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Resumo

A presente investigacdo teve como objetivos: analisar animais
presentes em diferentes criagoes de javalis no estado de Sdo
Paulo, com o intuito de auxiliar a identificacdo de javalis
“puros” assim como javalis hibridos provenientes do
cruzamento com o suino doméstico, para tanto foram utilizadas
avaliacdo do fenétipo dos animais, analises citogenéticas e da
técnica molecular de RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA).O estudo do numero de cromossomos nas células
dipléides em 104 animais destinados a analise citogenética e
fenotipica, revelou polimorfismo de 2n=36, 37 e 38
cromossomos. Por meio da técnica de bandamento GTG foi
possivel identificagdo da translocagido Robertsoniana entre os
cromossomos 15 e 17 como responsavel por esse
polimorfismo. Todavia, somente com a andlise citogenética
isolada, nido foi possivel determinar se a origem desse
polimorfismo ¢ decorrente das hibridagbes com o suino
doméstico ou se sio caracteristicas inerentes ao javali. Contudo,
quando associado a andlise citogenética com as caracteristicas
fenotipicas, foi possivel identificar a existéncia de hibridagdes.
A anilise citogenética nos animais submetidos a técnica de
RAPD, revelou 20n=36 cromossomos nos 16 javalis assim como
2n=38 cromossomos nos 11 suinos e, por meio dessa técnica,
foram possiveis agrupamentos, separando o suino doméstico,
javali e um possivel hibrido revelando-se uma técnica com
potencial no auxilio da identifica¢do de hibridos.
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Introducéo

As primeiras criagoes comerciais
de javali no Brasil ocorreram no Estado
do Rio Grande do Sul em meados da
década de 1980. Todavia, alguns
criadores do Estado de Sio Paulo,
descontentes com a qualidade dos
javalis inicialmente criados, importaram
animais de criadores comerciais do
Canada e da Franga proporcionando
avanco no melhoramento genético da
espécie no estado, devido ao controle
realizado por estes paises.

A ocorréncia de hibridos entre
javalis e suinos, tanto na natureza como
em cativeiro, é bastante comum, uma
vez que O cruzamento entre essas
subespécies gera individuos férteis'.
Esse fato levou certos criadores a
praticarem este tipo de acasalamento
como forma de aumentar os indices
zootécnicos, explorando um possivel
efeito heterdtico e conseqiiente
melhoria na lucratividade do setor”.

Atualmente, a distin¢cdo entre
animal “puro” e hibrido ¢ feita nio s6
pela observacido do fendtipo, mas
também por meio da andlise do nimero
de cromossomos nas células dipléides.
O sufno doméstico possui 2n=38
cromossomos, independente da origem
e raga, e o javali europeu possui 2n=36
Cromossomos’.

Tais métodos, porém, sio
insuficientes para determinac¢ao segura
sobre a origem do animal considerando
que, em alguns casos, o fenétipo do
hibrido aproxima-se ao do animal
“puro” e a andlise cromossOmica nao
determina “pureza” individual e sim
populacional. Por exemplo, o fato de
um individuo apresentar 2n=36
cromossomos nio garante a sua
“pureza”, pois do cruzamento entre
javali (2n=36) e suino (2n=38),
resultam hibridos apresentando 37
cromossomos em 100,00% dos casos,
e do cruzamento do hibrido com o
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javali 2n=30, resultam 50,00% de
individuos com 36 cromossomos e
50,00% com 37 cromossomos. Desta
forma, a caracteriza¢do dos animais por
meio da analise cromossémica nao
seria suficiente, considerando-se os
eventuais cruzamentos anteriormente
relatados.

Com base nos fatos acima
mencionados, este trabalho teve como
objetivo auxiliar a identificacdo de
javalis “puros”, assim como os
produtos das hibrida¢bes, empregando-
se animais provenientes de criadouros
do Estado de Sio Paulo. Para tanto
foram utilizadas técnicas de
citogenética e biologia molecular,
analisando-se o padrido cromossémico
e os polimorfismos gerados pela
técnica molecular de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA).

Material e Método

Foram analisadas cento e quatro
amostras de sangue de animais
descendentes de javalis provenientes
do Canada, Franca e do Rio Grande
do Sul, oriundos de sete diferentes
ctiadouros do Estado de Sio Paulo.

Vinte e sete animais (16 javalis
e 11 suinos) sem parentesco
comprovado por trés geracdes foram
analisados empregando-se RAPD.
Nesta amostra, 8 javalis eram
originarios do Canada, 8 da Franca e
os 11 suinos da Fazenda Experimental
Lageado (UNESP), campus Botucatu,
sendo 4 da raca Large White e 7
resultantes do cruzamento entre as
ragas Landrace e Large White.

A anilise do genétipo foi
subjetiva, por meio da verificagdo da
proximidade ou néo das caracteristicas
do javali conforme os principios
determinados®*. Foram observados os
seguintes critérios: propor¢io da patte
anterior e posterior de cada animal,
forma do corpo, verificagido de dupla
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camada de pélos distribuidos ao longo
do corpo, tamanho das orelhas,
morfologia da cabeca, pigmentaciao
especifica e conjunto das caracteristicas
como um todo. Finalizada a avaliacio,
atribufa-se nota ao animal e, quanto
mais baixa a pontuac¢io, maior a
proximidade das caracteristicas dos
suinos domésticos. Conforme a
pontuacido, o animal era classificado
como: R = Ruim - animal muito
parecido com o suino doméstico; Re
= Regular - animal relativamente
parecido com o suino; B = Bom -
animal com caracteristicas de javali,
porém, conservando tracos de suinos;
MB = Muito Bom - animais que tém
caracteristicas de javali, contudo
possuem alguma caracteristica muito
sutil do suino; O = Otimo - animais
somente com caracteristicas de javali.

No periodo de trés a vinte e
quatro horas, apds cada coleta,
amostras de 3 a 5 ml de sangue
mantidas sob refrigeracdo, foram
transportadas ao Laboratério de
Citogenética Animal do Departamento
de Genética do Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), cimpus de Botucatu. Para
a obten¢io dos cromossomos
metafasicos foi empregada a técnica de
cultura de linfécitos’, com
modificagdes.

Foram analisadas entre 12 ¢ 20
células de cada animal, em colora¢io
convencional de Giemsa, para
identificacido do nimero
cromossémico e confirmacao dos
numeros dipléides de 36, 37 ou 38
cromossomos, com o propdsito de
identificacdo da existéncia desse
polimorfismo nos animais amostrados.

A técnica de bandeamento
GTG' foi empregada com o intuito de
realizar a identificacio cromossémica
e visualizar a ocorréncia de rearranjos
numéricos e estruturais. Apos a escolha
das melhores metifases, estas foram
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fotografadas para se proceder a
montagem do catiétipo e a comparagio
com os padroes existentes™®.

O desenvolvimento da técnica
de RAPD ocorreu no Laboratério de
Biotecnologia e Genética Molecular
(BIOGEM) no Departamento de
Genética do Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Botucatu.

Amostras de 5 ml de sangue
total foram coletadas da jugular, na
regido do pescogo, utilizando-se tubos
vacutainer, contendo 7,5 mg de EDTA.
Durante a coleta, o sangue foi
homogeneizado em EDTA e mantido
sob refrigeracio em gelo. Apds a coleta,
o sangue permaneceu em geladeira, a
4°C, até o momento da extracio do
DNA.

A extracio do DNA gen6émico
foi feita a partir de amostras de 300 U
de sangue total utilizando o £i de
extracao Genomic Prep™ Blood DNA
Isolation kit (AMERSHAM
PHARMACIA). A quantidade ¢ a
integridade do DNA extraido foram
avaliadas em gel de agarose 0,80%. O
DNA total foi diluido em dgua miliQQ
autoclavada, a fim de se obter amostras
de DNA de trabalho, com
concentra¢do aproximada de 10ng/[l.
As amostras de DNA diluido ficaram
estocadas em tubos de polipropileno de
1,5ml e armazenadas em geladeira a
temperatura de 4°C, até o momento da
amplificacio.

Cada reagido de amplificacio
apresentou volume final de 13 [ e a
mistura foi constituida de 50 ng de
DNA genémico, 0,4 M de cada
iniciador (primer), 10 mM de Tris-
HCI, pH 8.0;,0,2 mM de MgCl, 0,1
mM de cada ANTP e 1 U de Taq
DNA polimerase. A reacio de
ampliacdo foi dirigida pelos seguintes
primers OPG2, OPG12, OPG13,
OPG16, OPR4, OPR7, OPRS,
OPRY9, OPX1, OPX2 e OPX5
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Tabela 1

comercializados pela OPERON. O
ciclo de amplificac¢do foi o seguinte:
(1) desnaturacio inicial da fita dupla
2 92°C por 1 minuto; (2) desnaturacio
2 92°C por 1 minuto; (3) anelamento
dos primers entre 35°C por 1 minuto;
(4) extensdao a 72°C por 2 minutos e
(5) extensdao final a 72°C por 5
minutos. Os passos 2, 3 e 4,
constituem um ciclo, que foi repetido
por 40 vezes. Apds a amplificacio,
os fragmentos de DNA foram
separados em gel de agarose 2,00%’.
Uma diferenca de potencial de
aproximadamente 5,5 V/ cm foi
aplicada por duas horas. Um padrio
de peso molecular foi utilizado em
cada gel, permitindo o calculo do
tamanho dos fragmentos
amplificados. Os géis foram corados
com brometo de etidio e os
fragmentos visualizados em forma de
bandas apds exposicao a luz
ultravioleta. A documentacio dos
géis, para posterior analise dos dados,
foi feita utilizando-se o aparelho de
fotodocumentaciao Eagle Eye 11.
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Os marcadores RAPD foram
analisados para presenca ou auséncia
de bandas no gel. O agrupamento
dos animais, com base no
polimorfismo de DNA, foi feito
utilizando-se o método de
agrupamento UPGMA no programa
TREECON for Windows®.

Resultados

A andlise do nudmero de
cromossomos nas células dipléides dos
104 animais, utilizados na analise
citogenética, demonstrou
polimorfismo cromossémico com
2n=36, 37 e 38 cromossomos,
apresentados na Tabela 1. Nio
obstante, nos 16 javalis utilizados na
analise dos marcadores RAPD nio
foram observados esse polimorfismo,
apresentando 2n=36 cromossomos.
Todos suinos avaliados apresentaram
2n=38 cromossomos.

A analise de uma familia por trés
geracoes demonstrou 0 comportamento

Resultados das analises do numero de cromossomos nas células dipl6ides dos animais utilizados para anélise do fenétipo. Botucatu — SP, 2001

Origens 2n=36 Cromossomos 2n=37 Cromossomos 3n=38 Cromossomos Total de animais
Total % Total % Total %
1* Mk 60,00 2M 40,00 - 0,00 5
2 10M:7F 73,91 2M:3F 21,74 ™ 4,35 23
3 8M:4F 46,15 13M:1F 53,85 - 0,00 26
4 1M 9,09 2M:4F 54,55 2M:2F 36,36 11
5 1M; 1F 40,00 1M:2F 60,00 - 0,00
6 - 0,00 - 0,00 1M 100,00 1
7 23M:10F 100,00 - 0,00 - 0,00 33
Total 46M:22F 65,38 20M:10F 28,85 4M:2F 5,77 104

* Numero do criadouro com a seguinte descendéncia: 1- Rio Grande do Sul; 2- Rio Grande do Sul e Canadé; 3- Canadd; 4- Rio Grande do Sul; 5- Rio Grande do Sul; 6 — Rio

Grande do Sul; 7 - Franga.

** Sexo dos animais: M= Machos e F = Fémeas.

Braz J vet Res anim Sci 40(2) 2003
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Figura 1

Heredograma de uma familia de Javalis. Os ntimeros dentro
das figuras representam o nimero de cromossomos nas
células diploides de cada individuo. Botucatu — SP, 2001
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Figura 3
Macho Sus scrofa apresentando 2n = 37 cromossomos
sob bandamento GTG
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dos cromossomos ao longo das
geracoes, conforme Figura 1.

O bandamento cromossdémico
GTG, foi obtido nos trés grupos de
cariétipos. As metafases de machos
com 2n=36, 37 e 38 cromossomos sio
apresentadas nas Figuras 2, 3 e 4.

Os primers utilizados nas reacGes
de RAPD de 16 javalis e 11 suinos
domésticos geraram 107 bandas, sendo
75 polimérficas (70,10%) e 32
monomorficas (29,90%). Nio foi
possivel a obten¢io de bandas
utilizando-se o primer OPX5. O nimero
de bandas polimétficas variou de 33,40
a 83,40%, sendo o primer OPX-2 e o
primer OPG-16 os que geraram menor

Gimenez, D. L.

Figura 2
Macho Sus scrofa apresentando 2n = 36 cromossomos
sob bandamento GTG
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Figura 4
Macho Sus scrofa apresentando 2n = 38 cromossomos
sob bandamento GTG

e maior polimorfismo, respectivamente.
As bandas geradas variaram de 4 a 18
pot primer, com média de 10,7. O
polimorfismo gerado pelos dez primers,
esta apresentado na Tabela 3.

O dendrograma da Figura 5
apresenta a reunido dos 27 animais em
trés grupos distintos, representados por
G1, G2 e G3. Considerando-se o fato
de os animais serem provenientes de
trés origens distintas, e dentro de cada
grupo nio possuirem parentesco por
3 geragOes, foi possivel concluir que a
variacio observada ¢é devido
exclusivamente a variabilidade genética
da espécie, revelada pelos marcadores
utilizados.
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A avaliagio fenotipica dos 104
animais utilizados na analise
citogenética, assim como os 16 javalis
utilizados na analise dos marcadores
RAPD sao apresentados na Tabela 2.

Discussao

Os resultados obtidos na analise
do nimero de cromossomos nas células
dipléides demonstram porcentagens
bastante distintas entre os trés grupos
de cariétipos para os sete criadouros.
Nos criadouros 1, 5 e 6 essas propor¢des
sdo bastante tendenciosas, devido ao
reduzido ndmero de animais
cosiderados, nao obstante, a analise do
cari6tipo nos machos reprodutores, dos
criadouros 1 e 5, revelou 2n=36
cromossomos, em ambos, o que justifica
a auséncia de animais com 2n=38
cromossomos nesses criadouros. O
criadouro 6 foi representado somente
por um animal, porém, a analise do
cariétipo revelou 2n=38 cromossomos,
concluindo-se que nenhum dos seus
pais possuem 2n=36 cromossomos.

A analise do cariétipo nos
criadouros 2 ¢ 4 revelou polimorfismo
de 306, 37 e 38 cromossomos, explicada
pela presenca de uma parcela de animais
provenientes do Rio Grande do Sul.
Cinco machos reprodutores do
criadouro 2 foram analisados e todos
revelaram 2n=36 cromossomos,
todavia, a presenca do animal com
2n=38 cromossomos neste criadouro,
pode ser explicada pela ocorréncia de
cruzamento indesejado, onde machos
destinados a0 abate com idade entre 240
a 420 dias, permaneceram na mesma
instalagio das fémeas de mesma idade
destinadas a reproducio.

Entre os animais dos criadouros
3 e 7, nio foram encontrados
exemplares com 2n=38 cromossomos,
havendo animais com 36 e 37 no
primeiro e somente animais com 36
cromossomos no segundo. O fato do
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Figura 5

Dendrograma gerado pelo método de anélise UPGMA
apartir de 107 bandas polimérficas resultantes da técnica
de RAPD. G1, G2 e G3 sao os grupos formados. J1 ao
J16 identificam os javalis, P1 ao P11 identificam os
suinos domésticos. Botucatu — 2001.
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criadouro 7 possuir somente animais
importados da Franga, explica a auséncia
dos grupos com 37 e 38 cromossomos,
pois no pafs de origem os animais de
criadouros comerciais sao submetidos
a analise citogenética por 10 geracoes,
permitindo-se somente a permanéncia
de animais com 2n=36 cromossomos>.
O criadouro 3 possui somente animais
provenientes do Canadd, e a presenca
de animais com 2n=36 e 37
cromossomos revela a existéncia deste
polimorfismo nos animais procedentes
daquele pais.

Nos cariétipos analisados,
submetidos ao bandamento GTG,
somente foi possivel evidenciar que a
causa do polimorfismo ¢ a translocagio
Robertsoniana entre 0os cromossomos
15 e 0 17, ndo sendo possivel identificar
se a origem da variacio ¢ a hibrida¢io
entre o javali e o suino doméstico ou
simplesmente uma constante em javalis.
Javalis analisados com 2n=38
cromossomos sao idénticos aos
cari6tipos dos suinos domésticos'*.

Naio foram encontrados casos de
aneuploidias, duplica¢des e dele¢bes do
material genético, sugerindo que a
translocagio  envolvendo  os
cromossomos 15 e 17 no javali europeu,
nio causa desequilibrio génico,
constituindo-se em elemento natural do

Braz J vet Res anim Sci 40(2) 2003
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processo evolutivo da espécie”!.

Na Figura 1 fica evidente a
obtencdo de animais com 2n=36
cromossomos a pattir de animais com
2n=36, 37 e 38 cromossomos,
demonstrando que a analise do numero
de cromossomos isolada ¢é ineficiente
na determinacio de hibrida¢Ges entre o
javali e o suino.

A anilise subjetiva do fenétipo,
demonstra a presenc¢a de animais com
2n =36 e 37 cromossomos classificados
nas categorias Re, B, MB e O. J4 animais
com 2n=38 cromossomos distribuem-
se pelas categorias R, Re e B, indicando
maior ocorréncia de caracterfsticas de
hibrida¢des neste grupo quando
comparado com os outros dois. Nao se
podem desprezar as diferencas no
nimero de animais entre os diferentes
grupos de cariétipos. No entanto, a
existéncia de 32 animais (47,00%) com
2n=36 cromossomos no grupo O, e
somente 2 animais (33,00%) com
2n=38 cromossomos no grupo R,
sugere maior presenc¢a de hibridos no
segundo grupo.

A analise dos marcadores RAPD
mostra que houve grande homologia
entre os grupos G1 e G2, os quais foram
separados na faixa de 80,00 a 90,00%
de similaridade. Por outro lado, o grupo
G3 foi separado dos outros dois com
mais de 50,00% de dissimilaridade
demonstrando grande vatiagdo com os
demais genbtipos.

Dentro do grupo G1 encontram-
se todos os suinos e o javali J16,
sugerindo maior homologia do genétipo
desse javali com o genétipo dos suinos,
do que com o gendtipo dos demais
javalis presentes neste trabalho. O javali
J16 apresentava tragos de hibridacio
com o suino doméstico, identificados
no fenétipo, sendo classificado na
analise do fenotipica como B, o que
talvez explique o agrupamento da
analise dos marcadores RAPD.

Os suinos da raga Large White
nio foram separados daqueles
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resultantes do cruzamento entre
Landrace e Large White tendo sido
agrupados em trés subgrupos dentro do
grupo 1: o primeiro constitui-se de oito
animais (2 Large White: P1 e P4 e 6
resultantes do cruzamento de Large
White com Landrace: P5, P7, P8, P9,
P10 e P11); o segundo, de trés animais
(1 Large White: P6 e 2 resultantes do
cruzamento de Large White com
Landrace: P2 e P3) e o terceiro subgrupo
constituido apenas pelo javali J16,
apresentou pequena dissimilaridade
com os outros dois subgrupos.

O grupo G2 foi representado por
seis javalis, sendo quatro de origem
Francesa e dois de origem Canadense.
Neste grupo foi possivel a identificacdo
de trés subgrupos: o primeiro
constituido de trés javalis ( 1 Francés:
J6 e 2 Canadenses: J9 e J11); o segundo
por dois javalis ( Francés: J7 e J8) e o
terceiro subgrupo foi formado apenas
pelo J5, de origem Francesa. Houve
maior similaridade do animal J5 com
os animais |7 e o J8, todos de origem
Francesa, quando comparados aos
animais J6 (origem francesa), J9 e J11
(origem canadense). Esses animais
foram classificados quanto ao fenétipo,
atribuindo-se muito bom paraoJ9 e J11,
excelente para o J5, J6, 7 e J8, havendo
parcial concordancia da analise
fenotipica com a dos marcadores
RAPD, por conta do animal J6.

O grupo G3 incluiu nove javalis,
sendo dividido em trés subgrupos: o
primeiro inclui dois javalis de origem
Canadense (J12 e J14) bastante distante
dos outros dois subgrupos; o segundo
representado por dois javalis de origem
Canadense (J10 e J15), e um javali de
origem Francesa (J4); o terceiro
subgrupo foi representado por um javali
de origem Canadense (J13) e dois de
origem Francesa (J1 e ]2), tendo os dois
ultimos sido agrupados. Na anilise
fenotipica todos os animais desse grupo
foram classificados como excelente,
indicando caracteristicas somente de
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Tabela 2
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Resultados das andlises do nimero de cromossomos nas células dipl6ides comparando com o fenétipo. Botucatu — SP, 2001

Grupo de Cariétipo Fenétipo dos Animais Total
R* Re B MB O
2n=36** 0 0 1 2 13 16
2n=36 0 4 14 18 32 68
2n=37 0 5 10 10 5 30
2n=38 2 1 3 0 0 6

*R = fendtipo ruim; Re = Regular; B = bom; MB = muito bom e O = 6timo
**Andlise do nimero de cromossomos nas células dipl6ides dos animais submetidos a andlise dos marcadores RAPD

Tabela 3

Relagao dos primers utilizados na andlise RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) dos 16 javalis e 11 suinos
domésticos, seqiiéncia de nucleotideos dos primers, nimero de bandas geradas por cada primer, porcentagem de
bandas polimorficas e intervalo do tamanho das bandas em pares de base (pb). Botucatu — SP, 2001.

Priper. Seqiiéncia de
Nucleotideos

5-3

OPG-2 GGCACTGAGG 12
OPG-12 CAGCTCACGA 10

OPG-13 CTCTCCGCCA 14
OPG-16 AGCGTCCTCC 18
OPR-4 CCCGTAGCAC 14
OPR-7 ACTGGCCTGA 4
OPR-8 CCCGTTGCCT 6
OPR-9 TGAGCACGAG 11
OPX-1 CTGGGCACGA 12
OPX-2 TTCCGCCACC 6

Numero de Bandas % de Polimorfismo

Intervalo do
tamanho das
bandas geradas

66,70 900 — 300 pb
66,70 1900 — 200 pb
42,90 1500 — 380 pb
83,40 2072 — 200 pb
78,60 2050 — 190 pb
0,00 1900 - 600 pb
0,00 1500 — 700 pb
81,90 1300 — 400 pb
66,70 2000 — 130 pb
33,40 2030 — 790 pb

javalis. Maior similaridade pode ser
observada entre os javalis J4 e J10,
quando comparada ao J15.

O agrupamento gerado pelos
marcadores RAPD foi conclusivo
demonstrando a capacidade desses
marcadores em relacionar espécies e
subespécies''. Ndo obstante, vale
ressaltar que diferentes resultados de
similaridade entre espécies sdo alteradas
mudando-se algumas condi¢bes
experimentais'?.

Conclusofes

As analises citogenéticas
realizadas nos javalis do Estado de Sao
Paulo mostrando polimorfismo 20=36,

37 e 38 cromossomos, pela existéncia
da translocacio Robertsoniana entre os
cromossomos 15 e o 17, confirmam
as hibrida¢ées com o suino doméstico,
sendo evidenciadas pelas andlises das
caractetisticas fenotipicas dos animais
amostrados.

A citogenética, por meio da
anilise do nimero de cromossomos
nas células dipléides e bandamento
GTG, nio foi suficiente para a
determinacio da existéncia de
hibrida¢des entre o javali e o suino
doméstico, todavia, quando associada
a analise fenotipica, tornou possivel a
identificacio da hibridacio.

Os marcadores moleculares
RAPD apresentaram potencial
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informativo na distin¢fio entre o javali e
o suino doméstico abrindo campo de
estudo na diferenciaciio entre os javalis
e os hibridos com o suino doméstico.
Nos javalis de origem Francesa
analisados neste trabalho nio foram

Gimenez, D. L.

observadas caracteristicas de
hibridacio com o suino doméstico,
conferindo-lhe alto potencial para
avanco no melhoramento genético dos
javalis presentes no Estado de Sio
Paulo.

Key-words
Summary Wild boar.
Hybrid.
. . . . Cytogenetic.
The aim of theis study was analyse different wild boars thPgD.
breeding in Sdo Paulo state, entending to identify boats “pure” Phenotype.

as well as hybrid boars from mate with domestic swine.
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