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Resumo

No Brasil, os suinos naturalizados ou animais ditos localmente adaptados encontram-
se em via de extingdo devido a supervalorizagdo das racas suinas exoticas que tem
ocasionado perda de diversidade genética nessas populacdes. Dessa forma, objetivou-se
caracterizar a diversidade e estrutura genética de nove grupos genéticos (GG) de suinos
localmente adaptados: Baé (n=11), Caruncho (n=07), Canastra (n=29), Canastrao (n=09),
Mamelado (n=07), Moura (n=18), Nilo (n=16), Piau (n=17) e Sem Raga Definida (SRD;
n=47) e trés ragas exoticas: Duroc (n=04), Landrace (n=21) e Large White (n=04) com 22
marcadores microssatélites, e testar a viabilidade desses marcadores para alocar individuos
de um GG SRD a sua populagdo real. Detectou-se 198 alelos com 18 loci analisados em
190 suinos de 12 GG, todos foram polimoérficos com PIC (contetido de informagao
polimorfica) variando de 0,54 (SW72) a 0,93 (S0005). Os resultados da AMOVA
mostraram que 3,2% da variagdo total foram provenientes da diferenca entre GG
(P<0,0001) e 3,6% (P<0,0001) entre suinos locais e comerciais. As médias de alelos totais
e efetivo de alelo (Nea) foram menores para a raga comercial Duroc (3,65 e 3,01) e
maiores para os GG SRD (8,89 e 4,53) e Canastra (8,61e 4,58). Os nove GG locais
apresentaram maior valor médio para os indices: numero médio de alelos (Nam = 7,22),
Nea (4,18), PIC (0,67) e heterozigosidade esperada (He = 0,71), enquanto, a
heterozigosidade observada (Ho = 0,60) foi menor devido a consanguinidade
intrapopulacional (Fis = 0,17). Com excecdo da raga Large White, todos os GG
apresentaram desvio significativo (P<0,05) para o Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Utilizando o método UPGMA a partir da distancia genética padrao de Nei, a raga Landrace
foi agrupada com os GG locais Canastra, Moura, Canastrdo, Baé e Caruncho. Baseando-se
nos dois grupamentos (K=2) para os testes de alocacdo dos suinos SRD, a maior parte
(71,8%) dos individuos SRD foi agrupada em clusters separados das racas comerciais.
Dois grupamentos parecem descrever adequadamente a distribui¢do da variabilidade
genética encontrada nos 12 GG, os quais apresentaram baixo nivel de diferenciagdo,
conduzindo a uma estrutura genética populacional complexa, e os 18 /oci foram eficazes

para alocar os individuos SRD a sua populagao real.

Palavras-chave: genética animal, locos de microssatélites, Sus scrofa, variabilidade
genética
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Abstract

In Brazil, naturalized pigs or animals called locally adapted are endangered species
due to the overvaluation of exotic pig breeds that have caused loss of genetic diversity in
these populations. Thus, this study aimed to characterize diversity and genetic structure of
nine pig genetics groups locally adapted: Baé (n=11), Caruncho (n=07), Canastra (n=29),
Canastrao (n=09), Mamelado (n=07), Moura (n=18), Nilo (n=16), Piau (n=17) and
mongrel (SRD; n=47) and three exotic breeds (Duroc=04, Landrace=21 and Large
White=04) with 18 microsatellite markers as well as testing these markers to allocate
individuals from a mongrel population and their actual population. It was detected 198
alleles with 18 loci examined in 190 pigs from 12 genetic groups, all of them were
polymorphic with PIC (polymorphic information content) ranged from 0.541 (SW72) to
0.933 (S0005). The results of AMOVA showed that 3.2% of total variation came from the
difference between genetic groups (P<0.0001) and 3.6% (P<0.0001) between local and
commercials pigs. The average alleles and alleles effectives Nea were lower for
commercial Duroc breed (3.65 and 3.008) and higher for mongrel populations (8.89 and
4.53) and Canastra (8.61, 4.58) detaching the high genetic diversity of the last ones. The
nine local GG showed greater average value for the rates: alleles average number (Nam =
7.22), Nea (4.18), PIC (0.67) and the expected heterozygosis (He = 0.71), while the
heterozygosis observed (Ho = 0.60) was lower due to intrapopulation inbreeding (Fis =
0.17). Using the UPGMA method, Landrace breed was grouped with Canastra, Moura,
Canastrao, Ba¢ and Caruncho populations. Another group was formed by populations Piau,
Mongrel, Nilo and Mamelado, while Large White and Duroc breeds were isolated from the
rest. Based on the two populations (K=2) for allocation of mongrel pigs, most (71.8%)
individuals SRD was grouped into separate clusters of commercial breeds. Two clusters
seem to accordingly describe the distribution of genetic variability found in 12 GG, which
showed low level of differentiation, leading to a complex population genetic structure and

the 18 loci were effective to allocate mongrel individuals to their actual population.

Keywords: animal genetics, /oci of microsatellites, Sus Scrofa, genetic variability

XV



1. Introducio

No Brasil, a maioria do rebanho suinicola estd composta de ragas de alto potencial
genético para producdo de carne, como Landrace, Large White, Duroc, Pietrain e
Hamphire, que foram introduzidos intensamente no Pais a partir da década de 60, e as
linhagens comerciais, em sua maioria formada por cruzamentos, mais recentemente. Os
suinos naturalizados ou animais ditos localmente adaptados que sobreviveram a processos
de selecdo natural desde o Periodo Colonial encontram-se em via de extingdo, por serem
animais caracterizados do tipo banha e pelos seus indices zootécnicos inferiores de
producdo de carne.

Apesar das ragas exoéticas serem mais produtivas, em relagdo as ragas e/ou ecotipos
de suinos localmente adaptados, sdo menos adequadas as condi¢des de criagdo extensiva
que ainda existem espalhadas em todas as regides brasileiras, principalmente, nas regides
Norte e Nordeste. Por exigirem mais investimentos e cuidados em instalagdes, nutricao,
manejo sanitario e geral, necessarios para as ragas melhoradas expressarem seu potencial
produtivo, elas sdo menos criadas. Esse foi um dos motivos que garantiram a sobrevivéncia
de algumas ragas e/ou ecotipos de suinos localmente adaptados com um pequeno efetivo
populacional que, aliado as praticas de manejo reprodutivo desordenado, como o
cruzamento com ragas comerciais, sdo responsaveis pela perda de diversidade genética e
pelo aumento do nivel de consanguinidade que leva as populagdes a extingao.

A importancia da diversidade genética dentro das espécies domésticas estd refletida
na variedade de tipos e ragas que existem e na variacao presente dentro de cada uma, sendo
que a perda de um unico tipo ou raga compromete o acesso aos seus genes € combinagdes

genéticas Unicas que podem ser uteis na agricultura do futuro (EGITO et al., 2002).



Atualmente, a composi¢do genética de remanescentes das ragas e/ou ecétipos de
suinos ¢ resultante das praticas de manejo e melhoramento durante décadas adotadas pelos
pequenos produtores, a fim de obter animais com caracteristicas mais adequadas para as
suas condi¢des de produgado, resultando em animais com fendtipos variados que dificultam
identifica-los apenas por suas caracteristicas morfologicas externas. Esses animais
sustentaram a suinocultura no pais durante séculos, permitindo que familias aproveitassem
0os pequenos espagos de suas propriedades, inserindo-as nas atividades pecudrias, e,
portanto, requer atencdo, uma vez que no Brasil muitos dos suinos localmente adaptados
estdo em via de extingao.

A suinocultura ¢ uma atividade importante para a economia do Estado de
Pernambuco, posto que ¢ praticada na maioria das propriedades rurais, estando distribuida
por todas as regides fisiograficas do Estado. Segundo os dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2007), o estado possui o quinto maior rebanho do Nordeste,
com um efetivo de suinos de 495,957 cabegas.

Os plantéis de suinos, em Pernambuco, encontram-se distribuidos tanto nos nucleos
urbanos como nos nucleos rurais, ndo apresentam infraestrutura adequada para realizar
escrituragdo zootécnica € a maioria possui de um a dez animais, sendo caracterizados como
de subsisténcia familiar; contudo, muitas vezes sdo a Unica fonte de renda para o produtor.
Nesses plantéis também foram identificados suinos com caracteristicas morfologicas
semelhantes as dos suinos localmente adaptados como Piau, Baé, Nilo, Canastra e
Caruncho (SILVA et al., 2005; MARQUEZIN et al., 2006 e SILVA et al., 2006).

O baixo poder aquisitivo dos produtores de suinos no Estado de Pernambuco impede
a obtencao de material genético de alta qualidade, levando-os a preferir animais mais
rusticos. A necessidade de produzir em menos tempo conduz aos cruzamentos entre oS

suinos localmente adaptados com as ragas exoticas ja miscigenadas, produzindo, assim,
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animais sem caracteristicas de padrio racial definido, gerando ecétipos de suinos
denominados de Sem Raga Definida (SRD).

Nos ultimos anos, os avangos das técnicas moleculares proporcionaram a realizagdo
de varios estudos em populagdes em vias de extingdo, visando avaliar ou estimar a
distribui¢do da variabilidade genética entre e dentro de uma populagdo utilizando as
informac¢des dos marcadores moleculares como os microssatélites, que sdo considerados
marcadores moleculares ideais para o estudo de diversidade genética em populagdes por
serem altamente polimorficos, de expressdo co-dominante, multialélicos, podem ser
facilmente amplificados via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e a maioria estdo
localizados em regides do DNA que ndo expressam um fenotipo sendo considerados
marcadores neutros.

Diversos estudos com populagdes de animais domésticos utilizaram os
microssatélites para estudar a diversidade e estrutura genética em varios paises, contudo,
ainda existem raros trabalhos deste tipo com suinos localmente adaptados no Brasil.

Diante do exposto, a proposta deste trabalho foi realizar um estudo de de diversidade
e estrutura genética de populagdes suinas no Estado de Pernambuco devido a grande
lacuna existente quanto a esses tipos de estudos com os suinos localmente adaptados no
Brasil. Para que isso fosse possivel, utilizou-se marcadores microssatélites a fim de gerar
informacgdes que possam ser uteis para futuros programas de conservacao e uso de recursos

genéticos na regido e ainda poderdo ser adaptados para outras regides do Nordeste e Brasil.



2. Revisao de literatura

2.1. Situacao e caracterizacio morfologica de suinos localmente adaptados no

Brasil

As primeiras ragas suinas introduzidas no Brasil pertenciam as racas da Peninsula
Ibérica existentes em Portugal (Bizarra e Aletejana), algumas da Espanha (Galega e
Perigordina), da Itdlia (Napolitana) e da Asia (Macau). Da mesti¢agem, cruzamento,
consanguinidade e selecao dessas ragas, além de algumas inglesas e americanas, surgiram
as racas ou ecotipos nacionais, crioulas ou locais: Canastra, Canastrdo, Caruncho, Nilo,
Pereira, Piau, Pirapitinga, Moura, além dos animais com o fendtipo Casco de Burro
(MACHADO, 1967; VIANNA, 1986).

Até a década de 50, a suinocultura brasileira caracterizava-se por sistemas extensivos
com a utilizacdo das ragas nacionais produtoras de banha (SILVA FILHA et al., 2005). A
partir da década de 60, os suinos localmente adaptados foram substituidos intensamente
pelas ragas geneticamente melhoradas, Landrace e Large White, importadas
principalmente da Europa, e pela Duroc-Jersey, dos Estados Unidos da América do Norte
(IRGANG e ROBSON, 1984 ¢ VIANNA, 1986), ¢ isso tem causado perda de diversidade
genética nas populagdes suinas locais.

As ragas e/ou ecotipos de suinos naturalizados sempre foram criados nas pequenas
propriedades rurais do Brasil devido a sua capacidade de adaptacdo as condi¢des precarias
de manejo e alimentacdo. Entretanto, por serem caracterizados como animais do tipo
banha, perderam sua preferéncia no mercado, levando os criatorios tradicionais a
substituirem gradativamente esses animais. Isso provocou grandes mudancas na

suinocultura tradicional, ja que para os animais exOticos expressarem seu potencial
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produtivo nas condi¢des tropicais foram necessdrios investimentos em instalacdes,
sanidade, nutricdo, mao-de-obra qualificada e manejo geral, aumentando-se a busca por
animais cada vez mais especializados para producdo de carne magra.

Atualmente, das treze ragas e/ou ecoOtipos identificados no Brasil uma esta
criticamente ameacgada e 12 correm risco de extingdo (MARIANTE et al., 2003). Apenas
duas das ragas suinas brasileiras foram registradas at¢ o momento, em livro aberto, pela
Associagdo Brasileira de Criadores de Suinos (ABCS): a Piau, no ano de 1989, ¢ Moura,
que foi reconhecida no ano de 1990, distribuidas, principalmente, na Regido Sudeste e Sul
do Pais, respectivamente.

A raga Piau foi a primeira raca nacional registrada no Pig Book brasileiro, em 1989,
com 1250 suinos registrados entre 1989 e 1995. A principal qualidade do Piau ¢ a
rusticidade e pode ser identificado pela pelagem oveira (branca/creme com manchas pretas
difusas), orelhas do tipo asiaticas a ibéricas e perfil fronto-nasal retilineo a
subconcavilineo. A média de leitdes nascidos é de 8,06, ao desmame ¢é de 7,41 leitGes, o
peso médio da leitegada aos 21 dias ¢ de 33, 43 kg. Considerada a raga brasileira mais
importante, segundo Cavalcanti (1984), foi a que sofreu maior processo de selecdo e
melhoramento genético. Além disso, ¢ ainda hoje muito utilizada em diversos trabalhos
que buscam a identificacdo de genes ligados a caracteristicas de interesse econdmico,
como desempenho e qualidade da carne.

Um ano depois de registrar os animais da raca Piau, os primeiros registros
genealdgicos da raca Moura foram emitidos pela Associagdo Brasileira de Criadores de
Suinos (ABCS) em 1990 (FAVERO et al., 2007).

A raga Moura, que provavelmente originou-se do cruzamento entre as ragas
Canastrao, Canastra e o Duroc (EGITO et al., 2002), ¢ considerada uma das mais antigas e

preservadas até hoje em pequenos plantéis da Universidade Federal do Parana (UFPR),
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Embrapa Suinos e Aves e Universidade Estadual de Sdo Paulo, além de algumas fazendas
em Santa Catarina e Paranid. Até 1995 foram registradas 1668 cabecas suinas. As
caracteristicas marcantes para criacdo desses animais sdo a sua rusticidade, prolificidade, o
comprimento de carcaga e o marmoreio na carne. Os animais possuem pelagem preta
entremeada de pelos brancos, orelhas do tipo ibéricas grandes e firmes e perfil fronto-nasal
retilineo a subconcavilineo. A média de leitdes nascido € de 8,32 e de leitdes desmamados
7,57, o peso médio dos leitoes aos 21 dias ¢ de 33,60 kg.

Quanto aos demais ecotipos, ndo foi possivel cataloga-los, embora sejam ainda
encontrados alguns exemplares espalhados pelo Brasil, sendo utilizados em cruzamentos
com ragas exoticas (CASTRO et al., 2002; SILVA FILHA et al., 2005; SILVA et al., 2006;
NETO et al., 2007).

Apesar das racgas exdticas terem alto potencial produtivo, a maioria ndo apresenta
caracteristicas adaptativas, tais como resisténcia a doengas e parasitas encontrados nos
grupos locais (MARIANTE; CAVALCANTE, 2006), que foram adaptadas aos tropicos,
onde sofreram uma forte pressdo de selecdo natural, imposta pelo clima, tipo de solo,
altitude, oferta alimentar, doencas endémicas, parasitismo, manejo tradicional e demanda
de mercado (ABREU et al., 1998; EGITO et al., 2002), caracteristicas essas que podem ser
utilizadas futuramente nos programas de melhoramento (SOLLERO et al., 2008).

Desde muito tempo, a caracterizacdo das diferentes racas de animais domésticos
existentes visando a conservacao de recursos genéticos era baseada, praticamente, em
caracteristicas morfoldgicas e produtivas. Um ponto negativo proveniente dessas
informacdes ¢ que elas podem sofrer influéncia do meio ambiente; mesmo assim, Poli et al.
(1999) defendem que para caracterizar populagdes os parametros morfométricos devem ser
considerados por serem altamente herdaveis, embora sofram alteragdes impostas pelo meio

ambiente.



A caracterizacdo morfoldgica ainda ¢ considerada muito util no estudo das relagdes
genéticas entre ragas ou populagdes em geral (JORDANA et al., 1993; CAPOTE, 2000).
Contudo, a caracterizagdo morfoldgica de ragas e/ou ecotipos de suinos naturalizados no
Brasil, que poderia auxiliar na identificagdo de populagdes biologicamente adaptadas, tem
sido negligenciada na maioria dos estudos que envolvem tais populagdes, podendo ser
justificada tanto pela dificuldade de conté-los como de diferencié-los pelas caracteristicas
externas, uma vez que os poucos exemplares que restaram sao utilizados em cruzamentos
com as ragas suinas comerciais para obtencdo de animais mais adaptados as exigéncias do
mercado consumidor, e isso tem resultado em animais com caracteristicas morfoldgicas
muito heterogéneas.

A caracterizagdo morfologica pode ser baseada em caracteristicas quantitativas que
permitem o conhecimento das condi¢des corporais através de medidas nos animais, € as
qualitativas, que facilmente sdo distinguiveis apenas pela observagdo como a cor dos pelos,
tipo de orelha, perfil cefalico, presenca de cerdas etc (BARBA, 2004). Na Tabela 1,
encontram-se as caracteristicas morfoldgicas de oito grupos genéticos de suinos localmente
adaptados as condigdes brasileiras.

Alguns trabalhos de censo e caracterizagdo morfologica de suinos naturalizados
foram realizados no Brasil por Castro et al. (2002) em 26 propriedades do Distrito Federal,
onde encontraram uma populacdo de 253 animais de diversos tipos nativos com
predominio da raca Piau, seguido do Nilo, Pirapitinga e Caruncho. Os autores também
identificaram um tipo conhecido como Cuié, que tem pele negra, poucas cerdas e orelhas
muito pequenas, em forma de colher. Ainda documentaram outro tipo de porte pequeno,

com patas curtas, localmente conhecido como Bassé.



Tabela 1 — Caracteristicas morfologicas de suinos localmente adaptados no Brasil.

Raca/ecétipo  Cor da pelagem Cerdas Perfil Cefalico  Tipo de Orelha
Canastra"* Preta Presentes Sub-céncavo ou Ibérica
concavo
Canastrao'*’ Preta ou Presentes Concavo Céltica
vermelha

Caruncho'*? Creme com Presentes Concavo ou Asiatica ou

preto, vermelho sub-concavo Ibérica
e branco ou
preto

Moura® Cinza Presentes Retilineo ou Céltica ou
sub-concavo Ibérica
Nilo'*? Preto Ausentes ou Sub-concavo ou Ibérica

muito fina retilineo

Piau'** Branco-Creme Presentes Retilineo Ibérica ou

com preto ou Asiatica
pintas
vermelhas
Pirapetinga'** Preta ou Ausentes Sub-céncavo Asidtica
marrom

Tatu'? Preta Raras Asiatica

Fonte: 'Barreto (1973); “Vianna (1986); *Castro et al. (2002).

Neto et al. (2007), ao realizarem estudo semelhante, encontraram uma populacao
pequena no Estado da Paraiba com 54 suinos, na qual predominou o suino Canastrao,
seguindo o Piau, Moura e Baé ou Bassé. Silva et al. (2006) também encontram em 14
municipios do Estado de Pernambuco 36 suinos com indicativos nativos, caracterizados
pelo perfil cefalico, tipo de orelha e pelagem, com predominio do Ba¢, seguindo Piau,
Canastra, Canastrao e Nilo.

Esses estudos de caracterizacdo e identificagdo de grupos raciais por meio de
parametros morfoestruturais sdo fundamentais para se conhecer a relacao filogenética de
grupos ¢étnicos de uma regido e poderao servir de subsidios, tanto para o reconhecimento

de uma raga ameacgada de extingao ou também para criar uma nova raga; contudo, deve ser

8



integrada com métodos moleculares para avaliar se os grupos identificados se diferenciam

geneticamente ou nao.

2.2. Conservacao de recursos genéticos animais

A manutencdo da variabilidade genética tem sido reportada como o principal
objetivo dos programas de conservacdo (FABUEL et al., 2004). Contudo, existem
dificuldades em estabelecer as prioridades de conservagdo e melhoramento de ragas no
manejo de recursos genéticos animais, ndo devendo envolver somente a diversidade
genética, mas também as probabilidades de extingdo e as caracteristicas importantes para a
sociedade envolvida na criagdo destes animais (REGE; GIBSON, 2003).

A conservacdo da diversidade genética animal ¢ realizada com a utilizagdo de
metodologias de conservagdes in situ e ex situ. E denominada in situ quando os animais
vivos sdo mantidos em seu habitat natural. A conservagao ex sifu pode ser in vivo, quando
os animais sao mantidos fora do local onde foram naturalmente selecionados (como
preservagdo em zooldgicos) ou in vitro, quando hé o armazenamento criogénico de tecidos
reprodutivos, além da conservacao molecular (bancos de DNA) (HODGES, 1992).

A conservagao realizada em Nucleos de Conservacao localizados no habitat onde os
animais foram submetidos a selecao natural (in situ) ¢ fundamental por permitir um manejo
mais rigoroso visando, dentre outros aspectos, uma diminui¢do significativa da
consanguinidade nos rebanhos (MARIANTE et al., 1999).

Para que um programa de conservacao tenha sucesso ¢ necessaria a visao de um uso
futuro desse conhecimento para atender programas de melhoramento animal (EGITO et al.,

2002). Desse modo, a visdo atual ¢ a de manter a diversidade genética maxima de cada



espécie, presumindo as necessidades futuras para o desenvolvimento de sistemas de
produgdo sustentaveis (SIMIANER; MEYER, 2003).

As etapas de identificacdo das populagdes em vias de extingdo ou diluicdo genética,
caracterizagdo fenotipica e genética e a avaliagdo do potencial produtivo sdo primordiais
no processo de conservagdo das espécies (MARIANTE et al., 1999). Entretanto, a longa
relacdo de racas extintas ou em extin¢do nao significa, na maioria dos casos, a existéncia
de genes capazes de melhorar as racas ditas modernas. Preserva-las ¢ a Uinica alternativa
para avaliar a possivel contribuicdo genética destas nos programas atuais de melhoramento
genético (PEREIRA, 2008).

No Brasil, para evitar a perda de material genético de suinos naturalizados, em 1983,
o Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa decidiu
incluir dentre as suas prioridades a conservagdo de recursos genéticos animais, incluindo
em seus programas as ragas suinas naturalizadas: Piau (Sudeste e Nordeste), Monteiro
(Pantanal) e Moura (Sul), que até aquele momento era dedicado a plantas (MARIANTE et
al., 2009). Juntamente com outras unidades espalhadas pelo Brasil vém contribuindo com
estudos de levantamento populacional, caracterizacdo morfoestrutural e genética, por meio
de marcadores moleculares com diversas espécies que estao ameagadas de extingao.

A nivel mundial, em 1990, a FAO com apoio da UNEP (United Nations Enviroment
Programme) ¢ da EAAP (European Asociation of Animal Production) iniciou o
desenvolvimento de uma base de dados (Global DATAbank), no qual dispde de
informacdes sobre as racas ou ecoOtipos de varias espécies de animais e atividades de
conservagao de diversos paises, porém ainda existem poucos ou raros subsidios dos suinos

brasileiros disponibilizados no Domestic Animal Diversity Information System (DAD-IS).
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2.3. Caracteristicas dos marcadores microssatélites

Marcador molecular ¢ qualquer fenotipo molecular proveniente de um gene expresso
ou de um segmento especifico de DNA e, para ser ideal, deve apresentar alto nivel de
polimorfismo, estabilidade em diferentes ambientes, detectar grande nimero de /oci ndo
ligados e ser de heranca simples (MATIOLI, 2001). Por muito tempo, os estudos genéticos
e de melhoramento tinham como ferramenta os marcadores morfologicos. Apos a década
de 60, surgem os marcadores isoenzimaticos que, diferente dos morfoldgicos, apresentam
neutralidade em relacdo aos efeitos fenotipicos.

Os avancos das técnicas moleculares foram imprescindiveis para evolucao de estudos
de populacdes ameacadas de extingdo. A partir da década de 80, os marcadores
moleculares t€ém sido largamente empregados nos estudos de populagdes de animais e
plantas por permitirem a determinacdo de gendtipos de individuos em vérios loci em
diversas espécies. Com as informacdes moleculares pode-se estimar a distribuicdo e
quantificar a variabilidade genética entre e dentro dos individuos de uma populacdo que ¢
de extrema importdncia na conservagdo genética e melhoramento de uma raga
(ARANGUREN-MENDEZ et al., 2005).

Hoje, os estudos de variabilidade genética nas sequéncias de DNA utilizam as
diversas técnicas que empregam marcadores moleculares como RAPD (polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso), RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restri¢ao), AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados) e STR
(sequéncias simples repetidas) ou microssatélites (OLIVEIRA, 2007), polimorfismos de
base unica (SNPs), cromossomo Y e DNA mitocondrial. Dentre esses marcadores
moleculares, os microssatélites foram considerados pela FAO os marcadores moleculares

de eleigdo para estudos de diversidade genética em populagdes. Apesar disso, a escolha do
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marcador apropriado dependera do grau de polimorfismo do mesmo e do tipo de
divergéncia evolutiva a ser estudada (BEEBEE; ROWE, 2004).

Os marcadores microssatélites sdo regides de DNA em que sequéncias de um a seis
nucleotideos estdo presentes em unidades repetitivas em todo genoma de eucariotos
tendem a ocorrer em regides ndo codificantes do genoma, por isso, sdo considerados
seletivamente neutros. Além de serem tipicamente de natureza co-dominante, possuem alto
polimorfismo genético, riqueza de alelos por locus, alta heterosigosidade e o mais elevado
conteudo informativo dentre os marcadores moleculares. Com a tecnologia da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) cada /ocus de microssatélite pode ser amplificado e analisado
indiscriminadamente ou por multiplex, onde véarios /loci podem ser amplificados e
analisados de uma sO vez em sistemas semi-automatizados ou automatizados,
caracteristicas estas altamente desejadas em um marcador molecular (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

As caracteristicas dos microssatélites apresentadas também possibilitam o acesso
mais acurado dos niveis de variabilidade genética e niveis de consanguinidade, facilitando
a elaboracdo de estratégias de conservacdo que permitam recuperar os niveis de
diversidade das populacdes (OLIVEIRA, 2007), assim como permitem estabelecer
comparagdes genéticas entre alelos, genes para demonstrar as variagdes entre individuos e

grupos de animais das populagdes (MARTINEZ et al., 2000; MENEZES et al., 2006).

Entretanto, os microssatélites apresentam algumas limitagdes como mutagdes nas
regides flanqueantes que sao responsaveis pela ocorréncia de alelos nulos ou silenciosos
que nao sao amplificados na reagao de PCR, dificultando, muitas vezes, a identificagdao dos
heterozigotos, outra limitacao seria a ocorréncia de alelos idénticos (homoplasia) (JARNE;

LAGODA, 1996).
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Estima-se que os microssatélites sofrem entre 10~ ¢ 10 mutagdes por gameta,
porém ndo se conhece muito sobre o mecanismo mediante o qual isso ocorre. Tém-se
proposto dois possiveis processos que podem atuar separadamente: crossing over desigual
durante a meiose, no qual o polimorfismo surge devido emparelhamento errado entre
cromossomos homologos, e por slippage (deslizamentos durante a replicacio do DNA)
quando a fita nascente de DNA se dissocia da fita molde e volta a se alinhar com ela.
Sugestiona-se que o deslizamento durante a replicacdo ¢ o mecanismo predominante nos
microssatélites (WOLFF et al., 1989) por ocorrer em maior frequéncia em relacdo aos
processos mutacionais ou insergoes e delecdes nucleotidica (POWEEL et al., 1996).

Apesar do estudo com microssatélites ser relativamente simples, um dos desafios ¢
entender o processo mutacional. Além do modelo com infinito nimero de alelos (IAM)
(KIMURA; CROW, 1964) e o modelo de duas fases (TPM) tem-se desenhado outros
modelos de mutagdo como o modelo de mutagdo passo a passo (SMM), que explica a
maioria das mutagdes nos marcadores microssatélites (OTHA; KIMURA, 1973), segundo
o qual os alelos mutam ganhando ou perdendo uma unidade repetitiva.

Em 1995, consultores do projeto intitulado Measurement of Domestic Animal
Diversity (MoDAD), FAO e a International Society of Animal Genetics (ISAG) elaboraram
diretrizes e recomendacdes técnicas para a avaliacdo da diversidade genética, elaborando
listas com /oci de microssatélites para estudos de diversidade genética em varias espécies
domésticas para serem utilizados em projetos internacionais. Essa lista foi ampliada no ano
de 2004 e atualmente recomenda-se um painel de 27 marcadores microssatélites para o
estudo de diversidade genética de suinos como estratégia de manejo de recursos genéticos.

Isso tem resultado em diversos trabalhos sobre a diversidade e estruturacdo genética
de suinos localmente adaptados no Brasil por Sollero et al. (2008) e em outros paises

(CALVO et al. (2000), MARTINEZ et al. (2000), LEMUS-FLORES et al. (2001),
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CHAIWATANASIN et al. (2002), FABUEL et al. (2004), LI et al. (2004), CANUL et al.
(2005), KIM et al. (2005), MARTINEZ et al. (2005), THUY et al. (2006), VICENTE et
al. (2008)), bem como de outras espécies de interesse economico como em ovinos Paiva et
al. (2004) e Paiva (2005), em bovinos por Maudet et al. (2002) e Egito et al. (2007),
galinhas nativas chinesas (TADANO et al., 2007) em caprinos Menezes et al. (2006) e
Oliveira et al. (2007), e em equinos (SILVA, 2006).

Dentre os trabalhos supracitados destacam-se o de Sollero et al. (2008), que
avaliaram a diversidade e estrutura genética em cinco grupos suinos, trés localmente
adaptados no Brasil e dois comerciais (Piau, Moura, Monteiro, Landrace e MS60), a partir
de informagdes moleculares geradas por 28 microssatélites, encontrando um importante
padrao de diversidade genética apresentada pelas ragas comerciais em relagdo aos grupos
locais sugerindo uma possivel erosdo da diversidade genética dos suinos naturalizados.

Lemus-Flores et al. (2001) concluiram que as populagdes mexicanas analisadas com
microssatélites podem ser um reservatorio de diversidade genética que € importante para
preserva-las e avalid-las como uma fonte de novos alelos para o melhoramento futuro de
linhas comerciais de suinos. Em estudos semelhantes, Kim et al. (2005), com 16
microssatélites, encontraram alta relagdo entre suinos coreanos ¢ as racas Berkshire e
Landrace. Thuy et al. (2006) com 20 /loci de microssatélites encontraram nas ragas suinas
autoctones do Vietnd alto grau de polimorfismo, diversidade alélica e heterozigosidade.
Avaliando a relagdo genética entre populagdes indianas e exodtica (Large White), a partir de
23 microssatélites, Behl et al. (2006) identificaram um tipo de suino indiano distinto.

Os microssatélites aliados com as ferramentas estatisticas disponiveis para o estudo
de populagdes tém sido uteis para obtengdo de informagdes a respeito de suinos ameagados

de extingao.
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2.4. Estatisticas utilizadas em estudos de diversidade e estrutura genética

A diversidade genética foi definida como sendo o material bruto sobre a qual a
selecdo natural atua para permitir a adaptacdo e evolucdo dos organismos e a sua
adequagdo as mudangas ambientais e que a sua perda reduz o potencial evolutivo e esta
também associada a reducdo do sucesso reprodutivo das populacdes. Populacdes grandes
de espécies naturalmente exogamicas geralmente tém ampla diversidade genética e sdo
reduzidas nas espécies em perigo de extingdo devido ao baixo efetivo, sendo geralmente
descrita usando o polimorfismo, a heterosigosidade média e a diversidade alélica para
descrever e quantificar a variagdo genética dentro e entre populagdes (BERG; HAMRICK,
1997, FRANKHAM et al., 2008).

Complementando, para avaliar a diversidade genética de uma espécie ¢ necessario
avaliar a estrutura genética populacional, que ¢ indispensavel para a compreensdo dos
fatores evolutivos que atuam de acordo com as peculiaridades de cada espécie e populagao.
A estrutura genética refere-se a distribui¢ao dos alelos e gendtipos no espago € no tempo,
ou seja, essa estrutura genética refere-se a distribuicao da variabilidade entre e dentro de
populagdes; sua formagdo resulta de varios fatores, como: o sistema de acasalamento,
niveis de endogamia, fluxo génico, bem como a deriva genética entre e dentro das
populagoes (HAMRICK, 1982).

O acesso as informagdes sobre a estrutura e diversidade genética ¢ conseguido pela
combinacdo de marcadores moleculares e ferramentas estatisticas. O calculo das
frequéncias alélicas realiza-se pela contagem direta dos alelos observados, assumindo que
a observacdo de um so alelo corresponde a condi¢do de homozigose. A partir das
frequéncias alélicas sdao obtidos os indices de diversidade genética: porcentagem de loci

polimorficos, nimero médio de alelos por locus, heterozigosidade média observada,
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heterozigosidade média esperada, de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, e
indices de fixacdo de Wright.

A heterozigosidade esperada (He) ou diversidade genética ¢ definida como a
frequéncia relativa de individuos heterozigotos por locus, enquanto a heterozigosidade
observada (Ho) ¢ obtida diretamente nas populacdes amostradas.

Uma heterozigosidade baixa ¢ normalmente a consequéncia de redugdo dréstica do
tamanho efetivo da populacao (bottleneck). O tamanho populacional efetivo (Ne) ¢ muito
importante em estudos populacionais e esta fortemente relacionado com a diversidade
genética das espécies; populagdes grandes sdo capazes de manter altas taxas de variagdo
genética em relacdo as pequenas populagdes (HAMRICK, 1982). Pode ser estimada a
partir de dados demograficos sobre a propor¢ao dos sexos, variancia no tamanho das
familias e flutuagdes no tamanho das populagdes ao longo das geragdes ou a partir de
dados genéticos (FRANKHAM et al., 2008).

A relagdo genética existente entre populacdes pode ser analisada por meio de
medidas de distdncias genéticas que sdo uteis para tragcar as relacdes historicas e
filogenéticas entre grupos e/ou populagdes. A distancia genética ¢ um reflexo das
diferencas entre os genes, populagdes e espécies; quando nao ha essa diferenca a distancia
sera zero (NEI, 1987).

Diversas medidas de distancia genética podem ser utilizadas; em geral recomenda-se
de duas ou mais distancias genéticas e assim avalia-se a semelhanca entre elas. As mais
utilizadas sdao a distdncia genética padrao de Nei Ds (1972) que considera a deriva e
mutacdo ¢ Reynolds (1983) a qual assume o modelo de deriva puro. Em estudos de
relacdo genética entre populagdes suinas, por exemplo, t€ém-se empregado varios tipos de

distancias: padrao de Nei (NEI, 1972) por Laval et al. (2000) e Li et al. (2004), a D4 por
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Sollero et al. (2008), Kim et al. (2005) e Martinez et al. (2000), ou ainda autores tém
utilizado diferentes medidas (YANG et al., 2003; VICENTE et al., 2008).

O principio de Hardy-Weinberg ¢ até hoje considerado a base da genética de
populacdes. De acordo com seu enunciado: para qualquer /ocus génico, as frequéncias
relativas dos genotipos em populagdes panmiticas permanecem constantes de geragdo a
geracdo, a menos que fatores como mutacdo, selegdo, deriva genética e migragdo
perturbem esse equilibrio. Entretanto, quando houver fatores evolutivos causando o
desequilibrio das frequéncias génicas e genotipicas, apenas com uma geracdo de
acasalamento ao acaso, sem a ocorréncia de tais fatores evolutivos, o equilibrio ¢
restabelecido.

Para saber se um dado locus estd ou ndo em equilibrio em uma populagdo utilizam-se
as propor¢des de heterozigotos observados e esperados. Quando hé déficit de heterozigotos
significa dizer que héd excesso de homozigotos, logo, a heterozigose observada na
populacdo ¢ menor que a esperada, podendo ser resultante da endogamia, deriva genética,
além do efeito fundador e o efeito gargalo, ou ainda do efeito Wahlund, que podera
contribuir para o aumento de homozigotos. Os testes comuns usados para verificar a
ocorréncia de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) sdo os testes de qui-
quadrado (x?) para as propor¢des esperadas e observadas de heterozigotos, e o teste exato
para uma analise mais rigorosa utiliza-se a partir do algoritmo em cadeia de Monte Carlo-
Markov com milhares de interagdes (GUO; THOMPSOM, 1992).

Em estudos de populagdes naturais, a identificacdo da estrutura genética pode ser
realizada a partir da utilizagdo dos coeficientes de endocruzamentos descritos por Sewall
Wright (1951, 1965), Fis (coeficiente de endogamia em relacao as suas subpopulacdes), Fir
(indice de fixacao que mede a redugdo média de heterozigotos de um individuo referente a

populagdo global) e Fsr (endogamia devido a diferenciacdo entre sub-populagdes, em
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relacdo a populagdo total). Esses coeficientes sdo baseados nos niveis de heterozigosidade
presente nos trés niveis hierdrquicos de uma estrutura populacional como o individuo, a
subpopulagdo e a populagdo total. Décadas depois os mesmos indices foram denominados
de medidas de diferenciacio (COCKERHAM, 1969), andlogas aos coeficientes de Wright,
baseados na andlise de variancia das frequéncias alélicas. Segundo Nei (1977), os trés

estatisticos F podem ser calculados a partir dos indices de heterozigosidade.

Fis =1 - (Ho/Hs), Fir=1- (Ho/Hr), Fsr =1 - (Hs/Hr)

Onde,

Hy = heterozigosidade observada em todos os loci tipados para uma determinada
populacgao;

Hg= heterozigosidade esperada de Hardy-Weinberg;

Hy=heterozigosidade esperada de Hardy-Weinberg para a populagao total.

Valores de Fis e Fip variam de -1 a +1, negativos ou proximos de zero indicam que

ha variabilidade genética na populacao devido ao maior numero de heterozigotos.

Os trés indices estdo relacionados mediante a equagao:

FST: 1 — (I-FIT)/(I-FIS)

O valor de Fsr pode variar de zero, quando nao existe diferenga entre as populacdes,

a um, quando ocorre a fixagao de diferentes alelos nas populacdes.

18



Outra metodologia utilizada para avaliar a distribui¢ao da variabilidade entre e dentro
das populagdes ¢ a andlise de varidncia molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992),
com a qual se realiza uma analise molecular hierarquica a partir de uma matriz dos
quadrados das distancias entre todos os genotipos, resultando em componentes de variancia
andlogas as estatisticas F de Wright. A andlise pode ser aplicada para diversos tipos de
marcadores moleculares, como os codominantes ou dominantes e dados de sequéncias.

Atualmente, um dos métodos que tem sido muito empregado no estudo de estrutura
genética refere-se ao Método de Pritchard et al. (2000), o qual utiliza informagdes
moleculares provenientes de microssatélites RFLPs e SNPs para realizar agrupamentos
com as frequéncias alélicas das populagdes em equilibrio de Hardy-Weinberg usando o
método bayesiano (Monte Carlo Markov Chain) para designar cada individuo a uma

determinada populagao.
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3. Objetivos:

3.1. Geral:

Levando-se em consideragdo a importancia de se estudar a diversidade das ragas
adaptadas e a escassez de estudos deste tipo em populagdes de suinos localmente
adaptados, o presente estudo teve por objetivo caracterizar, com utilizacdo de
microssatélites, a diversidade e estrutura genética de populagdes suinas localmente

adaptadas no Estado de Pernambuco, Brasil.

3.2. Especificos:

e Caracterizar a variabilidade genética existente intra e interpopulacional e a
estrutura genética de nove grupos genéticos de suinos localmente adaptados
e trés de suinos comerciais com microssatélites;

e Identificar a relacdo das racas comerciais (Duroc, Landrace e Large White)
com as populagdes suinas localmente adaptadas no Estado de Pernambuco,
Brasil;

e Testar um painel de 22 microssatélites para designar individuos sem raga

definida (SRD) a sua populagao ancestral.
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4. Material e Métodos

Projeto aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal Rural de

Pernambuco, registro no CEP n°: 031/2009, processo n°: 23082/2009-B08.

4.1. Critérios para selecio das amostras, amostragem e caracteristicas da
popula¢io em estudo
Os principais critérios para obtencdo das amostras foram selecionar os animais
acima de seis meses de idade e ndo aparentados. Para a amostragem de suinos localmente
adaptados levaram-se em consideracdo as caracteristicas morfoldgicas qualitativas: tipo de
orelha, perfil cefalico, presenga ou auséncia de pelos, presencas de barbelas (apéndices
presentes no pescoco) e caracteristicas de pelagem (cor dos pelos e pele) e para as ragas
comerciais exigiam-se o registro genealogico (apenas foi possivel para a populagdo
Landrace).

Foram utilizadas 190 amostras de suinos localmente adaptados e comerciais, das
quais 176 provenientes de 82 propriedades (n) de diferentes regides do Estado de
Pernambuco: 28 amostras da Regido Metropolitana do Recife (n=3), 13 da Zona da Mata
Norte e Sul (n=6), 19 da Agreste Central e Meridional (n=10) e 116 da regido Sertdo do
Araripe e Salgueiro (n= 63). Quatorze amostras foram de outros Estados do Brasil (Santa
Catarina, Distrito Federal e Bahia). A quantidade e distribuicdo dos animais por raga ou
grupo genético e sexo em cada regido de origem encontram-se na Tabela 2. O periodo das
coletas foi de janeiro a setembro de 2009.

Os suinos localmente adaptados foram caracterizados por suas particularidades
morfologicas qualitativas segundo Barreto (1973), Vianna (1986) e Castro et al. (2002), e

distribuidos em nove grupos genéticos (Baé, Caruncho, Canastra, Canastrao,
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Tabela 2- Grupos genéticos, siglas de cada grupo, municipios de origem de cada populagdo

e quantidade de animais por sexo e por e regido (N/R) e os municipios visitados

em cada regido.

Grupo Siglas Cidades *Regides N/R  Sexo
genético/racas
M F
Ba¢ SB Exu, Ouricuri, Granito, ST 11 3 8
Parnamirim e Salgueiro
Canastra SC Bezerros e Belo Jardim AG 06 2 4
Bodocé, Exu, Ouricuri, Araripina, ST 23 8 15
Granito,Parnamirim e Salgueiro
Caruncho SCAR Araripina, Granito, ST 07 2 5
Parnamirim e Salgueiro
Canastrao SCT Araripina, Granito, Ouricuri ST 09 4 5
Salgueiro e Sao José do Belmonte
Duroc SD - EMBRAPADF 04 2 2
Landrace SLA Abreu e Lima MR 21 1 20
Large White SLW Goiana M 02 2 -
- EMBRAPA,DF %02 1 1
Moura SM Araripina, Bodoc6, Exu, Granito , ST 18 6 12
Ouricuri, Parnamirim e Sdo José do
Belmonte
Mamelado SMM Paulista MR 05 4 1
Goiana M 02 1 1
Nilo SN Araripina, Exu, Granito ST 16 5 11
Parnamirim, Salgueiro e Sdo José
do Belmonte
Piau SP Bezerros AG 1 - 1
Araripina, Ouricuri ST 3 5
Parnamirim e Salgueiro
- EMBRAPADF ‘8 3 1
Sem raca SRD Vitoria de Santo Antdo, Itambé, M 11 2 9
definida Paudalho
Bezerros, Sdo Bento do Uma e AG 12 - 12
Belo Jardim
Araripina, Bodocd, Exu, Granito, ST 24 5 19
Ouricuri, Parnamirim e Salgueiro
Total 190 54 132

* MR= Regido Metropolitana do Recife; ZM = Zona da Mata; AG = Agreste (AG); ST= Sertdo; EMBRAPA,
DF para amostras de DNA de suinos obtidas do Banco de DNA e Tecidos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF. *04 amostras da raca Duroc de Concordia (SC), °02 amostras da raca Large
White: 01 de Concordia (SC) e 01 de Brasilia (DF) e © 08 amostras da raga Piau: 04 da Bahia (BA) e 04
Distrito Federal (DF).
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Mamelado, Moura, Nilo, Piau ¢ SRD) (fotos dos suinos locais encontram-se ANEXOS
Figuras 1-9). Como populagao-referéncia utilizou-se suinos de ragas comerciais: Landrace,
Large White e Duroc para avaliar suas relagdes com os localmente adaptados. O grupo
SRD foi formado por 47 suinos com caracteristicas morfologicas bastante heterogéneas

que impediram de classifica-los nos demais grupos.

4.2. Material bioldgico, extracio e quantificacio do DNA

Para as analises moleculares foram coletadas, de cada suino, amostras de pelos com
bulbo capilar (aproximadamente 100 pelos por cada amostra). Esses pelos foram retirados,
preferencialmente na regido dorso lombar dos animais apds serem contidos com um
cachimbo (Figura 1), e colocados em envelopes identificados com informagdes referentes
ao sexo, local de origem, grupo genético/raga e numero quando possivel, que
permaneceram armazenados em temperatura ambiente até o momento da extracdo do
DNA. O DNA das amostras de suinos obtidas da Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, DF j4 estava diluido (3ng/uL) e armazenado em Freezer -20°C.

Figura 1 — Coleta de pelos em um suino com caracteristicas da raca localmente adaptada
Piau. Seta 1 indica a ferramenta utilizada para conteng¢do dos animais e seta 2

mostra os pelos obtidos.
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Utilizou-se de 30 a 50 bulbos capilares de cada amostra para extracdo do DNA,
seguindo os procedimentos descritos por Boyce et al. (1989), que utilizam o detergente
cationico brometo de cetil-trimetilamonio (CTAB 2%) com adaptagdes. Desse modo, em
cada eppendorfde 1,5uL contendo os bulbos adicionaram-se 500pL do tampao de extragdo
com CTAB e mercaptoetanol que foram macerados com pistilos por aproximadamente
cinco minutos. Apos extracdo do DNA, o pellet foi ressuspendido em volumes de 50uL a
70uL de Tris/EDTA (TE) pH 8,0 (o protocolo para extracdo e preparacdo de solugdes
encontram-se ANEXOS).

O DNA genomico extraido foi visualizado em gel de agarose a 1%, corado com o
intercalante de DNA (Blue Green Loanding Dye I) para avaliagdo qualitativa. Utilizou-se
para cada amostra uma aliquota de 5 pL de DNA e 0,25uL de Blue Green Loanding Dye I.
Na Figura 2, pode-se observar a eficiéncia da técnica de extragdo em 24 amostras de suinos
localmente adaptados. As setas indicam que algumas amostras apresentaram baixa

concentracdo de DNA, contudo suficiente para reagdo da polimerase em cadeia.

Figura 2- Amostras de DNA visualizadas em gel de agarose 1%. As setas indicam

amostras que apresentaram pouco DNA.

A avaliagdao quantitativa do DNA foi realizada em espectrofotometro por leitura da
absorbancia a 260 nm (Aze) (Thermo Scientific-BIOMATE 3) e utilizou-se para cada
amostra 5 uL de DNA diluidos em 495 uL de dgua ultra pura, repetindo a leitura por trés
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vezes e a concentragdo final (ng/pL) foi obtida pelo valor médio que variou de 10,5 a 554
ng/uL com uma média total de 135,4 + 115,7. Estas etapas foram conduzidas no
Laboratério de Fisiologia Animal Molecular Aplicada (FAMA) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco. As amostras de DNA permaneceram estocadas em Freezer -20°C
até serem encaminhadas ao Laboratério de Genética Animal (LGA) da Embrapa Recursos

Genéticas e Biotecnologia, Brasilia, DF para realizacao das andlises posteriores.

4.3. Diluicdo do DNA e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a montagem das reagdes em cadeia da polimerase (PCR), o DNA genomico foi
diluido para uma concentracao de 3ng/uL e quantificado no gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo e comparado com padrdes de DNA do fago lambda com concentragdes
conhecida de 10, 20, 30, 40 e 50 ng/uL (Figura 3). Utilizou-se para cada amostra uma
aliquota de 5 pL. de DNA diluido e 2 pLL de bromofenol e, para o marcador, apenas 1 pL de

cada concentracdo e a mesma quantidade de bromofenol (2 pL).

Figura 3- Quantificagdo do DNA em gel de agarose 2%. Os cinco primeiros pogos

destacados representam o marcador lambda (A) em ordem crescente (10-50ng).

Inicialmente, analisaram-se 22 microssatélites localizados aleatoriamente em 17

cromossomos autossomicos do genoma suinos, dentre os quais 19 fazem parte de um
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painel recomendado pela FAO (Food and Agriculture Organization)/ISAG (International
Society of Animal Genetics) FAO (2004) para o estudo de diversidade genética em suinos,
dois destes tiveram que ser retirados apds realizagdes dos testes de genotipagem (S0090 e
S0386) e dois (S0228 e S0097) foram retirados das analises finais (estatisticas) por
problemas nas amplificagdes; portanto, na Tabela 3 encontram-se as informagdes dos 22
loci sobre os cromossomos, as sequéncias dos primers, variagao dos fragmentos esperados
e obtidos neste trabalho, em pares de base, tipo de marcagdo fluorescente e multipex de
cada Jocus de microssatélites.

Antes de realizar as amplificagdes de todas as amostras, realizaram-se testes
utilizando quatro amostras de DNA para controle positivo e mais um controle negativo
sem DNA (branco) para padronizar a amplificacdo de todos os primers. A qualidade da
amplificacdo foi avaliada com a visualizacdo em gel de agarose 2% corado com brometo
de etideo, comparando com padrdoes de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen). A
eletroforese conduziu-se a 120 volts por duas horas em cuba horizontal e a visualizagdo
dos tamanhos dos fragmentos foi realizada com a fotodocumentagio no Eagle Aye™ II
(Stratagene).

As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador (Eppendorf Master Cicler
Gradiente) e para reduzir o nimero de reacoes, distribuiu-se os 22 pares de primers em
quatro multiplexes de acordo com o tamanho de fragmentos esperados para cada locus em
pares de base (bp) e tipo de marcacao fluorescente (6' FAM ou HEX).

As reagdes de amplificagdo deram-se utilizando o kit (Qiagen Master Mix) para PCR
multiplex (contendo HotstartTag DNA Polimerase, Tampao para PCR multiplex com
MgCl,, mix de dANTP, 4dgua RNase-free e (QSolution), segundo as recomendacdes do

fabricante, 4,5ng de DNA gendmico e de 0,2 a 0,23mM de cada par de primer para um
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Tabela 3- Nome dos /oci, cromossomos (Cr.) sequéncias dos primers, tamanho esperado

(Te) e observado (To) obtido neste trabalho, tipo de marcagdao fluorescente

(Marc.) e multiplexes (M).

Loci Cr. Sequéncia primer 5’->3’ Te(pb) To(pb) ~Marc M
SW1517 2 CAAATGATTTTATCCATCCTTGC  119-154 109-153 F A
TCTTAGTGATGCATTCTTAAGCTG
'SW830* 10 AAGTACCATGGAGAGGGAAATG 174204 173-196 H A
ACATGGTTCCAAAGACCTGTG
*S0155% 1 AACCTTCCCTTCCCAATCAC 142-162  133-159 H A
CACAGACTGCTTTTTACTCC
3S0026* 16 AACCTTCCCTTCCCAATCAC 84-102 82-97 F A
CACAGACTGCTTTTTACTCC
’S0002* 3 GAAGCCAAAGAGACAACTGC 191-219  177-224 H B
GTTCTTTACCCACTGAGCCA
’S0355% 15 CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC  244-271 139-268 H B
CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC
‘SW2406 6 AATGTCACCTTTAAGACGTGGG  222-262 215-263 F B
* AATGCGAAACTCCTGAATTAGC
'SW936* 15 TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC 94-112  100-124 H B
GTGCAAGTACACATGCAGGG
'SW857* 14 TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC 140-160 135-165 F B
GATCCTCCTCCAAATCCCAT
’S0178* 8 TAGCCTGGGAACCTCCACACGCTG 101-128 101-137 F B
GGCACCAGGAATCTGCAATCCAG
'OPN 8 CCAATCCTATTCACGAAAAAGC  142-164 130-165 H C
CAACCCACTTGCTCCCAC
'S0005* 5 TCCTTCCCTCCTGGTAACTA 203-241 199-248 H C
GCACTTCCTGATTCTGGGTA
’S0101* 7  GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG 197-221 187-215 F C
GTCTCCCTCACACTTACCGCAG
'SW24* 17 CTTTGGGTGGAGTGTGTGC 93-121  100-118 F C
ATCCAAATGCTGCAAGCG
'S0068* 13 AGTGGTCTCTCTCCCTCTTGCT 211-260 200-257 H D
CCTTCAACCTTTGAGCAAGAAC
'SwW72* 3 ATCAGAACAGTCGCCGT 103-113  101-120 H D
TTTGAAAATGGGGTGTTTCC
'SW455 4 CCTCCCTGGCACTCATTG 184-206  174-209 F D
CACACACACAAGCAGGTGC
'SW911* 9 CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC 149-173  139-182 F D

CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC

*Loci FAO/ISAG (2004),  F = 6’FAM; H= HEX

! Roher et al. (1994), *Fredholm et al. (1993), *Roher et al. (1996), “Ellegren et al. (1994), *Alexander et al.

(1996a), ®Alexander et al. (1996b). "Robic et al. (1994).
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Tabela 3- Continuagao.

Loci Cr. Sequéncia primer 5’->3’ Te(pb) To(pb) ~Marc M
S0090* 12 CCAAGACTGCCTTGTAGGTGAATA 227-249 - F D
GCTATCAAGTATTGTACCATTAGG
$S0386* 11 TCCTGGGTCTTATTTTCTA 156-174 - F C
TTTTTATCTCCAACAGTAT
7S0228* 6 GGCATAGGCTGGCAGCAACA 220-246  217-240 H A

AGCCCACCTCATCTTATCTACACT
3S0097* 4 GACCTATCTAATGTCATTATAGT  209-250 201-239 F A
TTCCTCCTAGAGTTGACAAACTT

*Loci FAO/ISAG (2004), " F = 6’FAM; H= HEX
! Roher et al. (1994), *Fredholm et al. (1993), *Roher et al. (1996), *Ellegren et al. (1994), *Alexander et al.
(1996a), ®Alexander et al. (1996b). 'Robic et al. (1994).

volume final de 7ul ( os protocolos para cada multiplex encontram-se na Tabela I
ANEXOS). O termociclador foi programado para iniciar em 95°C por 15 minutos para
ativagdo da enzima Taq DNA Polimerase, seguido de 36 ciclos de 94°C por 1 minuto para
desnaturagdo, 60°C para anelamento por 1 minuto e 30 segundos, extensdao 72°C por 1
minuto e 30 segundos e um passo de extensao final de 72°C para alongamento, finalizando

em 4°C, totalizando 38 ciclos.

4.4. Genotipagem

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese capilar em sequenciador
automatico modelo ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). Para essa analise, as 190
amostras foram distribuidas em duas placas de 96 pogos, com duas amostras sendo
repetidas em todas as corridas para controle do tamanho dos fragmentos de um
determinado /ocus entre as diferentes corridas.

As reagoes contidas em cada pogo da placa foram de 1 pL de produtos das PCR e 9

uL de um mix constituido de 8 uL de formamida (Hi-Di) e 1 pL de um marcador padrao
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de tamanho molecular marcado com a fluorescéncia ROX desenvolvido para andlise dos
fragmentos. Antes de submeter as reagdes a eletroforese capilar, realizou-se uma etapa de
desnatura¢do, a fim de diminuir a taxa de anelamento do DNA a uma temperatura de 94°C
(em termociclador) por cinco minutos e resfriamento imediato (em gelo) também por cinco
minutos.

Os fragmentos foram identificados com o software GenScan v. 3.1 (Applied
Biosystems), no qual ¢ construido curva de regressdo em funcao dos tamanhos padrdes com
fluorescéncia ROX que emite a cor vermelha, designando a cada pico o tamanho de cada
curva, enquanto que com software Genotyper v. 3.7.0.1 (Applied Biosystems)
identificaram-se os diferentes alelos de cada microssatélite de acordo com a intensidade de
cada pico e o software FlexiBin v. 2.0 (AMOS et al., 2006) para identificagcdo das classes
alélicas (padrdes de alguns alelos dos 18 /oci encontram-se na Figura 10, ANEXOS). Na

Tabela 3 encontram-se as variagdes dos fragmentos em pares de base obtidos neste estudo.

4.5. Analises estatisticas

4.5.1. Definicao da provavel estrutura genética

A analise de estrutura genética dos 12 grupos genéticos estudados foi realizada
primeiramente através do programa Arlequin para determinar a diferenciacdo genética
intergrupos por meio das estimativas Fst (WEIR; COCKERHAM, 1984), que foram
testadas com 100.000 interacdes de Cadeias de Markov e 10.000 permutacdes, bem como
para a analise de variancia molecular (AMOVA), que foi realizada sob quatro diferentes

analises:
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1. Andlise I: consistiu em separar os grupos genéticos por regides sem considerar suas
caracteristicas fenotipicas e resultou em cinco populacdes (Metropolitana do
Recife, Zona da Mata, Agreste, Sertdo e do Banco de DNA e Tecidos da Embrapa,
DF.);

2. Analise II: testou-se trés principais grupos fenotipicos (suinos localmente
adaptados, comerciais ¢ SRD);

3. Andlise III: a populagdo SRD foi agrupada com as demais localmente adaptadas,
gerando dois grupos: um com as populagdes comerciais e outro com as localmente
adaptadas;

4. Andlise IV: considerou-se um unico grupo com os 12 grupos genéticos.

A outra estratégia para definicdo da estrutura populacional consistiu em estimar o
nimero de populagdes (K) mais provavel nas amostras a partir dos dados dos gendtipos
dos 18 microssatélites. Utilizando o software Structure v. 2.3.3 (PRITCHARD et al.,
2000), foi estimado um valor de k de 1 a 15, com cinco simulagdes para cada K, testados
com 100.000 interagdes para o periodo de burn-in e 500.000 de repeticdes de Cadeia de
Markov e Simulagdo Monte Carlo (MCMC), andlises adicionais foram realizadas para
testar a consisténcia dos resultados (50.000, 80.000 ¢ 100.000 de burn-in com 100.000,
150.000 e 500.000 de MCMC respectivamente). Os testes foram aplicados com base no
admixture model (modelo de miscigenagdo) com as frequéncias alélicas correlacionadas
(FALUSH et al., 2003).

A partir dos logaritmos das probabilidades dos dados (Ln P (D)) obtidos com o
Structure para as duas analises, foi estimado o melhor K com uma estatistica ad hoc
denominada DeltaK, a qual baseia-se na taxa de mudanga do logaritmo da probabilidade

dos dados entre sucessivos valores de K (EVANNO et al., 2005). Os graficos para
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demonstragdo da estrutura foram gerados com o programa Strucuture (PRITCHARD et al.,

2000).

4.5.2. Variabilidade intra e inter-populacional

Apbs a definicdo da real estrutura dos 12 grupos genéticos foram calculados
parametros de diversidade intra e interpopulacional.

Com o programa GenAlex v. 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2006) foram obtidos em
cada locus e populacdo o numero total de alelos (NA), nimero médio (Nma) e efetivo de
alelos (Nea), frequéncias alélicas e alélica privadas (PA), heterozigosidade esperada (He) e
heterozigosidade observada (Ho), segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg. Para o calculo
da heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), o Conteido de Informagao
Polimoérfica (PIC) e duas probabilidades de exclusdo de paternidade (PE1 e PE2) em cada
locus utilizou-se o programa Cervus v. 3.0 (MARSHALL et al., 1998). A probabilidade de
exclusao 1 (PE1) estima a probabilidade de exclusdo, quando o gendtipo do filho ¢
conhecido, e a PE2, quando além do genétipo do filho tem-se também o gendtipo de um
dos progenitores (pai/mae).

Para as estatisticas F de Wright (Fst, Fis € Fir) (WEIR; COCKERHAM, 1984) por
locus e a significancia das estatisticas F foi testada por booststrap com 1000
reamostragens, com intervalo de confianca (IC) de 99%, o indice de consanguinidade (Fis)
dentro das populagdes e o P-value utilizou-se o programa FSTAT v. 2.9.3. (GOUDET,
2002). O teste exato para verificar se os loci estavam de acordo com Equilibrio de Hardy-
Weinberg em cada populagdo foi desempenhado com o programa Arlequin v. 3.1
(EXCOFFIER et al., 2006), de acordo com o modelo proposto por Guo e Thompson

(1992) pelo método de Cadeias de Markov (1.000.000 interagdes € um numero de
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dememorizacdo de 100.000). Esse teste ¢ andlogo ao teste exato de Fisher e foi
desenvolvido para amenizar a auséncia ou baixa frequéncia de gendtipos na andlise de
marcadores multialélicos, como os microssatélites, e serviu para discriminar os /oci que
estavam em desequilibrio nas popula¢des. Empregou-se a correcdo de Bonferroni quando a
populacdo apresentou desvio significativo para algum locus com a = 5% (0,05/18).

A relacdo genética entre as populagdes foi avaliada a partir das distdncias genéticas
padrdo de Nei (1972) e Reynolds (1983) com o programa TFPGA v.1.3 (MILLER, 2000).
Com a utilizagdo do programa TFPGA, utilizou-se a matriz de distdncia genética padrdo de
Nei (1972) para a construcdo de um dendograma pelo método de agrupamento com média
aritmética ndo ponderada UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) com um bootstrap de 1000 repeticdes.

Para representar o padrdo de distribuicao da variabilidade genética e as relagdes entre
as populacdes, definindo similaridades ou diferengas, uma andlise de componentes
principais (PCA) foi aplicada utilizando o programa GenAlex, baseando-se na distancia
genética padrdo de Nei (1972), a qual serviu para comparar com o0s agrupamentos

propostos pelo método UPGMA.

4.5.3. Teste de alocacdo para as amostras de suinos SRD

A probabilidade de alocacdo dos individuos SRD foi testada com o programa
Structure, utilizando os procedimentos ja descritos anteriormente para defini¢do do nimero
provavel de populagdo. Apds a obtengao do melhor K considerando os dados de genotipos
dos 12 grupos genéticos foi realizada a designagdo de 47 individuos SRD ou grupo
genético em um ou mais clusters inferidos pelos valores de suas probabilidades de

correlagdo ou certificagdo, ou seja, probabilidades de um dado gendtipo (X) pertencer a

32



uma dada populagdo (K) utilizando o método de agrupamento descrito por Pritchard et al.
(2000) baseado na inferéncia bayesiana.

Para identificar a que cluster cada individuo pertencia, foram distribuidos os 47
individuos SRD pelos valores de probabilidades de alocagdo em trés classes sem
considerar os nimeros de clusters: > 0,8; 0,79 — 0,6 e < 0,59, depois os individuos de cada
classe de probabilidade foram distribuidos em cada cluster para identificar em qual

populacdo encontrava-se a maior propor¢ao de genodtipos SRD.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Amplificagdes

Dos 22 microssatélites submetidos a amplificacdo, dois (S0090 e SW836) nao
apresentaram amplificacdo de fragmentos nas condigdes de PCR estabelecidas e dois
(S0028 e S0097), apesar de amplificarem os fragmentos, depois da genotipagem
observou-se que mais de 40% de suas classes alélicas foram perdidas ou nado
identificadas sugerindo a presenca de alelos nulos, sendo assim, foram excluidos das
analises estatisticas. As percentagens de dados perdidos dos 18 loci analisados nas
populacdes estdo na Tabela II, ANEXOS, na qual mostra que 17 loci tiveram menos de
30% (minimo de 1,6% (SW911) ¢ maximo de 31,1% (S0355) dos alelos nao
identificados, e apenas um com 31,1%). Dessa forma, utilizaram-se nas analises
estatisticas as informagdes moleculares de 18 microssatélites genotipados em 190

suinos distribuidos em 12 grupos genéticos.

5.2. Definicao da provavel estrutura genética

O estudo da distribui¢do da estrutura populacional, em diferentes niveis hierarquicos,
utilizando a AMOVA para testar a significancia da variabilidade genética encontrada entre
os grupos genéticos foi realizado sob quatro analises (Tabela 4). Pode ser observado que
embora pequena, a maior variagao interpopulacional foi obtida quando se contrastou dois
grupos constituidos pelas grupos genéticos comerciais e localmente adaptados com Fgr de
3,6% altamente significativo (P<0,0001). Quando a andlise foi realizada com um tnico

grupo formado pelos 12 grupos genéticos o Fsr foi de 3,2% (P<0,0001), indicado que a
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populacdo suina amostrada no Estado de Pernambuco possui diferenciacdo genética
significativamente pequena. A Ultima estrutura para os 12 grupos genéticos foi escolhida
para ser reavaliada com o programa Structure para comprovacdo da real estrutura da

populacdo suina em estudo e entdo alocar os individuos SRD a sua devida populagao.

Tabela 4- Analise de variancia molecular (AMOVA) em diferentes niveis de estrutura dos

12 grupos genéticos suinos investigados.

Estrutura Fonte de GL SQ Ccv %Total Fsr P-value
variacao

Analise I Entre 4 27,258  0,02591 0,48 0,0048 >0,0001
populagdes

Geografia ~ Dentro das 375 2014,916 5,37311 99,52
populagdes

Analise I Entre 2 36,962  0,12122 2,09  0,02087 <0,0001
populagoes

Fenotipo Dentro das 377 2143,796 5,68646 9791
populagdes

Analise IIl  Entre 1 14,915 0,03015 0,52 0,03597 <0,0001
populagdes

Comerciais Entre 10 108,549 0,17848 3,08

vs. locais  populagdes

e SRD dentro dos
Dentro das 368 2057,294 5,59047 96,40
populagdes

Analise IV Entre 11 123,464 0,18744 324  0,03244 <0,0001
populagoes

12 grupos  Dentro das 368 2057,294 5,59047 96,76

genéticos populagdes

GL=graus de liberdade; SQ=soma dos quadrados; CV= componente de variagdo; Fsr=indice de
diferenciagdo.

Nos demais testes, a variacdo entre os cinco grupos genéticos referentes as regides de
procedéncia dos suinos, sem considerar suas informacdes fenotipicas, foi muito baixa

(Fs1=0,48%) e nao significativa (P>0,0001) e, quando considerou-se um grupo com trés
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populacdes (comerciais, localmente adaptadas e SRD), o Fgr também foi baixo (2,09%;
P<0,0001). Em todas essas analises, a maior variacao (acima de 95%) ocorreu entre
individuos dentro das populacdes, possivelmente, por terem sido provenientes de varios
rebanhos e de diferentes regides. Diante dessa baixa diferenciagdo genética entre os grupos
genéticos, sugere-se a ado¢do de cruzamentos entre os individuos mais distantes como
estratégia de conservagdo da variabilidade genética, assim como controlar o fluxo de genes
intenso na populagdo suina no Estado de Pernambuco através de praticas de manejo como
a troca de material genético entre plantéis e cidades vizinhas.

A baixa diferenciagdo entre os grupos genéticos representa a realidade da populagdo
em estudo, uma vez que o Fsy € inversamente proporcional ao fluxo génico e, nesses
grupos genéticos, pode-se sugerir que existe alto fluxo de genes entre individuos de
diferentes plantéis e regides proximas. Santos-Silva et al. (2009), ao avaliarem ragas ovinas
portuguesas, afirmaram que as ragas geograficamente proximas tendem a um nivel de
diferenciagdo pequeno, uma vez que o fluxo de genes entre ragas ¢ mais evidente.

Yang et al. (2003) encontraram diferenciagdo entre populagdes suinas chinesas
(Fs1=7,7%) com informagdes provenientes de microssatélites. Os resultados da AMOVA
de cinco populagdes suinas (Piau, Moura, Monteiro, Landrace e MS60) obtidos por Sollero
et al. (2008) mostraram que 14% de toda diversidade observada foi proveniente da
diferenca entre os grupos genéticos avaliados. Entretanto, tais autores trabalharam com
animais provenientes de rebanhos de conservagao e comerciais, o que pode ter contribuido
para um menor fluxo de genes devido as praticas de manejo adotadas. Em outro estudo
realizado com suinos mexicanos, um valor de Fst = 11%, proximo ao obtido por Sollero et
al. (2008) foi encontrado (LEMUS-FLORES et al., 2001). Os maiores valores

diferenciagdo genética para populacdes suinas ja reportados foram de Fsr = 27% (LAVAL
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et al., 2000), seguido por 26,1% para um estudo de diferenciacdo realizado entre suinos
europeus, coreanos € chineses (KIM et al., 2005).

O programa Structure tem sido largamente empregado em diversos estudos para
definicdo do nimero provavel de populagdes baseando nos valores médios de Ln Pr (X/K)
(PAIVA, 2005; SOLLERO et al., 2008; VICENTE et al., 2008; MARTINEZ et al., 2008
SANTOS-SILVA et al.,, 2009). Como o Structure detecta facilmente duas a quatro
populacdes altamente diferenciadas, e neste estudo, a diferenciacdo genética observada
entre grupos genéticos foi baixa em todas as estruturas testadas, utilizou-se os logaritmos
das probabilidades dos dados (In P (D)) do Structure para inferir o melhor K com uma
estatistica ad hoc denominada DeltaK, a qual baseia-se na taxa de mudanga do logaritmo
da probabilidade dos dados entre sucessivos valores de K (EVANNO et al. 2005) inferindo
que o melhor K foi aquele que apresentou o maior valor (92,01) para o AK (Figura 4). A
estatistica DeltaK identificou nas 15 populagdes inferidas (K) maior probabilidade para
K=2, assim foi possivel visualizar a distribuicdo da variabilidade genética dos individuos

conforme essa estrutura.
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Figura 4- Estimativa do melhor K pela estatistica DeltaK para as populacdes inferidas
com o programa Structure, que variou de K1 a K15 para os 12 grupos

genéticos.
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Na Figura 5, as barras verticais correspondem a cada uma das 12 populacdes e as
diferentes espessuras representam a amostragem de cada uma, enquanto as duas cores
referem-se as duas populagdes estimadas pelo DeltaK e representadas graficamente pelo
Structure. Quando a linha vertical ¢ de uma unica cor significa que 100% do genoma dessa
populacdo pertencem a este cluster, a menos que se tém duas cores significativas,
demonstrando o compartilhamento de alelos com outras popula¢des ancestrais, como visto
nos doze grupos genéticos, e portanto, ndo foi possivel separar os grupos genéticos locais
dos comerciais. Contudo, observa-se que os suinos SRD tiveram alta propor¢dao de
genoétipos representados pela cor vermelha na Figura 5, enquanto, os Canastras quase
100% dos gendtipos foram representados pela cor verde, a qual também esteve em maior
proporgao nas ragas comercias (Landrace, Duroc e Large White).

Existem evidéncias da contribuicdo das ragas comerciais em diferentes proporcdes
nos grupos localmente adaptados, bem como elevado grau de miscigenagdo das populagdes
em estudo. Estes resultados corroboram com os obtidos por Sollero et al. (2008), que
também concluiram que as ragas comerciais compartilham alelos com suinos localmente

adaptados, principalmente a raca Landrace com a raca Piau.

1.00
0.s0
0.60
0.40
0.20

0.o0

Figura 5- Distribuicao da estrutura genética dos 12 grupos genéticos suinos investigados

neste estudo com o programa Structure para K=2.

Populagdes: 1= Baé; 2=Canastra; 3=Caruncho; 4=Canastrdo; 5=Duroc; 6=Landrace; 7= Large
White; 8= Moura; 9=Mamelado; 10= Nilo; 11=Piau ¢ 12=SRD.
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5.3. Variabilidade intra e interpopulacional

Foram detectados 198 alelos com os 18 /loci analisados nos 12 grupos genéticos
suinos. Todos os loci apresentaram polimorfismo, apenas o marcador S0355 foi
monomorfico nas racas Duroc e Large White, entretanto, nessas duas populagdes
ocorreram falhas de genotipagem ou presenca de alelos nulos em 75% dos individuos
genotipados, o que resultou apenas na informacdo de um individuo de cada grupo. Lemus-
Flores et al. (2001) detectaram com esse marcador 5 alelos em suinos da raga Duroc e 7
alelos nas racas Large White e Landrace, por outro lado, Martinez et al. (2005), avaliando
populacdes suinas ibéricas verificaram que o S0355 foi monomorfico em seis das onze
populacdes investigadas.

A distribuicao das frequéncias alélicas para os 18 loci em cada populacdo encontra-
se na Figura 11, ANEXOS. A maioria dos /oci apresentaram alelos comuns com alta
frequéncia distribuidos em muitas das populac¢des. Treze loci (SW1517, SW830, S0155,
S0026, S0002, SW240, SW857, S0178, OPN, S0101, SW72, SW455 e SWOl1)
apresentaram de um a dois alelos comuns em todos os grupos genéticos, ¢ 16 alelos
estiveram presente em 91,7% das populagdes suinas (na Tabela I1I, ANEXOS, encontra-se
o numero de alelos de cada locus compartilhados entre as populagdes).

Quatro alelos privados (8, 15, 1 e 3) foram detectados com os /oci S1517, S0355,
SW857 e SW72, apresentando baixa frequéncia de 4%, 6%, 7% e 3%, respectivamente,
nas populacdes SRD (3) e Nilo (1).

Na Figura 6, em oito das 12 populagdes (Baé, Canastra, Canastrao, Landrace, Moura,
Mamelado, Nilo, Piau, SRD) ocorreu a presenca de alelos raros (com frequéncia inferior a
5%). Os grupos SRD, Canastra e Moura apresentaram maior quantidade de alelos totais e

alelos raros, 160, 155 ¢ 142 ¢ 68, 63 e 45 respectivamente, pode-se observar a influéncia
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do tamanho da amostra na quantidade de alelos totais. Das ragas comerciais, a raga
Landrace teve maior quantidade de alelos com 136 nos 18 loci genotipados. Desses, 33
tiveram frequéncia menor que 5%. Essa diferenca na quantidade de alelos totais detectados
nos grupos locais que foi superior aos comerciais pode ser um indicativo de que as racas
comerciais tenham sofrido uma perda de diversidade alélica. Quanto aos alelos raros
identificados mais nos grupos locais podem ser provenientes de mutagdes e/ou fluxo de
genes recente. No geral, as frequéncias alélicas obtidas dos 18 microssatélites oscilaram de
forma a demonstrar a existéncia de variabilidade genética tanto dentro quanto entre

populacdes (Tabela IV, ANEXOS).

SB sC SCAR SCT SM SMM SN SP SRD sbC SLA SLW
(n=11) (n=29) (n=07) (n=09) (n=18) (n=07) (n=16) (n=17) (n=47) (n=04) (n=21) (n=04)

m Alelos Totais Alelos Raros

Figura 6 - Distribuicao da quantidade de alelos totais e alelos raros em 12 grupos de suinos.

SB (Baé), SC (Canastra), SCAR (Caruncho), Canastrdo (SCT), SDC (Duroc), SLA (Landrace),
SLW (Large White), SM (Moura), SMM (Mamelado), SN (Nilo), SP (Piau) SRD (sem raga
definida).

Na Tabela 5 encontram-se os resultados da analise quantitativa da variabilidade
intrapopulacional dos parametros: niamero total (Nta), médio (Nma) e efetivo de alelos
(Nea), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) segundo o equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW), Contetdo de Informagdao Polimorfica (PIC), duas probabilidades de
exclusdo de paternidade (PE1 e PE2), estatisticas F (Fis, Fir € Fst) em cada /ocus e numero

de grupos genéticos que apresentaram desvios significativos para o teste de EHW.
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Tabela 5- Estimativas por /ocus de indices relacionados a variabilidade genética de 190 suinos comercias e localmente adaptados.

Loci "Nta ®Nam ‘Nea 9Ho *He PIC ¢PE] bpE2 TR PRer B TEHW
SW1517 12 6,80 3,751 0,523 0,776 0,753 0,582 0,400 07328 0,016 0,316 6
SW830* 7 4,50 2,737 0,486 0,658 0,614 0,748 0,573 0,264 0,019 0,250 1
S0155%* 9 6,20 2,709 0,494 0,653 0,633 0,725 0,532 0,243 0,000 0,246 4
S0026* 8 5,20 3,545 0,722 0,755 0,719 0,636 0,456 0,045 0,010 0,035 3
S0002* 9 6,50 4,586 0,911 0,829 0,805 0,513 0,341  -0,095 0,031 -0,130 2
S0355%* 8 3,50 1,774 0,206 0,653 0,588 0,760 0,606 0,695 0,242 0,597 6
SW2406* 12 5,40 3,125 0,431 0,678 0,657 0,699 0,507 0,367 0,037 0,343 6
SW936* 12 6,20 4,074 0,497 0,851 0,832 0,462 0,298 0,421 0,055 0,388 4
SW857* 11 4,90 2,664 0,818 0,677 0,646 0,714 0,529  -0,196 0,033 -0,236 2
S0178* 8 4,90 3,089 0,970 0,721 0,688 0,670 0,487  -0338 0,062  -0,427 7
OPN 13 6,30 3,976 0,514 0,793 0,768 0,563 0,385 0,355 0,028 0,337 7
S0005* 20 10,50 7,555 0,720 0,939 0,933 0,229 0,129 0,236 0,025 0,216 6
S0101* 8 5,20 3,350 0,492 0,719 0,686 0,674 0,490 0,317 0,001 0,317 6
SW24* 14 7,40 5,063 0,684 0,866 0,850 0,424 0,268 0,215 0,038 0,185 3
S0068* 19 10,20 7,407 0,790 0,913 0,903 0,306 0,181 0,136 0,010 0,127 8
SW72%* 7 4,00 2,452 0,398 0,598 0,541 0,803 0,648 0,337 0,025 0,321 8
SW455 13 7,90 5,483 0,541 0,895 0,883 0,358 0,217 0,399 0,035 0,377 6
SWOI1* 8 5,70 4,267 0,722 0,819 0,792 0,537 0,362 0,123 0,037 0,089 1
Média 11 6,18 3,978 0,607 0,766 0,738  0,99998 0,99999 0,214 0,039 0,186

"1C.99% = 0,105-0,314; “IC.99%= 0,022-0,063; "IC.99%=0,072-0,280; *FAO/ISAG (2004).

* Numero total de alelos; "Numero médio de alelos; “Numero efetivo de alelos; “Heterozigosidade observada; “Heterozigosidade esperada; ‘Contetdo de Informagdo
Polimérfica; *PE1 = probabilidade de exclusdo 1, "PE2 = probabilidade de exclusio 2.

‘indice de fixagio referente a populagio global; ! endogamia devido a diferenciagio entre sub-populagdes, em relagdo a populagio total; 'coeficiente de endogamia em relagio
as suas subpopulagdes; ™ Namero de grupos genéticos que desviaram do EHW(P<0,05).
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O numero total de alelos por locus (Nta) variou de 07 para os loci SW830 e SW72 a
20 alelos para o locus S0005. Dos loci recomendados pela FAO, seis (SW830, S0026,
S0355, S0178, S0101 e SW72) revelaram poucos alelos de sete a oito por locus; Laval et
al. (2000) detectaram de sete a nove alelos por locus para os cinco desses loci (S0026,
S0355, S0178, S0101 e SW72) e Behl et al. (2005) também obtiveram poucos alelos com
os loci S0026, S0355, S0178 e SW72 (de 6 a 11 alelos). O menor valor médio de alelos
(Nma) foi de 3,5 para o locus S0355, que teve um total de 08 alelos, podendo ser reflexo
da diferenca nas amostragens entre os grupos genéticos. O locus S0005 também apresentou
maior numero de alelos em trabalhos realizados com popula¢des suinas por Lemus-Flores
et al. (2001) e Yang et al. (2003) obtiveram 23 e 31 alelos respectivamente, quantidades
superior as apresentadas neste estudo e Fabuel et al. (2004), que identificaram 14 alelos.
Em geral, a diversidade genética em cada heterozigosidade, a qual variou largamente entre
os loci. A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,206 (S0355) a 0,970 (S0178),
enquanto a heterozigosidade esperada segundo o EHW (He) variou de 0,598 (SW72) a
0,939 (S0005). O numero efetivo de alelos foi de 1,774 (S0355) a 7,55 (S0005).

O Conteudo de Informacgdes Polimorficas (PIC) oscilou entre 0, 541 (SW72) e 0,933
(S0005) com um valor médio de 0,738. Dos 18 loci de microssatélites analisados, nove
apresentaram alto polimorfismo (PIC> 0,7) e apenas dois com PIC inferior 0,6, segundo a
classificacdo Botstein et al. (1980) marcadores com PIC superior 0,5 sdo considerados
muito informativos. Os maiores valores de PIC (0,939 e 0,903) corresponderam aos
microssatélites que apresentaram maior numero de alelos (S0005 e S0068,
respectivamente). Com base nos valores de PIC encontrados e altas probabilidades de
exclusdo combinada de 0,99998 (PE1) e 0,99999 (PE2), sugere-se que todos os loci podem

ser utilizados para compor um painel para teste de paternidade em estudos posteriores com
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os grupos genéticos deste trabalho, contudo, os /oci recomendados pela FAO (SW936,
S0005, S0068) apresentaram valores de PE1 e PE2 inferiores a 40%.

O Fgr por locus variou de zero (S0155) a 0,242 (S0355) e o valor médio foi de
0,039, significando que apenas 3,9% do total da variagdo genética foi explicada pela
diferenga entre populacdes e a maioria da diversidade genética existente (96,1%)
correspondeu as diferencas entres os individuos dentro das populagdes. Para o indice Fsr
66,7% dos loci apresentaram valores fora do intervalo de confianga (IC=99%), com onze
loci apresentando valores significativos, embora baixos para diagnosticar diferencas entre
grupos genéticos. Os valores médios de Fis e Fi para todos os /oci foram de 0,186 ¢ 0,214
com 38,9% e 33% dos valores fora do IC respectivamente.

O Fir ¢ o indice de fixacdo que mede a redugdo média de heterozigotos de um
individuo referente a populag@o global. Enquanto o Fis ¢ o coeficiente de consanguinidade
dentro das populacdes que varia de -1 quando todos os individuos sdo heterozigotos e +1
quando n3o ha heterozigotos na populacdo e, neste estudo, representou alto grau de
consanguinidade dentro das populagdes com exce¢do dos loci S0002 (-0,130), SW857 (-
0,236) e S0178 (-0,427) que apresentaram Fig negativo sugerindo excesso de heterozigotos
nesses loci ou exogamia. Por outro lado, o Fis positivo (0,186) para todos os /oci nas
populagdes, o qual representa o déficit de heterozigotos provavelmente reflete a subdivisao
da populagdo geral em subpopulacdes devido a consanguinidade acumulada nas pequenas
populagoes.

O teste do EHW para os loci polimorficos mostrou que todos desviaram do EHW
(P<0,05) em pelo menos uma populacdo. Os loci SW72 (8) e S0068 (8) e OPN (7)
apresentaram maior numero de populagdes em desequilibrio e os loci SW911 e S0830

apenas em uma populacao (SRD e Canastra, respectivamente). Esses sdo esperados, uma
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vez que o EHW ¢ atingido apenas em popula¢des panmiticas (as probabilidades do teste
para o EHW encontram-se na Tabela V, ANEXOS).

Callen et al. (1993) afirmaram que se a propor¢do de gendtipos de um locus nao esta
em EHW em algumas populagdes, pode-se suspeitar da ocorréncia de uma selegdo
afetando tal /ocus ou ainda a existéncia de alelos nulos, que ¢ um problema comum nos
estudos com microssatélites explicado pela baixa eficiéncia da hibridizacdo dos primers
usados para amplificar um determinado /ocus. Contudo, quando uma populacdo apresenta
desvio para um numero independente de loci, as causas como subdivisdes dentro das
populacdes, migragdo ou fluxo de genes de uma fonte externa, ou ainda, os acasalamentos
ndo aleatorios sdo mais pronunciados.

Na Tabela 6 encontram-se os resultados das andlises para nimero médio de alelos
(Nma) e nimero efetivo de alelos (Nea), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho),
contetido de informagdo polimérfica (PIC), indice de consanguinidade (Fis) e nimero de
loci que apresentaram desvio para o EHW por populagdo.

A média de alelos foi menor para a raca comercial Duroc que foi de 3,65 alelos,
enquanto a populacdo SRD apresentou 8,89 alelos e Canastra 8,61. A média para todos os
grupos genéticos foi de 6,20 alelos, sendo que cinco dos grupos genéticos localmente
adaptados e raca comercial Landrace apresentaram Nam acima da média.

As racas Duroc e Large White apesar do pequeno nimero de individuos genotipados
(n=4) apresentaram poucos alelos (3,61 e 3,72), e ainda nessas duas populacdes, o locus
S0355 foi monomorfico, necessitando, portanto, mais estudos com estes mesmos
microssatélites tipados em uma maior amostragem. Além disso, as ragas comerciais podem
estar sendo penalizadas pelo processo de selegdo artificial, que causa diminui¢do da

variabilidade genética.
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Tabela 6 - Estimativas por grupo genético de indices relacionados a variabilidade genética

de 190 suinos comercias e localmente adaptados avaliados com 18

microssatélites.
Grupos N ‘Nam  "Nea ‘Ho ‘He PIC ®)Fs  "EHW
genéticos/ragas
Baé 11 5,44 3,904 0,532 0,649 0,619  0,226* 1(0)
Canastra 29 8,61 4,580 0,549 0,720 0,692  0,230* 16 (11)
Caruncho 07 5,50 4,024 0,625 0,707 0,670  0,153* 6 (0)
Canastrao 09 5,78 4,117 0,634 0,712 0,669  0,119*% 3(2)
Moura 18 7,89 4,746 0,666 0,748 0,717  0,116* 8 (4)
Mamelado 07 4,67 3,381 0,576 0,622 0,606  0,156* 4(0)
Nilo 16 6,22 3,776 0,620 0,679 0,637 0,113* 9(3)
Piau 17 6,56 4,236 0,615 0,717 0,678  0,184* 11(7)
SRD 47 8,89 4,539 0,561 0,732 0,700  0,228* 16 (14)
Duroc 04 3,61 3,008 0,569 0,581 0,564  0,250* 3 (0)
Landrace 21 7,56 4,412 0,592 0,718 0,687  0,180* 8 (6)
Large White 04 3,72 3,017 0,681 0,599 0,560 0,056 1(0)
Média 6,20 3,98 0,60 0,68 0,65 0,167

*(P<0,05); “Namero médio de alelos; "Numero efetivo de alelos; “Heterozigosidade observada;
Heterozigosidade esperada; “Contetido de Informagio Polimorfica; Porcentagem de loci poplimérficos;
£Coeficiente de consanguinidade dentro de cada populagdo; " Nimero de loci que desviaram do equilibrio de
Hardy-Weinberg (P<0,05), valores entre parénteses refere-se ao niimero de loci em desequilibrio apods
corre¢do de Bonferroni (P<0,003).

O Nea variou de 3,008 (SD) a 4,746 (SM) e em 78% dos grupos genéticos de suinos
localmente adaptados a He foi superior a 70% e os 22% restante acima de 60%.

Embora variando em todas as populacdes, a Ho média foi menor a He em 11 grupos
genéticos, indicando que existe desequilibrio de Hardy-Weinberg nas populagdes. Apenas
na raca Large White a Ho foi superior a esperada, ressaltando que nessa populacao,
composta por quatro individuos, dois foram amostrados de um rebanho de Pernambuco,

um da Embrapa Suinos e Aves (Concérdia-SC) e outro de uma fazenda de Brasilia (DF) e
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também possivelmente o déficit de homozigoto nessa populacdo deve-se aos planos
dirigidos de selecdo. A raga Duroc apresentou menor valor de He (0,581) devido ao fato do
baixo numero médio de alelos, por outro lado o grupo dos animais caracterizados
morfologicamente como Moura apresentou maior valor para este indice (0,748).

Diversos fatores podem contribuir para a menor heterozigosidade observada em
relagdo a esperada nas populacdes em estudo como consanguinidade, subdivisdo da
populacdo, presenca de alelos nulos ou ainda sele¢do a favor de homozigotos que conduz a
perda de heterozigotos (MAUDET et al., 2002).

O PIC foi maior no grupo genético Moura (0,717) e menor nas ragas Large White
(0,560) e Duroc (0,564), a qual teve o menor valor para He. Nas figuras 7 e 8 encontram-se
os valores médios para as populagdes comerciais, locais e média geral para os 12 grupos
genéticos dos pardmetros nimero médio (Nea) e efetivo de alelos (Nam), contetido de
informagdo polimorfica (PIC), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) e indice
de consanguinidade intrapopulacional (Fis). Os suinos locais apresentaram maiores valores
médios para os parametros de diversidade genética intrapopulacional como Nea, Nam, PIC
e He aos obtidos para as ragas comerciais e ainda foram superiores as medias dos 12
grupos genéticos.

Tal observacao demonstra a alta diversidade das populagdes localmente adaptadas
em relacdo as comerciais. Provavelmente, esta maior diversidade ¢ devido ao fato dos
grupos genéticos localmente adaptados ndo estarem sujeitas a constantes programas de
melhoramento para determinadas caracteristicas como os rebanhos comerciais. Esta maior
diversidade dos grupos localmente adaptados resulta em um pool génico que as tornam
capazes de sobreviver as adversidades do meio em que vivem. Contudo, a Ho foi inferior
para os grupos genéticos locais o que sugere maior déficit de heterozigotos nesses grupos

devido ao reduzido numero de reprodutores e falta de manejo reprodutivo que elevam o
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grau de consanguinidade como observados pelo maior valor médio para o coeficiente de

consanguinidade intrapopulacional (Fis).
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4,000 -
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Comerciais
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Figura 7 — Variagdes dos parametros nimero médio (Nam) e efetivo (Nea) de alelos nas

populacdes comerciais, locais e nos 12 grupos genéticos representados pela

média geral.
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Figura 8 — Variagdes dos parametros conteido de informacao polimérfica (PIC),

heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) nas ragas grupos genéticos

comerciais, locais e nos12 grupos genéticos representados pela media geral.
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A variabilidade dentro dos grupos genéticos estimados pelo coeficiente de
consanguinidade (Fis) mostrou que o maior valor foi para raca Duroc (0,250; P<0,05), e o
menor para raca Large White (0,056) sem efeito significativo (P>0,05). Trés grupos
genéticos de suinos localmente adaptados (Canastra, SRD e Baé) tiveram elevados valores
de Fis (P<0,05).

Nos grupos genéticos locais, como ndo hé planos de sele¢ao dirigidos, pode-se inferir
que os valores de Fis positivos sejam reflexos do efeito da consanguinidade, que pode
contribuir para o déficit de heterozigotos observados devido aos acasalamentos entre
individuos parentes que ocorrem nas pequenas populacdes dos criatérios de suinos em
Pernambuco. A raca Landrace apresentou alto grau de consanguinidade (Fis=0,180) e foi
significativo (P<0,05), e ja era esperado essa consanguinidade uma vez que muitos dos
individuos apresentavam grau de parentesco. A raga localmente adaptada Piau apresentou
alto valor de Fig= 0,184 (P<0,05). Para o grupo genético SRD composto de 47 suinos o Fig
foi ainda maior, igual a 0,228 (P<0,05). Os valores positivos e significativos para Fis em
11 grupos genéticos também demonstraram que os mesmos encontram em desequilibrio de
Hardy-Wienberg.

Contrariamente ao obtido neste trabalho, Sollero et al. (2008) encontram Fig
negativos (-0,054 e -0,055) quando avaliaram suinos Landraces provenientes de duas
diferentes regidoes do Brasil (Sul e Centro-Oeste) ¢ Mouras (regido Sul), respectivamente.
Entretanto, obtiveram Fg para raga Piau de 0,126 ao avaliar uma populagdo composta de
31 suinos das regides Nordeste (1), Sudeste (15) e Centro-Oeste (15). Valores de Fig acima
de 0,10 para as ragas comerciais Landrace, Large White e Duroc estudadas em outros
paises foram obtidos por Lemus-Flores et al. (2001) e Kim at al. (2005).

O grupo SRD apresentou 16 loci desviando do EHW (P<0,05), enquanto que a raga

Large White apenas um /locus nao aderiu ao EHW (P<0,05). Isso mostra grande diferenca
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na quantidade de loci que ndo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg entre as populagdes
analisadas, principalmente nos grupos localmente adaptados que apresentaram maior
amplitude de 3 (Canastrdo) a 16 (SRD), nas ragas comercias a variagdo foi de 1 (Large
White) a 11 (Landrace) loci em desequilibrio. Apds a corre¢do de Bonferroni, o maior
numero de /oci em desequilibrio continuou sendo para os grupos genéticos SRD e Canastra
(14 e 11 respectivamente), e em cinco grupos todos os loci aderiram ao EHW (Baé,
Caruncho, Duroc, Large White e Mamelado).

Nos grupos analisados, a alta quantidade de /oci desviados provavelmente deve-se ao
fato de que os suinos eram criados por pequenos produtores no Estado de Pernambuco que,
na maioria das vezes, realizavam os acasalamentos entre individuos aparentados,
principalmente por terem um rebanho reduzido e também pelo habito da troca de
reprodutores entre propriedades vizinhas. O excesso de homozigotos nos grupos genéticos
analisados deve ser proveniente do Efeito Walhund que ¢ o resultado da presenca de
subpopulagdes nas amostras representadas em cada grupo como reportado por Lemus-
Flores et al. (2001) para populagdes suinas mexicanas, que pode ser uma das justificativas
para os 11 grupos genéticos estarem em desequilibrio de Hardy-Weinberg, assim como o
numero reduzido da amostra (CANUL et al., 2005).

Apesar do controle nas coletas de material biologico evitando-se individuos
relacionados, as informacdes sobre a genealogia dos animais foram fornecidas pelos
produtores, que em sua maioria nao faziam controle zootécnico, ¢ ainda compravam os
animais de feiras livres, o que pode aumentar o fluxo de genes de outras populagoes.

A distancia de Nei (1972) e Reynolds (1983) encontram-se na Tabela 6,
representando a variacdo genética entre as populacoes. A partir dos valores da distancia de
Nei, evidenciou-se que a populacdo localmente adaptada Canastra foi a mais proxima da

raca comercial Landrace (0,094), por outro lado, a populagdo Mamelado foi mais distante
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geneticamente da raca Duroc (0,794). Possivelmente, devido ao isolamento geografico,
efeitos de deriva e amostragem, a raga Duroc foi a que apresentou maiores distancias em
relacdo as demais populagdes localmente adaptadas, mostrando resultados condizentes aos
encontrados por Martinez et al. (2000), que utilizaram o mesmo método de distancia e
evidenciaram que hé diferenciagdo genética entre suinos da raga Duroc e as ragas suinas
Ibéricas. Resultados semelhantes também foram obtidos pela distancia de Reynolds,
demonstrando que das ragas comerciais, a populagdo comercial Landrace apresentou alta

relacdo com as populagdes locais.

Tabela 6 — Matriz de distdncia genética padrao de Nei (1972) (abaixo da diagonal) e
distancia de Reynolds (1983) (acima da diagonal) entre cada par dos 12

grupos genéticos de suinos.

SB SC SCAR SCT SDC SLA SLW SM  SMM SN SP SRD

SB - 0,031 0,047 0,042 0,073 0,022 0,057 0,0425 0,089 0,101 0,061 0,067
SC 0,183 - 0,015 0,025 0,028 0,011 0,032 0,023 0,078 0,061 0,055 0,053
SCAR 0,308 0,182 - 0,008 0,043 0,022 0,025 0,022 0,070 0,075 0,060 0,058
SCT 0,257 0,182 0,219 - 0,047 0,011 0,036 0,016 0,082 0,072 0,061 0,074
SDC 0,444 0,292 0,452 0,426 - 0,036 0,072 0,048 0,130 0,133 0,084 0,098
SLA 0,158 0,094 0,214 0,145 0,326 - 0,043 0,011 0,073 0,073 0,050 0,065
SLW 0,336 0,259 0,336 0,326 0,523 0,295 - 0,043 0,073 0,097 0,067 0,062
SM 0,235 0,144 0,242 0,181 0,429 0,114 0,350 - 0,044 0,038 0,014 0,032
SMM 0,387 0,338 0,418 0,418 0,794 0,334 0,485 0,262 - 0,057 0,037 0,034
SN 0,386 0,252 0,367 0,324 0,754 0,312 0,539 0,199 0,273 - 0,018 0,037
SP 0,294 0,240 0,352 0,322 0,617 0,235 0,484 0,130 0,229 0,128 - 0,020

SRD 0,302 0,208 0,319 0,342 0,627 0,254 0,424 0,169 0,198 0,160 0,119 -

SB (Ba¢), SC (Canastra), SCAR (Caruncho), SCT (Canastrdo), SDC (Duroc), SLA (Landrace), SLW (Large
White), SM (Moura), SMM (Mamelado), SN (Nilo), SP (Piau) SRD (sem raga definida).

A partir da matriz de distdncia genética padrdo de Nei (1972) se construiu uma
arvore de distancia pelo método UPGMA, na qual os numeros nas bifurcagdes do
dendograma representam os valores de bootstrapping (Figura 9), demonstrou a formagao

de quatro grupos fortes, o primeiro com 51% de confianca agrupou a raca comercial
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Landrace com os grupos genéticos locais Canastra, Moura, Canastrdo, Baé¢ e Caruncho, e o
segundo, também com 51% de confianca pelas populacdes Piau, SRD, Nilo e Mamelado.
Apesar de estar agrupada neste segundo cluster, a populagdo Mamelado demonstrou-se
mais distante das demais.

Houve maior proximidade da raga comercial Landrace com o grupo localmente
adaptado Canastra apresentando alto valor de bootstrapping (77%). As racas Large White
e Duroc foram mais distantes geneticamente dos demais grupos genéticos com valores de

bootstrapping de 73% e 100%, respectivamente, e formaram os outros dois grupos (Figura

9).
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Duroc

Figura 9 — Arvore de distancia genética agrupada pelo método UPGMA baseada nos
valores da distancia de Nei (1972), demonstrando as relagdes genéticas entre

os 12 grupos genéticos investigados.

Na analise de componentes principais (CPA) foram apresentados dois componentes
responsaveis pela maior variagdo observada entre os grupos genéticos. O primeiro foi
responsavel por 41% do total da variagdo observada, enquanto o segundo explicou 16,7%
(Figura 10A). Um terceiro componente com um percentual de 14,4% (Figura 10B,
componente 1 vs componente 3 e Figura 10 C, componente 2 vs componente 3) também

contribuiu para a variagdo total observada com o grupo genético Mamelado
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Figura 10 — Representacdo da analise de componentes principais dos 12 grupos genéticos
obtidos a partir da distancia genética padrao de Nei (1972).

SB (Baé), SC (Canastra), SCT (Canastrao), SCAR (Caruncho), SDC (Duroc), SLA (Landrace),

SLW (Large White), SM (Moura), SMM (Mamelado), SN (Nilo), SP (Piau) SRD (sem raga
definida).

52



(SMM) contribuindo mais para essa variagdo. Os trés componentes resultaram em um
percentual cumulativo de 72,2%. Fan et al. (2002) demonstraram valores inferiores (41%)
ao deste trabalho pelos dois primeiros componentes quando avaliaram as ragas suinas
chinesas; Sollero et al. (2008) encontram 74% do total da variagdo observada em suinos
localmente adaptados no Brasil explicada pelos dois primeiros componentes e foi superior
ao deste estudo, que foi de 57,7% para os dois primeiros componentes (Figura 10A).

Os resultados obtidos dessa analise evidenciaram também um claro agrupamento das
populacdes Caruncho (SCAR), Baé (SB) e Canastrao (SCT) e Canastra (SC) com a raga
comercial Landrace (SLA), que apresentaram alta similaridade genética, principalmente
entre a raca comercial Landrace e Canastra, e entre as populagdes locais Canastrao e Ba¢
mostrando-se pela representacdo grafica indistinguiveis. As ragas Duroc (SD) e Large
White (SLW) novamente foram as mais dissimilares, corroborando com os resultados
representados pelo método UPGMA. A influéncia da raga Landrace, provavelmente, deve-
se a sua predominancia na regido. Outro grupamento foi constituido pelas populagdes
locais (SN, SP, SRD e SMM) com a populagdo Moura mostrando-se mais independente e
mais similar com as populag¢des Landrace e Canastra, e as populacdes SRD e Mamelado o
agrupamento foi similar e pode ser justificado pela forte semelhanca nas caracteristicas
morfologicas entre ambas, a presenca de mamelas (apéndices inseridos na base do
pescoco) foi o principal critério para formagao do grupo de suinos Mamelados.

A separacdo dos grupos genéticos no grafico sugere que existe certa particularidade

genética entre as populagdes que as tornam distintas.
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4.5.4. Teste de alocacdo para as amostras de suinos SRD

Apesar de ndo ter sido possivel separar os grupos genéticos locais dos comerciais, 0s
SRD tiveram maior parte dos seus gendtipos clusterizados em uma das populagdes obtidas
com a estatistica DeltaK.

Posteriormente a obten¢do do melhor K, foi realizada a alocacdo dos 47 individuos
SRD pelos valores de probabilidades de correlagdo em trés classes de valores de
probabilidade de certificagdo racial obtidos com o programa Structure: > 0,8; 0,79 - 0,6 e
0,59-0,5. Em geral, 87,23% (n=41) dos individuos foram incluidos na classe de
probabilidade acima de 0,8 com média de 0,954 £ 0,032. Os 10,64% (n=5) dos individuos
pertenceram a classe de 0,79-0,6 com média de 0,724 + 0,046 e 2,13% dos individuos da

clase de 0,59-0,5 (0,508 + 0,00), que representou apenas um animal (Figura 11).
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Figura 11- Distribuicdo dos suinos do grupo genético SRD em cada classe de

probabilidade de alocacao.
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Observa-se com esta distribui¢do que a maior parte dos suinos do grupo SRD das
classes de probablididades de certificagdo >0,8 (85,37%) e de 0,79-0,6 com 60% dos
individuos foram agrupadas na populacdo 2 (cluster) e o unico individuo da classe de 0,59-
0,50 teve maior contribuicao do cluster 1, que pode ser explicado pelo fato deste animal
ser caracteristicamente muito miscigenado proveniente do municipio Parnamirim da regido

Sertao Central (Figura 12).
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Figura 12- Distribuicdo dos suinos do grupo genético SRD em cada classe de
probabilidade de alocacdo nos dois clusters inferidos pela estatistica DeltaK

(K=2).

A maioria dos suinos SRD procedentes das regides Zona da Mata (90,9%), Agreste
(75%) e Sertdo (62,50%) agruparam-se no cluster 2, sugerindo que independente da regido
existe compartilhamento de alelos entre os individuos dessa populagdo, assim como entre
os individuos (SRD) da populagdo um (Tabela 8). Fizeram parte do cluster 1 nove

individuos SRD da regido Sertdo, dos municipios Araripina (n=3), Parnamirim (n=3),
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Salgueiro (n=1) e Granito (n=2), um da Zona da Mata do municipio Paudalho e trés da
regido Agreste dos municipios Bezerros, Pedra e Belo Jardim.

Tabela 8- Distribuicdo dos suinos SRD de cada regido fisiografica do Estado de

Pernambuco em cada. A quantidade de individuos por regido corresponde a N.

Regides

N Cluster 1 (%) Cluster 2 (%)
Zona da Mata 11 9,1 90,9
Agreste 12 25,0 75,0
Sertdo 24 37,50 62,50

Na Tabela 9 encontram-se as propor¢des dos individuos de cada grupo genético
estudado em cada cluster (K=2), podendo ser observado que a populagdo 1 apresentou
maior probabilidade de certificagdo para o ecotipo Canastrdo (0,940) e a populagdo 2 para
o SRD (0,718), demonstrando maior identidade genética das mesmas. O cluster 1 também
apresentou altas probabilidades de certificagdo para as ragas comerciais Landrace (0,832),
Duroc (0,761) e Large White (0,677), bem como para outros grupos genéticos locais (Bag,
Moura e Piau) e contribuiu praticamente para todos os grupos em estudo.

Apesar das racas exoticas (Duroc, Landrace e Large White) mostrarem maior
proporcao de alelos clusterizados na populagdo 1, uma pequena parte apresentou alelos da
populacdao 2, o que pode sugerir compartilhamento com alelos de suinos localmente
adaptados. Os grupos genéticos Nilo, Canastra e Caruncho foram as que apresentaram
menores probabilidades de certificagdo, com os clusters 1 e 2.

Das quatro amostras da raca Large White, duas provenientes do municipio de
Goiana, da regido Zona da Mata, mostram-se influenciados por alelos dos grupos locais. O

mesmo observou-se para quatro amostras da raca Landrace do municipio de Abreu e Lima
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da regido Metropolitana do Recife e uma de Duroc da Embrapa Suinos e Aves, Concordia -

SC.

Os valores do indice de diferenciacdo (Fst) para cada populacdo (K) inferida foi de

0,066 para a populacio 2, demonstrando maior diferenciagdo genética das sua

subpopulagdes quando comparada com o Fsr das subpopulagdes da populacao 1 (0,022)

(Tabela 9).

Tabela 9 — Propor¢ao de individuos de cada um dos 12 grupos genéticos estudados em

relacdo a cada cluster determinada pela estatistica DeltaK.

Grupos genéticos N Cluster 1 Cluster 2
Baé 11 0,781 0,219
Canastra 29 0,561 0,439
Caruncho 07 0,593 0,407
Canastrao 09 0,940 0,060
Moura 18 0,792 0,208
Mamelado 07 0,378 0,622
Nilo 16 0,504 0,496
Piau 17 0,674 0,326
SRD 47 0,282 0,718
Duroc 04 0,761 0,239
Landrace 21 0,832 0,168
Large White 04 0,677 0,323
Fgrpara K 0,022 0,060
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6. Conclusoes

Ainda existe variabilidade genética intra e interpopulacional nos grupos localmente
adaptados.

A raga Landrace e as populacdes Canastra, Moura, Canastrao, Caruncho e Ba¢ foram
geneticamente proximas, evidenciando a participagdo dessa raca comercial na composicao
genética dos suinos localmente adaptados no Estado de Pernambuco.

As ragas Duroc e Large White foram as mais distintas, possivelmente por estas nao
terem feito parte da colonizacdo e miscigenacao das populagdes locais da regido.

Dois grupamentos parecem descrever adequadamente a distribui¢do da variabilidade
genética encontrada nos doze grupos genéticos.

O baixo nivel de diferenciacdo, devido a similaridade genética entre as populacodes,
conduziu a uma estrutura genética bastante complexa.

O painel de microssatélites foi efetivo para alocar os individuos SRD aos dois

principais pools de diversidade observados.
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Anexos

Protocolo: Extracio de DNA de tecido (adaptado de Boyce et al., 1989)

. Numerar trés conjuntos de tubos do tipo eppendorf de 1,5 mL;

Cortar pequenos pedacos de pelos contendo os bulbos (aproximadamente 30) ;
Adicionar 500 pL do tampao de extragdo contendo CTAB e com pistilo proprio,
macerar o material contra a parede do eppendorf;

Incubar os tubos no banho-maria a 65°C por uma hora. A cada 20 min. de
incubagdo, retirar os tubos, passar pelo vortex e retornar ao banho-maria;

Adicionar 500 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) no segundo jogo de
tubos do tipo eppendorf;

Retirar os tubos do banho-maria e centrifugar por dois minutos a 14.000 rpm;
Remover o sobrenadante (aproximadamente 450 pL) e inserir nos tubos contendo a
solu¢do de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1);

Homogeneizar as solu¢des gentilmente na horizontal com cuidado para nao
derramar;

Centrifugar por 15 min. a 14.000 rpm.

Remover apenas a camada superior e transferir o coletado para o terceiro conjunto
de tubos. Evitar coletar camada que divide o cloroféormio da fragao a ser coletada;
Adicionar 250 pL de isopranol gelado (-20°C) e homogenizar a solucao
gentilmente. Nessa etapa ocorre a precipitacdo de DNA existente.

Colocar os tubos a -4°C por pelo menos 30 min. para auxiliar a precipitagdo. Nessa
etapa ocorre a precipitacdo do DNA existente;

Centrifugar por 30 min. a 14.000 rpm para formagao do pellet;

Descartar o sobrenadante com cuidado para ndo perder o pellet. Adicionar 1 mL de
etanol 75% (-20°C) para lavar o pellet;

Centrifugar por dois minutos a 14.000 rpm;

Descartar o sobrenadante com cuidado para ndo perder o pellet. Adicionar 1 mL de
etanol 100% (-20C) para lavar o pellet;

Centrifugar por dois min. a 14.000 rpm;

Descartar o sobrenadante com cuidado para ndo perder o pellet. Secar o pellet a

temperatura ambiente ou maquina vacuo (speed-vac);
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19. Adicionar pelo menos 50 pL de TE estéril (tris-EDTA pH 8,0) para diluir o pellet
(100 uL para pellets visiveis) e deixar os tubos a 4°C overnight;

20. Estocar o DNA a 4°C para uso imediato ou a — 20°C para usos menos frequentes.

Tampao de Extracio de DNA de pelos:
Para 50 mL adicionar:

4,09 g de NaCl

100 pL de 2-mercaptoetanol

5 mL de 1M Tris-HCI (pH=8,0)

2 mL de EDTA (pH=8.0)

1 gde CTAB

40 mL de H,O (deionizada)

Autoclavar

Preparo das Solucdes:

Tris 1 M (pH=8,0) — para 50 mL

6,06 g Tris

Dissolver em 37,5 mL H,O (deionizada)
Ajustar o pH com HCI

Completar o volume para 50 mL

Autoclavar

EDTA (pH=8,0) — para 50 mL

3,72 gde EDTA

Dissolver em 37,5 mL de H,O (deionizada)
Ajustar o pH com NaOH

Completar o volume para 50 mL

Autoclavar
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Tabela I — Protocolos das reagdes da polimerase em cadeia (PCR) para cada multiplex.

Reagentes Primers (mM)
Multiplexes Master Q. H,O 1 2 3 4 5 6 DNA
Mix Solution  (uL) (uL)
(uL) (uL)
*MA 3,5 0,7 0,6 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 1,5
MB 3,5 0,7 0,58 0,14 0,14 0,16 0,14 0,14 0,14 1,5
MC 3,5 0,7 0,66 0,14 0,18 0,14 0,18 - - L5
MD 3,5 0,7 0,88 0,14 0,14 0,14 0,14 - - L5

* O as amplificacdes do multiplex MA ocorreram com seis microssatélites até o final das analises das

genotipagens.
MA: P1=S0097; P2=S0155; P3=S0026; P4=SW830; P5=SW1517; P6=S0228
MB: P1=SW857; P2=SW936; P3=; P4=SW; P24065=S0178; P6=S0005

MC: P1=S0101; P2=S0005; P3=SW24; P4=OPN

MD: P1=S0068; P2=SW72; P3=SW911; P4=SW455
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Figura 1 — Fémea Suina Baé do municipio de Ouricuri da regiiio Sertdo do Araripe-PE.

Figura 3- Fémea suina Nilo do municipio de Parnamirim da regido Sertao Central-PE.
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Figura 6-Fémea suina SRD do municipio Vitoria de Santo Antio da regidio Zona da Mata Sul-PE.
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Figura 8-Fémea suina Piau do municipio de Araripina da regido Sertio Araripe-PE.

Figura 9- Macho suino Mamelado. Este animal nio fez parte da amostragem, mas representa a
populacgio pelas suas caracteristicas semelhantes e presenca de mamelas.

81



2.4 Height E£4 drea 2.04 Categozvw: =
T T T f T T T T T T T T T T

CG ol an az 94 95 an
A /\j/\ /\\
I Y RV VoL s
a0. fid4

b
w'wfj_rm — |

S0026

Sige 1z0_.15 Eeight oZ Lrea 2634 Cate\i
T T T T T T T T T T
42 144 140 148 s 1352 104 105 - O 160

=2 10 Creer

[=a U Groen

!
...M\A;\z’r\/\f LM )\Jﬁh’,\/\‘w\_ R

144,80 1593.79

S0155

T T T T T T T T T T
SO AfD BobrdrD 18ka 3Been 10 B2 18+ 1 1E8 190

o ;‘\ﬂr\\ﬁf \

SH_w PLIB_B0 SRD . <19 4 Green

e

792

SW830

T T T T
115 110 175 12l 15 1:

CH_MA_TLIC_DO1_SRO .. Jisa 3 Dlue

_ ﬂﬂ“____JﬁJl ]

. o 11660 ’ 123.3U_| T

Su_WA_FI1F_AN?_SRN 41s3 4 Alue

SW1571

Peal: Sz2an 9110 fize 217.710 Hzight f0 At
T T T T T T
215 20 2% Py LE P 45

IR L8 U R R T

SOV AU | N

M WB PLZE HO4 SLW..6.1sa 16 Eluz

hamm,ﬁﬂﬂKmmhvud__,H___
EED.BQ
SW2406

Jize 183.17 Height £4 JLrea 123°C fategqory H
L3N L o B I B Sy B L R B B L
l;@ﬁl@esnﬁc 12 | 9E 80 200 XL X4 0E A0 M0 2R X

TP S AN ﬂ\\. o P

s

53 1< (Feen

__M_/\\J\J\ijﬂ J\/L-M

EE

$0002
L
130 135 140 145

2 ..Efza GBlue

== [

3_...5.fra SBlue

MDY |V, G

e

SW857

E o~ o= 1o =S 1 1= E i o= = 2o = . =24

T T
=20 =40 =50 =2E0

_CO9__=C 2E__ 05 . faas 5 Sresn

|zac.=25]

_CHA0O_=C 2708 faa & (Sresn

S0355

Figura 10 Padrao de alguns alelos por loco em 12 populagdes suinas.

82



123. 31

SW178

(3]
o
k)

T
|50

190 Z0
] T i = N e ) = T P B TR F: | [NTY

SN_WC_ML’ _CO3_SE10_13f3a 13 Bluc

I 206 37

S0101

SH_KMCEE 1 o1 FWRD3A_ N5k 5 RIuFl0S

37179 108.34]

SH_MC_FLI_C-2_SRI36_06.Tsa 6 BIuE

SWwW24

SW72

Peak: Socan 3441 Jdize 147 .03 IIedigh

T T T T T T T
135 140 145 130 155 160 165

_hA WBE_MC_WMD_FAL . 4752 4 Green

R Y

148,63

WA NEH_MU_MU_FAL . 2.t5a 4 Green

R

OPN

Peak - S oA TR0 S ma FnF =4
T
2C0 210 2z0 230

P 4 T L v S ) R | ) L ey - T e L)

SH_MA_MI_MC_MD_TAL.. G.fsa © Green

MMMNW

SM_MA_MI_MC_MD_FAL.. 5.Tua 5 Green

S0005

h =] S4iz e L>27 .41 Leight S0 A

T T T T T T

2715 220 =23 230 233 240 2493 25
(S I == | TSTEET

LAY _12.%sa 2 Green

PI_ O_11 . =a -~ 1 Green

S0068

P raa 18w B EaT 1 ren 0 mpedli® 1100 1

SN_M&_ME_WVC_MC_FAL . 2fsa “2 Green

o

|95'41| |1Df; 53]

165 170 175 120 125 190

Sh_MA_MB_MC_IMO_FAL. .2 fsa 2 Blue

AT

SH_MA_NMB_MOC_MO_FAL . 4. Fsa 4 Slue

|179.66| | 10G.95

SW455

Cont. da Figura 10- Padrio de alguns alelos por loco em 12 populag¢des suinas.

83



T T T T T T T T
44 45 148 150 152 154 156 158 160 16z

Ll

151.85

FU...o tsa o Hiue

155 RS

e P

SWo11

H
SN_MA_F &l - AS?_FN7_

SHONEH FALEASE EUS

Peal: Scan 3217
T T T T

=]

N f=a 1N Sreen

WMJ\AL_MJMML

Ldrsa d Green

Size Gl.473 H
T T T T T T

10c 135

MJ\_J\UJL‘,\MJLJ\A
S0936

Cont. da Figura 10- Padrao de alguns alelos por loco em 12 populagdes suinas.

Tabela II-Percentagem de classes alélicas ndo identificadas em cada locus por populagdo e
em todas as populacdes (%DLP).

Loci SB  SC SCAR SCT SDC SLA SLW SM SMM SN SP SRD *%DLP
SW1517 - 6 - - 75 9 - - - 12 - 17 9,5
SWE&30 - 17 14 - 25 - - - - 18 - 6 7,9
S0155 - 13 - - 50 - - - - 6 - 8 6,3
S0026 - - - - - - - - - - - 6 1,6
S0002 9 6 9 6 - - 25 - - 18 - - 5,8
S0355 54 31 14 22 75 9 75 27 14 50 23 31 31,1
SW2406 9 27 28 - 25 9 - 16 28 43 17 17 19,5
SW936 63 17 14 11 - 14 - 11 - 18 - - 13,2
SW857 - 6 14 - - - - - 14 12 - - 4,7
S0178 27 6 - - - - - 11 - 12 - 23 11,6
OPN 27 24 - 11 - - - - - - - - 5,8
S0005 18 13 14 - - - - 11 14 25 - 12 11,6
S0101 27 20 14 - - - - - - - - - 5,8
SW24 36 20 14 - - - - - - - - - 6,8
S0068 - 6 - - 25 - - - 28 12 23 27 14,7
SW72 - - - 11 - - - - - - - - 2,1
SW455 9 - 14 - - - 25 - - - - - 2,6
SWOl11 - - - - - - - - - 6 - - 1,6

* Percentagem total de classes alélicas perdidas em cada loco.
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Cont. Figura 11 - Histogramas das frequéncias alélicas dos 18 /oci analisados em cada grupo

genético de suinos.
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Cont. Figura 11 - Histogramas das frequéncias alélicas dos 18 /oci analisados em cada grupo

genético de suinos.
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Cont. Figura 11 - Histogramas das frequéncias alélicas dos 18 /oci analisados em cada grupo

genético de suinos.
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Cont. Figura 11 - Histogramas das frequéncias alélicas dos 18 /oci analisados em cada grupo

genético de suinos.
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Tabela IIT — Numero de alelos por locus (NA) e nimero de alelos compartilhados entre

grupo genético por locus.

Loci NA SB SC SCAR SCT SDC SLA SIW SM SMM SN SP SRD
SWI1517 12 6 9 7 6 2 9 4 7 5 7 8 11
SW830 7 4 5 4 4 4 5 2 6 3 6 5 6
S0155 9 5 8 4 6 3 7 5 8 5 6 8 9
S0026 8 6 5 3 5 4 7 4 6 5 4 6 8
S0002 9 6 9 5 8 4 9 5 9 4 4 7 8
S0355 8 2 6 4 2 1 5 1 5 3 2 4 6
SW2406 12 3 8 6 7 2 6 4 9 5 4 4 7
SW936 12 2 9 7 5 4 7 4 7 4 9 8 9
SWE&57 11 5 7 5 4 3 8 2 6 3 5 3 7
S0178 8 5 7 5 3 3 6 5 5 4 6 5 5
OPN 13 9 9 7 5 4 7 3 7 4 6 6 9
S0005 20 7 16 10 10 5 14 3 13 6 11 12 19
S0101 8 6 7 5 6 4 6 3 6 4 5 5 6
SW24 14 7 11 6 9 3 10 4 7 7 7 6 12
S0068 19 12 16 8 7 6 12 6 16 7 10 10 13
SW72 7 2 5 3 5 4 4 3 5 2 5 5 4
SW455 13 8 12 5 7 4 7 4 12 7 8 9 12
SWOl11 8 3 6 5 5 5 7 5 8 6 6 7 6
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Tabela IV- Frequéncias de cada alelo de cada locus por populacdo. Alelos privados estdo

em negrito.
Loci SB SC SCAR SCT SDC SLA SLW SM  SMM SN SP SRD
SWI1517
1 - 0,056 0,071 - - - - - - - - 0,013
5 0,273 0,630 0,357 0,333 0,500 0,421 0,375 0441 0,214 0,536 0,324 0,359
6 - 0,019 - - - 0,079 - 0,029 - 0,036 - 0,051
7 0,136 0,148 0,286 0,111 0,500 0,053 - 0,059 0,071 0,036 0,059 0,077
8 - - - - - - - - - - - 0,038
11 0,091 0,037 - - - 0,026 - - - - 0,059 0,013
12 0,091 0,037 0,071 - - 0,079 0,125 - - 0,071 0,088 0,064
13 0,273 0,019 0,071 0,111 - 0,158 0,375 0,176 0,071 0,179 0,235 0,090
14 - 0,037 - 0,111 - 0,026 - - - - - 0,051
15 0,136 0,019 0,071 0,278 - 0,132 0,125 0,235 0,571 0,071 0,118 0,128
16 - - - 0,056 - 0,026 - 0,029 0,071 - 0,059 0,103
19 - - 0,071 - - - - 0,029 - 0,071 0,059 0,013
SW830
1 0,091 0,063 0,083 - 0,167 0,075 - 0,118 0,071 0,038 0,147 0,068
2 0,545 0,542 0,667 0,444 - 0,475 0,750 0,412 0,429 0,538 0,412 0,625
3 0,227 0,333 0,167 0,333 0,167 0,325 0,250 0,265 0,500 0,231 0,235 0,057
4 0,136 0,042 - 0,167 0,333 0,050 - 0,147 - 0,077 0,147 0,193
5 - - - 0,056 0,333 0,075 - 0,029 - 0,077 0,059 -
6 - - 0,083 - - - - 0,029 - 0,038 - 0,023
7 - 0,021 - - - - - - - - - 0,034
S0155 -
1 - 0,020 - 0,056 - 0,050 - 0,056 - 0,033 0,059 0,023
2 - 0,060 0,143 - - - - 0,083 - 0,033 - 0,081
3 - - 0,071 0,056 - - 0,125 - 0,071 - 0,029 0,035
4 0,091 0,140 - - 0,250 0,100 0,125 0,139 - 0,067 0,088 0,035
7 0,045 0,100 - 0,056 0,500 0,075 - 0,028 0,143 - 0,088 0,105
8 - 0,040 - - - 0,025 0,125 0,056 0,071 - 0,029 0,070
9 0,682 0,520 0,643 0,667 0,250 0,550 0,500 0,417 0,571 0,767 0,559 0,558
10 0,091 0,100 - 0,111 - 0,075 0,125 0,028 - 0,033 0,059 0,070
11 0,091 0,020 0,143 0,056 - 0,125 - 0,194 0,143 0,067 0,088 0,023
S0026
1 0,091 0,207 0,357 0,444 0,375 0,286 0,375 0,306 0,143 0,375 0,235 0,148
3 0,045 - - 0,056 0,250 0,048 - - - - - 0,045
4 0,273 0,017 - - - 0,048 0,250 0,056 0,071 0,125 0,235 0,182
5 0,409 0,483 0,500 0,333 0,250 0,333 0,250 0,417 0,429 0,375 0,294 0,398
6 0,045 - - 0,056 - 0,095 0,125 0,028 - - 0,029 0,080
7 0,136 0,190 - 0,111 0,125 0,167 - 0,167 0,214 0,125 0,176 0,091
8 - 0,103 0,143 - - - - 0,028 0,143 - 0,029 0,034
10 - - - - - 0,024 - - - - - 0,023
S0002
1 - 0,037 - - - 0,025 0,250 0,028 - - 0,063 0,044
2 - 0,056 - 0,111 - 0,025 0,125 0,028 - - - -
3 0,400 0,185 0,214 0,278 0,167 0,250 0,375 0,222 0,286 0,077 0,219 0,111
4 - 0,037 - 0,056 0,167 0,025 - 0,083 - - 0,063 0,067
5 0,150 0,130 - 0,056 0,500 0,175 - 0,167 - 0,154 0,188 0,078
6 0,100 0,130 0,214 0,111 - 0,050 0,125 0,111 0,286 0,385 0,156 0,300
7 0,100 0,241 0,429 0,167 - 0,150 0,125 0,250 0,357 0,385 0,281 0,367
8 0,050 0,074 0,071 0,111 0,167 0,125 - 0,083 0,071 - 0,031 0,022
14 0,200 0,111 0,071 0,111 - 0,175 - 0,028 - - - 0,011
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Continuacdo....

Loci SB SC SCAR SCT SDC SLA SLW SM SMM SN SP SRD
0355
1 0,800 0,675 0,667 0,786 1,000 0,816 1,000 0,462 0,167 - 0,077 0,141
2 0,200 0,200 0,167 0,214 - 0,053 - 0,308 0,667 0,875 0,808 0,547
3 - 0,050 - - - 0,026 - - - - 0,038 -
4 - 0,025 0,083 - - - - - 0,167 - 0,077 0,094
8 - 0,025 - - - 0,053 - 0,077 - - - 0,031
9 - - 0,083 - - - - 0,038 - - - 0,063
10 - 0,025 - - - 0,053 - 0,115 - 0,125 - 0,063
15 - - - - - - - - - - - 0,063
SW2406
1 0,650 0,595 0,200 0,222 0,667 0,605 0,250 0,500 0,500 0,389 0,607 0,628
3 - 0,095 - - - - - - 0,100 - - -
4 - 0,048 0,200 0,167 - 0,184 - 0,133 0,200 0,222 0,250 0,064
7 - - 0,100 0,111 - - - - - - - 0,154
8 - 0,024 - - - 0,105 - - - - - -
9 - - - - - - - 0,033 0,100 0,222 - 0,013
10 - 0,024 - 0,056 - 0,053 0,125 0,067 0,100 - - 0,077
13 0,150 0,048 0,100 0,278 - 0,026 - 0,133 - 0,167 0,107 0,038
14 - - - - - - - 0,033 - - - 0,026
16 - - - - - - 0,250 0,033 - - 0,036 -
20 - 0,119 0,300 0,056 - - - 0,033 - - - -
23 0,200 0,048 0,100 0,111 0,333 0,026 0,375 0,033 - - - -
SW936
1 - 0,021 0,167 - - - - - - 0,038 - -
3 - - 0,083 - - - - - - 0,038 0,094 0,044
4 - 0,083 - - 0,125 - - - - - - 0,011
5 - 0,063 0,083 - 0,125 0,028 0,125 0,031 0,071 0,038 0,156 0,100
6 0,375 0,042 - 0,125 - 0,083 0,375 0,063 0,643 0,269 0,063 0,289
9 - 0,063 - - - 0,083 - - - 0,038 0,063 0,067
10 0,625 0,250 0,167 0,375 0,250 0,389 - 0,469 - 0,192 0,313 0,167
11 - 0,125 0,083 0,188 - 0,083 0,125 0,156 0,143 0,154 0,219 0,122
12 - 0,042 0,083 0,250 - 0,250 - 0,125 0,143 0,154 0,031 0,178
13 - - - 0,063 - - - 0,125 - - - 0,022
16 - - - - - - - - - 0,077 0,063 -
20 - 0,313 0,333 - 0,500 0,083 0,375 0,031 - - - -
SW857
1 - - - - - - - - - 0,071 - -
2 0,545 0,537 0417 0,556 0,625 0,525 0,500 0,583 0,667 0,464 0,531 0,489
3 0,136 0,056 0,083 - 0,250 - - - - - - -
4 - - - - - 0,050 - 0,028 - - - -
5 - - - - - 0,025 - - - 0,143 - -
6 0,045 0,056 0,083 0,333 - 0,075 - 0,194 0,083 0,143 0,344 0,250
7 0,091 0,093 0,333 0,056 - 0,175 - 0,111 0,250 0,143 0,125 0,087
8 - - - - - 0,025 - - - 0,036 - 0,033
9 - 0,019 - - - - - - - - - 0,087
10 - 0,019 - - - 0,025 - 0,056 - - - 0,043
16 0,182 0,222 0,083 0,056 0,125 0,100 0,500 0,028 - - - 0,011
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Continuacdo....

Loci  SB SC SCAR SCT SDC SLA SLW SM SMM SN SP  SRD
S0178
2 - 0,07 0,07 - - 0,05 - 0,06 - 0,07 0,03 -
3 0,12 0,07 0,07 - - 0,02 - - - - - -
6 0,12 0,07 - - - 0,02 0,12 028 029 032 041 035
7 - - - - - - - - 0,14 0,07 - 0,04
8 - 0,02 - - - - 0,12 - 0,29 0,07 0,06 0,12
12 0,19 0,13 0,14 0,11 0,37 022 025 0,03 - - - -
16 0,50 0,50 0,50 0,44 050 050 037 050 029 039 047 0,46
23 0,06 0,13 0,21 0,44 0,12 0,17 0,12 0,12 - 0,07 0,03 0,03
OPN
1 0,12 0,07 - - - - - - - - - -
2 0,31 0,50 0,286 0,56 037 033 050 028 0,14 066 038 0,28
3 - - - - - - - - - 0,03 0,06 0,05
4 0,06 0,11 0,14 - - 0,19 - 0,19 043 0,19 0,15 0,28
5 0,06 0,02 0,07 - - - - - - - - -
7 0,12 0,07 0,07 0,25 - - - 0,03 - - - -
8 0,06 - 0,14 0,06 - 0,07 - - - - - 0,01
9 0,12 0,07 - - - - - 0,03 - - - 0,06
10 0,06 0,09 - - 0,25 - - - - - - -
11 - 0,04 0,14 0,06 0,12 0,14 025 0,19 - 0,06 0,15 0,18
13 0,06 - - - - 0,07 - 0,03 - 0,03 0,03 0,01
14 - 0,02 0,14 - 025 012 025 025 036 0,03 023 0,12
15 - - - 0,06 - 0,07 - - 0,07 - - 0,01
S0005
2 - - - - 0,12 - - - - - 0,03 0,04
3 0,17 0,02 0,08 - 0,25 0,05 - 0,03 - - 0,06 0,02
4 0,11 0,08 - 0,06 - 0,05 - - - 0,04 0,03 0,06
5 - 0,02 - - - 0,15 - 0,03 0,25 0,08 0,19 0,15
7 - 0,06 - - - - - 0,09 - - 0,03 0,02
8 - 0,04 0,17 0,06 0,12 0,05 025 0,22 - 0,04 0,09 0,02
9 - 0,02 - - - - 0,25 - 0,17 - - 0,09
11 - 0,02 - 0,06 - 0,10 - 0,03 - 0,04 - 0,08
12 - 0,16 0,17 0,17 - 0,10 0,50 0,09 0,08 025 0,09 0,01
13 0,17 0,06 0,08 0,28 037 0,12 - 0,06 - 0,08 0,09 0,02
15 - 0,06 - - - 0,05 - 0,06 - - - 0,06
16 - 0,12 0,083 - - 0,05 - - - - - 0,06
17 - 0,18 0,083 - - - - - - 0,04 0,03 0,05
18 - 0,02 0,083 - - 0,02 - - - - - 0,01
19 0,22 0,02 0,083 0,06 - 0,02 - 0,03 - 0,04 - 0,09
20 0,11 - - - - 0,02 - 0,06 0,25 - - 0,05
21 0,17 0,040 - 0,111 - 0,15 - 0,19 0,08 0,17 0,06 0,08
22 0,06 0,080 - 0,111 - 0,05 - 0,06 0,17 0,12 - 0,02
25 - - 0,083 0,056 - - - 0,03 - - 0,06 0,02
26 - - 0,083 0,056 0,12 - - - - 0,08 0,22 -
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Continuacdo....

Loci SB SC SCA SCT SDC SLA SLW SM SM SN SP SRD
R M
S0101
2 0,12 0,15 0,17 0,17 0,12 0,12 - 0,11 029 031 0,15 0,15
3 0,19 - 0,08 - - - - - - - - -
5 0,12 0,04 - - 0,13 - - - - - - -
7 0,25 0,13 0,08 0,06 - 0,15 - 0,14 - 0,09 0,12 0,01
8 - 0,15 o008 o0,11 025 030 0,12 0,11 0,07 0,12 0,18 0,20
9 0,25 041 058 039 050 032 075 044 0,57 044 047 0,56
10 - 0,09 - 0,11 - 0,02 0,12 0,08 - - - 0,04
11 0,06 0,02 - 0,17 - 0,07 - 0,11 0,07 0,03 0,09 0,03
SW24
1 - 0,09 0,08 0,11 0,37 - - - - - - 0,01
2 0,143 0,04 0,17 - 0,25 - - - - - - -
3 0,143 0,04 - - - 0,02 - - - - - -
4 0,214 030 0,08 0,28 - 0,30 0,25 025 021 0,09 026 0,09
5 0,143 0,02 0,25 0,06 - 0,10 0,50 0,19 0,14 0,06 0,18 0,06
7 - 0,02 0,17 0,17 - - - 0,03 0,07 - - 0,04
8 0,071 0,02 0,25 0,06 - 0,05 - 0,06 0,07 - 0,12 0,07
9 - 0,02 - 0,11 - 0,02 - 0,03 - 0,03 - 0,04
10 0,143 0,15 - - 0,37 0,02 0,12 - - 0,06 - 0,03
11 0,143 0,22 - 0,06 - 0,20 0,12 0,19 0,14 050 0,18 0,31
12 - 0,06 - 0,11 - 0,17 - 0,25 0,21 0,22 0,21 0,11
13 - - - 0,06 - - - - - - - 0,02
14 - - - - - 0,05 - - 0,14 - - 0,14
16 - - - - - 0,05 - - - 0,03 0,06 0,04
S0068
1 - - - 0,11 - - - 0,03 - - - -
2 - 0,02 0,07 - - - - 0,06 - - - -
3 0,04 0,04 0,07 - - - - 0,03 - - - -
4 0,04 0,02 0,21 - - - - 0,06 - 0,14 0,08 0,01
11 0,04 0,04 - 0,11 - 0,09 0,12 0,03 - - - 0,07
12 0,14 0,15 - - 025 0,12 0,12 0,17 0,10 - 0,15 0,32
14 - 0,04 - - - - - 0,03 - - - 0,03
15 0,04 - - - - - - - - - - 0,03
16 - 0,04 0,14 022 0,12 0,06 - 0,03 0,10 0,07 - -
17 0,04 0,015 029 022 0,12 0,17 - 0,09 0,20 0,07 0,15 0,16
18 - - 0,071 - - - - 0,03 - 0,04 0,04 -
19 0,04 0,04 0,07 0,06 - 0,03 - 0,03 - 0,11 0,08 0,03
20 0,18 0,06 007 0,11 025 0,06 - 0,09 - 0,07 0,04 0,10
21 0,091 0,11 - 0,17 - 0,05 0,25 0,09 020 0,07 - 0,07
22 - 0,07 - - - 0,03 0,25 0,06 0,20 - - 0,06
23 0,09 0,04 - - - 0,03 0,12 - - 0,04 0,04 0,03
24 0,182 0,07 - - 0,12 0,05 0,12 0,09 0,10 021 0,15 0,03
25 0,045 0,11 - - 0,12 0,18 - 0,09 0,10 0,18 0,23 0,04
26 - 0,02 - - - 0,03 - - - - 0,04 -
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Continuacdo....

Loci SB SC SCAR SCT SDC SLA SLW SM SM SN SP SRD
M
SW72
1 - 0,14 029 0,06 025 0,02 - 0,08 - - - -
2 091 055 050 037 037 060 062 044 086 047 0,5 0,56
3 - - - - - - - - - - - 0,03
5 - - - 0,12 - - - 0,03 - 0,09 0,03 -
6 0,09 0,03 - 0,19 0,25 0,02 0,25 0,03 - 0,03 0,03 0,06
7 - 0,26 0,21 0,25 0,12 035 0,12 042 0,14 037 034 0,28
10 - 0,02 - - - - - - - 0,03 0,03 0,05
SW455
1 - 0,03 - - 0,25 - - - - - - -
3 - - - - - 0,02 - 0,03 0,07 - - 0,01
5 - 0,10 - 0,06 - - - 0,06 - 0,12 0,03 0,12
6 - 0,17 0,17 0,01 037 0,12 - 0,11 035 0,12 - 0,13
7 0,300 0,17 025 0,07 025 032 0,17 0,08 0,07 0,063 032 0,16
8 0,200 0,02 - - - - - 0,25 - 0,28 0,18 0,03
9 0,200 0,19 - 0,28 - 0,17 033 0,11 007 0,16 0,15 0,02
10 - 0,07 - 0,11 - - 0,17 0,06 0,21 - 0,06 0,06
12 0,050 0,07 033 0,17 0,12 0,20 - 0,06 - 0,063 - 0,02
13 0,050 0,07 - - - - - 0,03 - 0,09 0,15 0,30
14 0,100 0,03 0,08 0,11 - 0,10 033 0,06 0,14 - 0,03 0,01
15 0,050 0,03 0,17 - - 0,05 - 0,08 - 0,09 0,06 0,06
16 0,050 0,03 - - - - - 0,08 0,07 - 0,03 0,05
SWIl11
1 - 026 0,14 028 050 026 0,12 025 0,14 030 0,09 0,16
2 - 0,14 - - - - 0,37 0,06 0,14 - 0,15 0,29
3 - - 0,14 - - 0,02 0,12 0,06 - 0,03 - -
4 0,50 0,28 036 028 0,03 021 025 0,14 0,07 033 021 0,34
5 - - - 0,06 0,13 0,02 0,125 0,03 - 0,03 0,06 -
6 0,36 024 0,14 0,01 0,13 0,26 - 0,08 036 0,17 023 0,07
7 0,14 0,05 0,21 0,28 - 0,17 - 0,25 0,21 - 0,18 0,12
8 - 0,03 - - 0,13 0,05 - 0,14 0,07 0,13 0,09 0,02
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Tabela V — Equilibrio de Hardy-Weinberg em cada loco polimoérfico por grupo genético.

Locos SB SC SCAR SCT SDC SLA SLW SM  SMM SN SP SRD *“PL
SW1517  0,03* 0,00* 0,09 0,17 1,00 0,10 1,00 0,00* 0,01* 0,01* 0,07 0,00* 6
SW830 0,14 0,00* 0,19 0,45 0,06 0,31 1,00 0,12 1,00 0,05 0,32 0,06 1
S0155 0,06 0,00* 0,07 0,16 0,33 0,02* 1,00 0,44 0,03* 0,23 0,39 0,01* 4
S0026 0,76 0,01* 0,72 0,82 0,31 0,34 0,31 0,81 0,59 0,07 0,03* 0,00% 3
S0002 0,79 0,11 0,42 0,91 1,00 0,93 0,66 0,92 0,01* 0,05 0,49 0,00* 2
S0355 0,35 0,00%  0,03* 1,00 - 0,04* - 0,02* 0,19 0,67 0,00* 0,00% 6
SW2406 0,54 0,00* 1,00 0,13 1,00 0,00* 0,31 0,00* 0,23 0,03* 0,00 0,00* 6
SW936 0,53 0,08 0,75 0,45 1,00 0,01* 0,31 0,07 0,05 0,00* 0,00% 0,00 4
SW857 0,67 0,04* 1,00 1,00 1,00 0,64 0,31 0,80 1,00 0,70 0,00* 0,00% 2
S0178 0,72 0,02* 0,61 0,15 0,31 0,00* 0,66 0,01* 0,01* 0,00+ 0,00 0,00* 7
OPN 0,89 0,02*  0,02*  0,04* 0,03* 0,67 0,08 0,45 0,73 0,01* 0,00% 0,00% 7
S0005 0,88 0,00* 0,01* 0,37 0,09 0,03* 0,08 0,06 0,06 0,00* 0,02* 0,01* 6
S0101 0,86 0,00* 0,40 0,18 1,00 0,00* 1,00 0,01* 0,33 0,03* 0,02* 0,00* 6
Sw24 0,91 0,00* 0,06 0,15 0,66 0,00* 0,03* 0,23 0,31 0,86 0,17 0,05 3
S0068 0,93 0,00* 0,04* 0,00+ 0,03* 0,00+ 0,31 0,00* 0,36 0,15 0,00* 0,00% 8
SW72 0,17 0,00* 0,01* 0,00+ 0,03* 0,00 0,14 0,01* 1,00 0,03* 0,31 0,00* 8
SW455 0,85 0,00* 0,04* 0,66 0,31 0,48 0,46 0,00* 0,16 0,03* 0,02* 0,00* 6
SW911 0,63 0,16 0,38 0,13 0,77 0,13 0,66 0,61 0,26 0,08 0,58 0,00% 1
°Lp 1 16 6 3 3 8 1 8 4 9 11 16

°LP 0 11 0 2 0 6 0 4 0 3 7 14

*Locos em desequilibrio (P<0,05), os /loci em desequilibrio apds correcdo de Bonferroni (0=0,003) estdo em negrito.
*N° de loci em desequilibrio em cada populagio (LP), "N° de loci que permaneceram em desequilibrio em apos corregdo em cada
populacio. “N° de populacdes em desequilibrio em cada locus (PL).
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