formadas principalmente pelo efeito da sele¢cao natural, e as
variedades, formadas principalmente por meio da selecdo artificial (RODERO &
HERRERA, 2000). Esse ultimo conceito, no entanto, contrasta com o de outros autores
(DOMINGUES, 1968; FORERO-VIZCAINO, 1999; CARAVACA-RODRIGUEZ et al.,
2003), para os quais a variedade é formada por individuos de uma mesma raca que,
em consequéncia da diversidade das condigbes ambientais, apresentam diferencas
fenotipicas em alguns caracteres, uma vez que as caracteristicas ambientais podem

limitar a expressé&o do gendtipo e determinar um fendtipo especifico. Por esse motivo,
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uma raga possuird maior numero de variedade quanto mais ampla for sua dispersao

geografica e quanto mais diferentes forem os sistemas de exploracdo da mesma.

Quando as diferengas que favorecem o surgimento das variedades se devem as
questdes geograficas, as variantes sdo chamadas de ecétipos (MOLLES, 2006).
Segundo RIEGER et al. (1991), esse termo corresponde a grupos ou ragas locais cujos
gendtipos se tenham adaptados a um ambiente particular como resultado da selegéo
natural e refere-se também a acepcgao biolégica que descreve individuos ecoldgica e

fenotipicamente diferenciados.

A estirpe € um subgrupo da variedade e tem o objetivo de assegurar a presenca
de determinados caracteres (FORERO-VIZCAINO, 1999). A linhagem & um grupo
animal, mais ou menos amplo, que procede de um mesmo progenitor, mantendo
determinados caracteres desejados (DOMINGUES, 1968; FORERO-VIZCAINO, 1999).
RODERO & HERRERA (2000) conceituam estirpe como uma populagao fechada de
animal de mesma racga, explorada para reprodugcao consanguinea, sem a introdugao de
material externo pelo menos durante cinco geracdes, ao passo que a linhagem é a
subdivisdo da estirpe, originada por métodos de cruzamento adequado, que exigem o

isolamento de menor numero de geragéo que a estirpe.

2.3 DESCRIGAO DOS GRUPOS GENETICOS/RAGAS ESTUDADOS

Este trabalho contempla racas e grupos genéticos de suino do continente
americano e do europeu, mais precisamente do Brasil, dos Estados Unidos, de Portugal

e da Espanha, (Figura 3).

Portugal, apesar de ser um pais bastante pequeno, possui diversos tipos de
ambiente, como o montado, com caracteristicas préprias tanto no ambito estrutural,
climatérico, quanto paisagistico, permitindo originar e manter, ao longo dos anos, uma
enorme biodiversidade, que esta bem clara no alto numero de raga autdctone de
interesse pecuario (13 bovinas, 13 ovinas, 5 caprinas, 4 equideas e 3 galinaceas)
(GAMA et al., 2004).
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Figura 3. Distribuicdo geografica dos grupos genéticos de suino estudados neste
trabalho, que s&o oriundos do Brasil (das regiées Nordeste, Centro-Oeste
e Sudeste), dos Estados Unidos e da Peninsula Ibérica (Portugal e

Espanha)

O montado esta historicamente associado ao sistema tradicional de produgéo
dos suinos da raca alentejana em Portugal e da ibérica na Espanha, animais
perfeitamente adaptados as suas condigcbes. Nesse sistema, o porco alimenta-se de
tudo o que o montado da. Come a bolota que cai da azinheira (Quercus rotundifolia) ou
a glande que cai do sobreiro (Quercus suber), assim como ervas, minhocas e

cogumelos. E, ao mesmo tempo, com seu estrume, vai fertilizando a terra.

Em Portugal, existem duas racas de suino autdctone, alentejana e bisara, e o
pais possui, ainda, um grupo genético, conhecido como malhado-de-alcobaca.
Na Espanha, ha um numero maior de raga suina autéctone, que se classifica nas

de tronco céltico [celta gallega, chato vitoriano, gochu asturcelta, catalana, lermefia de
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burgos e baztanes de navarra (DELGADO et al., 2000)], localizadas no noroeste da
Peninsula Ibérica e que chegaram com as civilizagdes que invadiram essa area desde o
centro até o norte da Europa, e ibérico (negro mallorquin, vasco, ibérico, chato
murciano, formenteira), o qual chegou a Espanha com as civilizagbes que invadiram a
Peninsula Ibérica desde a zona Mediterranea, povoando o Sudeste da peninsula e as
ilhas Baleares.

Na Espanha, a demarcagédo por zonas dos tipos céltico e ibérico seguia uma
linha diviséria que ia desde a desembocadura do rio Mifio até Valéncia, dividindo-a em
duas partes. Ao norte da linha diviséria, na Galicia, Asturias, Le&do, ambas as Castillas,
Pais Basco, Navarra, Aragdao, Catalunha e norte de Valéncia, predominava o tipo
céltico. Ao sul da linha diviséria, na Extremadura, Andaluzia, Murcia, sul de Castilla-La
Mancha e de Valéncia, predominava o tipo ibérico (REVIDATTI, 2009).

Ha também um tipo africano, chamado negro canario, que é encontrado nas ilhas
Canarias. Embora com origem africana (DELGADO et al., 1998), a atual populagao

pode ter influéncia da variedade entrepelado da raga ibérica (PAZ, 1995).

Na literatura, ha autores (MARIANTE et al., 2003; MARIANTE & CAVALCANTE,
2006; CASTRO, 2007) que afirmam que os animais cascos-de-burro do Brasil séo
oriundos da raga mulefoot, dos Estados Unidos. Entdo, com o intuito de ver a relagéo
dos cascos-de-burro com o mulefoot, utilizaram-se neste trabalho animais com esse

fendtipo, provenientes dos Estados Unidos.

2.3.1 Grupo genético e ragas de Portugal

Todos os trés grupos genéticos de suino nativo de Portugal (duas racas e um
grupo genético) foram estudados neste trabalho. O grupo malhado-de-alcobacga (Figura
4) resulta do cruzamento de porcos das racgas bisara, berkshire e yorkshire, sendo
conhecido por sintréo, torrejano, raga da granja, porco da terra (VICENTE, 2006).
Apresenta animais de coloracédo malhada, cabeca de perfil concavo, orelhas compridas,
corpo longilineo e membros altos e, na atualidade, encontra-se, infelizmente, numa sé

exploracao, pertencente a Selecpor SA.
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O porco de raca bisara (Figura 4) encontra-se nas pequenas exploragdes do
interior norte de Portugal, cujas principais caracteristicas socioecondmicas sdo a
pluriatividade, a utilizacdo de mao de obra familiar e a producdo de bens alimentares
orientados para o auto-consumo. Entretanto a dindmica do projeto PAMAF-IED n° 7173,
intitulado “Preservagao, recuperagao e desenvolvimento do porco bisaro”, induziu a um
crescente numero de animal e de exploracéo que utiliza agora o porco de raga bisara
de acordo com as normas legais do exercicio da atividade. Por conseguinte a
rastreabilidade dos produtos estd agora mais facilitada nessas exploragdes. O
inventario genético e a caracterizacdo dos genes de efeito visivel (caracteres
morfoldgicos) realizados pelo projeto supracitado permitiram a identificacdo de bisaros
de diferentes genotipos e a constituicado de dois nucleos de conservacéo in vivo e in situ
desse suino (COSTA et al. 2001).

Conhecido vulgarmente por porco-preto e pata-preta, o porco de raca alentejana
(Figura 4) continua, ainda hoje, a ser criado como sempre o foi, ou seja, em perfeita
liberdade e harmonia com a natureza. Ao longo do dia, no seu vaguear pelo montado, o
animal encontra sustento em bolota, ervas e restolhos. E € precisamente esta
equilibrada dieta que da sabor a sua carne e a torna tado apreciada. Na verdade, o que
mudou foi o reconhecimento oficial da sua especificidade e da qualidade da sua carne
(FREITAS, 1998).
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Bisara

Figura 4. Grupo genético (malhado-de-alcobaga) e as ragas portuguesas de suino

2.3.2 Ragas da Espanha

Foram estudadas duas ragas da Espanha, a celta gallega, escolhida pela falta de
informagé&o genética sobre a mesma, e a ibérica, escolhida pela importancia econémica.
E ambas escolhidas também pela possivel relacdo com os animais cascos-de-burro,

visto que sao racas antigas da Espanha.

Possuidora de grandes variedades [negras (lampifio e entrepelado) e coloradas
(retinto, rubio, torbiscal e manchado-de-jabugo)], a raga ibérica é a principal da

Peninsula Ibérica (Figura 5 e 6). Essa raga possui, além das variedades, inUmeras
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estirpes e linhas (Figura 5). A variedade retinto €, em Portugal, chamada de raca
alentejana. Portanto essa ultima nada mais € que uma variedade da raca ibérica da

Espanha.

Assim, embora os suinos da raga alentejana de Portugal pertengam ao
agrupamento racial denominado ibérico na Espanha, optou-se por também investigar
esse ultimo, pois 0os animais que possivelmente vieram para o Brasil no periodo colonial
pertenciam a esse agrupamento, sendo importante considerar grupos de ambos o0s
paises; € igualmente importante estudar um grupo oriundo de Portugal (alentejano) e
outro da Espanha (ibérico). Por isso, nesta pesquisa, utilizaram-se quatro variedades
do agrupamento racial ibérico da Espanha (retinto, lampifio, entrepelado e dorado
gaditano), escolhidas por serem mais ancestrais, enquanto as outras variedades séo
cruzamentos entre essas variedades. Essas quatro populagbes estudadas da raca

ibérica da Espanha foram consideradas como distintas nas analises.

Representante do tronco céltico, a raca celta gallega (Figura 6) € a unica
originaria da Galicia, Espanha. Era a mais importante nessa comunidade até comeco
do século XX, sofrendo, desde entdo, uma continua redug¢ao e abandono dos costumes
de criacdo de suino ao pastoreio. Na metade desse século, somente 14% do censo
suino gallego era da raga celta, chegando a quase desaparecer do territério espanhol.
Atualmente, essa raca esta incluida no Catalogo Oficial de Razas de Ganado de
Espafia como autéctone em protecéo especial e, desde 1997, em perigo de extingdo. E
bastante rustica, com boa aptiddo para criagdo ao pastoreio devido ao forte aparelho
locomotor, que |he permite andar grandes distancias. Sua grande rusticidade concede-
lhe uma perfeita adaptacdo aos bosques nativos gallegos, onde pastoreia e aproveita

0s recursos naturais estacionais (SANCHEZ et al., 2000).
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Figura 6. Racas da Espanha utilizadas neste trabalho: (a) celta gallega (b) lampifio*, (c)

retinto*, (d) entrepelado* e (e) dorado gaditano*®

2.3.3 Racgas dos Estados Unidos

Os espanhois, em 1565, fizeram sua primeira tentativa de colonizar o territério
que, hoje, € a Flérida. As referéncias histéricas iniciais sobre os animais domésticos
indicam que numeros reduzidos de bovino, caprino e suino foram enviados pelo estado
para o uso dos colonizadores (KIRK, 1936).

6 ~ . . o
*Compdem o agrupamento racial denominado ibérico.
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Os suinos mulefoot (Figura 7) compreendem uma raga americana que descende
possivelmente dos porcos que os espanhdis trouxeram para a Florida e para o Costa do
Golfo no século XVI. A caracteristica mais distintiva desses animais € justamente o
casco fundido, igualmente ao do casco-de-burro do Brasil. Engordam com bastante
facilidade, e um porco adulto pesa entre 185 e 220 kg. Por causa do elevado teor de
gordura, essa ragca € particularmente boa para fiambre de qualidade extra
(AMERICAN..., 2009).

Esses animais tiveram o seu pico de popularidade ha cerca de um século, com
muitos criadores nos estados do Centro-Oeste e do Sul, mas chegou a um ponto em
que havia apenas um criador, RM Holliday de Missouri. A selegéo para producgéo forte e
consistente de Holliday manteve uma raga uniforme e caracteristica. O mulefoot é a
mais rara raga norte-americana de suino (AMERICAN..., 2009). Devido ao seu estatuto

de risco e ao valor histoérico, € necessaria a sua conservagao.

Além dos suinos mulefoot, também utilizaram-se, neste trabalho, animais das
ragas norte-americanas red wattle e guinea (Figura 7), com o intuito de verificar se os

suinos mulefoot apresentam a mesma origem materna de outros suinos da sua regiao.

A histéria do red wattle nao é clara. Existem imensas possibilidades sobre quem,
0 qué e quando surgiu. Eram utilizados em algumas cria¢cdes para cruzamento, pois
ofereciam porcos maiores e mais magros. A American Livestock Breed Conservancy
(ALBC)’ organizou uma conferéncia em meados de 1980 no ensejo de ajudar a unificar
os criadores, mas a maioria ndo percebeu a razdo. Em 1990, a ALBC reportou 272 crias
de ragca pura. Em 1999, no entanto, restavam apenas 42 animais de criacéo,
pertencentes a 6 criadores. A partir desse ano, hd um pouco mais de pessoas

envolvidas, mas o numero de red wattle ndo aumentou muito.

A guinea é uma raga de porco doméstico originaria dos Estados Unidos. Apesar
do nome, ndo é da Guiné, visto que se acredita que a fundacgéo do estoque foi derivada
do oeste da Africa. Possui pele preta, cauda enrolada e orelhas em pé. Sdo porcos

pequenos comparados as ragas modernas; eles pesam menos que 72 kg e produzem

" Disponivel em: < http://www.albc-usa.org/>.
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de 22 a 45,36 kg de carne e gordura. Eles s&o bons pastejadores livres como também
vivem bem em casas de fazenda, tendo temperamento calmo. Nao sao usados para
fins comerciais por causa do seu tamanho reduzido e alto conteudo de banha. Ha dois
tipos de porco da Guiné na América do Norte, os de 0ssos curtos e os de 0ssos longos,

sendo que esse ultimo possui pernas mais compridas (KIRK, 1936; DOHNER, 2001).

Guinea

Figura 7. Suinos das ragas norte-americanas

2.3.4 Racas Internacionais

Supbe-se que os cascos-de-burro descendam dos porcos introduzidos pelos

colonizadores ou dos suinos mulefoot dos Estados Unidos. Mas as populagbes de
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suino de raga nativa do Brasil tém recebido grande influéncia das ragas tidas como
“‘internacionais” — assim chamadas devido a sua facilidade de se adaptar a diversos
ambientes e de serem usadas internacionalmente em suinocultura industrial —, que séo
as ragas landrace, large white e duroc. Entdo utilizaram-se também essas ragas neste
trabalho, no intuito de ver a miscigenagao dos cascos-de-burro com elas, uma vez que
sdo usadas, desde sua introducéo, pelo pequeno criador, o de raga nativa, com o

objetivo de melhorar a perfomance do seu rebanho.

A duroc foi a primeira raga a ser introduzida no pais e, portanto, a que iniciou o
melhoramento e a tecnificagdo da suinocultura brasileira, sendo registrada, no Pig Book
Brasileiro, a partir do ano de 1958 (LARRAMBEBERE & COSTA, 1983). A rusticidade
e a facil adaptagdo a todas as regibes do pais fizeram com que seu uso em
cruzamentos industriais propiciasse uma melhoria na qualidade da carne das racas

nativas como também das brancas.

A large white descende de um antiga ragca de porco grande, pernudo e ossudo
do norte da Inglaterra. E a raca mais numerosa e mais importante na Gra-bretanha,
tendo sido exportada para varios paises, em muitos dos quais, destaca-se entre as
demais (TORRES & JARDIM, 1975).

A racga landrace vem sendo aperfeicoada pelos dinamarqueses ha mais de um
século, visando a excelentes qualidades criatérias, além de uma conformacéo ideal
para a producéo de carne magra (TORRES & JARDIM, 1975). Como nenhum pais, até
entdo, havia conseguido resultados semelhantes com suas ragas, passaram a introduzi-
la, quer para a formacao de novas ragas quer para melhorar as ragas locais para carne
magra. Segundo a Associagao Brasileira de Criadores de Suinos, das ragas puras
registradas no Pig Book Brasileiro em 1995, a landrace teve a maior participacéo
(26,26%), seguida pela large white (25,86%) e duroc (6,87%). Os machos da raca duroc
sempre foram usados para cruzamento com fémeas F1 (landrace x large white), sendo
a fémea duroc usada somente para a producdo de duroc puro, por iSSO um menor

numero de duroc no Pig Book Brasileiro.

2.3.5 Grupos genéticos selvagens
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Ancestral do porco doméstico, o javali (Sus scrofa scrofa) encontra-se distribuido
por todo o Portugal Continental, com excec¢do dos grandes centros urbanos e de
algumas porgdes do cordao litoral (FONSECA, 2004). Uma vez que o javali também é,
hoje em dia, uma espécie distribuida por quase todo o territério espanhol continental,
contatando-se com os nucleos portugueses ao longo de quase toda a regiao fronteirica
(BLANCO et al., 1998; ROSELL & HERRERO, 2002), pode-se afirmar que esse animal
se encontra disseminado praticamente por toda a Peninsula Ibérica. Nesse contexto, ha
mais sentido falar em populag¢des ibéricas do que em populacdo de javali de Portugal
ou da Espanha, uma vez que a distribuicdo desse ungulado é continua. Por isso a
importadncia de se ter amostras de Sus scrofa na forma selvagem tanto de Portugal
quanto da Espanha, uma vez que estas permitirdo avaliar a contribuicdo destes para o
pool das ragas suinas autoéctones e, eventualmente, desenvolver marcadores que

distingam a forma doméstica da selvagem.

Sua caca estd regulamentada na Peninsula Ibérica, mas sé é permitida de
acordo com a legislagdo em vigor e com acompanhamento das autoridades
responsaveis. Essas cagadas esporadicas, denominadas montarias®, sdo carregadas
de simbolismo, visto que envolvem toda uma tradicdo, em que os iniciados tém o papel
principal, sendo feito um batismo sempre que o iniciado abate o seu primeiro javali
(VINGADA et al., 2010).

2.3.6 Casco-de-burro

Atualmente, dos treze grupos genéticos de suino identificados no Brasil, doze
estdo ameacgados de extingéo, e os cascos-de-burro (Figura 8) encontram-se, segundo
MARIANTE et al. (2003), criticamente ameacgados. Existe, entretanto, controvérsia em
relacdo ao casco-de-burro ser, de fato, raca ou se esse fenotipo poderia ocorrer em

qualquer racga.

¥ Processo de caga — aquele em que o cagador aguarda, em local previamente definido, para capturar exemplares de
caca levantados por matilhas de caca maior, conduzidas por matilheiros.
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Figura 8. Suino casco-de-burro da regido Centro-Oeste, no estado do

Mato Grosso. Animal com “mamela” (brinco)

Chamado também de pata-de-burro, pata-de-mula e casco-de-mula, a
denominacao casco-de-burro provém do fato de serem sindactilos, ou seja, com casco
fundido. Ha quem aponte o Brasil como o centro de origem desses animais (CASTRO,
2007). Mas, segundo alguns autores (MARIANTE et al, 2003; MARIANTE &
CAVALCANTE, 2006; CASTRO, 2007), os animais que, no Brasil, chamam-se casco-
de-burro tém origem provavelmente na raca mulefoot, encontrada nos Estados Unidos.
Segundo DETLEFSEN & CARMICHAEL (1921), a condigdo de casco fendido nos
suinos é produzida pelo gendtipo homozigoto recessivo mm, enquanto a de casco-de-
burro, pelo gendtipo dominante M_. Essa caracteristica apresenta penetrancia

incompleta, conforme pode ser observada no Apéndice 1.

Estes formam o grupo genético mais importante deste trabalho, que busca
caracteriza-lo e tenta elucidar sua origem, uma vez que nao existem animais com esse
fenétipo na Peninsula Ibérica, que é, de acordo com a literatura pesquisada, de onde
vieram os primeiros suinos chegados ao Brasil. Alias, ndo existem indicios de suino

com esse fendtipo em toda a Europa.

Um suino do México apresentando sindactilia tanto nas patas traseiras quanto

nas dianteiras foi estudado por LEMUS et al. (2003), em que, por meio de raio-X,
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verificaram que a primeira das trés falanges era similar aquelas dos porcos sem
sindactilia. Notaram-se que as segundas falanges eram mais curtas e que havia outra
falange entre os dedos principais, resultando em cinco segundas falanges ao invés de
quatro, como é o normal para a espécie Sus scrofa (SISSON & GROSSMAN, 1979).
Eles apresentaram também uma terceira falange entre os dedos principais, que eram
mais longos que os dos suinos sem sindactilia. A segunda e a terceira falange dos
principais dedos eram fundidas, o que n&o permite a separagcéo dos dedos principais,
produzindo, assim, sindactilia, mantendo o casco fundido. No entanto os raios-X nao

mostraram diferengas na estrutura dos 0ssos entre os animais com e sem sindactilia.

Também é observado sindactilia em bovinos, em que ocorre a fusdo ou a nao
divisdo de dois digitos desenvolvidos nas patas (LEIPOLD et al, 1969;
DROGEMULLER et al., 2007). A variavel expressa pelo fenétipo de sindactilia em
bovino é vista com mais frequéncia nas patas dianteiras, mas todas as quatro patas
poderdo estar envolvidas (DROGEMULLER & DISTL, 2006). A sindactilia bovina
consiste, sobretudo, em pares de falanges sinostéticas horizontais e mudancgas
adaptativas estruturais desenvolvidas na proximidade dos digitos fundidos (LEIPOLD et
al., 1969). A sindactilia bovina demonstrou segregar um tragco monogénico recessivo
com penetrancia incompleta em varias ragas de bovino (LEIPOLD et al., 1998;
DROGEMULLER et al., 2007).

O estudo de DROGEMULLER et al. (2007) indica que a sindactilia congénita em
bovinos pode ocorrer em diferentes ragas devido a muta¢des no gene do receptor da
proteina 4 relacionada com a lipoproteina de baixa densidade (LRP4). Quatro novas
mutacdes no gene bovino LRP4 foram detectadas no trabalho de DROGEMULLER et
al. (2007), que poderia causar sindactilia em bovinos, uma vez que nenhuma dessas

variantes de sequéncia foi observada nos cromossomos dos néo afetados.

O mapeamento genético localizou o locus da sindactilia no cromossomo 15
bovino (CHARLIER et al., 1996). Essa regiao do cromossomo bovino é homologo ao
segmento do cromossomo 2 dos ratos, contendo um gene do receptor da proteina 4
relacionada com a lipoproteina de baixa densidade (LRP4), também designada como

gene do dominio 7 do fator de crescimento epidérmico (MEGF7). Os ratos com
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deficiéncia de LRP4 em homozigose tém atrasos no crescimento, com polisindactilia

total penetrante nos membros anteriores e posteriores (JOHNSON et al., 2005).

Recentemente, foram identificados dois porcos tendo “patas extras” (polidactilia
pré-axial) em uma populagédo de suino de raga yorkshire (GORBACH et al., 2010). Os
porcos com polidactilia sdo raros, mas varios relatos ja foram registrados, o primeiro em
1931 (CURSON, 1931), com reportes adicionais em 1938 (HUGHES, 1938), 1959
(GAEDTKE, 1959; citado por DROGEMULLER et al., 2007) e 1963 (PTAK, 1963).

No trabalho de GORBACH et al. (2010), nasceram 14 porcos afetados (metade
nasceu morta) em 110 porcos que nasceram ao abrigo do projeto desse trabalho,
usando-se porcos (portadores) que tiveram origem nos animais que fundaram a
populagéo (Figura 9). No entanto, quando um porco que havia tido prole com polidactilia
foi acasalado com porcas com parentesco e sem parentesco, ndo foram observadas
alteragdes entre os 129 leitbes das 12 fémeas. Em conjunto, esses dados sugerem um
modo recessivo de herancga dessa caracteristica. Ao mesmo tempo, o numero de leitdo
afetado foi menor que o esperado para um simples modo de heranga
recessiva. Portanto este ndo devera ser um simples modo de heranga recessiva. Mais
ainda interessante foi que, dos 155 porcos nascidos nesse projeto (de pais portadores
ou filhos de portador), pelo menos 40 porcos (26%) nasceram mortos e pelos menos 13
fetos mumificados (8%), muito mais do que se esperaria nessa populagéo. Esses dados
sugerem também algum tipo de expresséo letal, mas nao foi estatisticamente diferente
de um modo recessivo de heranga para a mortalidade. Os relatérios de HUGHES
(1938) também sugerem que n&do ha uma penetragéo total dessa caracteristica, uma
vez que os acasalamentos entre os porcos afetados produzem porcos afetados e nao-

afetados.
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Figura 9. Porcos portadores de polidactilia em uma populagcdo de suino yorkshire. (A) suino

macho. (B) Radiografia demonstrando ambas as patas da frente do suino macho.
(C) Suino fémea. Fonte: GORBACH et al. (2010)

Para a realizagao do presente trabalho, foram localizados animais com o fenétipo
casco-de-burro em trés diferentes regides brasileiras: Sudeste, em Minas Gerais (35
animais, pertencentes a 11 criagbes); Centro-Oeste, no Mato Grosso (29 animais,
pertencentes a 8 criagdes); e Nordeste, na Paraiba (46 animais, pertencentes a 13
criagdes). Sendo assim, este trabalho aborda animais de trés diferentes regides
(Apéndice 2, 3 e 4), o que totaliza 110 animais com esse fendtipo, pertencentes a 32

rebanhos.
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Havia indicios da existéncia desses animais em Roraima, regidao Norte (SERENO
& SERENO, 2000), mas néao foi encontrado contato que garantisse ainda existir esses
animais por la. Isso é fruto da falta de politica voltada a gestdo e conservacao do
patrimdénio genético nativo, o que, sem sombra de duvida, ocasionard em perda da

biodiversidade dos animais domeésticos de raga nativa do Brasil.

2.4 COLETA DAS AMOSTRAS

Para garantir uma amostragem representativa de cada um desses grupos
genéticos/ragas, realizou-se uma amostragem aleatéria a partir de animais n&o-
aparentados em diferentes rebanhos, com uma amostra equilibrada das variedades
existentes em cada grupo. A ideia constituiu-se em coletar sangue de, no minimo, 30
animais (metade macho) de cada grupo genético a partir da selecéo de dois animais de
sexo diferente por cada leitegada, de modo que a amostragem fosse oriunda de 15
cachacos e 15 matrizes nao-aparentados. Mas n&o foi possivel proceder assim na
maioria das populagdes, devido a dificuldade de se encontrar animais de determinadas

racas (Tabela 1).

Nos grupos genéticos domésticos, o sangue foi colhido em animais vivos por
puncado da veia jugular ou da cava apds assepsia prévia, usando-se seringa de 5 ml
com agulhas hipodérmicas calibre 0,7 mm x 25 mm. Os animais eram contidos pelos
tratadores com o uso de cachimbos adequados. Efetuava-se, entdo, a desinfec¢ao do
local de coleta usando-se algoddo embebido em alcool iodado, e o sangue era
puncionado lentamente da veia, a fim de evitar hemolise. O volume total das amostras

coletadas variava entre 1 e 4 ml.
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Tabela 1. Ragas/Grupos genéticos utilizados neste trabalho, pais de origem, numero de

rebanho amostrado e numero de animal utilizado

Raca/Grupo Genético Localidade N° de Rebanho  Tamanho da amostra
Casco-de-burro Brasil (Minas Gerais) 11 35
Casco-de-burro Brasil (Mato Grosso) 08 29
Casco-de-burro Brasil (Paraiba) 13 46
Alentejano Portugal 01 31
Bizaro Portugal 04 51
Malhado-de-Alcobaca Portugal 01 23
Retinto Espanha 03 30
Lampifio Espanha 02 30
Entrepelado Espanha 02 30
Dorado Gaditano Espanha 01 07
Celta Gallega Espanha 02 35
Mulefoot USA 04 40
Red Watlle USA 01 08
Guinea USA 02 22
Landrace Brasil 02 35
Large White Brasil 02 35
Duroc Brasil 02 34
Javali Portugal 06* 27
Javali Espanha o7* 25

*Refere-se ao numero de local de captura.

Para a coleta das amostras de javali, foram acompanhadas 15 montarias nas
épocas venatorias® 2008-2009 em Portugal (Figura 9) e na Espanha, onde se coletaram
as amostras dos javalis — a partir do coracdo, que foi dissecado para esse fim, ou
mesmo de outra parte do corpo, na qual o sangue estivesse isento de impurezas; o
sangue dos javalis cagados foi colhido individualmente para tubos contendo um agente
anticoagulante (KsEDTA).

As amostras de sangue dos grupos genéticos amostrados eram identificadas e
armazenadas em bolsa térmica com gelo em gel para, posteriormente, serem
processadas no laboratorio.

Na maioria dos casos, nao ha dados da genealogia dos animais, mas todas as

informagdes de identificacdo dos animais (sexo, raca, idade, pelagem e peso) e dos

? Epoca de caga, periodo entre 1 de junho e 31 de maio do ano seguinte.
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seus proprietarios ou do lugar de captura no caso dos javalis foram anotadas em

planilhas para controle dos resultados e para posterior repasse de informacéo.

Figura 9. Javalis abatidos em uma montaria realizada na cidade de Penacova em Portugal

2.4.1 Processamento das amostras

A medida que se coletavam as amostras de sangue, estas eram conduzidas ao

laboratério para se dar inicio ao seu processamento no mesmo dia.

Depois de chegarem ao laboratério, as amostras sanguineas eram centrifugadas
a 2000 rpm durante 10 min para a separac¢ao do plasma, que foi estocado a -80°C, para

futuras analises de polimorfismo de proteina.
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Na sequéncia, depois da retirada do plasma, uma por¢do de cada amostra foi
transferida para cartdo FTA® (Whatman) individual e conservada como mancha de
sangue a temperatura ambiente para futuras analises de DNA. A porgéo restante das
amostras foi também conservada, distribuindo-se em microtubos de 1,5 ml e

armazenando-se a -20°C para eventual necessidade.

2.4.2 Extragcdo de DNA

Os cartées FTA® apresentam algumas vantagens, tais como a pré-extracdo do
DNA, que sera mantido no cartdo até remocéo com o eluente apropriado; a destruicao
de agentes patogénicos presentes no sangue; o material depositado no cartdo, apés a
completa absorcdo, ndo oferece risco biolégico; e, principalmente, a possibilidade de
armazenamento a temperatura ambiente. Ou seja, esses cartdes contém produtos
quimicos que inativam microorganismos, limpam a célula, desnaturam proteinas e
protegem os acidos nucleicos de nucleases, oxidagcdo e de danos por radiacéo
ultravioleta (UV).

Apesar de o processo de extragéo ser iniciado nos préprios cartdes FTA e de o
restante do processo de extragdo consistir num conjunto de lavagens com eluente
apropriado, outro processo de extracdo também foi usado. Desse modo, os cartdes
foram sujeitos a extragdo do DNA total (nuclear + mitocondrial), segundo o método
Fenol:Cloroférmio, como descrito em SAMBROOK et al. (1989), uma vez que, apo6s
varios testes, concluiu-se que os resultados das amplificagbes foram melhores com os

extratos obtidos por esse método.

Tal método consistiu na digestdo de uma por¢cdo de amostra (50 pl de sangue
fresco ou 3 mm? do cartdo FTA com a mancha de sangue) com 500 pl de tamp&o DLB,
50 ul de SDS 10% e 5 pl de proteinase K (20 mg/ml), seguido de agitagdo e incubagao
a 56 °C durante a noite. Ap6s incubacéo, foram adicionados, ao tubo, 20 yl de NaCl 5M
e 575 pl de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1), misturando-se por inverséo,
de modo a proporcionar uma mistura eficaz das duas fases, e, na sequéncia, foi
centrifugado a 14.000 rpm durante 5 min para separag¢ao da fase aquosa da orgéanica.

Depois de retirar o sobrenadante para um novo tubo, realizou-se nova extracao, sendo
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que agora com 575 pul de cloroformio: alcool isoamilico (24:1). A agitacdo e a
centrifugacdo nos tubos foram efetuadas nas condi¢cdes descritas anteriormente,
obtendo-se uma fase aquosa limpida. Apés extracdo, o DNA foi precipitado com etanol
absoluto seguido de centrifugagcéo a 14.000 rpm, durante 5 s, sendo realizado o mesmo
protocolo de centrifugacdo apdés nova precipitacdo com etanol 70%. No final, o DNA

precipitado foi ressuspenso com 100 pl de agua esterilizada.

A integridade do material genético e a eficiéncia do método de extracao foram
averiguadas tanto qualitativa quanto quantitativamente. Para verificar a qualidade,
aplicaram-se 1 pl de DNA estoque e 1 ul de tampao de carregamento (Tris-HCI 0,1 M e
pH 6,8; azul de bromofenol 0,02%; glicerol 50%) em um gel de agarose a 1% imerso em
Tris-Borato-EDTA 1X (Tris 89 mM, H3BO3 89 mM, EDTA 2,5 mM e pH 6,8), contendo
0,5 mg/ml de brometo de etidio. Procedeu-se a eletroforese a 100 V por 40’°, e o padréo

de tamanho molecular utilizado para comparagéo foi de 100 pb (Invitrogen®).

Os fragmentos de DNA gendmico (Figura 10) foram visualizados sobre
transiluminador de luz UV e documentados em um fotodocumentador modelo GEL DOC
2000 (BIO RAD).

Figura 10. Fragmentos de DNA genémico de suino em gel de Agarose 1%

A quantidade de DNA foi determinada com a utilizagdo do fluorimetro QubitTM

Quantification System (Invitrogen) e do kit de quantificacdo Quant-itTM dsDNA BR
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Assays (0,2-1000 ng). Para a realizagéo da leitura, seguiu-se o protocolo do fabricante,

usando-se apenas 1 pl de cada amostra.

2.5 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste capitulo, procurou-se demonstrar a diversidade da espécie Sus scrofa,
mostrando que esta contém inumeras subespécies e ragas. Com base na revisdo da
literatura, verificou-se que sobretudo os conceitos de raca e de subespécie diferem
quando aplicados a espécie Sus scrofa, principalmente devido a sua grande
variabilidade geografica e genética, ocasionando a divisdo da espécie em inumeras

subespécies e ragas.

Os grupos genéticos aqui estudados estdo ou estiveram em risco de exting&o.
Assim sendo, o efeito fundador deve ser considerado nos resultados das analises
genéticas. Como muitas dessas populagdes ressurgiram a partir de poucos fundadores
ou estdo atualmente com um restrito numero de exemplar, ha uma quebra acentuada
na variabilidade genética da atual populagdo em relagéo a originaria. Como resultado, a
nova populagéo pode ser substancialmente diferente da original, quer no gendtipo quer

no fendtipo.

Por ultimo, sugere-se a utilizagado do termo nativo, local, autdctone ou crioulo ao
invés de naturalizado e nacional para as ragas dos animais domeésticos do Brasil, uma
vez que a real definicdo dos termos naturalizado e nacional os torna inadequados

quando aplicados as ragas (grupos genéticos) formadas no Brasil.
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Capitulo 3. DIVERSIDADE GENETICA ENTRE OS SUINOS CASCOS-DE-BURRO

POR MEIO DA ANALISE DO DNA MITOCONDRIAL

Resumo - Objetivaram-se caracterizar geneticamente os suinos cascos-de-burro
existentes no Brasil e avaliar o nivel de variabilidade genética entre suas
subpopulagbes por meio da analise da regidao D-loop e do gene do Citocromo B. Para
isso, investigaram-se 110 suinos do Brasil com fendétipo casco-de-burro, oriundos das
regides Nordeste (NE), Centro-Oeste (CO) e Sudeste (SE). Os fragmentos foram
amplificados via PCR, purificados e sequenciados. Foram encontrados 13 haplétipos,
sendo possivel identificar 37 sitios polimoérficos (35 transi¢cdes, 1 transversdao e 1
delecao). A diversidade haplotipica foi 0,61, enquanto a nucleotidica, 0,05. Dos 13
haplétipos encontrados, cinco apareceram na subpopulagcado SE, nove na NE e apenas
um na CO. Quatro haplétipos foram exclusivos da subpopulacdo SE e oito da NE. As
diversidades haplotipica e nucleotidica estimadas por subpopulagdo foram,
respectivamente, 0,0 e 0,0 para a CO; 0,79 e 0,006 para a NE; e, para a SE, 0,56 e
0,006. A disténcia Fs entre a NE e a SE nao foi significativa, no entanto ambas
apresentaram distancia significativa da CO. O fato de somente um haplétipo aparecer
na subpopulagdo dessa ultima regido pode ser reflexo ndo sé da pureza ancestral
materna desses animais mas também da diminuigdo drastica das populagbes de casco-
de-burro nas ultimas décadas, que pode ter eliminado outros possiveis haplétipos da

regiao.

Palavras-chave: caracterizagcdo, marcador uniparental, diversidade genética



111

GENETIC DIVERSITY AMONG MULEFOOT PIGS, BASED ON MITOCHONDRIAL
DNA ANALYSIS

Abstract — Aiming at contributing to the conservation of the native pig germplasm, the
objective of this study was to genetically characterize Brazilian Mulefoot pig (Sus scrofa
L.) populations and to evaluate the level of genetic variabilty among their
subpopulations by mitochondrial analysis of the main noncoding region (D-loop) and of
the Cytochrome B gene (MT-CYB). A total of 110 Brazilian pigs with the mulefoot
phenotype from the Northeastern (46 animals), Central-Western (29 animals), and
Southeastern (35 animals) regions was investigated. The studied mitochondrial DNA
(mtDNA) regions were amplified by PCR, and their products were purified using the
EXOSAP IT kit (USB). Sequencing was performed using the Big Dye Terminator Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems), with the same primers used for PCR. After editing,
sequences were aligned, compared with each other and with a reference sequence, and
several diversity and genetic divergence indexes among the studied subpopulations
were estimated. A total of 13 haplotypes was found, and 37 polymorphic sites (35
transitions, 1 transversion, and 1 deletion) were identified. As compared to the reference
sequence, all detected haplotypes displayed a deletion at position 15.707. The mean
diversity value of this population was 7.83 (£ 3.67). Out of the 13 haplotypes found, five
occurred in the Southeast, nine in the Northeast, and only one in the Central-West.
Hence, a single haplotype was common to the three subpopulations, i.e., that present in
the animals of the Central-West. Four haplotypes were exclusively found only in the
subpopulation of the Southeast, and eight in the pigs of the Northeast. The mean
diversities estimated per subpopulation were 0.0 (0.0), 0.004 (+ 0.002), and 0.006
(£0.003) for the Central-West, Southeast and Northeast, respectively. The Fg distance
between the northeastern and the southeastern subpopulations was not significant, but
the distance of both from the central-western subpopulation was significant. The
occurrence of a single haplotype in the subpopulation of the Central-Western region
may indicate the ancestral maternal purity of these animals, as well as the dramatic
reduction of Mulefoot pig populations during the last decades in that region, which may

have eliminated other possible haplotypes.

Keywords: characterization, uniparental marker, genetic diversity



112

3.1 INTRODUGCAO

Os primeiros suinos chegados ao Brasil vieram com Martim Afonso de Souza em
1532, estabelecendo-se em Sao Vicente, no litoral paulista. Pertenciam as ragas da
Peninsula Ibérica existentes em Portugal. Muitos escaparam pelas matas, formando
grupos independentes (CAVALCANTI, 1985). Através de cruzamento, ou seja,
mesticagem, deu-se inicio a formacgédo das “ragas” nativas, como canastra, canastréao,
caruncho, nilo, pereira, piau e pirapetinga (CAVALCANTI, 1985; VIANA, 1985).

Ha também um grupo de animal no Brasil, conhecido como casco-de-burro, cuja
denominacao provém do fato de serem sindactilos, ou seja, com casco fundido. Ha
quem aponte o Brasil como o centro de origem dos animais com esse fenotipo
(SOLLERO, 2006; CASTRO, 2007), uma vez que é inexistente na Peninsula Ibérica —
alias, ndao ha vestigios de suino com esse feno6tipo em toda a Europa. Porém ha
presenca documentada desses animais em varios paises da América do Sul (LEMUS-
FLORES et al., 2001; LEMUS et al., 2003; OSLINGER et al., 2006; AGUERO et al.,
2008) e do Norte (COBURN, 1909; AMERICAN..., 2009). Segundo DETLEFSEN e
CARMICHAEL (1921), a condigdo de casco fendido nos suinos é produzida pelo
genotipo homozigoto recessivo mm, enquanto a de casco-de-burro, pelo genotipo

dominante M_.

Atualmente, das “racas” de suino identificadas no Brasil, a maioria encontra-se
ameacgada de extingédo, e a conhecida como casco-de-burro esta, segundo MARIANTE
et al. (2003), criticamente ameacada. Existe, entretanto, controvérsia em relacédo aos
cascos-de-burro serem, de fato, raca, ou esse fenétipo (sindactilismo) ser apenas uma

caracteristica que pode ocorrer em qualquer raga.

Geneticamente, a espécie Sus scrofa ja foi amplamente estudada por se tratar
de uma espécie com elevado interesse econdmico (GROSSI et al., 2006; LUI et al.,
2007; SKEWES et al., 2008; CAVALCANTE NETO et al., 2008a; CAVALCANTE NETO
et al., 2008b; FERREIRA et al., 2009). Para isso, contribuiram os programas “PigMap”
(ARCHIBALD et al., 1995) na Europa e “USDA Pig Genome” (ROTHSCHILD, 2003) nos

Estados Unidos da América.
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A sequéncia completa do DNA mitocondrial dessa espécie ja se encontra
documentada (URSING & ARNASON, 1998). Esse DNA tem sido estudado com o
intuito de investigar linhagens muito antigas (GIUFFRA et al, 2000; FANG &
ANDERSSON, 2006), nos estudos evolutivos (AVISE et al., 1987; MORITZ et al., 1987,
AVISE, 1994), filogenéticos (ALVES et al., 2003; OKUMURA et al., 2001) e
populacionais (CLOP et al., 2004; SOUZA et al., 2009). Isso deve-se, em parte, ao fato
de apresentar grande numero de cépia por célula e de sua localizagédo extra-nuclear, o
que permite obter melhores resultados que o DNA nuclear em amostras degradadas e
em amostras de dificil extracdo, como é o caso dos pelos, unhas e o0ssos
(CARRACEDO et al., 2000; PAKENDORF & STONEKING, 2005).

Existe, contudo, grande lacuna quanto a estudos abordando genética de
populacdo em suinos de grupo genético nativo do Brasil, como o casco-de-burro. Em
face desse cenario, apontam-se como objetivos principais deste estudo caracterizar
geneticamente os suinos cascos-de-burro existentes no Brasil e verificar o nivel de
variabilidade genética entre suas subpopula¢des por meio da analise mitocondrial da
principal regido nao codificante (D-loop) e do gene do Citocromo B (CYT-B), na

tentativa de este trabalho contribuir para a conservacao desse germoplasma nativo.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Amostras

Amostras de sangue de 110 suinos com o fenétipo casco-de-burro foram
coletadas individualmente em tubos com K3;EDTA e transportadas para o laboratério.
Esses animais eram oriundos da regido Nordeste (estado da Paraiba, 46 animais),
Centro-Oeste (estado do Mato Grosso, 29 animais) e Sudeste (estado de Minas Gerais,

35 animais) do Brasil.

3.2.2 Extragao de DNA
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O DNA foi extraido a partir da mancha de sangue armazenada nos cartdes FTA,
usando-se pequenas areas do cartdo (1-2 mm?), seguindo-se o método de extragdo
pelo Fenol-cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989).

3.2.3 Amplificagao dos produtos de PCR e sequenciamento

As regibdes escolhidas para a analise do mtDNA foram a controle ou D-loop — em
razdo de sua alta taxa de mutacéo (TABERLET, 1996), a qual permite encontrar grande
quantidade de polimorfismo que, possivelmente, possibilita discriminar a origem
evolutiva dos animais cascos-de-burro — e a do CYT-B — pelo fato de teoricamente ser
possivel encontrar regides bastante conservadas. Estas foram amplificadas usando-se
iniciadores de acordo com ALVES et al. (2003).

As condigbes da reacdo de amplificagdo foram realizadas em um termociclador
“Eppendorf Mastercycler personal®, usando-se o Qiagen Taq PCR Core Kit®, num
volume total de 25 pl, contendo 0,4 uM de cada iniciador, 1x tampao com MgCl, (1,5
mM), 200 uM de dNTPs, Solugédo Q (1x), 1U de Taqg DNA Polymerase e 1-2 ul de
amostra de DNA. O programa de amplificagcao consistiu em desnaturagao a 94°C por 2
min; seguida de 30 ciclos de 2 min e 30 seg: desnaturacéo a 94°C por 45 s, anelamento

a 55°C por 45 s e extensdo a 72°C por 1 min; e extenséo final de 72°C por 10 min.

Apds amplificacdo, a purificagcdo de cada amostra (5 pl) foi realizada com a
enzima Exosap-It® (2 pl). O programa de purificagdo consistiu em 15 min a 57°C e 15
min a 80°C.

Apods purificacdo, as reagdes de amplificagdo para sequenciamento foram
realizadas com o ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit® num
volume total de 10 pl, contendo 1 pyM de iniciador direto, tamp&o de sequenciamento
(0,5x), 2 ul do Kit de sequenciamento e 2 ul de amostra purificada. O programa de
amplificagcéo utilizado consistiu em 1 min a 96°C e, em seguida, 25 ciclos de 10 s a
90°C, 5 s a 55°C e 4 min a 60°C.

O produto obtido foi precipitado com 2 pl de acetato de sédio (3M com pH = 4,6)

e 50 yl de etanol 95% e, apds incubacdo a temperatura ambiente durante 20 min e
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centrifugacao a 14000 rpm durante 20 min, foi ressuspenso com 250 ul de etanol 70% e
novamente centrifugado durante 5 min a 14000 rpm. Apés centrifugacéo, foi retirado o
sobrenadante e secou-se o precipitado. Em seguida, a amostra foi preparada para ser
analisada em um sequenciador automatico ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer. Em
cada aplicagao, foram utilizados 25 pl de formamida desionizada. A visualizagdo dos
resultados foi efetuada com a aplicagdo Sequencing Analysis® 3.7 da Applied

Biosystems.

3.2.4 Tratamento dos dados

As sequéncias geradas foram avaliadas inicialmente para qualidade maior ou
igual a 20, pelo software Phred (EWING & GREEN, 1998; EWING et al., 1998), sendo
que Q = - 10 log1o(Pe), em que Q é o valor da qualidade e P, € a probabilidade de a
base ter sido nomeada erroneamente. As sequéncias eram aceitas com, no maximo,

uma base néo determinada a cada 100 sequenciadas.

Em seguida, as sequéncias obtidas foram alinhadas usando-se o software
BIOEDIT® vs7.0.5.2 (HALL, 1999) — que emprega o algoritmo Clustal W — e
comparadas entre si. Como sequéncia referéncia, utilizou-se a do mtDNA da espécie
Sus scrofa, disponivel no NCBI, GenBank AJ002189 (URSING & ARNASON, 1998).

Diversos estudos referem-se aos cuidados necessarios na analise de mtDNA, de
modo a definir protocolos para evitar ou minimizar os efeitos de possiveis
contaminagdes ou erros de analise no resultado final (CARRACEDO et al.,, 2000;
BANDELT et al., 2001; EDSON et al., 2004; YAO et al., 2004; BUDOWLE et al., 2005;
MONTEIRO, 2007). Em analise de mtDNA, os erros consequentes da verificagdo do
processo de sequenciamento da amostra, que consistem, na maioria das vezes, em
trocas de base, referéncias ambiguas e mutagdes fantasmas, sdo apontados como a
maior causa de equivoco (BANDELT et al., 2001).

O protocolo utilizado neste trabalho para obtencao das sequéncias de mtDNA de
suino, de modo a tentar ultrapassar os entraves resultantes dos erros descritos,
consistiu — além de as sequéncias serem avaliadas inicialmente para qualidade — no

alinhamento e posterior revisdo das sequéncias das amostras por duas pessoas bem
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como na criacao de uma lista de polimorfismo pela comparacdo com uma amostra
referéncia (Acesso GenBank: AJ002189). Quando necessario, amostras foram
sequenciadas nos dois sentidos, de forma a obter resultados mais concretos e a

eliminar duvidas.

3.2.5 Analise dos dados
3.2.5.1. Relagodes entre os haplétipos e entre as subpopulagoes

Os haplétipos foram obtidos por meio de contagem direta usando-se o programa
ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005). A propor¢ao dos nucleotideos diferentes entre
os haplétipos foi estimada a partir da distancia de TAMURA & NEI (1993), que é,
segundo MENDEZ (2002), uma das que mais se ajusta a realidade, uma vez que
considera uma taxa mutacional diferente entre transicdo («) e transversao (f), as

mudancgas transicionais entre as purinas (al) e entre as pirimidinas («2), ja que

apresentam taxas diferentes, como também pondera a frequéncia de cada uma das

bases (Figura 1).

(Fonte: MENDEZ, 2002)
FIGURA 1. Modelo de substituicdo nucleotidica de TAMURA & NEI (1993). Transi¢cdo («) e

tranversédo (f), mudangas transicionais entre as purinas (al) e entre as

pirimidinas (a2)
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Foi utilizado o método Neighbour-Joining (SAITOU & NEI, 1987) para reconstruir
as relagdes filogenéticas entre as subpopulagdes (Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste).
E, para reconstruir as relagcbes entre os haplétipos encontrados para os cascos-de-

burro, utilizou-se, além do método citado, o Median Joining (BANDELT et al., 1999).

a) o método de Neighbour-Joining

O método de Neighbour-Joining (SAITOU & NEI, 1987) considera as distancias
evolutivas entre um conjunto de sequéncia para reconstruir a sua histéria evolutiva.
Tem como principio definir unidades taxonémicas operacionais (OTUs), sendo
preferida, em cada passo do algoritmo, a topologia que envolva o menor comprimento
total dos ramos. Por esse método, a arvore foi construida usando-se o programa
MEGA (TAMURA et al., 2007), com 1.000 réplicas bootstrap.

b) o método Median Joining

As relagdes entre os haplétipos foram também inferidas pelo método Median
Joining (BANDELT et al., 1999). Ao contrario do anterior, as relagbes obtidas a partir
desse método ndo estdo limitadas ao formato arvore, permitindo, assim, que estas
formem estruturas graficas interconectadas entre si, em que cada conexao adicional
representa caminhos mutacionais alternativos (igualmente parcimoniosos) de um

haplétipo para outro.

Além disso, esse método é indicado para o estudo das relagbes entre os
haplétipos intrapopulacionais, que, normalmente, apresentam distancias genéticas
reduzidas, uma vez que considera a ocorréncia de recombinacéo, a existéncia de
haplétipos ancestrais na populacdo e, ainda, a pequena variacdo nucleotidica
intrapopulacional, que os métodos “tradicionais” ndo conseguem contemplar (BANDELT
et al., 1999; CLEMENT et al., 2000; POSADA & CRANDALL, 2001). Esse método
combina o algoritmo de Kruskal, que seleciona arvores em que s&o favorecidas as

conexdes mais curtas, com o algoritmo heuristico de maxima parciménia de Farris, que,
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sequencialmente, adiciona-lhes novos vértices, baseados em haplétipos intermédios,
de forma a reduzir o comprimento total da arvore (BANDELT et al., 1999).

Foi construida uma rede de haplotipo usando-se o programa NETWORK
v.4.2.0.1® (BANDELT et al., 1999).

3.2.5.2 Medidas de diversidade genética

Como medidas de diversidade genética, foram estimadas as diversidades
nucleotidica (77) e haplotipica (h). Esta resulta de uma fungdo entre o numero de
haplotipo existente na populagédo e das suas frequéncias (NEI & TAJIMA, 1981),
enquanto aquela pode ser calculada a partir da divisdo da proporcdo média de
diferenga nucleotidica entre os pares de sequéncia (K) pelo comprimento total da

sequéncia analisada (NEI, 1987).

Assim, para a populacdo de casco-de-burro e para as suas subpopulagdes

(Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste), foram estimadas as diversidades nucleotidica ( 7)
e haplotipica (h) assim como como o numero médio de diferenga nucleotidica (K),
usando-se o programa ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005).

3.2.5.3 Medidas de divergéncia genética

Para verificar se, de fato, existem possiveis subpopulagbes na populagédo casco-
de-burro, foram utilizadas, além dos métodos filogenéticos citados, duas medidas de
divergéncia genética, numa tentativa de averiguar a possivel existéncia de estruturacéo
entre as subpopulagdes. Assim, foi calculado o valor de divergéncia nucleotidica entre
as subpopulagdes, por meio da estimativa do numero de diferenca nucleotidica que
ocorre entre elas (Da). Essa medida incorpora informagbes tanto das frequéncias
haplotipicas quanto das diferengas nucleotidicas entre os haplotipos, fornecendo o nivel
de distancia genética entre as subpopulagdes, podendo ser estimada por NEI & LI
(1979):
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Em que:

TTxy = numero médio de substituicdo nucleotidica por local nucleotidico entre as

populacdes x e y;

Tx e 7y = numero médio de substituicdo nucleotidica por local nucleotidico

intrapopulacao.

Esse calculo foi realizado considerando-se a distancia de TAMURA & NEI
(1993), com uma corregdo gama de 0,05, por meio da utilizacdo do programa
ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005).

Outro meétodo estatistico utilizado neste estudo para avaliar o grau de
divergéncia genética entre as subpopulag¢des definidas foi a estimativa do parametro
Fst (WRIGHT, 1951), que, através da combinac&o de varias medidas de heterozigose a
diferentes niveis (individuos, subpopulagbes e populagéo total), permite uma descrigéo
detalhada da estrutura populacional (HARTL & CLARK, 2007). Esse parametro foi
calculado usando-se também o programa ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005), por

meio de 1.023 permutacgdes paramétricas dos haplotipos entre as subpopulagdes.

3.2.5.4 Testes de Neutralidade

Para testar se o polimorfismo observado nas regides do mtDNA estudadas é
consistente com o modelo de evolugdo neutra, foram estimadas as estatisticas D
(TAJIMA, 1989) e Fs (FU, 1997). Esses testes indicam se a selegdo e/ou processos
demograficos sao fatores a se considerar como explicagao das frequéncias haplotipicas

observadas por oposicao a deriva genética e a seletividade neutra.

A medida D (TAJIMA, 1989) é baseada no modelo de numero infinito de sitio
(ISM) e, para testar a hipétese nula de seletividade neutra e populagdo em equilibrio,
compara dois parametros de © (medida de diferenciacédo genética, baseada nos

polimorfismos entre as sequéncias), através da formula:
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Va’<9k _es)

Em que:
k = niumero médio de diferenca nucleotidica entre os pares de sequéncia; e
s = numero de polimorfismo nucleotidico observado na amostra.

Por sua vez, o teste Fs (FU,1997), tal como o teste de D (TAJIMA, 1989), baseia-
se na teoria do numero infinito de sitio (ISM), para avaliar a probabilidade de existir uma
amostra neutra com o numero de alelo igual ou inferior ao observado, dado o nimero

de diferenca entre duas sequéncias (S’). Essa estimativa pode ser obtida através da

5
Fg =| ——
(e

Essas estatisticas de seletividade neutra foram calculadas através de 1.000
simula¢des usando-se o programa ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005).

formula:

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias do DNA mitocondrial (mtDNA) de 1.632 pb revelaram 13
haplétipos nos 110 animais cascos-de-burro estudados (Tabela 1). Dos haplétipos

encontrados, destaca-se o H1 por aparecer em 63,6% dos animais cascos-de-burro.

Dos treze haplétipos aqui encontrados, 10 ja se encontram catalogados no NCBI,
€ 0 que apareceu com maior frequéncia (H1) na populagao foi primeiramente registrado
como da racga ibérica da Espanha (Acesso AY237514), encontrado por ALVES et al.
(2003).

Esse resultado corrobora dados historicos que afirmam que muitos dos animais
domésticos, como o suino, foram trazidos para o Brasil pelos portugueses e pelos
espanhdis (CAVALCANTI, 1985; VIANA, 1985). Associado a isso, de fato, ndo ha

registros paleontélogos que mostrem a presencga dessas espécies domésticas, como a
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suina, na América do Sul antes da chegada dos colonizadores europeus. Dados
histéricos afirmam ainda que as ragas nativas de suino do Brasil descendem das da
Peninsula Ibérica (CAVALCANTI, 1985; VIANA, 1985), o que foi recentemente
confirmado (GROSSI et al., 2006; SOUZA et al., 2009). SOUZA et al. (2009) também
encontraram o mesmo CYT-B desse haplétipo em duas ragas brasileiras, na nilo
(Acesso EU586524) e na piau (Acesso EU586526).

Encontraram-se 37 diferencas nucleotidicas (SNP) na regido do mtDNA
estudada entre os haplétipos dos cascos-de-burro (Tabela 1). Dessas posicoes
variaveis, 35 compreenderam mutagdes pontuais do tipo transigdo, que € a via mais
comum de evolucao mitocondrial nos mamiferos (VIGILANT et al., 1991). Somente um
sitio apresentou substituicdo do tipo transversao (posicao 15.558), e foi observada uma
delecdo (posicdo 15.571) entre os haplétipos dos cascos-de-burro (Tabela 1), o que
corrobora diversos estudos, os quais, baseados em analise de DNA mitocondrial
humano e animal, concluiram que as transicées ocorrem muito mais frequentemente
que as transversées (HOELZEL et al., 1991; MEYER et al., 1999).

Em relacédo a sequéncia referéncia (GenBank AJ002189), foi observado apenas
um SNP a mais nos haplétipos dos cascos-de-burro, sendo que todos apresentaram

uma delegéo na posicao 15.707, totalizando 38 sitios polimorficos (Tabela 1).
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Na Tabela 2, encontra-se a distribuicdo numérica dos haplotipos do mtDNA entre

0s animais cascos-de-burro por subpopulagao.

Como se observa na Tabela 2, o Hy, haplétipo que apareceu com mais
frequéncia na populacao, foi o Unico na subpopulagédo do Centro-Oeste, sendo também
o mais frequente nas demais subpopula¢des. Em seguida, na do Nordeste, vem o H9,
tendo sido exclusivo dessa subpopulagéo, assim como os He, H7, Hs, H1o, H11, Hi2 € Hys
(Tabela 2). A subpopulagdo do Sudeste também apresentou haplétipos exclusivos, o

H,, Hs, Hs € Hs. Somente o H4 foi comum a todas as subpopulac¢des (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo numérica dos haplétipos do mtDNA entre os suinos cascos-de-

burro por subpopulagao

Subpopulacéo
Haplotipo Centro-Oeste Sudeste Nordeste Total*
(n=29) (n=35) (n=46) (n=110)
H, 29 24 17 70
H, - 02 - 02
Hs - 01 - 01
H,4 - 05 - 05
Hs - 03 - 03
Hs - - 02 02
H-, - - 01 01
Hs - - 04 04
Ho - - 12 12
Hio - - 05 05
Hii - - 03 03
Hio - - 01 01
His - - 01 01
Total de haplétipo” 01 05 09

n = tamanho da amostra; *frequéncia total do haplétipo na populagéo; “total de haplotipo
por subpopulacéo.

O Hg esta presente em animais da raga ibérica (ALVES et al., 2003), /landrace
(LIN et al., 1999), duroc (Acesso Genbank: FJ236997.1) como também em Javalis
europeus (Acessos Genbank: FJ237003, FJ237002, FJ237001, FJ237000). Contudo,

mesmo sendo o segundo haplétipo mais frequente na populagéo casco-de-burro, sua
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frequéncia nessa populacéo foi relativamente baixa (10,1%) e limitada a uma unica

subpopulagéo (Nordeste).

Estd bem documentado que os porcos ibéricos contribuiram para o
desenvolvimento da raga duroc (JONES, 1998). Os resultados do estudo de ALVES et
al. (2003) sao consistentes com aquilo, uma vez que a comparacao das sequéncias
MtDNA determinadas nos porcos de raga ibérica e duroc mostrou dois haplétipos
partilhados — sendo um deles o Hg, encontrado no presente trabalho —, indicando que

ha duas matrilinhas que contribuiram na formagéo de ambas as ragas.

Como sabido, tanto a raga duroc quanto a landrace foram introduzidas no Brasil
para fins de aumento de produgéo, e muitos criadores de raga nativa utilizaram-nas em

cruzamentos no intuito de melhorar a produgéo dos seus animais.

A duroc foi a primeira raga a ser introduzida no pais e, portanto, a que iniciou o
melhoramento e a tecnificagdo da suinocultura brasileira, sendo registrada, no Pig Book
Brasileiro, a partir do ano de 1958 (LARRAMBEBERE & COSTA, 1983). A rusticidade e
a facil adaptagéo a todas as regides do pais fizeram com que seu uso em cruzamentos
industriais propiciasse uma melhoria na qualidade da carne das ragas nativas como

também das brancas.

A raca landrace vem sendo aperfeicoada pelos dinamarqueses ha mais de um
século, visando a excelentes qualidades criatérias, aléem de uma conformacéo ideal
para a producgéo de carne magra (TORRES & JARDIM, 1975). Como nenhum pais, até
entdo, havia conseguido resultados semelhantes com suas ragas, passaram a introduzi-
la, quer para a formacao de novas ragas quer para melhorar as ragas locais para carne

magra.

A existéncia de haplotipo de origem asiatica na populagdo casco-de-burro (Hs,
Hs, He, Hs € Hq1) parece ser, devido as baixas frequéncias observadas (0,9%, 2,72%,
1,81%, 3,63% e 2,72% respectivamente), residual, possivelmente oriunda das atuais
fémeas de producdo industrial, que possuem ragas chinesas na sua composi¢ao
genética. Entretanto a existéncia de importantes rotas comerciais dos portugueses (a
partir de Macau para o Brasil) e dos espanhdis (entre as Filipinas e o México), ligando a

Europa, a Asia e a América, pode fornecer um quadro histérico para uma antiga



125

heranca asiatica nos cascos-de-burro desde, possivelmente, o inicio de sua formagao.
Nesse sentido, no Brasil, no periodo colonial, foi introduzida uma raga asiatica chamada
macau, que se acredita que possa ter influéncia na formacao dos grupos genéticos

nativos.

Esse resultado sugere, contudo, uma pequena participacdo materna das racgas
de origem asiatica na populacdo casco-de-burro do Brasil, sendo esses resultados
consistentes com os de SOUZA et al. (2009), que também a encontraram em outras

populagdes de suino de racga nativa do Brasil.

Como ja dito, os individuos analisados agruparam-se em 13 haplo6tipos. Como
consequéncia, a diversidade haplotipica foi 0,61 + 0,003, enquanto a nucleotidica, 0,05
+ 0,002 (Tabela 3).

Tabela 3. Diversidades haplotipica (h) e nucleotidica ( /) assim como o numero médio
de diferenca nucleotidica (K) estimados a partir de 1.663 pb do mtDNA por
subpopulagéo de suino casco-de-burro

Subpopulagéo N N° de Diversidade Diversidade K
haplétipo haplotipica nucleotidica
Centro-Oeste 29 01 0,0 0,0 0,0
Nordeste 46 09 0,79+0,001 0,006 + 0,003 10,9
Sudeste 35 05 0,56 + 0,09 0,004 + 0,002 7,29
Total 110 13 0,61 +0,003 0,05+ 0,002 7,7

N= quantidade de animal utilizada

Apesar de ser apresentada a estimativa de diversidade haplotipica, é sugerida a
utilizacdo da diversidade nucleotidica como estimativa da variacdo entre populagao
(subpopulagédo) (MONTEIRO, 2007), uma vez que alguns estudos referem que, quando
a diversidade genética & estimada entre populagdo, a medida de diversidade
nucleotidica € mais informativa que a haplotipica, uma vez que fornece informacéao
sobre as diferencas nucleotidicas entre sequéncia de DNA, enquanto a diversidade
haplotipica apenas indica se duas sequéncias sao ou nao idénticas (NEI & LI, 1979;

TAJIMA, 1983). Mas, para ambas as diversidades estimadas, a subpopulacéo de
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casco-de-burro do Centro-Oeste apresentou valor 0,0 (Tabela 3), visto s6 ter sido
encontrado um unico haplétipo nessa regido. Isso pode ser reflexo da pureza ancestral
materna desses animais como também reflexo da diminuigdo drastica das populagdes
de casco-de-burro nas ultimas décadas, indicando que essa pode ter possivelmente

eliminado outros haplétipos daquela regiao.

E possivel verificar que a subpopulacdo de casco-de-burro da regido Nordeste
apresentou maior diversidade haplotipica (Tabela 3), resultado do maior numero de

haplétipo encontrado nessa populagéo.

A distancia F¢ entre as subpopulagdes da regido Nordeste e da Sudeste nao foi
significativa, no entanto ambas apresentaram distancia significativa da Centro-Oeste
(Tabela 4). Esse indice de diferenciagdo genética mostra que as subpopulac¢des

Sudeste e Nordeste ndo podem ser consideradas distintas, pois sdo homogéneas.

Tabela 4. Distancias genéticas entre as subpopulagbes de suino casco-de-burro.
Valores de distancia F estdo abaixo da diagonal, e os valores de
divergéncia nucleotidica (DA) acima

Subpopulagéo Nordeste Sudeste Centro-Oeste
Nordeste - 0,41 1,84
Sudeste 0,02™ - 0,49
Centro-Oeste 0,18** 0,10* -

As estimativas de divergéncia nucleotidica entre os cascos-de-burro (Tabela 4) e
a arvore Neighbour-Joining derivada destas (Figura 2) mostram que as subpopulagdes
Nordeste e Sudeste estdo mais proximas. Todavia, em relacdo a Centro-Oeste, a
Sudeste estda mais proxima que a Nordeste, resultado semelhante ao obtido pela

estatistica Fg; (Tabela 4).
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Figura 2. Dendrograma Neighbour-Joining para as trés subpopula¢cdes de suino casco-de-

burro, baseado nos valores de divergéncia nucleotidica (DA)

Na Figura 3, apresenta-se o dendrograma construido pelo método Neighbour-

Joining (SAITOU & NEI, 1987) para os 13 haplétipos encontrados nos cascos-de-burro.

As relacdes entre os 13 haplétipos (Figura 3) mostram dois grandes grupos: um
formado pelos haplétipos Hs, Hg, Hs, H11 € Hys, € 0 outro formado pelos demais. Como
foi observado, apenas o Hi apareceu em todas as subpopulacdes (Tabela 2) e os
demais foram exclusivos da Nordeste e da Sudeste. Entretanto, de acordo com a Figura
4, os haplétipos exclusivos de cada subpopulagéo ndo se agruparam, necessariamente,
em clusters distintos, ou seja, no grupo 1 (Hs, Hs, Hs, H11 € Hs), ha haplotipos tanto da

subpopulagéo Centro-Oeste (Hg, Hs, H11) quanto da Sudeste (Hs, Hs).
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Figura 3. Dendrograma para os 13 haplétipos dos cascos-de-burro. Os numeros nas
bifurcagbes correspondem as porcentagens sobre 1000 replicacdes bootstrap. A

populagdo a qual o haplétipo pertence esta denominada de SE (Sudeste), NE

(Nordeste) e CO (Centro-Oeste).
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Os dois agrupamentos formados mostram, claramente, a diferenciagcdo entre

haploétipos europeus e asiaticos, ou seja, na populacédo de casco-de-burro estudada,

aparecem tanto haplétipos de origem europeia (H4, Hz, H4, H7, Ho, Hio, Hi2 € Hy3)
quanto asiatica (Hs, Hs, Hs, Hs € Hq1). SOUZA et al. (2009), trabalhando com diversas

ragas de suino nativo, encontraram 15 haplo6tipos diferentes, dos quais onze eram de

origem européia e quatro, asiatica.

Como se pode observar ainda, os haplétipos europeus subdividiram-se em dois

clados, em que sozinho compondo o primeiro ficou o H7. O segundo se subdividiu

ainda em outros dois, Hy e H4, sozinhos em um, e os demais no outro. Essas

subdivisbes podem demonstrar possivelmente eventos diferentes de domesticagéo,
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mostrando que, embora ndo tenha havido domesticacao de suino no Brasil, os cascos-
de-burro possivelmente descendem de matrilinhas de diferentes eventos de

domesticacao de suino na Europa.

A classificagdo dos haplétipos em europeu ou em asiatico pode ser feita com
base em quatro SNP, localizados nas posi¢cdes 15.036, 15.038, 15.041 e 15.045 pb do
MtDNA, que estéo localizados no CYT-B (Tabela 1). Os haplotipos E1 (TGCG) e E2
(TGTG) sao europeus, enquanto o A1 (CATA) e A2 (CATG) tém origem asiatica
(GIUFRA et al., 2000; JONES, 1998; CLOP et al., 2004). Assim, de acordo com a
Tabela 1, verifica-se que a populagdo casco-de-burro apresentou oito haplétipos
europeus e cinco asiaticos, o que aparece bem definido na Figura 3. Ressalta-se que,
nessa populacéo, s6 foram observados um dos tipos dos haplétipos europeus (TGCG)

e um dos asiaticos (CATA).

Estudos realizados confirmam a existéncia de trés grandes grupos de porco
selvagem e doméstico: um grupo asiatico (A), constituido por inumeras racas
domésticas e javalis asiaticos, e dois grupos europeus, El e Ell (GIUFFRA et al., 2000;
KIJAS & ANDERSSON, 2001). O grupo EIl engloba as ragas domésticas e os javalis
europeus, com excecao dos italianos, que formam o segundo grupo europeu, Ell. Esses
resultados apontam para um cenario de domesticagdo independente no Oriente
Proximo e na Asia. De acordo com ALVES et al. (2003), as racas domésticas e os
javalis espanhois fazem parte do principal grupo europeu, El (TGCG), igualmente ao

encontrado neste trabalho para os cascos-de-burro.

A prevaléncia de CYT-B e D-loop europeu e asiatico foi estudada previamente
nas principais ragas comerciais utilizadas na europa, como large white, landrace e
duroc (GIUFFRA et al., 2000; OKUMURA et al., 2001; KIM et al., 2002). Esses estudos
demonstraram que muitos desses padrdes raciais apresentaram introgressao de
haplétipo asiatico, o que comprova as evidéncias histoéricas de que muitas racgas
chinesas foram importadas para a Inglaterra entre 1770 e 1860 e introduzidas nas
populagdes inglesas de suino, influenciando o desenvolvimento das racas landrace,
berkshire, small white e middle white (JONES, 1998).
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Associado a isso, EPSTEIN & BICHARD (1984) sugeriram que 0s porcos
asiaticos que contribuiram para o desenvolvimento das ragcas dos porcos ingleses
tenham sido importados n&o da China nem da Indo-China diretamente, mas através de
Napoles e de Portugal em 1770-80. Por isso, provavelmente, haplétipos de origem
asiatica foram também observados em ragas da peninsula ibérica (ALVES et al., 2003;
FANG & ANDERSON, 2006), evidenciando a introgresséo de alelo das ragas asiaticas

nessa peninsula.

Um importante marco na histéria das racas suinas europeias foi justamente a
introgressao de alelo asiatico nas populagdes suinas britanicas durante os séculos XVIII
e XIX. Essa influéncia confirma a expansédo das matrilinhas asiaticas, certamente em
virtude principalmente da raca meishan. As ragas chinesas sempre foram mundialmente
conhecidas pela alta prolificidade, sendo utilizadas para cruzamentos, e, recentemente,
seu mapeamento genético para identificagdo dos alelos ligados a prolificidade e a
possibilidade de transferi-los para outras ragas tornam de grande importancia essa

raca.

Na Figura 4, apresenta-se a Rede Median Joining entre os haplétipos da
populagdo casco-de-burro. Nota-se que o haplétipo Hs apresenta apenas uma mutacao
em relagéo ao H4, que foi o que apresentou a maior frequéncia. Isso sugere que esse
haplétipo (Hs) pode ter se diferenciado do H;s recentemente, sendo, possivelmente,
oriundo de uma mesma matrilinha. Do lado direito do H4, vém os outros haplotipos
europeus, por isso uma menor diferenca nucleotidica entre eles, ao passo que, do lado
esquerdo, apdés o Hy, estdo os de origem asiatica. O H7, mesmo sendo europeu, tem

nove SNP em relacdo ao Hs e 10 em relagéo ao Hs.
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Figura 4. Rede Median Joining entre os haplétipos da populagédo casco-de-burro. O tamanho

do circulo é proporcional ao numero de individuo que apresenta o respectivo

haplé6tipo. Os numeros entre um haplétipo e outro representa o numero de mutacao

entre haplétipo (ex.: entre o haplétipo Hy e Hy, hd uma mutacado na posicéo 1.511 da

sequéncia de 1.632 pb estudada). A seta aponta um né tedrico intermediario (mv1),

introduzido pelo algoritmo executado
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Na Figura 5, apresenta-se o dendrograma Neighbour-joining, baseado em indice
de substituicdo nucleotidica por sitio, estimada por meio da distadncia de TAMURA &
NEI (1993), entre os haplétipos dos cascos-de-burro e os de outros grupos genéticos
nativos do Brasil, publicados por SOUZA et al. (2009).

[ 77 Caruncho

71 /' Pirapetinga 1

H1 |H4|H? Piau 2, Nilo 2, Pirapetinga 2, Monteiro,
Canastrido, Moura 3, Rabo-de-peixe, Tatu
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Figura 5. Dendrograma Neighbour-joining, baseado em indice de substituicdo nucleotidica por
sitio, estimado por meio da distancia de TAMURA & NEI (1993), entre os haplétipos
do CYT-B dos cascos-de-burro (H4, Hz, Hs,..., Hi3) € 0s de outros grupos genéticos
nativos do Brasil, publicados por SOUZA et al. (2009).

As sequéncias publicadas por SOUZA et al. (2009) referem-se a regido do CYT-

B, por isso utizou-se, nesse dendrograma (Figura 5), somente a regido do CYT-B dos
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haplétipos dos cascos-de-burro (Tabela 1), de modo a ser possivel apresentar essa
relacdo. Como se observa, considerando-se somente o CYT-B, os cascos-de-burro
apresentaram apenas sete haplétipos, devido ao fato de os outros haplétipos se
diferenciarem apenas na regido D-loop, como o H¢, Hs € H7, que, agora, sdo iguais

(Figura 5). O mesmo ocorreu com Hy, Hg € Hy3 € com Hs, Hs e Hg.

Como foi referido, o Hy foi o mais frequente na populagdo casco-de-burro
(Tabela 2). Quando se considerou apenas a regido do CYT-B, aquele haplétipo foi igual
ao H4 e H7, mostrando duas conclusdes. A primeira é que esses haplétipos podem vir
de uma mesma matrilinha, visto que as diferencas nucleotidicas, além de poucas,
ocorrem na regido D-loop, que apresenta alta taxa de mutacdo. A segunda € que sua
frequéncia aumenta, visto que agora sado 76 animais que apresentam 0 mesmo
haplétipo, mostrando que possivelmente poucas matrilinhas contribuiram de forma

direta na formacéo dos cascos-de-burro.

Esse haplétipo, no entanto, n&o € exclusivo dos cascos-de-burro, outros grupos
genéticos nativos do Brasil também o apresentam, como pode ser observado na Figura
5. Isso mostra que essa matrilinha foi a que, possivelmente, mais contribuiu com a

formacgéo dos grupos genéticos nativos do Brasil.

O DNA mitocondrial tem sido vastamente utilizado em estudos de genética
populacional, filogeografia e filogenia, assumindo-se que as frequéncias haplotipicas
devem-se, principalmente, a migracao, e que a maioria da variagao intraespecifica é
seletivamente neutra, sendo o DNA mitocondrial considerado um marcador neutro
(BALLARD & RAND, 2005). Nesse sentido, alguns trabalhos, mesmo com animais
domésticos (FANG & ANDERSSON, 2006; EGITO, 2007), aplicaram o teste de
neutralidade. Com esse teste, objetiva-se verificar se a selecdo e/ou processos
demograficos séo fatores a se considerar como explicagdo das frequéncias

haplotipicas observadas por oposi¢céo a deriva genética e a seletividade neutra.

Assim, na Tabela 5, apresentam-se os resultados obtidos para o teste D
(TAJIMA, 1989) e Fs (FU, 1997).
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Tabela 5. Testes de neutralidade D e Fs nas subpopulagdes de

suino casco-de-burro

Subpopulagéo D Fs
Nordeste 1,40 8,59™
Sudeste -0.21™ 8,74™
Centro-Oeste* — —
Total 0,3™ 5,13"

*N&o é possivel aplicar o teste em populagdo que ndo apresente

polimorfismo

A subpopulagdo de casco-de-burro do Centro-Oeste apresentou um unico
haplétipo, por isso n&o foi possivel aplicar esses testes. A subpopulagdo do Sudeste do
Brasil apresentou, para o Teste D, valor negativo, mas nao significativo, enquanto a do
Nordeste também apresentou nao significativo, mas positivo (Tabela 5). Quando uma
populacdo esta evoluindo com base na teoria da evolugdo neutra, ou seja, em
equilibrio, segundo TAJIMA (1989), o valor de D é igual ou muito préximo de zero.
Segundo HARTL & CLARK (2007), valores significativos negativos de D podem
evidenciar uma populagcdo em crescimento, uma vez que o aumento da variagao ocorre
primeiro em alelo raro, o que mais rapidamente afetara o valor de S* (Fs = S/1-S°). A
populagdo também pode, no entanto, divergir do esperado com valores positivos

significativamente, mostrando que passou por periodos de perda de diversidade.

Valores negativos estatisticamente significativos também podem ser obtidos se
houve selecdo desfavoravel sobre haplétipo raro; enquanto os valores positivos
estatisticamente significativos também podem ser obtidos se houve selecéo favoravel
de alguns haplétipos mais frequentes (MONTEIRO, 2007). Atualmente, ndo € possivel
distinguir entre o efeito demografico e o de selecdo quando em presenca de valores

estatisticamente significativos.

A estatistica Fs tende a apresentar valor negativo, o que ndo ocorreu nas
subpopulagbes do Nordeste e do Sudeste (Tabela 5), quando existe excesso de
mutacao recente e, consequentemente, de alelo (haplétipo) raro, sendo considerado

contra a neutralidade das mutagdes se o valor negativo for muito elevado (FU, 1997).
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Valor significativo de Fs pode indiciar que diversos processos, como crescimento efetivo

populacional ou “carona” genética, ocorreram no passado (FU, 1997).

3.4 CONCLUSOES

As relagdes filogenéticas entre os haplétipos encontrados definem um padrao
claro de relacao devido aos altos valores de suporte dos nés (bootstrap). O haplotipo Hy
parece ser, claramente, o mais ancestral devido, primeiro, ao fato de ser de origem
ibérica e, segundo, por ser o mais frequente em todas as subpopulacdes estudadas e o

Unico comum a todas.

Os resultados de diversidade haplotipica e nucleotidica, a distancia genética e a
arvore génica tornaram evidente a diversidade genética da populagdo de suino casco-
de-burro, salientando a presenca de dois clados (europeu e asiatico) de linhagens

maternas distintas, convivendo no mesmo local.

Os cascos-de-burro apresentaram varios haplétipos que foram comuns a outros

grupos genéticos nativos do Brasil, demonstrando descenderem de mesma matrilinha.

Baseado nos resultados observados neste estudo, €& possivel verificar a
existéncia de um pool genético altamente diverso no que se refere a diversidade do
DNA de origem materna, consistente com a histéria da suinocultura brasileira. As
diversas introdugbes de animais de diferentes origens favoreceram proliferacdo e
expansao dos diferentes haplétipos encontrados. Portanto os cascos-de-burro do Brasil

possuem um reservatério importante e vasto para o futuro da suinocultura mundial.
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Capitulo 4. RELAGCOES FILOGENETICAS ENTRE OS SUINOS CASCOS-DE-

BURRO E POPULACOES IBERICAS E NORTE-AMERICANAS POR MEIO DA
REGIAO D-LOOP

Resumo - Sequéncias nucleotidicas do DNA mitocondrial foram utilizadas com o
objetivo de determinar a relagéo filogenética entre duas popula¢des de casco-de-burro
e 12 de suideo, oriundas de Portugal (malhado-de-alcobacga, bisara, alentejana e
javali), Espanha (lampifio, retinto, entrepelado, dorado gaditano, celta gallega e javali)
e dos Estados Unidos (mulefoot, guinea e red wattle), na tentativa de este trabalho
elucidar a origem materna dos animais cascos-de-burro do Brasil. Um fragmento da
regido D-loop de 511 pb foi amplificado, e os produtos de PCR foram purificados e, na
sequéncia, inseridos em um sequenciador ABI PRISM® 310. Foram encontrados 33
haplétipos no total, sendo possivel identificar 35 sitios polimérficos. A maioria dos
haplétipos encontrados nos cascos-de-burro foi comum as populagdes da Peninsula
Ibérica estudadas neste trabalho, no entanto o mais frequente em ambas as
populagdes de casco-de-burro foi comum apenas a populagdo dorado gaditano. A
populagdo de casco-de-burro 1 diferiu estatisticamente de todas as outras, inclusive
da casco-de-burro 2. Esta, todavia, ndo diferiu da bisara. Com base nos resultados
obtidos, conclui-se que os cascos-de-burro possuem ancestralidade materna ibérica,

com pequena introgressao de haplétipo de origem asiatica.

Palavras-chave: diversidade genética, Sus scrofa, Matrilinha
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PHYLOGENETIC RELATIONS BETWEEN BRAZILIAN MULEFOOT PIGS AND
IBERIAN AND NORTH-AMERICAN PIG POPULATIONS BASED ON
MITOCHONDRIAL DNA D-LOOP REGION ANALYSIS

Abstract — Mitochondrial DNA nucleotide sequences were used to determine the
phylogenetic relation between two Brazilian Mulefoot pig populations and 12 pig
populations from Portugal (Malhado-de-Alcobacga, Bisara, Alentejana, and wild boars),
Spain (Lampifio, Retinto, Entrepelado, Dorado Gaditano, Celta Gallega, and wild boars),
and United States (US Mulefoot, Guinea, and Red Wattle) to try to elucidate the
maternal origin of Mulefoot pigs in Brazil. A fragment of 511 pb of the D-loop region was
amplified, and purified PCR products were analyzed using an ABI PRISM® 310
sequencer. A total of 33 haplotypes was found, and 35 polymorphic sites were identified.
Most haplotypes found in Brazilian Mulefoot pigs were common to the Iberian pig
populations included in the present study. However, the most frequent haplotype in both
Brazilian Mulefoot populations was common only to the population of Dorado Gaditano
pigs. Brazilian Mulefoot population 1 was statistically different from all other populations,
including Mulefoot population 2, which did not differ from the Bisara population. Based
on these findings, it was concluded that Brazilian Mulefoot pigs have Iberian maternal

ancestors, with some introgression of haplotypes of Asian origin.

Keywords: genetic diversity, Sus scrofa, matrilineal history

4.1 INTRODUGAO

Sendo essencialmente transmitido via materna, o DNA mitocondrial (mtDNA)
abriu uma nova perspectiva no estudo da genética de populacdo e é o marcador
molecular mais utilizado em estudos de domesticacdo (GIUFFRA et al., 2000). O
mtDNA é utilizado para identificar os provaveis ancestrais selvagens (HUANG et al.,
1999; OKUMURA et al., 2001; FANG & ANDERSON, 2006), o numero de linhagem
materna na populagédo em estudo (EGITO, 2007) e sua origem geografica (LARSON et
al., 2005; WU et al., 2007). Com os dados obtidos, pode-se tragar um padrao geografico

da diversidade e evolugcdo de uma espécie, a dispersdo e o fluxo génico, verificar as
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expansodes demograficas assim como a miscigenag¢do (BRUFORD et al., 2003; EGITO,
2007).

A maior variagdo no DNA mitocondrial entre individuo n&o relacionado
maternalmente ocorre na regido nao codificante (regido-controle ou D-loop), que possui
‘pontos quentes”, mutacionais, que evoluem a uma taxa 4 a 5 vezes superior a média,
como as duas zonas hipervariaveis, HVlI e HVII (CARRACEDO et al., 2000;
STONEKING, 2000; PAKENDORF & STONEKING, 2005). Nessas zonas, a substituicdo
das bases nao é uniforme, uma vez que as transigdes ocorrem mais frequentemente
que as transversdes, o numero de transicao de pirimidina € superior ao de purina, e as
taxas de substituicdo sao variaveis de acordo com os locais do DNA (HOELZEL et al.,
1991; TAMURA & NEI, 1993; MEYER et al,, 1999), permitindo que os multiplos
polimorfismos dessa regido possam ser utilizados na distingdo de individuo, baseada
em haplétipo, ja que permitem distinguir individuos relacionados ou ndo por via

materna.

Trabalhos recentes confirmam o que, de fato, consta na histéria da espécie Sus
scrofa no Brasil, que as racas nativas sdo derivadas das introduzidas na época da
colonizagdo, mostrando, por meio do mtDNA, que possuem uma ancestralidade
materna europeia (GROSSI et al., 2006; SOUZA et al., 2009). Entretanto ha um grupo
de animal no Brasil, conhecido como casco-de-burro — que tem essa denominagao pelo
fato de os animais serem sindactilos —, cuja origem ainda ¢ incerta, uma vez que nio ha

evidéncia desse fen6tipo em suino na Peninsula Ibérica.

Contudo, segundo alguns autores (MARIANTE et al., 2003; MARIANTE &
CAVALCANTE, 2006; CASTRO, 2007), os animais que, no Brasil, chamam-se casco-
de-burro tém origem provavelmente na raca mulefoot, encontrada nos Estados Unidos.
Porém a origem do mulefoot americano também néo é clara. COBURN (1909), no seu
livro classico, intitulado Swine in America, fez notar que o porco mulefoot foi encontrado
em Arkansas, Missouri, lowa, Indiana, em todo o sudoeste e em algumas partes do
México. Na atualidade, ha animais com esse fendtipo praticamente em todo o
continente americano (LEMUS-FLORES et al., 2001; LEMUS-FLORES et al., 2003;
OSLINGER et al., 2006; AGUERO et al., 2008).
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Existe grande lacuna quanto a estudos abordando relagdo genética de
populacéo de casco-de-burro com os seus possiveis ancestrais. Assim, aponta-se como
objetivo principal deste capitulo verificar a relacdo genética entre os animais cascos-de-
burro, racas norte-americanas e da Peninsula Ibérica por meio de sequéncia direta da
principal regido nao codificante do mtDNA (D-loop), na tentativa de este trabalho

elucidar a origem materna dos animais cascos-de-burro do Brasil.

4. 2 MATERIAL E METODOS
4. 2.1 Amostras

Amostras de sangue de 110 suinos com o fenétipo casco-de-burro foram
coletadas individualmente em tubos com K3EDTA e transportadas para o laboratorio.
Esses animais sdo oriundos da regido Nordeste (estado da Paraiba, 46 animais),
Centro-Oeste (estado do Mato Grosso, 29 animais) e Sudeste (estado de Minas Gerais,

35 animais) do Brasil.

Com base nos resultados obtidos no capitulo anterior, observou-se que as
populagdes das regides Sudeste e Nordeste ndo diferiram entre si pelo parametro Fy,
por isso, neste capitulo, ambas serdo consideradas unica populagdo, denominada de
“casco-de-burro 2", ao passo que a populagao “casco-de-burro 1” foi formada pelos

animais da regiao Centro-Oeste.

Foram também estudados os trés grupos genéticos autdctones de Portugal
(malhado-de-alcobaga, bisaro e alentejano), cinco da Espanha (lampifio, retinto,
entrepelado, dorado gaditano e celta gallega) e trés dos Estados Unidos (mulefoot, red

wattle e guinea).

Utilizaram-se amostras de Javali provenientes das mesmas regides geograficas
das racas autéctones da Peninsula Ibérica (Portugal e Espanha), uma vez que essas
amostras permitem avaliar a contribuicdo dos javalis para o pool das ragas suinas
autoctones e, eventualmente, desenvolver marcadores que distingam a forma

doméstica da selvagem.
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4.2.2 Extragdo de DNA

O DNA total (nuclear + mitocondrial) foi extraido, segundo SAMBROOK et al.
(1989), a partir da mancha de sangue armazenada em cartdo FTA Classic, usando-se

pequenas areas do cartdo (1-2 mm?), conforme descrito no capitulo 2.

4.2.3 Amplificagao dos produtos de PCR e sequenciamento

A regiao utilizada do mtDNA para tracar as relagbes filogenéticas entre os
cascos-de-burro e os grupos genéticos estudados foi a D-loop, escolhida n&o sé pela
sua alta taxa de mutacado (TABERLET, 1996) como também por ter sido amplamente
utilizada em diferentes trabalhos envolvendo ragas de suino, o que permite a imediata
comparacgdo das sequéncias geradas neste trabalho com as disponiveis na literatura
(GIUFFRA et al., 2000; OKUMURA et al., 2001; KIM et al., 2002; ALVES et al., 2003a).
Um fragmento de 511 pb entre os sitios 15.390 e 15.900 foi amplificado usando-se
iniciadores de acordo com ALVES et al. (2003a).

As condigbes da reacdo de amplificagdo foram realizadas em um termociclador
“‘Eppendorf Mastercycler personal®, usando-se o Qiagen Taq PCR Core Kit®, num
volume total de 25 pl, contendo 0,4 uM de cada iniciador, 1x tampao com MgCl, (1,5
mM), 200 uM de dNTPs, Solucao Q (1x), 1 unidade de Taq DNA Polymerase e 1-2 yl de
amostra de DNA. O programa de amplificagcao consistiu em desnaturacao a 94°C por 2
min; seguida de 30 ciclos de 2 min e 30 s: desnaturacao a 94°C por 45 s, anelamento a

55°C por 45 s e extensdo a 72°C por 1 min; e extenséo final de 72°C por 10 min.

Apds amplificacdo, a purificacdo de cada amostra (5 pl) foi realizada com a
enzima Exosap-It® (2 pl). O programa de purificagdo consistiu em 15 min a 57°C e 15
min a 80°C.

Apds purificacdo, as reacgdes de amplificagdo para sequenciamento foram
realizadas com o ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit® num
volume total de 10 ul, contendo 1 yM de iniciador direto, tampéo de sequenciamento

(0,5x), 2 ul de Kit de sequenciamento e 2 ul de amostra purificada. O programa de
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amplificagcéo utilizado consistiu em 1 min a 96°C e, em seguida, 25 ciclos de 10 s a
90°C, 5 s a 55°C e 4 min a 60°C.

O produto obtido foi precipitado com 2 pl de acetato de sédio (3M com pH = 4,6)
e 50 yl de etanol 95% e, apds incubacdo a temperatura ambiente durante 20 min e
centrifugacdo a 14000 rpm durante 20 min, foi ressuspenso com 250 ul de etanol 70% e
novamente centrifugado durante 5 min a 14000 rpm. Apds centrifugacéo, foi retirado o
sobrenadante e secou-se o precipitado. Em seguida, a amostra foi preparada para ser
analisada num sequenciador automatico ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer. Em cada
aplicacao, foram utilizados 25 pyl de formamida desionizada. A visualizagdo dos
resultados foi efetuada com a aplicagdo Sequencing Analysis® 3.7 da Applied

Biosystems.

4.2.4 Tratamento dos dados

As sequéncias geradas foram avaliadas inicialmente para qualidade maior ou
igual a 20 pelo software Phred (EWING & GREEN, 1998; EWING et al., 1998), sendo Q
= - 10 log10(Pe), em que Q é o valor da qualidade e P, é a probabilidade de a base ter
sido nomeada erroneamente. As sequéncias eram aceitas com, no maximo, 1 base nao

determinada a cada 100 bases sequenciadas.

Em seguida, usando-se o software Bioedit®vs7.0.5.2 (HALL, 1999), que utiliza o
algoritmo Clustal W, as sequéncias obtidas foram alinhadas — consideraram-se 460 pb
das 511 sequenciadas, localizadas entre as posi¢des 15.420 e 15.880 — e comparadas
entre si. Como sequéncia referéncia, utilizou-se a do mtDNA da espécie Sus scrofa,
disponivel no NCBI, GenBank AJ002189 (URSING & ARNASON, 1998).

Diversos estudos referem-se aos cuidados necessarios na analise do mtDNA, de
modo a definir protocolos para evitar ou minimizar os efeitos de possiveis
contaminagbes ou erros de analise no resultado final (CARRACEDO et al.,, 2000;
BANDELT et al., 2001; EDSON et al., 2004; YAO et al., 2004; BUDOWLE et al., 2005).
Em analise do mtDNA, os erros consequentes da verificacdo do processo de

sequenciamento da amostra, que consistem, na maioria das vezes, em trocas de base,
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referéncias ambiguas e mutacbes fantasmas sao apontados como a maior causa de
equivoco (BANDELT et al., 2001; MONTEIRO, 2007).

O protocolo utilizado neste estudo para obtencao das sequéncias de mtDNA de
suino, de modo a tentar ultrapassar os entraves resultantes dos erros descritos,
consistiu — além de as sequéncias serem inicialmente avaliadas para qualidade — no
alinhamento e posterior revisdo das sequéncias das amostras por duas pessoas bem
como na criagdo de uma lista de polimorfismo através da comparagcao com a amostra
referéncia (Acesso GenBank: AJ002189). Quando necessario, amostras foram
sequenciadas nos dois sentidos, de forma a obter resultados mais concretos e a

eliminar duvidas.

4.2.5 Analise dos dados

Os haplétipos foram obtidos por meio de contagem direta, usando-se o
programa ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005). Varias das sequéncias aqui obtidas,

por serem relatadas pela primeira vez, seréo depositadas no Genbank.

Uma vez obtidos os haplotipos, procedeu-se a avaliar o grau de diversidade em

cada uma das populagdes estudadas assim como a relagcao genética entre elas.

Analisou-se, entdo, a diversidade haplotipica [(h) NEI & TAJIMA, 1981], que &

uma medida analoga a diversidade genética de Nei no DNA nuclear:

n koo
h= I(I—ZPZ),
- i=1

n

em que k é o numero de haplétipo, pi representa as frequéncias de cada / haplétipo e n

€ o tamanho da amostra.

Uma segunda medida de variabilidade é denominada diversidade nucleotidica
[( 77 ) NEI, 1987], definida como o numero médio das diferengas nucleotidicas por locus

entre as diferentes sequéncias, calculando-se a partir de:
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n

T =

2.p.p,S,

em que o, € a propor¢do dos nucleotideos diferentes entre os haplotipos i e j; p

n-—1

representa as frequéncias de cada i e j haplétipo; e n é o tamanho da amostra.

A proporgao dos nucleotideos diferentes entre hapldtipo (6, ) foi estimada a partir

da distdncia de TAMURA & NEI (1993), usando-se o programa ALERQUIN
(EXCOFFIER et al., 2005).

Em seguida, o numero médio de substituicdo nucleotidica por posi¢ao entre dois
grupos de sequéncia (dxy), que da uma estimacao da distancia genética entre esses

grupos (NEI & LI, 1979), foi calculada a partir da férmula:
dxy=m,= > pLip2;5,
i

em que g, € a proporgéo dos nucleotideos diferentes entre os haplétipos i e j, sendo pi

a frequéncia do haplétipo i. E, a partir desta, com as corre¢des para as divergéncias,

dado um grupo de sequéncia, pode-se calcular a DA a partir de:

m+m

DA= N2—

A arvore filogenética foi construida entre as populag¢des, baseada nas distancias
DA, usando-se o algoritimo Neighbour-Joining e os programas MEGA (TAMURA et al.,
2007) e ALERQUIN (EXCOFFIER et al., 2005).

Outro método estatistico utilizado neste estudo para avaliar o grau de
divergéncia genética entre as populacdes estudadas foi a estimativa do parametro Fsr
(WRIGHT, 1951), que, através da combinacao de varias medidas de heterozigose a
diferentes niveis (individuos, subpopulagdes e populacéo total), permite uma descrigéo
detalhada da estrutura populacional (HARTL & CLARK, 2007). Esse parametro foi
calculado usando-se também o programa ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005), por

meio de 1.023 permutacdes paramétricas dos haploétipos entre as subpopulagdes.
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E, finalmente, as relagbes entre os haplotipos foram também inferidas usando-se
tanto o método Neighbour-Joining — em que a confianca estatistica de cada né foi
estimada sobre 1.000 réplicas bootstrap por meio do programa MEGA (TAMURA et al.,
2007) —, quanto o Median Joining (BANDELT et al., 1999), que combina o algoritmo de
Kruskal, o qual seleciona arvores em que sao favorecidas as conexdes mais curtas,
com o algoritmo heuristico de maxima parciménia de Farris, que, sequencialmente,
adiciona-lhes novos vértices, baseados em hapl6tipos intermédios, de forma a reduzir o
comprimento total da arvore (BANDELT et al., 1999); foi construida uma rede de
haplétipo usando-se o programa NETWORK v.4.2.0.1® (BANDELT et al., 1999).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 359 sequéncias de 460 pb da regido D-loop obtidas neste trabalho revelaram
33 haplétipos, sendo possivel observar 35 sitios polimérficos. Destes, 29
compreenderam mutagdes do tipo transi¢cao, enquanto trés, do tipo transversédo. Foram
detectadas cinco dele¢des/insercdes entre os haplotipos encontrados, em que duas
ocorreram em sitio que também foi observado substituicdo. Quando comparados com a
sequéncia referéncia (Acesso GenBank: AJ002189), todos os haplétipos apresentaram
uma dele¢éo na posi¢ao 15.707.

Na Tabela 1, esta a frequéncia numérica dos haplétipos do mtDNA encontrado

por populacao.
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As populacdes selvagens apresentaram, de modo geral, maior numero de
haplétipo que as domésticas (Tabela 1). Porém a populagdo de suino casco-de-burro 2
apresentou maior quantidade de haplétipo que a dos Javalis da Espanha. Algumas
populagdes (casco-de-burro 1 e red wattle) apresentaram apenas um hapl6tipo,
demonstrando, possivelmente, que descendem de uUnica matrilinha (Tabela 1).
Ressalta-se, no entanto, que, além do reduzido numero de animal na red wattle, todos
0s grupos genéticos aqui estudados estdo ou estiveram em perigo de extingdo, o que,
devido a reducdo populacional, pode ter eliminado possiveis haplétipos dessas
populagdes. Mas, em principio, espera-se que, de fato, a domesticagdo e o
melhoramento reduzam a diversidade genética, porque envolvem a ocorréncia de
efeitos de fundacgao, a utilizacdo de um reduzido numero de reprodutor com elevado
valor reprodutivo e a fixagdo progressiva de alelo benéfico através da selecéo artificial
(INNAN & KIM, 2004; CRUZ et al., 2008).

Observaram-se, ainda, na Tabela 1, que quatro haplétipos (Hs, He, Hiz € His)
foram comuns entre as populagcbes selvagens e que varios dos haplotipos presentes
nos selvagens (H4, Hi, H4, Hs, H1o € H1s) apareceram em grupos genéticos domésticos
(Tabela 1), o que contraria KIJAS & ANDERSSON (2001), que sugeriram que uma
subespécie selvagem distinta poderia ter evoluido na Peninsula Ibérica devido ao
isolamento reprodutivo durante a ultima glaciacéo.

A Unica regiao da Europa, porém, que possui evidéncias de que tenha sido
refugio para o javali durante a ultima glaciacédo é a Italia, uma vez que KIJAS &
ANDERSSON (2001) demonstraram, com base na sequéncia completa do DNA
mitocondrial, que existe grande divergéncia genética entre os javalis italianos e os da
Europa Central, que se teriam diferenciado nessa regido ha cerca de 66 9000 anos,
devido ao isolamento criado pelos Alpes. Durante as glaciagdes do quaternario, a
Peninsula Ibérica constituiu-se em um importante refugio para inumeros mamiferos,
como o coelho selvagem (BRANCO et al.,, 2002) e o urso pardo (TABERLET et al.,
1994), mas, ao que indica, 0 mesmo nao aconteceu com os javalis ibéricos (ALVES et
al., 2003a; PINHEIRO, 2005).
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A existéncia comum de trés haplétipos (Hs, Hs e Hg) entre alguns grupos
domésticos portugueses (malhado-de-alcobaca e alentejano) e a populagdo selvagem
de Portugal (Tabela 1), da mesma forma entre ragcas espanholas e a populagéo de
javali espanhol, € concordante com origem materna comum, tendo essas racgas
contribuicdo de matrilinhas provenientes de unico evento e local de domesticacao,
corroborando achados (LARSON et al., 2005; WU et al., 2007), que revelaram que os
porcos foram domesticados em varias localizagbes da Eurasia, a partir das populag¢des
selvagens locais, mas ndo unicamente na China, como ficou creditado por muitos anos.
No trabalho de LARSON et al. (2005), a auséncia de haplétipo mitocondrial do Oriente
Préximo nas ragas europeias modernas foi tomada como prova de que as ultimas
descendem de javali domesticado localmente.

No que se referem aos cascos-de-burro, percebe-se que o Hyg, 0 mais frequente
em ambas as populac¢des (casco-de-burro 1 e 2), s6 apareceu na populacéo dorado
gaditano da Espanha, embora, neste trabalho, tenham-se utilizado quatro variedades
da raca Ibérica (retinto, lampifio, entrepelado e dorado gaditano) como também a raca
alentejana de Portugal, que igualmente faz parte do agrupamento racial denominado
ibérico na Espanha. Mas o Hyg parece ser mesmo da raga ibérica, uma vez que ALVES
et al. (2003a) também o encontraram na populagéo lampifio. O H4, segundo haplotipo
mais frequente na casco-de-burro 2, foi também observado na dorado gaditano e em
varias outras populacdes estudadas (Tabela 1).

Ressalta-se que também existia em Portugal a variedade dourado alentejano,
que é a mesma variedade colorada (rubia) da Espanha. Portanto o Hyg pode ter
chegado ao Brasil por meio de animais da variedade dourado alentejano de Portugal, e
nao necessariamente por meio de animais importados diretamente da Espanha. A raca
alentejana passou por drastica reducdo numérica e populacional, que eliminou
variedade dessa raga em Portugal, como a dourada, ndo se sabendo quantos animais
contribuiram como fundadores das atuais populagdes existente em Portugal, podendo
isso ser também uma das razdes para n&o se ter encontrado o Hy9 na populacao
alentejana.

Em relagdo aos suinos mulefoot, observa-se que apenas dois (Hs e Hig)

haplétipos foram comuns entre estes e a populagdo casco-de-burro 2 (Tabela 1). O
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unico haplétipo que apareceu na casco-de-burro 1 ndo apareceu na mulefoot. Embora o
Hes tenha sido o segundo haplétipo mais frequente na populagédo casco-de-burro 2, sua
frequéncia na mulefoot foi limitada a um Unico animal, sendo esse haplétipo comum a
varias outras populac¢des da Peninsula Ibérica estudadas. O mesmo occoreu com o Hyg,
que, embora muito frequente na populagédo de suino mulefoot, apareceu somente em
um unico animal casco-de-burro. Isso sugere que esses haplétipos tenham chegado ao
Brasil por meio dos animais da Peninsula Ibérica, e ndo por meio dos suinos mulefoot,
nao sustentando, portanto, a hipétese aventada de que os suinos cascos-de-burro do
Brasil seriam derivados dos porcos mulefoot, dos Estados Unidos.

A diversidade haplotipica oscilou entre 0,00 e 0,87 (Tabela 2). Apesar da
suposicao de uma drastica redugao populacional das populag¢des de javali na Peninsula
Ibérica, da fragmentacdo da populagdo e da atual estruturacdo (SCANDURA et al.,
2008; FERREIRA et al., 2009), os maiores valores foram observados nas populacgdes
selvagens, embora a populacéo entrepelado tenha apresentado o mesmo valor dos
javalis de Portugal. Durante os anos 60, as populagcbes dessa subespécie encontravam-
se extremamente reduzidas na Peninsula Ibérica, devido a caga excessiva e a um surto
de peste suina africana. Com o intuito de evitar a erradicagéo total dessa subespécie
naquela regido, foi proibida a caga ao javali, principalmente em Portugal (MORAIS,
1979).

A populacao de suino casco-de-burro 2, apesar de ter maior numero de haplétipo
que a de Javali da Espanha (Tabela 1), apresentou menor diversidade haplotipica
(Tabela 2) pelo fato de as frequéncias haplotipicas serem maiores na primeira

populagédo.
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Ha varios fatores que poderiam explicar a baixa variabilidade de haplétipo entre
os domésticos e os selvagens da Peninsula Ibérica.

Primeiro, a domesticacdo dos suinos, que, em vez de ser um acontecimento
unico, na China, teve lugar em varios locais em toda a Eurasia, o que permitiu a
participacao das populacgdes locais de Sus scrofa com diferentes patriménios genéticos
(GIUFFRA et al., 2000; LARSON et al., 2005). De acordo com GIUFFRA et al. (2000), o
tempo de divergéncia das formas ancestrais das populagbes selvagens de Sus scrofa
foi estimado em 500.000 anos, muito antes do periodo apontado para a sua
domesticagao, que tera ocorrido ha cerca de 9.000 anos. Posteriormente, ter-se-a dado
a introgressao de ragas domeésticas asiaticas nas racas euro-americanas (OKUMURA et
al., 2001). Nesse sentido, varios estudos apontam para uma maior proximidade entre as
formas domésticas e selvagens do mesmo continente que entre as populagbes
selvagens do continente Europeu e do Asiatico (WATANOBE et al., 1999; OKUMURA et
al., 2001).

Em segundo lugar, o javali € uma espécie poligama, que sofreu redugdo na
populagdo em consequéncia da cacga excessiva (SCANDURA et al., 2008), o que pode
ter eliminado haplétipos raros que, possivelmente, o distanciaria geneticamente dos
domésticos. E, finalmente, pode ter havido, ainda, um fluxo genético bidirecional
sustentado entre as populagbes selvagens e domésticas de Sus scrofa na Peninsula
Ibérica.

Os grupos domésticos, de modo geral, apresentaram maiores valores que 0s
selvagens de diversidade nucleotidica, que oscilou entre 0,00 e 0,01 (£ 0,005), sendo as
populagdes guinea, bisara e casco-de-burro 2 as que apresentaram maior variagao
nucleotidica (Tabela 2). Isso pode ser explicado pelo fato de essas populagbes terem
apresentado haplétipo asiatico e europeu, em que ha grande divergéncia nucleotidica
entre estes. Nesse sentido, as populagcdes dorado gaditano e javali da Espanha
apresentaram alta diversidade haplotipica, mas baixa nucleotidica. Isso se deve a
similaridade entre os hapl6tipos das respectivas populagdes, visto que um haplotipo

pode se diferenciar de outro apenas em um sitio.
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As distancias Fst (Tabela 3) mostraram que a populagédo de casco-de-burro 1
diferiu de todas as outras, inclusive da casco-de-burro 2, embora essa ultima tenha
apresentado frequéncia alta do Hyg, Unico presente na casco-de-burro 1.

A populacao de suino casco-de-burro 2, todavia, ndo diferiu da bisara, mostrando
estar mais proxima desta. A alentejana, de Portugal, n&o diferiu da retinto, da Espanha,
que, segundo autores (ALVES et al., 2003a; ALVES et al., 2003b), pertencem a mesma
variedade da raca ibérica da Espanha. Ressalta-se que a alentejana, como visto na
Figura 5 do Capitulo 2, representa duas variedades no agrupamento racial da Espanha
denominado ibérico, em que uma pertence a variedade retinto e a outra a rubia (dorada),
sendo que a alentejana diferiu estatisticamente da dorado gaditano. Esta, chamada de
dourado alentejano em Portugal, esta praticamente extinta em Portugal, da mesma
forma os animais dorado gaditano também estdo quase extintos na Espanha,
encontrando-se apenas em algumas pequenas criagbes. A alentejana esteve, em
relacdo as demais populagdes de Portugal, mais proxima da bisara que da malhado-de-

alcobaca, embora distante das duas significativamente pelo parametro Fg;.
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A populacdo mulefoot apresentou valores altos de Fst em relacdo as duas
populagdes de casco-de-burro (Tabela 3), ndo sustentando a teoria de que estes seriam
derivados daqueles (MARIANTE et al., 2003; MARIANTE & CAVALCANTE, 2006;
CASTRO, 2007).

A red watlle — certamente por compartilhar seu unico haplétipo (His) com a
populagcdo mulefoot, que foi, inclusive, o mais frequente nesta — nao diferiu
estatisticamente dela.

Observando-se a rede Median Joing entre os haplétipos (Figura 1), nota-se que o
Hs — que apareceu ndo s6 em todas as populagdes da Espanha mas também na
populagédo de javali de Portugal bem como na alentejana e na malhado-de-alcobaca —
apresentou relagdo de um unico sitio polimorfico com varios outros haplétipos,
demonstrando ser a raiz da rede; o Hg, exclusivo da populacéo celta gallega, e o Hag,
mais frequente nos cascos-de-burro, s6 apresentam um sitio polimérfico (SNP) em
relacdo ao Hs, podendo-se supor que ambos sejam oriundos de mesma matrilinha e que

se diferenciaram recentemente.
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Figura 1. Rede Median Joining entre os haplo6tipos encontrados nas populagbes de suideo do

Brasil, da Espanha, de Portugal e dos Estados Unidos. Em cinza, esta o numero de
mutagdo entre hapl6tipo (ex.: entre o haplétipo Hy e Hi, ha uma mutagéo na posicédo
258 da sequéncia de 1.632 pb estudada). Os pontos mv1, mv2 etc. indicam né

tedrico intermediario, introduzido pelo algoritmo executado
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Ha alguns SNP na regido D-loop que permitem classificar o haplétipo em europeu
ou em asiatico (GONGORA et al., 2004). Os encontrados neste trabalho dividiram-se em
europeu e asiatico (H1, Hq2, H1s, H33 € H3s4). O europeu, por sua vez, subdividiu-se em
dois clados, em que, fora do conjunto de todos os outros, ficou o Hz¢ (Figura 2).

A participacdo de matrilinhas asiaticas é, de modo geral, pequena, tanto na
populagdo de casco-de-burro 2, nas da Peninsula Ibérica (bisara), quanto nas
americanas (guinea) (Tabela 1; Figura 2). Evidentemente, eram varios os aspectos
suficientemente ndo esclarecidos pelos estudos mais classicos, em que muitas duvidas
ainda se perpetuavam, como se a introgressdo de alelo de raga asiatica alcangou
exclusivamente as racas britanicas ou também outras européias e americanas (ALVES
et al.,, 2008; ALVES et al., 2003b). Recentemente, varios trabalhos mostraram a
presenca de haplétipo asiatico em racas sul-americanas (GROSSI et al., 2006; SOUZA
et al., 2009; RAMIREZ et al., 2009), e os resultados obtidos neste trabalho mostram que
essa introgresséao alcangou inclusive as norte-americanas.

Os resultados aqui encontrados mostram, entretanto, uma participacédo, embora
minima, de haplétipo asiatico (Hi2) somente na populagdo americana guinea entre as
norte-americanas (Tabela 1; Figura 2). A bisara, de Portugal, também apresentou
haplétipo asiatico, sendo este o primeiro relato de introgressao de alelo asiatico nessa
raca. Nenhuma populagdo da Espanha estudada neste trabalho apresentou haplotipo
asiatico, no entanto trabalhos mostram influéncia das racas asiaticas nas populagbes de
suino nativo da Espanha, inclusive na raga ibérica (ALVES et al.,, 2003a; FANG &
ANDERSSON, 2006).

Como visto na Tabela 1, a maioria dos haplétipos dos cascos-de-burro (H4, He,
H1o, H1s, H2s € Hag) foi comum aos grupos genéticos da Peninsula Ibérica estudados
neste trabalho. O Hys, embora comum a populagéo bisara, é de origem asiatica, sendo
observado em inumeras ragas e em varios grupos genéticos asiaticos, como em
animais da China, do Japéo, da Indonésia etc. (LARSON et al., 2010).



EEI[ Hap 22
Hap 23

26
4 — Hap 14
Hap 2
3 ?L— Hap 24
Hap 12
L R Hap 13
Hap 5
. Hap 3
£ _?12 Hap 1
Hap 9
U Hap 27
Hap 6
R E 455‘— Hap 25
0 42 Hap 4
3'1|-|— Hap 7
P 26 Hap 8
£ Hap 30
B8 Hap 10
U 19 Hap 28
19
18 I— Hap 16
EBL Hap 18
7 29 — Hap 17
a3 _{- Hap 20
40 Hap 21
Hap 11
— Hap 29
\— Hap 31 3\
Hap 15
= Hap 33
” Hap 26 ¥| ASIATICO
ET Hap 18
50 I: Hap 32

—_
0.002

Figura 2. Dendrograma Neighbour-Joining para os 33 haplétipos encontrados nos animais

casco-de-burro, norte-americanos e da Peninsula Ibérica. Os nUmeros nas

bifurcagbes correspondem as porcentagens sobre 1.000 replicacbes bootstrap

163



164

Da mesma forma, o Hqs, embora comum a populacao de javali da Espanha, é de
origem asiatica (Figura 2), trazendo a tona teorias antigas que afirmam que,
primitivamente, essa espécie surgiu no norte da Africa e sudoeste da Asia e, em tempos
remotos, migrou para a Europa, onde se disseminou pelas diversas regides desse
continente, sempre se adaptando aos diferentes climas e topografias que foi
encontrando. Curiosamente, a analise mitocondrial dos ossos e dos dentes antigos de
suideo tem provas de que os suinos do Oriente Préximo entraram na Europa no
neolitico, mas n&o deixaram qualquer assinatura genética nas ragas modernas
(LARSON et al., 2007). A presenca de haplétipo asiatico moderno em um individuo
selvagem da Espanha pode, no entanto, demonstrar miscigenagao entre animal
selvagem e domeéstico, visto que foi relatado por varios trabalhos presenca de haplétipo
asiatico em suinos domésticos da Espanha (ALVES et al, 2003a; FANG &
ANDERSON, 2006). Contudo seria mais facil haver cruzamento entre um macho
selvagem e uma fémea doméstica que o contrario, proporcionando, aos machos da
proli, cromossomo Y selvagem. Mas os resultado aqui obtido mostram que nao se deve
excluir a possibilidade de que animais (fémeas, inclusive) cruzados com ragas asiaticas
e nascidos no meio doméstico tenham escapado do contato do homem e retornado ao
ambiente selvagem, produzindo prolis asselvajadas com DNA mitocondrial asiatico. No
trabalho de VARGAS (2008), é demonstrado contato direto de javalis com suinos
domésticos na Espanha.

Esse haplotipo (H1s) foi encontrado ndo s6 em suinos nativos da Myanmar, pais
do Sudeste Asiatico, por TANAKA et al. (2008), como também em animais da Indonésia
(Acesso Genbank: AJ854379).

Os demais haplétipos encontrados na populagéo de casco-de-burro 2 (Hsp, Hay,
Hs2 e Hi3) ndo foram comuns as outras populagdes estudadas neste trabalho (Tabela
1). O Hzo € comum a raca Landrace (Acesso Genbank: AB041498), a Duroc (ALVES et
al., 2003a) e a subespécie Sus scrofa riukiuanus (Acesso Genbank: AB505854), do
Japéo (Figura 2). O Hs¢ ndo foi observado, até entdo, em nenhuma outra raga ou grupo
animal, podendo ser exclusivo dos cascos-de-burro. O Hs;, de origem asiatica, além de
ter sido encontrado em varias ragas e em inumeros grupos genéticos desse continente

(LARSON et al., 2010), foi observado também em animais da raga berkshire (Acesso
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Genbank: GQ169778.1). Finalmente, o Hs3, também de origem asiatica, ocorre em
varias racas e em muitos grupos genéticos asiaticos (LARSON et al., 2010), sendo que
foi observado ainda em animais da raca europeia yorkshire (Acesso Genbank:
GQ169777) (Figura 2).

A prevaléncia de mtDNA europeu e asiatico foi estudada previamente nas
principais ragas comerciais utilizadas na Europa, como large white e landrace
(GIUFFRA et al., 2000; OKUMURA et al., 2001; KIM et al., 2002). Esses estudos
demonstraram que muitos desses padrdes raciais apresentaram introgressao de
haplétipo asiatico, o que comprova as evidéncias histoéricas de que muitas racgas
chinesas foram importadas para a Inglaterra entre 1770 e 1860 e introduzidas nas
populagdes inglesas de suino, influenciando o desenvolvimento das racas landrace,
berkshire, small white e middle white (JONES, 1998).

Associado a isso, EPSTEIN & BICHARD (1984) sugeriram que 0s porcos
asiaticos que contribuiram para o desenvolvimento das ragcas dos porcos ingleses
tenham sido importados n&o da China nem da Indo-China diretamente, mas através de
Napoles e de Portugal em 1770-80. Por isso, provavelmente, haplétipos de origem
asiatica foram observados em racas da Peninsula Ibérica estudadas neste trabalho
como também por outros autores (ALVES et al., 2003a; FANG & ANDERSON, 2006),

evidenciando a introgresséo de alelo das ragas asiaticas nessa peninsula.

Os estimadores de divergéncia nucleotidica (Da) entre as popula¢gdes de casco-
de-burro (Tabela 5) e a arvore Neighbour-Joining derivada destes (Figura 3) mostram
que, de fato, as populagdes 1 e 2 de casco-de-burro estdo mais proximas da bisara, de
Portugal, encontrando-se separadas da mulefoot, que esta agrupada com a guinea e a
red wattle, ambas norte-americanas. A alentejana e a retinto estdo muito prdéximas,

confirmando pertencerem a mesma variedade da raga ibérica da Espanha.
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Figura 3. Arvore filogenética, baseada nos valores de divergéncia nucleotidica, com as populagées
de suino oriundas do Brasil [casco-de-burro (CB1 e CB2)], de Portugal [malhado-de-
alcobaca (MA), bisara (Bl), alentejana (AL) e javali (JP)], Espanha [lampifio (LA), retinto
(RE), entrepelado (EN), dorado gaditano (DG), celta gallega (CG) e javali (JE)] e dos
Estados Unidos [mulefoot (MF), guinea (Gl) e red wattle (RW)].



4.4 CONCLUSOES

A andlise da regido-controle do DNA mitocondrial mostra que a ancestralidade
materna dos suinos cascos-de-burro é ibérica, com pequena introgresséo de haplotipo
de origem asiatica.

A hipotese de que os cascos-de-burro do Brasil sdo oriundos dos suinos
mulefoot dos Estados Unidos n&o € sustentada pelas analises do mtDNA, uma vez
que os haplotipos encontrados em ambas as populagdes apresentaram-se distintos,
sendo, inclusive, encontrado apenas dois comuns as duas populagdes, que também
foram comuns a outras populagdes estudadas. O haplotipo mais frequente na
populagéo casco-de-burro n&o foi encontrado nos suinos mulefoot, da mesma forma, o
mais frequente nestes ndo foi observado naqueles. Portanto os cascos-de-burro do
Brasil formaram-se a partir das ragas ibéricas intoduzidas no periodo colonial, tendo
origem no Brasil, constituindo-se em um agrupamento nativo, e ndo naturalizado.

Verificou-se maior relagdo dos cascos-de-burro com os animais da raga bisara,
de Portugal, enquanto os suinos mulefoot apresentaram maior relagédo com os outros
animais de raca norte-americana. O haplétipo mais frequente nos cascos-de-burro s6
foi encontrado na populagao dorado gaditano, da Espanha.

Os niveis de diversidade haplotipica encontrados nas popula¢des selvagens e
nas ragas domésticas foram, de modo geral, elevados, existindo também diferenca

genética significativa entre algumas popula¢ées estudadas.
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CAPiTULO 5. DIVERSIDADE GENETICA ENTRE OS SUINOS CASCOS-DE-

BURRO E RELACAO FILOGENETICA COM POPULACOES IBERICAS E NORTE-
AMERICANAS POR MEIO DE MARCADOR NUCLEAR DO TIPO MICROSSATELITE

Resumo — Objetivaram-se caracterizar geneticamente o grupo de suino casco-de-burro
por meio de 25 microssatélites e verificar sua relacao filogenética com populagdes
ibéricas e norte-americanas. Utilizaram-se 110 amostras de casco-de-burro das regibes
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Apos genotipagem, calcularam-se o numero de
alelo por marcador (NA), as frequéncias alélicas, a heterozigose observada (Ho) e a
esperada (He), o conteudo de informacao polimérfica (PIC), o desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) bem como o Fjs na populagao total. Os valores de probabilidade
do teste de HWE mostram que apenas 6 dos 25 marcadores apresentaram-se em
equilibrio. Os valores médios observados na populagéo total foram: NA = 9,8; PiC =
0,73; He = 0,69; Ho = 0,58; e Fis = 0,16. Considerando-se a subdivisdo da populagéo
nas subpopulagdes (Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste), os valores observados para os
indices de fixacao foram: 0,10 para Fis, 0,09 para Fs e 0,18 para Fi. As arvores
genéticas e a andlise de correspondéncia mostraram, de modo geral, que as
populagdes de casco-de-burro ficaram mais proximas da bisara, de Portugal, e da

duroc.

Palavras-chave: variabilidade genética, sindactilia, raga nativa.
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GENETIC DIVERSITY AMONG MULEFOOT PIGS AND PHYLOGENETIC
RELATIONSHIPS WITH IBERIAN AND NORTH-AMERICAN POPULATIONS
ASSESSED BY NUCLEAR MICROSATELLITE MARKERS

Abstract — This study aimed at genetically characterizing Mulefoot pigs and assessing
their phylogenetic relationships with Iberian and North-American populations using
nuclear microsatellite markers. A total of 25 microsatellites was used to investigate 110
Mulefoot pig samples from Northeast, Center-West and Southeast Brazil. After
genotyping, we calculated the allele number per marker (NA), allelic frequencies,
observed (Ho) and expected (He) heterozygosities, polymorphic information of content
(PIC), deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), and Fjs for the total population.
Probability values of the Hardy-Weinberg equilibrium test showed that only 6 out of the
25 markers were in equilibrium. The mean values of the genetic variability parameters
observed for the 25 microsatellites in the total population were: NA = 9.8, PIC = 0.73, He
= 0.69, Ho = 0.58, and Fis = 0.16. Considering the three studied subpopulations
(northeastern, center-western, and southeastern), the values observed for the fixation
indices were: 0.09 for Fi, 0.10 for Fg, and 0.18 for Fi. The genetic trees and
correspondence analysis showed that the Brazilian Mulefoot subpopulations are closer

to the Bisara (from Portugal) and Duroc pigs.

Key words: genetic variability, syndactyly, native breed.

5.1 INTRODUGAO

Os marcadores nucleares do tipo microssatélites sdo importantes nos estudos de
genética de populacao e das relagbes de paternidade e parentesco genético devido a
codominancia, a abundancia nos genomas e ao alto nivel de polimorfismo. Eles tém
sido amplamente utilizados na caracterizacdo de varias ragas suinas, incluindo as
europeias (LAVAL et al., 2000; MARTINEZ et al., 2000; SANCRISTOBAL et al., 2006),
chinesas (LI et al., 2000; FAN et al., 2002; ZHANG et al., 2003; LI et al., 2004; KIM et
al., 2005), africanas (SWART et al., 2010) e americanas (CANUL et al., 2005; CASTRO
et al., 2007; SOLLERO et al., 2009).
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No estudo de genética de populagao, aquele marcador permite a identificacao de
cada alelo por locus, a obtencédo de dado populacional e o célculo das frequéncias
alélicas, a partir das quais pode-se estimar distancia genética entre populacéo e até
mesmo entre individuo (BOWCOCK et al., 1994; REVIDATTI, 2009) assim como
realizar analises filogenéticas (OLIVEIRA, 2007; MARTINEZ et al., 2007; VALIENTE,
2007; Ql et al., 2009). Pelas razdes apresentadas, os microssatélites vém sendo
utilizados em diversos estudos genéticos, principalmente nos de diversidade de raca
ameacgada com vistas a sua conservagao (BAUMUNG et al., 2004; FRANKHAM et al.,
2008; SOLLERO et al.,, 2009), nos de construcdao de mapa genético (MARENGO,
2009), nos de deteccédo de QTL (PIRES et al., 2008) como também nos estudos de
analise de paternidade (PANZARDI, 2006).

O uso dos microssatélites se deu devido a reagcdo da polimerase em cadeia
(SAIKI et al., 1985; MULLIS & FALOONA, 1987), que abriu caminho para BECKMANN
& SOLLER (1990) desenvolverem a técnica que envolve esses marcadores. BAUMUNG
et al. (2004) relataram que eles tém sido preferidos em 90% das pesquisas de
diversidade de espécie de interesse zootécnico. Além disso, a abordagem estatistica
associada aos microssatélites desenvolveu-se rapidamente, e sua aplicacdo tem
permitido conquistas revolucionarias na area da genética de populacdo e de

conservacgéo de raca.

Com boa quantidade de locus analisado, os microssatélites podem dar boa
aproximacao da filogenia (FARID et al., 2000; MAUDET et al., 2002a; ROCHA, 2009).
Assim, este capitulo tem como objetivos caracterizar geneticamente o grupo de suino
casco-de-burro por meio de marcador nuclear do tipo microssatélite e verificar sua

relacdo genética com populagdes ibéricas e norte-americanas.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Amostras

Utilizaram-se 110 suinos com o fenétipo casco-de-burro neste estudo. Esses

animais eram oriundos da regido Nordeste (estado da Paraiba, 46 animais), Centro-
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Oeste (estado do Mato Grosso, 29 animais) e Sudeste (estado de Minas Gerais, 35

animais) do Brasil.

5.2.2 Extragdao de DNA

O DNA foi extraido a partir da mancha de sangue armazenada nos cartbes FTA,
usando-se pequenas areas do cartdo (1-2 mm?) e seguindo-se o método de extragcéo
fenol-cloroformio (SAMBROOK et al., 1989).

5.2.3 Microssatélites utilizados

Utilizou-se um painel de 27 microssatélites (Tabela 1), selecionados e
recomendados pelo comité de especialista da FAO/ISAG (Food and Agriculture
Organization of the United Nations/International Society of Animal Genetics) para

estudo de diversidade genética em suino (FAO, 1998).
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Tabela 1. Microssatélites recomendados pela FAO (1998) para estudo de biodiversidade em

suino
Micro. Cro. Flu. iniciadores (3°-5°): Direto* Reverso
CGA 1p HEX GAACTTTCACATCCCTAAGGTCGT ATAGACATTATGTCCGTTGCTGAT
IGF1 5 6FAM GCTTGGATGGACCATGTTG CATATTTTTCTGCATAACTTGAACCT
S0002 3gq HEX GAAGCCCAAAGAGACAACTGC GTTCTTTACCCACTGAGCCA
S0005 5 TET TCCTTCCCTCCTGGTAACTA GCACTTCCTGATTCTGGGTA
S0026 16 HEX AACCTTCCCTTCCCAATCAC CACAGACTGCTTTTTACTCC
S0068 13 TET CCTTCAACCTTTGAGCAAGAAC AGTGGTCTCTCTCCCTCTTGCT
S0090 12 6FAM CCAAGACTGCCTTGTAGGTGAATA GCTATCAAGTATTGTACCATTAGG
S0101 7 HEX GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG GTCTCCCTCACACTTACCGCAG
S0155 1g 6FAM TGTTCTCTGTTTCTCCTCTGTTTG AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT
S0178 8 TET TAGCCTGGGAACCTCCACACGCTG GGCACCAGGAATCTGCAATCCAGT
S0215 13 HEX TAGGCTCAGACCCTGCTGCAT TGGGAGGCTGAAGGATTGGGT
S0218 X TET GTGTAGGCTGGCGGTTGT CCCTGAAACCTAAAGCAAAG
S0225 8 HEX GCTAATGCCAGAGAAATGCAGA CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA
S0226 2q 6FAM GCACTTTTAACTTTCATGATACTCC GGTTAAACTTTTNCCCCAATACA
S0227 4 HEX GATCCATTTATAATTTTAGCACAAAG GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGC
S0228 6 TET GGCATAGGCTGGCAGCAACA AGCCCACCTCATCTTATCTACACT
S03556 15 6FAM TCTGGCTCCTACACTCCTTCTTGATG TTGGGTGGGTGCTGAAAAATAGGA
S0386 11 TET TCCTGGGTCTTATTTTCTA TTTTTATCTCCAACAGTAT
SW122 6 HEX TTGTCTTTTTATTTTGCTTTTGG CAAAAAAGGCAAAAGATTGACA
SWw24 17 TET CTTTGGGTGGAGTGTGTGC ATCCAAATGCTGCAAGCG
SW240 2p 6FAM AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA
SWe632 7 TET TGGGTTGAAAGATTTCCCAA GGAGTCAGTACTTTGGCTTGA
SWr2 3p TET ATCAGAACAGTGCGCCGT TTTGAAAATGGGGTGTTTCC
SW857 14 HEX TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC GATCCTCCTCCAAATCCCAT
SwWo11 9 6FAM CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC
SW936 15 6FAM TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC GTGCAAGTACACATGCAGGG
SW951 10 6FAM TTTCACAACTCTGGCACCAG GATCGTGCCCAAATGGAC

Micro: Microssatélite; cro: Cromossomo; e flu: Fluorocromo. *Os iniciadores diretos sado
marcados com os fluorocromos.

5.2.4 Amplificagao das sequéncias dos microssatélites

Os microssatélites foram amplificados por PCR. Realizaram-se varias reacoes

multiplex (Tabela 2), no intuito de reduzir o numero de reagao e o custo do experimento.

As reacdes da PCR foram preparadas em placas de 96 pogos, estando as condi¢des de

amplificacdo na Tabela 2, enquanto a quantidade dos reagentes utilizados, na Tabela 3.



Tabela 2. Condi¢des das amplificagcdes dos microssatélites

Micro. Gel () MgCl, (mM) Tamanho T.A. (°C) Multiplex
CGA [ 2,5 250-320 55 M1
S0068 [ 2,5 211-260 55 M1
S0101 [ 2,5 197-216 55 M2
S0215 | 2,5 135-169 55 M2
SWo11 | 2,5 153-177 55 M2
SW936 | 2,5 80-117 55 M2
SW632 [ 2,5 159-180 55 M3
SW24 [ 2,5 96-121 55 M3
S0355 I 3 243-277 55 Singleplex
S0227 1] 4 231-256 55 M4
S0225 1] 4 170-196 55 M4
S0226 1 4 181-205 55 M4
S0228 1 4 222-249 55 M4
SW122 1] 2,5 110-122 55 M5
S0090 1] 2,5 244-251 55 M5
SW591 1 2,5 125-133 55 M5
S0178 1] 2,5 110-124 55 M5
S0218 1] 2 164-184 55 Singleplex
S0005 11l 2,5 205-248 55 M6
S0002 11l 2,5 190-216 55 M6
IGF1 11l 2,5 197-209 55 M6
SW72 1l 2,5 100-116 55 M7
SW857 1l 2,5 144-160 55 M7
S0026 1l 2,5 92-106 55 M7
S0155 1l 2,5 150-166 55 M7
SW240 1l 2,5 96-115 55 M7
S0386 1l 3 156-174 48 Singleplex

Micro: Microssatélite. T.A: Temperatura de pareamento. M1 = multiplex 1; M2 = multiplex 2;
etc. (*) A FOA/ISAG propde trés lotes de nove microssatélites cada para correr juntos no
mesmo gel, no caso de utilizar um sequenciador automatico com tecnologia de quatro

cores.
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Tabela 3. Componentes da reag&o da PCR e suas respectivas quantidades

Reagentes Quantidade

DNA 5l

PCR buffer 10X 1,2 ul

MgCl, 2 a4yl (Tabela 2)

dNTP 0,25u/ (200 yM de cada)

Taq 0,2 p/ (0,5 U)

Iniciador 1 ul de cada (0,25 pmol de cada)
H,O ultrapura Completar até o volume final
Volume final 25 ul

5.2.5 Detecgdo de polimorfismo por gel de policrilamida
5.2.5.1 Elaboragao do gel

Para o preparo do gel, utilizaram-se TBE e o kit comercial ReproGel®377 da GE
Healthcare, que contém solugédo A (12% acrilamida/bisacrilamida) e B, com agente
desnaturante (ureia) e com indicador para luz ultravioleta. Preparou-se uma mistura
composta por 10 ml da solugéo A e 10 ml da B, que era aplicada, para a polimerizacgéo,
em placa de cristal devidamente limpa para ndo haver interferéncia na hora da leitura
das fluorescéncias, com um pente de 50 pog¢os. Quando pronta, essa placa de cristal
era submetida a luz ultravioleta até a polimerizagéo do gel, que ocorria em torno de 35

min. Em seguida, preparava-se o tampé&o de corrida, TBE.

Na sequéncia, as amostras eram preparadas misturando-se as resultantes das
diferentes PCR de acordo com a Tabela 2, de forma que fosse possivel analisar, em
cada gel, nove microssatélites (Figura 1). Dessa maneira, para analisar os 27
microssatélites em cada amostra, eram realizadas apenas trés eletroforeses.
Utilizavam-se 1,5 pl da amostra misturada (Mix) e 2 ul de tamp&o de corrida (1000 pl de
formamida deionizada, 200 ul de azul dextrano e 100 ul do padrdo Genescan 400HD-
ROX). Em seguida, a amostra era desnaturada a 95 °C durante cinco minutos, sendo,

logo em seguida, aplicada na placa de cristal com o gel polimerizado.
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Figura 1. Esquema dos trés géis com as posicdes relativas dos microssatélites (Tabela1) em

cada um deles

5.2.5.2 Eletroforese e genotipagem das amostras

Uma vez polimerizado e carregado o gel, este era colocado no sequenciador
automatico ABI Prism®377 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), enchendo-se,
com tampé&o TBE 1X, as cubas eletroforéticas superior e inferior (Tabela 4) e ajustando-
se as condic¢des elétricas recomendadas pelo fabricante, para se realizar, por tamanho,

a separacgao dos fragmentos amplificados na PCR.

Na sequéncia, analisaram-se os dados do sequenciador com o0 programa
Genescan Analysis (Genescan 672 v.2.0.2), que fornece informac¢des do tamanho dos

fragmentos estudados.
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O emprego do sequenciador automatico e das aplicagdes informaticas citadas
oferecem possibilidade de marcar os iniciadores com fluorocromos de trés cores
diferentes (azul, verde e amarelo), usando-se, ainda, outro fluorocromo, de cor

vermelha, para marcar um padrdo de tamanho (Tabela 4, Figura 2).

Tabela 4. Fluorocromos (Fluor.) utilizados para marcar os iniciadores e suas respectivas cores

de emissao com o jogo de filtro B no sequenciador ABI 373 Stretch

Fluor. Nome quimico Cor de emisséao
TET 4,7,2', 7T’-tetracloro-6-carboxifluoresceina Verde

6-FAM 6-carboxifluoresceina Azul

HEX 47,2’ 4 5 7’-hexacloro-6-carboxifluoresceina Amarelo
TAMRA  N,N,N’,N’-tetrametil-6-carboxirodamina Vermelho

Os fluorocromos sdo substancias que, excitadas por um raio laser de
comprimento de onda apropriada, emitem fluorescéncia. Cada fluorocromo tem um
maximo de emissdo em um leque de comprimento de onda. Usando-se o sistema de
fitro adequado (Filtro B no caso do presente trabalho), o aparato detecta cada
fluorocromo em seu leque de comprimento de onda 6tima e mostra um sinal
fluorescente na cor correspondente. Dessa forma, otimiza-se o rendimento do gel, pois
se podem correr, n0O mesmo pogo, varios microssatélites de mesmo tamanho e

marcados com trés fluorocromos diferentes.
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Figura 2. Visualizagédo dos produtos de amplificagdo do gel

O padréo utilizado € uma colegéo de fragmento de DNA de tamanho conhecido e
marcado com um fluorocromo diferente dos usados para marcar os iniciadores dos
microssatélites. O programa Genescan Analysis constroi curvas de regressdo em
funcdo dos tamanhos do padrdo, atribuindo, a cada banda-problema, o tamanho em

funcao dessas curvas.

O padrédo de tamanho utilizado foi o Genescan 350-TAMRA, que é util para
calcular fragmentos entre 35 e 350 nucleotideos. Este era preparado comercialmente,
mediante a digestdo com Pst 1 de um plasmideo de DNA, seguido de reacéo de
ligamento com oligo-desoxi-nucleotideo marcado com TAMRA e posterior digestédo com
BstU 1, produzindo fragmentos de varios tamanhos, 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160,
200, 250, 300, 340 e 350, marcados com TAMRA.

Uma vez que se tem o tamanho de cada banda, procede-se a selecionar as que
representem uma variante ou alelo e a descartar as secundarias e inespecificas. Esse
trabalho implica certa dificuldade em alguns marcadores, porque o efeito de banda-
sombra ou “gaga” (Figura 3) é caracteristico de microssatélite de variagdo baseada em
repeticdo de grupo de duas bases, como é o caso dos que foram utilizados neste
trabalho. Nesse caso, o critério seguido foi observar os graficos de cada grupo de

banda e selecionar o pico correspondente ao fragmento de maior comprimento do
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grupo de fragmento que compde o alelo e que devera coincidir com o de maior

intensidade de sinal.

Banda Gaga
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Figura 3. Genotipagem dos diferentes alelos presentes em cada um dos
microssatélites, com destaque para a banda “gaga”. Em

vermelho, o padrao de tamanho Genescan 350-TAMRA

Os individuos heterozigotos com dois alelos separados por um par de base
apresentam-se com uma imagem de sobreposi¢céo de seu grupo de pico; nesse caso, &
muito importante comparar a forma da curva de intensidade do sinal dos primeiros picos

em relagao a curva caracteristica de um individuo homozigoto.
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Usando-se o programa Genotyper, analisaram-se os graficos das bandas obtidas
com o programa Genescan e identificaram-se os diferentes alelos presentes em cada

microssatélite.

Ha, contudo, duas fontes de erro em que é aconselhado empregar uma
denominacdo alélica, e ndo o tamanho do fragmento calculado pelo programa
(MARTINEZ, 2001). Para a primeira, o protocolo que se seguiu para atribuir o tamanho
foi construir duas curvas de regressao ao redor de cada pico detectado. Uma delas
inclui as duas bandas do padrao de tamanho, a imediatamente superior e a imediata
inferior; a outra se calcula tomando-se como referéncia as duas inferiores e a primeira
superior. Na sequéncia, atribuiu-se o tamanho médio dos alelos obtidos em cada caso.
Na pratica, observa-se que o calculo do escalonamento dos alelos de um marcador nao
€ exatamente duas bases, mas, frequentemente, 2,2. Assim, se o alelo menor fosse
130,00 pares de base, o seguinte seria 132,20, enquanto o quinto nao seria 140,00, e
sim 141,00. Para n&do se trabalhar com decimal, sabendo-se que o numero de
nucleotideo é absoluto, a solugéo € atribuir, a cada alelo, uma denominagdo numérica
ou alfanumérica, que, além disso, facilitara o trabalho posterior de tratamento estatistico

dos dados obtidos.

Por isso procedeu-se a classificar cada alelo identificado com uma letra. O
critério seguido — pois ndo ha uma denominacgédo internacional padrdao - foi a
observacgao de varias analises, atribuindo-se a letra M ao alelo de tamanho intermédio
dos obtidos para cada marcador nas amostras analisadas. Ao resto dos alelos,
presentes ou ndo, reservou-se uma letra sucessiva em tamanho de duas em duas

bases.

A outra fonte de erro produz-se ao se compararem os resultados das diferentes
eletroforeses, pois sempre ha pequenas variagbes que podem originar, posteriormente,
erro nos calculos, que, quando se aproxima de um unico par de base, traz grande
duvida na identificacédo alélica. Entdao, seguindo o exemplo anterior, se o primeiro alelo
tem um pico de 131,00 no lugar de 130,00, & muito dificil saber se € o alelo 130 ou o

132 das outras tantas eletroforeses.
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Corrigiu-se esse erro, no entanto, com o uso, em todos os géis, de duas
amostras-controle. Dessa forma, se 0 menor alelo era o 130, mas o calculo nesse gel
apontava 131, a amostra-controle era também 131, com a qual se pdde corrigir
facilmente a denominagdo dos demais alelos. As amostras-controle ndo sé eram
usadas para padronizar a eletroforese mas também para se ter controle da amplificacao
em cada gel, por isso eram utilizadas em cada grupo de 46 amostras. A vantagem de
utilizar duas amostras-controle em vez de uma é que se obtém mais alelos de um
mesmo microssatélite, diminuindo a probabilidade de que um desacerto na amplificacao
ou na corrida do gel recaia sobre as duas amostras-controle, com o que n&o se poderia

genotipar o grupo.

Finalmente, selecionaram-se 25 marcadores do painel de 27 proposto pela FAO
(1998), desprezando-se dois marcadores, devido a problemas com a amplificagdo de

um deles e por dificuldade de interpretacdo do padrdo de banda do outro.

5.2.6 Tratamento estatistico dos dados

Os parametros mais comuns derivados dos dados de gendétipo sdo os calculos
de frequéncia alélica, heterozigose e distancia genética, sendo a adaptacao das tabelas
de resultado ou genoétipo as exigéncias de cada uma das aplicagdes informaticas

empregadas para o tratamento estatistico um dos trabalhos mais tediosos.

5.2.6.1 Calculo das frequéncias alélicas

O calculo das frequéncia alélicas foi realizado por contagem direta dos alelos
presentes no total da amostra como também por subpopulagédo, assumindo-se que a
observacao de um sé alelo corresponde a condicdo de homozigose, portanto

assumindo que ndo ha alelo nulo, tampouco n&o amplificado.

Fala-se de alelo nulo quando este ndo pode ser amplificado por PCR, devido,
principalmente, a uma mutagao no sitio de pareamento do iniciador, por isso um dos
alelos n&o se amplifica, sendo o individuo classificado como homozigoto (DAWSON et
al., 1997).
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A presenca desse tipo de alelo ¢ dificil de ser detectada quando sua frequéncia
na populacéo € baixa e quando ndo se dispde de informagédo genealdgica confiavel.
Sua determinacado é possivel se se apresentar, de fato, em homozigose, uma vez que

n&o se obteria produto amplificado de tal individuo para esse locus (MENDEZ, 2002).

Para solucionar o problema dos alelos nulos, pode-se, entretanto, desenhar
iniciadores alternativos fora do sitio de mutagéo, voltando a analisar todos os individuos
que tinham sido classificados como homozigotos. Deve-se, contudo, evitar marcadores
relatados como portadores de alelo nulo em certa populagdo, uma vez que podem dar
problemas desse tipo (NEUMANN & WETTON, 1996; DAWSON et al., 1997).

Assim, as frequéncias alélicas dos 25 loci foram determinadas usando-se o
programa GENEPOP (RAYMOND & ROUSSET, 1995).

5.2.6.2 Analises de heterozigose

O célculo da heterozigose foi obtido tanto para o conjunto de marcador quanto
para cada um deles individualmente, no total das amostras de casco-de-burro e para
cada subpopulagao, usando-se o programa GENETIX (BELKHIR et al., 2003).

Obtiveram-se os resultados para a heterozigose esperada (He) como também
por contagem direta de heterozigoto, ou seja, observada (Ho). No primeiro caso,
calculou-se a partir das frequéncias alélicas, supondo-se o equilibrio de Hardy-
Weinberg, sendo a heterozigose esperada (He) para um /locus expressa pela seguinte

formula:

em que x; & a frequéncia do alelo i; e k € o numero de alelo.

Essa estimativa diferira da heterozigose observada (Ho) no caso de populagéo

que néao se encontre em equilibrio de Hardy-Weinberg.
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5.2.6.3 Conteudo de informagao polimérfica (PIC)

Esse paréametro, descrito por BOTSTEIN et al. (1980), € um indicador da
utiidade do marcador em estudo genético (segregacgao, identificagdo de populagéo e
controle de paternidade). Usando-se o programa GENETIX (BELKHIR et al., 2003),
calculou-se o PIC, que pode ser obtido por meio da formula proposta por BOTSTEIN et
al. (1980):

k k=1 k
PIC =1-| > x] |-, D 2x/x
i=1 i=1 j=i+l

em que k é o numero de alelo; enquanto x; e x; sdo as frequéncias dos alelos i e j

respectivamente.

Consideram-se os valores de PIC acima de 0,5 muito informativos;
razoavelmente informativos os compreendidos entre 0,25 e 0,50; e pouco informativos
os inferiores a 0,25 (BOTSTEIN et al., 1980).

5.2.6.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)

Uma avaliacdo de grande importancia € a verificagdo da existéncia da condicao
de equilibrio numa determinada populagdo. Caso isso ocorra, é indicativo de que a
mesma nao esta sujeita a pressao de selegdo nem ao fluxo de migragédo, sendo as
mutacdes despreziveis. Tendo informacgdes sobre as frequéncias genotipicas, pode-se

verificar a condigao de equilibrio.

A forma classica de comprovar o equilibrio das populagcbes baseia-se na
comparagdo dos genoétipos observados com os esperados dentro de cada locus.
Porém, no caso dos microssatélites, que possuem grande numero de alelo por locus, o
numero de genotipo possivel é tao elevado que algumas frequéncias genotipicas séo
zero, principalmente quando as frequéncias alélicas sdo muito baixas. Esse fenébmeno é

uma das limita¢des do teste de qui-quadrado para testar o equilibrio.
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Mesmo que cada subpopulagdo se apresente em HWE, as frequéncias
genotipicas da populagéo inteira podem desviar-se das propor¢cdes esperadas. Essa
propriedade foi notada inicialmente por WAHLUND (1928), sendo denominada Efeito ou
Principio de Wahlund.

Nos estudos de variacdo genética, deve-se determinar se ha desvios
significativos de HWE nos loci estudados. Se a propor¢cao de gendtipo para um locus
nao estd em HWE em algumas populagdes, pode-se suspeitar de que houve uma
selecdo que afetou o tal locus ou a existéncia de alelo nulo. Ao contrario, se uma
populagdo desvia-se significativamente do HWE para um numero independente de
locus, deve-se isso, possivelmente, ao fato de, entre outras coisas, poder existir

subdivisdo intrapopulacional.

Se a populagédo estiver em HWE, um método muito exato é comparar a
distribuicdo dos genoétipos observados com a distribuicdo esperada, uma vez que
qualquer desvio significativo indicara que a populagéo esta subdividida, que existe uma
consanguinidade significativa, que o acasalamento ndo é aleat6rio ou que existe um

fluxo de gene de outra populagao.

No caso dos microssatélites, essas circunstancias podem, no entanto, ser
estudadas usando-se testes exatos ou procedimentos de proporgdo de
verossimilhancga, devido ao grande numero de alelo por locus e, portanto, ao elevado
numero de genodtipo possivel. Com essa finalidade, podem-se usar aplicagdes
informaticas que realizem a enorme quantidade de calculo que as probabilidades
exatas requerem. Na atualidade, existem trés métodos mais comuns para realizar um
calculo ndo viesado da probabilidade de que os dados estejam compativeis com o
HWE.

a) Teste qui-quadrado (>?)

Usa-se o teste estatistico >? para detectar a divergéncia das frequéncias
genotipicas para cada combinacao locus/populacdo. Com esse procedimento, obtém-se
resultados aceitaveis somente quando o tamanho da amostra € grande e o numero de

alelo por locus é pequeno.
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Esse inconveniente, contudo, pode ser evitado usando-se potentes programas
de bioestatistica que gerem uma distribuicdo simulada da populacdo a partir dos
genoétipos observados, como a simulagdo de Monte Carlo, que gera gendtipos
hipotéticos, combinando aleatoriamente alelos presentes na amostra, realizando essa
operacao muitas vezes (1.000 geralmente), produzindo, assim, uma série de populagéo
nova, que é testada para o HWE por meio do calculo de 2. Toda vez que a proporgéao
do valor de >? excede a do observado, é verificada a probabilidade de se errar ao
rejeitar a hipétese nula (n&o ha desvio de HWE). Também é possivel usar algoritmos
em cadeia de Markov para o calculo ndo viesado da probabilidade exata (RAYMOND &
ROUSSET, 1995).

b) Probabilidade de verossimilhanga

Baseia-se no uso de um teste de proporgédo de verossimilhangca (SOKAL &
ROHLF, 1981), aplicado segundo o método de WEIR (1990), calculando-se com o

mesmo método de permutacéo de fluxo de alelo descrito no item “a)”.

c) Teste exato ou de probabilidade de Fisher

O teste descrito por LOUIS & DEMPSTER (1987) consiste em observar os
possiveis lotes de frequéncia genotipica para um determinado lote de frequéncia
alélica, rejeitando-se a hipotese de HWE se as frequéncias genotipicas forem
significativamente diferentes das esperadas por mero acaso. Se houver mais de quatro
alelos por locus, realiza-se o calculo néo viesado da probabilidade de HWE usando-se
0 método em cadeia de Markov, com 1.000 iteragdes (GUO & THOMPSON, 1992).

Esse calculo foi realizado neste trabalho tanto na populacdo total quanto nas
subpopulagbes, usando-se o programa GENETIX (BELKHIR et al., 2003). Para tal,
realizou-se o teste exato de Fisher (GUO & THOMPSON, 1992) conforme descrito no

item “c)”.
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5.2.6.5 Diferenciagcao genética entre as subpopulagcées de casco-de-burro
a) Calculo de indice de fixagao (estatistica F)

WRIGHT (1965) propbde medir os desvios das frequéncias genotipicas em
populagdo subdividida por meio de trés parametros (Fis, Fir € Fsr), que apresentam a
seguinte relagédo: 1 - FIT = (1 - FIS)(1 - FST).

O calculo das estatisticas F de Wright foi realizado neste trabalho usando-se o
programa de genética de populagdo GENETIX (BELKHIR et al., 2003), que o calcula a
partir das frequéncias alélicas e genotipicas segundo método de WEIR & COCKERMAN
(1984).

b) Calculo de coeficiente de diferenciacao genética Gsr

A magnitude relativa da diferenciacédo genética entre as subpopulacbdes pode
também ser medida pelo coeficiente de diferenciacdo genética (Gst), que é analogo ao
Fst
HeS
Her

Gsr =1~

em que:

He,: diversidade genética ou heterozigose esperada nas subpopulagées;
He, : diversidade genética ou heterozigose na populagéo total (NEI, 1973).

Esse parametro (Gst) foi calculado também por meio do programa GENETIX
(BELKHIR et al., 2003).

c) Calculo de diferenciacao genética entre duas populagaoes (Pairwise Fst)

Outro meétodo estatistico utilizado neste estudo para avaliar o grau de
diferenciagéo genética entre as populagdes estudadas foi a estimativa do parédmetro Fst
(WRIGHT, 1951), que, através da combinacao de varias medidas de heterozigose a
diferentes niveis, permite uma descricao detalhada da estrutura populacional (HARTL &

CLARK, 2007). Esse parametro foi calculado por meio de 1.023 permutacdes
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paramétricas entre as populagbes usando-se o programa ARLEQUIN (EXCOFFIER et
al., 2005).

d) Estrutura genética

A estrutura das subpopulacdes de casco-de-burro bem como de todas as
populagdes amostradas foi avaliada utilizando-se de duas abordagens: (i) analise
fatorial de correspdondencia, usando-se o programa GENETIX (BELKHIR et al., 2003) e
seguindo-se as configuragbes padrbes; e (ii) algoritmos bayesianos por meio do
programa STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000).

A aplicacdo STRUCTURE utiliza uma aproximacéo Bayesiana — para determinar
o0 arranjo dos dados com probabilidade posterior (probabilidade condicionada aos
valores dos parametros e a distribuicdo dos dados) em um universo de arranjos
simulados por permutacao dos dados — e um algoritmo baseado numa MCMC (Markov
Chain Monte Carlo). Esse algoritmo reune os individuos em agrupamentos ao mesmo
tempo que estima a probabilidade de cada individuo pertencer a cada um dos
agrupamentos inferidos. No caso do modelo incluindo miscigenagdo (FALUSH et al.,
2003), em vez de probabilidade de pertenca, sdo estimadas as proporgdes Q, do
genatipo do individuo, provenientes de cada agrupamento. Essa abordagem assume a
existéncia de k agrupamentos, em que k pode ser desconhecido, caracterizados por
diferentes distribuicdes de frequéncias alélicas e que sdo definidas com base na
otimizagdo das condicbes de HWE e de equilibrio de ligagcdo intrapopulacional
(PRITCHARD et al., 2000). O modelo permite a introdugao de informacao a priori sobre
alguns dos parametros e a variagdo de condicbes como existéncia ou n&o de
correlacdo entre as distribuicdes de frequéncias alélicas, miscigenacéo entre as
populagdes, sendo possivel simular diferentes graus de miscigenacéo para as varias
populagdes.

Os testes foram realizados com base no modelo de miscigenacédo (admixture
model). Para escolher o numero apropriado de populacao inferida (K), foram realizadas
varias analises variando de 2 a 6 e 500.000 interacgdes (periodo burn-in de 50.000), com
5 repeticbes independentes para cada uma das analises. Os valores reais de K foram

obtidos a partir da magnitude de AK, seguindo-se o proposto por EVANNO et al. (2005).
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5.2.6.6 Analises filogenéticas entre as populagoes

Iniciou-se o estudo da distancia genética entre as populacdes estudadas, mas sé
foram utilizadas neste capitulo as popula¢des que possuiam 30 individuos no minimo
(Tabela 1 do Capitulo 2). Entdo utilizaram-se, além das trés subpopulacdes de casco-
de-burro, trés variedades da racga ibérica da Espanha (retinto, lampifio e entrepelado) e
a celta gallega também da Espanha, assim como a alentejana e a bisara, de Portugal.
Dos Estados Unidos, a mulefoot, bem como as internacionais large white, landrace e
duroc.

Na literatura, encontram-se diferentes medidas de distancias genéticas, tais
como as de BALAKRISHNAN & SANGHVI (1968), de JUKES & CANTOR (1969), de
NEI (1972), de NEI et al. (1983), de ROGERS (1972), de Kimura, com dois parametros
(KIMURA, 1980), de REYNOLDS et al. (1983), de TAMURA & NEI (1993), entre outras.
Essas distancias genéticas podem ser calculadas com base em diferentes algoritmos e
indicam o grau de proximidades entre as populagbes, além de permitirem a

reconstrucéo das relagdes histoéricas e filogenéticas.

Contudo elegeram-se duas distancias para este estudo. A Ds (NEI et al., 1983),
que é recomendada por TAKEZAKI & NEI (1996) para distancias genéticas baseadas
en microssatélites, e a de REYNOLDS et al. (1983), que €, segundo EDING & LAVAL

(1998), adequada para tempos curtos de divergéncia.

5.2.6.7 Construgao de arvore de distancia genética

Com as matrizes de distancia calculadas, foram construidas arvores de distancia
que demonstram as relagbes genéticas entre as populagbes suinas usando-se o0
pacote estatistico Populations v.1.2.28 (Olivier Langella, http://www.cnrs-
gif.fr/pge/bioinfo/populations/). Essas arvores foram visualizadas com a utilizacdo do
programa Treeview (PAGE, 1996).

Para a construgéo das arvores, utilizaram-se tanto o algoritmo UPGMA (SNEATH
& SOKAL, 1973) — que se baseia na matriz de distancia genética e realiza uma média
aritmética das medidas, reduzindo o erro no comprimento dos ramos (NEI, 1987) —

quanto o algoritmo Neighbour-Joining (SAITOU & NEI, 1987) — que apresenta uma
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eficiéncia confiavel, seja em relagcado a topologia construida seja na sua performance,
para dados baseados em distdncia —, sendo a confianga das arvores obtidas
determinada por meio de um teste de replicagdo (bootstraping), com 1.000

reamostragens, com substituicdo dos loci (FELSENSTEIN, 1985).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 5, apresentam-se o numero de alelo observado (NA), a heterozigose
esperada (He) e a observada (Ho) bem como o conteudo de informagéo polimorfica
(PIC) e o desvio as condigdes de equilibrio de Hardy-Weinberg para os 25 loci de
microssatélite utilizados.

A média e o desvio-padrédo do numero de alelo observado para a populacéo de
casco-de-burro (N = 110) foram 9,8 + 4,4. Todos os loci foram polimoérficos, e 0 numero
de alelo por locus variou de 5 (microssatélites S0026) a 22 (S0005). Nesse sentido,
BARKER (1994) sugeriu que os loci de microssatélite usados em estudos de distancia
genética ndo devem ter menos de quatro alelos. Portanto os utilizados neste estudo, a
principio, sdo apropriados para as analises de diversidade genética dessa populagéo,

visto que todos apresentaram mais de quatro alelos.

O valor médio de alelo por locus foi superior aos reportados em raga espanhola,
como nas variedades da raca ibérica, que oscilou entre 3,4 para a variedade dorado
gaditano e 5,84 para a entrepelado (MARTINEZ, 2001). Foram superiores aos valores
médios reportados para outras ragas europeias, que oscilaram entre 4,5 e 5,3
(SANCRISTOBAL et al., 2006; VICENTE, 2006). Sao superiores ainda as racas crioulas
do Uruguai (KELLY et al., 2004; CASTRO et al., 2007), a outros porcos nativos
americanos, como o0 pelon mexicano (7,07) e o cubano (8,2) (CANUL et al., 2005;
PINEDA, 2005). Todavia sao inferiores a amplitude de valores médios encontrados nas
ragas chinesas, que vai desde 2,9 até 24,8 alelos (LI et al., 2004; ZHANG et al., 2003;
YANG et al., 2003).
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Tabela 5. Diversidade genética da populagdo de casco-de-burro por meio dos 25

microssatélites utilizados. Numero de alelo observado (NA), heterozigose
esperada (He), heterozigose observada (Ho), conteido de informagéo
polimérfica (PIC), numero efetivo de alelo (Ne), riqueza alélica (RA),
consaguinidade na populagéo total (F;s) e teste do equilibrio de Hardy-Weinberg
(EWH)

Loci NA He Ho PIC Ne RA Fis EWH
CGA 18 0,87 0,64 0,86 7,56 16,2 0,16 *
S0101 7 0,70 0,63 0,66 3,22 6,93 0,10 *
S0215 8 0,30 0,34 0,29 1,51 7,06 0,02 -
S355 8 0,26 0,17 0,26 1,35 7,01 0,33 *
SW9I11 7 0,76 0,75 0,72 4,16 6,92 0,21 -
SW936 9 0,81 0,81 0,78 50 8,80 0,02 *
S0068 21 0,89 0,78 0,87 8,33 18,4 0,11 *
SW632 11 0,82 0,74 0,79 5,26 9,61 0,09 *
SW24 12 0,83 0,57 0,80 5,55 11,4 0,39 *
S0227 6 0,30 0,33 0,28 1,43 5,50 -0,09 -
S0225 7 0,48 0,42 0,45 1,92 6,43 0,11
S0090 6 0,66 0,73 0,61 3,70 5,99 -0,10 -
S0226 13 0,76 0,67 0,73 4,16 11,7 0,12 *
SW951 6 0,56 0,45 0,52 2,27 5,82 0,19 *
S0228 8 0,52 0,47 0,49 2,04 7,49 0,09 *
S0178 9 0,86 0,71 0,84 6,66 8,97 0,16 *
S0005 22 0,88 0,72 0,87 8,33 21,6 0,18 *
S0386 12 0,86 0,53 0,84 6,66 12,0 0,37 *
SW72 17 0,75 0,42 0,73 3,84 16,1 0,44 *
S0002 08 0,79 0,62 0,76 4,76 7,56 0,21 *
SW857 8 0,78 0,66 0,75 4,54 7,85 0,16 *
S0026 5 0,70 0,40 0,65 3,33 5,00 0,43 *
IGF1 9 0,74 0,58 0,70 3,84 8,85 0,21 *
S0155 8 0,79 0,76 0,76 4,76 7,94 0,04 -
SW240 9 0,79 0,76 0,76 4,54 8,55 0,03 -
Média 98 0,69 0,58 0,73 4,94 9,58 0,16 (0,13-0,18)"
*p<0,01; “—* em equilibrio de Hardy-Weinberg ; ( )" = IC 95%.

Os valores de PIC foram de razoavelmente a muito informativo, sendo os

microssatélites S355, S0227 e S0215 os que apresentaram menores valores, enquanto

0 mais informativo de todos na populacao foi o SO0005, sendo aquele que apresentou

maior numero de alelo (Tabela 5). O valor médio de PIC (Tabela 5) foi superior ao

reportado por VICENTE (2006), que foi 0,68, e ao reportado para porcos mamelados do

Uruguai (0,50) (CASTRO et al., 2007), mas semelhantes aos reportados para os porcos
chineses (LI et al., 2004; ZHANG et al., 2003; YANG et al., 2003). A relacéo entre PIC e

nuamero de alelo encontrado (Tabela 5) comportou-se de maneira semelhante aos
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reportados por outros autores (MARTINEZ, 2001; VICENTE, 2006; REVIDATTI, 2009),

que observaram que, a medida que aumentava o numero de alelo, aumentava o PIC.

A He média foi 0,69 + 0,03, variando entre 0,26 e 0,88 nos marcadores S355 e
S0005 respectivamente, o que coincide com os valores maximo e minimo de PIC. Ja a
Ho apresentou média 0,58 + 0,01, inferior a esperada, tendo o SW936 apresentado

maior valor (0,81), enquanto o menor (0,17) foi observado no S355.

Varios fatores podem contribuir para a ocorréncia de um valor de heterozigose
inferior ao esperado em uma populagdo, como consaguinidade, subdivisdo da
populacéo, presenga de alelo nulo e, ainda, presenca de sele¢cdo, que pode estar
ocorrendo a favor de homozigotos (MAUDET et al., 2002b). Entretanto, devido as
caracteristicas da populacédo de casco-de-burro, em que ndo se aplicam planos
dirigidos de selecdo, esse efeito pode ser descartado, embora auséncia de selecéo

artificial ndo implique em auséncia de selegéo natural.

Todavia a consaguinidade pode contribuir para o déficit de heterozigoto que foi
observado, uma vez que, nas pequenas exploracodes, tipicas de suino nativo no Brasil,

frequentemente ocorre acasalamento entre individuo aparentado.

Os resultados do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EWH) mostram que 6
dos 25 marcadores apresentaram-se em equilibrio, enquanto o restante ndo (Tabela 5).
Um forte indicador de n&o-estruturacdo da populagdo é o desvio as condi¢cdes de
equilibrio, quer na proporcao entre heterozigoto e homozigoto segundo o modelo de
Hardy-Weinberg quer no equilibrio de ligacao entre os pares de locus. Segundo HARTL
& CLARK (2007), a redugcao no numero de heterozigoto — relativamente ao esperado

em condigbes de HWE — podera ser consequéncia de n&o estruturacéo da populacéo.

MARTINEZ (2001), trabalhando com esse mesmo painel de microssatélite,
encontrou, na populacao total de suino da raga ibérica, desvio significativo de HWE
para 19 dos 25 loci utilizados, igualmente ao aqui obtido para a populagéo de casco-de-
burro (Tabela 5). No entanto REVIDATTI (2009), trabalhando com suinos do Nordeste

argentino, encontrou apenas 13 desses 25 loci em desequilibrio.

O desvio do EWH é devido ao fato de a heterozigose observada ser menor do

que a esperada, o que foi evidenciado pelo parametro F;s, que mostra, de fato, haver
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um déficit de heterozigoto na maioria dos loci analisados, cuja média desse parametro
para a populacao global (N = 110) foi 0,16 (Tabela 5). Esse déficit refor¢ca o indicio de
que, possivelmente, haja subdivisdo da populacdo em subpopulagdo devido,
provavelmente, a deriva genética, conjuntamente com a sele¢éo empirica (n&o dirigida),
com acasalamentos sem critério, conduzidos pelos criadores, o0 que tem isolado as

subpopulagdes, ocasionando a subdivisao da populacao.

O parametro Fs reflete os desvios de panmixia na populagdo. Quando negativo
significativamente, esse parametro indica que ha excesso de heterozigoto. Segundo
MURRAY (1996), quando ha esse excesso, consequentemente a medida do
endocruzamento é negativa. Isso pode ser devido a dois fatores principais: (1) a
presenca de alelo deletério ou gene letal; (2) a predominancia de cruzamento
exogamico (geralmente entre os individuos de diferentes subpopulagdes). Quando ha
excesso de homozigoto, em consequéncia, a medida do endocruzamento & positiva.
Isso se deve, entre outras possibilidades, a que (1) o locus em estudo esteja sob
selecédo; (2) o endocruzamento seja pratica comum na populacdo. Na Tabela 6,
encontra-se a diversidade genética média por subpopulagdo de casco-de-burro a partir

dos 25 loci de microssatélite.

Tabela 6. Numero de individuo (N), nUmero médio de alelo por locus (NA), heterozigose
observada (Ho) e esperada (He) bem como o Fs por subpopulacédo de casco-de-

burro a partir dos 25 loci microssatélites

Subpopulagao N NA Ho He Fis
Centro-Oeste 29 51+1,77 0,50+0,02 0,58 +0,03 0,14 (0,07-0,17)"
Sudeste 35 6,2 +2,26 0,60+0,02 0,65+0,04 0,07 (0,003-0,10)"
Nordeste 46 7,6 +2,96 0,62+0,02 0,69 +0,04 0,10 (0,04-0,13)"
( )"=1C95%

Ao se considerar a possivel subdivisdo da populagdo devido a sua localizagao
nas diferentes regides do Brasil, observou-se, por meio do parametro Fis, que as

subpopulagbes apresentaram déficit de heterozigoto (Tabela 6). A subpopulagdo do
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Centro-Oeste apresentou menor heterozigose que as demais. Isso pode ser devido ao

fato de essa subpopulagédo apresentar menor tamanho populacional.

O numero de alelo por locus apresentou reducdo da média geral da populagéo
nas trés subpopulagdes (Tabela 5 e 6). Isso possivelmente deve-se ao fato de, na
populacéo total, utilizar todos os individuos na analise, com todos os alelos presentes
na populagdo. Ao dividir em subpopulagdo, suprimem-se individuos, logo os alelos
presentes e, consequentemente, as propor¢cbes em que estdo presentes serao
alteradas por subpopulacdo. Nao existe necessariamente uma relagéo direta entre as
grandezas estimadas para o total dos individuos (populagéo) e para as subpopulacdes.
Em um caso extremo, em que se teriam duas subpopulagbes fixadas para alelos
diferentes (por ex.: subpopulacdo 1 = alelo A e B/ subpopulagéo 2 = alelo C e D), o
locus na populacéo global teria quatro alelos (A, B, C e D). Contudo, ao calcula-lo para
cada subpopulagdo separadamente, ter-se-iam apenas dois alelos por subpopulagao.
Essas dindmicas expandidas a um maior numero de locus, alelo e frequéncias alélicas
tornam quase impossivel de se obter uma relagdo aditiva desses parametros das

subpopulagdes para a populagéo total.

Essa reducao de alelo nas subpopulagdes em relacdo a populagdo pode ser
biologicamente mais um indicio de haver subdivisdo na populagéo, uma vez que, se a
populagdo fosse panmitica, mesmo a dividindo em grupos (subpopulagdes), ndo era
para se notar diferengas substanciais na quantidade de alelo das subpopulagdes em
relacdo a populagdo total. A existéncia de alelos privados nas subpopulagdes

demonstra diferentes pools genéticos.

De fato, diferengas entre combinagdo locus/subpopulacdo foram detectadas
(Tabela 3). Por exemplo, o S0227 foi monomorfico tanto na subpopulagdo Sudeste
quanto na Nordeste, entretanto ndo foi na Centro-Oeste (Tabela 7). Como se observa,
maior numero de locus em desequilibrio foi observado na subpopulacdo Nordeste,
seguida da Centro-Oeste (Tabela 7). A existéncia de tanto locus em desequilibrio de
HWE nas subpopulagbes (Tabela 7) pode indicar que a populagdo possui mais

subdivisdo do que a que foi considerada (Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste), ou seja,
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que cada subpopulacdo pode ser, na verdade, constituida de subpopulagdes ainda

menores.

Tabela 7. Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg EHW para os
25microssatélites nas trés subpopulacdes (Centro-Oeste,

Sudeste e Nordeste) de casco-de-burro

Marcadores Centro-Oeste Sudeste Nordeste
CGA - * -
S0101 - - -
S215 - - -
S355 1 - *
SW9I11 - - -
SW936 - - -
S0068 - - *
SW632 * * *
SW24 * - *
S0227 - 1 1
S0225 * - *
S0090 - - -
S0226 - - -
SW951 - * -
S0228 - - *
S0178 * * -
S0005 - - *
S0386 * * *
SW72 - * *
S0002 - - -
SW857 * - -
S0026 * - *
IGF1 - - -
S0155 - - -
SW240 - - *
Total” 07 06 11

*p<0,01; 1 — microssatélite monomorfico para a populagdo; "Total dos marcadores em
desequilibrio para a subpopulagao

De acordo com as estatisticas de WEIR & COCKERHAM (1984), foram
estimados os indices Fis, Fst e Fir na populagdo casco-de-burro considerando-se as
subpopulagées Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste para cada locus (Tabela 8). Segundo
HARTL & CLARCK (2007), Fis € uma medida da autozigose devido a consanguinidade,

FsT, devido a estruturacao e Fr, devido a ambos os fatores.
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Tabela 8. Estatisticas-F (Fis, Fi; € Fst) de WRIGHT (1965) e a proporcao da diversidade
total atribuivel a subdivisdo da populagdo (Gst) considerando-se as
subpopulac¢des Nordeste, Centro-Oeste e Nordeste

Marcadores Fis Fi Ft Gqt
CGA 0,162 0,303 0,168 0,129
S0101 0,075 0,110 0,037 0,034
S215 -0,030 -0,011 0,019 0,020
S355 0,319 0,337 0,027 0,031
SW9I11 -0,011 0,036 0,047 0,041
SW936 -0,145 0,065 0,184 0,142
S0068 0,081 0,137 0,061 0,058
SW632 0,043 0,118 0,078 0,060
Sw24 0,258 0,335 0,104 0,076
S0227 -0,115 -0,081 0,030 0,030
S0225 0,062 0,135 0,077 0,060
S0090 -0,131 -0,087 0,039 0,035
S0226 0,044 0,164 0,125 0,101
SW951 0,167 0,211 0,053 0,047
S0228 0,028 0,119 0,093 0,072
S0178 0,071 0,210 0,149 0,117
S0005 0,097 0,217 0,133 0,109
S0386 0,333 0,403 0,105 0,089
SW72 0,381 0,468 0,139 0,136
S0002 0,135 0,251 0,134 0,112
SW857 0,136 0,173 0,042 0,039
S0026 0,293 0,487 0,274 0,210
IGF1 0,178 0,232 0,065 0,060
S0155 -0,004 0,070 0,074 0,062
SW240 -0,023 0,058 0,080 0,063
Média Geral 0,09 (0,04-0,15) 0,18 (0,13-0,24) 0,10 (0,07-0,12) 0,08
( )IC95%

Observou-se, em média, o valor de 0,09 para Fs, 0,18 para Fir e de 0,10 para

Fst(Tabela 8). O valor médio de Ggsr para todos os /oci foi 0,08, oscilando entre 0,02, no
locus S215, e 0,21, no S0026.

A magnitude de estruturagdo genética entre as subpopulagbes pode ser

determinada segundo a definicdo de WRIGHT (1978), sendo considerada baixa (Fst =0
a 0,05), moderada (Fs; = 0,05 a 0,15), alta (Fst = 0,15 a 0,25) ou muito alta (Fs>0,25).

Assim, o valor de 0,10 obtido para Fs (Tabela 8) indica que o grau de subdivisédo global

nas trés subpopulacdes consideradas corresponde a moderado, ou seja, a populagao

casco-de-burro encontra-se subdividida, possivelmente em unidades ainda menores
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que as consideradas (Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste). Se, ao dividir cada
supopulagdo em duas, o valor Fs; aumentasse, tal fato mostraria que as subpopulagdes
inferidas estariam ainda mais estruturadas; mas, se o valor diminuisse, indicaria que
nao ha estruturacéo entre as seis subpopulagbes inferidas, ou seja, a populagéo total
encontra-se moderadamente subdividida, de fato, em trés subpopulagbes, uma vez que
o valor de 0,10 obtido demonstra que a populagéo total ndo esta estruturada, e sim

moderadamente subdividida nas trés subpopula¢des consideradas.

Na Tabela 9, encontram-se as distancias DA (NEI et al., 1983) e a Dgreynolds
(REYNOLDS et al., 1983) entre as subpopulagdes, em que, em ambas as distancias, a
maior foi entre Nordeste e Centro-Oeste. Percebe-se que as duas matrizes obtidas
(Tabela 9) com diferentes metodologias mostraram proporgdes similares em relagéo as

distancias entre as trés subpopulagbes estudadas.

Tabela 9. Valores obtidos da DA (NEI et al., 1983) acima da Diagonal e a Dgeynoias (REYNOLDS
et al., 1983) abaixo da diagonal

Centro-Oeste Sudeste Nordeste
Centro-Oeste - 0,10 0,13
Sudeste 0,21 - 0,08
Nordeste 0,29 0,23 -

A partir das matrizes de distancias genéticas (Tabela 9), foi possivel construir

arvores genéticas usando-se o método Neighbour-Joining (Figura 4A e 4B).
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Figura 4. Arvore de distancia D, (A) e Dgreynoiss (B) entre as subpopulagbes de casco-de-burro
pelo método Neighbour-Joining (SAITOU & NEI, 1987), usando-se 25
microssatélites. PB = Nordeste; MG = Sudeste; e MT = Centro-Oeste
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N&o ha consenso sobre que medida de distancia genética utilizar nos estudos de
relacdo genética entre populacdo de animal doméstico. A utilizagcdo de mais de uma
distdncia genética é aconselhavel na pratica, devendo-se examinar cada uma delas,
observando-se as semelhancas e as diferengas entre elas para que se determine a
melhor distancia, que permita conclusdes razoaveis e se estas estdo adequadas as

informacdes a priori.

Na Figura 5, encontra-se a representagao espacial dos animais cascos-de-burro,
empregando-se como variavel classificatoria os genoétipos individuais para os 25
microssatélites. Como se observa, ha pouca sobreposi¢cédo de individuo das diferentes
subpopulagdes de casco-de-burro.

De acordo com a Figura 5, nenhuma sobreposicao € observada entre os animais
das subpopulacdes Centro-Oeste e Nordeste, enquanto a subpopulagdo do Sudeste
nitidamente se subdividiu em dois grupos, em que um ficou proximo a subpopulagao
Nordeste e o outro, préximo a Centro-Oeste. Confrontando-se os valores de distancia
genética média (Tabela 9, Figura 4) com a distribuicdo da variabilidade genética dos
grupos formados pela analise fatorial de correspondéncia (Figura 5), detecta-se que os
dados se complementam, pois as subpopulagées com maior distadncia genética média
(Centro-Oeste e Nordeste) sdo as que apresentaram individuos com menor
aproximacao na distribuigcdo espacial. Nessa analise (Figura 5), observa-se a formacao
de grupos distintos de gendtipo. A menor variabilidade genética na subpopulagéo
Centro-Oeste (Tabela 6) € observada na distribuicdo espacial dos individuos que a
compdem, demonstrando uma menor dispersdo destes, conquanto se perceba que

essa subpopulagédo também se encontra dividida em dois grupos.
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CascoBurro_ gtx

Nordeste

Sudeste

Axe 2 (3,71 %)

Ase 1 (3,28 %)
Figura 5. Representagdo em 2D da analise fatorial de correspondéncia usando-se as
frequéncias alélicas das subpopulagdes de casco-de-burro (Sudeste, Nordeste e

Centro-Oeste), obtidas por meio de um painel de 25 microssatélites

A inexisténcia de HWE na maioria dos loci (Tabela 5 e 7), a dispersédo espacial
dos individuos na analise de correspondéncia (Figura 5) e as distancias genéticas
(Tabela 9) entre as subpopulagdes de casco-de-burro levaram a suposi¢do de que, de
fato, a populacdo de casco-de-burro encontra-se estruturada em unidades
geneticamente distintas. No sentido de reduzir ao maximo o grau de subjetividade
normalmente associado a definicdo de subpopulacdo (PRITCHARD et al., 2000), optou-

se por permitir que os dados “revelassem” o nivel de estruturagéo da populacéo.

Assim, usando-se o programa STRUCTURE, testou-se a existéncia de 2 a 6
populagdes aplicando-se os valores de Ln(PD), que € obtido pelo log likelihood dos
dados a cada passo do MCMC, na metodologia proposta por EVANNO et al. (2005).
Esses autores verificaram que, em muitos casos, os valores de Ln(PD) ndo oferecem

uma estimativa acurada para a determinacdo do melhor K. Sendo assim, os autores
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delinearam uma metodologia para a determinagcdo do melhor K por meio do AK dos
valores de Ln(PD). Usando-se esse método, obteve-se K = 6 como o numero de

populagéo existente na casco-de-burro.

A Figura 6 é a representacédo grafica da estrutura populacional resultante da
analise bayesiana na populagédo casco-de-burro. Observando-se a Figura 6, verificou-
se, quando se inferiram duas populagdes (K = 2), a existéncia de uma populagéo
constituida por individuos das subpopulagbes Centro-Oeste e Sudeste (amarelo) e
outra das subpopulagbes Sudeste e Nordeste (azul). Quando K = 3, observa-se uma
populagdo (vermelho) constituida basicamente por individuos da subpopulagao
Sudeste, outra praticamente por individuos da Centro-Oeste, enquanto a terceira,
formada tanto por individuos da Nordeste quanto da Sudeste. Quando K = 4, nota-se
que a subpopulagdo Sudeste foi a primeira a se dividir em duas, concordante com a
AFC (Figura 5), que mostrou que essa subpopulacdo apresenta uma divisdo mais
acentuada que as demais. Quando K = 6, observa-se que todas as trés subpopulacdes
se dividiram em duas subpopulagdes, o que vai ao encontro do parametro Fis (Tabela
6), que indicou que as subpopulagcdes (Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste)
apresentaram niveis altos de consaguinidade, possivelmente por estarem subdivididas
em subpopulagdes ainda menores, corroborando HARTL & CLARK (2007), que
afirmaram que a reducao no numero de heterozigoto — relativamente ao esperado em

condi¢cdes de HWE — podera ser consequéncia de ndo estruturacéo da populagéo.
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Figura 6. Graficos representando a atribuicdo dos genétipos nas
populagdes inferidas (K = 2, 3, 4, 5 e 6). PB = Nordeste;
MG = Sudeste; e MT = Centro-Oeste

Os resultados dos parametros de diferenciacéo genética entre as subpopulagdes
mostram que os cascos-de-burro ndo constituem uma racga definida nem estruturada
devido a magnitude da variabilidade intrapopulacional, a qual indica que essa
populagdo é constituida por subpopulag¢des geneticamente distintas. SOLLERO (2006),
trabalhando com ragas nativas do Brasil, verificou que a piau e a monteiro ndo se
encontravam estruturadas, principalmente a piau, que se mostrou mais influenciada por

outras ragas.

Contudo uma populagdo pode ter alta diversidade intrapopulacional e ainda
assim constituir uma raga, caso esteja geneticamente bem diferenciada de outras
racas. O fato de a populacédo estar dividida pode apontar que se tém linhagens
regionais de casco-de-burro. A estrutura genética observada nos cascos-de-burro

pode ser considerada uma consequéncia tanto da introgressao alélica por individuos
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de outras ragas quanto de um isolamento reprodutivo que possa ter produzido

gargalos populacionais.

Conforme MARTINEZ et al. (2007), a identidade genética deve ser
considerada complemento importante para as informacbes sobre caracteristicas
morfoldgicas de uma populacdo. Nesse contexto, o painel de microssatélite proposto foi
considerado de grande precisao e, portanto, pode ser sugerida sua aplicagdo em
estudo que envolva questdes sobre o reconhecimento de populagdo, principalmente
naquelas cuja diversidade intrarracial seja mais expressiva, o que dificulta a certificacao
racial. No entanto foi demonstrada baixa eficacia dos marcadores microssatélites em
alguns aspectos, como na certificacdo racial de produtos da raga ibérica e de seus
cruzamentos (ALVES et al., 2001; ALVES et al., 2002; GARCIA et al., 2006).

Mas muitos estudos tém enunciado que os microssatélites, além da utilidade
para a construcao de arvores ou dendrogramas de distancias, servem para identificar a
populagdo de origem de um individuo, como podem ser vistos nos trabalhos de
MAUDET et al. (2002a), com Capra ibex; MAUDET et al. (2002b) avaliando bovinos;
DALVIT et al. (2008), com ovinos da raga Alpina; e de BERTTHOULY et al. (2008)
estudando aves asiaticas e europeias. Assim, a utilizagdo de métodos de designacéo
de individuo pode ser util nos estudos genéticos de populagdo bem como na deteccéo
de migrantes, mistura de ragas e em animais em risco de extincdo (PAETKAU et al.,
1995; CORNUET et al., 1999; MAUDET et al., 2002a), podendo ser utilizados em

conjunto para uma avaliacdo mais precisa dos dados estudados.

Relagao Filogenética com populagées ibéricas, norte-americanas e internacionais

A partir das frequéncias alélicas das popula¢des analisadas, realizou-se
uma analise fatorial de correspondéncia com as populacdes, representando-se as
relacdes entre as populagbes em um espacgo tridimensional (Figura 7).
Observando-se essa figura, nota-se a aglomeragdo das populacdes da raca
ibérica.
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Figura 7. Representacdo em 3D da analise fatorial de correspondéncia, usando-se
as frequéncias alélicas das populagcdes de casco-de-burro, ibéricas,
norte-americanas e internacionais, obtidas por meio de um painel de 25
microssatélites. 1 = casco-de-burro Centro-Oeste; 2 = casco-de-burro
Sudeste; 3 = casco-de-burro Nordeste; 4 = alentejano de Portugal; 5 =

retinto; 6 = entrepelado; e 7 = lampifio.

As populagbes de casco-de-burro (1, 2 e 3) encontraram-se mais proxima da
bisara, de Portugal, e da duroc (Figura 7). A populagdo de casco-de-burro do Sudeste
encontra-se mais proxima das outras populagbes de casco-de-burro que de alguma

outra estudada (Figura 7).

A estimativa da divergéncia genética entre os pares das populagdes foi também
efetuada por meio do parametro Fst, que mede a componente interpopulacional da
variancia. Segundo HARTL & CLARK (2007), valores de diferenciagédo entre 0,05 e 0,15
indicam diferenciagdo genética moderada; entre 0,15 e 0,25, diferenciacéo elevada; e

valores superiores a 0,25 indicam um grau muito elevado de diferenciagcdo entre as

populacdes.



211

Assim, na Figura 8, sdo apresentados os valores de Fg estimados entre as
populagdes em estudo. O Fg e G apresentados na Tabela 8 sdo medidas do grau de
estruturacdo ou divisdo da populagcdo total. Estes, quando muito, podem ser
considerados como a distancia média entre duas quaisquer subpopula¢des dentro da
sua populagdo. O Fg estimado entre duas populagdes é que pode ser considerado

distancia genética.

Todas as estimativas de Fs entre as populagbes foram estatisticamente
significativas e correspondem, de modo geral, a diferenciacdo genética moderada e

elevada (Figura 8).

Os menores valores foram observados entre as variedades da raca ibérica
(Figura 8), mais precisamente entre a retinto e a entrepelado, cujo valor (0,02) foi o
unico de diferenciagdo genética baixa obtido considerando-se todos os pares de
populagdo. Diferenciacdo genética moderada foi observada entre as demais
populagdes da raca ibérica, o que corrobora os achados de CLEMENTE et al. (2008),
que encontraram valores de médio a elevado no estudo com as diferentes variedades

dessa raga.

Entre as populagdes de casco-de-burro, a menor distancia foi entre a casco-de-
burro do Sudeste e a do Nordeste, seguida da menor distancia entre a casco-de-burro
do Centro-Oeste e a da Sudeste (Figura 8). Esse resultado concorda com os anteriores
(Tabela 9, Figura 4 e 5), que mostram que, de fato, a populacédo Centro-Oeste esta
mais proxima da Sudeste e mais distante da Nordeste. Todas as populagbes de casco-
de-burro mostraram-se mais proximas, por meio desse parametro, da populacéo
bisara, apresentando distancias genéticas moderadas, e mais distantes da mulefoot,

apresentando todas elas distancias genéticas elevadas em relagédo a essa ultima.
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Fsr

7 = 0,30-0,35
8 m0,25-0,30
9 0,20-0,25
10 0,15-0,20
11 0,10-0,15
12 = 0,05-0,10
13 % 0,00-0,05

Figura 8. Valores exatos obtidos (acima da diagonal) para o parametro Fsr entre os pares de
populacdo de suino casco-de-burro, ibéricos, norte-americanos e internacionais. A
matriz inferior € a "transposicao" dos mesmos valores para uma escala de cor que
vai da mais fria (azul, valores mais baixos) a mais quente (vermelha, valores mais
altos). Legenda: 1 = casco-de-burro Centro-Oeste; 2 = casco-de-burro Sudeste; 3 =
casco-de-burro Nordeste; 4 = bisaro; 5 = alentejano: 6 = retinto; 7 = entrepelado; 8 =
lampifio; 9 = mulefoot; 10 = celta gallega; 11 = large white; 12 = landrace; e 13 =

duroc
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Na Tabela 10, encontram-se as distancias DA (NEI et al., 1983) e a Dreynoids
(REYNOLDS et al., 1983) entre as populacdes estudadas. Essas distancias se aplicam
a estudos de populagdo com curto periodo de evolugédo. As distancias observadas
mostram que as subpopulagdes de casco-de-burro apresentaram valores mais
préximos quando comparadas entre si que quando confrontadas com as demais

populacgdes.
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A partir das matrizes de distancias genéticas (Tabela 10), foi possivel construir
duas arvores genéticas usando-se , na Figura 9, a distancia Dgeynoiss (REYNOLDS et al.,
1983) e 0 método Neigbhor-Joining e, na Figura 10, a DA (NEI et al., 1983) e o método
UPGMA. Na Figura 9, é possivel observar que as populagbes de casco-de-burro do

Sudeste e do Centro-Oeste se agruparam com alto valor de bootstrap (89), ficando no

mesmo ramo com a casco-de-burro do Nordeste e a duroc.

Figura 9. Neigbhor-Joining construido com base na distancia de REYNOLDS et al. (1983) entre
as subpopulagdes de casco-de-burro e as populagdes ibéricas, norte-americanas e
internacionais. Legenda: MT = casco-de-burro Centro-Oeste; MG = casco-de-burro
Sudeste; PB = casco-de-burro Nordeste; DUR = duroc; CEL = celta gallega; MF
mulefoot; LAM = lampifio; AL = alentejano; RET = retinto; EN = entrepelado; Bl
bisaro; W = large white; LAN = landrace
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8

Dendrograma UPGMA, baseado na distancia DA (NEI et al., 1983) entre as
subpopula¢des de casco-de-burro e as populagdes ibéricas, norte-americanas e
internacionais. Legenda: MT = casco-de-burro Centro-Oeste; MG = casco-de-
burro Sudeste; PB = casco-de-burro Nordeste; DUR = duroc; CEL = celta
gallega; MF = mulefoot; LAM = lampifio; AL = alentejano; RET = retinto; EN =
entrepelado; Bl = bisaro; LW = large white; LAN = landrace.
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O dendrograma UPGMA gerado (Figura 10) demonstra que a populagéo
mulefoot ficou fora do agrupamento formado pelas demais populagdes, ficando, assim,
distante do conjunto de todas as outras.

As populagdes de casco-de-burro do Sudeste e do Centro-Oeste se agruparam
com médio valor de bootstrap. As demais populacdes subdivididiram-se em dois
grupos, em que se observam as variedades da raca Ibérica em um grupo, enquanto,
em outro, as internacionais, landrace e large white, a populagcéo de casco-de-burro do
Nordeste bem como a duroc, a bisara, de Portugal, e a celta gallega, da Espanha. Essa
subdivisdo nao se encontra topologicamente bem definida, uma vez que apresentou
baixo valor de bootstrap. No entanto essas populagdes se apresentam agrupadas pelo
fato de, mesmo nado estando topologicamente bem definidas, apresentarem relagéo
mais proxima entre elas, fato que também pode ser observado para as populagbes
large white e landrace, que se separaram do grupo constituido pelas populagdes duroc,

casco-de-burro do Nordeste, bisara e celta gallega com baixo valor de bootstrap.

Apesar dos relatos de que a formacao das ragas nativas do Brasil foi a partir de
animais trazidos da Peninsula Ibérica no periodo colonial, as populagbes ibéricas
inferidas neste estudo apresentaram-se distantes dos grupos de casco-de-burro
estudados. MARTINEZ et al. (2005) concluiram que os suinos crioulos cubanos, mesmo
sendo derivados das ragas da Peninsula Ibérica, encontram-se geneticamente bem
distintos dos seus ancestrais, depois de quase 500 anos de deriva genética e

miscigenagao.

Isso certamente deve-se ao fato de que a deriva genética ocorre rapidamente
em pequenas populacgdes isoladas, uma vez que esses grupos acumulam diferentes
frequéncias alélicas com rapidez, como afirmam ROSENBERG et al. (2002). Ademais,
quando uma populagdo € iniciada a partir de reduzido numero de individuo
(fundadores), a sua variabilidade dependera da amostra de alelo trazida por esses
fundadores, e esse “efeito fundador’ pode causar diferengas significativas entre as
frequéncias alélicas da populagéo original e da recém-formada (NEI et al.,1975). Os
mesmos autores relatam que a redugado esporadica no tamanho das populagdes tem
efeito sobre as gerac¢des subsequentes. Assim sendo, 0 numero minimo de individuo

que se reproduz durante o periodo de estrangulamento demografico (bottleneck)
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define a probabilidade de perda de alelo por deriva genética, e os alelos s6 poderiam

ser recuperados por mutagao ou a partir de outras populagdes por migragéo.

Todavia o fato de os cascos-de-burro se mostrarem distantes geneticamente dos
seus ancestrais leva também a hipotese do quanto os cascos-de-burro apresentam
introgressao alélica, principalmente da raca duroc entre as estudadas. Como sabido, a
duroc foi introduzida no Brasil para fins de aumento de producao, e muitos criadores de
raga nativa utilizaram-na em cruzamento no intuito de melhorar a producdo dos seus

animais.

Os resultados dos microssatélites também indicaram que os cascos-de-burro
estdo geneticamente distantes dos suinos mulefoot, rejeitando-se a hipétese de que os
cascos-de-burro sdo derivados desses animais. O tempo de introdugdo dos suinos
mulefoot no Brasil, caso os cascos-de-burro fossem oriundos destes, seria recente

comparado aos 500 anos de introdugao de suino da Peninsula Ibérica no Brasil.

As implicagdes desse tipo de estudo para a conservagao sao muito importantes:
se € uma raga e/ou uma espécie ameagada que ocupa uma determinada area, entao a
estratégia de conservagao deve ser no sentido de preservar a diversidade da raca e/ou
espécie naquela area, pois podem existir adaptag¢des locais que se perderiam no caso
de a populacdo ser misturada com outra (SOLE-CAVA, 2001). Os efeitos de
estocasticidade nas pequenas populagdes, que incluem o endocruzamento, a perda da
diversidade genética e o acumulo de mutagbes (FRANKHAM et al., 2008), devem ser
estudados e analisados minuciosamente nas populagbes ameacgadas, uma vez que
estas se encontram em numero reduzido, situagdo na qual vive a maioria das

populagdes nativas de suino do Brasil.

5.4 CONCLUSOES

A populacédo casco-de-burro estudada ndo se encontra geneticamente
estruturada, o que dificulta certificagao racial.

Os resultados dos parametros estatisticos utilizados para quantificar a
variabilidade genética indicaram altos niveis de variabilidade na populagdo casco-de-

burro.
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As arvores genéticas e a analise de correspondéncia mostraram que, de modo
geral, as populagdes de casco-de-burro ficaram mais proximas da bisara, de Portugal, e

da duroc.
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CAPITULO 6. citoGENETICA DE SUINO CASCO-DE-BURRO

Resumo — A espécie Sus scrofa apresenta polimorfismo cariotipico, que pode variar de
36 a 38 cromossomos. Sendo assim, estudaram-se 12 suinos cascos-de-burro de
ambos os sexos, objetivando conhecer a citogenética desse animal em perigo de
extingdo e verificar, por meio do numero diploide, possivel miscigenagao com o javali.
O caridtipo foi organizado em cinco grupos: o primeiro ficou composto pelo par
cromossdémico 1, em que se observa 0 maior cromossomo, e de posi¢cao, segundo o
centrdbmero, submetacéntrico. O segundo grupo foi constituido pelos pares 2, 3 e 4, em
que se notam cromossomos de tamanho médio e submetacéntricos. Os pares 5 e 6
constituiram o terceiro grupo e apresentam um tamanho médio com posicéo
subtelocéntrica. O quarto grupo foi composto pelos pares cromossémicos do 7 ao 12,
sendo que sdo pequenos metacéntricos e foram colocados em ordem decrescente. O
ultimo grupo, o quinto, foi formado pelos pares do 13 ao 18. Os cromossomos sexuais X
e Y sédo bem distintos, sendo colocados no canto direito do cariétipo ao lado do grupo 3.
No bandeamento C, todos os cromossomos dos animais analisados apresentaram
banda C positiva na regido do centrbmero, apenas o cromossomo Y mostrou-se quase
totalmente heterocromatico. No NOR, foram marcados dois cromossomos
metacéntricos na regido centromérica, correspondendo ao par 10. No G, o cromossomo
X apresentou fortes marcagées em ambos os bragos, e a marcagao foi pericentromérica
no Y. Os cascos-de-burro possuem o numero diploide 2n = 38 cromossomos, 0 que

demostra possivelmente que esse grupo genético ndo se encontre misturado ao javali.

Palavras-chave: Sus scrofa, sindactilia, cari6tipo, cromossomo
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CYTOGENETICS OF BRAZILIAN MULEFOOT PIG

Abstract — The species Sus scrofa presents karyotype polymorphism, varying from 36
to 38 chromosomes. Thus, with the purpose of describing the cytogenetic characteristics
of an endangered group of animals, we studied 12 Brazilian Mulefoot pigs of both sexes
aiming to contribute to the karyotyping of this species and to detect possible
polymorphisms. The chromosomes in the karyotype were divided into five groups: the
first group consisted of pair 1, the largest chromosomes of the complement and —
according to the centromere position — submetacentric; the second group comprised the
medium-sized and equally submetacentric pairs 2, 3 and 4; the third group comprised
the medium-sized and subtelocentric pairs 5 and 6; the fourth group comprised the small
metacentric pairs 7 to 12, arranged in a decreasing order of size; the fifth group
consisted of pairs 13 to 18. The sex chromosomes X and Y are quite distinct and were
placed in the right corner of the karyogram, next to group 3. On C-banding, all
chromosomes of the analyzed animals presented a positive band in the centromere
region, except for the Y chromosome, which was almost entirely heterochromatic. On
NOR staining, two metacentric chromosomes showed positive staining in the
centromere region, corresponding to pair 10. On G-banding, the X chromosome
presented strong staining of both arms, while the Y chromosome displayed
pericentromeric staining. The Brazilian Mulefoot pigs have a diploid number of 38

chromosomes, which may prove that this group is not admixed with the wild boar.

Key words: Sus scrofa, syndactyly, karyotype, chromosome

6.1. INTRODUCAO

A diminuigdo do numero de raca dos animal no mundo esta afetando de forma
drastica todas ou quase todas as espécies domésticas (ALAOUI et al., 2000). Por

conseguinte conhecé-las citogeneticamente € fundamental.

O numero diploide (2n) dos suinos é 38 (GIANNONI, 1973). No entanto, no

Brasil, € comum encontrar animais que apresentem cariétipo com 36, 37 e 38
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cromossomos (MIRANDA & LUI, 2003; GIMENEZ et al., 2003; GIMENEZ & LUCCA,
2005), resultantes do cruzamento do animal doméstico com o selvagem (javali). Isso se
deve ao fato de ser comum criadores de javali praticarem esse cruzamento como forma
de aumentar os indices zootécnicos, explorando possivel efeito heterético e
consequente melhoria na lucratividade do setor (ANDERSSON et al., 1998; SKEWES et
al., 2008), uma vez que o cruzamento entre essas subespécies gera individuos férteis
(SEABRIGHT, 1972; MIRANDA & LUI, 2003).

Muitos desses animais cruzados foram soltos na natureza, o que contribuiu para
gerar animais selvagens com caracteristicas diferentes tanto no aspecto fisico e
genético quanto citogenético. O Ministério do Meio Ambiente, por meio da Portaria n.
102, visando a intimidar a soltura e introdu¢cdo dos animais na natureza por criadores
que desistiam da atividade, com consequéncias que afetariam desfavoravelmente a
biota, exigiu o registro das propriedades e de seus respectivos plantéis, vetando a

importacéo de mais espécimes e a abertura de novos criadouros (IBAMA, 1998).

De acordo com DARRE et al. (1992), a diferenca cromossémica entre o porco e
o javali provém de uma fusdo Robertsoniana entre os cromossomos 15e 17. No
trabalho de MIRANDA & LUI (2003), o complemento cromossémico do javali
(2n = 36 cromossomos) diferiu daquele do javaporco (2n = 38) por exibir um par de
submetacéntricos resultantes da fusdo Robertsoniana dos cromossomos 15 e 17. O
animal com 37 cromossomos contém apenas um cromossomo submetacéntrico,

formado pela fusdo dos cromossomos 15 e 17.

BOSMA et al. (1996) realizaram um estudo citogenético comparativo entre Sus
verrucosus, Sus celebensis e Sus scrofa vittatus e encontraram um numero diploide de
38 cromossomos — o ultimo com cariétipo idéntico ao do suino doméstico. Esses
autores acreditam que a presenca de 2n =38 em Sus verrucosus e Sus celebensis
produz uma evidéncia de que 0 numero cromossOmico basico do género Sus é 38.
Em PANDA et al. (1995), um porco selvagem (macho) identificado como Sus s. cristatus
exibiu um numero diploide de 38 cromossomos, similar ao registrado para o

S. s. leucomystax e para o S. s. vittatus.
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No Brasil, LUl (2000) examinou 1.137 Sus scrofa sp. citogeneticamente e
encontrou trés diferentes caridtipos nas proporc¢des de 52% para o 2n= 36, 35% para o
2n = 37 e 13% para o 2n = 38, confirmando a miscigenagéo entre o doméstico e o
selvagem. No quarto capitulo deste trabalho, foi verificado que varios dos haplétipos
mitocondriais observados nos cascos-de-burro eram comuns as populagdes de javali da
Espanha e de Portugal, embora também comuns a outras populacbes domésticas
estudadas. Nessa perspectiva, este capitulo teve como objetivo conhecer a citogenética
dos suinos cascos-de-burro, visando a contribuir com a cariotipagem da espécie e a
verificar se se encontram misturados ao javali por meio de possiveis polimorfismos

cromossOmicos.

6.2. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho, foram utilizados 12 suinos cascos-de-burro (Sus s.
domesticus), de ambos os sexos, que apresentaram haplotipos do DNA mitocondrial
comuns aos javalis europeus estudados neste trabalho. Esses animais eram
provenientes de cinco criatérios da regido Sudeste do Brasil e foram analisados no
laboratério de Citogenética do Departamento de Zootecnia da UNESP, campus de
Jaboticabal, SP.

6.2.1 Métodos de obtencao de material para analise de sangue

Para obtencédo dos cromossomos metafasicos, foram colhidos cerca de 6 a 8 ml
de sangue periférico da veia jugular ou da cava de cada individuo usando-se seringas
descartaveis (com agulhas 40 x 12) previamente heparinizadas (anti-coagulante —
Liquemine® 5.000 U/ml, laboratério Roche do Brasil). Os animais eram contidos pelos
tratadores com o uso de cachimbos adequados. Efetuava-se, entdo, a desinfec¢ao do
local de colheita usando-se algodao embebido em alcool iodado, e 0 sangue era
lentamente puncionado da veia cava a fim de evitar hemolise e, logo apds, 0 mesmo
era transferido para tubos de ensaio de 15 cm de comprimento, previamente

esterilizados em autoclave, por 20 minutos a 120°C e hermeticamente fechados com
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rolhas de latex, mantidas em alcool 98° GL e flambadas no momento do fechamento.
No campo, esses tubos eram identificados de acordo com o animal, colocados em
estantes galvanizadas, que eram guardadas em caixas de isopor levemente resfriadas
com gelo e transportados ao laboratério para que ocorresse a sedimentagdo das

células sanguineas.

6.2.2 Cultura de linfocito

Os cromossomos metafasicos eram obtidos a partir da cultura de cerca de 7 a 9
gotas do anel leucocitario sedimentado do sangue periférico e retirado por meio de
pipetas Pasteur. A técnica empregada foi a de MOORHEAD et al. (1960), modificada e
atualizada. Cada amostra de sangue de um animal a ser analisado citogeneticamente
correspondia a um vidro de capacidade de 20 ml, no qual eram acondicionados 8,0 ml
de meio de cultura HAM F10, enriquecido com 2,0 ml de soro equino inativado e 0,4 ml
de fitohemaglutinina, ambos de fabricagdo no préprio laboratério. Nos vidros assim
preparados, adicionava-se a quantidade de anel leucocitario citado, sob rigorosa
assepsia, que envolvia sala estéril e capela de fluxo laminar com radiagéo ultravioleta

prévia.

Em seguida, os frascos, levemente agitados, eram mantidos em estufa a 37°C
por 72 horas e, nos 60 minutos finais, eram adicionadas 2 gotas de colchicina a
0,0016%. O volume era transportado para um tubo de centrifuga de pirex, e, a baixa
rotagao por 6 a 10 minutos, as células sedimentavam-se no fundo destes. Desprezava-
se 0 sobrenadante e ressuspendiam-se as células com 1,0 ml de solugdo hipoténica
KCI 0,075M, com vigorosa agitagdo. Repetia-se esse processo por mais 3 vezes até

completar o volume final de 5,0 ml.

Cerca de 1,0 ml de solucéo fixadora (metanol 3:1 acido acético) era adicionada,
e os tubos centrifugados por 6 a 10 minutos. Desprezando-se o sobrenadante, as
células eram ressuspendidas com solugao fixadora por mais duas vezes, trocando-se o
fixador a cada vez. Com o ultimo sedimento e mais 1,0 ml de fixador, preparavam-se as
ldminas. A coloragdo do material era feita com Giemsa em solugdo tamponada ou em

solucéo a 3%.
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6.2.3 Preparo das laminas e fotomicroscopia

Para a analise cariotipica, duas ou trés gotas do material final foram espalhadas
em laminas histolégicas, sendo que a técnica convencional de coloragéo uniforme dos
cromossomos permitiu o conhecimento do numero diploide da espécie, do tamanho dos

cromossomos e dos bragos correspondentes bem como da posi¢céo dos centrémeros.

As melhores metafases, respeitando o numero completo para a espécie e
coloragdo uniforme, foram analisadas e fotografadas em fotomicroscopio da marca

Zeiss.

6.2.4. Construcao dos cariétipos

A montagem dos cariétipos sob coloragdo Giemsa e bandamentos C, G e NOR
baseou-se em fotografias de metafase, em que os cromossomos foram classificados e

separados em cinco grupos, de acordo com o tamanho e a posi¢ao dos centromeros.

A disposicao dos cromossomos no cariotipo foi realizada conforme o idiograma
elaborado para a espécie (FORD et al., 1980; GUSTAVSSON, 1988), e os homdlogos

pareados segundo as suas identificagdes.

6.2.5 Métodos de formagao e analises das bandas C, G e NOR
6.2.5.1 Bandamento C

A técnica de formacao de banda C foi baseada na de SUMNER (1972), com
modificagbes, as quais compreenderam, basicamente, a utilizagcdo das laminas novas
recém-coradas em Giemsa 1:30 e mergulhadas em solugdo de HCI 0,02N por 10
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, eram colocadas em solu¢do a 0,02N
de Ba(OH), por 12 minutos e deixadas em 2X SSC (solugao salina citratada) por 1 hora.
Por ultimo, eram coradas novamente em Giemsa a 2% por 20 minutos e, apds a
secagem ao ar, analisadas, primeiramente, ao microscopio 6ptico comum. As que

apresentavam melhores padrdes de banda C eram selecionadas e fotografadas. Os
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cromossomos marcados foram estudados e pareados de acordo com o par de

homologo correspondente.

6.2.5.2 Bandamento G

A técnica descrita por SHERES (1972), com algumas modifica¢des, foi utilizada
neste estudo, de forma que, inicialmente, as laminas previamente preparadas eram
imersas em solucao de tripsina (DIFCO 1:250) 0,1% em tampé&o fosfato 0,06 N e pH 6,8
por um periodo de tempo que variava de 1 a 5 segundos e a 37 °C; em seguida, eram
lavadas em agua destilada e coradas em solu¢do de Giemsa 1:30, em tampao fosfato
0,06 N. As melhores metafases eram fotografadas, e os cromossomos pareados de

acordo com o mesmo padrao de banda.

6.2.5.3 Bandamento NOR

A técnica de banda NOR utilizada neste trabalho foi a indicada por
GOODPASTURE & BLOOM (1975), com algumas modificacdes, usando-se
impregnacéo pela prata da regido organizadora do nucléolo. Laminas preparadas,
coradas ou ndo, receberam duas gotas de nitrato de prata a 50% em agua deionizada
mais uma gota de gelatina a 2% de acido formico. Estas ficavam na estufa a
aproximadamente 60°C por 5 minutos, cobertas com laminula até que se tornavam
douradas. Ap6s o bandamento NOR, realizou-se a analise das melhores metafases
marcadas pela prata, que foram fotografadas. Também para a banda NOR, foi montado
o caribtipo, analisando-se os possiveis polimorfismos das regides coradas pela prata,

identificando-se os cromossomos para montagem do cariétipo.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero, a morfologia, a disposicédo e o tamanho dos cromossomos de suino
casco-de-burro fémea podem ser observados na Figura 1. Nessa Figura, de acordo
com a ordenac¢ao dos cromossomos, segundo o tamanho e a posi¢céo dos centrémeros,

foram classificados em 5 grupos. O primeiro ficou composto pelo par cromossémico 1,
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em que se observa o maior cromossomo, e de posi¢do, segundo o centrdmero,
submetacéntrico. O segundo grupo foi constituido pelos pares 2, 3 e 4, em que se
notam cromossomos de tamanho médio e submetacéntricos. Os pares 5 e 6
constituiram o terceiro grupo, apresentando tamanho médio com posigédo
subtelocéntrica. O quarto grupo foi composto pelos pares cromossémicos do 7 ao 12,
sendo que sdo pequenos metacéntricos e foram colocados em ordem decrescente. O
ultimo grupo, o quinto, foi formado pelos pares dos 13 ao 18, todos acrocéntricos, em
que ndo se observam os pequenos bragos, pois a coloragdo utilizada (Giemsa) nao
permite a visualizagdo. Nesse grupo, o par 13 destaca-se pelo seu maior tamanho. Os
cromossomos sexuais X e Y sdo bem distintos e foram colocados no canto direito do
cariétipo na mesma linha do grupo 3. O cromossomo X € submetacéntrico de tamanho
médio, semelhante ao primeiro par do terceiro grupo, enquanto, nos machos (Figura 2),

oY é o menor do caribtipo.

O Numero Fundamental (NF = numero de brago cromossdémico) foi 64,
igualmente relatado por outros estudos, que demonstram que esse numero se mantém
constante, mesmo nos cariétipos 2n = 36, 37 e 38 (MIRANDA & LUI, 2003; GIMENEZ et
al.,, 2003; GIMENEZ & LUCCA, 2005). Isso é explicado pelo fato de mudangas no
numero cromossdmico, normalmente, resultarem de rearranjos cromossémicos sem
perda ou acréscimo de partes cromossdmicas (fusdes ou fissbes), como ocorreu nos
animais estudados por MIRANDA & LUI (2003), enquanto mudangas no numero de
brago s&o atribuidas as inversdes (WILSON et al., 1975), o que nao foi observado no
presente trabalho, tampouco em nenhum dos consultados. Consoante WILSON et al.
(1974), os artiodactilos sao, entre os mamiferos, os que menos possuem mudangas

evolutivas no numero fundamental.
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Figura 1. Cari6tipo de suino casco-de-burro (Sus scrofa domesticus) fémea, 2n = 38 (NF = 64)
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O polimorfismo cromossémico (2n=36, 2n=37 e 2n=38) encontrado em animais
do Brasil (MIRANDA & LUI, 2003; GIMENEZ et al., 2003; GIMENEZ & LUCCA, 2005) foi
também observado por diversos autores (MCFEE et al., 1966; MCFEE & BANNER,
1969; TIKHONOV & TROSHINA, 1975; BOSMA, 1976; BOSMA et al., 1983; DARRE et
al., 1992) estudando Sus s. scrofa bem como outras subespécies de javali. Contudo,
atualmente, considera-se o cari6tipo padrao para o javali europeu (Sus s. scrofa L.)
como 2n = 36 (DARRE et al., 1992).

MAYR (1977) admitiu que as alteragdes cromossémicas s&o consequéncias de
um processo de isolamento mais amplo, no qual o isolamento geografico é o elemento
mais importante. Segundo WHITE (1977), as alteragbes cromossOmicas podem,
todavia, ser a causa da especiacdo, constituindo-se na primeira barreira entre os
individuos da espécie. Entretanto, como €& sabido, mesmo existindo polimorfismo
cromossdmico, as subespécies da espécie Sus scrofa sédo férteis entre si e geram
individuos férteis. Isso ocorre porque, mesmo que o cruzamento do porco (38
cromossomos) com o javali (36) resulte em um exemplar com 37 cromossomos, que é
impar, n&o confere alteragdes na meiose, uma vez que, nesse caso, 0S CromossSomos
das subespécies paream-se perfeitamente durante a meiose, produzindo gametas ora
com 18 ora com 19 cromossomos. Ou seja, possuem 0S mesmos Cromossomos, com

pequenos rearranjos (fissdo ou fusao).

A estrutura dos cromossomos e a qualidade da cromatina na regido do
centrdbmero parecem desempenhar uma importante fungdo nos rearranjos dos
cromossomos do porco (SYSA, 1980). Trabalhando com porcos selvagens, SYSA
(1980) encontrou polimorfismo da cromatina centromérica nos cromossomos 1, 7, 12,
13, 15, 16 e 18. No presente trabalho, entretanto, n&o foi encontrado polimorfismo de
cromatina centromérica em Sus scrofa domesticus. Na técnica de bandamento C, todos
os cromossomos dos animais analisados neste trabalho apresentaram banda C* na
regido do centrbmero, como pode ser observado na Figura 2, e o cromossomo Y

mostrou-se quase inteiramente heterocromatico.
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E bastante comum encontrar diferentes tamanhos das bandas C entre os
cromossomos homologos, como pdde ser observado neste trabalho, e talvez tal fato
deva-se as variagbdes do conteudo da heterocromatina constitutiva, que, em virtude de
ser formada por sequéncia de DNA repetitivo, ficaria sujeita as modifica¢des, no entanto

sem prejuizo da informacgéo genética (MIRANDA, 2000).

As metafases submetidas a técnica de bandamento NOR (Figura 3)
apresentaram marcagbes em dois cromossomos, correspondentes ao par 10. Esses
resultados corroboram os de GIANNONI et al. (1980), mas discordam dos de MIRANDA

& LUI (2003), que encontraram marcagdes em dois pares de cromossomo, o 7 e 0 10.

Foram encontradas também variacbes inter e intraindividuais quanto a
intensidade e ao numero de cromossomo marcado, o que confirma os resultados
encontrados por MELLINK et al. (1994), que trabalharam com porcos domésticos. Tém-
se acumulado evidéncias, sugerindo que a coloragao com Ag-NOR reflete atividade dos
genes do RNAr mais propriamente que meramente a presenca desses genes. O
método de Ag-NOR n&o cora todos os locais de DNAr, mas aqueles que estdo com

sitios ativos transcricionalmente ou que ja tenham sido transcritos (HOWELL, 1977).
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O bandamento G oferece uma marcacao distinta dos demais, sendo de grande
importancia, pois auxilia o pesquisador na identificagdo precisa dos cromossomos,
principalmente na elucidacédo dos problemas reprodutivos que os animais possam
apresentar. O cromossomo X apresenta fortes marcagbes em ambos os bracgos (Figura
4). No cromossomo Y, a marcagao é pericentromérica (Figura 4). Essa banda permite
que cada par seja mais facilmente identificado, uma vez que apresenta padrdes
especificos de marcagédo positiva e negativa, com bandas variando no tamanho e
intensidade da coloragdo. Esse bandamento é uma ferramenta que o citogeneticista
possui para identificar os pares homologos com certa precisdo. Na metafase da Figura
4, tem-se quase todos os cromossomos pareados segundo o mesmo padrédo entre os

homologos.

Cromossomos metafasicos submetidos ao bandamento G apresentam, em
microscopia de luz, regibes cromoméricas (escuras ou banda G), relacionadas a
heterocromatina constitutiva intercalar, e regidées intercromoméricas (claras ou banda
R), representando a eucromatina, que se dispde alternativamente, segundo um padrao
especifico para cada espécie, ao longo dos bragos cromossOmicos (OKADA &
COMINGS, 1974).

De acordo com HOLMQUIST (1988), o padrdo da banda G esta intimamente
relacionado a uma alternancia do padrao das diferengas no DNA e nas proteinas
cromossdmicas. Para esse autor, as bandas escuras (ou G), quando comparadas com
as claras (ou R), apresentam maior porcentagem de nucleotideos AT (adenina e timina)
que CG (citosina e guanina); sédo ricas em sequéncias repetitivas intercaladas longas
(LINEs-Long Interspersed Nuclear Element), onde se localizam os sitios de restricao
para Kpnl, e carentes em sequéncias repetitivas intercaladas curtas (SINEs-Short
Interspersed Nuclear Element); e possuem replicacédo tardia, iniciando na metade da

fase S e findando no inicio da proéfase.



242

“ 38 &8 3¢
01 02 03 04
i » TS
05 06 XY

88 358 55 4% 23 s
9 10

07 08 0 11 12

” 0 B8 o0 e oo
13 14 15 16 17 18

Figura 4. Cari6tipo de suino casco-de-burro (Sus scrofa domesticus) macho, sob bandamento
G (NF =64)



243

Na analise citogenética de javali (Sus scrofa scrofa — 2n = 36), o bandamento G
€ empregado com o intuito de caracterizar responsaveis pelo par submetacéntrico extra
do javali puro em relagdo ao suino domeéstico (CAPUTO, 2005). Nos javalis de
procedéncia asiatica, os cromossomos envolvidos sdo 16 e 17, enquanto, nos de
procedéncia europeia, séo 15 e 17 (REJDUCH et al., 2003).

Do mesmo modo que os domésticos, o javali foi introduzido na América do Sul
com a finalidade da caca, especificamente na Argentina (1904-1906). Depois se iniciou
um processo de importacdo da Europa para o Uruguai e, finalmente, para o Brasil
(MIRANDA & LUI, 2003). Atualmente, no Brasil, existem criagbes desses animais, e a

ocorréncia de cruzamento entre javali e suino é bastante comum (Apéndice 5 e 6).

No quarto capitulo deste trabalho, foi verificado que varios dos haplotipos
mitocondriais observados nos cascos-de-burro eram comuns as populag¢des de javali da
Espanha e de Portugal, embora também comuns a outras popula¢cdes domésticas
estudadas. Seria possivel que esses haplétipos tivessem chegado aos domésticos por
meio de cruzamento com o javali. No entanto os cascos-de-burro estudados neste
capitulo que apresentaram haplétipos em comum com o selvagem tiveram ploidia 2n =
38, mostrando possivelmente ndo estar misturados ao javali, 0 que leva a crer que os
demais domésticos que apresentaram os mesmos haplétipos comuns aos selvagem

podem também n&o apresentar ploidia 36 e 37.

Como visto ainda no Capitulo 4, um javali da Espanha apresentou haplotipo
asiatico, o que demostra possivelmente cruzamento do doméstico com o selvagem. Se

esse animal tivesse sido cariotipado, possivelmente seu numero diploide seria 2n = 37.

O trabalho de FANG et al. (2006) demonstra, com base no DNA mitocondrial,
que os javalis europeus com cariotipo 2n = 36 estdo estreitamente relacionados com
outros javalis e porcos domeésticos de paises europeus com cariétipo 2n = 38. No
entanto os tipos de mtDNA encontrados nesses animais foram claramente distintos dos
encontrados em alguns javalis italianos e em alguns, provavelmente selvagens, porcos
da Sardenha (GIUFFRA et al. 2000; LARSON et al. 2005). O resultado é consistente
pelo fato de javalis com 2n = 36 e 2n = 38 se acasalarem, e os com 2n = 37 sdo

encontrados na Europa Central (REJDUCH et al., 2003). Note-se que a fusdo céntrica
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entre os cromossomas 15 e 17 nos javalis com 2n = 36 representa apenas um evento
unico de mutacdo (FANG et al., 2006). Assim, essa alteragdo no cariétipo pode refletir
um efeito fundador ou uma variagédo genética durante o desenvolvimento da populacao
de javali na Europa Ocidental. Desse modo, segundo FANG et al. (2006), ndo se pode
excluir a possibilidade de os javalis com 2n = 36 terem -contribuido para o

desenvolvimento dos suinos domésticos da Europa, apesar da diferenca no cari6tipo.

A semelhancga entre alguns hapl6tipos de mtDNA europeus com os haplotipos
asiaticos apresentam sinais claros de uma expanséao populacional recente (LARSON et
al. 2005; FANG & ANDERSSON, 2006). FANG & ANDERSSON (2006) afirmam, com
base na divergéncia média de sequéncias entre os haplotipos mitocondriais dos
clusters europeus, que essa expansao populacional comecou antes da
domesticacdo. O estudo de FANG et al. (2006) fornece um forte apoio a essa
interpretacdo, uma vez que a analise de rede de haplétipo mostra que as sequéncias de
DNA mitocondrial de javalis com 2n = 36 sado intercaladas com haplétipos de suinos
domésticos europeus e parecem ter origem a partir da expansdo da mesma populagéo,
que, portanto, deve ter ocorrido antes da domesticacdo. Caso contrario, deveria ter
havido uma miscigenacgéo tao intensa entre os porcos domésticos e as populag¢des de
javali que o seu pool de mtDNA teria sido substituido, o que, para FANG et al. (2006),
parece bastante improvavel dado os cari6tipos distintos e as diferencas na distribuicao
dos tipos de mtDNA.

Na maioria dos casos, porém, a variabilidade cariotipica frequentemente
identificada nas populag¢des de javali é atribuida as hibridagdes com o suino domeéstico
(MCFEE et al., 1966; GUSTAVSSON et al., 1973; GIANNONI et al., 1980; LUI, 2000), e
as caracteristicas fenotipicas dos mesticos séo tao diferentes quanto menor o seu grau
de sangue (GIMENEZ, 2001).

O fato de domésticos e selvagens, embora com cariétipos numericamente
distintos, apresentarem, com bastante frequéncia, haplétipos mitocondriais comuns
indica que o DNA mitocondrial ndo é bom marcador para inferir miscigenacao entre

javali e suino.
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Consoante BOSMA (1976), o numero diploide do suideo primitivo era igual a 2n
= 38, o qual sofreu redugéo para 2n = 36, devido a um rearranjo esponténeo do tipo
fusdo céntrica entre dois pares de cromossomo acrocéntrico e devido a, com a
domesticacdo, um dos pares submetacéntricos do javali, por fissdo céntrica, originar
dois pares acrocéntricos no suino. Javalis encontrados na lugoslavia e no Japao (Sus
vittatus leucomystax), em areas onde, por razdes religiosas, nao ha contato com suinos
domésticos, apresentaram numero diploide igual a 2n = 38 (ZIVKOVIC et al., 1970).
Esta é a ploidia determinada também para Sus salvanius, Sus verrucosus e Sus
celebensis, sendo outra forte evidéncia para numero cromossdmico basico do género
ser 38 (BOSMA et al., 1991).

Os processos de domesticacao e selegéo artificial dos suideos fizeram com que
novos rearranjos fossem fixados. O numero diploide 2n = 38 do suino doméstico &
decorrente de uma fissdo céntrica ocorrida nos cromossomos submetacéntricos do seu
ancestral, o javali (MCFEE et al., 1966). De acordo com TIKHONOV & TROSHINA
(1978), um numero maior de cromossomo é extremamente vantajoso para qualquer
espécie, pois aumenta a probabilidade de combinagdes génicas e, com isso, o grau de

heterose e as chances de adaptacao.

De forma geral, o numero de cromossomo € a estrutura sdo caracteristicos de
uma espécie animal, por isso o cariétipo varia, muitas vezes, entre espécie. Os javalis
na Europa Ocidental ttm 2n = 36, enquanto a maioria dos javalis selvagens da Europa
Central e da Asia bem como todos os suinos domésticos tém 2n = 38. A diferenca entre
os dois cariétipos € uma fusado céntrica Unica entre os cromossomas 15 e 17, resultando
no cariétipo 2n = 36. Ainda n&o foram estudados em pormenor a fronteira exata entre
as populacdes de javali com cari6tipo diferente ou em que medida ocorre naturalmente

a miscigenacéao entre as populacoes.

6.4. CONCLUSAO

A citogenética é mais uma ferramenta que a genética dispde e que foi utilizada

na tentativa de se obter a caracterizacao dos cascos-de-burro. Por meio das analises
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convencionais de coloragcdo e das técnicas de bandamento C, NOR e G, pbde-se

determinar o numero de cromossomo e a morfologia dos homélogos.

Os cascos-de-burro possuem o numero diploide 2n = 38 cromossomos, 0 que

demonstra possivelmente que esse grupo genético ndo se encontra misturado ao javali.
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Capitulo 7. MPLICACOES

Embora a domesticagédo animal tenha-se iniciado ha 12 mil anos, antes da
chegada dos portugueses em 22 de abril de 1500, o Brasil ndo possuia animais
domésticos: “..0 povo desta terra ndo lavra, nem cria, nem aqui ha boi, nem vaca, hem
cabra, nem ovelha, nem galinha, nem qualquer outra alimaria....”. Essa auséncia de
animal doméstico foi indicada na carta enviada por Pero Vaz de Caminha ao rei Dom
Manuel em abril de 1500.

Os brasileiros, indigenas, que habitavam o Brasil em 1500 viviam da caca, da
pesca e da agricultura rudimentar de milho, amendoim, feijao, abébora, batata-doce e,
principalmente, mandioca, enquanto os europeus, desde o periodo neolitico, ja
exploravam os animais domésticos para a sua sobrevivéncia. Os autoctones brasileiros
alimentavam-se dos animais de pequeno porte, como queixada e capivara. N&o

conheciam o cavalo, o boi nem a galinha.

Foi somente a partir de 1530, com a expedi¢ao organizada por Martim Afonso de
Souza, que a coroa portuguesa comegou a interessar-se pela colonizagdo da nova
terra. A razédo desse interesse residia no fato de os portugueses recearem perder as
novas terras para invasores que haviam ficado de fora do Tratado de Tordesilhas,
como os franceses, holandeses e ingleses. Navegadores e piratas desses povos
estavam praticando a retirada ilegal de madeira das matas brasileiras. Assim, a
colonizagao seria uma das formas de ocupar e proteger o territério. Deu-se, entdo, a
introducdo dos animais domésticos para uso dos colonizadores na alimentagcdo e no

trabalho.
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O Brasil foi o unico pais do continente americano que recebeu ragas de origem
portuguesa, ocorrendo a primeira introdu¢do 32 anos apds a chegada dos portugueses,
através do porto de Sao Vicente, no ano de 1532 (CAVALCANTI, 1985), seguida do
desembarque de diversos animais na costa de Pernambuco e na Bahia (MARIANTE &
CAVALCANTE, 2006). Além das racas portuguesas, houve a introdugcédo de suino de
origem espanhola, trazido pelas expedi¢des que tinham como destino a Bacia do Prata,

nas fronteiras com o Uruguai, a Argentina e o Paraguai (REVIDATTI, 2009).

E possivel que tenha havido introdugéo direta dos suinos das racas espanholas
no Brasil, devido ao dominio que a Espanha manteve sobre Portugal entre 1580 e
1640. O estimulo a penetragdo pelo interior teria sido a principal consequéncia desse
dominio para o Brasil, pois o Tratado de Tordesilhas, que dividia terras entre Portugal e
Espanha, foi suspenso, favorecendo a expansdo da pecuaria e as necessidades do

bandeirismo.

Tanto a evolugdo animal quanto a sua expansao foram moldadas pelo homem ao
longo das geragdes, devido aos movimentos migratorios e ao estabelecimento do ser
humano nas mais diversas regides. Os suinos foram introduzidos na América durante
0s primeiros anos da colonizacao. A histéria das racas nativas brasileiras foi coetanea

ao descobrimento do Brasil e a expansao dos colonizadores no continente americano.

No Brasil, a evolugéo histérica desses recursos zoogenéticos teve caracteristicas
que podem ser agrupadas em trés etapas. A primeira, que vai da chegada dos animais
em 1532 até meados do século XX, caracterizou-se pela introdugéo, multiplicagéo e
difusdo de exemplares das diferentes espécies, incluindo os suinos. Esses animais
introduzidos no Brasil multiplicaram-se e, por meio de uma sele¢éo, imposta por clima,
tipo de solo, altitude, oferta alimentar, doencas endémicas, parasitismo, deram origem
as nossas ragas nativas, que possuem composicdo genética propria e adaptada a
nichos ecolégicos especificos. Esses animais eram muito importantes, pois constituiam
a principal fonte de proteina da época, sendo também muito comum o uso de gordura

animal na alimentac&o humana até os primeiros 50 anos do século XX.

Na segunda etapa, que se estende de 1950 a 1990 aproximadamente, esses

animais sofrem um processo de desvalorizagdo com a introducao de raga exotica, que
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foi adotada com o objetivo de atender a modernizagcéo da agricultura, em decorréncia
dos novos conceitos que formavam a chamada Revolugdo Verde. O resultado desse
processo foi a drastica redugdo dos animais de raca nativa, ficando estes em vias de
extingdo. A terceira etapa, iniciada apdés 1990 e que se estende até a atualidade, surge
— embora continue a introducdo de ragas exdéticas — como uma revalorizagdo desses
grupos genéticos nativos, por meio de planos de conservagdo e da sua utilizagao na
agricultura de subsisténcia, além de seu reconhecimento como patriménio genético do
pais.

Acredita-se que este trabalho represente a maior resenha de caracterizagéo
genética em suino casco-de-burro, além de ter colocado, pela primeira vez, um grupo
genético de suino nativo do Brasil na pauta de estudos internacionais, no ambito ibero-
americano, em que se procurou mostrar uma relagdo direta desses animais com seus
possiveis ancestrais. A area ibero-americana constitui uma regido em que os vinculos
histéricos, culturais e sociais sdo consideravelmente fortes, por isso as relagbes que
ligam a Peninsula Ibérica com a América Latina chegam a influenciar até a filogenia das
racas dos animais domésticos de ambos os lados do Atlantico, assim como os sistemas
de criagao aplicados nas duas regides, especialmente no que se referem as ragas
autéctones e a seus sistemas de exploragcdo. A principio, isso levaria a supor que
existiia uma relacédo filogenética entre os cascos-de-burro e as ragas da Peninsula
Ibérica, podendo-se — confirmando-se essa relagdo — garantir, no caso dos cascos-de-
burro, certas qualidades genéticas de origem, que poderiam ser colocadas a servigo dos
criadores para a obtencdo de animais de alto valor, assim como a servico dos
engenheiros de alimento para a obtencédo de produtos derivados de alta qualidade, uma
vez que tanto a raca ibérica espanhola quanto a alentejana portuguesa séo

reconhecidas pela qualidade de seus produtos.

O numero de animal utilizado neste trabalho pode ser considerado excelente pelo
fato de se tratar de exemplares que estao praticamente extintos no Brasil. Essa situagéo
se estende a maioria das ragas nativas de suino. Com a modernizagdo da agricultura,
muitos dos recursos genéticos animais no Brasil encontram-se em diluigdo genética,
devido a constante introdugcdo de racas exoéticas altamente especializadas para a

producéo animal. Isso se aplica aos bovinos, caprinos, ovinos e outras espécies animais
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de interesse econémico. Quando SERENO & SERENO (2000) se referem as aves
domésticas e aos suinos, afirmam que praticamente nao existem mais ragas nativas, e

as existentes encontram-se em via de extingao.

Neste estudo, apresentaram-se os haplétipos do mtDNA dos animais cascos-de-
burro oriundos de diferentes regidées do Brasil, definidos pela sequéncia completa do
CYT-B e pela primeira porgéo da regidao D-loop. As mutagbdes encontradas no mtDNA
foram todas silenciosas, sem mudanca na sequéncia dos aminoacidos. As mutacbes
sdo consideradas o mecanismo que permite a acdo da selec¢ao natural, ja que insere a
variagdo genética sobre a qual a mesma ira agir, fornecendo as novas caracteristicas
vantajosas que sobrevivem e multiplicam-se nas geragdes subsequentes ou as

caracteristicas deletérias, que desaparecem nos organismos mais fracos.

A teoria evolutiva moderna, no entanto, encara a diversidade e a adaptacéo
como resultados da producgéo continua de variagao no patriménio genético, e os efeitos
seletivos do ambiente sobre essas variagbes. Todas as variagbes ou modificacdes de
uma caracteristica estrutural em uma espécie, que ocorrem ao acaso e com intervalos
de tempo indefinidos (desde dias até milhares de anos), advém das mutagdes e
recombinagdes genéticas nos individuos que a compdem. Enquanto a mutagéo € uma
alteragdo na constituigdo genética em um dos dois gametas (6vulo ou espermatozdide)
que formardao um novo embrido, a recombinacdo é a simples e rotineira mistura

aleatoria dos alelos dos dois gametas, proporcionada pela reproducéo sexuada.

Qualquer variacéo estrutural pode ser vantajosa, nociva ou in6cua para a
adaptagdo do individuo ao seu meio ambiente. A selecdo natural, que fixa padroes
severos e constitui uma “peneira” pela qual s6 passa uma minoria, ira atuar no sentido
de “pbr a prova’ tal variagdo. Se esta se mostrar vantajosa para o individuo, tera
enormes chances de ser preservada e passada para as geragdes futuras. Caso seja
nociva, fara com que o individuo tenha poucas chances de sobreviver ou impossibilitara
que o mesmo reproduza-se. As variacbes sem importancia ndo sao afetadas pela
selecédo natural e passam para as geracdes seguintes de forma oscilante. A selegéo

natural, sempre oportunista, seleciona qualquer tipo de mecanismo que ajude a
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preservar a variabilidade genética, estando pronta, em cada geragdo, para tomar uma

nova direcao.

A diversidade biolégica ou biodiversidade das espécies que se encontram no
mundo atual é o resultado do processo evolutivo das espécies nos ultimos milhares ou
milhées de anos. Com raras exce¢des, cada espécie natural que habita o planeta hoje
esta perfeitamente adaptada e equilibrada para o seu habitat, pois passou pelo longo
processo de selecdo da natureza. Representa, assim, o que ha de melhor em termos
evolutivos para o seu ambiente até o presente momento, ja que o processo seletivo,
em funcdo de mudangca no meio ambiente, em que o homem é, hoje, o principal

agente, € constante e implacavel.

A acdo do homem €& um fato indiscutivel no que se refere a dispersdo e a
miscigenagao das racgas dos animais domésticos. Assim, por exemplo, foi por meio do
homem que a espécie Sus scrofa chegou ao continente americano. Ha ampla evidéncia
histérica de que muitas racas chinesas foram importadas para a Inglaterra entre 1770 e
1860 e integradas as populagdes inglesas, influenciando o desenvolvimento das racas
landrace, berkshire, small white e middle white. Estas, por sua vez, foram importadas
para muitos paises, inclusive para o Brasil, fato determinante para a existéncia de
haplétipo asiatico nas ragas nativas brasileiras, conforme mostram os resultados aqui
obtidos e os de SOUZA et al. (2009). Ressalta-se ainda que os hibridos atualmente
usados na suinocultura industrial do Brasil possuem, em sua composi¢do, a raca
chinesa meishan. Entao esses hibridos, por serem altamente produtivos, costumam ser
usados para cruzamentos com 0s animais de raga nativa pelo pequeno produtor, no

intuito de melhorar o desempenho desses ultimos.

A medida que a espécie Sus scrofa ocupou progressivamente as varias regides
geograficas da terra, ocorreram mutagdes sucessivas no seu DNA mitocondrial.
Mutacbes ocorridas em animais de determinada regido geografica passam a ser
marcadores da origem de matrilinha nessa regido especifica. Embora cada matrilinha
seja caracterizada por um haplétipo diferente, muitas delas apresentam caracteristicas
e distribuicbes geograficas comuns, podendo, entdo, ser agregadas em haplogrupos.

Dessa maneira, as linhagens de DNA mitocondrial de suino de todo o mundo dividem-
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se em dois grandes conjuntos, os chamados super-haplogrupos: asiatico e europeu.
Ambos estdo espalhados por todo o mundo, inclusive pela América do Sul, embora

nesse continente predomine o europeu.

Embora seja extremamente informativo, em matéria de estudos evolutivos, o
MtDNA possui suas limitagdes. Por se portar como unico locus (haplétipo) e ser um
marcador extranuclear com uma dindmica propria, ndo € um bom indicador para
inferéncias relativas a diversidade genética total. Além disso, devido a sua heranga
materna, ndo se detecta o fluxo alélico mediado pelo macho, que possui fundamental
importancia na evolugao dos animais domeésticos e na dindmica dos rebanhos na

atualidade.

Por essa razdo, o projeto inicial desta tese tinha também como proposta
caracterizar os cascos-de-burro por meio do cromossomo Y. Esse objetivo, no entanto,
nao foi possivel atingir devido ao fato de n&o se ter conseguido, até entao, encontrar
polimorfismo (SNP) nas regibes estudadas desse cromossomo, o0 que inviabilizou este
objetivo. Para que se possa situar o fato, o primeiro trabalho sobre o cromossomo Y em
suino foi publicado recentemente (RAMIREZ et al., 2009) — o mesmo deveria estar
sendo realizado ao mesmo tempo que este. Embora publicado em setembro de 2009,
nao foi possivel retomar essa caracterizacdo usando-se a metodologia proposta por

esses autores devido ao fato de se ter parado com 0 Y e iniciado os microssatélites.

Com o objetivo de driblar a limitacdo do mtDNA e com a impossibilidade de
avangar no cromossomo Y, utilizaram-se também, neste estudo, marcadores nucleares
do tipo microssatélite. Apesar de constatada grande variabilidade genética, a populacéo
casco-de-burro mostrou-se subdividida, possivelmente devido a elevada influéncia de
alelo de outras ragas. Ha necessidade de se manter a integridade genética desses
animais para que as pesquisas afins continuem avancando. Entretanto seu potencial
genético diferencial podera ser utilizado mais efetivamente como alternativa para

futuros imprevistos na area do melhoramento animal.

Deve-se a WRIGHT (1922) a discussdo sobre os efeitos da subdivisdo
populacional na selecéo artificial. Esse autor concluiu que, em alguns casos, o ganho

genético seria maior se a populacao fosse subdividida em varias pequenas linhagens —
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com selegdo e cruzamento entre as linhagens — que se a populagdo fosse mantida
como uma unica linha. A partir dai, a formacdo de populagdes estruturadas em
linhagens atraiu a atencdo de muitos, visando a sua aplicagdo em seleg¢ao artificial,
embora essa vantagem tenha sido demonstrada apenas em circunstancias especiais.
Os resultados diferem conforme o modo de agéo génica, e o mesmo autor relatou que
suas conclusbes eram dependentes de selecao para combinagbes epistaticas no
caso de existir um nivel 6timo para a caracteristica selecionada e que nenhuma
vantagem traria ao selecionar caracteristicas em que a variacéo genética fosse aditiva.
Dos estudos realizados na intengdo de comparar a selegéo artificial direcional em
populagdes com e sem subdivisdo (BOWMAN & FALCONER, 1960; MADALENA &
ROBERTSON, 1975; RATHIE & NICHOLAS, 1980), nenhum mostrou vantagens no uso
de populacédo subdividida. Em trabalhos de simulacdo, a subdivisdo foi superior para
selecao dos alelos recessivos favoraveis, mas pouco frequentes (MADALENA & HILL,
1972), e para combinacgdes epistaticas (ENFIELD & ANKLESARIA, 1986).

Por isso o método de subdividir uma raga em linhagem visando a aproveitar
posteriormente a heterose resultante dos cruzamentos entre elas foi questionado ha
décadas no melhoramento animal. Um experimento realizado por KING (1967) serve de
exemplo. Nesse trabalho, foram formadas 146 linhagens de suino large white por
selegdo e acasalamento de irm&o completo e meio-irmdo. Apenas 18 dessas
linhagens sobreviveram para chegar a coeficientes de endogamia de 40%, as restantes
desapareceram por problemas de reproducdo e mortalidade. Nas porcas cruzadas
entre as linhagens sobreviventes, o peso total da leitegada desmamada foi 1% menor
que nas porcas ndo endogamicas da raga, enquanto porcas produzidas cruzando /large
white ndo endogdmico com wessex desmamaram com o peso da leitegada 15,9%

superior.

O fato de os cascos-de-burro terem apresentado significativa distancia genética
dos animais da Peninsula Ibérica, o que se revelou por meio dos microssatélites,
mostra que, de fato, eles ndo constituem um grupo naturalizado, sendo, entéo, produto
da selegcdo natural, da deriva genética e da miscigenagdo. Constituem-se um
agrupamento genético nativo do Brasil, mas procedente das racas da Peninsula

Ibérica, como foi evidenciado pelas analises do mtDNA, apresentando, também,
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composicao genética nuclear bem distinta dos seus antepassados. Os resultados do
DNA nuclear mostram distancia ainda maior dos cascos-de-burro em relagdo aos
suinos mulefoot dos Estados Unidos, apresentando, portanto, ndo sé uma distancia no
ambito do DNA nuclear como também no do mitocondrial, ndo se sustentando a

hip6tese de que seriam derivados de animais provenientes dos Estados Unidos.

Contrastando com o esperado — que os cascos-de-burro formassem um pool de
linhagens procedentes da Peninsula Ibérica ou dos Estados Unidos —, os dados aqui
apresentados por meio do mtDNA demonstram uma participacao, embora pequena, de

ragas asiaticas no genoma dos cascos-de-burro brasileiros.

Varios trabalhos estudaram a estruturagdo genética de racas suinas nativas de
diferentes regides. Como exemplo, citam-se os trabalhos de MARTINEZ et al. (2000) e
GUASTELLA et al. (2010), que caracterizaram, também por meio de microssatélites, a
raca ibérica, da Espanha, e nero siciliano, da Italia, respectivamente. Por meio das
estatisticas F de Wright apresentadas nos respectivos trabalhos, & possivel observar
que essas ragcas nao se encontram estruturadas geneticamente, ou seja, estéo
subdivididas, mas nem por isso deixaram de ser oficialmente raga, continuam
reconhecidas como tal. Isso mostra o quanto o conceito de raga é convencionado,
estando a decisdo de admitir um grupo genético como raga nas méos dos criadores,
que propéem sua admissdo, e dos técnicos da administragcdo, encarregados de
reconhecé-la ou ndo. Por isso os cascos-de-burro podem vir a ser considerados uma
raga, pois possuem uma caracteristica peculiar, que os diferencia de todos os outros
grupos de suino. Ainda assim, apesar da falta de estruturacdo, os cascos-de-burro
apresentaram-se geneticamente bem diferenciados das outras ragas aqui estudadas. O
fato de a populacdo estar dividida pode apontar que se tém linhagens regionais de

casco-de-burro, devido, principalmente, ao isolamento geografico.

Essa populagdo outrora podia estar geneticamente estruturada, mas a atual
miscigenag¢ao com as racgas internacionais a que estdo submetidos os grupos genéticos
nativos possivelmente pode ser a razdo para a sua presente desestruturacao,
igualmente a raca piau, reconhecida como tal, que também deve ter sofrido 0 mesmo

processo, baseado nos resultados de SOLLERO et al. (2009). Portanto as ragas
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internacionais de suino recém-introduzidas contribuiram para a desestruturacéo
genética dos agrupamentos nativos existentes, e n&do para as suas respectivas
formacgdes, tampouco para a estruturagdo genética (formacéo) de novos agrupamentos
nativos, como frequentemente se supde. A variabilidade natural dos animais domésticos
determina certa evolugéo no processo de formacdo das racas que ndo apresentam a
fixidez que se busca encontrar nelas. A raca esta longe de ser estatica, pois é um

estagio no processo de evolugcao de uma populacao animal (DOMINGUES, 1968).

O uso de diferentes técnicas possibilita complementar as informagdes. Assim,
devido ao fato de alguns haplétipos do DNA mitocondrial terem sido comuns aos
cascos-de-burro e aos javalis, utilizou-se da citogenética para averiguar se 0s cascos-
de-burro possuiam introgressédo alélica dos selvagens. Contudo eles apresentaram
ploidia 2n = 38, o que demonstra que, possivelmente, ndo se encontram cruzados com
os javalis e que, embora com cariétipo distinto, o doméstico e o selvagem compartilham

matrilinhas.

O cariétipo 2n = 36 € um critério de pureza genética para javali somente quando
se consideram a populagdo e muitas gera¢cdes e quando todos os individuos
cariotipados apresentarem 36 cromossomos ou forem de origem conhecida e
controlada. Isso porque um exemplar cruzado (2n = 37), quando retrocruzado com javali
puro (2n = 36) ou com suino puro (2n = 38), pode gerar individuos tanto com ploidia 2n
= 36, caracteristica do javali puro, quanto com 2n = 38, prépria do suino, o que
impossibilita afirmar se o individuo oriundo desse cruzamento com ploidia 2n = 36 &
cruzado ou puro quando o seu fendtipo se aproximar muito do fenotipo do javali
(Apéndice 5) — esta € uma das limitagbes da citogenética para verificar a procedéncia
dos individuos pelo cariotipo.

Na atualidade, assisti-se a uma grande presséo e a retomada de consciéncia no
ambito internacional a favor da conservacéo dos recursos genéticos, com vistas a sua
utilizagédo racional. Nesse sentido, um acontecimento que marcou definitivamente foi a
Conferéncia Mundial sobre Meio Ambiente ocorrida no Rio de Janeiro em 1992. Desde
entdo, grandes estudos vém sendo desenvolvidos em todo o mundo para a conservagao
dos recursos genéticos animais. A manutencado da diversidade genética é fundamental

para o melhoramento genético sustentavel, facilitando, assim, a rapida adaptacéo as
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mudancas necessarias ou imprevistas para o desenvolvimento dos sistemas de

producéo.

Sugere-se a realizacao de trabalhos que estabelegcam um padrao racial para a
populacdo casco-de-burro, uma vez que todo e qualquer suino que apresente o
fendtipo € sempre considerado casco-de-burro, mas n&o necessariamente estara de
acordo com um padréo racial estabelecido. O fato de essa caracteristica ser dominante
em relacdo ao casco fendido pode ser a razdo para a auséncia de estruturagéo
genética nos cascos-de-burro, uma vez que um animal pertencente, de fato, a “raca”
casco-de-burro, ao ser cruzado, por exemplo, com um duroc, gerara animais que “serao
considerados” cascos-de-burro — unicamente em razdo de apresentar o fenétipo (casco
fundido) —, mas o individuo proveniente desse cruzamento é apenas um casco-de-
burro meio-sangue. Entdo, na coleta de amostra dessa “raca” para estudos genéticos,
esse animal é considerado casco-de-burro, quando, na verdade, ndao deveria ser. Esse
problema sé sera resolvido ao se estabelecer um padréo racial para esse grupo, com o
qual s6 seriam estudados os cascos-de-burro que apresentassem esse padrao

fenotipico, estando os demais classificados como SRD.

O conhecimento das relagbes filogenéticas entre os grupos genéticos estudados
trard uma base sélida para a implementacé&o de futuros programas de conservagao e de
melhoramento desses grupos genéticos, além de ter permitido uma reconstrucéo da
histéria da colonizacdo do Brasil e da sua relagdo com a Europa. Os resultados deste
trabalho elucidam a origem dos suinos cascos-de-burro. Em sintese, espera-se, com
este estudo, contribuir para a conservacao das ragas autoctones, as Unicas adaptadas
ao seu meio ambiente, singulares sob o ponto de vista genético, de grande beleza
externa e de grande importancia para o desenvolvimento socioeconédmico do meio rural,

marcando presencga na sua dimensao histoérica e cultural.

Ressalta-se que este trabalho esclareceu a origem genética dos individuos que
possuem o fendtipo casco-de-burro, mas n&o a origem propriamente do fenétipo. O que
fica claro, com base nos resultados aqui obtidos, é que os animais que, hoje,
apresentam aquele fendtipo possuem origem nos mesmos animais trazidos pelos

colonizadores, ou seja, ttm a mesma procedéncia genética das outras ragas nativas
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que nao o apresentam. Varias das matrilinhas que contribuiram para a formagao do
grupo casco-de-burro sdo as mesmas que contribuiram para a constituicdo de outros
grupos genéticos nativos brasileiros. Diversas perguntas — quando, onde, por que e
como esse fendtipo surgiu — ficardo, ainda, na dependéncia de outras pesquisas para

se ter as respostas.

O que se pode garantir, no entanto, € que essa caracteristica € recente em
suino, uma vez que, nos locais onde primitivamente existiam porcos (Europa e Asia),
nao ha vestigios de suino com o fendtipo casco-de-burro. Ela possivelmente emergiu
depois de 1532, periodo no qual os primeiros porcos chegaram ao Brasil. E possivel
ainda sugerir que seu surgimento tenha ocorrido um pouco antes, a partir de 1492,
quando houve a introdugéo de suino na América, uma vez que aquele fenotipo também

ocorre em outros paises desse continente.

Embora com uma caracteristica bastante distinta dos demais grupos genéticos —
caracteristica que o torna um animal exterior, inclusive, a ordem taxondémica a que
pertence, seja Artiodactyla seja Cetartiodactyla —, os cascos-de-burro possuem uma
ancestralidade materna ibérica, ou seja, descendem dos porcos que outrora povoaram
a América, ndo se sabendo, exatamente, quando esse fenétipo surgiu, tornando-o um
grupo com uma caracteristica peculiar, que permanece ainda um mistério a ser

desvendado pela ciéncia.

Os cascos-de-burro tém um passado, estdo no presente e merecem um futuro!
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POSFA(ID

CONSIDERAGOES GRAMATICAIS

O estudo da lingua portuguesa pode ser, de modo geral, dividido em morfologia,
fonologia e sintaxe (INFANTE, 1997). Em termos gerais, a morfologia e a sintaxe séo,
respectivamente, o estudo da palavra e da oracdo. A morfologia € algo comumente
estudado entre os gramaticos por lidar com a palavra ndo necessariamente
contextualizada. Ja a sintaxe trata da funcéo da palavra na oragao; a sintaxe lida com a
dindmica da lingua, ou seja, com a parte funcional, aplicavel, razdo pela qual, nessa
parte, existe mais divergéncia entre os estudiosos. Nao resta duvida de que a maioria
das divergéncias é mera justificativa de aplicacdo gramatical.

Neste posfacio, objetivam-se apresentar e discutir alguns pontos gramaticais
que, embora pouco usuais, foram adotados na escrita deste trabalho pelo fato de a
redacao de um texto cientifico requerer uma linguagem clara, em conformidade com a
norma-padrao. Assim, serdo abordados seis tépicos que geram discordia quando
usados de acordo com o que estabelece essa norma. Tais controvérsias podem partir
tanto dos “letrados”, que, na maioria das vezes, ndo a entendem profundamente e
acabam por altera-las, quanto dos leigos, influenciados por essas alteragcbes sem

fundamento gramatical e pelo portugués escrito nos jornais, nas revistas etc.

1) Conjuncédo
O uso da virgula depois das conjung¢des conclusivas (“portanto”, “logo”, “por isso”

etc.), adversativas (“contudo”, “entretanto”, “mas”, “porém” etc.) e antes das conjungdes
aditivas (“nem”, “mas também”, “como também”, “bem como” etc.) necessita ser
discutido, pois, na maioria dos casos, ndo se fundamenta gramaticalmente.

A principal regra gramatical sobre virgula € muito clara ao apontar que ndo se

coloca virgula em uma oracéo que esteja na ordem direta (PASCHOALIN & SPADOTO,

1996). Isso é unanime. Diz-se que uma oracao esta na ordem direta quando todos os
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elementos que a compdem obedecem a sequéncia sujeito-verbo-complemento, ou seja,
nao ha termo deslocado dessa ordem na oragéo.

E, no entanto, muito comum encontrar virgula depois das conjun¢des conclusivas
e adversativas, mesmo na ordem direta da oracdo. Como mencionado, considerando-se
a sintaxe da lingua, esse uso nao se fundamenta.

Exemplo:
a) “Isso nunca aconteceu na UNESP, portanto vamos comemorar na proxima
semana’.

Nesse exemplo, encontra-se um periodo de duas oragbes, uma com jtalico e a
outra com negrito. As duas estdo na ordem direta, por isso, embora separadas por
virgula, nenhuma tem virgula no seu interior. A virgula existente no periodo tem a
funcdo de separar as duas oragdes, visto que a segunda (com negrito) é coordenada
conclusiva.

Mas as virgulas podem aparecer a partir do momento em que haja locug¢édo ou
termo deslocado na oragdo, tirando-a da ordem direta: “Na UNESP, isso nunca
aconteceu, portanto vamos comemorar na proxima semana’. Na primeira oragéo,
apareceu uma virgula devido a um elemento deslocado (“Na UNESP”), que tirou a
oragao da ordem direta.

Com base nesse raciocinio, ndo é adequado colocar virgula depois das
conjung¢des quando a oragao esta na ordem direta.

Exemplos:

a) “Isso nunca aconteceu na UNESP, portanto vamos comemorar na proxima
semana’;

b) “Isso nunca aconteceu na UNESP; portanto vamos comemorar na proxima
semana’; e

c) “Isso nunca aconteceu na UNESP. Portanto vamos comemorar na préxima
semana’.

Pelo fato de a segunda oragdo (com negrito) estar na ordem direta,
independentemente de como se separem as oragdes (com virgula, ponto e virgula ou
ponto final), a estrutura sintatica de cada oragdo que compde o periodo se mantém. Por

isso, em nenhum desses exemplos, é adequado colocar virgula depois de “portanto”.
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Ja quando se intercalam termos, ai as virgulas, de fato, sdo necessarias. Nos
exemplos a seguir, o adjunto adverbial (“na proxima semana”) sera deslocado e, por
isso, duas virgulas, anteposta e posposta, o isolardo — aparecera, consequentemente,
uma virgula depois do “portanto”

a) “Isso nunca aconteceu na UNESP, portanto, na préxima semana, vamos

comemorar’;

b) “Isso nunca aconteceu na UNESP; portanto, na préxima semana, vamos

comemorar’; e

c) “Isso nunca aconteceu na UNESP. Portanto, na prdéxima semana, vamos
comemorar’.

Mais exemplos:

a) “No entanto a amostra foi representativa neste trabalho” (ordem direta da oragéo,
sem virgula);

b) “A amostra foi, no entanto, representativa neste trabalho” (conjungdo posposta ao
verbo, por isso entre virgula);

c) “No entanto, neste trabalho, a amostra foi representativa” (“neste trabalho”, que é

adjunto adverbial, estad deslocado para o meio da oragéo, por isso esta entre virgula;
a virgula depois de “no entanto” ndo tem nada a ver com essa conjungdo, mas sim
com a expressdo deslocada; confira-se, no exemplo seguinte, novamente, a
inexisténcia da virgula depois de “no entanto”); e

d) “No entanto a amostra, neste trabalho, foi representativa”.

A regra apresentada serve para qualquer conjungao: “entretanto”, “contudo”, “no
entanto”, “todavia”, “porém”, “ndo obstante”, “pois” etc. A conjuncédo “mas” e a “logo”
seguem o mesmo critério das demais, com excegao de n&do poderem vir deslocadas na
oragao:

a) Mas a amostra foi respresentativa neste trabalho (ordem direta da oragdo, como
indicado, nao é possivel “Mas, a amostra foi...”);

b) Mas, neste trabalho, a amostra foi representiva (adjunto adverbial deslocado, por

isso isolado por virgulas).
Nao é recomendavel “A amostra foi, mas, representativa neste trabalho” nem “A

amostra foi, logo, representativa neste trabalho”.
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Na maioria das gramaticas normativas, ndo sao observados exemplos de
conjungdes adversativas nem conclusivas iniciando periodos, seja conectando
paragrafos seja ligando oragdes separadas por ponto final (ex.: “Coletaram-se amostras
de apenas oito animais brancos e oito pretos. Contudo a amostra foi representativa
neste trabalho”), somente ligando oragdes separadas por virgula (ex.: “Coletaram-se
amostras de apenas oito animais brancos e oito pretos, contudo a amostra foi
representativa neste trabalho”). Talvez, seja essa a razdo para as pessoas, de modo
geral, ndo aplicarem a virgula segundo a norma-culta quando a conjuncédo esta

conectando paragrafos ou oragdes separadas por ponto final.

S&o muitos os gramaticos que justificam o uso de determinada virgula com o
objetivo de énfase, sendo esta obtida pela intercalagcdo de elementos (que pede
virgula), e ndo pelo uso inadequado da virgula. Virgulas colocadas na ordem direta da
oracao nao estao sugerindo énfase, como alguns gramaticos afirmam. No exemplo “a)”,
a seguir, o adjunto adverbial (“na proxima semana”) esta deslocado, indicando o uso de
virgula e, consequentemente, isolando o “portanto” e sugerindo énfase. No exemplo
“b)”, ndo ha énfase, ha uma virgula inadequada pelo fato de a oragéo estar na ordem
direta.

a) “Portanto, na préxima semana, vamos comemorar’; e

b) “Portanto, vamos comemorar na proxima semana”.

Um texto escrito segue critérios sintaticos, e ndo prosodicos (regidos pela fala,
pela entonagado). E ai que “reside” o problema, uma vez que & comum tentar transpor
para o texto escrito caracteristicas exclusivas da fala, o que nem sempre é possivel.
Para se obter énfase por meio de virgula, € necessario deslocar termos, trabalhando
com a oragao na ordem indireta. Saber manejar a lingua é mais um atributo dos que
conhecem a gramatica, a qual norteia a escrita formal.

Outro ponto de divergéncia entre os gramaticos sao as conjungdes aditivas. Nao
resta duvida de que a principal conjuncao aditiva é “e”, mas ha outras equivalentes, nao
precedidas de virgula (“mas também”, “como também”, “bem como”, “assim como” etc.).

Exemplos:

a) “Ele comeu mas também dormiu” (a conjuncao “mas também” é aditiva, por isso né&o

€ precedida de virgula; equivale a: “ele comeu e dormiu”); e
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b) “Ele comeu como também dormiu” (também sem virgula).

As expressdes “mas também” e “como também” podem vir acompanhadas de
“ndo s06”, formando uma locugéo conjuntiva: “ele ndo sé estudou mas também passou
na prova”.

Alguns sintagmas classicamente utilizados como conjungdes podem assumir
funcao de advérbio na oragéo, como “logo”, “por isso”, “entao”.

Ex.:

a) “Comecgou a chover. Logo irei me molhar” (“logo” é conjung¢do conclusiva aqui,
equivale a: “Portanto irei me molhar”);

b) “Estou de carro. Logo, chegarei ai” (uso como advérbio, por isso a virgula depois do
sintagma “logo” — ordem direta: "chegarei ai logo", “chegarei logo ai”, ou seja,
"chegarei ai rapidamente"); e

c) “Estou de carro. Logo chegarei ai” (aqui, sem a virgula, € uma conclusdo, por isso
conjuncéo: “Portanto chegarei ai”. Esta-se concluindo, com base na oracéo anterior,
que o sujeito da oragao ira chegar, mas néo se esta dizendo se ira demorar ou nao,
ou seja, “logo” aqui € conjungdo, ndo um advérbio que muda o verbo “chegar”).

Isso evidencia o quanto n&o se deve usar virgula desnecessariamente. Como se
vé, a presenca ou auséncia dela pode até alterar a fungédo de um sintagma na oragéao.
Por isso n&o se devem levar em consideragao gramaticas normativas que descrevem
que o advérbio, mesmo deslocado, dependendo do tamanho, ndo deve vir isolado por
virgula. Como se viu, a auséncia da virgula depois do advérbio pode fazer com que ele
perca a natureza de advérbio, da mesma forma, a virgula colocada depois de
conjuncao na ordem direta da oragao faz com que a descaracterize como tal sem haver
uma justificativa gramatical para o seu emprego.

Os advérbios relacionam-se com algum elemento da oragdo, enquanto as
conjungdes ligam oragdes ou termos de mesma fungéo na oragdo, mas ndo modificam
nenhum elemento intraoracional. Ex.: “Lula, o entdo presidente da republica, viajou para

a Europa” (nesse caso, o sintagma “entao” € advérbio).
O mesmo pode ser observado com "por isso", que, quando equivalente a "devido

a isso", & advérbio, mas, quando conclusivo, é conjunc¢ao.
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Ha também o “bem como”, que é usado geralmente como locugéo conjuntiva de
comparacao:
a) “O suino, bem como o javali, pertence a espécie Sus scrofa” (equivale a “da mesma

forma”: o suino, da mesma forma que o javali, pertence...).

Ele também pode, entretanto, aparecer como locug&o conjuntiva aditiva, ou seja,
com funcgao de “e”:
b) “O suino bem como o javali pertencem a espécie Sus scrofa”.

Nesse caso, ndo se coloca a virgula antes nem depois da expressdo “bem
como”. Outro exemplo: “A FAO bem como outras organizagdes internacionais
assumiram o papel de conservar as ragas”.

O mesmo deve ser observado no sintagma “assim como”.

2) “Respectivamente”

Da mesma forma que o emprego vicioso das conjunc¢des esta banalizado pelo
uso de virgula depois delas, ainda que com a oracéo na ordem direta, isso também é
observado no emprego do adjunto adverbial “respectivamente”.

Como se viu, quando as conjungdes ocupam o inicio da oragdo, esta assume a
ordem direta e dispensa virgula. O adjunto adverbial, ao contrario das conjungdes,
posiciona-se, quase sempre, no fim da oragédo para que esta também assuma a ordem
direta.

Exemplos:

a) “Os valores foram 1 e 2 respectivamente” (oragédo na ordem direta, sem nenhuma

virgula);

b) “Respectivamente, os valores foram 1 e 2” (adjunto adverbial deslocado para o inicio
da oracao, por isso isolado por virgula); e

c) “Os valores foram, respectivamente, 1 e 2” (adjunto adverbial deslocado, posposto ao

verbo, por isso entre virgula).
Ou seja, no exemplo “a)’, a virgula que muitos colocariam antes de
“respectivamente” (“Os valores foram 1 e 2, respectivamente”) ndo tem fundamento

gramatical.
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Para que isso fique mais claro, segue mais um exemplo, agora, com
“corretamente”, também na funcéo de adjunto adverbial de modo:

a) “Os animais foram vermifugados corretamente”;
b) “Corretamente, os animais foram vermifugados”; e
c) “Os animais foram, corretamente, vermifugados”.

Tomando o exemplo do adjunto “respectivamente” e acrescentando a conjungao
“portanto”, seria mais comum encontrar a oragao assim:

a) “Portanto, os valores foram 1 e 2, respectivamente”.

Nem a virgula posposta ao “portanto” nem a anteposta ao “respectivamente” séo
indicadas pela sintaxe da lingua: esta-se fracionando uma unica oragdo em trés
fragmentos, o que ndo é adequado, porque a oragéo esta na ordem direta. O indicado
é:

b) “Portanto os valores foram 1 e 2 respectivamente”.

Mas podem-se intercalar termos; vejam-se varias possibilidades, todas

adequadas:

a) “Portanto, respectivamente, os valores foram 1 e 27;

b) “Os valores, portanto, foram 1 e 2 respectivamente”;

)
c) “Portanto os valores foram, respectivamente, 1 e 2”; e
)

d) “Respectivamente, os valores foram 1 e 2, portanto”. (aqui, tanto “respectivamente”

quanto “portanto” estdo deslocados, por isso ambos estédo isolados por virgulas).

3) Locucéo adjetiva

Locucgéo adjetiva € o agrupamento de duas ou mais palavras que, ao modificar

substantivo ou pronome substantivo, exerce o papel proprio de adjetivo.

. Arsenal de guerra (locugéo adjetiva);

. Arsenal bélico (adjetivo);

. Veneno de serpente (locucéo adjetiva);
. Veneno ofidico (adjetivo);

. Amor de mée (locucao adjetiva);

. Amor materno (adjetivo).
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Nota-se que o substantivo nas locugdes esta no singular: é “arsenal de guerra”,
e nao “arsenal de guerras”’, pois as locucdes adjetivas sdo formadas por uma
preposicao e um substantivo, que, nesse caso, € guerra, e ndo “guerras”. “Guerras” é a
flexdo do substantivo “guerra”, que, para estar flexionado, ou seja, no plural, tem que ter
algo — um artigo, por exemplo — especificando, como em “arsenal das (de + as)

guerras”. Nesse sentido:

a) Criacdo de suino Criagdo dos suinos

b) Fonte de alelo Fonte dos alelos

c) Fonte de aqua Fonte das aguas

d) Fonte de fibra Fonte das fibras

e) Lista de polimorfismo Lista dos polimorfismos

f) Lista de convidado Lista dos convidados

g) Lista de casamento Lista dos casamentos

h) Genética de populacao Genética das populagcdes
i) Tipo de microssatélite Tipo dos microssatélites

Mesmo que acompanhe um substantivo coletivo, a locug¢ao adjetiva continua sem

ser flexionada para o plural, a ndo ser que um artigo exija isso. Ex.:

a) Grupo de mae Grupo das maes

b) Grupo de suino Grupo dos suinos

c) Grupo de animal Grupo dos animais
d) Bando de ladrao Bando dos ladrées
e) Bando de homem Bando_dos homens
f) Ninhada de laparo Ninhada dos laparos
g) Manada' de boi Manada dos bois

Também pode existir um artigo exigindo singular: “lista do polimorfismo” (como
em “lista do polimorfismo mitocondrial”) e “fonte da agua” (como em “fonte da agua

cristalina”).

10 . . . - ..

Alguns substantivos coletivos, como “grupo” e “bando”, podem referir-se a varias coletividades, como grupo de
animal, grupo de homem, mas “manada” € exclusivo para boi, como cardume o ¢ para peixe, sendo desnecessério,
entdo, escrever “manada de boi”. Essa forma foi escrita assim somente para mostrar a relagio singular-plural.
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Ressalta-se ainda que, mesmo o substantivo que acompanha a locucao adjetiva

estando no plural, esta continua no singular: tipos de microssatélite, bandos de homem,

fontes de fibra, cartdes de crédito etc.

Em alguns casos, o plural torna-se apenas desnecessario, sem alterar o que esta
sendo dito, mas ha outros casos em que o plural altera o significado da expressao. Por
exemplo, grupo de pesquisadores/grupo de pesquisas. No primeiro caso, o plural é
apenas redundante, desnecessario, visto que a ideia de que o grupo é formado por
varios pesquisadores quem da é o substantivo “grupo”, e ndo o substantivo da locugéo
no plural (pesquisadores). Ou seja, “grupo de pesquisador” oferece a mesma
mensagem que “grupo de pesquisadores”. Mas a questdo € que, como ja se ressaltou,
“‘de pesquisador” €, morfologicamente, locucdo adjetiva e, sintaticamente, adjunto
adnominal, tendo somente a funcao de adjetivar a palavra “grupo”, informando que esse

grupo é de pesquisador ou de pesquisa. Agora, percebe-se que — ao utilizar, no lugar

de pesquisador, pesquisa, ficando grupo de pesquisa — n&o estaria adequado usar
‘grupo de pesquisas”. Nesse caso, o sentido seria alterado, visto que um “grupo de
pesquisa” € formado por pesquisadores, mas um “grupo de pesquisas” leva a pensar
que é um grupo de pesquisas realizadas, de projetos realizados, ou seja, “agruparam

diversas pesquisas” — por ex.: “grupo de pesquisas realizadas em suino durante o ano

de 2009” e “o grupo de pesquisa em suino durante o ano de 2009 foi premiado”. Nesse

ultimo caso, os pesquisadores desse “grupo de pesquisa” foram premiados. Percebe-se
que, colocando-se o artigo no plural (grupo das pesquisas), tira-se a ambiguidade que
ha em “grupo de pesquisas”. Isso mostra que n&o & adequado pluralizar o substantivo
da locucgéo adjetiva quando ndo ha um artigo a exigir, especificar.

A ambiguidade em grupo de pesquisa/grupo de pesquisas pode, contudo, néo
existir quando a expresséao estiver contextualizada, demonstrando ndo ser necessario
manter o plural. Por exemplo:

a) O grupo de pesquisa em suino atingiu sua meta; e
b) O grupo de pesquisa realizada com suino contribuiu com o aumento da produgéo.

Mesmo nas expressdes que caracterizam quantidade, volume, como “numero

de”, “quantidade de”, ndo é necessario que o substantivo depois da preposi¢cao “de”

venha no plural. Mas, se houver um especificador exigindo plural, &€ obrigatério que o
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substantivo seja flexionado: “quantidade das (de + as) aguas consumidas / quantidade
das sojas produzidas” etc.

Vejamos mais exemplos comparativos:

a) Quantidade de agua consumida Quantidade das aguas consumidas
b) Quantidade de soja produzida Quantidade das sojas produzida
c) Quantidade de feijao colhido Quantidade dos feijdes colhidos

d) Quantidade/numero de animal utilizado Quantidade/nimero dos animais utilizados
e) Numero de observacao utilizada Quantidade/numero das observacgoes utilizadas
f) Quantidade/numero de leitédo nascido  Quantidade/numero dos leitdes nascidos

g) Quantidade/numero de raca autéctone  Quantidade/nimero das ragas autéctones

h) Numero de herdabilidade estimada Numero das herdabilidades estimadas
i) Estimativa de herdabilidade Estimativa das herdabilidades
j) Estimativa de morto em acidente Estimativa dos mortos em acidente

Deve-se lembrar que o numero e a quantidade em, por exemplo, “numero de
leitdo nascido morto” pode ser zero ou um, n&o necessariamente dois, trés, quatro etc.
— por isso nem quanto ao significado o plural € necessario.

O que ocorre é que a expressao esta relacionada a quantidade, o que leva a
tendéncia, sobretudo na fala, a pluraliza-la. Nao é a toa que muitos escrevem “a maioria
foram” por levar em conta a seméantica, comprometendo a concordancia verbal, nao
sabem eles que a concordancia adequada é “a maioria foi/as maiorias foram”.

Mais um exemplo:

a) “Perfume de mulher”; e
b) “Perfume de mulheres”.

Qual a diferenca de significado entre “a)” e “b)’? Nenhuma. Ou seja, o singular
(“mulher”) transmite 0 mesmo que o plural (“mulheres”). Isso € devido a preposicao “de”,
que carrega a ideia generalizadora, independentemente de o substantivo que a
acompanha estar no singular ou no plural. Por isso o plural torna-se desnecessario,
pois seria uma concordancia feita pelo sentido da expressao, ou seja, pela semantica.

Continuando:

c) “Perfume da mulher”; e

d) “Perfume das mulheres”.
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Aqui, nos exemplos “c)” e “d)”, temos um artigo exigindo singular (de + a) e outro
exigindo plural (de + as) respectivamente. Nota-se que o artigo especifica tanto que,
considerando-se o exemplo “c)”, surge a pergunta: Perfume de que mulher? Perfume
da mulher do campo, por exemplo. Acrescentando-se um adjetivo (“africana”), tem-se:
e) “Perfume da mulher africana”; e
f) “Perfume das mulheres africanas”.

Qual a diferenga seméantica entre “e)” e “f)"? Nenhuma. Mas ambas as formas
estdo adequadas. O terceiro elemento (“africana / africanas”) generaliza tanto no plural
quanto no singular, a ideia € a mesma. Mas em “a)” e “b)”, embora a semantica seja a
mesma, o plural, no exemplo “b)’, ndo é adequado pelo fato de ndo haver artigo a
exigi-lo.

No texto escrito, o critério semantico influencia bem mais do que se pode supor.
Na maioria das vezes, ele apenas confunde os que conhecem pouco a gramatica, como
ocorre com a construcao “a gente fomos...”, que compromete a concordancia verbal.
Mas as nuances semanticas sdo tdo complexas que poucos se dedicam a estuda-las
como parte da gramatica. No exemplo “Perfume de mulher / Perfume de mulheres”, ha
uma nuance nem sempre percebida pelos falantes da lingua portuguesa. O emprego do
singular ou do plural pode depender do contexto. Pode haver um caso especifico em
que a forma plurarizada “Perfume de mulheres” seja mais adequada em virtude do que
se queira transmitir, como foi visto em “grupo de pesquisas”, ou seja, caso, de fato,
pretenda-se referir as pequisas realizadas, o plural, quando a expressdao nao esta
contextualizada, seria mais adequado que o singular. Mas, nas locug¢des adjetivas, o
substantivo no singular estd mais bem escrito e divulgando melhor a mensagem que o

plural.

4) Preposicao “entre”

Preposicdo €& um termo invaridvel que liga dois elementos da oracao,
subordinando o segundo ao primeiro. Isso significa que a preposigéo é o termo que liga
substantivo a substantivo, verbo a substantivo, substantivo a verbo, adjetivo a

substantivo, advérbio a substantivo etc.
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As preposicdes desacompanhadas de especificador (artigo, pronome) né&o
exigem plural, independentemente do sentido que se queira transmitir ao leitor. Sendo
assim, a preposicao “entre”, mesmo se referindo a dois elementos, ndo exige que o
substantivo esteja no plural — a ideia de plural é obtida pelo seu valor semantico, afinal,
possui a ideia de ser entre dois elementos, sendo desnecessario o substantivo que a

acompanha estar no plural. Exemplos:

a) Entre parto A producao de leite entre parto foi...

b) Entre individuo A relagao entre individuo aparentado é...
c) Entre populacéo A diversidade média entre populagao foi...
d) Entre mulher Isso foi entre mulher...

e) Entre raca A diversidade entre raca é...

f) Entre gente'’ Isso foi entre gente ruim...

E claro que, quando ha um artigo especificador exigindo plural, torna-se
obrigat6ria a concordancia:
a) A producao de leite entre os partos 1 e 2 foi...

b) A relacao entre os individuos aparentados é....

5) Empreqgo de letra maiuscula nas iniciais dos homes das racas

Nas ciéncias agrarias, ainda existe uma pratica disseminada quanto ao emprego
de maiuscula na designacao de raga, mas, no ambito gramatical, tem prevalecido que
0os nomes dos povos e das ragas se escrevem com minusculas: gregos, paulistas,
judeus, arabes, brancos, negros, mulatos etc. BECHARA (1988) corrobora esse
entendimento (p. 67, item 49, subitem 2°, 22 observacg3o).

No ambito animal, em particular, tém-se visto as ragas caninas e felinas — as
mais populares — grafadas com minusculas: cocker, yorkshire, boxer, angora, persa etc.
Nomes, como “andaluz”’ (ragca de cavalo da regido da Andaluzia) e “aberdim”
(adaptacao brasileira para o nome do bovino aberdeen), constam nos dicionarios

Houaiss e Aulete nas versoes eletrdnicas, e estdo ali grafados com letra minuscula.

'O substantivo gente ¢ singular. Note-se que 0 mesmo pode vir acompanhado da preposi¢io “entre”, passando a
ideia de plural (varias pessoas envolvidas). Isso refor¢a que o substantivo ndo tem que vir no plural quando
acompanhado da preposi¢do entre. “Entre pessoa” também esta correto.
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Ressalta-se ainda o Documento n°® 2 das Bases Analiticas do Acordo Ortografico de
1945, que ja afirmava, nessa época, que os nomes de raga, povo ou populagdo,
qualquer que seja a sua modalidade, os nomes pertencentes ao calendario, com
excecao das designacdes dos dias da semana, deviam ser escritos sempre com
minuscula.

A tendéncia da lingua e de sua evolugéo é passar para inicial minuscula muitas
palavras que antes eram grafadas obrigatoriamente em maiuscula, como se deu no
ultimo Acordo Ortografico, que passou a vigorar em 2009, tornando facultativo o uso de
minuscula para area de saber e nome de referéncia (titulo de obra), mas obrigatéria a
minuscula em pontos cardeais, dias de semana, més etc. Antigamente, as pessoas
nelas punham maiuscula, mas ha tempos que se usam essas palavras em minuscula,
s6 agora, com a ultima reforma, oficializou-se essa mudanga. Mas, no caso de raga,
como se viu, o critério ja era letra minuscula desde a reforma de 1945, sendo a
maiuscula uma pratica ainda usada frequentemente nas ciéncias agrarias.

Pelas razbes expostas, optou-se por deixar as iniciais dos nomes das ragas em
minuscula, colocando-se também em italico aquelas que se encontram no idioma
estrangeiro. Entre as racas de porco, em particular, € comum a nomeacédo fazer
referéncia ao local de origem. Dai a preferéncia geral por ndo transformar o topénimo
(nome préprio, designagao geografica de um lugar), que tem a inicial maiuscula, em
substantivo comum, que tem a inicial minuscula, o que seria correto se o topénimo
fosse usado como tal: “cdo de Yorkshire”. Mas a transformacdo do toponimo em
designacéo de racga, portanto em substantivo comum, indica o emprego de minuscula
inicial. A raca de caes yorkshire, apesar de fazer referéncia a regido, ja vem sendo
escrita como substantivo comum, com inicial minuscula. Da mesma forma, a raca de
cavalo “campolina” é grafada com letra minuscula no Houaiss, mesmo tendo sua

origem no nome proprio de Cassio Campolina, o primeiro criador da raca.

6) “Abrasileiramentos”

E possivel uma instituicdo aportuguesar uma palavra? Pergunto-me isso desde

quando cheguei aqui em Jaboticabal e deparei-me com um envelope da universidade
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que trazia a palavra campus grafada assim: campus. Eu nunca havia visto tal grafia.

Depois, percebi que tal fato também ocorria nos demais campi da UNESP.

A lingua portuguesa ndo é exclusiva do Brasil. Portugal, por exemplo,
desconhece essa palavra acentuada. Uma vez, recebi do meu orientador um envelope
da UNESP, enviado para mim quando la estava. Vocés precisavam ver a expressao de
um professor portugués quando viu a palavra “campus” estampada no envelope da

universidade.
— Ele perguntou-me: E esse acento, Aderbal?

— Preferi disfargar, claro: modernamente, professor, no Brasil, ha uma tendéncia a

acentuar essa palavra, aportuguesando-a.

— Nossa, nunca vi isso. Também em Cabo Verde, pelo menos, ndo a usam assim. Isso

esta no novo Acordo Ortografico, Aderbal?
— Nao, professor, ndo esta.
— Claro que néo esta, Aderbal, essa palavra ¢ latina, ndao € nossa.

Eu dou razédo ao espanto do professor de Portugal. Na Espanha, por exemplo,
também se usa essa palavra, entretanto na forma latina, campus — com italico, pois ndo

€ palavra nacional.

Pergunto-me se o Brasil pode mesmo aportuguesa-la, pois como ficam Portugal,
Cabo Verde, Angola etc., uma vez que esses paises desconhecem tal grafia? Eles
também usam a lingua portuguesa, também fazem parte da comunidade falante, ndo
pode o Brasil impor um aportuguesamento que, na verdade, € um abrasileiramento,
visto que sé pequena parte do Brasil considera a palavra com acento. E o Acordo
Ortografico, especialmente no contexto da uniformizacdo, que visa a desfazer
duplicidades ortograficas, como fica? A maior parte do Brasil desconhece a palavra

acentuada, espanta-se ao vé-la assim grafada e ndo adota isso como padrao.

Até hoje — usada de forma institucional, como se, de fato, fosse oficial —, eu s6 a
vi em envelopes da UNESP. Isso nao é oficial. Nao segue o padrédo culto, como se
espera do ambiente académico. Nao é padrao. Nao esta em nenhum bom dicionario do

idioma portugués. Isso, na verdade, é “unespés”.
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O mais inaceitavel € vocé comprar a capa da tese, em que ja vem o nome da
instituicdo escrito, e ver la “campus”, sem deixar o autor optar pela grafia, como se isso

fosse uma escrita muito comum, encontrada em qualquer bom dicionario da lingua.

Na verdade, ninguém, nem mesmo uma instituicdo universitaria, consegue impor
algo a lingua, pois um signo, para fazer parte da lingua, depende da adesé&o popular, ou
seja, para que as coisas se oficializem no campo da lingua, é preciso que seja algo de
uso disseminado, significado compartilhado, sendo, no minimo, indicios disso a

utilizagdo generalizada e a sua inclusdo em respeitaveis dicionarios.

A lingua portuguesa € o idioma oficial de todos aqueles paises que citei, mas, de
fato, evolui de maneira diferente em cada um, é dificil, sim, saber como essa palavra vai
continuar historicamente (prever), todavia oficializar antecipadamente sua ortografia no
meio académico nao segue a légica espontanea da lingua. A tendéncia € que tudo seja
aportuguesado, mas quando? Antecipar parece-me loucura e, no caso da capa, falta de
consideracdo com os que nao adotam o mesmo critério, que, em vista do que registram

os bons dicionarios, sdo a grande maioria.

Alguns até podem achar que a minha compreensdo da lingua portuguesa é
conservadora, mas ha de se convir que nada melhor que o tempo para demonstrar sua
evolugao, inferir quais termos serdo aportuguesados e, consequentemente, incluidos no
portugués padréo. Por isso tentar adivinhar o que evoluird a ponto de ser considerado
padrao antes do devido tempo é precipitado, afinal, como saber o que vai, de fato, ser
mudado e o que n&o vai antes de isso ocorrer? Sao suposi¢cdes que deveriam respeitar
o tempo, sendo, portanto, inadequado utilizar, em textos técnico-cientificos, palavras
que nao foram oficialmente aportuguesadas.

Na escrita formal, um termo nao dicionarizado s6 pode ser usado com italico.
Portanto, nesta tese, mesmo estando impressa a forma “campus” na capa e assim
aparecer em toda a norma de elaboragao da tese, optou-se pela escrita latina, uma vez
que a forma acentuada ndo € de conhecimento geral nem considerada padrdo. Em
portugués, esse vocabulo foi traduzido por “centro”. Por exemplo, “Centro Universitario
de Jaboticabal” ou “Campus de Jaboticabal”’. Nao é necessario, entéo, utilizar “campus”,

visto que ja temos uma palavra que pode ser utilizada com o mesmo significado.
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Idéntico raciocinio para et al. (abreviatura de et alii), usada em italico neste
trabalho por ser latina. Essa abreviatura sempre foi motivo de controvérsia entre revisor,
entre unidade de ensino superior bem como entre os revisores e as unidades de ensino
superior. Recentemente, varios manuais que estabelecem normas para trabalhos
cientificos, como a ABNT, indicam seu uso sem italico. Nos dicionarios, entretanto, vem
grafado sempre com italico, destacando sua origem latina. Ha em portugués “e col.”
(abreviatura de “e colaboradores”), que transmite o mesmo significado, por isso nao
achamos adequado retirar o italico de et al., como se esta fosse a abreviatura da lingua

portuguesa usada para tal fim.

Também se optou por locus/loci em vez de loco/locos, por entender que, embora
bastante usada no Brasil e encontrada em alguns dicionarios, essa ultima forma nao
existe nos demais paises de lingua portuguesa, sendo, portanto, um género
abrasileirado. Muitas edi¢gdes recentes de dicionarios conceituados ndo a contemplam
por ndo reconhecerem a sua existéncia. Ha dicionarios, no entanto, que trazem a forma
“l6bcus” como o género portugués. Percebe-se que esta foi vencida pelo uso demasiado
da forma loco/locos. Isso € mais uma das razdes para respeitar o tempo e nao utilizar a
palavra “campus” antecipadamente como se fosse oficial, pois nao se sabe se a mesma

sera, de fato, a forma utilizada futuramente por todo falante da lingua.

Lendo as normas da ABNT de 2006, curiosamente, encontrei algumas palavras
"aportuguesadas", que servem para continuar refletindo sobre o caso "campus", que
sdo leiaute, copirraite, copidesque. Esses aportuguesamentos podem ser considerados
verdadeiras aberragbes na lingua portuguesa pelo fato de, por exemplo, copyright ser,
em portugués, "direito autoral". Ja layout tem uma abrangéncia maior, que acaba por ter
varias palavras que traduziriam o seu significado na lingua portuguesa dependendo do
contexto: disposicdo, apresentacdo, montagem, impressdo, projeto, arte-final,
diagramagao, projeto grafico. Nao vejo, portanto, motivo para aportuguesar a grafia de

palavras estrangeiras que ja possuem traducgéo incorporada na nossa lingua.

Eu, entretanto, aprecio aportuguesamento, desde que seja de palavra que ainda
nao exista na lingua, que ja tenha caido no entendimento de todos, que seja mera

consequéncia do uso corrente ao longo do tempo. N&o € a toa que a lingua portuguesa
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vem do latim, entdo a palavra “campus”, se aportuguesada, sera apenas mais uma

derivada dessa lingua.

Consideragées finais

A nocéo de adequagéao/inadequagéo gramatical € mais ampla que a de norma —
um enunciado pode ser gramaticalmente incorreto (do ponto de vista da gramatica
normativa de padréao culto), mas ser adequado do ponto de vista do discurso, e vice-
versa. No entanto € aconselhavel sempre basear o discurso cientifico no que é
estabelecido pela gramatica, uma vez que, como visto, um texto que segue os critérios
gramaticais, sintaticos, dificilmente estara sujeito a ambiguidade, de todo indesejada em
textos que tratam de ciéncia. Mas é possivel escrever um texto em padrdo culto
conferindo-lhe propositalmente multiplos sentidos, como se faz sempre em linguagem
poética, vide "o mundo rodando nas patas do meu cavalo", o que ndo quer dizer que
nao esta no padrio culto.

O texto poético ou literario tem mesmo como caracteristica essencial a
multiplicidade de sentido, que da justamente o efeito poético. Todavia a linguagem
cientifica pretende, adotando um padréao culto, eliminar as ambiguidades, embora, quer

queira quer nao, utilize metaforas: “o bombeamento do sangue”, “a faléncia dos

orgéos (que conta ndo pagaram para falir?)”, “tumor benigno (eu é que n&o quero esse
bem!)” etc. De fato, a ciéncia usa metaforas, que sdo consideradas catacreses, ou seja,
nao possuem valor poético, mas o discurso cientifico tende — ao maximo — ao grau zero
da alusdao metaférica, enquanto o discurso nao cientifico é tdo alusivo quanto mais se
afasta da ciéncia e mais se aproxima da literatura. Assim, o que foge dos padrdes
cultos assentados nédo esta conforme os padrdes cientificos, o0 que é o mesmo que
dizer que fica aberta a porta para a escrita alusiva, ambigua, de todo inadequada ao
tratamento de temas cientificos no ambiente universitario.

Nem sempre é possivel separar totalmente esses niveis (gramatica/discurso)
num texto, devendo-se priorizar sempre a nog¢ado de clareza — considerando-se, por
exemplo, que o texto cientifico ndo conta com uma gramatica propria, e sim com a
gramatica da lingua, que se presta a uma grande diversidade discursiva, terreno no

qual a adequacao/inadequacao baseia-se em outros fatores além da norma gramatical.
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H4 uma tendéncia dos que ndo conhecem o portugués-culto, o gramatical, de,
quando se deparam com as suas regras, afirmarem que se trata de normas que,
atualmente, n&o sdo mais usadas, ou seja, que séo arcaicas. Nesse sentido, o que néo
falta sdo gramaticos que assim justificam a sua falta de dominio da norma culta. E bom
esclarecer que o que é errado nao pode ser confundido com moderno. Por exemplo,
séculos atras, no Brasil, existia o portugués-culto, trazido originalmente de Portugal.
Mas o falar das ruas preferia naturalmente o portugués nao padréo, o nao culto, pois &
menos regrado, mais facil e acessivel por ser encontravel em toda esquina. Naquela
época, no entanto, a impressao desses falantes do portugués popular — que passaram
a misturar, a partir da chegada dos colonizadores, o espanhol, o portugués e as linguas
indigenas — ja era de que a variante culta parecia-lhes arcaica. Ou seja, a tendéncia &
sempre achar anacrbnica essa lingua original, porque o acesso a ela &€ menos
frequente, mais formal e, consequentemente, mais dificil. Eu me pergunto: qual a linha
ténue que delimita o que € arcaico e o que é moderno?

O discurso cientifico deve ser redigido numa linguagem que obedeca a norma
culta, do ponto de vista morfologico e sintatico, respeitando os padrdes de regéncia
nominal e verbal, de concordancia, de ortografia, de pontuacéo etc. Ele deve afastar-se
de regionalismos, usos coloquiais ou informais. Tal exigéncia ndo € uma questdo de
purismo linguistico, tampouco de pedantismo académico — sua finalidade é facilitar a

leitura do texto e evitar ruidos na comunicagao.
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APENDICE 1

Apéndice 1. Casco-de-burro encontrado na regido Sudeste, em que se pode notar a

penetrancia incompleta da caracteristica sindactilia. As patas traseiras

sao fundidas, enquanto as dianteiras, fendidas
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APENDICE 2

CAVALCANTE'NETO (20-10) ]

L]

Apéndice 2. Casco-de-burro encontrado na regiao Sudeste do Brasil em Minas Gerais
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APENDICE 3

Apéndice 3. Leitdo casco-de-burro encontrado na regido Nordeste do Brasil
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APENDICE 4

2w

Apéndice 4. Casco-de-burro encontrado na regido Centro-Oeste do Brasil



287

APENDICE 5

CAVAI.G{NTE NETO (2010)

Apéndice 5. Ninhada de javali puro versus ninhada de javali cruzada
com o porco doméstico. Na ninhada cruzada, nota-se
que trés dos cinco filhotes apresentam fendtipo muito
préximo aos da ninhada pura. Ao serem cariotipados, se
apresentarem 36 cromossomos, podem ser negociados
como puros quando na verdade ndo o sao
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APENDICE 6

Apéndice 6. Fémeas de javali criadas como puras, quando cariotipadas, apresentaram 37
cromossomos. Embora com o fendétipo muito proximo ao do javali puro, na
Figura A, encontra-se uma fémea com o traseiro abaixado, habito do descanso,
tipico do porco doméstico, além das orelhas grandes. Na Figura B, nota-se o
rabo enrolado, também tipico do doméstico



289

APENDICE 7

Apéndice 7. Javali no seu habitat natural em Portugal
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ANEXO

Curiosidade

Para conservar as carnes por mais tempo, numa época em que nao havia
geladeira, o homem, desde a mais remota antiguidade, aprendeu que era preciso tirar

dela todo o liquido.

Perexutos (Presunto em portugués e Jamon em espanhol), em latim, quer dizer
exatamente isso, ou seja, privado de todo liquido. Curioso € que esse processo utilitario
tem a vantagem adicional de deixar as carnes, sobretudo a de porco, muito mais

saborosas.

Sem contar o fato de que, apesar de cruas, nao estragam, pois sédo "curadas" em
um processo que inibe o crescimento de bactéria. A fabricagdo dos presuntos se faz por
etapas — salga, defumacé&o, secagem, condimentagao, maturacéo. Ha tantos presuntos

quantas sejam as combinacdes entre esses cinco procedimentos.

Mas, entre esses tantos, nenhum se iguala ao presunto cru espanhol "pata
negra". Nem na fama nem no gosto. O segredo da qualidade estd na maneira de
preparar, claro; mas, sobretudo, na raga do animal — a ibérica, um porco meio
selvagem, gordo, com pélo negro, pernas longas, canelas finas e famosas unhas
escuras (nem sempre). Dai o nome como é conhecido — pata negra. Esses presuntos
nada tém a ver com os usualmente encontrados em nossos supermercados, de preco
mais em conta e sabor mais comum — por usarem, entre outros ingredientes, sobras de

carne de porco prensada.

A qualidade da carne & determinada pelo tipo de alimentacdo dos porcos. As
melhores sdo as de animais alimentados apenas das bolotas — frutos do azinheiro e do
sobreiro (arvore da cortica). Cada animal chega a consumir até 12 quilos delas por dia.

"Jamon Ibérico de Bellota" ou, simplesmente, "pata negra".

Depois, menos valorizadas, vém as de animais que, na alimentagcao, recebem,

além das bolotas, cereais. Por fim, considerados de menor qualidade, os porcos que
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sao engordados apenas com cereais. Em todos os casos, sdo abatidos em local proprio
(chacineria) quando atingem por volta dos 180 quilos, entre 14 e 18 meses. Depois de
mortos, 0s animais seguem um ritual que se reproduz ha séculos. Primeiro, sao lavados
em agua morna, tosados e resfriados por 24 horas. Em seguida, s&o cortados em
partes — reservando-se as pernas traseiras para fazer o presunto. Do restante da carne
do porco ibérico, fazem-se chorizo — de todo tipo: finos ou grossos, secos ou
defumados, temperados com ervas e colorau — e lomo embuchado — lombo do porco
curado, sem gordura e bem temperado. O pernil &€ pendurado, até que todo o sangue
escorra. Em seguida, cobre-se com camada grossa de sal, permanecendo assim por 14
dias. Depois, séo lavados e armazenados por 6 semanas, em local fresco (entre 6° e

8°C), que mais parece adega.

Inicia-se, entéo, o processo da cura. Para tanto, pendura-se o pernil, com cordas
ou ganchos, em secadouros, sendo a temperatura ambiente regulada com dispositivo
especial. Essa carne “transpira”, chegando a perder até um terco de seu peso inicial.
Depois, as pecas vao para local com temperatura ainda menor, onde ficam
dependuradas por mais 14 meses. Esse tempo é necessario para que o fungo
Penicillium roquefortis, 0 mesmo do queijo roquefort, possa cobrir a carne, produzindo
sabor e aroma caracteristicos do presunto. Nesse ponto, um "calador" faz a prova,
espetando o "punze" (objeto pontiagudo, feito de osso ou chifre) em varias partes do
pernil, retirando pedacinhos de carne. Se tiver as qualidades exigidas, fica ainda mais
algum tempo curando. Quando nado, € logo posto de lado. Todo o processo de

preparacgéo e cura dura, em média, 30 meses.

Depois de pronta, a peca tera entre 6 e 8 quilos, com gordura marmorizada ao
longo de toda a carne. Nasce, entdo, o presunto, uma das mais saborosas carnes do
mundo. Especialmente quando for pata-negra. Mas, como a perfeicdo nio existe, ha s6

um defeito nesse presunto. E grande. O preco.

E n&o se admire se um dia encontrar em um supermercado um presunto ainda

mais caro e saboroso, chamado de presunto casco-de-burro.
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