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DIVERSIDADE GENETICA DAS RAGAS NATURALIZADAS DE SUINOS NO
BRASIL POR MEIO DE MARCADORES MICROSSATELITES

RESUMO

Em uma primeira etapa, foi analisada a distribuicdo das frequéncias alélicas,
por meio de 24 marcadores microssatélites, em doze grupos genéticos
representantes da espécie Sus scrofa, além de um animal da espécie Tayassu
tajacu, totalizando 205 animais. Posteriormente, com os mesmos marcadores,
estimou-se a diversidade genética intra e inter-racial em cinco dos doze grupos
genéticos representados por trés ragas naturalizadas de suinos do Brasil
(Moura, Piau e Monteiro), uma raga comercial (Landrace) e um composto
comercial (MS60). Foi ainda testada a existéncia de estruturacdo genética
dentro dos ultimos cinco grupos mencionados, totalizando 182 individuos. Os
resultados desta segunda analise mostraram que 15,73% da variagao total
(p<0,001) observada foi em razao das diferencas inter-raciais. Com base no
dendrograma, obtido a partir da distdncia Da de Nei e o método de
agrupamento UPGMA, foi possivel diferenciar trés grupos. O primeiro
representado pela raga comercial Landrace e o composto MS60, o segundo por
duas ragas naturalizadas (Piau e Monteiro), e o terceiro pela raga naturalizada
Moura. A analise da variabilidade intra-racial indicou que a raga Piau obteve o
maior valor de heterozigosidade dentre as naturalizadas, enquanto que a raga
Landrace apresentou os maiores valores dentre as comerciais. A partir de uma
analise baeysiana, foi possivel identificar uma sub-estruturacdo somente dentro
das racas Monteiro e Piau. Desta forma, foram observados para estas duas
racas 0s menores valores de probabilidade de certificagcdo racial e uma
diferenciagdo genética significativa entre as ragas Moura, Landrace e o
composto MS60. O painel de marcadores microssatélites utilizados apresentou
alta preciséo (99,99%) para ser utilizado na exclusao de paternidade, inclusive
em ragas naturalizadas de suinos e se mostrou efetivo para ser usado como
ferramenta importante para o0 manejo e conservagao das ragas naturalizadas
de suinos.

Palavras-chave: caracterizagdo genética, conservagao, estrutura populacional.
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GENETIC DIVERSITY OF NATURALIZED BRAZILIAN PIG BREEDS USING
MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT

On a first step, it was analyzed the allelic distribution with 24 microsatellites loci
in twelve genetic groups representing the Sus scrofa species and one animal of
the species Tayassu tajacu, come down to 205 animals. After that, with the
same microsatellite loci, the genetic diversity was estimated within and between
five of the twelve genetic groups, represented by three naturalized Brazilian pig
breeds (Moura, Piau and Monteiro), one commercial breed (Landrace) and one
composite (MS60). It was also tested the existence of a genetic structure within
these five groups, with a total of 182 individuals. The results of this second
analysis showed that 15.73% of the total variation (p<0,001) observed was due
to differences between breeds. Based on the dendrogram obtained from the Da
Nei's distance and the clustering method UPGMA, it was possible to
differentiate three groups. The first one was formed by the commercial breed
Landrace and the composite MS60, the second by two of the naturalized breeds
(Piau and Monteiro) and the third by Moura naturalized breed. The analysis of
the within breed variability indicated that the Piau breed presented the highest
value of heterozigosity among the naturalized breeds, whereas the Landrace
presented the highest value between the commercial ones. Using a baeysian
analysis, a substructure was identified only within the Monteiro and Piau
breeds. In such a way, that the lower values for breed certification probability
were observed for these two breeds and a significant genetic differentiation
between the Moura and Landrace breeds and the composite MS60. The
microsatellite marker panel showed used high precision (99.99%), also when
used paternity exclusion in naturalized pig breeds and showed to be effective to
be used as an important tool for the management and conservation of the

naturalized pig breeds.

Key words: genetic characterization, conservation, population structure.
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1. INTRODUGAO GERAL

A carne suina é a mais consumida no mundo e o Brasil, em 2005, foi
classificado como quarto colocado no ranking de produgado, perdendo apenas
para a China, Unido Européia e Estados Unidos (Girotto & Mieli, 2005).
Aumentos na produtividade, em torno de 15% ao ano, em um ritmo de
producao superior ao da carne bovina (SNAdebate, 2004), e maiores pesos de
abate dos plantéis mundiais sdo uma realidade dos ultimos sete anos. Como
consequéncia do expressivo desempenho econdmico, €& esperado um
crescimento de 4,5% na produgdo neste ano de 2006, podendo atingir 2,82
milhdes de toneladas (122 mil toneladas a mais do que 2005) (ABIPECS,
2006). E, portanto, um mercado promissor que se encontra intimamente
ancorado na competitividade, qualidade de carcaga e parametros higiénico-
sanitarios, sendo capaz de corresponder as exigéncias do consumidor.

Segundo Cavalcanti (2000), os primeiros suinos do Brasil foram advindos
da Peninsula Ibérica na época do descobrimento. A partir dai, sofreram
influéncia de inumeros fatores, agruparam-se independentemente e, com o
passar dos séculos, formaram as ragas locais ou naturalizadas. Dentre as
racas naturalizadas de suinos criadas no pais podem ser citadas o Piau, Nilo,
Pirapetinga, Tatu, Canastra, Canastrdo, Caruncho, Moura, Monteiro, Pereira,
Canastra, Canastrdo e o fendtipo Casco de Mula (Mariante et al., 2003a).
Essas ragas foram apreciadas e exploradas por muito tempo pela populagao,
no entanto, no inicio do século XX, a necessidade de aumentar a produ¢éo no
Brasil, como aconteceu na Europa, fez com que se desse inicio ao
“‘melhoramento genético” dessas ragas primitivas por meio da importagéo de
racas exoticas, do tipo carne, que foram utilizadas em cruzamentos
absorventes sobre as ragas naturalizadas. Assim, entre 1930 e 1960 foram
importadas ragas como: Berkshire, Tamworth, Large Black, Large White,
Wessex e Hampshire (Cavalcanti, 2000). Esses cruzamentos contribuiram
expressivamente para a redugao da diversidade genética, com a perda de

genes individuais e de combinagdes particulares de genes.



Somado a isto, atualmente, é visivel a ineficiéncia nas formas de
exploracdo e/ou nos cruzamentos programados de forma errbnea e sem
orientagdo, que agravaram esta realidade. As discrepéncias na caracterizagéo
racial e na denominagdo dos grupos reduzem, de uma forma geral, a
quantidade de informagdes disponiveis sobre as diversidades genética e
funcional das ragas de suinos (Rothschild, 2003), além de criarem uma grande
dificuldade na interpretagdo e organizacdo dos poucos levantamentos
efetuados; limitando o progresso de pesquisas nesta espécie.

Considerando o valor histérico, cultural e econ6mico das racgas
naturalizadas, cuja real importancia para a sustentabilidade da suinocultura
extensiva brasileira ainda ndo foi suficientemente avaliada, a diversidade
genética € um critério essencial para determinar prioridades em programas de
conservagao. Ha, portanto, uma necessidade de se manter a diversidade
genética maxima desta espécie, precavendo-se de necessidades imprevistas e

cruciais para o futuro desenvolvimento de sistemas de produgéo sustentaveis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ragas naturalizadas de suinos do Brasil

A domesticacao da espécie suina provavelmente ocorreu ha 9.000 anos
atras por meio da influéncia de populagbes locais de suinos selvagens
(BOkonyi, 1974), e dois tipos principais de suinos domésticos foram
identificados por Darwin (1868), sendo um do tipo europeu (Sus scrofa) e outro
Asiatico (Sus indicus). De fato, existe uma dualidade quanto a origem dos
suinos, onde por um lado se afirma uma descendéncia singular a partir da
espécie Sus scrofa, ou origem dupla (Sus scrofa e Sus indicus). Entretanto,
sabe-se que sua origem se deu ha mais de 65 milhdes de anos e pelo menos
16 subespécies ja foram identificadas (Ollivier, 1998).

Os primeiros suinos a chegarem as Ameéricas foram provavelmente
trazidos por Cristovdo Colombo, em sua viagem a Santo Domingo, em 1493.
No Brasil, os primeiros exemplares foram introduzidos por Martim Afonso de
Souza, e eram representantes das ragas portuguesas (Alentejana e Bisara),
espanholas (Galega e Perijordina), italiana (Napolitana) e asiatica (Macau)
(Castro et al., 2002), que influenciaram a formacg&o das atuais ragas nacionais
de suinos brasileiras. Desta forma, estudos que possam estabelecer uma clara
diferenciacao entre as distintas variedades e uma completa caracterizagao de
cada uma delas nos ambitos morfoldgico, funcional e principalmente genético,
serdo de grande valia na identificagdo de semelhancas e diferengas entre ragas
de diferentes paises, obtendo melhores explicagdes sobre suas origens
evolutivas, bem como seus antecessores, possivelmente comuns entre
algumas racgas.

Devido ao fato destas ragcas ainda serem pouco estudadas,
principalmente no Brasil, o uso de descritores, que consigam distinguir os
grupamentos raciais de ordem morfolégica relacionadas invariavelmente ao
exterior do animal podem caracterizar fenotipicamente os diferentes tipos
raciais (EMBRAPA, 1990). Assim, aspectos como cor da pelagem, presenca ou

nao de cerdas, tipo de perfil e de orelhas, sdao os mais utilizados na



caracterizacao fenotipica dos suinos. Uma caracterizagao fenotipica baseada
nestes parametros foi realizada em algumas das ragas brasileiras naturalizadas
de suinos encontradas no estado de Pernambuco (Silva et al., 2006). Os
autores ndo descartaram a necessidade de uma caracterizagdo a nivel
molecular para que a diversidade genética existente possa ser efetivamente

mensurada.

As ragas naturalizadas de suinos mais representativas e conhecidas no
Brasil serdao descritas a seguir. Como atualmente todas as ragas naturalizadas
encontram-se ameacgadas de extincdo, seus efetivos populacionais sdo muito
reduzidos, o que faz com que a maioria das referéncias bibliograficas aqui
utilizadas para descrevé-las sejam bastante antigas, refletindo a época em que

essas racas predominavam no Brasil.

Piau

A raga Piau é considerada a melhor e mais importante raca naturalizada
nacional (Cavalcanti, 1984). Ha indicios de que esta raga originou-se na zona
compreendida pelo sul de Goias, Tridngulo Mineiro e Oeste de Sdo Paulo. A
maior concentragdo da raga esta situada na bacia do rio Paranaiba, e foi
considerada a raga mais frequente encontrada por Castro et al. (2002) no
Distrito Federal.

A palavra Piau, de origem indigena, significa malhado ou pintado. Para o
leigo, todo o porco de fundo branco e malhas pretas (ou escuras), redondas ou
irregulares, ¢ um Piau. Existem, no entanto, Piaus grandes, médios e
pequenos. Os animais apresentam um perfil retilineo ou subcéncavo, focinho

de comprimento mediano e pouca papada, orelhas do tipo ibérico, pele escura



com cerdas lisas, abundantes e uniformemente distribuidas pelo corpo. Pode
ser considerado como uma variedade do porco Canastrdo, e alguns técnicos
afirmam ser fruto do cruzamento entre porcos Canastra e reprodutores das
racas Polland-China e Duroc-Jersey. Segundo Vianna (1956) os animais Piaus
mais bem caracterizados sao aqueles que possuem porte grande e
uniformidade de coloracéo e tipo. Os animais representantes desta raga sao
pouco exigentes quanto ao manejo, e aconselhaveis para utilizagdo em
cruzamentos que visem producao de carne.

A selecao do porco Piau foi iniciada na Fazenda Experimental de
Criacdo de Sao Carlos, Sao Paulo, em 1939. O rebanho utilizado proveniente
de Sao Paulo, Goias e Triangulo Mineiro, foi suficiente para o desenvolvimento
de trabalhos em melhoramento genético com a finalidade de conseguir um
animal de dupla utilidade, isto &, carne e toucinho (Vianna, 1956). Outros
estudos com esta raga também vém sendo desenvolvidos desde 1998 na
Universidade Federal de Vigosa (MG), onde sdo cruzados com ragas
comerciais visando producdo e avaliacdo de linhagens segregantes
(Guimaraes et al., 2002).

Nilo

Embora ndo se conhega com exatiddo a origem do porco Nilo, sua
semelhanga com o Alentejano de Portugal e com o ibérico da Espanha, leva a
crer que tenha se originado dessas duas ragas.

No levantamento realizado no Distrito Federal ja mencionado (Castro et
al., 2002), foi a segunda raga mais encontrada. Sao porcos de tamanho médio,
que apresentam auséncia de cerdas, corpo de cor preta e ossatura fina.

Apresentam grande capacidade de engorda, podendo atingir um peso vivo



entre 180 e 200 kg e um percentual de gordura entre 65 e 69%. Embora a
quantidade de carne produzida seja pequena, € de excelente qualidade
(Athanassof, 1932). Também chamado de porco Nilo - Canastra, apresenta
perfil sub-concavo, com orelhas do tipo Ibérico pouco acentuado. Por sua
grande rusticidade e facilidade de manejo alimentar, o Nilo € uma raga muito
indicada para sistemas simples de produgcdo. Uma avaliagdo a nivel de
caracterizacao fenotipica realizada em municipios do Estado de Pernambuco
sobre esta raca, foi considerada pouco relevante, pois apenas um exemplar foi
amostrado, e constatou-se uma baixa ocorréncia desta raga na regiao (Silva et
al., 2006).

Pirapetinga

O porco Pirapetinga € muito antigo na Zona da Mata, em Minas Gerais,
onde existiram criacbes importantes dessa raca como em Pedro Leopoldo,
chegando a serem produzidos 263 leitdes em um total de 37 ninhadas (Vianna,
1956). A racga originou-se, provavelmente, em fazendas localizadas na bacia do
rio Pirapetinga, de onde se disseminou por municipios vizinhos e pelo Estado
do Espirito Santo. O mesmo autor ainda especulou a possibilidade desta raca
ser uma variedade de porcos Tatu.

Esta ragca possui tamanho médio, orelhas em pé do tipo asiaticas,
poucas cerdas, corpo preto ou arroxeado, comprido e estreito, com pouca
musculatura e ossatura, sendo considerado de prolificidade e precocidade

médias. Possui grande facilidade de engorda, aproveitando uma grande



variedade de alimentos. Produz um toucinho de 6tima qualidade, apresentando

um bom rendimento de gordura.

Moura

O histdrico desta raga n&do menciona exatamente sua origem, mas relata
que os animais multiplicaram-se rapidamente espalhando-se pelos estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. Por muito tempo essa raca
acompanhou as migracdes de colonos. Os animais apresentam rusticidade,
prolificidade e prepoténcia genética como caracteristicas marcantes, mesmo
apos sucessivos cruzamentos indiscriminados com outras racas (Silva, 1987).
De 1990 a 1995, foram registrados na ABCS (Associagdo Brasileira de
Criadores de Suinos) 1.668 suinos desta ragca no estado do Parana. Também
chamado de porco arsado, outrora eram abundantes nos municipios de Sao
Joaquim, Lages e Curitibanos (SC). Atualmente existe um nucleo de
conservagao que vem sendo mantido pela Embrapa Suinos e Aves, localizado
em Concordia- SC.

Existem relatos de que antigamente, os animais eram soltos no més de
abril para comerem pinhdes livremente no campo. Em setembro, os produtores
prendiam-nos, representando o sistema de engorda do inverno
(http://www.radiobras.gov.br/ct/1996/materia_160896 4.htm). Tal pratica se
assemelha aquela praticada em Portugal e Espanha com os suinos do tipo
ibérico. Durante o final do outono e parte do inverno esses se alimentam,
sobretudo, de frutos como a “bellota”, sobrevivendo em pastagens naturais
caracteristicas da regidao e produzindo carne de alta qualidade e muito

apreciada pelos consumidores (Pimenta et al., 2004).



O porco Moura apresenta um perfil cefalico do tipo subcdncavo ou
retilineo, orelhas intermediarias entre ibéricas e célticas. A pelagem preta
entremeada de pelos brancos (tordilha) € a mais caracteristica da racga.
Apresenta uma leve papada, pescoco curto, peito medianamente largo, dorso e
lombo largo e pouca massa muscular. Geralmente criado a solta, € capaz de
sobreviver as condigdes mais adversas. Machado (1967) destaca sua
capacidade de oferecer uma boa progénie quando cruzados com suinos da

raca Landrace.

Monteiro

Existente em sua maioria no Pantanal matogrossense, o Monteiro (nome
proveniente da mescla do idioma portugués e castelhano) é considerado uma
raga asselvajada, pois formou-se desde a guerra do Paraguai em 1864, quando
inimeras fazendas foram saqueadas e plantagdes destruidas. Suinos de
diversas ragas (Duroc, Tamworth e Caruncho) encontraram boas condi¢gbes na
forma de vida livre e, a partir de cruzamentos indiscriminados formaram o porco
Monteiro. Herrera et al. (1996) consideram esta ragca muito semelhante ao
javali, apresentando conformagé&o do corpo e cabegca em formas de cunha,
coloragao preto-acinzentada ou marrom, orelhas pequenas e eretas, perfil
afilado, membros fortes e ageis e focinho longo. As cerdas sao bem
assentadas e de médio comprimento, ericaveis na parte superior do corpo ao
longo do pescogo e linha dorso-lombar. S&do mais ativos a noite e apresentam
um olfato extremamente sensivel facilitando a localizagdo de alimentos
escondidos sob a vegetacao, utilizando o focinho e as presas para cavar e

cortar raizes. Suas adaptacdes fisiologicas e comportamentais que se refletem



na morfologia, assemelham-se a seus ancestrais selvagens e os diferenciam
cada vez mais do porco domeéstico, ainda que pertengam a mesma espécie.
Apesar de sua rusticidade, nas exploragées melhoradas apresentam bastante
precocidade, habilidade materna e sdo muito indicados para sistemas de
criagdo a campo.

Na regido de Nhecolandia no Pantanal, o porco Monteiro constitui uma
das espécies mais visadas para a pratica da caca, e ha algum tempo tem sido
utilizada em cruzamentos com o javali com o objetivo de obter uma carne mais
saudavel e saborosa (Rosa et al., 2000). Nesta regido eles também disputam o
mesmo nicho ecoldgico onde vivem o queixada (Tayassu pecari) € o cateto
(Tayassu tajacu), animais pertencentes a familia Tayassuidae, cada vez mais
raros e que hoje sédo preservados (Gonela, 2003). De forma geral, o processo
de introdugdo de outras ragas vem descaracterizando o padréao do porco

Monteiro em algumas regides, especialmente no sul do Pantanal.

Casco de Mula

Sua denominacgao provém do fato de serem sindactilos, ou com o casco
fundido. O primeiro reporte de sindactilia em suinos se deve a Charles Darwin,
e os define como fenbmeno de mutagdo (Castro, 2003; citado por Lemus
Flores et al. 2005). Alguns autores apontam o Brasil como sendo o centro de
origem desses animais, e que daqui teriam sido levados alguns reprodutores
para os Estados Unidos, onde o fendtipo (que provavelmente ndo podem ser

considerados como raga) foi selecionado e fixado. Chamado também de Casco



de Burro, é o que tem suas populagbes em estado mais critico de
desaparecimento (Mariante et al., 2003b).

Curiosamente, no México existe uma raca denominada “Cerdo Pata de
Mula”, encontrada nas costas do Golfo, sobretudo em Veracruz. E pouco
abundante, e de forma semelhante, apresenta sindactilia, condicdo que na
opiniao de alguns, o faz mais resistente a febre aftosa e a peste porcina
classica. Possuem pelos de coloragbes variadas, porte médio e perfil
predominantemente céncavo (Lemus Flores et al., 2005). Tais peculiaridades
fenotipicas propdem maiores investigagdes a respeito da origem e distribuigao
geografica desse fendtipo, bem como estudos citogenéticos mais aprofundados

que justifiquem a importancia em se preservar esta rara composi¢cao genética.

Caruncho

Segundo Vianna (1956) os animais da ragca Caruncho sao de porte
pequeno, grandes produtores de gordura e apresentam um temperamento
tranquilo. Possuem corpo volumoso e roligo, com pelagem muito semelhante a
do Piau. Cabecga larga, testa achatada, maxilar inferior mais pronunciado que o
superior e papada volumosa sao caracteristicas facilmente observadas nessa
racga.

Ha alguns anos, foram criados em algumas fazendas na regido do
Tridngulo Mineiro no municipio de Capindpolis, e também selecionada por
fazendeiros do Rio de Janeiro. Nos ultimos 10 anos tem-se encontrado alguns

animais destas ragcas em algumas fazendas do norte de Goias. Sdo animais
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indicados para pequenas propriedades rurais onde a producdo visa a
subsisténcia. O cruzamento das fémeas com varrdes de racas melhoradas

exoticas ndo é aconselhavel, devido ao risco de partos distécicos.

2.2. Conservagao genética

Os recursos genéticos compreendem a diversidade do material genético
contido nas variedades primitivas, obsoletas, tradicionais e modernas, que
constituem parte essencial da biodiversidade e sado responsaveis pelo
desenvolvimento sustentavel da agricultura e da agroindustria. Estes recursos
genéticos sdo constituidos pela variabilidade genética organizada em um
conjunto de materiais diferentes entre si, denominados germoplasma. Portanto,
0 germoplasma € o elemento dos recursos genéticos que maneja a
variabilidade genética inter e intra-especifica, de forma a conserva-la e utiliza-la
na pesquisa em geral (Guedes et al., 1998).

Por tudo isso, torna-se clara a importancia dos recursos genéticos,
principalmente animais, que podem ser usados no presente e/ou futuro para a
alimentagado, agricultura e outros fins. Neste contexto, a partir de 1983, a
Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (Embrapa) incluiu em seu
Programa de Conservagao de Recursos Genéticos, até entdo exclusivos para o
Germoplasma de planta, a conservagao de recursos genéticos animais. Este
programa compreende a conservagao destes recursos em diversos Centros de
Pesquisa da propria empresa, bem como em universidades, empresas
estaduais de pesquisa e propriedades particulares, sob a coordenacdo da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia- DF).

Segundo Mariante et al. (1996), as etapas envolvidas no processo de
conservagao de espécies compreendem a identificacdo das populagdes em
risco de extingdo ou diluigdo genética; a caracterizagao fenotipica e genética; e
a avaliagdo do potencial produtivo da populacdo. Um dos fatores mais
importantes a ser considerado € o grau de desaparecimento a que esta

submetida uma raca, sendo, no entanto, dificil de ser avaliado, pois outros
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tantos fatores estdo envolvidos na sobrevivéncia de uma raca, além de
influenciar a variagao genética contida dentro dela. Por estes motivos, muitas
vezes esta identificagcdo encontra-se fora do controle das sociedades de
criadores de ragas ou agéncias de conservagao (Gandini et al., 2004).

Ruane (1999) estabeleceu um painel de critérios a serem considerados
ao se decidir se uma determinada raga € merecedora de participar de um
programa de conservagdo. O grau de desaparecimento e as caracteristicas
unicas da raga sdo um dos critérios essenciais discutidos. Do ponto de vista
econdmico, as diversidades funcionais e genéticas também devem ser usadas
na determinacado das diferengas entre racas, bem como na decisao de quais
devem ser prioritariamente preservadas.

Dentre as metodologias existentes para conservar a diversidade
genética animal, incluem-se as conservagdes in situ e ex situ. A conservagao é
considerada in situ quando as populagdes sao mantidas em Nucleos de
Conservacgao localizados nos habitats de origem dos animais. A conservagéo
considerada ex situ pode ser in vivo, quando os animais sdo mantidos fora do
local onde foram naturalmente selecionados (como preservagao em
zoolégicos), ou in vitro, quando o material genético (sémen, embrides ou
ovocitos) € mantido em botijdes de nitrogénio liquido, ou Bancos de
Germoplasma. De acordo com a Convengao da Diversidade Bioldgica (1992), o
método in situ de conservagao deve ser o prioritario.

No que diz respeito a conservagao ex situ, o congelamento de sémen de
varrdes vem sendo estudade desde 1969, no entanto, devido ao sistema de
exploragéo extensivo, no qual se encontra a maioria das ragas naturalizadas, o
manejo individual, como exposicdo a manequins, pode ser mais um fator
limitante, como demonstrado em estudos com suinos ibéricos (Poto et al.,
2000). Até o momento o Banco de germopasma n&o conta com amostras de
sémen ou embrides criopreservados da espécie suina. Considerando uma
situacado onde as populagdes encontram-se em sérios riscos de extincédo, e o
numero de machos é escasso, esta conservacao € imprescindivel para manter
a escassa variabilidade genética das ragas naturalizadas. Portanto, estratégias

de unificagdo ou intercambio de técnicas e protocolos podem garantir um
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desenvolvimento mais eficiente da aplicagdo de métodos de conservacao,
podendo assim, suprir necessidades urgentes de manter a diversidade
genética. Paralelamente, o refinamento de técnicas moleculares que
corroboram para a formacdo/manutengcdo de Bancos de DNA, deve ser
valorizado, pois representam um reservatério de informacgdes cientificas tanto
para o presente como para o futuro (Egito et al., 2005).

Uma Rede I|beroamericana, pertencente ao programa de ciéncia e
tecnologia para o desenvolvimento (CYTED), colaborou a favor da conservagao
dos recursos genéticos de animais domésticos dos distintos grupos das regides
latino americanas, bem como incentivou estudos para a conservagao de seus
sistemas de exploragcédo tradicionais visando manter o equilibrio bioldgico,
social e ecoldgico (Delgado, 2000). Propostas de criagdo de novos laboratorios
que sejam referéncias em genética molecular na América do Sul, também ja
apoiados por esta Rede, propdem acelerar e intensificar o desenvolvimento da
caracterizagdo das ragas naturalizadas como um todo (Sereno et al. 2000).
Neste contexto, estudos comparativos entre paises da América do Sul e
Ibéricos que expliquem melhor as diferencas e semelhancas entre as racas
estudadas, podem ser incentivados e valorizados.

Na Europa, diversas medidas adicionais como apoio as exploragdes,
associacbes de criadores, produtos certificados bem como politicas de
subsidio, representam um importante estimulo na estratégia nacional de
conservagao dos recursos genéticos (Telo da Gama, 2002). Um projeto
langado pela Comissdo Européia em 1998 chamado “Caracterizagdo da
variagcdo genética em suinos europeus” com o intuito de facilitar a manutengéo
e exploragao da biodiversidade desta espécie (PigBioDiv), demonstrou os
beneficios da avaliacdo da diversidade genética dos suinos europeus,
considerando tanto populagbes de ragas comerciais como locais. A segunda
versdo do projeto (PigBioDiv2) incluiu ragcas chinesas, com o propésito de
estender experiéncias européias para a China (Blott et al., 2003). De forma
semelhante, um banco de dados europeu de genética animal tem sido
estabelecido como um reservatério para identificar algumas ragas e acessar os

niveis de risco as quais estdo submetidas (Rothschild, 2003).
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No que diz respeito a conscientizagdo dos criadores e a elaboragao de
propostas alternativas para promover a preservagao e conservagao genética
das ragas naturalizadas de suinos no Brasil, alguns diagnostico ja foram
realizados. Em 1987, o projeto de pesquisa “Levantamento, Avaliagao,
Exploragao e Preservagcao de grupos raciais de suinos nativos” desenvolveu
estudos sistematicos sobre suas principais caracteristicas baseando-se em um
nucleo formado por algumas destas ragas na Universidade Federal de Minas
Gerais (Garcia et al., 1996). Mais recentemente, outro trabalho diagnosticou a
situacdo da criagdo dos suinos locais, encontrados no municipio de Remigio,
interior da Paraiba (Silva Filha et al., 2005), pesquisando o tamanho, a
localizacdo das unidades de criagao, a situacdo econbmica das mesmas, 0s
manejos (sanitario e alimentar), as instalagcbes, a assisténcia técnica e a
fiscalizacdo, pertinentes aos respectivos rebanhos localizados. Os
levantamentos vém concluindo que esta espécie necessita de cuidados
especiais e maior atengdo, pois poucos agricultores que criam racgas
naturalizadas possuem apenas pequenos rebanhos. Desta forma, se néo
houverem estudos voltados para a conservacdo dessas racas, sua extincéao
sera inevitavel. Estes levantamentos podem ser considerados de grande valia,
pois permitem que se faga maiores esclarecimentos sobre questdes como
cruzamentos direcionados, infra-estrutura, assisténcia técnica, subsidios e
principalmente sobre o papel representativo destas racas nos sistemas de
produgcdo. Além disso, podem contribuir para os avangos nos estudos de
diversidade genética.

Até bem pouco tempo, os trabalhos sobre caracterizacdo genética
realizados envolviam, na sua maioria, as racas comerciais, principalmente em
se tratando da espécie suina. Os poucos trabalhos envolvendo ragas nativas
incluiam, fundamentalmente, estudos citogenéticos, grupamentos sanguineos e

polimorfismos protéicos (Egito et al., 2002).
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2.3. Diversidade genética e estrutura populacional

Nos ultimos anos, com o0 avango da biologia molecular, a descoberta de
microssatélites de DNA, e o uso da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
tornou-se possivel a identificagdo de polimorfismos em varios sitios genémicos
nos animais, revolucionando, as possibilidades de monitoramento genético da
espécie suina. Segundo Rothschild (2006), novos marcadores genéticos
continuam sendo identificados e mapeados nesta espécie, além dos estudos
das interacbes entre mapas e a expansao dos mapas de QTL. No inicio de
2006 ja existiam mais de 1.588 genes e 2.493 marcadores da espécie suina
identificados e depositados em bancos de dados.

Os marcadores genéticos s&o capazes de assistir na selegdo visando
melhora da qualidade de carne e podem ser considerados como uma das mais
excitantes oportunidades para a industria animal. No entanto, a valorizacido da
utilidade destes marcadores na avaliacao das diferengcas genéticas existentes
dentro da espécie suina deve ser enfatizada, de forma a avangar nos estudos
de conservacao de sua diversidade.

A diversidade genética das espécies domésticas esta refletida na
variedade de tipos e ragas que existem e na variagao presente dentro de cada
uma delas. A perda de um unico tipo ou raca compromete o acesso a seus
genes e combinagdes genéticas unicas que poderdo ser uteis no futuro (Egito
et al., 2002). O método mais utilizado para quantificar esta diversidade genética
€ a analise dos gendtipos de individuos nao aparentados entre si, selecionados
de uma populagédo sobre investigagdo (Groenen et al., 2003). Varios estudos
tém validado a eficiéncia na utilizagdo de marcadores do tipo microssatélite
para avaliar essa diversidade genética e a relagdo entre algumas ragas de
suinos.

Existem trés niveis fundamentais que determinam a diversidade génica
de uma espécie: variagdo genética dentro de individuos (heterozigosidade);
diferenciagao genética entre individuos dentro de uma populagao; e diferengas
genéticas entre populagdes (Ollivier & Foulley, 2005). Os programas de

conservagao devem proteger todos estes componentes de diversidade
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genética, de forma a reter o0 maximo da variagcao total e manter a estrutura
genética natural da populagdo. Mais especificamente, a deteccdo da
variabilidade entre ragas € resultante de longos processos evolutivos e pode
ser valida para prever mudangas no préprio meio ambiente (Gandini et al.,
2004).

Sabe-se que varios fatores podem afetar a possibilidade de identificar
aquelas ragas puras ou hibridas, incluindo a diferenciagdo genética entre as
populacdes, o numero e a variabilidade de marcadores selecionados, o0 numero
de animais analisados por raca e finalmente a escolha do método a ser
aplicado (Cornuet et al., 1999; Hansen et al., 2001). Além destes, outros
conhecimentos s&do uteis na predicdo do estado atual e futuro a que esta
submetida a diversidade genética de uma populagdo em questdo. Podemos
ressaltar a consideracao das forgas evolutivas fortuitas ou ndo, que atuam nas
ragcas ou grupamentos definidos (Ruane, 2000), a exemplo, populagdes de
tamanho reduzido que sdo mais expostas a flutuagbes génicas aleatorias
(deriva genética) através das geracdes, o que tende a reduzir a variabilidade
genética.

Estudos revelam que a maior causa da erosao genética € a tendéncia ao
crescimento daquelas ragas modernas, servindo as necessidades de alto
investimento e produgdo da agricultura industrial (Cardellino, 2003). De forma
semelhante, Sereno et al. (2000) ja afirmavam que em se tratando de aves e
suinos, praticamente ndo existem mais ragcas autoctones, e o que resta
encontra-se em risco de extingdo. Tais espécies de ciclo curto tém refletido
rapidamente os resultados da massiva pressao de selecdo exercida nas raca
modernas, ou seja, a efetiva queda da diversidade genética e cada vez mais o
desconhecimento sobre a origem e o potencial produtivo das racas
naturalizadas. Por tudo isso, esforcos para determinar a que niveis de risco de
extincdo estdo as espécies domésticas devem ser considerados, ndo somente
na Europa, mas também em outras partes do mundo.

Numerosos estudos sobre diversidade genética vém sendo
desenvolvidos em muitos paises, e mais extensamente focados nas racas

Européias (Baumung et al., 2004). Este mesmo autor cita que em mais da
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metade da Europa (71%) e paises norte-americanos (100%) sao realizados
estudos em diversidade, enquanto esta proporcdo é bem menor na Asia (25%)
e América do Sul (21%). Em aproximadamente 90% de todos os projetos
analisados, locos de microssatélites sdo os marcadores genéticos mais
utilizados, seguidos por marcadores bioquimicos como polimorfismo protéico
(29%) e RFLP (Restriction Fragment-Length Polymorphism) (17%). A utilizagéo
de marcadores recomendados pela FAO para cada espécie se destacou na
espécie suina, onde todos os locos recomendados eram utilizados em pelo
menos 71% de todos os projetos, sendo que alguns mais informativos
chegaram a utilizar 86%.

Em Cuba, a producdo suina esta estreitamente ligada a economia do
pais, principalmente nas regides orientais. Atualmente, o censo detectou mais
de cinco milhdes de cabecas, em sua maioria, encontradas nas produc¢des
familiares e setores nao especializados, onde a exploragao das ragas crioulas
de suinos aproveita todos os recursos naturais e os diferentes subprodutos
agricolas (Rodriguez et al., 2002). Neste pais tem-se buscado esclarecer a
estrutura genética da populagcédo de suinos atual, pois o baixo interesse pelas
racas das décadas passadas, bem como a mestigagem indiscriminada com
racas mais selecionadas e produtivas tém levado a reducdo do numero efetivo
de racas puras nas populagdes. Recentemente, se concluiu que mesmo os
suinos cubanos sendo derivados das racas ibéricas, depois de mais de 500
anos de deriva genética e migracgao, tais ragcas encontram-se geneticamente
bem distintas entre si (Martinez et al., 2005).

Na india, apesar do isolamento geogréafico, existe uma consideravel
miscigenacao entre as populagdes de suinos nativos do norte e do nordeste,
devido ao elevado fluxo génico dessas ragas entre as regides com propdsitos
produtivos e reprodutivos (Behl et al., 2002). Considera-se ainda que as ragas
suinas naturalizadas deste pais sofrem pouca ou nenhuma pressao de
selecdo, o que também justifica a proxima relagdo genética detectada entre
elas.

Antes mesmo da chegada dos primeiros suinos no Brasil, a China ja os

criava ha mais de 5.000 anos (Vianna, 1956), e ainda hoje a suinocultura
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constitui um dos setores de grande importancia na economia rural desse pais.
Mais de 100 ragcas naturalizadas de suinos estdo presentes na China,
representando quase um tergo do total existente no mundo (Li et al., 2000).
Entretanto, a caracterizacdo do vasto recurso genético na China tem sido
priorizada nas ragas chinesas de suinos (Fang et al, 2005). A identificacdo
mais precisa da estruturacdo genética de alguma destas ragas suinas locais,
de forma a oferecer métodos efetivos para manté-las e utiliza-las, tem sido
proposta.

No México, a diversidade genética das ragas crioulas de suinos vem
declinando desde o inicio deste século devido a introducdo e ampla utilizagao
das ragas modernas (Lemus Flores et al., 2001). Estas ragas crioulas de
suinos, semelhantemente aquelas encontradas em outros paises latino-
americanos, sao criadas em comunidades rurais pouco tecnificadas, e existe
dificuldade em caracteriza-las como ragas puras. Sdo consideradas muito
heterogéneas e tem-se conseguido conservar grande parte das caracteristicas
Unicas destas populagdes. Portanto, importancia tem sido dada para a
caracterizacao e o resgate do efetivo populacional das ragas crioulas restantes,
investigando suas capacidades produtivas, populag¢des originadas de diferentes
regides, e bem como suas relagdes filogenéticas com aquelas ragas modernas
(Lemos Flores et al., 2005).

Na Argentina, o conhecimento de caracteristicas morfo-estruturais e
fenotipicas das racas naturalizadas de suinos possibilitou o estabelecimento de
padrdes raciais e variedades dentro das populagdes (Revidatti et al., 2005),
sendo que estudos sobre as distancias genéticas existentes entre estas e
outras racas, como as ibéricas, também foram propostos.

Apesar de sua escassa dimensao, a Espanha € um pais de elevada
riqueza animal e vegetal. A diversidade de suas ragas autoctones tem sido
sustentada mediante estudos de caracterizagcdo desde o ambito de descri¢cdes
etnologicas até a caracterizagdo da variabilidade do material genético
existente. Na espécie suina, tais estudos sdo amplamente difundidos,
ocupando o terceiro lugar em prioridade, perdendo apenas para as espécies

bovina e equina (Camacho et al., 2000).
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Diante do fato de que populagdes ou espécies ameagadas de extingao
possuem sua estrutura genética provavelmente alterada, ou fragmentada, e
com consequente perda de heterozigosidade, conservacionistas e geneticistas
tém buscando identificar a variagdo génica existente dentro de populacdes.
Uma populacdo é dita como tendo uma estrutura populacional hierarquica, se
as sub-populagdes puderem ser agrupadas progressivamente em niveis (Hartl
& Clark, 1997).

Recentemente, alternativas de métodos de agrupamento tém sido
propostos, os quais permitem a inferéncia de estrutura de populacbes e a
designagao de individuos a populagdes, sendo uteis para definir unidades de
conservagao (Fabuel et al., 2004). Neste contexto, microssatélites tém
comprovado sua vasta aplicabilidade na investigacdo de estruturas
populacionais de diversas espécies de animais domésticos (Jordana et al,
2003; Parker et al., 2004; Martinez et al., 2006;). Estudos realizados por
Martinez et al. (2000) na Peninsula Ibérica, indicaram que a estrutura
populacional deve ser mantida de forma a conservar a importante diversidade
refletida nas ragas suinas locais com relagdo a sua adaptacdo ao ambiente e
ao desempenho produtivo de cada uma delas.

Apesar de uma intensa pressao de selecdo na maioria dos paises,
devido a maior produtividade das ragas suinas comerciais, € sabido que ainda
existe uma grande variedade de ragas nativas de suinos, tanto na Europa (33%
do total) como na China (34% do total) (Blott et al., 2003). Desta forma,
programas de conservagado para estas ragas em todo o mundo, devem ser
priorizados, com o cuidado de serem enfocados sob varios niveis, desde
ecossistemas e comunidades até individuos, possibilitando um resgate
eficiente dos efetivos que ainda restam. Por isso, € necessaria uma visao de
uso futuro desses conhecimentos, de forma a manejar estes importantes
recursos genéticos da melhor forma possivel, disponibilizando-os para estudos

futuros com esta espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar, por meio de marcadores moleculares microssatélites, a
diversidade genética existente nas principais ragas de suinos naturalizadas do

Brasil.

3.2. Objetivos especificos

- Analisar a distribuicdo das frequéncias alélicas de doze grupos genéticos
da espécie Sus scrofa e de um animal Cateto da espécie Tayassu tajacu;

- Quantificar a variabilidade genética intra e inter-racial em cinco grupos
genéticos de suinos naturalizados e comerciais;

- Testar a existéncia de estruturagao de populag¢des dentro dos cinco grupos
genéticos estudados;

- Estimar as probabilidades para o calculo de certificagao racial para cada
um dos cinco grupos genéticos analisados;

- Estimar as probabilidades de exclusédo de paternidade total e para cada um
dos cinco grupos genéticos analisados;

- Propor estratégias de manejo que auxiliem na decisdo e/ou manutengao de

Programas de Conservacgao da espécie suina.
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DIVERSIDADE GENETICA DAS RAGAS NATURALIZADAS DE SUINOS NO
BRASIL POR MEIO DE MARCADORES MICROSSATELITES

RESUMO

Em uma primeira etapa, foi analisada a distribuicdo das frequéncias alélicas,
por meio de 24 marcadores microssatélites, em doze grupos genéticos
representantes da espécie Sus scrofa, além de um animal da espécie Tayassu
tajacu, totalizando 205 animais. Posteriormente, com os mesmos marcadores,
estimou-se a diversidade genética intra e inter-racial em cinco dos doze grupos
genéticos representados por trés ragas naturalizadas de suinos do Brasil
(Moura, Piau e Monteiro), uma raga comercial (Landrace) e um composto
comercial (MS60). Foi ainda testada a existéncia de estruturacdo genética
dentro dos ultimos cinco grupos mencionados, totalizando 182 individuos. Os
resultados desta segunda analise mostraram que 15,73% da variagao total
(p<0,001) observada foi em razao das diferencas inter-raciais. Com base no
dendrograma, obtido a partir da distdncia Da de Nei e o método de
agrupamento UPGMA, foi possivel diferenciar trés grupos. O primeiro
representado pela raga comercial Landrace e o composto MS60, o segundo por
duas ragas naturalizadas (Piau e Monteiro), e o terceiro pela raga naturalizada
Moura. A analise da variabilidade intra-racial indicou que a raga Piau obteve o
maior valor de heterozigosidade dentre as naturalizadas, enquanto que a raga
Landrace apresentou os maiores valores dentre as comerciais. A partir de uma
analise baeysiana, foi possivel identificar uma sub-estruturacdo somente dentro
das racas Monteiro e Piau. Desta forma, foram observados para estas duas
racas 0s menores valores de probabilidade de certificagcdo racial e uma
diferenciagdo genética significativa entre as ragas Moura, Landrace e o
composto MS60. O painel de marcadores microssatélites utilizados apresentou
alta preciséo (99,99%) para ser utilizado na exclusao de paternidade, inclusive
em ragas naturalizadas de suinos e se mostrou efetivo para ser usado como
ferramenta importante para o0 manejo e conservagao das ragas naturalizadas
de suinos.

Palavras-chave: caracterizagdo genética, conservagao, estrutura populacional.
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GENETIC DIVERSITY OF NATURALIZED BRAZILIAN PIG BREEDS USING
MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT

On a first step, it was analyzed the allelic distribution with 24 microsatellites loci
in twelve genetic groups representing the Sus scrofa species and one animal of
the species Tayassu tajacu, come down to 205 animals. After that, with the
same microsatellite loci, the genetic diversity was estimated within and between
five of the twelve genetic groups, represented by three naturalized Brazilian pig
breeds (Moura, Piau and Monteiro), one commercial breed (Landrace) and one
composite (MS60). It was also tested the existence of a genetic structure within
these five groups, with a total of 182 individuals. The results of this second
analysis showed that 15.73% of the total variation (p<0,001) observed was due
to differences between breeds. Based on the dendrogram obtained from the Da
Nei's distance and the clustering method UPGMA, it was possible to
differentiate three groups. The first one was formed by the commercial breed
Landrace and the composite MS60, the second by two of the naturalized breeds
(Piau and Monteiro) and the third by Moura naturalized breed. The analysis of
the within breed variability indicated that the Piau breed presented the highest
value of heterozigosity among the naturalized breeds, whereas the Landrace
presented the highest value between the commercial ones. Using a baeysian
analysis, a substructure was identified only within the Monteiro and Piau
breeds. In such a way, that the lower values for breed certification probability
were observed for these two breeds and a significant genetic differentiation
between the Moura and Landrace breeds and the composite MS60. The
microsatellite marker panel showed used high precision (99.99%), also when
used paternity exclusion in naturalized pig breeds and showed to be effective to
be used as an important tool for the management and conservation of the

naturalized pig breeds.

Key words: genetic characterization, conservation, population structure.
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1. INTRODUGCAO

A suinocultura brasileira € baseada principalmente em sistemas de
producao intensivos e de alto nivel tecnoldgico, onde estdo presentes ragas de
elevados padrbes genéticos, especializadas para produgao de carne (Mariante
et al., 2003). Os suinos descritos como “tipos naturalizados”, que garantiram o
sustento de familias brasileiras durante século, foram sendo substituidos por
estas racas comerciais desde o século XX, marcado pela massiva importacéo e
uso de ragas exoticas, principalmente da Europa (Cavalcanti, 2000).

As ragas naturalizadas que apresentam caracteristicas como rusticidade,
resisténcia a enfermidades, baixa exigéncia de manejo e alimentagdo e uma
alta adaptabilidade estdo sendo criadas em pequenas propriedades rurais, sem
nenhum tipo de controle de acasalamento ou processo de selecdo. Atualmente,
a perda da diversidade genética observada nestas ragas, assim como as
discrepancias raciais na caracterizagao racial e na denominagao dos grupos é
fato preocupante, e pouco se sabe sobre a distribuicdo geografica e o tamanho
efetivo das populagdes remanescentes.

A conservagao destas ragas naturalizadas, que se encontram
ameacgadas de extingdo, é valida visto que sdo animais altamente adaptados
ao nosso ambiente por alguns séculos de contato com biomas especificos
(Vianna, 1956). Sao, portanto, consideradas fontes potenciais de novas
variantes genéticas de extrema importancia para o futuro da suinocultura
nacional, onde a alta pressdo de selecdo sobre as ragas comerciais podera
levar a uma drastica reducéo da variabilidade genética.

No Brasil, poucos estudos sobre a avaliagdo da diversidade genética
tém sido realizados com a espécie suina, principalmente em se tratando de
ragas naturalizadas. Este trabalho se propde a avaliar a diversidade genética
existente em trés ragas naturalizadas de suinos (Piau, Monteiro e Moura) uma
ragca comercial (Landrace) e o composto MS60, além de testar a existéncia de
estruturacdo genética dentro das populagdes analisadas, a partir de
marcadores microssatélites. Foi ainda realizada uma analise qualitativa que

incluiu outros oito grupamentos genéticos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Foram coletadas amostras de sangue, pelo ou tecido muscular de 204
suinos naturalizados e comerciais da espécie Sus scrofa de ambos 0s sexos
(Tabela 1) e um animal de uma das espécies de pecarideos (Tayassu tajacu)
conhecido como Cateto, totalizando 205 animais. Desejou-se amostrar animais
nao aparentados, ou com pelo menos trés geragdes de distancia.

Amostras de sangue foram coletadas da maioria dos animais na veia
marginal da orelha a partir de agulhas estéreis e tubos de 15 mL (tipo Falcon)
contendo 0,5 M do anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA) pH
8,0. Coleta de pelos de alguns animais também foi realizada, de modo a
capturar os bulbos capilares utilizados para extrair o DNA. Algumas amostras
também de tecido muscular foram coletadas a partir do musculo
“Semimembranosus”, vulgarmente conhecido como coxdo-mole. Os diferentes
materiais bioldgicos amostrados variaram conforme a disponibilidade daqueles
cedidos por Instituicbes ou propriedades e/ou bem como devido as
preferéncias de cada produtor quanto a forma de realizagdo da coleta.

O termo grupos genéticos foi utilizado neste trabalho, pois alguns destes
amostrados ndo podem ser considerados como raca. E o caso do composto
comercial MS60, langcado pela Embrapa Suinos e Aves, também conhecido
como “Suino Light’, que é o resultado do cruzamento das ragas Duroc, Large
White e Pietrain. Da mesma forma se enquadra o fenétipo Casco de Burro, que

ainda nao possui um status genético definido.
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Tabela 1. Grupos genéticos utilizados nas analises de microssatélites, localidades amostradas,
estado, sexo, tipo de material biolégico coletado (MB) e respectivas siglas e numero de

animais (N).
Grt'xrfos Localidade Estado Machos Fémeas MB Siglas N
genéticos
Embrapa Suinos e Aves SC 24 Sangue 24
Landrace SLD
Nucleo Rural Rio Preto DF 1 6 Sangue
Fazenda Sucupira * DF 1 1 Sangue
Haras Valenga DF 5 6 Sangue 11
. Nucleo Rural Tabatinga DF 2 1 Sangue
Monteiro SMT
Poconé-Pantanal MT 6 10 Pelo 16
Nucleo Rural Ponte Alta DF 3 Sangue
Chacara- Brasilia DF 1 1 Sangue
Moura Embrapa Suinos e Aves SC 10 25 Sangue SMO 35
MS60 Embrapa Suinos e Aves SC 15 33 Sangue SMS 48
Fazenda Sucupira * DF 1 Sangue 3
Sobradinho DF 2 Sangue 4
Nucleo Rural Capéo Seco DF 1 1 Sangue 2
. Nucleo Rural Jardim Il DF 1 Sangue 1
Piau SPI
Nucleo Rural Buriti Veremelho DF 1 Sangue 1
Universidade Federal de Vigosa MG 5 10 Pelo 15
Nucleo Rural Rio Preto DF Sangue 4
Universidade Federal Rural de Perbambuco PE 1 Pelo 1
Caruncho Fazenda Sucupira * DF 1 1 Pelo SCR 2
Casco de .
Burro Fazenda Sucupira * DF 1 Sangue SCB 1
Cateto Nucleo Rural Jardim II DF 1 Pelo SCA 1
Duroc Embrapa Suinos e Aves SC 2 2 Sangue SDC 4
. Embrapa Suinos e Aves SC 2 Sangue 2
Large White SLW
Nucleo Rural Rio Preto DF 1 Sangue 1
ira * DF 1 Sangue 2
Nilo Fazenda Sucupira g SNI
Nucleo Rural Rio Preto DF 1 2 Sangue 3
Pietrain Universidade Federal de Vigosa MG NI NI Musculo SPN 4
Nucleo Rural Carirt DF 1 1 Pelo 2
Pirapetinga SPT
Nucleo Rural Tabatinga DF 1 Sangue 1
Total 65 136 205

* Fazenda Sucupira pertencente & Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia- DF;
NI- Sexo nao identificado.

2.2.
quantificagcao do DNA

Processamento, armazenamento das amostras, extracao e

O processamento das amostras para separagdao dos componentes
sanguineos foi realizado apos recebimento ou coleta efetiva das amostras em

até no maximo cinco dias, quando armazenadas a -20° C. Apdés uma
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centrifugacao a 3000 rpm/10' a camada de leucécitos foi retirada e armazenada
a -20°C para posterior extracdo. As hemacias foram lavadas com solugao
salina a 0,9 % e armazenadas a -20°C em um tampdo de estocagem de
eritrocitos baseado em sédio. Amostras de plasma também foram
armazenadas a -20°C em microtubos de 1,5-2,0 ml. O DNA genbémico das
amostras sanguineas foi extraido de células brancas seguindo o protocolo
adaptado de Miller et al. (1988), baseado em sal (NaCl).

Os pelos coletados dos animais foram condicionados a seco em tubos
de 50 ml (tipo falcon) ou em envelopes de papel. Em torno de 25 a 30 bulbos
capilares, por amostra, foram selecionados e cortados em sua base para
proceder a extragdo do DNA. As amostras de tecido muscular foram estocadas
em tubos de 15 ml (tipo falcon) contendo etanol absoluto para a fixagédo dos
tecidos, e 1cm® do material foi suficiente para efetuar a extragdo do DNA. Para
ambos os tipos de tecidos, a técnica de extragao seguiu o protocolo adaptado
de Boyce et al. (1989), utilizando-se o detergente catidbnico CTAB (brometo de
cetil-trimetilam®onio).

A quantificacdo do DNA extraido de células brancas, para avaliar sua
integridade e qualidade, foi feita por espectrofotometria (Pharmacia Biotech
GeneQuant Il). Dessa forma, procedeu-se a leitura da Absorbancia a 260 nm
(A2s0), cujo comprimento de onda é da regido ultravioleta. A relagdo entre as
leituras obtidas nos comprimentos de onda Azso € Azso (Azs0/A2so), que fornece
uma estimativa da pureza do acido nucléico, e a verificagdo da concentragao
do DNA extraido, também foram avaliadas. O gel de agarose 1,0 % foi usado
para verificar se o DNA gendmico estava fragmentado, bem como para
comparar suas concentragées com aquelas obtidas pelo espectrofotdbmetro.

A solucao contendo o DNA extraido e quantificado foi distribuida em dois
microtubos de 0,6 mL em volumes iguais, de maneira que um microtubo foi
para compor o Banco de DNA do Laboratorio de Genética Animal (LGA)
localizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia-DF) como
estoque, e a outra aliquota para realizagdo do experimento e uso continuo. As
amostras de DNA para trabalho, obtidas a partir de sangue, foram

padronizadas para uma concentracdo de 3ng/ul em um volume final de 200 pl.
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As amostras extraidas de pelo, devido ao fato de resultarem em um volume
final relativamente pequeno, nao foram quantificadas e diluidas. Os microtubos
destinados ao Banco de DNA foram mantidos em Freezer -80°C, e aquelas
utilizadas rotineiramente eram conservadas no Freezer a -20°C. Todo processo
de extragdo, quantificagdo e armazenamento foi registrado em um Banco de

dados montado no programa Microsoft Access.

2.3. Marcadores utilizados e padronizagao das reagoes de PCR

Foram analisados 24 locos de microssatélites para a realizagdo deste
trabalho (Tabela 2), selecionados a partir de em uma reviséo bibliografica que
identificou aqueles mais relevantes em analises de diversidade genética de
suinos, bem como os pardmetros tais como Conteudo de Informacao
Polimorfica (PIC) e Heterozigosidade apresentados por cada um e
principalmente a disponibilidade de concesséo para as analises. Dentre estes,
apenas nove estdo na lista recomendada pela FAO/ISAG (2004). A estratégia
adotada na selecdo dos locos foi escolher pelo menos um loco em cada
cromossomo autossOmico e sexual (X) de suinos, com excecdao dos
cromossomos 6 e 18 que nao foram incluidos.

As reacbes da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
realizadas em volumes de 20 pl que consistiam de 3 yl de DNA (3 ng/ul), 1,0 pl
de cada iniciador foward e reverso (4 uM); 1,6 uL de dNTPs (2,5 mM); 2,0 ul de
Tampao 10X (Tris HCI 1 M, pH 8,4 100 mM, KCI 500 mM); 1,5 ou 2,0 pl de
MgCl, 6H,0 (cloreto de magnésio hexa-hidratado a 50 mM); 0,2 ul (1 unidade)
de Tag DNA Polimerase (5U/ul) e agua MiliQ autoclavada para completar o
volume final. As concentragées de MgCl, e agua variaram de acordo com a
otimizagao para cada loco. Em algumas reacgdes, principalmente aquelas que
utilizavam DNA extraido de pelo, 1,6 yL de BSA (2,5 pg/uL) foram utilizados a
fim de aumentar a quantidade e qualidade do produto amplificado, ja que o
DNA extraido deste tipo de tecido, apesar de mais concentrado, esta mais

sujeito a degradacgao devido contaminacgoes.
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As reacdes de PCR foram realizadas em termocicladores (DNA Thermal
cycler) e seguiram a estratégia de amplificacdo de StepDown para a maioria
dos locos. Esta consiste em utilizar diferentes temperaturas de anelamento em
cada ciclo da PCR com o propdsito de aumentar a taxa de produtividade do
mesmo. Desta forma, a programacdo da maquina foi separada em duas
etapas: A primeira consistiu de (1) 94°C por cinco minutos; (2) 94°C por um
minuto; (3) Temperatura especifica maxima de anelamento (variavel entre 53 e
62°C) decrescendo 0,5°C a cada ciclo (dez) compreendido pelas etapas 2, 3 e
4. A segunda etapa foi composta por (4) 72°C por um minuto; (5) 94°C por um
minuto; (6) Temperatura especifica minima de anelamento (variavel entre 48 e
57°C) mantida por 25 ciclos compostos pelos passos 5, 6 e 7; (7) 72°C por um
minuto; (8) extensao final a 72°C por trinta minutos e (9) 4°C até guardar a -
20°C. A tabela 2 mostra as respectivas otimizagdes para cada loco. Para a
deteccao de falsos positivos foi incluida uma reagao controle realizada sem a
adigdo do DNA (controle negativo).

Os produtos amplificados foram visualizados inicialmente em géis de
agarose 2% para identificar possiveis falhas. A eletroforese foi realizada em
uma voltagem de 120 Volts por tempo variavel de acordo com o tamanho (pb)
dos fragmentos. Os géis foram corados com brometo de etideo, analisados sob
luz Ultra-Violeta e fotografados por meio do equipamento Eagle Eye™ Il
(Stratagene). Um marcador de peso molecular de 1 Kb Plus (Invitrogen) foi
utiizado para verificar se de fato houve amplificagdo dos fragmentos

esperados.
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Tabela 2. Cromossomo de origem (Cr), sequéncias dos primers, referéncias e pardmetros experimentais (tipo de fluorescéncia existente em cada um
dos locos; variagdo de tamanho dos alelos; temperatura de anelamento; concentracdo de cloreto de magnésio; numero de ciclos no
termociclador) e indicagdo dos locos que foram tipados simultaneamente no seqiienciador automatico (Multiplex) para 24 marcadores de
microssatélites usados nas ragas de suinos no Brasil.

Marcador Cr Sequéncias primers (5'-3") Marcagdo Tamanho (pb) Temperatura (°C) MgCI2 (mM) Ciclos Multiplex Referéncia
S0313 1 CCTACTTTACAAGGACTAGAC HEX 140-172 57-52 1,5 40 D Rohrer et al, 1996.
GGATCTTAGTGGGCC
*qW2a0 2 AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG TET 84-118 53-48 2 35 D Rohrer et al, 1994.
AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA
*Q W72 3 ATCAGAACAGTGCGCCGT FAM 103-113 55-50 0,5 40 G Rohrer et al, 1994.
TTTGAAAATGGGGTGTTTCC
*s0002 3 GAAGCCAAAGAGACAACTGC HEX 191-219 60-55 1,5 40 D Fredholm et al, 1993.
GTTCTTTACCCACTGAGCCA
SW445 4 CCTCCCTGGCACTCATTG TET 184-206 58 2 35 C Rohrer et al, 1994,
CACACACACAAGCAGGTGC
GATCCATTTATAATTTTAGCACAAGT HEX 228-254 57 1,5 35 A Rohrer et al, 1996.
So227 4 GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGC
TTAAGCACTTCATGGAGCTTTG FAM 140-174 60-55 1,5 40 D Rohrer et al, 1994.
S99 ° CATAATGGAAATACCGGGTCC
S0025 7 TCTCCCTTCCCTCCATCTCT FAM 102-116 50 1,5 35 B Rohrer et al, 1996.
CTCCATCAGCCAAAAACATT
*So410 8 ATTTGCCCCCAAGGTATTTC HEX 104-122 55-50 2,5 35 B Rohrer et al, 1996
CAGGGTGTGGAGGGTAGAAG
GCTAATGCCAGAGAAATGCAGA HEX 168-190 60-55 2 40 F Rohrer et al, 1996.
§0225 8 CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA
SW539 9 CCCATCCACGCTAAGAAGAG FAM 144-166 60-55 2 35 B Rohrer et al, 1994.
TCAACGGGAACAACTTGAAG
TTTCACAACTCTGGCACCAG HEX 121-133 58 1,5 35 A Rohrer et al, 1994.
Swest 10 GATCGTGCCCAAATGGAC

* Locos recomendados pela FAO/ISAG (2004).
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Tabela 2. Continuagéo.

Marcador Cr Sequéncias primers (5'-3") Marcagdo Tamanho (pb) Temperatura (°C) MgCl, (mM) Ciclos Multiplex Referéncia
*swe30 10 AAGTACCATGGAGAGGGAAATG FAM 174-204 60-55 2 35 B Rohrer et al, 1994.
ACATGGTTCCAAAGACCTGTG
$0230 1 AACAGCCCAAGTGCCCATT FAM 293-315 60-55 2 35 B Rohrer et al, 1996.
TCCCCCTCCACTTCCTTTC
*Sw2008 11 CAGGCCAGAGTAGCGTGC HEX 87-107 60-55 2 40 E Rohrer et al, 1996.
CAGTCCTCCCAAAAATAACATG
SW957 12 AGGAAGTGAGCTCAGAAAGTGC HEX 121-147 58 2 40 E Rohrer et al, 1994.
ATGGACAAGCTTGGTTTTCC
SW1962 12 AGTCAAATAGTGGAAGAAGTGAAAG FAM 152-180 63 2,5 40 E Rohrer et al, 1996.
AACATTTGGTAACTTATCTGCTTGC
SWR1008 13 ACAGCCACCAACAGTGTTTG HEX 205-251 62 1,5 40 E Rohrer et al, 1994.
GAACTTCCATATGCTGCAAGTG
S0007 14 TTACTTCTTTGGATCATGTC HEX 160-200 62-57 2 40 G Fredholm et al, 1993.
GTCCCTCCTCATAATTTCTG
*yes7 14 TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC HEX 140-160 60-55 2 35 B Rohrer et al, 1994,
GATCCTCCTCCAAATCCCAT
S0088 15 AGCTGACTTTTGAAAGCAGTGCTC TET 146-168 58 2 35 C Ellegren et al, 1993.
AGTCACCTCTAGGCGTGATCAGCT
*s0026 16 AACCTTCCCTTCCCAATCAC HEX 84-102 60-55 1,5 35 A Rohrer et al, 1996.
CACAGACTGCTTTTTACTCC
*qwoa 17 CTTTGGGTGGAGTGTGTGC TET 93-121 60-55 2 35 C Rohrer et al, 1994.
ATCCAAATGCTGCAAGCG
SW980 X CTTCAGTGTAGTCCAAGTGGC FAM 115-131 53-48 2 35 F Rohrer et al, 1994.

GATGTTTTGCTGATAGGAAGGG

* Locos recomendados pela FAO/ISAG (2004).
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2.4. Eletroforese capilar e genotipagem

Apos refazer todas as falhas de amplificagdo nos locos selecionados,
foram montados sistemas Multiplex para realizar a eletroforese capilar (Tabela
2). Os principais critérios para sua montagem foram o tamanho dos alelos
observados e a marcacao fluorescente de cada loco. A eletroforese capilar foi
realizada em Sequenciadores Automaticos modelos ABI Prism 3100 e 3700
(Applied Biosystems) pertencentes ao Laboratorio de Genética Vegetal sediado
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia- DF). Os resultados
nao foram gerados a partir de apenas uma maquina em razao de fatores como
disponibilidade e/ou problemas técnicos ocasionais. Desta forma, 16 locos
(80227, S0026, SW951, S0025, SW539, SW857, SW830, S0230, SW2410,
SW24, SW445, S0008, S0225, SW980, SW72 e S0007) foram analisados no
ABI Prism 3100 e oito locos (S0002, SW995, S0313, SW240, SWR1008,
SW957, SW2008 e SW1961) analisados no AB/ Prism 3700.

Os protocolos de preparo das amostras para eletroforese capilar foram
diferentes para cada maquina utilizada (Tabela 3). Apds o preparo, as amostras
foram desnaturadas a 96°C por cinco minutos e imediatamente resfriadas em
gelo para diminuir a taxa de anelamento das fitas de DNA do material
amplificado.

Para garantir a isengcéo de qualquer viés proveniente da eletroforese de
cada placa analisada, amostras controles foram selecionadas para serem
repetidas em todas as corridas. Portanto, qualquer deslocamento de
determinado alelo, calculado em numero de pares de bases, pode ser
identificado entre uma corrida e outra.

Baseado em um padrao de tamanho molecular marcado com
fluorescéncia ROX, desenvolvido por Brondani e Grattapaglia (2001), a analise
dos fragmentos das amostras mediante escoreamento das bandas foi possivel
por meio do programa GeneScan (Applied Biosystems). Posteriormente, a
tipificacao alélica foi feita através do programa Genotyper (Applied Biosystems)

para a identificagcdo de polimorfismos.
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Tabela 3. Protocolos de preparo dos mix’s para analise de fragmentos nos Sequenciadores
Automaticos ABI 3100 e ABJ 3700.

Reagentes (L) ABI3100 *ABI3700
Produto Amplificado 1,2 0,2
Agua 1,0
ROX (Brondani e Grattapaglia, 2001) 1,0 0,25
Formamida Hi-Di 7,8 9,75
Total 10,0 11,2

* As amostras submetidas ao modelo AB/ 3700 foram diluidas em agua a
proporgao de 1:5 (produto amplificado/ agua).

2.5. Analises estatisticas

As analises foram feitas sob duas perspectivas: qualitativa e quantitativa.
A primeira contabilizou todos os doze grupos genéticos da espécie Sus scrofa
além do animal Cateto da espécie Tayassu tajacu, totalizando 205 animais
(Tabela 1).

A segunda analise levou em conta apenas cinco dos doze grupos
genéticos da espécie Sus scrofa, os quais tinham uma amostragem acima de
30 animais (Landrace, Monteiro, MS60, Moura e Piau). Por meio desta, as
estimativas de variabilidade intra e inter-racial, além da estrutura populacional e
certificagdo racial puderam ser avaliadas para os 182 individuos representantes
destes cinco grupos genéticos. Posteriormente, a fim de ajudar a interpretagéo
das analises anteriores, a variabilidade intra e inter-populacional foi verificada

nas ragas Monteiro e Piau.

2.5.1. Analise qualitativa
Esta compreendeu a analise das frequéncias génicas dos grupos

genéticos por meio do programa MS_Tools (Park, 2001) para verificagdo de

alelos diagndsticos nos 205 animais analisados.
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2.5.2. Analise quantitativa

2.5.2.1. Variabilidade intra-racial

Para analisar a variabilidade genética intra-racial dos 182 animais, o
programa Cervus (Marshall et al., 1998) foi utilizado para calcular as
frequéncias alélicas e parametros genéticos populacionais tais como:
Heterozigosidade esperada (He), observada (Ho) e diversidade alélica para
cada loco e conteudo de informagédo polimérfica (PIC) para cada loco e
populacado. As estimativas de heterozigosidades esperadas (He) e observadas
(Ho) para cada grupo genético foram calculadas por meio do programa
MS_Tools. O numero efetivo de alelos (Ne) para cada grupo genético e loco foi
calculado utilizando-se a seguinte formula:

Ne= 1/ (1-He);

Onde He corresponde a heterozigosidade esperada de cada grupo genético ou
loco, respectivamente.

Duas probabilidades de exclusdo de paternidade (PE) para cada grupo
genético e cada loco também foram estimadas por meio do programa Cervus.
Na primeira (PE1) foi estimada a chance de exclusdo quando se conhece
apenas o gendtipo do filho, ja na segunda (PE2), quando além do filho, o
gendtipo de um dos possiveis pais € conhecido. Esta ultima € mais comum em
animais domesticos.

Com o objetivo de auxiliar a selegao dos melhores locos para formagéo
de um futuro painel de caracterizagdo genética de suinos brasileiros, foram
estimados, para cada um dos marcadores utilizados, a riqueza alélica, e os
indices propostos por Weir & Cockerham (1984): Fir, Fst e Fis, por meio do
programa FSTAT (Goudet, 2002). O modelo de alelos infinitos foi considerado
e valores de bootstrapping (Efron, 1985) foram obtidos para estimar intervalos
de confiangca a 99% de cada um dos indices. O coeficiente de endogamia (Fs)
dentro de cada raga, incluindo os testes de Déficit e Excesso de heterozigotos

para este indice em cada uma delas, também foram possiveis mediante
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utilizacdo do programa FSTAT. Os valores de p foram estabelecidos por
120.000 permutagdes para cada populagao.

Para avaliar a existéncia de equilibrio de Hardy-Weinberg dentro dos
marcadores e das populagbes analisadas de suinos, o programa Arlequin
(Excoffier et al., 2005) foi utilizado, sendo os testes globais para Déficit e
Excesso de heterozigotos possiveis mediante o programa Genepop (Raymond
& Rousset, 1995). Valores de p exatos foram obtidos pelo método de Cadeias
de Markov mediante andlise com o0s seguintes parametros: 2500
dememorizagdes, 120 batches e 1000 permutacgdes.

O desequilibrio gamético, definido como a associagdo nao ao acaso de
alelos entre diferentes locos, foi estimado para todas as possiveis combinagdes
de locos (276) em cada raga estudada. Sob a hipétese nula de que “gendtipos
de um loco sao independentes dos gendtipos de outro loco”, tais testes foram
realizados por meio do programa Genepop. O algoritmo utilizado foi baseado
na analise de tabelas de contingéncias simples definidas entre os gendtipos
identificados entre dois locos. Cada tabela de contingéncia foi testada por meio
do método de Cadeias de Markov com 1.200.000 iteragdes para criar as
regides de aceitacao e rejeicao da hipdtese. Os valores de probabilidades

foram estimados a partir de um Teste Exato de Fisher.

2.5.2.2. Variabilidade inter-racial

Para testar as relagbes existentes entre os cinco grupos genéticos
analisados foi estimado o indice de Fixacdo Fst proposto por Weir &
Cockerham (1984), que leva em consideragdo apenas a variancia das
frequéncias dos alelos observados, calculado pelo programa Arlequin. As
frequéncias alélicas apresentadas nas populagdes também foram comparadas
através de distancias genéticas estabelecidas pelo programa DISPAN (Ota,
1993). Testou-se, portanto, o padrdao de distancia genética padrao de Nei
(1972) e Da (Nei et al., 1983) para construgdo de dendrogramas tanto pelo

método algaritimo de Neighbor joining (Saitou & Nei, 1987), bem como pelo
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método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
(Sneath & Sokal, 1973). Analises de bootstrap com 1000 replicagdes foram
utilizadas para avaliar a consisténcia interna dos agrupamentos sugeridos, bem
como a magnitude dos efeitos de erros amostrais.

A analise de componentes principais foi realizada a partir dos valores de
Fst estimados entre os pares de cada grupo genético a partir do programa PCA
(Goudet, 1999). Valores de bootstrapping foram obtidos a partir de 3000
repeticoes para testar a consisténcia dos componentes principais obtidos e
gerar os resultados. Esta analise ndo impde hierarquias as Unidades
operacionais taxondmicas, e diminui a possibilidade de agrupamentos espurios

oriundos de pressuposi¢gdes de métodos de agrupamento (Paiva, 2005).

2.5.2.3. Estrutura de populagoes e certificagao racial

Duas estratégias foram realizadas para quantificar a estrutura de
populagdes entre e dentro dos grupos genéticos de suinos analisados. A
primeira foi uma Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para medir o quanto
da variagdo observada foi devido a variagao inter e intra-racial, utilizando o
programa Arlequin. Com o mesmo programa, a variabilidade entre os grupos
genéticos também foi quantificada por meio dos valores de Fsr e testada a
partir de 100.000 iteragdes de Cadeias de Markov e 1000 permutagdes.

A segunda estratégia foi estimar a estruturagdo genética das ragcas com
base na informagéo individual dos gendtipos para cada loco a partir do
programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Os individuos foram
designados (probabilisticamente), por inferéncia bayesiana, a determinadas
populagdes ou agrupados a uma ou mais populagdes. Para estas estimativas
foram utilizados os métodos de Cadeia de Markov e Monte Carlo, de maneira
que foi calculada, para cada individuo, a probabilidade de um dado genétipo X
fazer parte de uma dada populacédo K: In Pr(X/K). Foram estimadas as
probabilidades para valores de K que variaram de um até dez. Para testar a

regularidade dos resultados, cada valor de K foi estimado duas vezes
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independentemente a partir de 100.000 iteragdes. Assim, foi possivel obter
uma estimativa do numero de sub-populagbes existentes entre as amostras,
assumindo-se que estas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

A probabilidade de certificacao racial também foi estimada por um outro
método de estatistica bayesiana proposto por Rannala & Mountain (1997)
(Assignment test) por meio do programa Arlequin, inferindo quais as ragas que
possuiam maiores indices de cruzamento. A probabilidade dos individuos
pertencerem as suas racas pré-estabelecidas foi obtida a partir das freqiéncias
alélicas estimadas em cada amostra, assumindo que todos os locos utilizados
sao independentes, de maneira que a probabilidade individual global € obtida
como o produto da probabilidade individual de cada loco. Simulagées de Monte
Carlo foram utilizadas para criar as regides de aceitacao e rejeicao da hipdtese
de cada individuo corresponder a sua raga de origem e 10.000 gendtipos para

cada raga foram simulados.

2.5.2.4. Variabilidade intra-populacional

Baseado nas mesmas metodologias utilizadas para obtengdo das
estimativas de heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho), numero
efetivo de alelos (Ne), coeficiente de endogamia (Fis) e testes globais para
Déficit e Excesso de heterozigotos em relagcao ao equilibrio de Hardy-Weinberg
para cada um dos cinco grupos genéticos, nesta analise, tais estimativas foram
avaliadas em cada uma das populagdes representantes de regides diferentes,
tanto da raca Monteiro como da raga Piau, separadamente. Desta forma, os
animais da raga Monteiro amostrados na regido do Distrito Federal e no
Pantanal, bem como os da raga Piau coletados no Distrito Federal e em Minas
Gerais, foram analisadas a nivel intra-populacional como quatro populacdes

distintas.
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2.5.2.5. Variabilidade inter-populacional

A variabilidade inter-populacional considerando as populacdes
existentes dentro da raca Monteiro e da raga Piau também foi avaliada. Dessa
forma, a distancia Da (Nei et al., 1983) e o0 método de inferéncia de UPGMA

(Sneath & Sokal, 1973) foram utilizados para gerar o dendrograma.
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3. RESULTADOS

3.1. Analise qualitativa

Com base nas frequéncias alélicas encontradas nos 205 animais
analisados a partir de 24 microssatélites, um total de 256 alelos foram
identificados de forma que 55 alelos foram diagndsticos em determinados
grupos genéticos (Tabela 4).

De forma geral o numero de alelos diagndsticos apresentou-se
distribuido entre a maioria dos locos, sendo os locos SWR1008 e SW995
aqueles que apresentaram uma maior concentragao de alelos diagndsticos (5 e
7, respectivamente). Vale ressaltar que apenas em trés locos ndo foram
identificados alelos diagndsticos (S0025, SW24 e S0225).

Os locos SW951, SW445 e SW1962 apresentaram alelos diagnésticos
somente na raga Monteiro, outros trés (S0026, SW857 e SW72)
exclusivamente na raga Piau, e o loco SW980 apresentou alelos diagndsticos
apenas na raga Landrace. Nas ragas Duroc, Pirapetinga, Pietrain, e no fenétipo
Casco de Burro, nenhum alelo diagnéstico foi observado. A raga Caruncho
apresentou dois alelos diagnosticos a frequéncias de 25%, entretanto, foi
representado por apenas dois animais.

Alelos diagndsticos encontrados em um percentual igual a 50% sé

ocorreram na espécie Tayassu tajacu (Cateto).
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Tabela 4. Numero de individuos amostrados (N), nimero médio de alelos (Nm) e niumero de
alelos especificos encontrados em determinadas amplitudes de freqiiéncias alélicas
(1-10%, 11-30% e 31-50%) em cada um dos doze grupos genéticos e da espécie
Tayassu tajacu analisados com 24 locos de microssatélites.

Grupos genéticos N Nm 1-10% 11-30% 31-50%
Landrace 31 6,17 9 1
Monteiro 37 5,83 10 1 1
Moura 35 4,46 1 1 1
MS60 48 5,92 4
Piau 31 7,25 15 1
Caruncho 2 2,13 2
Casco de Burro 1 1,67
Cateto (Tayassu tajacu) 1 1,68 3
Duroc 4 2,58
Large White 3 2,75 1 1
Nilo 5 3,45 2 1
Pietrain 4 2,75
Pirapetinga 3 2,67
Total 205 3,8 41 8 6

A raga que apresentou a maior incidéncia de alelos diagndsticos foi a
Piau, seguida pela Monteiro e Landrace. Entretanto, dentre os alelos
diagndsticos encontrados na primeira classe de frequéncias alélicas
estabelecida (1-10%), 13 dos 15 alelos diagnésticos encontrados na raga Piau
foram detectados uma unica vez, assim como seis dos 10 detectados na raca
Monteiro e sete dos nove encontrados na raca Landrace.

A raca Moura, apesar de apresentar poucos alelos diagndsticos, dois de
seus trés alelos diagndsticos apresentaram-se em freqiéncias relativamente
altas: 31% no loco S0227 e 19% no loco SW2008. Neste primeiro, 55% da
populagcdo (N=19) apresentaram o determinado alelo diagndstico de 238pb

(Figura 1).
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Figura 1. Frequiéncia de alelos diagnésticos encontrados no loco S0227 para todos os grupos
genéticos analisados. A cor amarela identifica a freqiéncia do alelo especifico de
238pb na raga Moura.

SMS=MS60; SM0-Moura; SLW=Large-White; SNI=Nilo; SDC=Duroc; SPI=Piau; SMT=Monteiro;
SLS=Landrace; SCB=Casco de Burro; SCR=Caruncho; SCA=Cateto; SPT=Pirapetinga;
SPN=Pietran.

3.2. Analise quantitativa

3.2.1. Variabilidade intra-racial

Na analise dos 24 locos de microssatélites para os cinco grupos
genéticos com maiores efetivos que totalizaram 182 animais, 241 alelos foram
encontrados. O numero de alelos obtidos individualmente dentro dos locos
testados (Tabela 5) variou de cinco (S0225 e SW72) a 19 (SWR1008) (Tabela
5). O numero efetivo de alelos, também considerado uma medida de estimativa
da diversidade genética, variou entre 1,23 a 9,09, sendo equivalentes aos
valores de heterozigosidade obtidos nos mesmos locos: SW539 e S0007,
respectivamente. As estimativas de riqueza alélica, obtidas a partir de 24
animais de cada grupo genético estudado, mostraram que novamente o loco
SW539 obteve o menor valor (3,954) e o loco SWR1008 o maior valor (13,912).

Os maiores valores de PIC (Polymorphism Information Content)
encontrados foram para os locos SW857, SW445, S0002, SWR1008 e S0007,
sendo este ultimo, o maior dentre todos (0,877). Em raz&o dos baixos valores
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obtidos nos locos SW539 e S0088, estes nao devem ser recomendados para
compor um painel de analise de exclusdo de paternidade. Baseado nos
resultados de probabilidade de exclusdo combinada (PE1 e PE2) para os cinco
grupos genéticos referentes a 0,9999 e 0,9999, respectivamente, pdde-se
constatar a alta precisdo deste painel na exclusdo de falsos pais em analises
que incluam animais representantes das racas Monteiro, Piau, Moura,
Landrace e o composto MS60. Quando testado um outro painel formado
apenas pelos dez marcadores mais informativos, a probabilidade de excluséo
manteve-se alta (PE1=0,9993 e PE2=0,9999), demonstrando a confiabilidade
inalterada quando considerada a PE2. Observou-se que onze dos 24 locos
foram significativos quando se aplicou o teste global de EWH para Déficit de
heterozigotos: SW72, S0002, SW445, S0025, SW539, SW951, SwW2008,
SW957, S0088, S0026 e SW980.
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Tabela 5. Diversidade genética dos 24 locos de microssatélites utilizados em cinco grupos

genéticos de suinos do Brasil. Localizagdo dos locos no genoma suino (cromossomos -
Cr), numero de alelos por loco (Na), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He), conteludo de informagdo polimorfica (PIC),
probabilidades de exclusdo 1 (PE1) e 2 (PE2), numero efetivo de alelos (Ne),
porcentagem de individuos tipados (IT), riqueza alélica (RA), valores de p obtidos nos
testes de Equilibrio de Hardy-Weinberg para Défcit de heterozigotos (EHW1) e
Excesso de heterozigotos (EHW2) e erros padrdo para cada valor de p entre
paréntese.

Locus Cr Na  Ho He PIC PE(1) PE@) Ne %IT RA  EHW1  EHW2
S0313 1 12 0688 0810 0784 0457 0631 526 95 8595 (8:832‘1‘) (gzgg%)
SW240 2 14 0687 0747 0719 0369 0553 395 98 8150 (8:(1)‘1“1‘2) (0%81323;)
:
SW72 3 5 0,155 0526 0483 0147 0303 210 78 4,118 %%%%113 (81838?)
S0002 3 13 0604 0872 0855 0579 0735 7,81 79 10,072 (00’%%%11) (81888?)
*
SW445 4 12 0675 0872 0856 0583 0,738 7,81 83 10,183 ?6?8831) (8:3833)
S0227 4 7 0360 0476 0450 0,125 0287 1,90 97 5347 (8:88‘1)3) (8188;71)
SW995 5 13 0633 0786 0753 0409 0587 467 97 8006 (8:8333) (8238‘71‘1‘)
*
S0025 7 8 0500 0702 0,671 0309 0495 335 94 6499 %%%%11) (g:gggﬁ’)
SW2410 8 9 0549 0497 0466 0135 0297 198 95 5325 (828822) (8:8322)
S0225 8 5 0580 0601 0543 0,193 0349 250 96 4450 (8:881‘7‘) (8:8823)
.
SW539 9 6 0156 0,193 0,188 0,019 0,104 123 98 3,954 (00‘%%%512 (82383‘2‘)
SWes1 10 7 0413 0609 0571 0214 0388 271 98 5602 %%%%11) (gzggg%
SW830 10 10 0,604 0795 0,765 0427 0604 4,87 100 7,400 (8:8822) (g:gggg)
S0230 11 11 0657 0815 0,787 0458 0633 540 96 7,803 (8%22) (gjgﬁg)
*
SW2008 11 9 0525 0730 0,691 0333 0513 370 97 6964 85%%%622 (818883)
SW957 12 12 0,243 0,825 0,803 0491 0663 571 74 9,724 (00'%%%11) (82383?)
SW1962 12 8 0754 0753 0,710 0344 0522 404 98 5537 (&gggj) (8:88;2)
SWR1008 13 19 0756 0863 0852 0590 0743 7,29 94 13912 (8:(1)?32) (gzgﬁ;)
S0007 14 15 0763 0890 0877 0630 0774 9,09 97 11676 (&g?g;) (8:3232)
Sw8s7 14 11 0764 0830 0,806 0490 0661 588 97 8573 (813?:212) (0%318325)
:
S0088 15 9 0,305 0,384 0372 0083 0232 162 97 6,143 %%%%113 (82383?)
S0026 16 8 0665 0,762 0,720 0,359 0,536 4,20 100 6,068 %%%%%) (gzgggg)
SW24 17 9 0644 0798 0770 0432 0611 495 95 7,471 (815‘118% (g:g?gg)
.
SW980 X 9 0292 0718 0678 0317 0496 354 84 6,704 (00'%%%11) (81838?)
**MEDIA 10,04 0,5405 0,702 0,674 0,9999** 0,9999** 4,39 93% 7,420

* p<0,001; ** Os valores de PE1 e PE2, correspondem a probabilidade conjunta de exclusdo
de paternidade.
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Os valores correspondentes a PE2 também foram elevados em todas as
ragas, sendo proporcionais aos valores de PIC e heterozigosidade observada
em relacdo a heterozigosidade esperada (Tabela 6).

Os valores médios de heterozigosidades observadas nas populag¢des
variaram entre 0,44 e 0,60 e apresentaram-se inferiores aos valores médios de
heterozigosidades esperadas (0,57 e 0,69). Na raca Monteiro, o niumero efetivo
de alelos (2,32) e a heterozigosidade esperada (0,57) corresponderam aos
mais baixos valores entre todas as ragas analisadas. Ja a raga Piau,
apresentou os maiores valores para estas estimativas de numero efetivo de
alelos e heterozigosidade esperada (3,22 e 0,69 respectivamente) e, portanto,
entre as ragas naturalizadas, esta foi a que apresentou a maior diversidade
genética. A raga Landrace apresentou o maior valor de heterozigosidade
observada, sobressaindo-se ligeiramente da raga Piau. Comparag¢des entre
estes resultados sugerem que, de uma forma geral, ainda existe uma
consideravel variabilidade genética dentro desses grupos genéticos analisados,
principalmente em se tratando de ragas naturalizadas em vias de extingao.

Com relagdo ao indice Fis (Coeficiente de endogamia), os grupos
Monteiro, Piau e MS60 apresentaram, respectivamente, os maiores valores e,
portanto, foram significativos (p<0,001) para o teste de Déficit de heterozigotos.
Tais resultados corroboraram com os obtidos no teste global de EHW para
Déficit de heterozigotos, onde apenas as ragas Moura e Landrace mantiveram-
se em equilibrio.

O desequilibrio de ligagao testado entre todos os pares de locos para
cada populacdo individualmente, foi significativo (p<0,01) em todas elas. No
entanto, observou-se que a raga Landrace e o composto MS60 apresentaram
uma menor porcentagem de desvios em relagdo ao equilibrio gamético,
enquanto nas ragas naturalizadas, um maior numero de combinagdes entre

locos foi significativo, principalmente na raga Monteiro (13,8%) (Tabela 6).
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Tabela 6. Diversidade genética intra-racial para os cinco grupos genético de suinos obtida a partir de 24 locos de microssatélites. Namero de amostras
(N), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), nimero de alelos identificados (Na), niumero médio de alelos por raca
(Nm), numero de alelos efetivos (Ne), conteudo de informagéo polimérfica (PIC), probabilidades de excluséo 1 (PE1) e 2 (PE2), porcentagem
de individuos tipados (%IT), porcentagem de desequilibrio de ligagéo (%DL) para todos os pares de locos (p<0,01), coeficiente de endogamia
ao nivel de individuo dentro de cada raga (Fs), valores de p obtidos nos testes de Equilibrio de Hardy-Weinberg para Défcit de heterozigotos
(EHW1)e Excesso de heterozigotos (EHW2) e erros padrao para cada valor de p entre parénteses.

gSr:Z?igss N Ho He Na Nm Ne PIC PE1 PE2 %IT %DL Fis EHW1 EHW2

Landrace 31 060 063 148 6,17 2,70 0,95 09995 0,9999 0,954 3,63* 0,044 0,0320 (0,0008) 0,9983 (0,0006)

Monteiro 37 0,44 0,57 140 5,83 232 052 09971 09999 0,908 13,81 0,228* 0,0001**(0,0001) 0,9999 (0,0001)
Moura 35 057 058 107 446 238 052 09978 09999 0962 4,36* 0,010 0,0020 (0,0006) 0,9970 (0,0006)
MS60 48 053 060 142 592 250 0,5 0,9991 0,9999 0919 218" 0,137** 0,0001** (0,0001) 0,9999 (0,0001)
Piau 31 058 069 174 725 322 064 09999 09999 0946 6,54* 0,159** 0,0001**(0,0001) 0,9999 (0,0001)

* p< 0,01; ** p<0.001.
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Tabela 7. Coeficiente de endogamia dentro das populagdes (F;s), do conjunto das populagdes
(Fir) e coeficiente de parentesco entre individuos de populagées diferentes (Fst) para
cada loco analisado. Intervalos de Confianga (IC) em nivel de 99%, estimados a partir
de reamostragem por bootstrapping.

Locus FIS Fir FST
S0313 0,036 0,180 0,150
SW240 0,013 0,090 0,077
SW72 0,656 0,710 0,153
S0002 0,255 0,321 0,089
SW445 0,135 0,250 0,134
S0227 0,033 0,335 0,314
SW995 0,059 0,233 0,177
S0025 0,137 0,330 0,221
SW2410 -0,144 -0,093 0,045
S0225 -0,076 0,074 0,133
SW539 0,156 0,181 0,031
SW951 0,276 0,346 0,092
SW830 0,094 0,274 0,198
S0230 0,037 0,235 0,202
SW2008 0,112 0,329 0,243
SW957 0,632 0,716 0,216
SW1962 -0,121 0,040 0,145
SWR1008 -0,032 0,148 0,174
S0007 -0,024 0,175 0,194
SW857 -0,045 0,109 0,146
S0088 0,121 0,246 0,141
S0026 0,076 0,140 0,072
Sw24 0,065 0,218 0,166
SW9a80 0,444 0,627 0,312
Média 0,114 0,255 0,16

1.C.99% 0,026-0,226 0,168-0,361  0,128-0,191

De acordo com as estatisticas de Weir & Cockerham (1984), foram
estimados os indices Fis, Fit e Fst para cada loco (Tabela 7). Foi observado,
em média, um valor de 11% de consanguinidade (Fis), 25% de subdivisdo da

populacao (Fit) e 16% de diferenciagcédo entre as populacgdes (FsT).

3.2.2. Variabilidade inter-racial
De acordo com a analise de diferenciacdo genética existente entre os

possiveis pares de grupos genéticos, os valores de Fst (tabela 8) evidenciaram

uma maior diferenciacdo entre as racas Monteiro e Moura, sendo a menor,
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vista entre as ragas Landrace e Piau. Apos 1000 permutacgdes, todos os

valores apresentados foram significativamente diferentes de zero (p<0,05).

Tabela 8. Matriz de valores correspondentes ao indice Fst obtidos entre os possiveis pares de
cinco grupos genéticos de suinos analisados.

Grgp_os Moura Piau Monteiro Landrace
genéticos
MS60 0,16773* 0,11957* 0,21610* 0,09733*
Moura 0,15136* 0,23313* 0,19139*
Piau 0,0941* 0,08750*
Monteiro 0,17894*
*p<0,05

Comparando os resultados obtidos pelas matrizes de distancia Da (Nei
et al., 1983) e de Nei (1972), a primeira possibilitou a inferéncia de uma arvore
mais representativa baseada tanto no método de UPGMA como no método
algoritimo de Neighbor joining, e com valores de bootstrapping mais confiaveis
quando utilizado o método UPGMA.

O dendrograma selecionado indica a separagao de trés grupos distintos
(Figura 2). O primeiro grupamento formado pela raga comercial Landrace e o
composto comercial MS60 obteve 87% de confiabilidade. O segundo grupo,
formado por duas ragas naturalizadas (Piau e Monteiro), apresentou um valor
de bootstrapping igual a 91%. Tais valores, quando utilizada a distancia de Nei
(1972) para a inferéncia da arvore pelo método UPGMA, apresentaram-se
inferiores: 82% e 80%, respectivamente. O terceiro foi representado pela raca
Moura que se mostrou a mais diferenciada e distante em relagdo as outras

analisadas.
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Figura 2. Dendrograma UPGMA baseado na distancia D, com os respectivos valores de
bootstrapping em cada grupamento.

SMS=MS60, SL.D=Landrace, SPI= Piau, SMT=Monteiro, SMO=Moura.
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A maior distancia genética foi encontrada entre as ragas Moura e
Monteiro (0,3501), e esta ultima se apresentou mais relacionada com a raga
Piau (0,1740) (Tabela 9).

Tabela 9. Matriz de distancia D, com os respectivos valores para os possiveis pares de cinco
grupos genéticos de suinos analisados.

Grgp_os Moura Piau Monteiro Landrace
geneticos
MS60 0,2766* 0,2163* 0,3237* 0,2051*
Moura 0,2698* 0,3501* 0,3358*
Piau 0,1740* 0,2027*
Monteiro 0,3042*
* p<0,001

Os resultados obtidos pelo dendrograma foram confirmados pela analise
de componentes principais para os cinco grupos genéticos avaliados. O
primeiro e segundo componentes apresentaram valores de 41% e 33,24%,
respectivamente, de maneira que o resultado percentual acumulativo destes
dois correspondeu a 74,84% do total da variagdo observada (Figura 3). Desta
forma, o segundo componente principal foi capaz de distinguir novamente a
raca Moura de todas as outras analisadas e pdde-se observar mais claramente
a proximidade da raca naturalizada Piau com as racas comerciais, mas
principalmente com a raga Monteiro. O resultado do teste global para Fsr foi
igual a 0,14305.
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Figura 3. Analise de componentes principais de cinco grupos genéticos de suinos brasileiros
baseada nos valores de Fsr obtidos a partir de 24 locos de microssatélites. Valores de
bootstrapping foram obtidos para realizar o teste de significancia para cada eixo (41%,
eixo X e 33,24%, eixo Y).

SMT=Monteiro, SPI= Piau; SMO= Moura; SLD=Landrace e SMS= MS60.

3.2.3. Estrutura de populagoes e certificagao racial

A estrutura populacional nos niveis de populacdes existentes dentro dos
cinco grupos genéticos foi verificada pelo teste de AMOVA (Tabela 9).
Observou-se que 15,73% (p<0,001) da variabilidade existente esta distribuida

entre os grupos genéticos e em grande parte (84, 27%) dentro desses grupos.

Tabela 10. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para 182 individuos amostrados entre os
cinco grupos genéticos estudados. Graus de liberdade (gl); soma de quadrados (SQ);
componentes de variancia (CV).

Fonte de Variagao gl QM SQ Ccv
Entre populagdes 4 371639 1,196 1573
Dentro de populagdes 359 2302,806 6,414 84,27
Total 363 2674,445 7,611

* p<0,001

Os resultados obtidos pelo programa STRUCTURE, mostraram a
distribuicdo e influéncia de cada grupo genético dentro das populagdes

inferidas.
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Quando observada a andlise inferindo apenas duas populagbes (K=2)
pelo mesmo programa, verificou-se a separagdo das ragas naturalizadas
daquelas comerciais (Figura 4). Portanto, a evidéncia de introgressao génica
da raga comercial Landrace e do composto, também comercial, MS60 nas
racas naturalizadas, principalmente dentro da raga Piau, pode ser visualizada
(Figura 4).
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Figura 4. Grafico com os valores de probabilidades individuais obtidos para K=2.

Vermelho= Raga comercial Landrace (5) e o composto MS60 (1), verde= Ragas naturalizadas
Moura (2), Piau (3) e Monteiro (4).

O gréfico gerado quando trés populacdes (K=3) enfatizou a diferenca da
raca Moura em relagdo a todas as outras, além de sugerir uma unica
populagao formada por individuos das ragas Piau e Monteiro e manter a raca
comercial Landrace e o composto comercial MS60 numa mesma populagcéo
(Figura 5).
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Figura 5. Grafico com os valores de probabilidades individuais obtidos para K=3.

Vermelho= Raga comercial Landrace (5) e composto MS60 (1), verde= Raga naturalizada
Moura (2) e azul= Ragas naturalizadas Piau (3) e Monteiro (4).
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Diante das possibilidades testadas, o valor de K que mostrou ser mais
adequado para explicar o conjunto de dados fornecidos foi igual a sete (In
P(X/K)=-10307,9) (Figura 6).
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Figura 6. Gréafico com os valores de probabilidade individuais obtidos (matriz Q) para os cinco
grupos genéticos de suinos analisados. Os grupos genéticos estdo separados pelas
linhas negras verticais.

Cinza= MS60, verde= Moura, amarelo= Sub-populagdo da raga Piau da regido do Distrito
Federal, vermelho= Sub- populacdo da raga Piau de Minas Gerais, azul= Sub-populagdo da
raca Monteiro da regido do Distrito Federal, rosa= Sub-populacdo da raga Monteiro do Mato
Grosso (Pantanal) e marrom= Landrace.

Com base neste valor de K escolhido, a Tabela 11 mostra as
probabilidades de certificacdo dos cinco grupos genéticos amostrados ao longo

das sete populagdes inferidas.

Tabela 11. Proporgao de individuos de cada um dos cinco grupos genéticos analisados em
relagao as sete populagdes inferidas pelo programa STRUCTURE.

Grupos Populagdes Inferidas (K)
genéticos A B C D E F G
Landrace 0,082 0,007 0,022 0,006 0,013 0,862 0,008
Monteiro 0,068 0,410 0,004 0,494 0,010 0,004 0,010
Moura 0,008 0,012 0,021 0,003 0,941 0,006 0,009
MS60 0,008 0,014 0,939 0,006 0,013 0,015 0,005
Piau 0,390 0,063 0,018 0,012 0,017 0,043 0,458
FstparaK 0,031 0,186 0,181 0,332 0,282 0,170 0,239
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De acordo com a tabela 11, a terceira e quinta populagdes inferidas (C e
E) estdo diretamente relacionadas, respectivamente, ao composto MS60 e a
ragca Moura. Os valores observados (0,939 e 0,941) comprovam a alta
proporgdo das mesmas, refletindo uma maior identidade genética. Entretanto,
dois animais representantes do composto MS60 mostraram-se influenciados
por alelos presentes na raga Moura, outros dois individuos com alelos em
comum com a raga Landrace, e outro com quase a metade de sua identidade
referente a alelos da raga Monteiro (Figura 6). Na ragca Moura, dois individuos,
sendo um de forma mais expressiva, apresentaram-se influenciados por alelos
das ragas Piau e Monteiro. Nesta mesma racga, foram identificados também,
alguns animais relacionados com o composto comercial MS60.

A populacdo F, que apresentou uma probabilidade de certificacdo de
0,862 para a raga Landrace, sugeriu que alguns animais pertencentes a essa
raca (um proveniente da Embrapa Suinos e Aves em Concérdia-SC e
principalmente aqueles coletados no Nucleo Rural Rio Preto-DF), mostraram-
se influenciados por alelos presentes na populacdo de animais Piau
amostrados pelas redondezas do Distrito Federal.

A populagdo A apresentou-se a mais sub-estruturada dentre todas
inferidas, principalmente entre as ragas Piau e Landrace. Portanto, a relagao
genética entre estas duas ragas ficou ainda mais evidente, confirmando a
influéncia de alelos da raga Landrace em alguns animais da raga Piau
coletados nas regides de Sobradinho e no Nucleo Rural Capao Seco (ambas
situadas no Distrito Federal). Observou-se também a influéncia de alelos do
composto MS60 e da raga Moura (em menor propor¢gédo) em alguns destes
individuos da raca Piau. Ainda com relagdo a populacdo A, foi observada a
existéncia de alelos em comum entre animais da raga Piau provenientes do
Nucleo Rural Rio Preto e da raga Monteiro advindos da regido do Pantanal
Matogrossense e também do Distrito Federal. A figura 6 evidencia essa
influéncia na racga Piau (representados pela cor amarela) por individuos da raga
Monteiro (rosa e azul). Os animais da raga Piau advindos da Fazenda Sucupira
mostraram-se bem caracterizados dentro da sub-populagdo proposta, com

pouca ou insignificante influéncia de alelos de outras ragas.
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De forma semelhante ao observado na populacdo A, a populagdao G
sugeriu uma sub-estruturacdo (Tabela 11) apontando compartiihamento de
alelos dos individuos da raga Piau provenientes da Granja de Melhoramento de
Suinos da Universidade Federal de Vigosa com animais Monteiro advindos da
regiao do Pantanal Matogrossense. Assim, a sub-estruturagdo da raga Piau
entre animais da regidao do Distrito Federal e Minas Gerais foi claramente
observada pelas cores amarelo e vermelho, respectivamente (Figura 6).

Por ultimo, as populagdes B e D representaram a sub-estruturacao
sugerida da raca Monteiro entre animais das regides do Distrito Federal e
Pantanal Matogrossense, marcadas pelas cores azul e rosa na figura 6,
respectivamente. Os animais coletados no Nucleo Rural Tabatinga e em
Brasilia, designados a populacdo B, foram aqueles que apresentaram alelos
em comum com individuos da raca Piau também amostrados no Distrito
Federal. Por outro lado, a populagcdo D apresentou-se menos influenciadas por
alelos presentes na raga Piau, mas alguns animais designados a esta
populacdo apresentaram alelos em comum com animais da mesma raca
(Monteiro), no entanto, pertencentes a outra sub-populagdo proposta (B),
referentes aqueles coletados no ambito do Distrito Federal. Os animais
pertencentes a Fazenda Sucupira mostraram-se bem caracterizados dentro da
sub-populacao proposta para animais Monteiro do Distrito Federal.

A identificacdo de sub-estrutuacdo dentro das ragas Piau e Monteiro
sugeriu a menor probabilidade racial constatada nestas ragas, principalmente
na raga Piau. Esta por sua vez, mostrou-se mais fortemente influenciada por
outras racas.

Com base nos valores de Fst para cada populagéo inferida (K) (tabela
11), ficou claro que a populacdo D apresentou maior variabilidade genética
existente entre suas sub-populagdes sugeridas (0,332). Por outro lado, na
populacdo A este valor foi 0 mais baixo, resultado da menor discrepancia entre
os valores de probabilidades de certificacdo apresentados nas racas que a

compunham.
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A probabilidade de um determinado gendtipo pertencer a um
determinado grupo genético, dentre os cinco estudados, bem como o numero
de individuos designados a determinadas populagdes foram quantificados
mediante aplicagdo do Assignment test (Figuras 7 e 8). Os resultados
corroboraram, em parte, com aqueles identificados pelo programa
STRUCTURE. Portanto, os grupos com maiores probabilidades de
classificagdes corretas também foram, respectivamente, a raga Moura (Figura
8-A), o composto MS60 e a raga Landrace (Figura 7-A e B, respectivamente).
O compartilhamento de alelos entre as racas naturalizada Piau e Monteiro
(Figura 8- B e C, respectivamente) mais uma vez pode ser identificado, como
visto na figura 8-C, no entanto, com relagdo a estas ragas, essa ultima se
mostrou mais influenciada por alelos de outras ragas do que a primeira. Em
outras palavras, um maior numero de individuos representantes da raca
Monteiro se apresentaram com gendtipos probabilisticamente mais adequados
a se enquadrarem em populagdes de outras ragas.

Pelo Assignment test pode-se também ser identificado um animal
representante da raga Landrace proveniente do Nucleo Rural Rio Preto (DF)
apresentando compartiihamento de alelos com individuos da raca Piau,

corroborando com o sugerido pelo programa STRUCTURE.
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Figura 7. Numero de individuos (eixo Y) em cada um dos cinco grupos genéticos analisados
que apresentam compartilhamento de alelos com outras ragas de acordo com as
probabilidades apresentadas (eixo X): MS60 (A) e Landrace (B).
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Figura 8. Numero de individuos (eixo Y) em cada um dos cinco grupos genéticos analisados
que apresentam compartilhamento de alelos com outras racas de acordo com as
probabilidades apresentadas (eixo X): Moura (A), Piau (B) e Monteiro (C).
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3.2.4. Variabilidade intra-populacional

De acordo com a tabela 12, os valores de heterozigosidades esperadas
(He) e numero efetivo de alelos sugeriram que a sub-populagédo da raga Piau
representada pelos animais do Distrito Federal contribuiu em grande parte para
a alta variabilidade genética detectada nesta raga. Entretanto, esta sub-
populagdo apresentou um significativo valor de Fis (p<0,001) para o teste de
Déficit de heterozigotos, bem como para o teste global de EHW também para
Déficit de heterozigotos. Por outro lado, a sub-populagdo de Minas Gerais,
apesar de ter apresentado valores de heterozigosidades esperadas (He) e
numero efetivo de alelos mais baixos, ndo apresentou um elevado valor de Fis,
bem como n&o foi significativa para os testes de Déficit de heterozigotos.

Na raca Monteiro, as duas sub-populagdes também apresentaram
heterozigosidades observadas (Ho) menores do que as esperadas (He),
elevados valores de Fis e mostraram-se significativas (p<0,001) para os testes

de Déficit de heterozigotos.

Tabela 12. Diversidade intra-populacional para cada sub-populagéo das ragas Piau (Distrito
Federal- DFpiau e Minas Gerais- MGpiau) e Monteiro (Distrito Federal- DFmonteiro e
Pantanal-MTmonteiro). Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), ndmero
efetivo de alelos (Ne), coeficiente de endogamia ao nivel de individuo dentro de cada
populacéo (Fis) e valores de p obtidos nos testes de equilibrio de Hardy-Weinberg para
Défcit de heterozigotos (EHW1) e Excesso de heterozigotos (EHW2) e erros padrao
para cada valor de p entre parénteses.

Populagbes Ho He Ne Fis EHWA1 EHW?2
DFpaiu 0,59 0,70 3,33 0,156* 0,0001(0,0001)* 0,9999(0,0001)*
MGpiau 0,55 0,57 2,32 0,028 0,1124(0,0041) 0,8700(0,0054)

DFmonteiro 0,39 0,49 1,96 0,211* 0,0001(0,0001)* 0,9999(0,0001)*

MTmonteiro 0,51 0,57 2,32 0,120* 0,0001(0,0001)* 0,9999(0,0001)*

* p<0,001

3.2.5. Variabilidade inter-populacional

O dendrograma obtido pelo método de inferéncia UPGMA e pelas
distancias Da (Nei et al., 1983) (Figura 9) revelou que a sub-populagéo da raga

Piau do Distrito Federal se manteve mais préoxima principalmente da raca
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Landrace, com um valor de bootstrapping para este agrupamento igual a 55%.
A outra sub-populagao representante do rebanho de Minas Gerais, mostrou-se
mais relacionada com as duas sub-populagdes da raca Monteiro. Estas por sua
vez, se mostraram agrupadas, apresentando um valor de bootstrapping igual a
69%.

De forma geral, estes resultados esclareceram melhor as distancias

genéticas entre os grupos genéticos quando consideradas as sub-populagdes.
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Figura 9. Dendrograma UPGMA baseado na distancia Da. com os respectivos valores de
bootstrapping em cada grupamento.

SPI-DF= Sub-populagao da raca Piau do Distrito Federal, SLD= Landrace, SMS= MS60, SMO=
Moura, SPI-MG= Sub-populagéo da raga Piau de Minas Gerais, SMT-DF= Sub-populagéo da
raga Monteiro do Distrito Federal, SMT-MT= Sub-populag¢ao da raga Monteiro do Mato Grosso
(Pantanal).
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4. DISCUSSAO

4.1. Analise qualitativa

Apesar da baixa amostragem realizada em sete grupos genéticos e no
Cateto (Tayassu tajacu), foi observada uma razoavel variabilidade qualitativa,
de maneira que muitos destes grupos genéticos apresentaram alelos
diagnodsticos. A espécie Tayassu tajacu, que foi representada por apenas um
individuo, apresentou alelos diagndsticos a uma frequéncia de 50%, o que é de
se esperar por se tratar de uma outra espécie. Existe, praticamente, uma
transferéncia total dos locos utilizados em Sus scrofa para a espécie T. tajacu.
Similarmente, Gonella (2005) detectou heterologia em alguns locos de
microssatélites entre a raga Monteiro e a espécie Tayassu pecari, esta ultima
muito semelhante ao Cateto. No Pantanal Matogrossense, o porco Monteiro
tem disputado o mesmo nicho ecoldgico que o Cateto, sendo este ultimo
considerado um animal cada vez mais raro. Assim sendo, pode-se propor
outras anadlises baseando-se em um maior numero de amostras
representativas inclusive da regido do Pantanal.

A auséncia de alelos diagnésticos no fendétipo Casco de Burro, poderia
reforcar a dificuldade de defini-lo como raga, mas como sugeriram Li et al.
(2000), a aplicagéo de classificacdo racial com base na existéncia de alelos
especificos, ndo pode ser considerada quando se tem uma baixa amostragem.
Posteriores estudos para investigar a diversidade genética, bem como o padrao
racial e o status genético do fendtipo desse grupamento genético deverao ser
considerados.

A maioria dos alelos diagnésticos foram encontrados a uma baixa
frequéncia (<10%), enquanto Fan et al. (2002) constataram que poucos dos
alelos especificos detectados em populacdes de suinos chineses encontravam-
se nesta classe. Como mais de 50% dos alelos diagndsticos, encontrados a
esta frequéncia (<10%), foram representados por apenas uma cépia nas ragas
Piau, Monteiro e Landrace, estes podem ser devido a possiveis erros de

genotipagem. San Cristobal et al. (2006) descartaram alelos encontrados uma
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unica vez em ragas suinas européias afirmando ser o resultado de erros de

genotipagem.

4.2. Analise quantitativa

4.2.1. Variabilidade Intra-racial

De forma geral, p6de-se constatar que o numero de alelos diagndsticos
pouco contribuiu para explicar a diversidade genética dos grupos genéticos
representados por um maior niumero de amostras (Landrace, Monteiro, MS60,
Moura e Piau). A raga Monteiro, por exemplo, mesmo possuindo um elevado
numero de alelos especificos, pode ser considerada a raga de menor
variabilidade genética, quando analisado o numero de alelos efetivos e a
estimativa de heterozigosidade esperada.

Ja a raca naturalizada Piau, apresentou a maior diversidade genética
dentre todas analisadas, principalmente devido a alta variabilidade genética
detectada na populagdo amostrada no Distrito Federal, resultado do elevado
grau de cruzamentos com outras racas. Lemus Flores et al. (2001) a partir de
analises com suinos de ragas mexicanas, sugeriram que a elevada
heterozigosidade encontrada pode ser explicada pela ocorréncia de uma baixa
pressao de selegao e pela escassez de programas de melhoramento.

Consideravel diversidade genética foi apresentada no composto MS60 e
o fato de ser uma raga sintética, formada por trés ragas comercias, pode ser
uma explicacdo. Comparando as estimativas de heterozigosidade esperadas e
o numero efetivo de alelos, a raca comercial Landrace mostrou uma
variabilidade genética superior a todas as outras ragas, a excegado da
naturalizada Piau. Kim et al. (2005) observaram um valor de heterozigosidade
esperada na raga Landrace (0,702) superior a todas as outras ragas comerciais
e naturalizadas chinesas, coreanas e européias estudadas. A raca Moura
mostrou-se com uma diversidade genética superior apenas com relagcao a raca
Monteiro, e pode-se justificar devido a diferencas em tamanho efetivo dessas

duas populacoes.

65



Dos cinco grupos genéticos analisados, as ragas Monteiro e Piau e o
composto MS60 nao se mostraram em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). A
deficiéncia de heterozigotos detectada e, consequentemente, o aumento de
individuos homozigotos em relagdo ao esperado pode sugerir a ocorréncia do
efeito Wahlund nas ragcas Monteiro e Piau, o que pode indicar uma possivel
sub-estruturagdo dentro de suas populagcbes. O proprio fato das amostras
terem sido coletadas em regides diferentes pode também ser outro indicativo
para a ocorréncia de tal sub-estruturagdo. Como sugerido por Kim et al. (2005),
a ocorréncia de efeito Wahlund seria a explicagdo mais plausivel para justificar
0 desvio detectado nas ragas analisadas em relagdo ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg. Os animais tanto da raga Monteiro como da raga Piau, amostrados
na regido do Distrito Federal, pertenciam a pequenas propriedades onde a
maioria dos cruzamentos entre os animais ndo sao controlados e o efetivo
populacional é reduzido. A selecdo de animais n&o aparentados em
populagdes com estas caracteristicas geralmente é dificultada, e pode também
influenciar nos resultados de desvio em relacdo ao EHW, como proposto por
Fan et al. (2002) analisando ragas chinesas naturalizadas.

Os animais representantes do composto MS60 foram coletados de um
unico rebanho e fazem parte de uma populacao provavelmente formada a partir
de poucos individuos, o que poderia tornar sua base genética restrita. Desta
forma, pode-se supor que exista um efeito fundador nesta populacédo, o que
também pode contribuir para este desvio, assim como sugeriram Yang et al.
(2003) ao verificarem o desequilibrio de HW em algumas populagdes locais de
suinos chineses. A prépria pressao de selegdo sob os individuos deste grupo
genético, que em sua composicdo ja possuem um elevado grau de
cruzamento, pode ser mais uma justificativa para o desvio em relagdo ao EHW.

Por outro lado, as ragas Landrace e Moura mantiveram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg devido, provavelmente, ao fato de os animais serem
representantes de um rebanho de tamanho efetivo maior com poucos eventos
de migracdo, onde a ocorréncia de fixagdo de alelos pode ser evitada.
Estudando racas européias naturalizadas e comerciais de suinos, Laval et al.

(2000) observaram que, ao contrario do observado no presente trabalho, a
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maioria das ragas mantiveram-se em EHW, a excecao da raga Landrace e de
uma racga local. Esses autores justificaram tal desvio pelos elevados valores de
F\s apresentados por estas racas. Neste estudo, foi observado realmente que
as racas Landrace e Moura ndo apresentaram um valor significativo de Fis,
enquanto os outros trés grupos genéticos, que se mostraram desviados em
relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, obtiveram valores significativos de Fs
para déficit de heterozigotos.

Como os animais da raga Monteiro coletados na regido Distrito Federal
para este trabalho eram pertencentes a rebanhos muito pequenos, e aqueles
da regiao do Pantanal faziam parte de uma populagcdao mantida em cativeiro,
provavelmente, com um efetivo populacional também reduzido, estas
caracteristicas da amostragem podem ter contribuido para o elevado grau de
endogamia observado nesta raga. Vale ressaltar que San Cristobal et al. (2006)
inferiram que valores positivos de F|s detectados em algumas ragas européias
de suinos podem ser devido a sub-estruturacdo das populagdes. Segundo
Thévenon & Couvet (2002), a consanguinidade tem um impacto muito grande
sobre a capacidade de sobrevivéncia dos animais em populacdes de tamanho
reduzido, o que consequentemente pode contribuir para o grau de
desaparecimento de uma raga.

Na raga Piau, o excesso de individuos homozigotos em relagdo ao EHW
foi constatado, coincidindo com os valores significativos de F;s, como
constatado nos animais do Distrito Federal, diferentemente daqueles de Vigosa
(MG). Canul et al. (2005) analisando populacbes de suinos mexicanos,
inferiram que diferengas nos valores de heterozigosidade esperadas e
observadas podem indicar que a amostragem nao se encontra dentro das
expectativas do equilibrio.

As condi¢des nas quais 0os animais das ragas naturalizadas Monteiro e
Piau foram amostrados, o indicativo da existéncia de sub-estruturagcdées nestas
populacdes e a provavel ocorréncia de cruzamentos com outras racas e
também entre animais aparentados, podem ter contribuido para o elevado grau

de desequilibrio gamético observado nestas duas ragas. O desequilibrio de
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ligacdo observado em ragas da espécie bovina, também foi justificado pelos
mesmos fatores (McHugh et al., 1997).

De uma forma geral, os cinco grupos genéticos de suinos apresentaram
heterozigosidade observadas inferiores aos valores de heterozigosidade
esperadas e estas estimativas, assim como a diversidade alélica, se mostraram
variaveis entre estas populacbes. Este padrao de distribuicdo também foi
verificado por Li et al. (2004) avaliando diversidade genética em ragas nativas
chinesas. No entanto, os parametros heterozigosidade esperada e numero
efetivo de alelos variaram proporcionalmente entre as racgas e refletiram mais
precisamente sobre os niveis de variabilidade genética intra-racial. Behl et al.
(2006) analisando trés racas naturalizadas de suinos indianos e uma comercial
com 23 microssatélites, encontraram valores mais altos de heterozigosidade
esperada (0,74 a 0,83) e um numero efetivo de alelos variando entre 4,78 e
5,34. Por outro lado, Fang et al. (2005) obtiveram um valor médio inferior para
este parametro (0,50) e uma amplitude de variagdo do numero de alelos de 1,7
a 4,8 analisando 32 racas nativas chinesas, trés ragcas comerciais e dois tipos
selvagens com 34 microssatélites. Neste caso, maior que a amplitude
identificada entre as cinco ragas brasileiras de suinos estudadas (2,32 a 3,22).

Os valores de heterozigosidades esperadas para os locos S0026,
SW951, S0225 e S0227 foram superiores aos valores encontrados nestes
mesmos locos em um estudo com racas cubanas nativas de suinos por
Martinez et al. (2005): 0,51; 0,52; 0,47; 0,25; respectivamente. Laval et al.
(2000) analisando oito locos em comum aos testados no presente trabalho em
onze racas européias de suinos, detectaram um maior numero de alelos
quando comparados os locos S0225, SW72, SW24 e S0227 (10, 9, 13 e 8),
entretanto outros quatro locos com menor numero de alelos (S0026=7,
SW875=9, SW951=4 e SW240=11). A diversidade alélica de 10,04, obtida por
este painel de microssatélites, mostrou-se superior quando comparada com o
valor de 7,62 obtido por Fan et al. (2003). Considerando que estes parametros
variam muito conforme numero e variedade de locos utilizados, além do

tamanho amostral, a possibilidade de maiores comparagdes é limitada.
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O valor médio do conteudo de informagao polimorfica (PIC) detectado
(0,674), foi semelhante ao valor de 0,691 encontrado por Li et al. (2000), que
testaram 27 locos em ragas chinesas e australianas, dos quais nove também
foram utilizados neste trabalho (SW24, S0227, S0225, SW951, SW72, SW857,
S0026, SW240 e S0002).

Adicionalmente, o PIC observado nos locos revelou um painel capaz de
obter elevados valores de probabilidade de exclusdo de paternidade nos
grupos genéticos analisados, inclusive nas ragas naturalizadas, mesmo sendo
representado por apenas nove marcadores recomendados pela FAO/ISAG
(2004). O valor das probabilidades se manteve alto (PE1=0,9993 e
PE2=0,9999) quando se utilizou apenas os dez locos mais polimérficos. Esta
semelhancga nos resultados obtidos quando se utilizou 24 ou dez locos, sinaliza
para uma possivel reducao tanto no tempo de execug¢ao quanto nos custos de
material utilizado nas analises.

Pode-se observar que as probabilidades de exclusdao mais altas foram
detectadas nos grupos genético que possuiam maior heterozigosidade, assim
como verificaram Luikat et al. (1999), analisando a acuracia de 22 marcadores
microssatélites na aplicagdo de testes de paternidade em cabras. Por outro
lado, estes mesmos autores sugeriram que locos que se apresentam desviados
do EHW afetam o valor desta probabilidade, o que ndo aconteceu no presente
trabalho. O desvio observado em onze locos pode ser principalmente atribuido
a ocorréncia de sub-estruturagao dentro de algumas ragas, como proposto por
Jordana et al. (2003), avaliando diversidade genética em ragas da espécie
bovina. Estes mesmos autores analisando os indices de fixacdo Fis, Fir e Fsr
nos locos, para estimar o grau de diferenciacdo entre as populagdes,
observaram que o valor do indice Fis (0,076) apresentou-se positivo e o de Fir
(0,139) maior que o Fst (0,068). No presente trabalho identificou-se a mesma
variagdo, porém, com valores superiores (0,114; 0,255 e 0,160,

respectivamente).
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4.2.2. Variabilidade Inter-racial

A estimativa de Fgr utilizada para mensurar o grau de divergéncia entre
populacdes ou ragas € fortemente influenciada pelo nivel de diversidade
existente dentro das populagdes (Wright, 1951). Dessa forma, a anadlise de
diferenciagdo entre pares de grupos genéticos evidenciou que as racgas
Landrace e Piau apresentaram-se mais relacionadas (0,087) devido,
provavelmente, a ocorréncia de migragbes e consequentes cruzamentos,
principalmente entre os animais amostrados no Distrito Federal. Por outro lado,
a maior divergéncia genética foi encontrada entre as racas Monteiro e Moura.
Vale ressaltar que as ragas comerciais também se mostraram muito diferentes
geneticamente do Monteiro. Uma vez que as amostras destas ragas foram
coletadas em lugares distintos, pode ser descartada a hipétese de um fluxo
génico recente. De uma forma geral, a natureza da amostra, os diferentes tipos
de marcadores utilizados, o tamanho populacional amostrado e a estrutura
genética das populagdes em questado, influenciam os valores de Fsr, portanto,
comparagdes com resultados de outros paises sao limitadas.

A distancia Da (Nei et al. 1983) geralmente €& considerada mais
adequada para a obtengcdo de topologias baseadas no modelo de alelos
infinitos e mais indicada para verificar distancias genéticas a nivel populacional
do que especifico. Baumung et al. (2004) afirmaram que 51% dos projetos de
diversidade genética analisados em bovinos, caprinos, ovinos, suinos e aves,
utilizaram a distédncia Da (Nei et al. 1983). Estes dados reforcam a escolha
desta distancia para inferir sobre a relagdo genética entre as ragas analisadas
de suinos.

Comparado ao algoritimo Neighbor joining, o método UPGMA escolhido,
além de ter apresentado os maiores valores de bootstrapping, € também
considerado superior quando subsequentes migragdes entre populagdes estéo
presentes, como sugeriram Achmann et al. (2004) estudando diversidade inter-
racial entre populagcbdes de equinos. Corroborando com os resultados obtidos,
Kim et al. (2005) também encontraram maiores valores de bootstrapping pelo
método de UPGMA do que pelo Neighbor joining. Utilizando a disténcia Da,
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Martinez et al. (2000) inferiram que os valores de bootstrapping obtidos em
conjunto com o método de Neighbor joining, nao foram suficientes para
diferenciar claramente as variedades de suinos ibéricos.

Com base nas analises pela distdncia genética proposta, onde as
frequéncias alélicas sdo comparadas entre as populagdes, os resultados, como
esperado, foram bem semelhantes aos encontrados pela matriz de Fst e
puderam ser mais compreendidos quando analisada a variabilidade inter-
populacional que considerou as sub-populagdes existentes dentro das ragas
Monteiro e Piau. A menor distancia genética encontrada foi entre estas duas
ragas, 0 que sugere a ocorréncia de compartilhamento de alelos principamente
entre a populagdo da raga Piau coletada na Granja de Melhoramento Genético
da Universidade Federal de Vigosa (MG) com a raga Monteiro. Era esperado
que esta populacdo da raca Piau mostrasse uma relagdo mais proxima com as
ragas comerciais, pois as ragas Landrace e Large White também compdem o
rebanho desta granja. Entretanto, provavelmente os animais coletados foram
aqueles utilizados na formacgao de familias segregantes, ou seja, ndo cruzados.
Além disso, o dendrograma apresentado pela analise inter-populacional nao
apresentou o valor de bootstrap que confirma a confiabilidade do agrupamento
desta populacdo da raga Piau com a raca Monteiro. Por outro lado, por serem
racas naturalizadas, a possibilidade destas ragcas possuirem uma mesma
origem genética ndo deve ser desconsiderada, mas posteriores estudos
poderiam, de forma mais aprofundada, esclarecer tal suposicao.

O n&o agrupamento da raga Moura com as outras duas ragas
naturalizadas sugere que eventos de migragdo pouco possam ter ocorrido em
razao das proprias distancias geograficas entre elas. Esta € uma racga tipica da
regiao sul do Brasil, e provavelmente o processo de sua formagao foi
influenciado por ragas distintas aquelas que podem ter interferido nas racas
Piau e Monteiro, originarias das regides Sudeste e Centro-oeste,
respectivamente.

O distanciamento genético da ragca Moura, também observado em
relacdo a raga Landrace e o composto MS60, pode sugerir que sua origem

genética, provavelmente ibérica, difere destes ragas comerciais. Baseando-se
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em polimorfismos protéicos, Tagliaro et al. (1995) mostraram, contrariamente,
uma similaridade genética da raga Moura com as ragas comerciais Landrace e
Large White. Os autores inferiram que tal similaridade foi devido a cruzamentos
recorrentes, pois também partiram do pressuposto de que suas origens
genéticas fossem distintas. Considerando que alelos especificos em
determinadas racas podem ser mais uma medida simples de diferenciacdo de
populagdes, a elevada frequéncia de alelos especificos encontrada em alguns
locos pode também ter contribuido para o afastamento da raca Moura em
relagdo as demais. Portanto, a raga Moura pode ser considerada uma raca
naturalizada que ainda possui alta distingdo genética comparada as outras. Tal
fato sugere a viabilidade de estudos mais criteriosos sobre suas caracteristicas
fenotipicas, produtivas e reprodutivas, a fim de propor sua utilizacdo em
sistemas de cruzamentos, bem como em outros programas de conservagao.

Os resultados pela analise de componentes principais coincidiram com a
distribuicao das ragas proposta pela arvore UPGMA,; evidenciaram a separacao
destas em trés blocos distintos e realgaram a proximidade da raga Piau com as
ragcas comerciais. Isto sugere a maior disseminagcdo desta ultima quando
comparada com as outras naturalizadas.

Saitbekova et al. (1999) concluiram que a analise dos componentes
principais mostrou-se mais explicativa do que a arvore inferida pelo método
algoritimo de Neighbor joining para diferenciar claramente ragas nativas de
cabras. Comparado ao resultado obtido pela soma dos dois componentes
principais (74%), Fan et al. (2002) observaram que apenas 41% da variagcéo
total existente entre racas chinesas de suinos foram geometricamente

representadas pela analise de dois componentes principais.

4.2.3. Estrutura de populagoes e certificagao racial

O valor do indice de Diferenga Génica (Fst) encontrado na Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que aproximadamente 16% da
variabilidade genética esta distribuida entre as cinco ragas ou grupos genéticos

brasileiros de suinos, sendo sua maior parte, compartimentalizada dentro
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destas populagdes. Valores inferiores para tal estimativa (8%) foram
encontrados entre trés ragas naturalizadas indianas em uma analise de
diversidade genética utilizando 23 locos de microssatélites (Behl et al., 20006).
Por outro lado, San Cristobal et al. (2006) analisando 70 popula¢des de ragas
européias de suinos com 50 microssatélites, observaram que 21% de toda
variabilidade genética existente era devida a diferencas entre estas ragas.

Estudos sobre a estrutura de populacbes em ragcas de suinos tém sido
geralmente baseados em métodos de inferéncia de distancias, como proposto
por Laval et al. (2000) utilizando a arvore individual de UPGMA. No entanto,
mais recentemente, outros métodos mais adequados tém sido propostos para
testar a existéncia de subdivisdo em populacdes, racas ou variedades de
espécies domesticas (Caballero & Toro, 2002).

Por meio do programa STRUCTURE foi estimado o grau de sub-
estruturacdo das racgas naturalizadas e comerciais de suinos brasileiros, bem
como a probabilidade de cada individuo pertencer a uma determinada raca.
Este programa ja tem sido utilizado em anadlises de racas naturalizadas de
suinos (Fabuel et al., 2004), bem como na espécie ovina (ex., Paiva, 2005).

Constatou-se uma estruturacdo de populagdes nas racas Piau e
Monteiro. Teoricamente, esta estrutura poderia ser uma consequéncia da
formagdo genética das populagdes originais das quais os grupos genéticos
analisados teriam derivado. No entanto, segundo Pritchard et al. (2000), as
populagdes inferidas podem, n&o necessariamente, corresponder a sua
populacdo ancestral “real”, e sim, serem compostas ou influenciadas pela
amostragem realizada. Os resultados sugeriram que algumas ragas estudadas
possuem uma estrutura criptica, ou seja, existem individuos que, apesar da
semelhanga morfolégica externa com a raga, ndao possuem a mesma
semelhanga no nivel molecular. A raga Piau, por exemplo, possui
caracteristicas que podem ser facilmente confundidas com as de outras racgas,
o que dificulta a distingdo entre animais puros e cruzados, e consequentemente
leva produtores a definir estratégias incorretas de cruzamentos. Por outro lado,

a raca Monteiro, mesmo que sub-estruturada, possui caracteristicas
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morfolégicas marcantes e bem distintas de todas as outras racas analisadas,
sendo, portanto, menos influenciada por outras ragas.

A estrutura genética observada nestas duas ragas, Piau e Monteiro,
pode ser considerada uma consequéncia tanto da introgressao genética por
individuos de outras populagcdes, como de um isolamento reprodutivo que
possa ter produzido gargalos populacionais, assim como Alvarez et al. (2004)
sugeriram estudando sub-populagdes em ragas de ovelhas. Na raga Piau, além
destes dois fatores mencionados, o diferencial de manejo de rebanho aplicado
parece ter sido o que mais precisamente afetou sua sub-estruturacao,
conforme observado nos animais amostrados da Granja de Melhoramento
Genético da Universidade Federal de Vigosa em relacdo aos animais do
Distrito Federal.

Os individuos das racas Piau e Monteiro amostrados em nucleos rurais
do Distrito Federal, préximos uns aos outros, também se mostraram
compartilhando alelos. Nestes nucleos os proprietarios pouco sabem sobre a
origem dos animais, o efetivo populacional é reduzido e mais de uma raga séo
criadas conjuntamente sob pouca interferéncia nos esquemas de cruzamentos
com finalidades para a produgao de carne, visando quase que exclusivamente
a subsisténcia. Além disso, intercambios de animais entre propriedades
ocorrem frequentemente.

A similaridade entre as racas Piau e Landrace proposta pela analise de
diferenciagdo genética entre ragas pelo indice Fst, pdde ser confirmada. O
compartiihamento de alelos foi visto especialmente entre os individuos
amostrados dos nucleos rurais do Distrito Federal. Entretanto, o fato de alguns
animais da raga Landrace amostrados em Santa Catarina apresentarem
influenciados por alelos da ragca Piau, pode-se sugerir a ocorréncia de
cruzamentos num passado recente.

Por outro lado, as elevadas probabilidades de certificacdo racial
observadas na raca Landrace, no composto MS60 e na raca naturalizada
Moura, sugerem a existéncia de barreiras genéticas entre estas ragas.
Portanto, perfis raciais podem ser definidos a partir de gendtipos dos

individuos de cada raca como método de comparagdo, como proposto por
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Parker et al. (2004) ao analisar diferengas genéticas mais pronunciadas entre
racas da espécie canina, aplicando-se também o programa STRUCTURE.

Segundo Martinez et al. (2006), a identidade genética deve ser
considerada como complemento importante para as informacdes sobre
caracteristicas morfoldégicas de uma populagdo. Neste contexto, o painel de
microssatélites proposto foi considerado de grande preciséo e, portanto, pode
ser sugerido para a aplicagdo em estudos que envolvam questdes sobre o
reconhecimento de populagdes, principalmente naqueles, onde a diversidade
intra-racial € mais expressivo, o que dificulta a diferenciacao racial.

Por meio da aplicagdo do teste de certificacdo (Assignment test), os
resultados coincidiram apenas em parte com os obtidos pelo programa
STRUCTURE, por mostrarem que a raca Monteiro encontra-se mais
influenciada por alelos de outras racas do que a raca Piau. Por outro lado, esta
analise também confirmou o compartiihamento de alelos entre estas duas
ragas. Kim et al. (2005) observaram que o sucesso obtido pelo Assignment
test, comprovado por uma elevada porcentagem de individuos corretamente
designados as suas respectivas ragas, pode ter sido devido ao elevado grau de
diferenciagao genética encontrado entre as ragas de suinos analisadas. Vega-
Pla et al. (2003) baseando-se também em uma estatistica baysiana para
indicar designagéao correta de ragas nativas de suinos ibéricos, observaram que
individuos originados do cruzamento de ragas diferentes apresentaram
menores probabilidades de gendtipos corretamente designados as suas
respectivas populacdes. Este seria o resultado da exploragdo comercial sem o

controle de cruzamentos ou programas de melhoramento.

4.2.4. Conservagao genética de suinos no Brasil

E imprescindivel considerar a contribuicdo relativa da variabilidade
genética intra e inter-populacional, bem como suas correlagbes para indicar
prioridades e manejo de conservagao (Ollivier & Foulley, 2005). Foi observado
que a diversidade genética dos cinco grupos genéticos analisados e a

identificacdo de suas estruturas populacionais permitiram esclarecer o quanto
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de variabilidade e identidade genética, principalmente as ragas naturalizadas,
apresentam atualmente. Segundo Caballero & Toro (2002) decisdes de
conservagao utilizando apenas métodos de distancias genéticas podem ser
completamente confusos ou incompletos quando aplicados em ragas de uma
mesma espécie, ou em geral, em sub-populagbes de uma dada meta-
populagao.

Diante dos beneficios econbmicos associados com a exploracido da raca
Monteiro na regido do Pantanal, pode-se concluir que a maior implantagao de
programas de conservagao nesta regiao deva ser incentivada para um melhor
aproveitamento de todo o rebanho. Controlando os cruzamentos e mantendo
um efetivo populacional suficiente, sera possivel manejar adequadamente a
variabilidade ainda existente. Além disso, poderdo ser controladas a
disseminacao e a cacga indiscriminada destes animais, evitando impactos
ambientais, ja que muitos produtores desta regido os consideram uma “praga’.
Mourdo et al. (2002) através de levantamentos realizados nesta regido
revelaram que os animais desta raga, apesar de serem protegidos pela lei
federal 5197/67, vém sendo cagcados para subsisténcia por moradores locais.
Estes os capturam, castram, soltam os leitdbes machos e abatem a tiros, tanto
os castrados como as porcas adultas, eventualmente encontradas. Os porcos
Monteiro foram encontrados mais frequentemente no Pantanal central e
estimou-se uma abundancia ndo corrigida de cerca de 9.800 (EP~1.400)
grupos e, portanto, considerados uma populacéo estabelecida e vigorosa.

Com relagdo aos animais Monteiro amostrados no Distrito Federal,
entende-se ser necessario difundir o conhecimento sobre o risco de extingédo
desta raca entre os produtores para que imponham medidas que evitem
cruzamentos entre animais aparentados e/ou com animais de outras ragas.
Neste ultimo caso, quando n&o possuirem um rebanho preservado, ou seja, de
raga pura.

O nivel de consanguinidade revela-se em fungao do tamanho e estrutura
populacional. A depender da espécie e da intensidade deste impacto no efetivo
populacional, podera afetar negativamente o crescimento de toda uma

populagdo ao ponto de leva-la a sua extingdo (Gandini, 2004). Em se tratando
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de efetivos populacionais muito reduzidos, como visto na regido do Distrito
Federal, a introdugdo de outros animais pode ser sugerida. Com isto podera
ser aumentado o grau de heterozigosidade (variabilidade genética) da raca
Monteiro e aos poucos ir aumentando os rebanhos. Porcos Monteiro advindos
da regido do Pantanal podem ser uma boa opg¢&o, assim como visto na
Fazenda Sucupira, onde o unico casal de porcos Monteiro é desta regido e tem
se mostrado bem adaptado. De forma semelhante, Fan et al. (2002) apos
verificarem, pela arvore de Neighbour joining, um estreito agrupamento de duas
linhagens da raga chinesa Meishan (pequeno e médio Meishan) pertencentes a
regides distintas, propuseram a formagao de um unico grupo de conservagao
que incluisse exemplares de ambas as linhagens, a fim de aumentar a
variabilidade genética da raca. Vale ressaltar que a decisdo para conservagao
deve incluir varios fatores, dentre eles: adaptacdo a ambientes especificos,
resisténcia a doencas, caracteristicas especificas de valores econdmicos, além
do valor cultural e social da raga (Ruane, 1999).

A elevada quantidade de alelos raros surpreendentemente encontrados
na raga Monteiro, bem como nas outras naturalizadas, ressalta a importancia e
viabilidade em se preserva-las. Caballero & Toro (2000) sugeriram que o
resultado ideal de um manejo de conservagao seria que cada descendente
tivesse a mesma proporgao dos genomas de cada um de seus fundadores e a
maxima retencdo de seus alelos. Assim, a mistura dos alelos raros € comuns
devera ocorrer de forma a igualar as contribuicdes génicas e evitar a perda de
alelos raros.

Com relacdo a raga Piau, entende-se que deva ser dada especial
atencao a forma e objetivos que tém orientado sua utilizagdo. Apesar de ser
considerada a raga de maior variabilidade genética entre todas analisadas,
caracteriza-se como uma raga de baixa identidade genética devido a elevada
influéncia de alelos de outras ragas. Ha necessidade de se manter a
integridade genética desta raga para que as pesquisas afins continuem
avancando. Dessa forma, seu potencial genético diferencial podera ser
utilizado mais efetivamente como alternativa para futuros imprevistos na area

de melhoramento animal. Barbosa et al. (1997) conseguiram obter ganhos
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consideraveis nas caracteristicas de peso do leitdo ao nascer, aos 21 e 42 dias
de idade, através de um indice de selegcdo proposto para um rebanho da raca
Piau. Com isso, mais uma alternativa foi proposta para programas de
melhoramento que utilizam como critério a selecdo destas caracteristicas,
visando um maior aproveitamento da rusticidade da raca. Uma vez que a
diversidade entre racas desenvolve papel importante nos beneficios da
heterose e da complementariedade de genes em sistemas de cruzamentos,
caso a variabilidade da raca Piau ndo seja devidamente mantida, tais objetivos

nao poderao ser atingidos.

Esta raca, assim como a Monteiro, apresentou um coeficiente de
endogamia significativo e sabe-se que acasalamentos consanglineos podem
diminuir a fecundidade da raca, aumentando sua mortalidade e os defeitos
congénitos. Segundo Ollivier & Foulley, (2005), quando os coeficientes de
endogamia sdo elevados nas sub-populagdes, manter a diversidade entre
estas é mais viavel do que criar meta-populagcbes com objetivos de
melhoramento por selegdo. Pode-se sugerir, portanto, como uma alternativa
eficaz de manejo para a conservacgao da raga Piau, a exclusao de animais que
se apresentem influenciados por alelos de outras ragas - o que vale também
para as demais ragas que se apresentaram com maior identidade genética - e
a formacdo de um numero maior de nucleos de conservagcao que selecionem
0s animais mais bem caracterizados fenotipicamente e nao aparentados. Um
estudo mais detalhado que venha a utilizar um maior numero de animais
representantes do nucleo de conservagdo de Recife (PE) pode também ser
sugerido, visto que o unico animal analisado neste trabalho apresentou 95% de
identidade genética. Assim, a utilizacdo de alguns destes exemplares para
compor um nucleo de conservacdo da raga podera contribuir para a
variabilidade do rebanho. A determinagcdo do nivel de risco de extingdo das
ragas por meio de aplicagdes de questionarios e investigagdes sobre sistemas
de cruzamentos e caracterizagdo morfolégica dos efetivos restantes deve
também ser incentivada, e considerada prioridade na elaboragdo de programas

de conservagao.
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A raga Moura pelo fato de ter sido coletada em um rebanho sendo
conservado, apresentou um nivel consideravel de diversidade genética.
Entretanto, a escassez de outros nucleos de conservagao pode limitar a
manutencdo desta variabilidade. De forma geral, poucos nucleos de
conservagao existem no Brasil, e iniciativas governamentais ou mesmo por
parte de ONG’s devem tentar, portanto, reverter este quadro. Conforme os
nucleos de conservagao vao sendo ampliados, novos rebanhos podem ser
identificados; a intengdo € de melhorar esta relagdo, como sugere Egito et al.
(2002). Desta forma, um maior numero de individuos poderao ser pesquisados,
servindo como base para estudos comparativos até mesmo com outros paises
e para propostas de manejo que permitam aumentar a variabilidade das ragas
através da complementariedade genética. Somado a isto, o aumento dos
nucleos de conservagao permitirdo o congelamento de embrides, resfriamento
e congelamento de sémen, formagao de bancos de germoplasma e importagao
e exportacdo do material genético de forma mais efetiva, contribuindo para a
otimizacdo do uso de machos e fémeas que apresentem alto valor genético
(Visscher et al., 2000).

Com base nos resultados de maiores identidade genética apresentados
pelas racas Moura e Landrace e o composto MS60, pode-se inferir quais
animais devem ser descartados para que se faca o refinamento dos rebanhos.
Tal estratégia pode ser ainda mais importante, visto que a raga Moura
encontra-se em um programa de conservagao. A inclusdo de novos animais
que possam contribuir com um diferencial genético para o aumento da
diversidade, também pode ser sugerido baseando-se na comparagao de
gendtipos.

Considera-se ideal que os programas de conservagao permitam que as
populagdes mantenham vigor e potencial necessarios para atingir seus
objetivos, sem esforgo e alto capital de investimento (Gandini et al., 2004). Por
isso, as praticas de manejo devem ser coerentes e valorizadas enquanto

alternativas de conservagao.
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5. CONCLUSOES

e As ragas naturalizadas Piau e Monteiro apresentam-se sub-
estruturadas;

¢ A raca naturalizada Moura, a raga comercial Landrace e o composto
MS60 possuem maiores probabilidades de certificagao racial do que
as demais racas analisadas;

e O painel de 24 marcadores microssatélites testado é capaz de
estimar elevadas probabilidades de exclusdo de paternidade para
cada grupo genético analisado;

e Os resultados permitem a proposi¢gédo de estratégias de manejo de
conservagao das racas naturalizadas;

e E necessario promover a ampliacdo do conhecimento sobre a
valorizagcdo e importancia da conservacao das ragas naturalizadas

brasileiras por parte da sociedade.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados aqui encontrados poderao servir como um piloto para
estudos posteriores que, possivelmente, serdo capazes de esclarecer as
relacbes filogenéticas entre as ragas suinas. Permitirdo, ainda, avaliar
caracteristicas poligénicas economicamente importantes, por meio da analise
de genes candidatos. Desta forma, sera possivel obter informagdes essenciais
para a implementagcdo e manutencao de trabalhos de conservacéo e estudos
de melhoramento genético, além de provavelmente permitir uma reconstrugéo

historica da colonizagao.
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