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GENETICA DA CONSERVACAO DE SUINOS LOCALMENTE ADAPTADOS NO
BRASIL: USO DE FERRAMENTAS GENOMICAS E GEOGRAFICA

Autor: Elizabete Cristina da Silva
Orientador: Samuel Rezende Paiva, Ph.D.

RESUMO

A espécie suina é uma das que mais perdeu diversidade genética ao longo dos anos por meio
da especializacdo de seus grupos genéticos. Esta tese teve como objetivo geral analisar as
racas suinas localmente adaptadas do Brasil e de outros paises da América Latina e Caribe,
além de racas domeésticas e javalis europeus e asiaticos por meio de ferramentas genémicas e
geograficas, como uma maneira de avancar o conhecimento na espécie e poder propor futuros
caminhos para sua conservacdo. Dessa forma, foram realizados trés estudos. No primeiro
estudo foi realizada uma andlise de filogeografia com 181 amostras de suinos Monteiro de 10
pontos geograficos do Pantanal-MS, Brasil, agregando informagdes moleculares de 19
microssatélites e de um fragmento da regido controle do DNA mitocondrial (MtDNA),
constatou-se que as populacdes sdo geneticamente prdximas, independente da distribuicdo
geografica, como demonstrado pelos valores de Fst que variaram entre 0,009 a 0,063. O teste
de Mantel indicou que existe correlacdo entre distancia geogréfica e distancia genética
variando de 23,09% (P=0,06), usando a distancia genética D, a 24,66% quando se utilizou a
FstP (P=0,055). Verificou-se que os Monteiros pertencem a um Gnico haplétipo europeu, mas
gue esses animais ndo possuem um haplotipo exclusivo por compartilharem seu principal
hapl6tipo com outras populagdes suinas (comerciais e outras racas locais) que é uma
consequéncia do fluxo génico entre elas. No segundo estudo foram realizadas anélises de
variabilidade em 25 ragas suinas (incluindo as racas brasileiras Piau, Monteiro e Moura) e 59
javalis, a partir de sequéncias completas do genoma mitocondrial (n=108) e da regido controle
(n=342). Os suinos americanos apresentaram alta frequéncia de haplotipos europeus (78,6%),
com alguns hapldtipos asiaticos. A percentagem de introgressdo de asiaticos em racas
europeias como Pietrain, Large White, Hampshire e Duroc foi de 11,6%. Esta introgresséo foi
responsavel por um aumento consideravel na variabilidade, que foi 0,63 e 0,11 com e sem

haplotipos asiaticos, respectivamente. A diversidade nucleotidica estimada nos 13 genes
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codificadores do mtDNA variou entre as populacdes e foi mais alta em javalis europeus,
seguidos pelos suinos europeus e americanos. A diversidade nucleotidica variou de 0,003 para
0 COX1 e COX3 a 0,008 para 0 NADHA4L. O teste McDonald—Kreitman detectou selecdo
positiva ou negativa em seis genes (NADH1, NADH2, COX3, NADH3, NADH4 e NADHDb).
No terceiro estudo foram realizadas analises de sequéncias de 21 genes de receptores do gosto
e de nutrientes em 79 genomas representando 14 diferentes racas/populagdes suinas, incluindo
as racas brasileiras Piau, Monteiro e Moura. O subconjunto de genes de receptores do gosto
amargo (Tas2R) apresentou mais variabilidade que o subconjunto de ndo-Tas2R nas
diferentes racas de suinos baseando-se nos polimorfismos ndo-sindénimos de nucleotideo
unico (nsSNP). Em particular, Tas2R39 mostrou maior numero (19) de nsSNPs, enquanto
GPR120 (sensor de PUFA) ndo apresentou nenhum nsSNP.

PALAVRAS-CHAVE: filogeografia, sequenciamento de nova geracao, receptores de sabor,
suinos
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ABSTRACT

The swine is one that lost more genetic diversity over the years through specialization of their
genetic groups. The main goal of this tesis was to analyze locally adapted pigs from Brazil
and other countries using genomic and geographical tools. We used 181 samples of Monteiro
pigs collected at 10 geographic points in the Pantanal-MS, Brazil, and adding molecular
information from 19 microsatellites and from of a fragment of the mitochondrial DNA control
region of to perform a phylogeographic study. There is little genetic difference between
Monteiro groups independent of geographic distribution, as demonstrated by FST values
ranging from 0.009 to 0.063. Mantel's test indicated that there was a low correlation with the
geographical distance ranging from 23.09% (P = 0.06), using the genetic distance D, and
24.66% using the Fst (P = 0.055). In the analyzes performed with the mtDNA control region,
the Monteiro was shown to belong to a single European haplotype, but these animals do not
possess a unique haplotype, as they share them main haplotype with other (commercial and
other local breeds) pig populations, as a consequence of gene flow between them. In another
study, analysis of variability were performed in pigs (25 pig breeds, including the Brazilian
Piau breeds, and Moura Monteiro) and 59 wild boars using complete sequences of the
mitochondrial genome and its control region. American pigs showed a high frequency of
European haplotypes (78.6%), and also presented some Asian haplotypes. The percentage of
Asian introgression into European breeds (Pietrain, Large White, Duroc and Hampshire) was
11.6%. This introgression was responsible for a considerable increase in variability, which
was 0.63 and 0.11 when we included or not Asian haplotypes, respectively. The estimated
nucleotide diversity in 13 genes encoding mtDNA varied among populations; this was higher
in European wild boars, followed by European and American pigs. The nucleotide diversity
ranged from 0.003 (for COX1 and COX3) to 0.008 (for NADHA4L). In addition, ATPase6 and
NADH4 genes showed an excess of non-synonymous differences in these populations. The
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McDonald-Kreitman test performed by population detected positive or negative selection in
six genes (NADH1, NADH2, COX3, NADH3, NADH4 and NADHS5) across populations.
Finally, sequence analysis of 21 genes for receptors and nutrients in 79 genomes representing
14 different breeds/pig populations, including the Brazilian Piau, Monteiro and Moura breeds
were performed. The analyzes revealed that the subset of genes for bitter taste receptors
(Tas2R) showed higher variability than the subset of non-Tas2R in different pig breeds based
on polymorphisms in non-synonymous single nucleotides (nsSNP). In particular, Tas2R39
showed greater number (19) of non-synonymous SNPs while GPR120 sensor (PUFA) showed
no nsSNP. The results showed that differences in taste receptor genes, between Asian and
European pig breeds, only a small part of the variability is not consistent with previous

findings involving data from complete genome.

KEY-WORDS: phylogeography, next generation sequencing, pigs



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A suinocultura durante muitos anos tem sido destaque no setor agropecuario
mundial. A carne suina é a mais consumida no mundo, no ano de 2013 foram consumidos
107,5 milhdes de toneladas. A China segue liderando no ranking de producdo mundial com
53,8 milhoes de toneladas, seguida pela Unido Européia com 22,45 milhdes de toneladas,
Estados Unidos com 10,51 milhGes de toneladas e em quarto lugar o Brasil com uma
producdo de carne de 3,3 milhGes de toneladas que representa menos de 4% da producéo total
(USDA, 2013). A espécie suina € uma das espécies de animais dométicos que mais se destaca
nos estudos genémicos, principalmente, na busca de loci ou QTLs (Quantitative Trait Loci)
que exercem influéncia sobre as caracteristicas de interesse econdmico (Pires et al., 2006;
Pinto et al., 2010).

A espécie suina também tem adquirido importancia nos estudos de conservacao
de recursos genéticos devido a perda de material genético que vem ocorrendo durante décadas
(Mariante et al., 2003). Isto pode ser notado pela falta de informacges a respeito das racas
localmente adptadas, em varios paises do mundo, principalmente na América Latina e Caribe.
A escassez de informacGes pode estar conectada a falta de interesse pelas racas locais de cada
pais, uma vez que a maioria dos rebanhos suinos esta composta por racas de alto potencial
genético para producdo de carne, como Landrace, Large White, Duroc, Pietrain e Hampshire
(FAO, 2007).

As ragas suinas mais utilizadas na suinocultura intensiva sdo Duroc, Landrace,
Large White, Pietrain, Hampshire, além de uma grande variedade de linhagens modernas de
suinos que foram desenvolvidas para atender a demanda atual de animais com maior potencial
geneético para deposi¢do de proteina na carcaca e fémeas hiperprolificas (Irgang et al., 1992;
Favero & Figueiredo, 2009). Contudo, ainda existem as racas localmente adaptadas ou

crioulas que representam uma pequena parcela do material genético dentro da suinocultura.



Estas ragas ou grupos genéticos tém sido encontrados nas propriedades de base familiar e se
tornaram um meio de vida para o homem do campo (Castro et al. 2002; Silva et al., 2011).

As racas suinas localmente adaptadas no Brasil exerciam um papel importante
na suinocultura local até a década de 50. Depois deste periodo, com o surgimento das
indUstrias de 6leos vegetais e mudancas nos habitos alimentares dos consumidores, esses
animais que apresentam caracteristicas para alta deposi¢cdo de gordura foram aos poucos
substituidos por racas importadas (Vianna, 1986). A grande disponibilidade de técnicas
moleculares proporcionou a realizacdo de varios estudos em racas ameacadas de extingcao
utilizando as informagdes dos marcadores baseados em polimorfismos do DNA (Maudet et
al., 2002; Tadano et al., 2007). Os microssatélites e mtDNA sdo os marcadores mais
utilizados para estudar a diversidade e estrutura genética e a origem de racas suinas brasileiras
(Sollero et al., 2009; Souza et al., 2009; Cavalcante Neto, 2010, Silva et al., 2011) e também
de outros paises (Ramirez et al. 2009; Luetkemeier et al. 2010; Yu et al. 2013).

Os avan¢os no campo da genética da conservacdo tém permitido a realizacdo
de estudos que englobam a area de filogeografia que geram informac6es sobre a distribuicao
da variacdo genética numa escala espacial de varias espécies de animais e plantas utilizando
marcadores moleculares combinados com dados demograficos e geogréficos (Foll &
Gaggiotti, 2006; Taberlet & Bouvet, 1994). A filogeografia contribui para a compreensao dos
processos microevolucionarios, como fluxo de genes, selecdo natural, a existéncia de
isolamento por distancia e gargalo de garrafa (bottleneck), que podem conduzir a perda de
variabilidade genética ou mesmo a extin¢do de uma espécie e/ou populacdo (Mantel, 1967;
Manel et al., 2003).

Atualmente sdo esperados maiores avangos nos estudos de genética da
conservacdo e no melhoramento genético dos animais domésticos, uma vez que as novas
tecnologias de sequenciamento de alto desempenho estdo cada vez mais acessiveis e varias
espécies de animais domésticos tém o genoma sequenciado (International Chicken Genome
Sequencing Consortium, 2004; Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium et al.,
2009), incluindo a espécie suina (Archibald et al., 2010). Desde que foi iniciado o
sequenciamento do genoma da espécie suina, em 2005, houve um aumento de informac6es
disponiveis na literatura sobre genes que codificam proteinas (Bosse et al., 2014), QTLs
relacionados com caracteristicas de importancia econdmica para suinocultura industrial (Soma
et al., 2011; Becker et al., 2013; Hu et al., 2013), o desenvolvimento e utilizacdo de chips

contendo um grande nimero de SNPs (Ramos et al., 2009; Ramayo-Caldas et al., 2010) e



estudos de associacdo global do genoma ou Genome- Wide Association-GWAS (Nonneman
etal., 2011; Do et al., 2013; Manunza et al., 2014).

1.1 Problemaética e relevancia

Os suinos localmente adaptados no Brasil apresentam um patriménio genético
com uma diversidade muitas vezes superior as ragas comerciais (Sollero et al., 2009; Silva et
al., 2011). Animais adaptados as condicGes tropicais sdo mais resistentes a varias doencas e
parasitas do que racas de origem européia (Oliveira et al. 2009, Abelli et al. 2010). Os suinos
localmente adaptados no Brasil sdo conhecidos pela rusticidade, por terem uma conformacéo
corporal para deposicdo de gordura e por serem menos exigentes em manejo se comparados
as racas suinas melhoradas (Ferreira & Lima, 2001; Mariante et al., 2003). De acordo com
Mariante et al.(2003), os suinos locais também sdo capazes de sobreviver em diferentes
ecossistemas das regides brasileiras mesmo em condic¢Bes desfavoraveis de criacao.

Em geral, como acontece na maioria dos paises, as racas suinas locais sdo
encontradas apenas em pequenos criatorios que estdo distribuidos nas diferentes regides do
Pais (Castro, 2002; Silva Filha et al., 2005; Silva et al., 2011). Estudos realizados com essas
racas focaram na caracterizacdo fenotipica (Castro, 2002; Silva Filha, 2005 e McManus et al.,
2010), caracterizacdo genética baseada em marcadores moleculares (Sollero et al., 2009;
Souza et al., 2009; Cavalcante Neto, 2010; Silva et al., 2011) e prospecgédo de QTLs (Pires et
al., 2006; Pinto et al., 2010). Contudo, ndo existem ou sdo escassas informagdes de como
ocorre a distribui¢do da variabilidade genética nas regiGes em que as racas suinas locais foram
adaptadas.

Em suinos, como também em muitas espécies, diversas analises de mtDNA
estdo sendo realizadas, principalmente, com base na regido nao codificadora (regido controle
ou D-loop) ou citocromo b (Souza et al., 2009; Luetkemeier et al., 2010; Wang et al., 2010;
Yu et al., 2013) e poucos estudos analisaram 0 genoma mtDNA completo (Yang et al., 2003;
Wu et al., 2007; Fernandez et al., 2008). Estudos de filogeografia também foram realizados
com varias espécies de plantas e animais domésticos (Foll & Gaggiotti, 2006; Taberlet &
Bouvet, 1994). Um estudo desta natureza esclareceu que 0s suinos tiveram maultiplos centros
de domesticagdo em toda a Euréasia e que os javalis originaram os porcos domésticos europeus

(Larson et al., 2005). Garcia et al. (2011), numa analise filogeografica com MtDNA,



identificaram elevados niveis de diferenciacdo e baixa taxa de migracdo entre populagdes de
javalis colombianos de diferentes localidades, sugerindo que cada populacdo do estudo fosse
considerada uma unica unidade de manejo genético.

O surgimento das novas tecnologias de sequenciamento permitiu grandes
avangos nos estudos genémicos de diversas espécies de animais domeésticos de interesse
econémico (International Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004; Bovine Genome
Sequencing and Analysis Consortium et al., 2009), incluindo a suina que teve o genoma
completo de um animal da raca Duroc sequenciado pelo Consorcio Internacional de
Sequenciamento do Genoma Suino (SGSC) (Archibald, Bolund et al., 2010).

Na versao atual do ensembl v75 existem 25.322 genes codificadores anotados
no S. scrofa assembly 10.2 (http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Info/). No entanto, ainda séo
excassas as informacdes sobre todos 0s genes de receptores de nutrientes e do gosto presentes
na cavidade oral de suinos que apesar de serem bem documentados em outras espécies de
vertebrados (Conte et al., 2002; Conte et al., 2003; Li & Zhang, 2014) foram pouco estudados
na espécie suina (Groenen et al. 2012). Os genes de receptores de sabor apresentam uma
grande importancia para a suinocultura, uma vez que estdo envolvidos na escolha do tipo de
alimentos pelos animais, além disso, desempenham um importante papel na detectecdo de
toxinas que podem comprometer a salde e até por em risco a vida dos animais (Wong et al.,
1996; Dong et al., 2009; Li & Zhang (2014).



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral:

Diante do exposto, o presente trabalho visou, por meio de ferramentas
gendmicas e geogréficas, realizar um estudo que engloba as areas, da filogeografia e as
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) para discernir o padrdo de
variabilidade nucleotidica do genoma mitocondrial e de genes nucleares em racgas suinas
localmente adaptadas no Brasil, crioulas dos paises Argentina, Cuba, Peru, Colombia,
Guatemala, México, Estados Unidos, e outras racas domésticas e javalis europeus e asiaticos.

1.2.2 Objetivos Especificos:

Capitulo 1 - Caracterizar e comparar os padrdes de distribuicdo geografica da variabilidade
genética em populacdes de suinos Monteiros no Pantanal da Nhecolandia, Mato
Grosso do Sul, Brasil, utilizando polimorfismos de microssatélites e da regido controle
do mtDNA.

Capitulo 2 - Estudar a variabilidade e identificar assinaturas de selecdo no genoma mitocondrial
de suinos domeésticos e javalis.

Capitulo 3 - Quantificar e comparar a variabilidade de genes de receptores de nutrientes e do

gosto em diferentes racas suinas domésticas e javalis de varios paises.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importéancia das racas suinas localmente adaptadas

Embora com a origem incerta, € sabido que os grupos genéticos de suinos
localmente adaptados no Brasil, como Piau, Canastra, Canastréo, Nilo, Caruncho, Pirapetinga,
Moura e Monteiro foram formados a partir das racas ibéricas. Estudos realizados por Grossi et
al. (2006) e Souza et al. (2009) confirmaram tal informacdo por meio de marcadores no
mtDNA. As informacdes sobre as principais caracteristicas morfolégicas dessas ragas podem
ser consultadas nas obras dos autores Athanasof (1947), Cavalcanti (1985), Vianna (1985) e
McManus et al. (2010).

Quanto a situacdo das racas suinas localmente adaptadas no Brasil, das treze
racas e/ou ecotipos identificados apenas dois foram registradas na Associacdo Brasileira de
Criadores de Suinos (ABCS): a raca Piau e a raca Moura. Além dessas duas ragas, 0 porco
Monteiro desempenha um papel importante na suinocultura local do Pantanal brasileiro. Essas
trés racas foram escolhidas para esse estudo e a seguir sera dada uma breve descricédo de suas
caracteristicas e situacdo no Pais.

A raca Piau foi a primeira raga nacional registrada no Pig Book brasileiro, em
1989, com 1250 suinos registrados entre 1989 e 1995. A principal qualidade do Piau é a
rusticidade e os animais podem ser identificados pela pelagem oveira (branca/creme com
manchas pretas difusas), orelha do tipo asiatica a ibérica e perfil fronto-nasal retilineo a
subconcavilineo. A média de leitGes nascidos por leitegada é de 8,06 e ao desmame é de 7,41
leitbes, e 0 peso médio da leitegada aos 21 dias € de 33, 43 kg. Essa racga é considerada a raca
brasileira mais importante (Cavalcanti, 1985; Vianna, 1985). Segundo Cavalcanti (1985), a
raca Piau foi a que sofreu maior processo de sele¢cdo e melhoramento genético por serem

animais hiperprolificos e apresentarem caracteristicas desejaveis para producdo de carne. Essa



raca foi submetida a sele¢do por muitos anos e alguns exemplares podem ser encontrados nos
estados Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul e Bahia, com maior
concentracdo na bacia do rio Paranaiba, (Vianna, 1985; Mariante et al., 2003).

O suino Monteiro encontrado no Pantanal é uma raca asselvajada e se originou
de suinos trazidos pelos colonizadores para a regido de Corumba na segunda metade do
século XVIII. Esse animal apresenta caracteristicas muito semelhantes as do javali,
apresentando conformacdo do corpo e cabeca em formas de cunha, coloragdo preto
acinzentado ou marrom, orelhas pequenas e eretas, membros fortes e ageis (Herrera et al.,
1996). No Pantanal, o porco Monteiro é muito visado para caga, constituindo uma fonte
protéica para as familias que habitam a regido. Cruzamentos de Monteiro com javali ja foram
realizados objetivando a obtencéo de carne mais saudavel e saborosa (Rosa et al., 2000).

A raca Moura foi originada do cruzamento entre as racgas localmente adaptadas
no Brasil, como Canastrdo e Canastra e a raca exdética Duroc (Egito et al., 2002). Essa raca é
considerada uma das mais antigas (Vianna, 1985) e preservadas até hoje em pequenos plantéis
da Universidade Federal do Parand (UFPR), Embrapa Suinos e Aves e Universidade Estadual
de S&o Paulo, além de algumas fazendas em Santa Catarina e Parana (Silva 2010).

As caracteristicas marcantes para criacdo da raca Moura sdo a sua rusticidade,
prolificidade, o comprimento de carcaca e 0 marmoreio na carne. Os animais possuem
pelagem preta entremeada de pelos brancos, orelhas do tipo ibéricas grandes e firmes e perfil
fronto-nasal retilineo a subcdncavilineo. A média de leitdes nascidos por leitegada € de 8,32 e
de leitGes desmamados 7,57, o peso médio da leitegada aos 21 dias é de 33,60 kg. Essas trés
racas e 0os demais ecltipos podem ser encontrados em pequenos rebanhos distribuidos pelo
Brasil, sendo utilizados em cruzamentos com ragas exoticas, por exemplo, excelentes matrizes
da linha fémea MO25C (resultado do cruzamento de Moura com Landrace e Large White)
foram lancadas esse ano pela Embrapa Suinos e aves (https://www.embrapa.br/suinos-e-
aves/busca-de-produtos-processos-e-servicos/-/produto-servico/1558/femea-embrapa-mo25c,
2014; Castro et al., 2002; Silva Filha et al., 2005; Cavalcante Neto et al., 2007).

As racas suinas localmente adaptadas no Brasil sdo conhecidas por possuirem
caracteristicas importantes, como resisténcia as doencas e ectoparasitas, boas qualidades
maternas e adaptadas as condicdes de manejos precarios (Cavalcanti, 1985; Mariante &
Cavalcante, 2006). No entanto, raros estudos exploraram suas caracteristicas peculiares.
Apenas as racas Piau, Moura e Monteiro sdo até hoje inseridas em trabalhos de pesquisas em
instituicOes publicas brasileiras, como Universidade Federal de Vigosa (UFV, Minas Gerais) e

Embrapa Suinos e Aves e Embrapa Pantanal, respectivamente. A raga Piau, por exemplo, foi



muito utilizada nos cruzamentos divergentes para prospec¢do de QTLs (Quantitative Trait
Loci) para caracteristicas de desempenho e qualidade de carne (Pires et al., 2006; Pinto et al.,
2010). A raca Moura apresenta indices produtivos inferiores as ragas exéticas, porém pode ser
utilizada para producéo de presunto curado (Favero et al., 2007) e para melhorar qualidade de
carne (marmoreio) quanto usadas nos cruzamentos com ragas comerciais (linha MO25C
lancada pela Embrapa Suinos e Aves em 2014) e a raca Monteiro demonstrou reagir bem a
Leptospiras patogénicas (Girio et al., 2004). Para estas e as demais racas suinas brasileiras,
estudos de levantamento populacional e de caracterizacdo morfoldgica e genética visando a
conservacdo podem ser encontrados nas publicacfes de Silva et al. (2002); Gonela (2003);
Silva Filha et al. (2006); Sollero et al. (2008); Cavalcante Neto (2010); McManus et al. (2010)
e Silva et al. (2011).

A perda de diversidade genética tem sido observada nas populacdes suinas
brasileiras segundo reportado por Sollero et al. (2009) e Silva et al. (2011). Os autores
identificaram elevado nivel de consanguinidade intra-populacional causado pelos
acasalamentos entre animais aparentados, que € uma pratica comum nos pequenos criatorios

de suinos do pais.

2.2 Diversidade genética e uso de ferramentas moleculares

A diversidade genética de uma espécie compreende a variacdo de genes no
individuo dentro de uma populacdo ou variacdo entre as populacdes geograficas. O nivel de
diversidade genética tende a ser diferente de um individuo para outro dentro de uma
populacdo e, portanto, € responsavel pelas diferencas entre populacGes de uma mesma espécie
(Halliburton, 2004) que sdo resultantes do processo evolutivo e permitem a adaptacdo as
diferentes condicdes de vida (Ayala, 1982).

A diversidade genética pode aparecer espacialmente estruturada em diferentes
escalas, como populagdo, subpopulagdo ou em um grupo de individuos proximos, e sua
distribuicdo pode ser influenciada pelas forgas evolutivas, como selecdo natural, migracéo e
deriva, e pelos processos demograficos e historicos. Todos esses fatores afetam o grau de
expansdo, contracdo e fragmentacdo das populacdes e podem causar o isolamento das

espécies (Beaumont, 1999).



A variacdo intrapopulacional pode ser facilmente analisada utilizando
pardmetros, como numero de alelos, heterozigosidade média e proporcdo de locos
polimorficos por individuo (Hedrick, 1999). Essa variacdo é a condicdo necessaria para a
selecdo natural atuar nas diferencas que ocorrem dentro das populacdes (Toggler et al., 1995)
e quanto mais variabilidade genética maior a chance de sobrevivéncia diante de mudangas
ambientais (Flashiman et al., 2001).

Um grande passo nos estudos de caracterizacdo dos recursos geneticos tem
sido dado nas Ultimas décadas. Os avangos na area da genética contribuiram para melhoria
nos estudos que envolvem o campo da genética da conservagdo. H& muitos marcadores em
DNA (RFLP, AFLP, RAPD, microssatélites, mtDNA, Y, SNPs) que foram aplicados para
estudar a diversidade genética de animais e plantas (Spritze et al., 2003; Albuquerque et al.,
2006 ). Neste trabalho serdo dadas descri¢cbes dos marcadores escolhidos para o presente

estudo, como os microssatélites, 0 mtDNA e os SNPs.

2.2.1 Microssatélites

Os Microssatélites ou SSR (simple sequence repeats ou STR) sdo sequéncias
curtas que consistem em elementos repetidos in tandem cujo comprimento pode variar de 1 a
6 pb e apresentam caracteristicas desejaveis para serem utilizados em estudos de genética de
populacdes e identificacdo individual (Powel at al., 1996; Werner et al., 2004). Esses
marcadores sao altamente polimoérficos podendo contribuir para detectar com maior precisao e
eficiéncia as diferencas genéticas entre individuos. Tratando-se da neutralidade seletiva, os
microssatélites podem estar relacionados com a codificacdo de elementos e regulacdo da
expressao do gene (Kashi & Soller, 1999).

Os microssatélites podem ser classificados de acordo com o comprimento da
unidade de base repetida (mono-, di-, tri-, tetra-, penta-e hexa-nucleotideos) e estrutura
("perfeito” e "imperfeito™) e representam as regides instveis do genoma devido as alteracdes
mutacionais causadas pela perda ou adicdo de unidades repetitivas. Essas mutacfes sao
causadas por mecanismo intramolecular denominado de slippage (“escorregdo”) da DNA
polimerase ou crossing over desigual (Schlotterer & Tautz, 1992).

O numero de repeticdes dos microssatélites, a sequéncia da unidade de

repeticdo, o comprimento da unidade de repeticdo, as sequéncias que flanqueiam, a presenca
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de imperfeicdes, a taxa de recombinacédo e de transcrigéo, e a eficiéncia do sistema reparador
sdo fatores que influenciam na dindmica evolutiva desses marcadores (Schlotterer & Tautz,
1992).

Os microssatélites espécie-especificas estdo descritos na literatura para varias
espécies de animais e plantas (Tautz, 1989), e a utilizacdo dos mesmos estd muito difundida
nos estudos de diversidade genética de animais ameacados de extingdo, pois além de serem
facilmente amplificados por reacdo em cadeia da polimerase-PCR, varias literaturas
disponibilizam informaces Uteis que tém contribuido para as diversas pesquisas empregando
esses marcadores (Ferreira et al., 2014; Silva et al., 2014).

Um entrave para o uso dos marcadores microssatélites é a dificuldade de
comparar os resultados obtidos por diferentes grupos. Diante disso, a FAO e a International
Society of Animal Genetics (ISAG) recomendam desde 2007 painéis de marcadores
microssatélites para estudar a diversidade genética de varias espécies de animais domésticos.
Para a espécie suina existe um painel composto por 27 locos de microssatélites que permitem
quantificar a variabilidade genética dessa espécie (FAO, 2007). O objetivo é que nas
pesquisas sejam utilizados o mesmo painel para que os resultados possam ser comparados
globalmente. No entanto, é mais comum a utilizacdo de marcadores recomendados pela FAO
combinados com outros marcadores descritos na literatura (Sollero et al., 2008; Silva et al.,
2011).

Diversos estudos sobre a diversidade e estrutura genética de populagdes suinas
foram realizados utilizando marcadores microssatélites tanto no Brasil (Gonela, 2003; Sollero
et al., 2009; Silva et al., 2011) como em outros paises (Calvo et al., 2000; Lemus-Flores
et al., 2001, Chaiwatanasin et al., 2002; Canul et al., 2005; Vicente et al., 2008).

Gonela (2003) utilizou seis locos de microssatélites na caracterizacdo genética
de uma pequena populacdo de Porco Monteiro (N=99) e Tayassu pecari (N=15) e verificou
alta variabilidade (4 a 15 alelos, heterozigosidade de 0,13 a 1,00 e contetdo de informacao
polimorfica variando de 0,18 a 0,84).

Sollero et al. (2008) avaliaram, com 28 microssatélites, a diversidade e
estrutura genética de cinco populagdes suinas, sendo trés localmente adaptadas no Brasil
(Piau, Moura e Monteiro) e duas comerciais (Landrace e MS60). Os resultados desse estudo
mostraram que 14% da variacao genetica total foi devido as diferencas entre ragas. Na analise
de variabilidade intrarracial, os autores verificaram que a raca Piau apresentou maior valor de

heterozigosidade esperada.
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A diversidade e estrutura genética de nove grupos genéticos de suinos
localmente adaptados no estado de Pernambuco, Brasil (Baé, Caruncho, Canastra, Canastréo,
Mamelado, Moura, Nilo, Piau e Sem Raca Definida-SRD) e trés racas exoticas (Duroc,
Landrace e Large White) foram analisadas com 22 marcadores microssatélites. Os resultados
indicaram que 3,6% da variacdo genética total foram das diferengas entre suinos locais e
comerciais. Os suinos locais apresentaram maiores valores para os parametros de diversidade

genética intrapopulacional (Silva et al. 2011).

2.1.2 DNA mitocondrial (mtDNA)

O mtDNA é uma molécula circular de fita dupla com aproximadamente 16 kb
que contém 13 genes codificadores de proteinas, 22 genes de RNAs de transferéncia e 2 genes
de RNA ribossomais (Gray, 1989) e apresenta uma taxa média de substituicdes sinénimas
aproximadamente 20 vezes maior do que no DNA nuclear (Pesole et al. 1999).

A sua aplicacdo como marcador molecular para estudar a evolugédo molecular,
classificacdo bioldgica e estrutura genética € devido as caracteristicas, como peso molecular
pequeno, taxa de evolucdo rapida e quase exclusivamente de heranca materna (haploide), e
auséncia de recombinacdo genética. As duas regies do mtDNA mais recomendadas nos
estudos de estrutura populacional e interpretacdo filogenética das espécies sdo a regido
controle (D-loop) e o gene que codifica para a citocromo b (Avise, 1994).

A regido controle desempenha um papel de regular a replicacdo e a transcri¢ao
do mtDNA e compde cerca de 6% do genoma mitocondrial. Esta regido esta localizada entre
tRNA para prolina e tRNA fenilalanina e contém de 5 a 29 sequéncias repetidas in tandem
(SRTs) (Clayton, 1991) com uma taxa de substituicdo de base de cinco a dez vezes maior que
a de outras regites do mtDNA (Mackay et al. 1986).

Diversos estudos filogenéticos com populagdes suinas usaram as sequéncias da
regido controle (D-loop) e do gene citocromo b. Randi et al. (1996) usaram os polimorfismos
do citocromo b nos estudos evolutivos de Suiformes. Alves et al. (2003) empregaram
citocromo b (1140 pb) e a regido controle ( 707pb) para determinar as relac6es filogenéticas
entre suinos ibéricos antigos e atuais. Alex et al. (2004) encontraram uma mistura de
haplo6tipos asiaticos e europeus no porco preto de Canérias por meio de polimorfismos

identificados no gene citocromo b. No Brasil, Souza et al. (2009) utilizaram o citocromo b
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para investigar a origem das racas suinas brasileiras e verificaram que as ragas suinas
brasileiras sdo descendentes de duas linhagens maternas (europeia e asiatica), as racas Nilo,
Monteiro, Piau e Tatu compartilharam haplotipos de uma linhagem lIbérica, enquanto, a raca
Moura apresentou haplotipos de diferentes linhagens de origem europeia e asiatica e, por isso,

essa raga apresenta maior divergéncia em relagdo as demais ragas suinas brasileiras.

2.1.3 Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)

Os SNPs sdo as variacdes (A, C, T e G) mais comuns de DNA dentro do
genoma (Sachidanandan et al., 2001). Os SNPs apresentam vantagens em relacdo a outros
marcadores genéticos pela possibilidade de serem identificados por meio de técnicas de alto
de desempenho e a um custo, relativamente, baixo (Wasson et al, 2002; Lindroos et al., 2003;
Wiedmann et al., 2008; Shen et al., 2009). A tendéncia é que esses marcadores venham a
substituir os microssatélites nos estudos de identificacdo genética e testes de paternidade
(Fries et al., 2001; Werner et al., 2004), pois os SNPs tém garantido bons resultados nos testes
de paternidade (Heaton et al., 2002), de identificacdo individual (Allen et al., 2010) e nos
estudos de marcas de selecdo (Nielsen, 2005) e de processos evolutivos (Bouck & Vision,
2007). Os SNPs no cromossomo X de suinos de diversos paises, incluindo racas brasileiras,
permitiram a separacdo de dois grupos distintos asiaticos e europeus (Burgos-Paz et al.,
2012).

Os SNPs sdo um dos temas centrais em genémica e, com 0 surgimento das
plataformas de sequenciamento de nova geracdo, milhGes de SNPs estdo sendo descobertos
em varias espécies de interesse agropecuario (Eck et al., 2009; Wiedmann et al., 2008; Liu,
2009; Allen et al., 2010), pois por serem variacdes facilmente detectiveis estdo sendo
preferidas nos estudos que envolvem associacao entre genotipo e fenotipo (Hayes & Goddard,
2010; Barris et al., 2012).
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2. 2 Sequenciamento de nova geracgdo (NGS)

Durante muitos anos o método de sequenciamento de Sanger (1987) foi
fundamental na era gendmica. Porém, 0s novos avancos biotecnoldgicos na area da genética
exigem metodos de sequenciamento rapidos e de baixo custo. Na Ultima década, mais
precisamente a partir de 2005, a forma de aquisicdo de dados gendmicos tem mudado
completamente (Mardis, 2008), gracas as tecnologias de sequenciamento de nova geragédo
(SNG) que séo capazes de sequenciar milhdes de pares de bases em uma Unica corrida (Dalca
& Brudno, 2010).

Esses novos métodos permitem um sequenciamento mais barato e eficiente e
com eles é possivel sequenciar muitos genomas simultaneamente e em um periodo de tempo
bastante reduzido. Em relacdo ao custo e tempo de analise, com essas novas tecnologias pode-
se sequenciar, por exemplo, um genoma humano completo em uma semana a um custo de 200
vezes menor do que os métodos de sequenciamento anteriores (Dalca & Brudno, 2010).

No mercado estdo disponiveis as plataformas desenvolvidas por diversas
companhias: 454 (Roche), HiSeq2000, HiSeg2500 e MiSeq (lllumina), SoLiD (Life
Technologies), HeliScope (Helicos BioSciences), Single Molecule Real Time-SMRT (Pacific
Bioscience), lon Torrent-PGM e Proton (Life Technologies). Estas plataformas diferem no
método de anélise, tempo de execucdo, tamanho dos fragmentos analisados (reads) e custos
(Dalca & Brudno, 2010). Estas plataformas estdo sendo empregadas para sequenciamento de
novo (Li et al., 2010), re-sequenciamento para descobrir variantes genémicas (Ramayo-
Caldas et al., 2010; Liu, 2009; Rubin et al., 2012), analises de transcriptoma (Nagalakshmi et
al., 2008) e estudos de metilacdo do genoma (Zhang & Jeltsch, 2010).

Diante do exposto, o sequenciamento de genomas completos esta mais
acessivel, no entanto, para analise das sequéncias é exigido o emprego de potentes
ferramentas de bioinformatica (Li et al., 2008, Shen et al., 2010), sendo este um ponto critico
a ser discutido pela necessidade de recursos humanos qualificados para manipulagdo dos
dados de sequenciamento de nova geracao (Shoner et al., 2011).

As novas tecnologias de sequenciamento também contribuiram para diminuir
0s custos de genotipagem de SNP e isso € de extrema importancia para o descobrimento de
polimorfismos associados as caracteristicas de interesse econdmico (Sborner et al., 2011).

Além disso, os polimorfismos acessados podem ser incorporados aos métodos de Selegdo
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Genbmica (Meuwissen et al. 2001) para obter maior progresso genético dos animais nos
programas de avaliagdo e melhoramento animal (Caetano, 2009).

2.3 Filogeografia

A filogeografia contribuiu para o entendimento da distribuicdo da diversidade
genética de muitas espécies de animais e plantas (Eizirik et al., 2001; Miller et al., 2011).
Avise (2000) define filogeografia como um campo de estudo preocupado com 0s principios e
processos que governam as distribuicdes geograficas de linhagens genealdgicas,
especialmente aquelas dentro e entre espécies proximamente relacionadas.

A filogeografia surgiu como uma disciplina e seu foco principal é estudar a
variacdo genética em populacfes de uma espécie ou entre espécies proximas e podem ser
realizados com enzimas, RAPDs, RFLPs, cromossomo Y, DNA mitocondrial (mtDNA),
SNPs e os microssatélites (Avise et al., 1987; Avise, 1998). O recomendado é a utilizacdo de
pelo menos dois tipos de marcadores para obtencdo de resultados satisfatorios (Scandura et
al., 2011).

Um dos principais pontos discutidos nos trabalhos de filogeografia é a estrutura
geografica e genética populacional das espécies que é definida como o resultado dos
processos microevolutivos e demograficos que atuam entre e dentro das populagdes, assim
como da biogeografia histérica das linhagens genéticas (Wenink et al., 1996). As variacGes
geogréficas também podem revelar quais os mecanismos historicos, ecoldgicos, os padrdes
fenotipicos, assim como a distribuicdo de muitas espécies de animais domésticos. Entender
estes padrdes de variacdo geografica é o primeiro passo para inferir os processos evolutivos
de suas populacgdes naturais (Zink & Remsen, 1986).

Para alcancar as metas propostas nos estudos filogeograficos &€ necessario
estabelecer as relaces filogenéticas de um grupo de individuos da mesma espécie que ocorre
em uma area geogréafica (ex.: no territério nacional). 1sso pode ser feito mediante o uso de
sequéncias de DNA, avaliacdo dos agrupamentos formados para verificar se 0s mesmos
pertencem a mesma area geografica e se 0s grupos mais relacionados s&o mais proximos
geograficamente e, por ultimo, relacionar os individuos a outros organismos para verificar se

ha ou ndo congruéncias na distribuicdo geografica (Miyaki, 2009).
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2.4 Genes de receptores de sabor e de nutrientes

Os receptores de sabor estdo localizados na cavidade oral e tambem ao longo
do trato gastrointestinal (Colombo et al., 2012). Estes receptores de sabor contribuem para
que 0s animais e seres humanos possam aceitar ou rejeitar certos tipos de alimentos ou
nutrientes, pois através dos receptores gustativos podem ser identificados 0s
alimentos/nutrientes benéficos ou nocivos a saude (Chandrashekar et al., 2000). Existem
cinco tipos de receptores de sabores que sdo mais conhecidos e estudados até o momento:
amargo, doce, salgado, acido ou azedo e recém-aceito umamami (Kinnamon & Cummings
1992; Bachmanov & Beauchamp, 2007). Além desses, existem receptores de novos sabores
que foram descritos mais recentemente, como o0s sabores gordura e metalico (Chaudhari &
Roper, 2010).

Os receptores de sabor doce e umami sdo particularmente interessantes por
permitirem detectar fontes de carboidratos e proteinas, que sdo de extrema importancia para
mantenca e sobrevivéncia dos animais (Feng & Zao, 2013). Os dois sabores sdo mediados por
alguns receptores de gosto do tipo | acoplados as proteinas G conhecidos como TaslR e T1rs
(Adler et al., 2000; Meyerhof et al., 2011). Contudo, os receptores de sabor amargo
adquiriram mais importancia porque permitem que os organismos identifiguem substancias
toxicas nos alimentos que podem por em risco a saude e a vida dos organismos (Wong et al.,
1996; Dong et al., 2009; Li & Zhang (2014 ). Algumas espécies, simplesmente, por possuirem
mais receptores para 0 sabor amargo apresentam mais sensibilidade para detecta-los, por
exemplo, nos humanos foram identificados 25 receptores funcionais de sabor amargo (Conte
et al. 2002) e, por isso, tolerem menos o sabor amargo que 0s suinos, que possuem menos
receptores de sabor amargo (Groenen et al., 2012). A sensibilidade em detectar o sabor
amargo dos alimentos é mediada por dezenas de receptores do gosto do tipo Il acoplados as
proteinas G conhecidos como T2Rs e Tas2Rs (Adler et al., 2000; Meyerhof et al., 2011).

Embora o repertorio de genes de receptores de sabor tenha sido descrito em
alguns animais, como aves, ras, cdes, humanos, peixes teledsteos (Conte et al., 2002; Conte et
al., 2003; Li & Zhang (2014), ainda esta totalmente descrito em suinos (Groenen et al., 2012).
Li & Zhang (2014) estudaram os genes do gosto amargo em pelo menos 54 espécies de
vertebrados e verificaram que a diversidade genética, observada nesses genes, pode estar

relacionada a adaptacéo das espécies para detectar a presenca de toxinas nas dietas.
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CAPITULO 2 i
FILOGEOGRAFIA DO SUINO MONTEIRO NO PANTANAL DE NHECOLANDIA,
MATO GROSSO DO SUL, BRASIL

RESUMO

O suino Monteiro é o principal alvo da caca praticada pelos homens pantaneiros no Brasil.
Desde sua introducdo tornou-se uma forma alternativa de alimentacdo protéica para a
populacdo da regido sazonal e inundavel. Como os animais se mantém livres no campo é
esperado que o fluxo génico e as distancias fisicas causem modificacBes na variabilidade
genética dos grupos populacionais. Diante disso, foi realizado um estudo de filogeografia com
181 amostras de monteiros de 10 pontos geogréficos do Pantanal-MS, Brasil, agregando
informacBes moleculares de 19 microssatélites e de um fragmento da regido controle do DNA
mitocondrial (MtDNA). Nas analises com mtDNA foram incluidas mais 217 amostras de
suinos de racas comerciais e locais de outras regides brasileiras. A partir dos resultados
obtidos com microssatélites, constatou-se que existe pouca diferenca genética independente
da distribuicdo geogréafica desses animais como demonstrado pelos valores de Fst que
variaram entre 0,009 a 0,063. O teste de Mantel indicou que existe pouca correlacdo entre
distdncia genética e distancia geografica variando de 23,09% (P=0,06), usando a distancia
genética de Nei, a 24,66% usando o indice de diferenciacdo Fst (P=0,055). Apesar de essas
populacbes apresentarem uma diversidade genética moderada, a inferéncia Bayesiana revelou
clusters gue separam os monteiros do Pantanal em, pelo menos, trés populacfes. Nas analises
realizadas com a regido controle do mtDNA verificou-se que, apesar de 0s Monteiros
pertencerem a um Unico hapl6tipo europeu, esses animais ndao possuem um hapl6tipo
exclusivo por compartilharem seu principal haplétipo com outras populagGes suinas
(comerciais e outras racgas locais). Os resultados demonstraram que 0s monteiros de pontos
geogréficos diferentes ndo estdo isolados geneticamente a partir de informagdes obtidas com
microssatélites e DNA mitocondrial devido a presenca de fluxo génico entre as populacdes
ocasionado pela capacidade de dispersdo dos animais na regido a procura de alimentos e agua,

ou em resposta as enchentes.

PALAVRAS CHAVES: distancia geogéfica, diversidade genética, microssatélites, mtDNA
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CHAPTER 2
PHYLOGEOGRAPHY OF THE MONTEIRO PIG IN THE PANTANAL OF
NHECOLANDIA, MATO GROSSO DO SUL, BRAZIL

ABSTRACT

Monteiro is a pig quite exploited by men Pantanal of Brazil for a long time and has become an
alternative form of protein food for them. As are animals bred freely in the field is expected
that gene flow and the physical distances cause changes in genetic variability which is very
important for the survival of a species and/or breed. Therefore, a study of phylogeography
with 181 samples of Monteiro pigs from 10 geographical points of Pantanal-MS, Brazil was
conducted, using molecular information of 19 microsatellites and of a fragment of the
mitochondrial DNA control region. In the analyses with mtDNA also 217 samples of pigs
from commercial and local breeds around the country were included. From the results
obtained with microsatellites, it was found that there is little genetic difference regardless of
the geographic distribution of these animals as demonstrated by Fst values that varied from
0.009 to 0.063. The Mantel test indicated low correlation with geographic distance ranging
from 23.09% (P = 0.06) using a genetic distance of Nei, to 24.66% using the differentiation
index Fst (P = 0.055). Although these populations present a moderate genetic diversity,
Bayesian inference revealed clusters that separate Monteiro pigs in at least three populations.
In the analyzes performed with the mtDNA control region was found that, although the
Monteiros belong to a single European haplotype, these animals do not possess a unique
haplotype for sharing your main haplotype with other (commercial and other local breeds) pig
populations as the gene flow between them. The results showed that monteiros from different
geographical points are not genetically isolated from the information obtained from
microsatellite and mitochondrial due to the presence of gene flow among populations caused
by the dispersion ability of the animals in the region looking for food and water.

KEY-WORDS: gentic diferentiation, genetic diversity, microsatellites, mtDNA
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1. INTRODUCAO

O suino Monteiro encontrado no Pantanal brasileiro € uma raca asselvajada e
se originou de suinos trazidos pelos colonizadores para a cidade da regido de Corumbé, Mato
Grosso do Sul na segunda metade do século XVIII. Os Monteiros possuem caracteristicas
muito semelhantes as do javali (Sus scrofa scrofa), apresentando conformacdo do corpo e
cabeca em formas de cunha, coloracdo preto acinzentado ou marrom, orelhas pequenas e
eretas, membros fortes e &geis (Herrera et al., 1996).

Os suinos Monteiros além de contribuirem para a preservacdo de outras
espécies nativas contribuem na alimentacdo da populacéo local no Pantanal brasileiro, porém
sofrem ameacas causadas por fatores antropolégicos e climaticos, os quais podem interferir na
diversidade genética entre as populacGes. O homem interfere na reproducdo destes animais,
uma vez que os machos sao castrados para engorda e posterior abate, enquanto as fémeas, na
maioria das vezes, sdo preservadas dependendo da fase reprodutiva. A variacdo sazonal no
Pantanal também pode ser um fator que causa reducdo do tamanho populacional de
Monteiros, uma vez que a caga € mais praticada no periodo de seca (Desbiez et al., 2010).

Uma alternativa para estudar as populacfes animais livres na natureza é a
filogeografia. A filogeografia surgiu como uma disciplina com o objetivo de estudar a
variacdo genética em populacdes de uma espécie ou entre espécies proximas utilizando
ferramentas moleculares, como enzimas, RAPDs, RFLPs, cromossomo Y, DNA mitocondrial
(mtDNA), SNPs e os microssatélites (Avise et al., 1987; Avise, 1998). As informacdes
obtidas com os marcadores genéticos sdo Uteis nos trabalhos de estrutura geogréfica e
genética das espécies que podem ser definidas como o resultado dos processos
microevolutivos e demogréaficos que atuam dentro e entre populagdes (Wenink et al., 1996).

Vérias espécies de plantas e animais domésticos foram alvos de estudos de
filogeografia (Eizirik et al., 2001; Joshi et al., 2004; Miller et al., 2011; Kldtsch et al., 2012).

Para suinos, um estudo dessa natureza demonstrou a existéncia de multiplos centros de
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domesticacdo da espécie em toda a Eurésia e que os javalis originaram os porcos domésticos
europeus (Larson et al., 2005). Garcia et al. (2011) identificaram (com marcadores do
mtDNA), elevados niveis de diferenciacdo e baixa taxa de migracdo entre populacdes de
javalis colombianos de diferentes localidades, sugerindo que cada populacdo do estudo
poderia ser considerada uma uUnica unidade de manejo. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar e comparar os padrfes de distribuicdo geogréfica da variabilidade genética em
populacdes de suinos monteiros do Pantanal brasileiro utilizando polimorfismos de

microssatélites e da regido controle do mtDNA.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Um total de 406 amostras de suinos foi utilizado neste estudo. Desse total, 189
amostras foram de suinos monteiros, das quais 181 provieram de dez pontos geograficos (PG)
identificados pelas coordenadas geograficas em Nhecolandia, sub-regido do Pantanal, Mato
Grosso do sul, Brasil (Tabela 1, Figura 1) e oito amostras foram obtidas de propriedades
particulares de Brasilia, DF (MOB). Todas as amostras provenientes do Pantanal foram
georreferenciadas utilizando o GPS Garmin 60 (Datum-WGS 84). As 189 amostras foram
genotipada com microssatélites. As demais amostras (n=217) de racas suinas localmente
adaptadas (n = 168), comerciais (n = 29) e suinos mesticos (n = 06) foram obtidas dos estudos
de Cavalcante Neto (2010) e Souza (2011) e foram incluidas nas analises realizadas com
sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial de 122 suinos Monteiros do Pantanal e

seis suinos MOB.

2.2 Genotipagem e analises estatisticas dos microssatélites

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) de 19 microssatélites (Tabela 2)
foram feitas em termociclador (Tabela 1A do ANEXO A). Nessas reagdes foi utilizado o Kit

para PCR multiplex da Qiagen (contendo HotstartTag DNA Polimerase, Tampéo para PCR
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Tabela 1 PopulagGes, nimero de suinos monteiros amostrados de cada ponto geografico e as

Coordenadas geografica

PopulagGes N° de animais amostrados : _
Latitude Sul Longitude Oeste
MOB 08 - -
PG1 05 19° 23’ 06” 57° 03’ 14”
PG2 16 18° 53’ 49~ 56° 39’ 38”
PG3 16 19° 03’ 45> 56° 55’ 03”
PG4 18 18° 36’ 04~ 56°43° 197
PG5 26 18° 59’ 28” 56° 45’ 497
PG6 10 18° 49’ 58~ 56° 55° 48”
PG7 15 19° 05’ 52~ 56° 29’ 24»
PGS8 36 18° 49’ 52” 56° 35’ 09”
PG9 04 19° 14° 24~ 56° 34’ 39”
PG10 35 18° 57 45> 56° 48’ 357
Total 189 - -
Foie A
%
g-
B *
'y AAA C ]
w r‘ﬁéﬂ. “ A
= p Ty Populacdes
# .?g By + PGl = PG6
- A PG2 = PG7
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Figura 1 Distribuigdo das popula¢6es amostradas de suinos monteiros do
Pantanal-MS, Brasil.
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multiplex com MgCI2, mix de dNTP, dgua RNase-free e QSolution). As condi¢cbes para
amplificacdo foram: desnaturagéo a 95°C por 15 minutos, 30 ciclos para desnaturagéo a 94°C
por 1 minuto, anelamento a 57°C por 1 minuto, extensao a 72°C por 1 minuto e 30 segundos,
e uma etapa de extenséo final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos das reacfes de PCR dos microssatélites foram desnaturados com
um mix contendo um padréo interno ROX e formamida HIDI a 95°C por cinco minutos e
imediatamente deixados no gelo por cinco minutos e submetidos a eletroforese capilar no
sequenciador automatico de DNA do modelo ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems). Em
seguida, os alelos dos 19 locos de microssatélites (Tabela 2) foram identificados com o
software GeneMapper v. (Applied Biosystems) e o software FlexiBin v. 2.0 (Amos et al.,
2006) foi utilizado para determinacao das classes alélicas.

A distancia genética entre as populacdes de suinos Monteiros foi calculada
com o programa Arlequin 2000 v. 3.5 (Schneider et al., 2000). Nessa analise, as populactes
foram submetidas a comparagdo par a par, de acordo com suas frequéncias alélicas para
verificacdo de diferenciacéo entre elas pelo Fst (Weir & Cockerham, 1984). Além do indice
Fst foram calculadas as distancias genéticas de Nei (1978) por ser uma das mais utilizadas
nos estudos populacionais com o programa GenAlex. Essas distancias genéticas foram
utilizadas para construir arvores filogenéticas baseadas no algoritmo neighbour-joining
(Saitou & Nei, 1987) com software SplitsTree (Huson & Bryant, 2006).

O teste de Mantel (1967) foi realizado para verificar a existéncia de correlacéo
significativa entre as matrizes de valores de distancias genéticas e geograficas (em km). A
matriz de distancias geograficas e o teste de Mantel foram realizados com GenAlex. Os niveis
de significancia para cada prova foram obtidos mediante 10.000 permutacdes.

Para verificar se os individuos amostrados pertenciam realmente a populacédo
pré-definida foi realizado um teste de designacdo individual. Esse tipo de analise é muito
importante e instrutivo para fins de conservacao ja que cada individuo analisado € alocado a
uma populacdo genética determinada que possa ou ndo coincidir com a sua populagdo de
origem. Essa andlise foi desempenhada com o programa GenAlex utilizando as informacdes
dos individuos alocados nas populagBes a partir dos pontos geogréficos como ja descritos
anteriormente.

As estruturas genetica e geografica foram analisadas usando a Anélise de
Variancia Molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992) com o Arlequin 3.1. Essa analise foi
desempenhada de trés formas: 1) um grupo com as 11 populagdes de Monteiros; 2) um grupo

com as 10 populacbes de Monteiros do Pantanal para ser contrastado com a populacéo de
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MOB e 3) um grupo apenas com as 10 popula¢Bes de Monteiros do Pantanal. O método
Bayesiano também foi utilizado para analisar a estrutura genética e geogréfica dos suinos
Monteiros distribuidos no Pantanal usando software Structure (Prichard et al., 2000). Nesse
programa foram estimados o nimero e grupos genéticos reais (K). A anélise foi realizada
utilizando os modelos de frequéncias alélicas correlacionadas e de ancestralidade por mistura
com o numero de K variando de 1 a 20, periodo de burn-in de 100.000 e cadeia de Markov e
Monte Carlo (MCMC) de 400.000; para cada k utilizaram-se cinco iteracfes. A determinacédo
do numero de k foi estimado com uma estatistica DeltaK, a qual se baseia na taxa de mudanca
do logaritmo da probabilidade dos dados entre sucessivos valores de K (Evanno et al., 2005).
O programa DISTRUCT (Rosenberg, 2004) possibilitou a visualizagdo grafica dos resultados
obtidos com o Structure, buscando mostrar por meio de diferentes cores a composi¢do das

amostras populacionais.

2.3 Sequenciamento da regido controle do mtDNA e analises estatisticas

Na PCR da regido controle do DNA mitocondrial, flanqueada pelos primers
direto 5 -CGCCATCAGCACCCAAAGCT - 3 e reverso 5 -
TGGGCGATTTTAGGTGAGATGGT -3’ (Alves et al., 2003) foram utilizados reagentes da
Promega (Taqg Polimerase e Buffer) e as condi¢cdes para amplificacdo foram: desnaturacdo a
95°C por 3 minutos, 30 ciclos para desnaturacéo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por
1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e uma etapa de extensao final a 72°C por 30 minutos.
Os produtos de PCR foram purificados mediante os reagentes ExoSAP-IT® (USB® Product
Affymetrix) a 37°C por 30 minutos e 80°C por 20 minutos para eliminar os dNTPs e primers
restantes da PCR, assim como produtos incompletos. Posteriormente, as reagdes de
sequenciamento foram realizadas pelo método de incorporacdo de dideoxinucleotideos
(ddNTP) com o kit BigDye® v.3 (Applied Biosystems) para realizar a PCR de

sequenciamento seguindo as recomendac6es do fabricante (Tabela 1A do ANEXO A).
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Tabela 2 Nome dos loci, cromossomos (Cr.) sequéncias dos primers e tamanho esperado (Te)
obtido neste trabalho, tipo de marcacgéo fluorescente (Marc.) e multiplex (M).

Locos Cr. Sequéncias primers 5 ->3’ Te **Mar. Mult.
AACCTTCCCTTCCCAATCAC 84-102 F A
330026* 16 CACAGACTGCTTTTTACTCC
AACCTTCCCTTCCCAATCAC 142-162 H A
50155* 1 CACAGACTGCTTTTTACTCC
AAGTACCATGGAGAGGGAAATG 174-204 H A
lswa30* 1 ACATGGTTCCAAAGACCTGTG
GACCTATCTAATGTCATTATAGT 209-250 F A
330097+ 4 TTCCTCCTAGAGTTGACAAACTT
GGCATAGGCTGGCAGCAACA 220-246 H A
'30228* 6 AGCCCACCTCATCTTATCTACACT
CAAATGATTTTATCCATCCTTGC 119-154 F A
SSW1517 2 TCTTAGTGATGCATTCTTAAGCTG
GAAGCCAAAGAGACAACTGC 191-219 H B
250002* 3 GTTCTTTACCCACTGAGCCA
CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC 244-271 H B
'S0355* 15 CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC
TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC 94-112 H B
SW936* 15 GTGCAAGTACACATGCAGGG
AATGTCACCTTTAAGACGTGGG 222-262 F B
bSW2406* 6 AATGCGAAACTCCTGAATTAGC
CTTTGGGTGGAGTGTGTGC 93-121 F C
lsw24* 17 ATCCAAATGCTGCAAGCG
CCAATCCTATTCACGAAAAAGC 142-164 H C
'OPN 8 CAACCCACTTGCTCCCAC
TCCTTCCCTCCTGGTAACTA 203-241 H C
'50005* 5 GCACTTCCTGATTCTGGGTA
GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG 197-221 F C
330101* 7 GTCTCCCTCACACTTACCGCAG
AGTGGTCTCTCTCCCTCTTGCT 211-260 H D
150068* 3 CCTTCAACCTTTGAGCAAGAAC
CCAAGACTGCCTTGTAGGTGAATA 227-249 F D
30090* 11 GCTATCAAGTATTGTACCATTAGG
ATCAGAACAGTCGCCGT 103-113 H D
lswr2* 3 TTTGAAAATGGGGTGTTTCC
CCTCCCTGGCACTCATTG 184-206 F D
'sw455 4 CACACACACAAGCAGGTGC
CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC 149-173 F D
lswo11~* 9 CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC

*Locos recomendados pela FAO/ISAG (2004), ** F = 6’FAM (azul); H= HEX (verde)
! Roher et al. (1994), *Fredholm et al. (1993), *Roher et al. (1996), “Ellegren et al. (1994), *Alexander et al.
(1996a), °Alexander et al. (1996b). ‘Robic et al. (1994).
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Os produtos de sequenciamento foram purificados em duas etapas: 1) etapa —
com 3uL de EDTA a 125mM e 25puL de etanol a 100% e posterior centrifugacéo a 4°C por 30
minutos a 3.000 rpm. 2) etapa - foi feita adicionando 30pL de etanol 70% e posterior
centrifugacdo — 4°C por 15 minutos a 3.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
ap6s secagem dos produtos de sequenciamento a temperatura ambiente, foi feita a
ressuspensdo com 10uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e desnaturagdo a 95°C por
cinco minutos. Os produtos gerados na reacdo de sequencimento foram lidos mediante a
eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI Prism 3100 Genetic Analyzer® (Applied
Biosystems), utilizando o polimero Pop-6TM (Applied Biosystems).

Um fragmento de 467 pb da regido controle, entre as posi¢es 15.543 e
15.840pb do mtDNA completo da espécie Sus scrofa domesticus, foi sequenciado e editado.
A edicdo das sequéncias de DNA se realizou mediante o programa SegScape v. 2.5 (Applied
Biosystems), no qual as sequéncias foram inicialmente avaliadas quanto a qualidade e
editadas manualmente para identificacdo de possiveis erros. O alinhamento das sequéncias foi
realizado no Mega v. 5 (Tamura et al., 2005). Apos a edicao e o alinhamento das sequéncias
da regido controle do mtDNA foram obtidas 331 sequéncias: 122 sequéncias de suinos
Monteiros do Pantanal, seis de Monteiros de Brasilia (grupo externo = MOB) e 203 de racgas
suinas localmente adaptadas (n = 168), comerciais (n = 29) e suinos mesticos (n = 06) que
foram analisadas pelos autores Cavalcante Neto (2010) e Souza (2011).

Os niveis de variabilidade genética foram quantificados pela diversidade de
nucleotideos (m) e haplétipos (h) com o programa DnaSP v 5 (Librado & Rozas et al. 2009).
O programa Arlequin 3.11 (Schneider et al., 2000) foi utilizado para verificar a possivel
existéncia de populacdes estruturadas de Monteiros entre os diferentes pontos geograficos do
Pantanal e avaliar o grau de variabilidade genética dentro e entre popula¢cdes por meio de uma
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA). Distancias genéticas foram utilizadas para
construir dendogramas baseados no algoritmo neighbour-joining (Saitou & Nei, 1987) com
software SplitsTree (Huson & Bryant, 2006).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

3.1.1 Diversidade genética intrapopulacional analisada com microssatélite

O conjunto de 19 microssatélites mostrou variabilidade alélica de 4 a 11 alelos
por loco com uma média de 6,789. O niumero minimo de alelos diferentes por loco foi igual a
4, como sugerido por Barker (1994) para estudo de diversidade genética (Tabela 2A do
ANEXO A). Esses resultados foram congruentes com os valores obtidos por Sollero et al.
(2009) e por Silva et al. (2011) que analisaram microssatélites em populacbes suinas
brasileiras.

O namero de alelos diagndsticos é uma estimativa indireta do fluxo génico e
foram detectados 21 nas populacdes MOB, Pop3, Pop8 e Popl0 (Tabela 3A do ANEXO A).
Alelos desse tipo surgem por mutacdo e podem ser fixados por evento de deriva genética em
uma populacédo, servindo para caracterizar as populacdes mais antigas, € a sua completa
auséncia caracteriza populacdes originadas recentemente (Slatkin, 1985). Caso seja detectada
auséncia de fluxo génico, esses alelos poderdo ser perdidos, principalmente, aqueles raros
com frequéncia inferior a 5% detectados nas popula¢es de Monteiros do Pantanal.

Os valores médios dos parametros Nam, Nae, Nar, Ho e He, e Fis (Tabela 3)
para as populacdes do Pantanal (4,6791, 3,0784, 3,4037, 0,6303, 0,6331 e 0,0427) foram
levemente inferiores aos obtidos para a MOB (5,421, 3,896, 4,165, 0,611, 0,717 e 0,192). A

populagdo MOB e Popl apresentaram os maiores valores para Fis (0,192, 0,118) e foram



37

Tabela 3 Parédmetros de diversidade intrapopulacional para o conjunto de 19 locos de

microssatélites.

Populagdes Nam Nae Nar (8) Ho He Fis EHW
MOB 5,421 3,896 4,165 0,611 0,717 0,192  0,005*
Popl 3,684 2,729 3,412 0,600 0,604 0,118 0,128
Pop2 5,316 3,360 3,557 0,620 0,649 0,079  0,034*
Pop3 4,632 2,985 3,328 0,599 0,620 0,068 0,070
Pop4 4,684 3,074 3,342 0,632 0,646 0,045 0,160
Pop5 5,053 3,205 3,374 0,670 0,652 -0,014 0,658
Pop6 4,263 3,139 3,437 0,658 0,655 0,048 0,158
Pop7 5,211 3,148 3,304 0,629 0,638 0,012 0,307
Pop8 3,474 2,734 3,474 0,671 0,594 0,013 0,460
Pop9 4,421 3,007 3,275 0,637 0,614 -0,031 0,755
Pop10 6,053 3,403 3,534 0,587 0,659 0,099  0,000*

Total (n=11) 4,746 3,152 3,472 0,628 0,640 0,056

Mont. Pantanal 4,679 3,078 3,403 0,630 0,633 0,042

Nam = numero médio de alelos; Nae = nimero efetivo de alelos; Nimero de alelos corrigidos pelo método de
rarefacdo; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada segundo o EHW; Fs = indice de

consanguinidade intra-populacional. EWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg. *P<0,05.

significativos (P<0,05), provavelmente, pelo excesso de homozigoto como demonstrado pelo
valor da He esperada (0,717 ), que foi maior do que a Ho (0,611). A média de alelos por
populacdo variou de 3,47 (Pop8) a 6,053 (Pop10), o nimero efetivo de alelos variou de 2,72
(Popl) a 3,89 (MOB), a qual também apresentou maior nimero de alelos corrigido pelo
método de rarefacdo (Nar =4,165). Duas populacdes do Pantanal (Pop5 e Pop 9)
demonstraram excesso de heterozigoto (Fis = -0,014, -0,031), porém ndo foi significativo
(P>0,05).

Os valores de Fs positivos levantam a hipdtese de que ha acasalamentos entre
individuos aparentados nas populagdes. Diante disso, realizou-se um teste de parentesco
(relatedness) pelo método de Blouin (2003). Os valores dos indices de parentesco (r) igual ou
maiores que 0,25, indicam que ha acasalamentos entre animais parentes proximos dentro das
populagdes (Figura 1A do ANEXO A). A Popl do Pantanal apresentou mais variagoes entre

os individuos nas fragOes de alelos idénticos por descendéncia (-0,25 a 0,18) com uma média
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aproximada de 0,05. Os individuos das populacdes Pop2 (-0,012) e Pop8 (-0,045) nao
compartilham alelos por descendéncia, e para as populagdes Pop3, Pop4, Pop5, Pop7, Pop9 e

Pop10 os valores de r foram significativamente proximo de 0.

3.1.2 Teste de alocacéo dos individuos a populacéo de origem

A coleta de animais criados a campo pode afetar os estudos filogeogréficos ou
genéticos de uma populacéo por néo se ter informacédo exata da origem dos animais. Como foi
observado, maior percentual dos animais (73%) ndo foi atribuido as populacdes de origem
que foram amostradas, o que pode ser considerado um entrave no momento de elaborar
estratégias de conservacdo (Tabela 4A do ANEXO A). Por outro lado, foi verificado um
ponto positivo a partir do teste de parentesco, que mesmo a coleta sendo feita a campo, sem o
conhecimento da genealogia, o nivel de parentesco apresentado entre os individuos de cada
populagdo do Pantanal foi baixo, significando que as populagdes foram originadas por
individuos pouco relacionados. Essas informacfes foram importantes e podem ser
consideradas como uma ferramenta para elaboracdo de estratégias de conservacao visando
evitar a consanguinidade nas populacdes por meio de selecdo de matrizes e reprodutores

menos relacionados para impedir a perda de variabilidade genética.

3.1.3 Analises filogeograficas

Para definir as medidas de manejo e conservacdo que devem ser direcionadas a
uma dada populacéo, faz-se necessario ter o conhecimento da composi¢do genética da espécie
em estudo e de como ela esta distribuida nas populac®es para verificar se ha estruturacdo. A
estruturacdo genética nas populacdes pode ser uma causa natural ou uma consequéncia da
acao do homem (Frankham et al., 2002).

No estudo filogegeografico dos suinos monteiros no Pantanal foi gerada uma
matriz de distancia geografica (Tabela 5A do ANEXO A) entre as populagdes do Pantanal. A
distancia media, em km, entre os pontos geograficos variaram de 28,42km a 63,04km. As

populaces amostradas de pontos geograficos mais proximos e mais distantes foram Pop5 e
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Popl0 (5,77km) e Popl e Pop4 (93,513km), respectivamente. Essa matriz foi utilizada na
andlise de correlagdo genética para verificacdo de isolamento genético causado pela distancia
geografica.

O estimador de subdivisdo populacional (Fst), que também pode ser uma boa
medida de distancia genética, foi utilizado para analisar a diferenciacdo entre os pares de
populagéo (Tabela 6A do ANEXO A). Constatou-se que nas amostras populacionais do
Pantanal existe pouca diferenca genética independente da distribuicdo geografica como
demonstrado pelos baixos valores de Fst que variou de 0,009 a 0,063.

A populacdo MOB foi mais diferenciada das populagdes de suinos Monteiros
do Pantanal, especialmente, das populacGes 1 e 8 (Fst=0,080 e 0,088, respectivamente). Entre
as populacdes do Pantanal, verificou-se que a Popl foi a mais divergente das popula¢es Pop3
e Pop8 (Fst=0,063 e 0,062, respectivamente). A Popl encontra-se geograficamente mais
distante da Pop4 e Pop8 (93,5 e 78,6 km, respectivamente), levando a inferir que o fluxo de
genes pode estar sendo impedido entre a Popl e Pop3 por alguma barreira geogréfica, uma
vez que estavam geograficamente mais proximas (38,9 km). A presenca de uma estrada entre
os dois pontos geograficos (Popl e Pop3) pode estar impedindo o fluxo de genes entre elas.

O menor valor de Fst foi entre as Pop5 e Pop7, porém ndo foi significativo
(P>0,05). Resultados semelhantes aos obtidos com o Fst foram verificados com a distancia
genética D de Nei (Tabela 7A do ANEXO A). A érvore filogenética gerada (Figura 2)
mostrou que as populacdes tenderam a se agrupar quando foram fisicamente préximas e
pouco diferenciadas (grupo 1), fisicamente distantes e mais diferenciadas (grupo II) e
fisicamente distantes e pouco diferenciadas (grupo I11) independente da distancia utilizada.

O teste de Mantel indicou que independente do tipo de distancia genética
empregada entre as populacGes de suinos Monteiros do Pantanal existiu pouca correlagdo com
a distancia geografica variando de 23,09% (P=0,06), usando a distancia genética D (Figura
3A), a 24,66% quando foi utilizada a Fst (P=0,055; Figura 3B). Uma possivel homogeneidade
genética pode ser notada para os valores obtidos para as distancias por permutacdes,

sugerindo mais uma vez a presenca de fluxo génico.
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3.1.4 Definicdo da estrutura genética e geogréfica

A maior parte da variacdo foi retida dentro das populacbes (91 a 98%) de
acordo com os resultados da AMOVA. Uma fraca estruturacdo genética (Fst < 0,02, P=0,000)
foi verificada entre as populacbes de Monteiros com ou sem a inclusdo da MOB (Tabela 4),
provavelmente, causada pelo intenso fluxo de genes. Uma estruturacdo moderada (Fst=0,085;
P=0,000) foi verificada quando a analise foi realizada entre a MOB e as populag¢fes do
Pantanal. A presenca de alelos diagnosticos identificados nos Monteiros de Brasilia pode
justificar esta diferenca entre as duas populaces.

A andlise Bayesiana mostrou que o numero provavel de populagdes,
representado pelo nimero de K segundo Evanno et al. (2005), foi 4, porém houve alta
probabilidade para K=2 (Figura 2A do ANEXO A). Essa andlise de agrupamento de
populacdes diferenciou claramente as populagdes MOB e Pantanal para K=2 (Figura 4) e seus
alelos foram agrupados, em maior parte, no cluster 1(0,7588, Tabela 8 A do ANEXO A),
enquanto os monteiros do Pantanal foram distribuidos mais no cluster 2 com altas proporcdes,
variando entre 0,8102 (Pop2 ) e 0,9918 (Pop6).

1.1.5 Variagéo da regido controle do DNA mitocondrial

Apos a edicdo e o alinhamento das sequéncias da regido controle do mtDNA
foram obtidas 331 sequéncias: 122 sequéncias de suinos Monteiros do Pantanal, seis de
Monteiros de Brasilia (grupo externo = MOB) e 217 sequéncias da regido controle analisadas
pelos autores Cavalcante Neto (2010) e Souza (2011) em racas suinas localmente adaptadas (n
= 168), comerciais (n = 29) e suinos mesticos (n = 06).

O fragmento da regido controle do mtDNA foi de 363 pb e apresentou 23
sitios polimorficos caracterizados por 20 transi¢Bes, uma transversdo (A<T) ¢ uma delegdo
em muitas sequéncias bem como a presenca de uma dele¢cdo em todos os individuos na
posicdo 15707 pb do mtDNA quando comparado com a sequéncia referéncia do GenBank
(acesso AJ002189, Ursing e Arnason 1998).
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Tabela 4 Estrutura genética analisada pela Anélise de Variancia Molecular (AMOVA).

Fontes de Componentes de % de
o G.L. SQ . o Fst
Estrutura Variagdo variancia variacao
99,111
. Entre populagbes 10 0,11467 1,84 0,018*
Anélise I: 11
populagdes Dentro das
367 2245,347 6,11811 98,16
populagdes
Entre populagdes 9 76,320 0,06875 1,12 0,012*
Analise 11: 10 Dentro das
352 2142,222 6,08586 98,88
populagdes populagdes
Entre grupos 1 22,791 0,50560 7,56  0,085™
Entre populactes
) dentro dos 9 76,320 0,06783 1,01
Analise 11I:
rupos
Geografia P
Dentro das
367 2245,347 6,11811 91,43

populacgdes

*P<0,05; ns=P>0,05

K=4
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Figura 4 Proporcéao de cada populagéo designada a cada cluster para K2 e K4. As quatro cores

sdo referentes as populacbes definidas (clusters) com os resultados do programa
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) e visualizadas com o programa DISTRUCT

(Rosemberg, 2004): verde=clusterl; vermelho=cluster 2; amarelo=cluster 3 e

azul=cluster 4.
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Na populacédo total composta por 331 animais foi detectada baixa diversidade
nucleotidica (0,00797 + 0,00093) e moderada diversidade haplotipica (0,483+0,041). A
populacdo de suinos Monteiros do Pantanal teve os menores valores para diversidade
nucleotidica (0,00045 + 0,00044) e haplotipica (0,016 + 0,016), e os maiores valores foram
para a populacéo de suinos comerciais (0,01874 + 0,00186 e 0,884 + 0,030), cuja diversidade
haplotipica pode ser considerada alta (Tabela 9A do ANEXO A). Em todas as regides
fisiograficas observou-se pouca diversidade nucleotidica que variou entre 0,01736+0,0041
para a regido Sul e 0,02018+0,0029 para a Centro-Oeste, enquanto isso, os valores de
diversidade haplotipica foram considerados altos em todas as regifes, variando entre
0,964+0,051 a 1 (Tabela 10A do ANEXO A).

3.1.6 Relacoes filogeograficas

Os 23 sitios polimérficos geraram 21 haplotipos. Os haplotipos H1, H13, H14
a H21 e H5 a H8 foram exclusivos das racas localmente adaptadas e comerciais,
respectivamente. Os demais haplétipos foram compartilhados entre as diferentes populagdes
(H2, H3, H4 e H9 a H12). O H2 foi o de maior frequéncia e distribuicdo (234 individuos das
cinco populacdes e das quatro regides), seguido pelos H7, H4 e H13. Esse ultimo foi
exclusivo dos suinos locais. O H2 também foi identificado em cinco dos seis suinos
Monteiros de Brasilia e foi 0 Unico compartilhado entre a populacdo do presente estudo e as
populagdes de Cavalcante Neto (2010) e Souza (2011) (Tabela 5).

As regides nordeste e sul, com uma amostragem de 70 e 42 sequéncias,
concentraram maior namero de haplétipos (n=10) e as regides sul e sudeste concentram maior
namero de haplétipos exclusivos 5 (H5 e H8 a H11) e 3 (H16 a H18), respectivamente. Nas
regides sul e sudeste foram amostrados suinos das racas comerciais Landrace e Large White e
suinos do fendtipo “casco de burro”, respectivamente. A presenca de hapldtipos exclusivos
pode ser explicada pela falta de fluxo génico entre essas populagGes (Figura 3A do ANEXO
A).
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Tabela 5 Distribui¢do dos 22 hapl6tipos por raga ou grupo genético de suino e por geografia para o fragmento de 363 pb da regido D-loop do
mtDNA. Os hifens indicam delecGes e os pontos indicam auséncia de polimorfismo.
Posi¢do do sitio polimérfico (pb)
1 1111111111111 111111111
55555550505 5050555055050555055 5
Haplétipos (Hap) *Regido *Ragcas suinas 55555556 6 6 6 6 6 7 7 7777778 8
456 77 89 11177 80122344524
3 85 1 9 7 2589 4527 4398601850
AJ002189 TAGCCCATCTTTGCTAACACTTCT
Hap_1 (n=3) CO1; NE2 SBAL; SCT1; SPI1 C A- TTGC - G G T .
SBAS3; SCB3; SCR4; SCTAL; SLD1; SME3; - C T C
Hap_2 (n=168) NE18;C0146; SE1; SMO2; SMT121_P; SMT5_DF; SNI9; SP19; SPT3;
S3 SRP2; STA2
C A- TTGGC c - G . T T
Hap_3 (n=6) NE1; S5 SBAL; SLW 2; SMS3
Hap_4 (n=10) CO1; S9 SCB1; SMO8; SMS1 : T - C :
Hap_5 (n=4) S4 SDC3; SMS1 T - C
Hap_6 (n=3) S2; NE1 SDC1; SMS1; SCB1 : - C :
Hap_7 (n=23) S9; CO1; NE13 SLD1; SMS6; SMT1_DF; SPN2; SCB13 T . - C C
Hap_8 (n=3) S3 SLD3 T C c A - C
Hap_9 (n=1) s1 SLD1 . . : . - . . o
Hap_10 (n=5) S5 SLD2; SMO1; SMS2 C. A-TTGSC C - C G . T C
Hap_11 (n=1) s1 SLW1 T : - C . c. cC
Hap_12 (n=4) NE3; CO1 SME3; SPI1 C. A-TTGC - C G T T . T
Hap_13 (n=8) CO3; NE5 SPI3; SCB5 T . . C . - C . C .
Hap_14 (n=1) co1 SMT1_P . A- TTGC c - T T
Hap_15 (n=70) SE24; CO29; NE17 SCB70 c . o - : T C
Hap_16 (n=2) SE2 SCB2 T . . C . - G . . C
Hap_17 (n=1) SE1 SCB1 C A. TTGGC. - . G T .
Hap_18 (n=5) SE5 SCB5 . . ... ... . . . - C . T T
Hap_19 (n=3) SE3 SCB3 c A. TTGC. . C. . - G T T
Hap_20 (n=2) NE2 SCB2 c A. TTG. . . . . . - G. GT
Hap_21 (n=5) NE5 SCB5 C A. TTGC. . . . . -. G. GT .
Hap_22 (n=3) NE3 SCB3 C. A. TTGC. - C G T T . T

Racas localmente adaptadas: SBA=Baé; SCB=casco de burro; SRC=Caruncho; SCT=Canastra ; SME=mesticos; SMO=Moura; SMT_P=Monteiro do Pantanal; SMT_DF= Monteiro do DF;
SNI=Nilo; SRP=Rabo de Peixe; SPI=Piau; STA=Tatu, Comerciais: SLD=Landrace; SDC=Duroc; SLW=Large White; SMS=MS60; SPN=Pietrain. Regides: NE = nordeste; SE = sudeste; S =
sul e CO =  centro-oeste.*  nUmero  apds  siglas sdo  referentes a0  ndmero  de  sequéncias  analisadas para cada raga  ou regido.
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A arvore construida demonstrou que existe alta relacdo entre os haplotipos
pelos ramos curtos e valores de bootstrap observados e também agrupou os haplétipos pela
origem asiatica e europeia (Figura 3A do ANEXO A). Um aspecto importante notado nesta
arvore foi a formacdo de um grupo composto por haplotipos (H4, H5, H6, H7, H8, H11)
detectados na regido sul (S), que é berco das racas comerciais amostradas nesse estudo.
Observa-se ainda que os haplotipos exclusivos das ragas locais de origem asiatica (H1,

H19, H20 e H16) foram mais relacionados geneticamente.

3.1.7 Estrutura genética e geografica com mtDNA

Considerando que existe certa diferenciagdo entre as populagdes, foi
realizada uma estimativa indireta de valores de Fst (Tabela 11A do ANEXO) para verificar
se tal diferenciacdo pode ser devido ao isolamento genético causado pela auséncia de fluxo
génico. Os resultados desta analise revelaram que a populacdo de suinos Monteiros do
Pantanal apresenta diferengas genéticas que a torna mais diferenciada das demais
populagdes com Fst variando entre 0,16288 (SMT_DF) e 0,85847 (mestigos), embora nao
significativo P>0,05, e possivelmente a distribuicdo geografica destas populacdes
contribuiram para maior e menor proximidade genética entre elas. Verifica-se que houve
maior isolamento genético entre os Monteiros do Pantanal (SMT_P) localizados na regido
Centro-Oeste e racas comerciais, cuja maioria foi proveniente da regido sul (Fst = 0,58517;
P<0,05). Quanto as regides fisiograficas, observa-se que existe maior fluxo génico entre as
regides nordeste (NE) e sudeste (SE) e entre NE e sul (S) com valores de Fst muito baixos
0,08714 e 0,07985, respectivamente (Tabela 12A do ANEXO A).

3.2 Discussao

As populagdes apresentaram um baixo indice de estrutura¢do (Fst < 0,03) e
comum para as populacdes suinas de localizacdo geografica proxima, como reportado por
Silva et al. (2011). No entanto, o Fst foi moderado (0,08) ao considerar os grupos pela

disposicao geografica, indicando que existe diferenca entre os suinos do Pantanal e Brasilia
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promovida pelo isolamento geografico ou, possivelmente, pelo efeito de deriva genética. O
Fsr tende a ser maior quando se trata de populacdes mais distantes fisicamente, por
exemplo, as populacdes suinas brasileiras amostradas de varias regifes do Brasil
apresentaram um Fst igual a 14% (Sollero et al., 2008) e em suinos de diferentes
continentes o Fst foi de aproximadamente 27% (Laval et al., 2000; Kim et al., 2005), este
ultimo pode ser considerado o mais alto indice de diferenciacdo disponivel na literatura
para suinos. De acordo com Knackfuss et al. (2013), os porcos monteiros apresentam baixa
diferenciacdo genética e a pequena distancia genética em relacdo aos espécimes
domeésticos a partir de informagBes do citocromo b do DNA mitocondrial. 1sso pode ser
resultado do recente processo de asselvajamento dos porcos monteiros no Pantanal.

Os baixos valores obtidos para o indice de diferenciacdo tanto pela analise
de diferenciacdo par a par quanto pela AMOVA pode ter sido resultante do alto fluxo
génico entre as populacdes do Pantanal que ndo foi impedido pelas distancias geogréficas
e, a0 mesmo tempo, demonstra a capacidade migratoria destes animais entre os diferentes
pontos geograficos. A maior diferenciacdo foi entre as populacbes localizadas proximas,
inferindo que existe alguma barreira impedindo o fluxo de genes entre essas populacGes e
que, talvez, essa barreira seja causada pelo isolamento dessa populacdo em relacdo as
demais pelos proprietérios das localidades onde foram amostradas.

Com respeito aos resultados da regido controle do mtDNA pode-se inferir
que a maior diferenciacdo observada nesse estudo foi causada pela variabilidade genética
das diferentes ragcas ou grupos genéticos analisados que compuseram 0 grupo de suinos
locais e comerciais. Além disso, a distribuicdo geografica dos individuos em cada grupo
impossibilita o fluxo de genes entre eles e, embora, o valor de Fst entre as regides tenha
sido 0 menor, deve-se considerar que na regido do Centro-Oeste os Monteiros do Pantanal
foram agrupados com outras racas diminuindo a diferenca genética entre eles, ndo sendo,
portanto, a melhor forma de compreender a estrutura genética e geogréfica das populacoes
deste estudo.

Essas informagbes condizem com os resultados do teste de Mantel que
revelou que 24% da diferenciacdo genética, observada nas populacfes, podem ser
explicadas pela hipotese de isolamento por distancia, indicando que a diversidade genética
nas populacdes ndo parece ser afetada pela distancia geogréafica. Isso implica dizer que
uma populacéo distante fisicamente ndo necessariamente seré distante geneticamente, mas
a divergéncia podera surgir sob um processo de deriva genética equilibrada pelo fluxo

génico (Wright, 1943). Como é conhecido, o fluxo génico desempenha um papel
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fundamental na estrutura de populag¢@es, quando existem altos niveis de fluxo génico entre
as populacdes significa que elas podem evoluir juntas, caso contrario, a tendéncia é que
cada populacéo evolua quase independente (Slatkin, 1994).

Em todos os contrastes realizados pela AMOVA (Tabela 4) com ou sem
inclusdo do grupo externo (MOB) a maior variacdo ocorreu entre individuos dentro das
populagdes (acima de 92%) como em geral ocorre para as populagdes de animais
domésticos (Arranz et al., 2001; Jordana et al., 2003; Tapio et al., 2010).

A designacdo das populacdes em cada cluster condiz com as posicdes
geogréficas dessas populacdes (Brasilia e Pantanal). No entanto, quando a estrutura
geogréfica foi analisada para o numero de populagdes reais (K=4), a populacéio MOB
permanece diferenciada e subestruturada com uma proporcdo de 51% dos genotipos
compondo o cluster 1, mas 49% foram compartilhados com as demais populacdes do
Pantanal. Esse resultado ja era esperado uma vez que os individuos amostrados em Brasilia
sdo descendentes de animais provenientes do Pantanal. Embora a distribuicdo das
populacdes em cada cluster (para K=4) ndo tenha corroborado com as distancias
geograficas das populacGes do Pantanal, esteve de acordo com os valores das distancias
genéticas, por exemplo, as Popl e Pop4 que estdo distantes por 93 km (Tabela 5A do
ANEXO A), mas geneticamente proximas, apresentaram maior parte de seus genotipos no
cluster 4, entretanto, também compartilharam esse cluster com a Pop6, a qual apresentou
altos valores de distancias genéticas quando comparadas com as Popl. No geral, observa-

se uma grande heterogeneidade nestas populacgdes, exceto para a MOB.
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4, CONCLUSOES

As populacdes de suinos Monteiros ndo estdo isoladas geneticamente de
acordo com informacgdes de microssatélites e DNA mitocondrial devido a presenca de
fluxo génico, que pode estar relacionado com a capacidade de disperséo dos animais na
regido em busca de alimentos e &gua. Ademais, os microssatélites detectaram fraca
estruturacdo genética nas populacdes.

As analises de estrutura genética e geografica realizadas com as sequéncias
da regido controle do mtDNA de suinos Monteiros e de outras populacdes suinas
comerciais e locais demonstraram que essas populagdes encontram-se estruturadas,
inferindo que numa analise intraespecifica 0 MtDNA pode ser mais eficiente para separar

populagdes distantes geograficamente.
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N CAPITULO 3
VARIACAO GENETICA DO GENOMA MITOCONDRIAL EM SUINOS E
JAVALIS

RESUMO

A proposta deste estudo foi utilizar sequéncias de DNA completas (16.472 pb; n=108) e
parciais do genoma mitocondrial (575 pb;n=342) em 25 racas suinas de varios paises e 59
amostras de javalis europeus e asidticos para analisar assinatura de selecdo em genes
codificadores de proteinas, além de comparar os padrdes de diversidade genética e relacdo
filogenética entre suinos domésticos e javalis. A diversidade nucleotidica (%m) para a
populagdo global, obtida com sequéncias da regido controle (1,20+0,07) foi
aproximadamente duas vezes maior que a obtida com as sequéncias completas do mtDNA
(0,76+0,06). Para as sequéncias completas do mtDNA, os javalis asiaticos (ASWB)
apresentaram maior valor de diversidade nucleotidica em relagdo as demais populagdes
(1,02%=0,31) e 0 mesmo resultado foi observado usando a regido controle (1,75%=0,13),
enguanto nos javalis europeus (EUWB) este valor foi baixo usando mtDNA completo
(0,08+0,01) e muito alto usando a regido controle (1,33+0,18). Os suinos americanos
(AME) apresentaram alta frequéncia de haplétipos europeus (78,6%), com alguns
hapl6tipos asiaticos relacionados a essa populacdo. A percentagem de introgressdo de
asiaticos nas racas europeias (EUD), como Pietrain, Large White, Hampshire e Duroc foi
de 11,6%. Essa introgressdo foi a responsavel por um aumento consideravel na
variabilidade, que foi 0,63 e 0,11 com e sem haplétipos asiaticos, respectivamente. A
diversidade nucleotidica para os 13 genes codificadores do mtDNA variou de 0,003 a 0,008 e
foi mais alta para javalis asiaticos ASWB (0,011) e mais baixa para AME (0,006). Os genes
ATPase6, NADH4L, NADH4 e NADH6 foram mais polimorficos em sitios ndo-sinbnimos nos
grupos ASWB, EUD e AME, enquanto os genes ATPase6 e NADH4 mostraram mais
diferencas ndo-sinbnimas nos cinco grupos, sugerindo a presenca de selecdo. O teste de
McDonald—Kreitman realizado por gene e por grupo confirmou o padrdo de nédo neutralidade
em pelo menos seis genes (NADH1, NADH2, COX3, NADH3, NADH4 e NADHS5. Os
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resultados demonstraram que tanto os suinos domésticos quanto os javalis apresentaram alta
variabilidade nas sequéncias completas e parciais do mtDNA. A anélise filogenética também
revelou que algumas ragas/grupos genéticos AME, por exemplo, a raga brasileira Moura e a
crioula do Peru, apresentam mais de um haplétipo de origem asiatica e européia. Apesar de
alguns genes apresentarem muitas muta¢des ndo sindnimas, a taxa de fixagdo dessas mutacoes
foi reduzida possivelmente pela auséncia de selecdo positiva. Portanto, as estatisticas baseadas
nas mutacdes ndo sindnimas versus sindnimas indicaram que a selecdo direcional foi, como

esperado, predominante nos genes do mtDNA de suinos.

PALAVRAS-CHAVE: genes codificadores, mutagdes ndo-sindnimas, suinos americanos,
NADHS5, McDonald—Kreitman
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CHAPTER 3
GENETIC VARIATION OF MITOCHONDRIAL GENOME IN PIGS AND WILD
BOARS

ABSTRACT

Variability analyses were performed in 25 pig breeds from several countries and 59
samples of European and Asian wild boars. These analyzes were conducted with 108
sequences of the complete mitochondrial genome sequences. Furthermore, in order to
generate information about the pattern of variability distribution in the coding and
noncoding regions of proteins genetic analyzes of 342 samples of a fragment of the
mtDNA control region were carried out. The nucleotide diversity was high for all
populations using the complete mtDNA or control region. American pigs showed a high
frequency of European haplotypes (78.6%), with some Asian haplotypes related to this
population. The percentage of Asian introgression into European breeds such as Pietrain,
Large White, Duroc and Hampshire was 11.6%. This introgression was responsible for a
considerable increase in variability, which was 0.63 and 0.11 with and without Asian
haplotypes, respectively. The estimated nucleotide diversity in 13 protein-coding genes of
mtDNA varied among populations, and showed the highest value in European wild boars,
followed by European and American pigs. The nucleotide diversity obtained for each gene
ranged from 0.003 to COX1 and COX3 genes, and 0.008 to NADHA4L. Furthermore,
ATPase6 and NADH4 genes showed higher number of non-synonymous differences in
these populations. The McDonald-Kreitman test performed by gene and group confirmed a
non-neutrality pattern at least six genes (NADH1, NADH2, COX3, NADH3, and NADH4
NADHS5). The results showed that both domestic pigs as the boars showed high variability
in complete and partial sequences of mtDNA. Phylogenetic analysis also revealed that
some AME breeds /genetic groups, for example, the Brazilian breed Moura and Creole
from Peru presented more of one haplotype (Asian and European origin). Although some
genes presented many non-synonymous mutations, the fixation rate of these mutations was

possibly reduced by the absence of positive selection. Therefore, the statistics based on
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non-synonymous versus synonymous mutations indicated that directional selection was, as

expected, the predominant in the mtDNA genes from pigs.

KEY-WORDS: coding genes, nonsynonymous mutations, American pigs, NADHS5,
McDonald-Kreitman
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1. INTRODUCAO

O DNA mitochondrial (mtDNA) € largamente utilizado nos estudos de
diversidade e filogeografia por apresentar caracteristicas Unicas, tais como heranca
materna, uma taxa de evolucédo relativamente rapida e falta de recombinacdo (Brown et
al., 1979; Berlin & Ellegren 2001; Savolainen et al.,, 2002). Além disso, 0 genoma
mitocondrial é pequeno (de 16 al8 kb em tamanho nos mamiferos) e contém apenas treze
genes que codificam proteinas (NADH dehidrogenase (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5, e 6), citocromo
b (CytB), citocromo oxidase ¢ (COX1, 2, 3), e ATP6 e 8 sintase). O COX1 foi selecionado
recentemente como uma ferramenta padrdo para taxonomia molecular e identificacdo
individual (Ratnasingham & Hebert, 2007), assim como 0 gene citocromo b pela sua
moderada taxa evolucionéria e claro padrdo evolutivo (Astorga, 1998; Barraclough et al.,
2001).

As mitocbndrias estdo envolvidas na respiracdo celular e producéo de ATP,
qualquer variante funcional nos genes dessa organela pode comprometer o fitness dos
individuos (Rand, 2001; Garcia-Matinez et al., 2011) e ainda pode afetar o processo
evolutivo de populag6es naturais (Excoffier, 1990). Evidéncia de selecdo no mtDNA pode
ser identificada usando testes classicos, como o teste de McDonald—Kreitman (MK,
McDonald & Kreitman, 1991) que é realizado utilizando a proporc¢éo de substituicdes nao-
sinbnimas fixadas.

Em suinos e em outras especies, analises de mtDNA estdo sendo realizadas
baseadas, principalmente, na regido ndo codificadora (regido controle ou D-loop) ou do
citocrome b do mtDNA (Souza et al., 2009; Luetkemeier et al., 2010; Wang et al., 2010;
Ramayo et al., 2010; Yu et al., 2013). Poucos estudos analisaram o mtDNA completo
(Yang et al., 2003; Wu et al., 2007; Fernandez et al., 2008). As anéalises de genomas
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completos podem identificar forcas evolutivas no mtDNA que podem ser diferentes entre
javalis e animais domésticos, ou variarem nas racas e/ou populagdes.

Os suinos do mundo inteiro tém origem Asiatica e Européia de acordo com
os estudos realizados com mtDNA (Giuffra et al., 2000; Kijas & Andersson, 2001).
Diferente das racas Européias, também conhecidas como ragas internacionais e comerciais,
as ragas americanas possuem, em sua maioria, a origem materna desconhecida e, por essas
racas e/ou ecotipos serem originadas de varias racas. Isso contribui para gerar um alto nivel
de diversidade nao apenas fenotipica, mas também genética. Diversos trabalhos reportaram
um alto nivel de diversidade genética das racas suinas espalhadas pelo mundo, em termos
de DNA mitocondrial e nuclear (Yang et al., 2003; Souza et al., 2009; Jin et al., 2012;
Burgos et al., 2013; Li et al., 2013), porém existem poucas informacdes na literatura a
respeito da diversidade genética existente nos genes codificadores do mtDNA em suinos
(Yang et al., 2003), os quais sdo muito conhecidos por estarem envolvidos na capacidade
de adaptacdo dos individuos aos diferentes habitats (Mishmar et al., 2003).

A proposta deste estudo foi utilizar sequéncias completas do mtDNA de
suinos domeésticos de varios paises, incluindo trés racas suinas brasileiras, e javalis para
comparar o padrdo de diversidade genética e para detectar assinatura de selecdo na regido
codificadora do mtDNA. Além disso, a fim de gerar mais informacdes sobre o padrdo de
distribuicdo da variabilidade nas regides codificadoras e ndo codificadoras de proteinas

foram realizadas analises genéticas de um fragmento da regido controle do mtDNA.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem e sequenciamento

Os 342 suinos domésticos e javalis usados no presente estudo foram
escolhidos como representantes de cinco grupos: domésticos europeus (EUD (n=91):
Landrace (n=22), Large White (n=23), Duroc (n=20), Hampshire (n=4), Berkshire (n=02),
Pietrain (n=06), Turopolje (n=02), Mangalica (n=03) e Ibéricas (n=09)), americanos (AME
(n=153): Piau (n=06), Monteiro (n=08) e Moura (n=12) do Brasil; crioulos de Cuba
(n=20), Peru (n=25), Argentina (n=28), Costa Rica (n=12), Colombia (n=11), Guatemala
(n=07), Bolivia (n=10) e Mexico (n=09), Yucatan (n=04) e Ossabaw (n=1), domésticos
asiaticos (ASD (n=38): Meishan (n=04), Xiang (n=2), Jiangquhai (n=1), Jeju (n=05), Dahe
(n=1), Taiwanensis (n=05), Jinhua (n=04), Lantang (n=1), Banna Mini (n=01), Neijiang
(n=02), Penzhou (n=03), Wujin (n=03), Tibetan (n=03), Ya'nan (n=02) e Wuzhishan
(n=01), javalis asiaticos (ASWB, n=36) e javalis europeus (EUWB, n=23), mais um
outgroup (Sus cebifrons-ERX149172). Das 342 amostras, 28 sequéncias do mtDNA
completo e 125 da regido controle desse genoma foram geradas nesse estudo e o restante
foram obtidas dos bancos de dados publicos RSA (Sequence Read Archive) e GenBank.
Além disso, foram sequenciadas a regido controle de todos 0s animais previamente
estudados por Burgos-Paz et al (2013). Os numeros de acesso do GenBank estdo mostradas
na Figura 1 para sequéncia de mtDNA completo e na Figura 4B do ANEXO B para as
sequéncias da regido controle. As sequéncias de mtDNA completo foram usadas nas
analises da regido controle.

O DNA gendmico foi extraido de sangue total pelo método padrdo

fenol/cloroférmio. O mtDNA completo foi sequenciado no Centro Nacional de Analisis
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Gendmico (CNAG, www.cnag.cat) usando a plataforma HiSeq2000 da Illumina e a
preparacéo das bibliotecas foi de acordo com o protocolo de sequenciamento paired-end da
Illumina. A regido controle foi sequenciada usando o método de Sanger. Em resumo, PCR
para regido controle (aproximadamente 600 bp) foi conduzida usando 0.5 uM de cada
primer (5’-CGCCATCAGCACCCAAAGCT-3* (Fernandez et al., 2008) e 5’-
GTAACCATTGACTGAATAGCACCT-3’(Ottoni et al., 2012)). Os produtos de PCR
foram sequenciados com o kit de sequenciamento Big Dye Terminator v.1.1 (Applied
Biosystems) e a plataforma ABI 3730 Analyser (Applied Biosystems). As sequéncias
geradas nesse estudo serdo depositadas no GenBank.

Para obter as sequéncias consensos dos dados de Sequenciamento de Nova
Geracdo desse estudo, os reads foram alinhados com a ferramenta Burrows Wheeler
Alignment (BWA,; Li & Durbin, 2009) seguido de 7 mismatches. A sequéncia consenso no
formato FASTA do mtDNA foi obtida usando arquivos bam combinados com SAMtools
v.0.1.18-sl61 (Li et al., 2009) mais vcfutils.pl vcf2fq. Todas as sequéncias, de mtDNA
completo (n=108) e da regido controle (n=342), foram alinhadas em arquivos separados,
usando o software MUSCLE (Edgar, 2004). Apds o alinhamento, um fragmento de 575 pb
da regido controle (de 58 to 630 do genoma referéncia) e 16.472 pb do mtDNA completo,
sem a regido de repeticdo em tandem ‘TACACGTGCG’, foram usados para andlises
genéticas.

Os SNPs de todos os 13 genes codificadores do mtDNA foram anotados
com Variant Effect Predictor (VEP) a partir de um script em PERL disponivel no Ensembl
database v. 72. (Flicek et al., 2013) usando parametros padrdo incluindo a op¢éo SIFT
(Sorting Intolerant From Tolerant) para predizer o efeito da substituicdo do aminoacido na
funcdo da proteina (Ng & Henikoff, 2003) dos SNPs ndo-sinbnimos (nsSNPS).

2.2 Analises de genética de populacdes e teste para selecdo

O Software MEGA v6 (Tamura et al., 2013) foi utilizado para encontrar o
melhor modelo para reconstruir as arvores filogenéticas usando analises Bayesianas. Para
0 mtDNA completo e a regido controle, foi o modelo KHY + | + G. Este modelo e outros
parametros foram incluidos no software Beast 1.7.5 (Drummond et al, 2012) para construir

arvores consensos aplicando o método de Monte Carlo via Cadeias de Markov. As arvores
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foram desenhadas usando 0 software FigureTree vl4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). O método Median-Joining foi usado para
conduzir analises de network de 341 sequéncias da regido controle (Bandelt et al., 1999)
com o software Network v4.6.1.1 (Bandelt & Dress, 1992).

O programa DnaSP v5.10 (Librado & Rozas, 2009) foi usado para estimar a
diversidade nucleotidica (n) e haplotipica (hd), assim como o teste de neutralidade D de
Tajima (Tajima, 1989) para 0 mtDNA completo e a regido controle. Anélises basicas de
polimorfismo e divergéncia em sitios sindbnimos (s e Ks) e ndo-sindnimos (m, e Ky), assim
como suas razoes (o=mJ/ns € ©1=Ky/Ks) foram conduzidas em cada populacdo e em cada
um dos 13 genes codificadores. Os testes D de Tajima (Tajima, 1989), McDonald—
Kreitman-MKT (1991) e indice de Neutralidade (NI, Rand, 1996) foram usados para
detectar sinais de selecdo. Distancias genéticas com respectivos erros padrdao foram
calculadas utilizando o modelo 3-pardmetro de Tamura (Tamura, 1992) disponivel no
MEGA. Para garantir que as analises da populagdo européia ndo fossem enviesadas pela
introgressdo asiatica, essas analises também foram realizadas sem incluir aquelas amostras
suinas européias com haplétipo asiatico. Considerando que para algumas racas existem
mais sequéncias disponiveis, nas andlises de diversidade foram usadas apenas 94
sequéncias de mtDNA completo e 192 sequéncias da regido controle para balancear o
tamanho da amostragem das populacdes. Essas sequéncias foram selecionadas

aleatoriamente das 342 sequéncias amostradas nesse estudo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

3.1.1 Relacgéo filogenética usando mtDNA completo e regido controle

As distancias genéticas (d + erro padrdo) entre os pares de grupos obtidas
para 0 mtDNA completo e a regido controle (Tabela 13B do ANEXO B) foram maiores
entre javalis asiaticos (ASWB) e 0s suinos domésticos europeus sem haplétipos asiaticos
(EUD1) (0,015+0,001, mtDNA completo; 0,026+0,005, regido controle) e entre ASWB e
javalis europeus (EUWB, 0,026+0,005, ambos para mtDNA completo e regido controle).
Os suinos americanos (AME) foram mais proximos dos EUWB (0,003 para mtDNA
completo; 0,007+£0,002 para regido controle) e dos EUD1 (0,004 para mtDNA completo;
0,006+0,002 para regido controle) que os domésticos asiaticos (ASD) e ASWB. Isso
confirma a origem maternal dos haplétipos presentes na constituicdo genética de suinos
americanos e corrobora com os resultados de estudos anteriores (Souza et al., 2009;
Burgos-Paz et al., 2013).

A éarvore Bayesiana construida a partir de 108 sequéncias de mtDNA
completo (Figura 1) gerou dois clusters: um com haplo6tipos asiaticos e outro com
haplotipos europeus. Dos 14 suinos americanos, 11 foram agrupados com EUD e EUWB, e
as amostras restantes agruparam-se com as populacdes de suinos ASD e ASWB. Oito
suinos domeésticos europeus apresentaram haplotipos asiaticos: Large White (n = 3),
Hampshire (n = 1), Pietrain (n=2), Berkshire (n=1) e Duroc (n=1) e a linhagem Ibérica

‘Manchado de Jabugo’ que ¢ conhecida ter sido cruzada, por volta de um século atras, com
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suinos britanicos (Garcia et al., 1990). Sequéncias de suinos Yucatan foram muito
similares as sequéncias de Large-White e um crioulo de Cuba (CRCU-1148) que se
agruparam em um subgrupo com suinos Mangalica e Hampshire. Os outros nove suinos
americanos do clado europeu agruparam-se em um subgrupo separado com suinos ibéricos
e alguns EUWB, tais como um javali (WB) da Franca (WBF_ERXI49180) e outro da
Tunisia (WBTN_0965).

No clado asiatico, trés WB do Norte da china (WBCN), um suino doméstico
asiatico, um WB da Coréia (WBK), e um Berkshire foram geneticamente mais distantes
dos outros suinos. Trés suinos americanos com haplétipos asiaticos foram agrupados juntos
e permanecendo proximos dos suinos Meishan, Lantang e Xiang.

A andlise filogenética com 342 sequéncias da regido controle mostraram que
0s suinos AME permaneceram no Clado Europeu, separando hapl6tipos asiaticos e o Sus
cebifrons. A variabilidade observada na populacéo asiatica da regido controle foi suficiente
para separar os suinos domeésticos asiaticos e ASWB com dois crioulos de Cuba entre eles
(Figura 5B do ANEXO B).

A Analise de Network de 341 sequéncias da regido controle forneceu
informacdes adicionais sobre a relagdo entre as populacgdes suinas (Figure 6B do ANEXO
B). Trés haplotipos mais frequentes relacionados com os suinos AME foram encontrados :
H1 (36 individuos), H3 (43 individuos) e H7 (92 individuos). Foi observada uma Gnica
copia de 32 haplotipos. Muitos destes haplétipos, em baixa frequéncia, estiveram
localizados proximos a um haplétipo de maior frequéncia (H7) e, por isso, apresentaram
um formato star-like que é consistente com uma expansdo que pode ter ocorrido

recentemente.

3.1.2 Diversidade genética usando mtDNA complete e regido controle

Os 575-pb da regido controle geraram 55 sitios polimorficos e 54
haplotipos, enquanto os 16.472-pb do mtDNA completo (excluindo a regido de repeticdo
em tandem), sem gaps ou dados faltantes, revelaram 856 sitios polimorficos e 78
haplétipos (H).

A diversidade haplotipica foi considerada alta para mtDNA completo,

variando de 0,96x0,05 (em ASWB) para 0,99+0,01 (na populagédo européia com e sem
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Figura 1 Arvore consenso obtida pela analise Bayesiana a partir de 108 sequéncias de
mtDNA completo. As cores rosa e cinza indicam os suinos de origem asiatica e
européia, respectivamente. Dentro do clado europeu, os ramos de cor azul claro
indicam amostras européias, os ramos de cor verde as amostras americanas. No
clado asiatico os suinos americanos com haplétipos asiaticos estdo destacados

pela cor azul e a cor vermelha destaca os javalis do norte da China.

haplo6tipos asiaticos), e para a regido controle esse parametro variou de 0,64+0,01
(europeus sem haplotipos asiaticos-EUD1) a 0,98+0.01 (em ASWB).

A diversidade nucleotidica (%m) para a populacdo global, obtida com
sequéncias da regido controle (1,20%=0,07), foi aproximadamente duas vezes maior que a
obtida com as sequéncias do mtDNA completo (0,76%z=0,06). Para as sequéncias de
mtDNA completo, ASWB apresentaram maior valor de diversidade nucleotidica em
relacdo as demais populacdes (1,02%0,31) e 0 mesmo resultado foi observado usando a

regido controle (1,75%=0,13), enquanto na EUWB este valor foi baixo usando mtDNA
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completo (0,08%=0,01) e muito alto usando a regido controle (1,33%=0,18) (Tabela 1). De
acordo com a literatura a regido controle € mais variavel que outras regides do genoma
mitocondrial completo (Cann et al., 1984). A populacio AME mostrou variabilidade
nucleotidica mais alta para 0 mtDNA completo (0,49%z+0,1) e para a regido controle
(0,52%+0,10 ) em relagdo a populacdo europeia sem hapldtipos asidticos (EUD1). A
introgressao de haplotipos asiaticos observados na populacdo EUD aumentou a quantidade
de diversidade nucleotidica em quase 5 vezes quando foram utilizadas as sequéncias de
mtDNA completo (%n=0,63+0,08 em EUD diminuiu para 0,11%+0,02 em EUD1) e a
regido controle (%n=0,83+0,16 em EUD diminuiu para 0,36%=0,16 em EUD1).

A estatistica D de Tajima foi negativa e significativa na populacdo
domeéstica européia sem haplétipos asiaticos (-2,019 e -2,009 respectivamente, P<0,05),
como observado em outros estudos comumente proveniente de expansdo populacional
recente. Um valor significativo também foi observado em suinos domésticos asiaticos (-
1,93, P < 0,05) usando mtDNA completo (Tabela 1). Para os suinos americanos, D de
Tajima foi positivo proveniente da mistura natural que ocorre nessas populacdes (Burgos-
Paz et al., 2013).

3.1.3 Variacdo genética em genes codificadores e sinais de selecédo

A diversidade nucleotidica (+SD) para todos os 13 genes variam entre populacdes
(Figura 2) e foi alta em ASWB (0,011 + 0,003), EUD (0,008+0,002) e AME
(0,006+0,001). Dois genes apresentaram valores superiores a média em EUD (ATPase8 e
NADHA4L), um em ASD (COX3), um em EUWB (ATPase6) e dois em ASWB (NADH4L
e COX3) (Figura 2A). Os genes COX3 (0,003+£0,002) e COX1 (0,003+0,003) mostraram
menor variabilidade na populacéo global que os genes NADH4L (0,008+0,006) e ATPase8
(0,006+0,005) (Figura 2B). A ferramenta Variant Effect Predictor (VEP) foi utilizado para
anotacdo de cada variante de cada gene codificador do mtDNA (Tabela 14B do ANEXO
B). A proporc¢éo de substitui¢fes sindnimas e ndo-sindnimas foi aproximadamente 3 para 1
para todos os 13 genes codificadores (numero de polimorfismos sinbnimos e n&o-
sinbnimos foi 497 e 183, respectivamente). ATPase8 mostrou mais mutacfes nao-
sinbnimas, enquanto no NADHG6 foram observadas poucas muta¢des desse tipo. Sessenta e

dois dos polimorfismos nao-sindbnimos foram preditos como deletérios (SIFT escores
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Tabela 1 Parametros de diversidade nucleotidica e teste de neutralidade (D de Tajima) por populagdo suina usando sequéncias de mtDNA

completo e regido controle.

mtDNA Regido controle
*Populacéo Tajima’s D de
H %mn (+SD) Hd (£SD) N H %n (+SD) Hd (xSD) -
D Tajima
AME 14 11 0,49+0,1 0,96%0,04 0,344 70 13 0,52+0,10 0,84+0,03  -1,326
EUD 28 25 0,63+0,08 0,99+0,01 0,097 34 11 0,83+0,16 0,68+0,09  -0,127
EUD1 20 18 0,11+0,02 0,99+0,02 -2,019* 27 8 0,36+0,16 0,64+0,01  -2,009*
ASD 27 21 0,10+£0,01 0,98+0,01  -1,933* 29 14 1,35+0,08 0,91+0,03 0,567
EUWB 14 12 0,08+0,01 0,97+0,04  -1,125 34 17 1,33£0,18 0,9340,03 0,001
ASWB 11 9 1,02+0,31 0,96+0,05  -0,023 32 23 1,75+0,13 0,98+0,01  -0,624
Todos 94 78 0,76+0,06 0,99+0,00 - 192 54 1,20+0,07 0,91+0,01 -

N=nUmero de sequéncias; H = numero de haplétipos; n =

hapldtipos asiaticos, e significncia estatistica: * P < 0,05.

diversidade nucleotidica; Hd= diversidade haplotipica,

EUD1 = europeus sem

“Americanos (AME), Domésticos europeus (EUD), Domésticos europeus sem haplétipos asiaticos (EUD1) e javalis europeus e asiaticos (EUWB

e ASWB).
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Figura 2 Diversidade nucleotidica por populacéo (A) para todos os genes codificadores do

mtDNA por genes e em todas as cinco populagdes suina (B).

<0.05); o gene COX1 apresentou 9 dessas mutacfes nos hapldtipos europeus ou europeus
com haploétipos asiaticos. No NADH6 nenhuma dessas mutacdes deletérias foi encontrada
(Figura 6B do ANEXO B).

Nove genes codificadores mostraram maior diversidade nucleotidica em
sitios sindnimos (ms) que em nao-sindnimos (ma) (Figura 3A e B). No entanto, os genes
ATPase6, NADH4L, NADH4 e NADH6 mostraram variabilidade mais alta em néo-
sinbnimos que os genes referidos anteriormente, principalmente nas populagfes ASWB,
EUD e AME, resultando em uma razao (o= ma/ns) maior que 1 (Figura 3C). Também
foram estimadas divergéncias nucleotidica sinénimas (Ks) e ndo-sindnimas (Ka) para cada
gene (Figuras 3D e E). ATPase6 e NADH4 mostraram um excesso de diferencas nao-
sindnimas em todas as seis populagdes, com razdes Ka/Ks maiores que 1 (w1>1; Figura
3F).

O teste de McDonald—Kreitman (MKT) detectou selecdo positiva ou
negativa em seis genes codificadores (NADH1, NADH2, COX3, NADH3, NADH4 e
NADHS5) nas cinco populagées (AME, EUD, EUD1, EUWB e ASWB). Cinco e trés dos
genes mostraram valores significativos para MKT (P<0.01 ou P<0.001, teste exato de
Fisher, bicaudal) nas populagdes EUD e europeus sem hapl6tipos asiaticos,
respectivamente (Tabela 2). Os resultados significativos de MKT para os genes NADH2,

NADH3 e NADH5 foram devido ao excesso de polimorfismo intraespecifico como
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mostrados pelos valores do Indice de Neutralidade (NI) que foram maiores que 1 (Tabela
2). Ao contrério, o valor de NI para NADH4 foi menor que 1 (variando de 0,04 a 0,07),
sugerindo que varios polimorfismos intraespecificos foram fixados durante o processo de

divergéncia.
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Figura 3 Diversidade nucleotidica sindnima e ndo-sinénima (A e D), divergéncia (Be E) e

razdes (C e F) para cada populacdo suina e cada gene do mtDNA.

1.3 Discussao

O DNA mitocondrial ¢ um marcador largamente empregado nos estudos
populacionais e foi escolhido nesse estudo por desempenhar uma fungdo importante na
etapa de desvendar a origem materna dos individuos e analisar a diversidade genética
maternal nas populagdes (Giles et al., 1980; Luikart et al., 2001; Fang & Andersson 2006;
de Jong et al., 2011).

A divergéncia materna entre as populacdes européias e as asiaticas é um
fato esperado, considerando que essas populacdes divergiram ha centenas de anos atras
(Groenen et al., 2012). Ademais, os suinos domésticos divergiram maternalmente dos
javalis e, essa divergéncia foi mais pronunciada entre as racas domésticas e javalis de
origem asiatica, como um indicativo de isolamento genético ou falta de fluxo génico entre

elas.
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Tabela 2 Teste de McDonald—Kreitman (MKT) e indice de Neutralidade (NI) por populacdo suina e por cada gene do mtDNA. Os P-values

foram obtidos pelo teste exato de Fisher.

Genes AME EUD EUD1 ASD EUWB ASWB
P-value NI P-value NI P-value NI P-value NI P-value NI P-value NI
NADH1 0,679 0,507 0,532 1,800 0,143 2,976 1,000 0,000 0,015* n.a n.a 1,206
NADH2  0,018* g 000 0,002** g 462 0,0003*** 37 800 0,217 2417 0,244 3714 0,037* g 500
COX1 0471 0456 0,148 2,750 0,010 4,625 0,940 1094 1,000 0,000 0,174 238
COX2 1,000 0,000 0,323 3,923 n.a n.a 0,083 n.a 0,077 n.a 1,000 1,650
ATPase8 1,000 0,667 1,000 1,333 n.a n.a 1,000 1,000 1,000 1,333 1,000 2,500
ATPase6 0,511 1625 0,327 2,321 0,239 3,333 0,352 2667 1,000 o556 1,000 0,800
COX3 0,103 n.a 0,050* n.a n.a 11,600 0,491 n.a 0,559 7250 1,000 n.a
NADH3 0,070 12,000 0,001*** 14,000 0,086 n.a n.a 3,500 0,269 3,000 0,442 0,667
NADH4L 0,140 n.a 0,604 2,727 0,338 0,176 0,545 n.a 0,190 0,000 0,072 10,200
NADH4 0,075 120 0,008** 0073 0,002** 0042 1,000 n.a 0,293 0208 1,000 (889
NADHS 0,773 1310 0,004** 3619 0,003** 4654 0,065 3796 0,362 2417 0,647 1307
NADH6 0,214 n.a 0,317 4,125 0,476 0,300 0,558 n.a n.a n.a 1,000 0,929
Cytb 0735 1267 n.a n.a n.a n.a 0193 3265 1000 71g30 1,000 7037
Total 0,028* 1 559 <0,000*** 2 296 <0,000*** 2 988 0,0003** 9459  0,0203* 2 o5 0378 1186

n.a=ndo analisado; * 0,01<P<0,05; ** 0,001<P<0,01 e *** P<0,001.
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A populacdo suina americana apresentou hapldtipos europeus usando o
genoma mitocondrial completo ou mesmo um pequeno fragmento da regido controle desse
genoma. Estudos anteriores ja reportaram que as racas suinas da América do Sul pertencem
a hapldtipos europeus, principalmente, por terem origem materna ibérica (Ramirez et al.,
2009; Souza et al., 2009). A raca Moura, uma raca naturalizada brasileira, que tem origem
obscura, apresentou origem asiatica empregando mtDNA completo e a regido controle,
divergindo das ragas Piau e Monteiro de origem Européia. Essa raca também foi analisada
com o citocromo b por Souza et al. (2009) e demonstrou um perfil haplotipico diferente ao
observado em outras ragas suinas brasileiras e muito préximo da variedade ibérica Black
Hairy e da raca Mangalica da Hungria por compartilharem haplétipos em alta frequéncia.

A arvore genética gerada pela anélise Bayesiana nesse estudo distribuiu a
raca Moura em um clado asiatico composto por ragas européias, como Duroc e Large
White e racgas chinesas, como Meishan e Xiang e muito proxima das racas Ossabaw e uma
crioula do Peru, enquanto, os dois suinos amostrados da raca Mangalica foram agrupados
no clado de haplétipos europeus.

A diversidade nucleotidica foi alta para todas as popula¢des empregando a
regido controle ou mMtDNA completo. Entretanto, observou-se que a diversidade
nucleotidica foi menor que a diversidade haplotipica em quase todas as populaces, exceto
ASWB, quando se empregou o0 mtDNA completo, e em trés populagdes (AME, EUD e
EUD1) usando informacgdes da regido controle. Esses resultados sugerem que essas
populacdes, possivelmente, possuiam um tamanho efetivo pequeno e que passaram por um
processo de expansdo demografica (Avise, 2000). Além disso, o teste de neutralidade D de
Tajima (Tajima, 1989) (Tabela 15B do ANEXO B) indicou uma expansdo demografica
pelos valores negativos e significativos observados, assim como a forma da rede network
apresentou 0 grupo europeu com muitos haplétipos em baixa frequéncia também
retratando esse tipo evento.

As ragas chinesas, que nesse trabalho representaram a populagdo asiética,
sdo conhecidas por apresentarem pouca variacdo na regido controle do mtDNA quando
comparada a populagdo suina Européia (Okumura et al.,, 2001). No entanto, essa
informagdo ndo corrobora com o nivel de diversidade nucleotidica encontado nas regides
codificadora e ndo codificadora dos suinos asiaticos deste estudo. Contudo, deve-se
considerar que as racas suinas da China estdo classificadas em diferentes grupos de acordo

com a distribuicdo geografica, caracteristicas morfologicas e fisioldgicas dessas racgas
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podendo resultar em diferentes variacdes genéticas dependendo do grupo amostrado (Zang
etal., 1986).

As racas suinas parecem sofrer com a pressdo de selecdo como foi
observado no nivel de diversidade nucleotidica nas regifes codificadoras do mtDNA, que
foi menor na populagdo de racas selecionadas EUD1, enquanto, na populagdo AME que
representa as racas ndo selecionadas, comparada com as demais populag¢Ges, o nivel de
diversidade nucleotidica foi bastante elevado. De fato, alguns genes do mtDNA, que
desempenham importantes funcdes na cadeia respiratdria, apresentaram um padrdo néo
neutro de acordo com os resultados do teste de McDonald—Kreitman. Mutagdes que
mudam a sequéncia de aminoacido de uma proteina geralmente sofrem fraca presséo de
selecdo positiva, que reduz a taxa de fixacdo dessas mutacdes (Kimura, 1983). Isso pode
justificar aqueles genes ATPase6, NADH4, NADH4L e NADH6 que apresentaram alta
variabilidade nos sitios ndo-sindnimos, porém ndo foi significativo pelo teste MK. Em
comparacGes entre populagdes européias e chinesas o NADH6 ndo apresentou
polimorfismos ndo sinénimos (Kijas & Anderson, 2001), enquanto, Yang et al. (2003)
verificaram em populac@es chinesas um excesso de substituicdes ndo-sindnimas nos genes
ATPase6, ATPase8 e NADHS3.
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4. CONCLUSOES

Neste estudo foi possivel observar que tanto os suinos domésticos quanto os
javalis apresentaram alta variabilidade nas sequéncias completas e parciais do mtDNA. A
analise filogenética, além de detectar sinais de introgressdo genética de haplotipos asiaticos
em suinos europeus, que aumenta a diversidade genética desses ultimos, também revelou
que algumas racas/grupos genéticos AME, por exemplo, a raga brasileira Moura e a raca
crioula do Peru, apresentam mais de um haplétipo de origem asiatica e européia. Além
disso, apesar de alguns genes do mtDNA apresentarem muitas mutacdes ndo sindénimas, a
taxa de fixacdo dessas mutacdes foi reduzida, possivelmente pela auséncia de selecdo
positiva e, por isso, ndo foram detectados pelo teste de McDonald—Kreitman. Portanto, as
estatisticas baseadas nas mutacBes ndo sindnimas versus sindnimas indicaram que a
selecdo direcional foi, como esperado, predominante nos genes (NADH1, NADH2, COX3,
NADH3, NADH4 e NADH5) do mtDNA de suinos.
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CAPITULO 4
VARIABILIDADE EM GENES DE RECEPTORES DE NUTRIENTES E DO
GOSTO EM SUINOS

RESUMO

Acredita-se que o0s receptores do gosto desempenham um papel fundamental na
sobrevivéncia de uma espécie e/ou raca. As variacGes observadas na percepcdo do gosto
estdo sendo relacionadas aos polimorfismos de genes de receptores em populagdes
humanas que podem estar relacionados a adaptacfes geograficas/ambientais. O repertério
de genes de receptores do gosto em suinos foi caracterizado parcialmente e, por isso, as
informagdes sdo limitadas sobre associacbes com variacdo genética, racas e localizacdo
geogréfica. Foram realizadas andlises de sequéncias de 21 genes de receptores de
nutrientes e do gosto em 79 genomas que representam 14 racas/populacdes suinas,
incluindo trés racas brasileiras: Piau, Monteiro e Moura. O subconjunto de genes de
receptores do gosto amargo (Tas2R) apresentaram mais variabilidade que o subconjunto de
ndo-Tas2R nas diferentes racas de suinos baseando-se nos polimorfismos ndo-sindbnimos
de nucleotideo tnico (nsSNP). Foram encontrados 12.235 SNPs, dos quais 110 foram nao
sinonimos. A populacdo ibérica foi a menos variavel (7=0,0011), enquanto as populagdes,
crioula americana e brasileira foram mais variaveis (1=0,0030 e 0,0032, respectivamente).
Em particular, o gene Tas2R39 mostrou maior numero (19) de SNPs n&o-sindnimos,
enquanto no gene GPR120 (sensor de PUFA) esses polimorfismos foram escassos. A
populacdo genémica desse estudo montrou que os genes de receptores do gosto amargo
(Tas2Rs) apresentaram uma diversidade nucleotidica mais alta que os genes ndo-Tas2Rs
(aminoacidos e acidos graxos), sugerindo que 0 gosto amargo é uma caracteristica plastica,
possivelmente associada com a habilidade dos suinos adaptarem-se a varios ecossistemas e

que pode ser passivel de selecdo em programas de melhoramento e conservag&o.

PALAVRAS-CHAVE: Tas2R, mutagdes ndo—sinonimas, SNPs, variabilidade genética,

genoma suino
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CHAPTER 4
VARIABILITY OF THE NUTRIENT AND TASTE RECEPTOR GENES IN PIGS

ABSTRACT

Observed variations in the perception of taste are related to gene polymorphisms receptors
in human populations that may be related to geographical/ environmental adaptations. In
pigs, such information is scarce because the repertoire of taste receptor genes in pigs was
partially characterized and therefore, the information is limited on associations with
genetic variation, breeds and geographic location. Therefore, sequence analysis of the 21
taste and nutrient receptor genes on 79 genomes representing 14 breeds /pig populations,
including three Brazilian breeds, such as Piau, Monteiro Moura were performed. The
analyzes revealed that the subset of genes of bitter taste receptors (Tas2R) showed more
variability than the subset of non-Tas2R in different pig breeds based on polymorphisms in
non-synonymous single nucleotide (nsSNP). A total of 12,235 SNPs were found in the 21
genes, of which 110 were non-synonymous SNPs. The Iberian population was less variable
(m = 0.0011), while populations, American and Brazilian Creole were more variable (w =
0.0030 and 0.0032, respectively). In particular, the Tas2R39 gene showed highest number
(19) of non-synonymous SNPs in GPR120 while sensor (PUFA) these gene
polymorphisms were scarce. The genomic population of this study montrou that bitter taste
receptors genes (Tas2Rs) showed a higher nucleotide diversity than non-Tas2Rs (amino
acids and fatty acids) suggesting that the bitter taste is a plastic characteristic, possibly
associated with ability of pigs adapt to various ecosystems and may be subject to selection

in breeding and conservation programs.

KEY-WORDS: Tas2R, nonsynonymous mutations, SNPs, genetic variability, pig genome
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1. INTRODUCAO

A dieta pode desempenhar um papel como uma pressédo de sele¢do, uma vez
que varios genes envolvidos na percepcdo sensorial do gosto estdo entre 0s genes mais
conservados em seis genomas de mamiferos (Kosiol et al., 2008). Existem cinco tipos de
sabores presentes na cavidade oral que foram mais estudados até o momento: o sabor
amargo que detecta a presenca de componentes tdxicos nos alimentos e 0s que estdo
relacionados a carboidratos (doce), aminoacidos (umami), sédio (sal) e acidos (azedo),
além dos que detectam nutrientes, como acidos graxos e uma variedade de
aminoacidos/proteinas (Kinnamon & Cummings, 1992; Bachmanov & Beauchamp, 2007).
Receptores para todas essas categorias de receptores de sabor e nutrientes foram
caracterizados em humanos e roedores (Conte et al., 2002; Shi et al., 2003; Bachmanov &
Beauchamp, 2007; Wellendorph et al., 2010).

Os suinos sdo mais tolerarantes ao gosto amargo que os humanos. Estudos
comparativos entre as duas espécies revelaram que isso € devido a presenca de maior
nimero de receptores para 0 gosto amargo encontrados na cavidade oral dos humanos
(pelo menos 25 funcionais segundo Conte et al., 2002), que na cavidade oral de suinos
(Groenen et al., 2012).

O surgimento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo permitiu
grandes avancos nos estudos genémicos de diversas espécies de animais domeésticos de
interesse econdmico (International Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004;
Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium et al., 2009), incluindo a suina que
teve 0o genoma completo de um animal da raca Duroc sequenciado pelo Consorcio
Internacional de Sequenciamento do Genoma Suino (SGSC) (Archibald, Bolund et al.,
2010). Na versdo atual do ensembl v75 existem 25.322 genes codificadores anotados no S.

scrofa assembly 10.2 (http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Info/). No entanto, ainda sé&o



80

excassas as informagdes sobre todos os genes de receptores de sabores e de nutrientes
presentes na cavidade oral de suinos (Groenen et al. 2012).

Os genes de receptores do gosto e de nutrientes sdo de grande importancia
para a suinocultura, uma vez que estdo envolvidos na escolha do tipo de alimentos pelos
animais, alem disso, alguns desses genes de receptores desempenham um importante papel
na detectecdo de toxinas que podem comprometer a saude e até mesmo a vida dos animais
(Wong et al., 1996; Dong et al., 2009; Li & Zhang, 2014). Li & Zhang (2014) estudaram
0s genes do gosto amargo em pelo menos 54 espécies de vertebrados e verificaram que a
diversidade genética, observada nesses genes, pode esta relacionada com a daptacdo das
espécies para detectar a presenca de toxinas nas dietas.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi quantificar e comparar a
variabilidade dos genes de receptores do gosto (chamados de TASR) em diferentes racas
suinas domésticas, incluindo trés ragas brasileiras: Piau, Monteiro e Moura, e javalis

espalhados pelo mundo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem e sequenciamento

Neste estudo foram analisadas sequéncias do genoma completo (WGS), que
foram obtidas por sequenciamento shotgun, de 77 suinos internacionais, crioulos
americanos, europeus e racas domeésticas asiaticas, javalis europeus e asiaticos. Dois javalis
de Sumatra foram incluidos nas analises como grupo externo (outgroup) (Tabela 1). Das
77 sequéncias, 51 foram obtidas do Sequence Read Archive-SRA (Rubin et al., 2012;
Fang et al., 2012; Esteve-Codina et al., 2013) e 28 séo sequéncias ndo publicadas (na
Tabela 16C do ANEXO C encontram-se 0s numeros de acesso de cada amostra). As novas
sequéncias foram obtidas com a tecnologia HiSeq da Illumina, “paired end reads” de 100
pb de comprimento. Arquivos alinhados no formato bam foram obtidos para as 51
sequéncias (Rubin et al., 2012) e para o restante, os reads foram alinhados usando a
ferramenta Burrows Wheeler Alignment (BWA) (Li et al., 2009) seguido de 7 mismatches.

2.2 SNP calling e anotacao

Os genes candidatos de suinos analisados neste estudo incluiram todos os 21
receptores do gosto disponiveis no assembly Sscrofa 10.2 para sabor amargo (Tas2R7C,
Tas2R9, Tas2R10, Tas2R16, Tas2R20, Tas2R38, Tas2R39, Tas2R41, Tas2R42 e
Tas2R60), receptor para aminoacido (GPRC6A, mGLUR1, mGLUR4, Tas2R3, TaslR1 e
CaSR) e receptores de acidos graxos (GPR40, GPRA43, GPR41, GPR120 e GPR84).
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Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) foram obtidos para cada
amostra individualmente usando SAMtools v.0.0.18 com a fungdo mpileup (Li et al.,
2009), filtrando por qualidade de base e mapeamento de pelo menos 20. O “depth” minimo
e maximo foram inseridos para cinco e duas vezes o depth médio por amostra,
respectivamente. Os arquivos Variant Call Format versao 4.0 (VCF) resultando da “SNP
calling” foram entdo unidos em um multiplo VCF individual usando scripts customizados
em PERL. Para posi¢des perdidas, os arquivos bam foram inspecionados para checar se o
alelo ancestral estava presente (sempre filtrando pelo mesmo critério de qualidade como
descrito acima) e o arquivo vcf foi completado se possivel.

Apos obter os arquivos vcf unidos, a regido de interesse dos 21 genes
candidatos distribuidos entre os cromossomos suinos 1, 5, 6, 7, 13, 14 e 18 foram obtidos
para analise dessas janelas menores, adicionando-se, quando possivel, 10 kb flanqueando
regibes de acordo com as coordenadas dos genes de referéncia (Sscrofa 10.2). Se dois
genes foram mais proximos do que 20kb, a regido intergénica foi diminuida e designada a
cada gene correspondente.

Cada SNP foi anotado com a ferramenta Variant Effect Predictor (VEP)
usando script em PERL disponivel no Ensembl: http://www.ensembl.org/tools.html)
(Flicek, 2013), usando o banco de dados Ensembl v. 72. Isso foi feito apenas para aqueles
genes (Tas2R9, Tas2R39, Tas2R41, Tas2R60, GPRC6A, mGLUR1, mGLUR4, TaslR1,
Tas2R3, CaSR, GPR40, GPR43, GPR41, GPR120 e GPR84) onde a anotacdo oficial
coincidiu com nossa anotacdo obtida manualmente e com MSTATSPOP.

Durante a etapa de anotacdo foram incluidos pardmetros padrdes com a
opcao Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT), para predizer o efeito da substituicdo de
aminoéacido na funcdo da proteina (Ng & Henikoff, 2003) para os SNPs nao-sinbnimos
(nsSNPs). Para ter acesso aos numeros de referéncia (rsID) para cada SNPs no banco de
dados de dbSNP foi utilizada a opcéo para identificar variantes coalocadas que retorna o
namero de ID do SNP. Para os demais genes, a classificacdo de cada SNP quanto a classe
(em intergénica, exonica, intrénica e nas regides ndo traduzidas (UTRs) como também
consequéncias de em transcritos foi realizada manualmente ou com o programa
MSTATSPOP v.0.998978bh:
http://bioinformatics.cragenomica.es/numgenomics/people/sebas/software/software.html)
(Ramos-Onsins, unpublished). Arquivos no formato GFF3 v3 (disponivel no ANEXO D) e

FASTA de cada gene foram gerados usando scripts customizados em PERL. Os arquivos
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de formato FASTA, no qual as posi¢cdes perdidas sdo substituidas por N, foram usados
como entrada para o programa MSTATSPOP.

2. 3 Analises genéticas

A frequéncia alélica para cada SNP e por populacdo foi calculada com o
programa VCFtools versdo 0.1.11 (Danecek et al., 2011) e com o0 programa mstatpop
(Ramos-0nsins nédo publicado, disponivel em
http://bioinformatics.cragenomica.es/numgenomics//people/sebas/software/software.html)
foram estimadas as percentagens de dados perdidos e parametros de diversidade tais como
diversidade nucleotidica total (), por exemplo, considerando a regido total que incluiu
regido total do gene e regido intergénica (ry), apenas para regido intergénica (zin;), introns
(i), éxons () para genes com mais de um éxon (para aqueles genes com apenas um éxon
a diversidade nucleotidica é a mesma encontrada na regido do gene), e em UTRS (7uir).

A taxa de variabilidade sinbnima (zs) e ndo-sindnima (za) foi calculada para
identificar pressdo de selecdo sobre os genes de receptores do gosto (za/zs). Uma razéo
(w=mal/ms) > 1 é um indicativo de selecdo positiva e menor que um sugere selecdo
purificadora, e uma razdo de um pode indicar neutralidade (Zhang et al., 2006). Para cada
gene foi calculado o indice de fixacdo (Fst = 1- (piw/pit), onde piw é o nimero médio de
diferencas nucleotidicas entre duas sequéncias nas populacGes e pit € o numero de
diferencas nucleotidicas na populacéo total. Todos esses parametros foram calculados com
0 programa mstatpop. A significancia foi computada com 1000 permutagdes. Erro padrédo
aproximado (SE) de diversidade nucleotidica para cada gene foi obtido usando o simulador
de coalescéncia neutra no DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009) pela geracdo de 95% de
intervalo de confianca (IC) incluindo 1000 amostras aleatérias e usando como padrdo um
modelo de taxa de recombinacdo intermediario (R=10). Para esta simulacdo, tambéem
foram inseridas estimativas de variabilidade nucleotidica, diversidade e nimero de sitios
corrigidos para dados perdidos computado com mstatspop.

Analises de componentes principais (PCA) foram conduzidas em R (R
Development Core Team, 2008) (http://cran.rproject.org) usando os arquivos no formato
de entrada para o programa PLINK (Purcell et al., 2007) que foram extraidos de arquivos

VCF usando um script customizado em linguagem PERL. Essa analise foi realizado para o
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painel completo de SNPs, para o painel de SNPs ndo-sinbnimos e para 0s grupos de genes
(receptores para 0 gosto amargo, de aminoacido e de &cidos graxos), visando estudar a
estrutura genética da populacdo. A relacdo genética foi analisada com o STRUCTURE
versdo 2.3.4 (Pritchard, 2000).

A anélise de estrutura foi realizada de duas formas: (1) incluindo apenas
nsSNP e (2) incluindo um conjunto de SNPs da regido codificadora e ndo codificadora.
Nessa analise foram inseridas cinco permutacdes para cada numero de populacdes (K), que
variou de 1 a 15, 100.000 MCMC (Markov chain Monte Carlo) e um periodo de burning
de 10.000 passos. Foram selecionados os parametros ‘admixture’ e frequéncias alélicas
correlacionadas. O numero significante de K para os diferentes clusters foi obtido pela
estatistica Delta K (Evanno et al., 2005) que foi calculado usando STRUCTURE
HARVESTER versdo 0.9.93 (Earl, 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

3.1.1Distribuicdo dos SNPs nas regides analisadas

Nesse estudo foi realizada uma analise dos genes 21 dos 28 genes que
presentes na atual montagem do genoma suino (Sus scrofa 10.2). Sete genes (Taslr2,
Tas2rl, Tas2rl34, Tas2r3, Tas2r40, Tas2r4 and GPR92) foram excluidos das analises
porque foram isolados em contigs e ndo em um dos 18 cromossomos autossomicos ou dos
cormossomos sexuais. Foram analisados dados de sequenciamento de DNA de nova
geracdo (NGS) por shotgun de 79 genomas completos pertencentes a 14 populacbes ou
racas distribuidas pelo mundo; 28 dos genomas ndo foram publicados (Tabela 1).

Os novos genomas, inicialmente de suinos ibéricos e americanos (Crioulo),
foram um subconjunto daqueles descritos previamente por Burgos-Paz et al. (2013). As
amostras foram agrupadas em internacional (incluindo ragas altamente selecionadas e bem
conhecidas, como Large White, Landrace, Duroc, Pietrain e Hampshire), suinos crioulos
de varios paises americanos, racas locais do Brasil (Moura, Monteiro e Piau), racas
chinesas (Meishan, Xiang, Jiangquhai e Wuzhishan) e javalis da Europa e Asia (Tabela 1).

Um total de 12.235 SNPs foi encontrado em todos os 21 genes e regides
flanqueantes (Tabela 2). A taxa media de transi¢des vs. transversoes foi ti/tv = 2.35 e foi
similar a taxa obtida para o genoma completo de suinos (Amaral et al., 2011) e a que foi
encontrada em outras espécies de mamiferos (Lindblad-Toh et al., 2000; Rosenberg et al.,
2003).



Tabela 1 Ragas, codigos e distribui¢do dos 79 suinos analisados.
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Grupo Racas Pais Codigo N (n)
Internacional Large White NA LW 15 (1)
(INT)
Landrace Varios paises LR 5
Duroc Varios paises DU 4
Pietrain Varios paises Pl 5
Hampshire Varios paises HS 2
Domésticos Ibéricos Espanha IB 4(4)
europeus
Javalis europeus javalis Holanda, Suécia, Franca e Espanha  EUWB 9(3)
Domésticos Meishan, Xiang, China ASD 8
asiaticos Jiangquhai e
Wuzhishan
Javalis asiaticos javalis Japdo, Sul e Norte da china, Este da ASWB 6(1)
Russia
Crioulos Crioulos, Peru, Cuba, Argentina e Estados CR 14(14)
Ossabaw, Unidos
Yucatan
Brasileiros Brasileiros® Brasil BR 3(3)
Sem grupo Tamworth Reino Unido T™W 1(1)
Sem grupo ‘Manchado Espanha MJ 1(1)
Jabugo’
Outgroup Javalis de Sumatra SWB 2
Sumatra

®Racas Piau, Monteiro e Moura, (n)=amostras novas sequenciadas neste estudo.

Um total de 8.962 SNPs (73%) foi previamente identificado com numero de
referéncia (refSNP) do dbSNP v. 138. Dos 8.259 SNPs posicionados entre 5’ ¢ 3° UTRs,
7.963 estiveram presentes em introns, 296 em éxons nas regides codificadoras de
proteinas, e apenas 17 em UTRs (12 em 5’UTR e 5 em 3’UTR). Entre os SNPs funcionais,

presentes nas regides codificadoras, foram detectados um cddon de parada perdido, um

codon de parada ganho, 167 sinénimos e 110 ndo-sindnimos. Os 3.274 SNPs novos serdo
submetidos ao dbSNP.
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Um aspecto preocupante dos dados de NGS por shotgun é o fato que a
cobertura € um processo aleatdrio e isso &, portanto, menos comum que todas as amostras
tenham suficiente depth e qualidade para serem analisadas. Nos dados desse estudo foi
encontrada uma taxa media de 20% de dados perdidos ou faltantes (Tabela 2). Esse
percentual, no entanto, foi acima de 50% para dois genes (CaSR e TaslR3) e, por isso,
foram removidos das analises de variabilidade que foram baseadas em 19 loci.

3.1.2 Padrdo de variagdo nucleotidica

A diversidade nucleotidica e o indice de fixacdo global (Fst) foram
calculados usando mstatpop (Ramos-Onsins ndo publicado ). Este programa fornece
estimativas ndo viesadas de estatisticas genéticas basicas até em dados com altas taxas de
informac@es perdidas ou faltantes e aplica a teoria desenvolvida por Ferretti et al. (2013)
(Tabela 3). A variabilidade média foi de 2,1x10° nas populagdes analisadas, que foi
comparavel aquelas encontradas nas regides flanqueantes (média de 1,8x10®). A taxa de
variabilidade sinénima (ns) foi, em média, 3,8x107, e a taxa de ndo sinénima (ma) foi
quatro vezes menos (média de 1,2 x 10°®), concordando com muitos resultados encontrados
na literatura (Makalowski & Boguski 1998) e também consistente com o modelo de
prevaléncia de selecéo purificadora. Nas regides do gene, a diversidade nucleotidica (mg)
variou de 0,5 x 10”° em GPRC6A a 4,7 x 10° em Tas2R42.

Os genes de receptores do gosto amargo exibiram mais alta diversidade
nucleotidica quando foram analisados sem a regido intergénica (média de ng:2,6x10'3) que
com as regides intergénicas (média de m=1,9x10"%). O oposto foi observado para os genes
dos demais grupos de genes que mostraram maior diversidade na regido completa (n=2,1 x
10®). Os grupos de genes de receptores para aminoacidos e &cidos graxos mostraram
menor diversidade nucleotidica que o observado para 0s genes de receptores para 0 gosto
amargo (Tabelas 3 e 4).

Em geral, a variabilidade desses genes, especialmente aqueles genes para
receptores do gosto amargo, sdo mais altas que aquelas normalmente descritas para
genoma completo de suinos que estio na ordem de 1,2x10° para ragas suinas
internacionais e 0,7x107 para suinos ibéricos (Amaral et al., 2011; Groenen et al., 2012;
Esteve-Codina et al., 2013).
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Estimativas de diversidade nucleotidica na regido dos genes e na regido total
variaram grandemente entre genes (Tabela 3) e entre populacGes (Tabela 17C do ANEXO
C). Os suinos domésticos asiaticos (ASD), javalis asiaticos (ASWB) e javalis europeus
(EUWB) exibiram alta variabilidade com valor médio de ©g=2,3x10. A populaco ibérica
foi a menos varidvel (ng = 1,2x10°) enquanto os suinos americanos e brasileiros
apresentaram o mais alto nivel de diversidade (zg=2,6 x10° e ng=2,9 x 1073,
respectivamente) devido a ancestralidade miscigenada (Burgos-Paz et al., 2013).

A razdo de substituicbes sindnimas e ndo sindnimas (w==a/zs) foi menor
que 1 em todos os genes (Tabela 3), como esperado para sele¢do purificadora ou negativa
prevalente. Alguns casos extremos foram observados nos genes; ndo foram encontrados
polimorfismos ndo-sinbnimos em GPR120 nem sindnimos em Tas2R9. Cinco genes
(Tas2R10, Tas2R39, Tas2R41, Tas2R7C e GPRC6A) apresentaram valores de «w maiores
que 0,5 e menor que 1, comumente proveniente de uma sele¢do purificadora mais fraca.
Portanto, a selecdo purificadora foi prevalente e pode ser considerada uma forca relevante
e responsavel pelas variaces genéticas observadas entre os genes TasR em suinos.

A diversidade nucleotidica também foi analisada por grupo de gene e por
populagdo (Tabela 4). A populacdo brasileira, crioula e EUWB mostraram a mais alta

variabilidade para Tas2R, principalmente, quando foram analisadas apenas regides dos
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Tabela 2 Informagbes gerais sobre genes de receptores do gosto em suinos: cromossomo, posi¢do inicial e final, SNPs totais e distribuicdo por

regido gendbmica, consequéncias funcionais e percentuais de dados perdidos (%DP). As analises foram realizadas em 77 suinos (os dois

javalis de Sumatra ndo foram incluidos).

Regido total Regido do gene SNP distribution by class and functional consequences

Grupo

de genes Genes exon*  Cr.  Coordenadas (pb) SNPs Coordenadas (pb) %DP  SNPs Intergénica  Exon  Intron 5°UTR  3’UTR  Perda stop  Ganho stop  Si Ns

Amargo Tas2R20 1 5 63894140-63915054 310 63904140-63905054 10.98 13 297 13 - - - - - 5 8
Tas2R9 1 5 63971739-63982674 229 63976739-63977674 9.10 6 223 6 - - - - - 0 6
Tas2R10 1 5 63958146-63971725 266 63965446-63966375 1212 9 257 9 - - - - - 2 7
Tas2R42 1 5 63857091-63878041 257 63867091-63868041 10.06 17 240 17 - - - - - 9 8
Tas2R16 1 18  25873452-25894354 474 25883452-25884354 10.25 16 458 16 - - - - - 8 8
Tas2R38 1 18  8347518-8368525 79 8357518-8358525 16.13 21 58 21 - - - - - 11 10
Tas2R39 1 18  7348848-7369855 310 7358848-7359855 10.08 28 282 28 - - - - 1 8 19
Tas2R41 1 18  7008806-7029729 88 7018806-7019729 2090 18 70 18 - - - - - 6 12
Tas2R60 1 18 7035247-7056597 110 7045247-7046597 1159 24 86 14 10 - - - - 10 4
Tas2R7C 1 5 63982692-63996080 254 63985142-63986080 8.82 10 244 10 - - - - - 5 5
TAS1IR3? 6 6 58109541-58116535 34 58111612-58115907 57.76 17 17 14 3 1 4 - - 8 1
GRM4 10 7 34829241-34938071 2344 34839241-34928071 40.00 1976 368 36 1940 8 - - - 26 2

AminoAcidos GPRC6A 3 1 50121244-50146085 253 50131244-50136085 11.74 41 212 6 35 - - - - 3 3
MGLUR1 7 1 21466379-21824964 5671 21476379-21814964 16.07 5421 250 20 5401 3 1 - - 15 1
CASR? 6 13 147897932-147940283 345 147907932-147935070  75.62 138 208 22 116 - - - - 20 2
TAS1R1 7 6 62349877-62363714 117 62350603-62363204 31.62 112 5 13 99 - - 1 - 7 5
GPR40 1 6 40335081-40343065 89 40339566-40340468 5096 8 81 8 - - - - - 4 4

Acidos GPR43 1 6 40272039-40293031 243 40282039-40283031 40.38 11 232 11 - - - - - 10 1

graxos GPR41 1 6 40323922-40335070 172 40333922-40334902 4346 11 161 11 - - - - - 8 3
GPR120 3 14 114733575-114769008 516 114743575-114765158  18.73 360 156 1 359 - - - - 1 0
GPR84 2 5 20404644-20416116 74 20410225-20411195 3199 2 72 2 - - - - - 1 1
Total 778077+ 12235 480139+ 8259 3977 296 7963 12 5 1 1 167 110

# Genes excluidos pela alta taxa de dados perdidos; Si=sitios sindnimos e Ns= sitios ndo sindnimos. *nimero de exons por gene. T Comprimento total em pares de bases para todos os genes (pb).
A % de dados perdidos, para cada posicao, foi calculado como o nimero de gendtipos ndo chamaveis, e também por apresentarem baixa qualidade ou baixo depth (um depth minimo de 5x foi requerido), dividido pelo
total de nimero de amostras (77). A taxa total de dados perdidos foi a média em todas as posi¢des.
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genes (médias ng = 3,6x10° + 1,0x10°, ng = 3,3x10™ + 0,8x10° ¢ ng = 3,1x10° +
0,8x10°®, respectivamente) e a populacéo ibérica, em comparacdo as outras populacdes,
mostraram duas vezes menos diversidade nucleotidica para esse mesmo grupo de genes
(média =g = 2,0x10° + 0,4x10®). No entanto, as demais populacdes suinas analisadas
exibiram uma alta variabilidade nesses genes, exceto nos suinos ibéricos que foram

analisados juntamente com uma linhagem altamente endogamica a ‘Guadyerbas’ (Toro et
al., 2000).

Tabela 3 Diversidade nucleotidica por regido gendmica (), sindnima (7s) € ndo-sinénima
() e indice de fixacdo (Fst) para cada gene dos receptores do gosto e um
pseudogene analisados na populacdo suina total excluindo os dois javalis de
Sumatra (n=77).

Grupo de Genes T+SEx10° 7 *SE ngxSE m.xSE mxSE  muiSE 7S na/ms  Fer®
genes x10° x10® x10® x10® x10*  x10°
Amargo Tas2R20  2,0+0,6 2,105 2,7#12 2,7+1.2 - - 5,5 0,3359 0,28*
Tas2R9 2,3+0,7 2,4+0,7 1,0£0,6 1,0+0,6 - - 0,0 NAT 0,41*
Tas2R10  1,9+0,6 2,0£0,6 0,8+0,6 0,8+0,6 - - 1,0 0,6879 0,38*
Tas2R42  2,0+0,6 1,9+0,9 4,7£16 4,7+16 - - 10,0 0,3098 0,29*
Tas2R16  3,1+0,8 3,2+0,5 2,240,9 2,240,9 - - 49 0,2745 0,04
Tas2R38  0,7+0,2 0,540,2 3,613 3,6%1,3 - - 8,6 0,2371 0,29*
Tas2R39  3,0+0,2 3,0+0,1 4,2+15 4,2+15 - - 57 0,6438 0,12
Tas2R41  0,540,2 0,5¢0,2 2,3#1,0 2,3%1,0 - - 33 0,6041 0,29*
Tas2R60  0,8+0,2 0,7¢0,2 2,4+0,9 1,6+10 43+16 - 48 0,0940 0,38*
Tas2R7C  2,9+0,2 3,0+0,2 1,8+0,8 1,8+0,8 - - 2,8 0,5311 0,15*
Amino- GRM4 3,6+0,5 3,2#0,3 3,7#04 2,1+0,6 3,7404 0,8+0,7 7,7 0,0188 0,28*
acidos GPRC6A  1,0+0,8 1,1+0,8 0,5%0,2 0,5+0,3 0,6%0,3 - 0.8 0,6738 0,29*
MGLUR1 2,1+0,3 1,5+0,3 2,1#0,2 0,804 2,1+0,7 3,018 35 0,0007 0,18+
TASIR1  0,8+0,3 0,5+0,8 0,9+0,3 0,4+0,3 1,04+0,3 - 0,8 0,3351 0,36*
Acidos GPR40 1,9+0,3 1,9¢04 1,6+0,8 1,6+08 - - 3,6 0,1940 0,23*
graxos GPR43 1,9+0,6 2,0+05 1,5+0,8 1,5%0,8 - - 51 0,0378 0,09
GPR41 2,9+0,6 3,1+0,5 1,1+0,7 1,1+0,7 - - 34 0,0986 0,26*
GPR120 1,940,9 14406 2,2+05 0,3+0,2 2,3+0,7 - 13 0,0000 0,15
GPR84 0,5+0,5 0,6+0,5 0,1+0,1 0,1+0,1 - - 0,1 0,3891 0,26*
Média 1,90,6 18106 2,1+09 1,7#0,9 23+0,7 1,9+12 38

SE=erro padrdo, a=computado usando a regido total (intergénica e gene), Diversidade nucleotidica para total
(my), intergénica (miny), gene (mg, incluiu: CDS, introns e UTRs), éxons, introns (n;) ¢ em UTR (myy). 'Gene sem

mutacdes sindnimas. *P<0,05, Significancia baseada em 1000 permutacdes.



Tabela 4 Diversidade nucleotidica na regido total (m;) € na regido do gene (my) por populagéo e por grupo de genes.
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Amargo Aminoécidos Acido graxos Todos TasR

Populagtes™ N  m*SE x10° mg+SE x10° n*SE x10° ng+SE x10° m*SE x10° mg+SE x10° m*SE x10° mg+SE x10°
Internacional 31 1,8%0,3 2,840, 5 1,940, 1 1,74¢0,0 1,4+0,3 1,0¢0,2 1.8+0.3 2.2+0.4
Ibéricos 04 1101 2,0+0, 4 0,5+0,0 0,4+0,0 0,4+0,0 0,2+0,1 0.7£0.1 1.2+0.2
Crioulos 14 2,7%0,6 3,3+0,85 1,840,3 1,740,1 2,5,040,3 1,8+0,3 2.540.5 2.6+0.5
Brasileiros 03 2805 3,6%1, 0 2,1%0,0 2,1%0,1 2,9+0,4 1,74¢0,3 2.840.5 2.90+0.7
Asiaticos 08 2003 2,640, 7 2,040,1 1,740,0 2,1%0,4 1,940,5 2.140.4 2.3+0.6
WB asiaticos 06 2506 2,5+0,60 2,240,3 2,1+0,1 1,920,2 1,720,4 2.4+0.5 2.3+0.6
WB europeus 09 21203 3,140, 8 1,0£0,1 0,9+0,0 0,4+0,0 0,5¢0,1 1.520.2 1.920.5
Total 75 2,104 2,8+0,7 1,7+0,1 1,5+0,1 1,6+0,2 1,2+0,3 2.0+£0.3 2.2+0.5

Amostras de Tamworth, ‘Manchado de Jabugo’, e dos dois javalis de Sumatra ndo foram incluidos.
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3.1.3 Estrutura e filogeografia

Os suinos, como muitas espécies domésticas, estdo organizados em racas
com diferencas fenotipicas especificas que sdo geneticamente isoladas ou com limitadas
trocas genéticas. Os altos indices de diferenciagdo (Fst) sdo, portanto, esperados em
espeécies estruturadas com ampla distribuicdo e muitas racas especializadas que impede o
fluxo de genes entre elas. Os valores de Fsr para 15 genes foram significativamente
diferentes de zero, exceto em quatro genes: Tas2R16, Tas2R39, GPR43 e GPR120 (Tabela
2) indicando que a diferenciacdo entre as populagdes é resultante de um fluxo de genes
limitado entre as populacBes. Os genes Tas2R apresentaram mais alto grau de
diferenciacdo. Os valores de Fst significativos variaram de 0,15 a 0,41.

As anélises de Componentes Principais e STRUCTURE (Figura 1)
mostraram uma separacao entre asiaticos e racas locais européias (Ibéricas) como é
tipicamente observado no mtDNA e em termos autossomal (Yang et al., 2011; Yu et al.,
2013), porém, isso € uma série continua em vez de uma clara separacao geogréafica, o que
foi observado entre Asia e Europa. A Figura 1A mostra o grafico com todos os SNPs dos
19 genes. O primeiro axis explicou 16,02% da variancia e, isso discriminou a separagao
entre Asia e Europa com as racas internacionais agrupando-se entre elas, mas existe uma
série continua ao invés de uma divisdo abrupta (e.g. o leitor é convidado a comparar esse
resultado da Figura 1A com a Figura 1 a partir de Burgos-Paz, Souza et al. 2013). O
segundo axis na Figura 1A contabilizou 8,25% da variancia e separou as ragas altamente
selecionadas dos javalis e das racas locais que ndo sdo selecionadas (ibéricas e chinesas),
sugerindo que a selecdo moderna exerceu uma consistente influéncia nas racas
modificando o padrdo de variabilidade observado nos suinos atuais. Suinos crioulos e
brasileiros tendem a cair no cluster internacional (Figura 1A). Esse padrdo é mais
pronunciado quando apenas polimorfismos de genes de receptores do gosto amargo sao
considerados (Figure 1B), com algumas mudancas interessantes: o primeiro axis (19,45%
variancia) agora separa javalis europeus e ibéricos vs. as demais populagdes, e 0 segundo
axis (17,88% variancia) distingue Asia do restante; algumas racas internacionais (Large
White) foram fortemente agrupadas devido ao baixo nivel de diversidade nucleotidica que
foi mais baixo do que a média para esse grupo de genes (m = 1,9x10° + 1,0 x10),

sugerindo um forte impacto da pressao seletiva nos TasRs nas ragas comercias. Resultados
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similares foram observados quando apenas SNPs ndo-sinbnimos foram empregados
(Figura 1C).

As analises com STRUCTURE utilizando dados de SNP dos genes de
receptores do gosto amargo sugeriram gue os valores 6timos de K foram 3 para nsSSNP e 3
- 4 para o conjunto completo de SNPs (Figura 7C do ANEXO C) concordando com 0s
resultados da PCA. Para K=3, as Figuras 1D, E mostram uma clara separagdo entre
asiaticos (ASD e ASWB), europeus (IB e EUWB) e internacionais (INT). Houve uma
grande heterogeneidade entre individuos em cada raca. Na populacdo brasileira (BR), a
raca Piau foi alocada ao cluster Internacional com 100% de probabilidade, enquanto
Monteiro e Moura apresentam uma fragdo miscigenada de genoma de origem asiéatica e
européia. Na EUWB, trés individuos foram assiginados como um importante componente
de raca internacional. Para ambos os conjuntos de SNPs a populacdo ibérica foi assignada
ao préprio cluster e apenas um individuo apresentou 3% da composi¢cdo do genoma
assignado ao cluster asiatico. Isso significa que a populacdo ibérica foi altamente
homogénia, como uma consequéncia de que os individuos sequenciados pertenciam a um

rebanho altamente consanguineo ou fechado.

3.1.4 Impacto funcional da substituicdo de aminoacidos

A ferramenta Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) implementada no
Variant Effect Predictor do Ensembl foi usada para predizer, in silico, as mudanc¢as nos
aminoéacidos que afetam a funcdo das proteinas de um conjunto de nsSNPs do dbSNP. Dos
110 nsSNPs, para os 19 TasR, foi possivel predizer o indice de tolerancia para 59 nsSNPs,
dos quais 11 (rs320709106, rs342189509, rs342228000, rs345262132, rs339482728,
rs325274060, rs330666697, rs323728911, rs318787211 do dbSNP; e 5:63977077 e
1:21476805 dos novos SNPs) apresentaram uma pontuacdo para o indice de tolerancia <
0,05, e podem, portanto, ser considerados potencialmente deletérios para a funcdo da
proteina (Tabela 5), enquanto os indices de tolerancia médios >0,05, a priori, podem

causar um pequeno impacto funcional na substituicdo de aminoacidos (mais informacées
sdo mostrada na Tabela 18C do ANEXO).
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Figure 1 Andlises de Componentes Principais (PCA) e estrutura. PCA foi realizada com todos os
SNPs dos 19 genes, excluindo o pseudogene (A) e para diferentes subconjuntos: SNPs
totais (B) e ndo-sindnimos para o sabor amargo (C). Analise de estrutura com todos 0s
SNPs (D) e SNPs ndo-sindnimos para o gosto amargo (E). Cada individuo esta
representado por uma linha vertical com as proporcGes de assignacdo a cada cluster
mostradas no topo, e as diferentes cores sdo referentes aos diferentes grupos:
internacional (INT) = azul; asiaticos (ASD e ASWB) = verde; e europeus (IB e EUWB)
= vermelho.
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Tabela 5 SNPs ndo-sindnimos (nsSNPs) que foram preditos como deletérios (SIFT escore <0.05) para funcionalidade da

proteina por SIFT.

Distribuicdo das frequéncias por populacéo

Genes ID SNP /posicao Mudancas Mudangas SIFT
no cr. nucleotidicas de AA
INT IB CR BR ASD ASWB EUWB

Tas2R41 rs320709106 CIT A307T 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00

rs342189509 G/A L283F 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12

rs342228000 G/C F304L 0,03 0,03 0,00 0,00 0,0000 0,07 0,00 0,00

rs345262132 AlG Y68H 0,03 0,00 0,00 0,00 0,17 0,07 0,17 0,00
Tas2R60 rs339482728 T/C 123V 0,04 0,10 0,00 0,07 0,00 0,14 0,00 0,00
Tas2R9 5:63977077 T/G S113R 0,01 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TaslR1 rs325274060 C/A S354Y 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17 0,00

rs330666697 CIG L579V 0,01 0,02 0,00 0,07 0,17 0,43 0,00 0,00
GPR40 rs323728911 G/A R211C 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,19
GPR41 rs318787211 G/A P68L 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,19

MGLUR1 1:21476805 CIT M7911 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Em geral, e de acordo com a natureza destas mutagdes potencialmente
deletérias, esses alelos foram raros e foram frequentes em uma Unica populacdo; eles sdo
provavelmente mutagdes recentes que ainda ndo foram purgados. No entanto, destacam-se
algumas mutagOes interessantes; dos 12 nsSNPs detectados no gene Tas2R41, quatro
apresentaram um indice <0.05 e¢ duas dessas muta¢des foram compartilhadas entre as
populacgdes: rs342228000 foi encontrado na internacional e ASD, e rs345262132 na
brasileira, ASD e ASWB. Essas duas mutacfes, possivelmente, sdo alelos originados na
Asia que foram introduzidos nas ragas estrangeiras (Europeias).

O gene Tas2R9 apresentou um novo NsSNP (posicdo do SNP 5:63977077)
que foi frequente apenas nos suinos ibéricos (25%). Porém, talvez, o caso mais interessante
é que um dos nsSNPs rs330666697 (TaslR1), que estava em frequéncia intermediaria em
domésticos Asiaticos (p=0,43) também estd presente nas populacGes internacional e
americana, ou seja, essa mutacdo estd sendo compartilhada entre populagdes e pode ainda
estar sob pressdo de selecdo, provavelmente, selecdo positiva. A alta frequéncia em
domeésticos asiaticos, mas ausente em javalis asiaticos sugere que esta mutacdo pode ter
surgido ap6s o processo de domesticacdo e que rapidamente aumentou a frequéncia
posteriormente, pode ser porque suas consequéncias potencialmente deletérias foram
compensadas por outras vantagens e foi positivamente selecionado. Muitos estudos

funcionais adicionais sdo requeridos para confirmar esta hipotese.

3.2 Discussao

Observou-se que a alta diversidade nucleotidica nas regides de gene (exon,
intron e UTR) comparada as regifes intergénica para 0s receptores do gosto amargo esteve
em contraste ao restante dos grupos de genes que mostraram o efeito oposto. Além disso,
0S genes ndo-Tas2 apresentaram mais variagdo nas regides flanqueantes que ndo sdo
esperadas que sofressem presséo seletiva.

Dos 19 genes, 0 GPR120 mostrou a diversidade nucleotidica mais baixa em
regido codificadora e ndo foram encontradas muta¢fes ndo-sinénimas. Os javalis asiaticos
e europeus divergiram ha 1,2 milhdes de anos (Groenen et al., 2012). Essa longa distancia

evolutiva resulta em dois grupos altamente diferenciados quando ambos suinos asiaticos e
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europeus sdo analisados usando, por exemplo, arrays de SNP de alta densidade ou
filogenia com mtDNA (Groenen et al., 2012; Burgos-Paz et al., 2013). Vale salientar que a
filogeografia dos TasRs afasta-se significativamente do padrdo observado no genoma
completo e, para esses receptores do gosto, a divergéncia autossomal Asia-Europa é
altamente atenuada (Figure 1A).

Assumindo que o padrdo do genoma completo é principalmente o resultado
de deriva, a menos que diferenciacdo esperada pode ser explicada por algum tipo de
selecdo balanceadora nos genes TR. No entanto, a selecdo purificadora também parece ter
desempenhado um papel na formacdo da diversidade de TASR, dada a prevaléncia de
proporcdes entre diversidade nucleotidica ndo-sinbnima e sindnima serem menores que 1
(ma/ns) (Tabela 3). No entanto, Groenen et al. (2012) encontraram quatro genes de
receptores do gosto (TaslR2, Tas2R1, Tas240 e Tas2R39) sob selecdo positiva (proporcao
dN/dS variou de 1.5 to 1.9). Vale destacar que algumas amostras usadas no presente estudo
de suinos crioulos, brasileiros e ibéricos ndo foram amostradas no estudo desses autores,
além disso, as analises deste estudo foram feitas baseando-se na proporcdo de
polimorfismos ndo-sinbnimos e sinbnimos (na/ns) e ndo na proporcdo de divergécia
(dN/dS).

Anélises de genomas completos (Bosse et al., 2012) mostraram uma
diversidade nucleotidica mais alta em Asia que em Europeus, como esperado devido ao
“gargalo de garrafa” (bottleneck) sofrido pelos javalis europeus originarios das racas
suinas atuais quando migraram da Asia. Nos asiaticos, uma diversidade nucleotidica
reduzida nos domésticos versos javalis também foi observado por Bosse et al. 2012 e
Groenen et al., 2012. Ndo foi observada essa reducdo na diversidade para 0s genes
receptores do gosto nem quando foram comparados javalis asiaticos vs. europeus, nem
entre suinos asiaticos domésticos e javalis.

A Unica populagdo com uma reducdo marcada na diversidade foi a ibérica, e
deve ser mencionado que a linhagem sequenciada nesse estudo pertence a uma populagéo
fechada (Guadyerbas) mantida geneticamente isolada desde 1945 (Toro et al., 2000).
Como argumentado por Esteve-Codina et al. (2013), a consanguinidade devido ao
confinamento explica muito da perda na variabilidade, enquanto que, as linhagens ibéricas
possuem uma variabilidade comparavel a encontrada nos javalis europeus atuais. As
populacbes mais varidveis foram o0s suinos americanos (crioulos e brasileiros); essa

conclusdo aparentemente surpreendente pode ser explicada pela natureza miscigenada
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dessas populacfes, uma vez que esses animais séo o resultado de cruzamentos com muitos

suinos de origens diferentes (Burgos-Paz et al. 2013).
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4, CONCLUSOES

A populagdo gendmica deste estudo mostrou que 0s genes de receptores do
gosto amargo (Tas2Rs) apresentaram uma diversidade nucleotidica mais alta que os genes
ndo-Tas2Rs (aminoacidos e &cidos graxos), sugerindo que 0 gosto amargo € uma
caracteristica plastica, possivelmente associada com a habilidade dos suinos adaptarem-se
a varios ecossistemas e que pode ser passivel de sele¢cdo em programas de melhoramento e

conservacao.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

1. As analises filogeogréaficas utilizando os marcadores microssatélites revelaram um

2.

baixo grau de estruturacdo e divergéncia dos suinos monteiros distribuidos em
subpopulacdes separadas por uma distancia de até 100 km. A filogeografia
comparada revelou forte relagdo do hapldtipo mitocondrial pertencente aos suinos
monteiros com varias populacdes suinas distribuidas pelo Brasil, principalmente
outras racas suinas brasileiras que, provavelmente, devem compartilhar uma
histéria comum sobre suas origens. Os resultados obtidos com esse estudo
demonstraram que o padrdo de diversidade genética e a relacdo genética entre 0s
suinos monteiros e as demais racgas suinas ndo pode ser apenas de interesse para a
biologia evolutiva, mas também muito importante para a conservacdo dessa raca,
uma vez que foi destacada a grande importancia do fluxo génico para evitar a
fragmentacdo dessa populagdo. Além disso, medidas de controle genético devem
ser empregadas para evitar o aumento de consanguinidade que pode levar a
problemas de depressdo endogamica e comprometer a sobrevivéncia e capacidade
de adaptacdo dos animais em seu habitat comum no Brasil que € o Pantanal Mato-
grossense.

A analise filogenética usando sequéncias completas e da regido controle do mtDNA
separou adequadamente as amostras de suinos e javalis de acordo com suas origens
maternais sem contradi¢cdes e foi muito informativa na compreenséo da relacdo
genética entre as racas amostradas nesse estudo. Nas analises de diversidade
genética, os javalis europeus apresentaram uma diversidade nucleotidica nas
sequéncias completas do mtDNA muito inferior (0,08+0,01) as obtidas com as
sequéncias da regido controle (%n =1,33£0,18). Porém, em geral, as diversidades

nucleotidas e haplotipicas calculadas, com sequéncias completas ou com as
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sequéncias da regido controle, foram altas nos javalis de origem asiatica e europeia.
Esses resultados sdo esperados considerando que os javalis sdo um ponto de origem
dos suinos domesticos. A alta diversidade nucleotidica nos genes codificadores de
proteina do mtDNA aumentou o poder estatistico no momento de detectar genes
sujeitos a selecéo positiva.

O estudo de genes de receptores do gosto e de nutrientes, além de contribuir com
um conjunto de novos SNPs para os bancos de dados publicos que podem
contribuir ainda mais para a compreensdo do processo evolutivo desses genes em
suinos forneceu evidéncias de que a alta diversidade para o cluster de genes de
receptores para 0 gosto amargo pode estar relacionada a adaptacdo dietética,
especialmente para os componentes vegetais. Curiosamente, também foi verificada
uma divergéncia muito menos acentuada entre haplotipos asiaticos e europeus do
que a observada com marcadores distribuidos por todo o genoma; que, juntamente
com a elevada variabilidade, pode ser um indicativo de selecéo balanceadora nestes

loci.
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ANEXOS

ANEXO A: CAPITULO 2

TABELAS

Tabela A1 Quantidades de reagentes utilizados nas reacdes de PCR e de sequenciamento.

1]5{621gentes Volume (uL) 2Rea.gentes Volume (uL) 3Rf:sagen‘res Volume (uL)

Agua ultrapura 0,45/0,4 Tampao 10x 2,0 Big Dye 0,5
Primer (10 uM) 0,05/0,1 MgCl2 (25 1,2 Tampao 5x 1,75
Master mix 2.5 dNTP (2,5 1.6 Primer R/F 2.0
Q. Solution 0.5 Primer R 1.0 Agua 425
DNA (3ng/ul) 1.5 Primer F 1.0 DNA (9ng) 1.5

- - Taq (1U) 0.2 - -

- - Agua. 10 - -

- - DNA 3,0 - -

Total 5 20 10

TPCR microssatélites, > PCR D-Loop € ° reagio de sequenciamento do D-logp.
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Tabela A2 Parametros de diversidade genética analisados em 19 locos de microssatélites nos suinos monteiros do Pantanal.

Locos N Na Nam cNae Ho cHe Fis EWE
S0026 180 6 4,400 3,498 0,804 0,745 -0,126 0,028*
S0155 181 5 3,000 1,597 0,358 0,393 0,043 0,000***
SW830 179 5 4,500 3,224 0,708 0,723 -0,027 0,441™
SW1517 180 9 6,300 4,041 0,769 0,789 -0,022 0,001**
S0002 175 5 4,000 2,756 0,628 0,669 0,014 0,036*
S0355 177 5 4,100 2,081 0,528 0,545 -0,016 0,920™
SW936 178 8 5,800 3,130 0,655 0,716 0,038 0,108™
SW2406 175 8 4,000 1,399 0,175 0,305 0,388 0,020*
OPN 180 8 5,600 3,179 0,659 0,720 0,039 0,334™
S0005 178 8 5,000 3,304 0,724 0,730 -0,038 0,007**
S0101 181 6 3,900 2,646 0,619 0,653 0,006 0,001 ***
S0068 176 9 6,600 4,733 0,855 0,824 -0,084 0,477™
S0090 174 6 3,600 2,142 0,519 0,561 0,027 0,014*
SW72 181 4 2,900 2,229 0,515 0,580 0,065 0,484"™
SW455 180 11 5,400 3,557 0,740 0,753 -0,030 0,343™
SWo11 180 7 4,700 2,713 0,603 0,664 0,045 0,261™
S0097 178 8 5,800 3,599 0,720 0,758 0,003 0,007**
S0228 178 5 4,500 3,696 0,666 0,768 0,087 0,464™
SW24 175 6 4,800 3,296 0,714 0,730 -0,025 0,925™
MédiaxSE 178,21 6,789+1,843 4,679+0,239 2,990+0,193 0,629+0,037 0,664+0,031 0,006+0,016 -
IC = 95% - - 4,303-5,192 2,651-3,329 0,551-0,682 0,606-0,715 -0,023-0,033 -

N = namero de individuos tipados ; Nam = nimero médio de alelos; cNae = nimero efetivo de alelos corrigidos ; Ho = heterozigosidade observada; cHe = heterozigosidade
esperada corrigida segundo o EHW,; Fs = indice de consanguinidade intra-populacional. EWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg; * = P<0,05 ; ** = P<0,01 ; *** = P<0,001 ; ns
= ndo significativo ; SE = erro padrdo; IC = intervalo de confianca.



Tabela A3 Frequéncia (Freq) dos alelos diagndsticos (AD) por populacéo e locos.
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Populagdes Locos AD Freq. Populagdes Locos AD Freq.
MOB S0155 6 0,063 MOB S0090 1 0,143
MOB S0155 7 0,063 MOB SW72 7 0,063
MOB SW1517 7 0,313 MOB SW72 10 0,063
MOB S0002 1 0,063 MOB SW24 13 0,071
MOB SW936 3 0,125 Pop3 SW1517 9 0,063
MOB SW2406 15 0,063 Pop3 S0005 1 0,031
MOB S0005 15 0,188 Pop8 SW936 2 0,014
MOB S0005 20 0,063 Pop8 S0005 13 0,014
MOB S0005 22 0,063 Popl0 SW72 5 0,083
MOB S0068 10 0,063 Popl0 S0097 10 0,028
MOB S0068 12 0,125 - - - -

Tabela A4 Designacdo dos suinos monteiros a populacédo de origem.

Populagbes Populacgdo de origem Outras populagdes
MOB 5 3
Popl - 5
Pop2 3 13
Pop3 4 12
Pop4 3 15
Pop5 8 18
Pop6 5 5
Pop7 10 25
Pop8 - 4
Pop9 3 12
Popl10 10 26
Total 51 138

Percentagem 27% 73%
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Tabela A5 Matriz de distancia geografica (km) entre os 10 pontos de coletas representados pelas populagdes (Pop) amostradas no Pantanal-MS.

Popl Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7 Pop8 Pop9 Popl0

Popl -

Pop2 68,021 -

Pop3 38,456 32,669 -

Pop4 93,513 33,363 55,057 -

Pop5 53,209 15,037 18,027 43,372 -

Pop6 62,497 29,241 25,465 33,721 24,775 -

Pop7 67,232 28,577 45,144 60,149 31,115 54,817 -

Pop8 78,627 10,742 43,319 29,203 25,778 36,253 31,205 - -

Pop9 52,542 38,951 40,791 72,306 33,785 58,358 18,218 45,265 -

Pop10 53,343 17,281 15,863 41,041 5,779 19,157 36,807 27,699 39,219 -

Meédia 63,048 30,431 34,976 51,302 27,875 38,253 41,473 36,454 44,381 28,465

Tabela A6 Estimativas de Fst par a par abaixo na diagonal e valores de P acima na diagonal com os 19 locos de microssatélites.
MOB Popl Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7 Pop8 Pop9 Popl10

MOB - 0,030* 0,003* 0,000* 0,000* 0,000* 0,002* 0,000* 0,043* 0,000* 0,000*
Popl 0,080 - 0,025* 0,001* 0,067 0,006* 0,404 0,000* 0,594 0,018* 0,009*
Pop2 0,055 0,055 - 0,640 0,256 0,128 0,001* 0,464 0,957 0,353 0,420
Pop3 0,069 0,063 0,018 - 0,118 0,020* 0,004* 0,277 0,837 0,023* 0,055
Pop4 0,067 0,045 0,019 0,019 - 0,181 0,119 0,502 0,771 0,076 0,040*
Pop5 0,066 0,048 0,016 0,019 0,014 - 0,003* 0,453 0,794 0,139 0,009*
Pop6 0,070 0,044 0,040 0,034 0,024 0,029 - 0,000* 0,512 0,001* 0,000*
Pop7 0,066 0,054 0,013 0,013 0,011 0,009 0,029 - 0,828 0,268 0,003*
Pop8 0,088 0,062 0,031 0,033 0,035 0,030 0,048 0,027 - 0,646 0,820
Pop9 0,073 0,052 0,020 0,025 0,022 0,018 0,043 0,014 0,033 - 0,003*
Popl10 0,057 0,048 0,014 0,018 0,016 0,014 0,036 0,014 0,031 0,024 -

*P<0,05; 10100 permutacdes



Tabela A7 Distancias genéticas D de Nei (Nei, 1972) com os 19 locos de microssatélites.
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MOB Popl Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7 Pop8 Pop9 Popl10
MOB -
Popl 0,403 -
Pop2 0,280 0,224 -
Pop3 0,349 0,250 0,064 -
Pop4 0,369 0,176 0,074 0,072 -
Pop5 0,370 0,189 0,066 0,071 0,055 -
Pop6 0,406 0,167 0,170 0,138 0,102 0,125 -
Pop7 0,351 0,214 0,049 0,047 0,041 0,034 0,120 -
Pop8 0,437 0,212 0,103 0,112 0,121 0,106 0,177 0,094 -
Pop9 0,367 0,190 0,069 0,083 0,075 0,062 0,171 0,047 0,119 -
Pop10 0,299 0,200 0,052 0,065 0,062 0,055 0,153 0,051 0,105 0,083 -




Tabela A8 Proporcédo de cada populacdo designada a cada cluster para K2 e K4.
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K=2 K=4
Pop 1 2 1 2 3 4
MOB 0,7588 0,2412 0,5146 0,08 0,2032 0,202
Popl 0,1202 0,8798 0,0704 0,2558 0,2034 0,4702
Pop2 0,1898 0,8102 0,207 0,287 0,2344 0,2714
Pop3 0,0594 0,9406 0,1004 0,3674 0,2922 0,24
Pop4 0,0146 0,9854 0,0778 0,3122 0,245 0,3654
Pop5 0,017 0,983 0,1118 0,3358 0,2328 0,3194
Pop6 0,0082 0,9918 0,0536 0,2622 0,2138 0,4704
Pop7 0,0474 0,9526 0,1218 0,3644 0,2532 0,261
Pop8 0,0184 0,9816 0,1164 0,3546 0,2532 0,2762
Pop9 0,0982 0,9018 0,1786 0,355 0,2206 0,2454
Popl0 0,1486 0,8514 0,1354 0,3228 0,2714 0,27
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Tabela A9 indices de diversidade genética para as sequéncias da regifo controle do mtDNA de suinos de cada populac&o.

Estatisticas Monteiros_Pantanal ~ Monteiros_DF Suinos_locais ~ Suinos_Mesticos  Suinos_comerciais Total
Tamanho da amostra 122 6 168 6 29 331
S 10 2 19 10 17 21
T 0,00045+0,00044  0,00184+0,00119 0,01149+0,00157 0,01662+0,00358 0,01874+0,00186 0,00797+0,00093
h 0,016+0,016 0,333+0,215 0,693+0,693 0,600+0,129 0,884+0,030 0,483+0,041

S = sitios com substituicdo; = = diversidade nucleotidica; h =diversidade haplotipica

Tabela A10 Indices de diversidade para as sequéncias da regido controle do mtDNA de suinos
para as quatro regides fisiograficas amostradas.

Estatisticas Centro-oeste Nordeste Sudeste Sul
Tamanho da
amostra 182 71 36 42
S 6 15 14 17
T 0,02018+0,0029 0,01934+0,0018 0,01897+0,0034 0,01736+0,0041
h 1,000+0,063 0,964+0,051 1,000+ 0,096 1,000+0,045

S = sitios com substitui¢do; n = diversidade nucleotidica; h =diversidade haplotipica
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Tabela A1l Estimativa de fluxo génico baseado em Fst pelo método pairwise entre as
cinco populacdes deste estudo abaixo na diagonal. Os valores de P estdo
acima na diagonal e os asteriscos indicam valores significativos (P<0,05).

SMT_P SMT_DF LOCAIS MESTICOS COMERCIAIS

SMT_P - 0,09910 0,00000* 0,00000* 0,00000*
SMT_DF 0,16288 - 0,28829 0,20721 0,02703*
LOCAIS 0,20515 0,00984 - 0,01802 0,00000*

MESTICOS 0,85847 0,37714 0,19150 - 0,14414
COMERCIAIS 0,58517 0,16743 0,11429 0,10069 -

Tabela A12 Estimativa de fluxo génico baseado em Fst pelo método pairwise entre as
quatro regides fisiograficas do Brasil abaixo na diagonal. Os valores de P
estdo acima na diagonal e os asteriscos indicam valores significativos
(P<0,05). Analise realizada com a regido controle do mtDNA

CO NE SE S
CO - 0,0000* 0,0000* 0,0000*
NE 0,21652 - 0,0000* 0,0090*
SE 0,40966 0,08714 - 0,0000*
S 0,41541 0,07985 0,22873 -

CO = Centro-Oeste; NE = Nordeste; SE = Sudeste; S = Sul
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Tabela B13 Valores de distancia genéetica e erro padrdo (d+SE) entre populacdes obtidos
com o DNA mitocondrial completo (abaixo na diagonal) e a regido controle
(acima na diagonal).

AME
EUD
EUD1
ASD
EUWB
ASWB

AME
0,006+0,000
0,004+0,000
0,010+0,001
0,003+0,000
0,013+0,001

EUD
0,009+0,002

0,009+0,001
0,005+0,000
0,012+0,001

EUD1
0,006+0,002

0,012+0,001
0,001+0,000
0,015+0,001

ASD
0,015+0,003
0,015+0,003
0,015+0,004
0,012+0,001
0,007+0,000

EUWB
0,007+0,002
0,010+0,002
0,007+0,002
0,021+0,004

0,014+0,001

ASWB
0,025+0,005
0,024+0,005
0,026+0,005
0,016+0,003
0,026+0,005

AME- Americanos; EUD=Domésticos europeus; 1Europeus sem haplotipos asiaticos; ASD=Domeésticos
asiaticos; EUWB=Javalis europeus e Javalis asiaticos.
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Tabela B14 Posicdo de cada mutacdo ndo-sinénima deletéria e frequéncia nas populacgdes
suinas. Essa frequéncia ndo incluiu mutagdes polimdrficas ou fixadas no

outgroup.
Frequéncia por populagéo

Posicdo da Genes

mutagdo AME EUD EUD1 ASD EUWB ASWB
MT:4087 NADH1 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:4112 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:4154 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:4180 0,000 0,000 0,000 0,000 0,214 0,182
MT:5298 NADH2 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:5391 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:5643 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:5609 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,091
MT:5330 0,000 0,000 0,000 0,037 0,000 0,000
MT:5718 0,214 0,321 0,000 1,000 0,000 0,364
MT:7081 COX1 0,000 0,071 0,105 0,000 0,000 0,000
MT:7154 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:7173 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:7181 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:7184 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:7189 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:7262 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:7418 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:7532 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:8203 COX2 0,000 0,000 0,000 0,037 0,000 0,000
MT:8301 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:8342 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,182
MT:8389 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:8819 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:8959 ATPase8 0,000 0,000 0,000 0,074 0,000 0,000
MT:9043 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:9076 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,182
MT:9151 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,091
MT:9354 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,091
MT:9370 ATPase6 0,000 0,071 0,000 0,000 0,000 0,000
MT:9406 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,091
MT:9442 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:9445 0,000 0,036 0,053 0,000 0,000 0,000
MT:9882 COX3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,071 0,000



MT:9989
MT:9996
MT:10071
MT:10271
MT:10355
MT:10424
MT:10692
MT:11279
MT:11300
MT:11368
MT:11458
MT:11744
MT:11801
MT:12055
MT:12194
MT:12269
MT:12349
MT:12524
MT:13643
MT:13761
MT:14070
MT:14084
MT:14180
MT:14366
MT:14694
MT:14999
MT:15130
MT:15254
MT:15400
MT:15474
MT:15830
MT:15933
MT:16140

NADH3
NADH4L

NADH4

NADH5

NADH6

Cytb

0,000
0,000
0,000
0,143
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,036
0,036
0,000
0,000
0,036
0,000
0,036
0,000
0,071
0,000
0,000
0,036
0,036
0,000
0,036
0,036
0,036
0,036
0,036
0,036
0,036
0,036
0,036
0,000
0,036
1,000
0,036
0,071
0,036
0,000
0,036
0,036
0,036

0,000
0,000
0,000
0,000
0,053
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,053
0,053
0,000
0,000
0,000
0,000
0,053
0,053
0,000
0,053
0,053
0,053
0,000
0,000
1,000
0,053
0,105
0,000
0,000
0,000
0,053
0,053

0,000
0,000
0,037
0,000
0,000
0,037
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,037
0,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,214
0,214
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,182
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,818
0,000
0,000
0,000
0,273
0,000
0,000
0,000
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Tabela B15 D de Tajima para mutacdes sindbnimas (Ts) e ndo-sindnimas (Ta) por gene e por populacdo. Valores em negrito ou sublinhado foram

significativos a 5% e 1%, respectivamente.

Ts Ta Ts Ta Ts Ta Ts Ta Ts Ta Ts Ta
Genes AME EUD EUD1 ASD EUWB ASWB

NADH1 0,349 0,416 1,223 -1,239 -0,590 -1,966 -1,233 n,a, n,a, -0,565 0,009 0,223
NADH2 0,399 0,319 1,274 0,005 -1,165 -1,661 -2,146 -2,004 -0,532 -0,959 0,208 0,113
COX1 0,632 -1,155 0,557 -2,283 -1,849 -1,096 -1,815 -1,153 -1,155 n,a, 0,280 -0,127
COX2 0,578 n,a, 0,831 -1,733 n,a n,a n,a, -1,153 n,a, 0,324 -0,043 -0,142
ATPase8 0,469 0,416 1,825 0,050 na n,a -1,733 -1,520 n,a, -1,155 0,362 -0,812
ATPase6 0,314 -0,337 0,441 -0,581 -0,607 -1,715 -1,520 -1,307 0,184 1,212 -0,155 -1,053

COX3 -0,023 -0,011 0,183 -1,139 -1,050 -1,511 -1,233 -1,512 -0,013 -1,155 n,a n,a

NADH3 0,416 0,505 -0,341 -0,150 -0,562 -1,511 -0,728 -1,153 -1,155 -1,481 n,a n,a
NADHA4L n,a, 0,290 -1,151 1,4558 -1,165 -0,562 n,a, -0,394 0,324 n,a, -0,100 -0,129
NADH4  -0,244 0,327 -1,085 0,154 -1,861 -1,861 n,a, -1,560 -1,155 -0,921 -0,142 -0,207
NADH5 0,184 -0,056 0,357 -1,297 -1,841 -2,046 -1,396 -1,718 -0,877 -1,670 -0,058 -0,687
NADH6 na, 0,324 -0,741 1,310 -0,562 -1,165 n,a, -0,932 na n,a -0,778 -0,002

cyth 0,302 0,505 0,328 -0,737 -1,715 -1,762 -1,709 -1,555 -1,670 -1,155 0,095 0,423
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Figura B4 Arvore consenso Bayesiana de 341 sequéncias da regido controle do mtDNA. As cores dos ramos indicam designacdes diferentes dos
clados (preto séo europeus e vermelho e azul séo ASD e ASWB, respectivamente). Cinza claro representa as sequéncias usadas para
0 estudo de mtDNA completo.



119

Europeus Asiaticos EUD
@AasD

g2 11
\:\ 7 @2rswB
[

13

\e

6

Figura B5 Relacdo entre 62 haplétipos pelo método de network Median-Joining usando 575 pb da regido controle do mtDNA. Os
diferentes circulos coloridos correspondem as populacfes e os tamanhos proporcionais as frequéncias das amostras.
Pontos pretos pequenos sdo vetores medianos que representam haplotipos inferidos e linhas tracejadas representam o
numero de mutagbes. Um ASWB-TR0514 da Turquia sequenciado nesse estudo apresentou um hapldtipo europeu,
sugerindo evento de introgressdo ou falta de informacdo genética para inferir haplétipos de um fragmento de mtDNA
pequeno. Treze hapl6tipos foram relacionados aos suinos AME, dos quais cinco e oito foram compartilnados e
exclusivos, respectivamente. Dos haplétipos AME compartilhados, o H3 foi, principalmente, compartilhado com sete
EUD, um EUWB da Franca e com cinco ASD (cinco suinos tailandeses que tém hapldtipo europeu). O H1 conteve
apenas um suino ibérico (EUD_IB_FJ236994), e o H7 foi compartilhado entre as cinco populagdes.
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Figura B6 NUmero de sitios sinbnimos e ndo-sindnimos (a) ocorrendo em cada um dos 13
genes codificadores de proteina. Distribuicdo das mutaces ndo-sindnimas de
cada gene em tolerado e deletério que foram determinado por escores SIFT (b).
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Tabela C16 Numeros de acesso do GenBank das sequéncias incluidas nas analises.

Amostra Origem NUmero Amostra Origem NUmero
GenBank GenBank
LW22F01_Large
White na ERX149148 P121M20_Pietrain na ERX149170
LW22F02_Large
White na ERX149149 PI21M21_Pietrain na ERX149171
LW22F03_Large
White na ERX149150 HA20U01_Hampshire na ERX149137
LW22F04_Large
White na ERX149151 HA20U02_Hampshire na ERX149138
LW22F06_Large
White na ERX149152 JQO1U02_Jiangquhai China ERX149142
LW22F07_Large
White na ERX149153 MS20U10_Meishan China ERX149162
LW22M04_Large
White na ERX149154 MS20U11_Meishan China ERX149163
LW22MOQ7_Large
White na ERX149155 MS21MO07_Meishan China ERX149164
LW36F01_Large
White na ERX149156 MS21M14_Meishan China ERX149165
LW36F02_Large
White na ERX149157 WB20U02_Wild Boar Japéo ERX149175
LW36F03_Large
White na ERX149158 WB21F05_Wild Boar  Holanda ERX149176
LW36F04_Large WB21M03_Wild
White na ERX149159 Boar Holanda ERX149177
LW36F05_Large
White na ERX149160 WB22F01_Wild Boar  Holanda ERX149178
LW36F06_Large
White na ERX149161 WB22F02_Wild Boar  Holanda ERX149179
LR21MO03_Landrace na ERX149143 WB25U11_Wild Boar Franca ERX149180
WB26M09_Wild
LR24F01_Landrace na ERX149144 Boar Suécia ERX149181
Sul da
LR24F08_Landrace na ERX149145 WB29U04_Wild Boar China ERX149182
Sul da
LR30F02_Landrace na ERX149146 WB29U12_Wild Boar China ERX149183
Norte da
LR30F03_Landrace na ERX149147 WB30U01_Wild Boar China ERX149184
Norte da
DU23M01_Duroc na ERX149133 WB30U08_Wild Boar China ERX149185
WUCN1800-
DU23M02_Duroc na ERX149134 _Wuzhishan China AJKK00000000
DU23M03_Duroc na ERX149135 X101U03_Xiang China ERX149186
DU23M04_Duroc na ERX149136 X101U04_Xiang China ERX149187
PI21F02_Pietrain na ERX149167 INDO22_Wild Boar Sumatra ERX149139
PI21F06_Pietrain na ERX149168 INDO33_Wild Boar Sumatra ERX149141
P121M17_Pietrain na ERX149169

Na= ndo disponivel
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Tabela C17 Diversidade nucleotidica total (n;) e regido do gene (ng) por populacao.

Internacional Ibéricos (n=04) Crioulo (n=14) Brasileiros Asiaticos (n=08) ASWB (n=06) EUWB (n=09)
Grupo de (n=31) (n=03)

genes Genes mt ng it ng it ng it ng it ng it ng mt ng

Amargo TAS2R20  1,6%0,6 2,6+0,2 0,3+0,0 0,3+0,0 2,7+0,3 3,8+0,5 2,405 3,5+0,6 0,3+0,0 0,6x0,0 2,5+0,7 0,7#0,1 2,7x0,4 3,9+16
TAS2R9 2,4+0,5 1,1+0,3 0,7¢0,0 0,5+0,1 44+14 1,1+0,0 2,6£0,6 1,7+0,2 3,7#0,6 1,3%0,5 44406 15+04 1,6+0,3 0,6+0,1
TAS2R10 1,9+0,3 0,5+0,0 15+0,5 1,740,5 3,3+0,9 1,1+0,2 2,3+0,3 1,1+0.1 2,4+0,2 0,1+0.1 4,6+1,8 15+04 1,1+0,1 1,1+0,1
TAS2R42  1,9+0,3 4,4+0,6 0,3+0,0 1,0+0,2 3,1#0,6 6,3+2,4 2,5+0,6 6,4+29 1,8+0,3 4,4%19 2,3+0,3 4,2+1.2 1,9+0,3 4,9+0,7
TAS2R16  2,1+0,3 1,5%0,3 2,2#0,3 1,5+0,4 1,6+£0,2 1,3%0,1 7,8£1,8 6,0£2,1 2,2#0,2 1,7%0,5 3,2#0,5 1,0£0,1 6,2+0,7 4,4%14
TAS2R38 0,8+0,1 5,9+0,7 0,8+0,1 5,6+0,9 0,9+0,1 5,2+0,6 0,9+0,1 3,710 0,9+0,0 4,606 0,7#0,0 1,5+0,3 0,8+0,0 6,3%+2,6
TAS2R39  2,8+0,5 4,718 1,7¢0,2 3,108 3,4+0,5 5,408 4,1+0,3 6,9+1,8 3,9+0,9 5,5%19 3,5#1,1 6,515 2,0£0,2 2,2+0/4
TAS2R41  050,1 24405 0,6+0,1 2,9+0,5 1,0+0,1 3,2+0,8 0,5+0,1 2,0+0,0 0,8+0,0 3,5+0,5 0,8+0,1 4,3+1,6 0,8+0,0 2,6+0,6
TAS2R60  1,0+0,2 3,6+0,3 1,4+0,3 3,3%0,3 15+0,5 3,718 0,9+0,2 2,3+0,3 1,0+0,0 3,009 0,6+0,1 2,6+0,6 0,9+0,1 2,1+0,3
TAS2R7C  3,2#0,3 1,705 0,4+0,0 0,0+0,0 49+13 24405 4,0£0,5 2,2+0,7 2,8£0,6 1,403 2,8#0,8 1,5+0,3 3,2£1,4 2,7+0,7

Amino- GRM4 4,9+0,3 5,1+0,5 0,2+0,0 0,2+0,0 4,2+0,6 4,2+0,5 5,1+0,7 5,3%0,9 3,1#0,9 3,0£1,0 4,4+16 4,5+0,7 2,504 2,6%0,3
acidos GPRC6A 1,4+0,2 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,7¢0,0 0,5+0,0 1,4+0,3 0,901 1,9+0,5 1,4403 1,7+0,3 1,5+0,3 0,2#0,0 0,1+0,0
MGLUR1  2,0+0,5 2,0+0,6 0,8+0,2 0,8+0,0 1,5+0,6 1,5+0,1 2,5+0,6 2,6+0,6 3,1+1,4 3,2+1,2 3,3t1,2 3,318 1,7¢0,2 1,740,3
TAS1R1 1,0+0,1 1,1+0,2 0,4+0,0 0,4+0,0 1,2+0,2 1,24#0,3 1,6+0,2 1,740,2 1,2+0,2 1,3%0,3 1,2+0,2 1,3%0,2 0,2#0,0 0,2+0,0

Acidos GPR40 1303 0801  00:00 00+00 29405 23+05  34:07 22407  16+05 09+01  16:01 0701 0200 04201
graxos GPRA3 12402 08:01 0100 00:00  2,6:05 2803 3203 22:03  27:05 33:07  26:04 29:07  02:00 0300
GPRA1 25803 09+02 02400 00400  43%03 11#01 5007 19402 28404 28408  13+03 14#03  01+00 0300
GPRI20 16:05 21:05  14%0,2 12:03 21203 2,705 22403 23+05  22:03 2,707 3003 35:09  12:01 11+03
GFRa4 04400 02+00 04400 00:00 06201 0000 7402 00+00  12:04 0000  09+01 00400 04400 02400

Mean 2,0+0,3 2,4+0,4 0,7+0,1 1,1+0,2 2,840,6 3,0+0,6 3,1+0,6 3,2+0,8 2,240,5 2,5+0,7 2,6+80,6 2,5+0,7 19404 2,5+0,6
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Tabela C18 Distribuicdo de mutacbes ndo-sinbnimas por gene, posicdo no cromossomo, mudanca de alelo, identificacdo de SNP do dbSNPs,
SIFT e frequéncia alélica por populacdo. Escore SIFT < 0.05 ¢ considerado como deletério na func¢io da proteina e valores > 0.05
sdo considerados tolerados sem nenhum dano a funcao da proteina.

Genes ] Mudanca Frequéncia Alélica
Posicdo  Mudanca de __
em pb Nucleotideo de AA 1D NP SIFT Internacional Ibericos Crioulos Brasileiros DOFT]IG?'[ICOS ASWB EUWB
asiaticos

TAS2R20 63904194 G/A rs336714661 na 0,0323 0,7500 0,1071 0,0000 0,0000 0,0000 0,1875
63904542 G/A rs340207639  na 0,0161 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
63904557 G/C rs80827179  na 0,3065 0,0000 0,2500 0,3333 0,0000 0,0000 0,0000
63904569 G/A rs80911144  na 0,0806 1,0000 0,2143 0,1667 0,0000 0,0000 0,6250
63904681 TIG rs339125673 na 0,0000 0,0000 0,0357 0,0000 0,4286 0,0833 0,0000
63904848 CIT rs341034956  na 0,1129 1,0000 0,2143 0,1667 0,0000 0,0000 0,6250
63904854 AlG rs322322534  na 0,0323 0,0000  0,0000 0,1667 0,0000 0,0000 0,0000
63904949 GIT rs346100475 na 0,1129 0,8750 0,2143 0,1667 0,0000 0,0000 0,6875
TAS2R9 63977077 TIG S113R - 0,01 0,0000 0,2500  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
63977391 C/G S218C  rs323930780 0,25 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,2857 0,1667 0,0000
63977261 C/A H175N  rs81490582 0,30 0,1290 0,0000 0,0357 0,1667 0,8571 0,1667 0,0000
63976924 G/A M62I rs341774888 1,00 0,1774 1,0000  0,5000 0,5000 1,0000 1,0000 0,5000
63977076 G/A S113N  rs81384489 1,00 0,1452 0,0000 0,3214 0,1667 1,0000 1,0000 0,1250
63977246 AlG M170V  rs329437592 1,00 0,0806 0,0000  0,0000 0,1667 0,1429 0,0000 0,0000
TAS2R10 63965528 G/A - na 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
63965543 TIC rs328033077 na 0,0323 0,2500  0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0625
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63965603 CIT rs338533492 na 0,0323 0,2500  0,0357 0,1667 0,0000 0,0000 0,0625
63965779 GIT - na 0,0000 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
63966178 G/A rs336151567 na 0,0000 0,0000 0,1786 0,0000 0,0000 0,2500 0,0000
63966296 AlG rs320357876  na 0,0000 0,0000 0,1786 0,0000 0,0000 0,2500 0,0000
63966333 AlT rs331570129  na 0,0645 0,1250  0,0357 0,1667 0,0000 0,0000 0,1250
TAS2R42 63867101 TI/C rs327293870  na 0,2419 0,7500  0,4643 0,3333 0,2857 0,3333 0,5625
63867102 G/A rs341683063  na 0,2419 0,7500  0,4643 0,3333 0,2857 0,3333 0,5625
63867473 AlG rs340194692  na 0,2581 1,0000 0,4286 0,3333 0,2857 0,5000 0,6875
63867563 T/C rs332299843  na 0,2742 1,0000  0,3929 0,3333 0,2857 0,3333 0,5625
63867827 T/C rs342354538 na 0,0968 0,8750 0,1786 0,1667 0,0000 0,0000 0,6875
63867841 T/C rs322012964  na 0,1452 0,0000 0,2857 0,1667 0,2857 0,5000 0,0000
63867877 AlG - na 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0833 0,0000
63867975 AlC rs324960785 na 0,0968 0,0000 0,2143 0,1667 0,1429 0,2500 0,0000
TAS2R16 25883755 CIT rs341218110 na 0,5161 0,1250 0,1786 0,3333 0,5000 0,3333 0,2500
25883684 T/IA - na 0,0000 0,0000  0,0000 0,3333 0,0000 0,0000 0,2500
25883851 GI/C rs323409960 na 0,0000 0,0000  0,0000 0,5000 0,0000 0,0000 0,1875
25883916 C/G - na 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0833 0,0000
25883983 GIT rs323772679 na 0,0000 0,0000  0,0000 0,5000 0,0000 0,0000 0,2500
25884094 AlC - na 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0714 0,0000 0,0000
25884101 AT rs328024691 na 0,0323 0,0000  0,0000 0,1667 0,0000 0,0000 0,0000
25884264 AlG rs333868526  na 0,0000 0,0000  0,0000 0,5000 0,0000 0,0000 0,2500
TAS2R38 8357545 G/A - na 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0714 0,0000 0,0000
8357565 C/A rs344373699  na 0,1935 0,0000 0,3214 0,0000 0,0000 0,0000 0,1875
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8357605 AlC rs340228133  na 0,3387 0,3750 0,8214 0,6667 0,8571 0,6667 0,5000
8357647 G/A - na 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,1667 0,0000
8358039 AlT rs332855976  na 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,2857 0,0000 0,0000
8358202 G/A rs336060799 na 0,4516 0,3750  0,7500 0,6667 0,7143 0,8333 0,5000
8358221 G/A - na 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0625
8358348 C/G rs337735554  na 0,1452 0,3750  0,4286 0,1667 0,6429 0,0000 0,2500
8358485 TIC rs319573015 na 0,3710 0,6250  0,5357 0,8333 0,6429 0,5000 0,3750
8358491 G/A rs340948118 na 0,5323 0,7500  0,7500 0,8333 0,7143 0,8333 0,4375
TAS2R39 7358957 TIC L114S  rs331114472 0,09 0,3387 0,6250  0,5000 0,3333 0,0000 0,0000 0,6875
7359852 GI/C E335D rs319025082 0,10 0,1129 0,0000 0,2500 0,1667 0,5000 0,2500 0,0000
7359394 C/A H183N  rs336119089 0,11 0,0161 0,0000 0,1071 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
7358913 C/A S22R - 0,19 0,0161 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
7359424 TIC F193L  rs328351764 0,29 0,0484 0,0000 0,0000 0,3333 0,0714 0,1667 0,0000
7359355 GIT G170C  rs345532192 0,38 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0625
7359467 CIT T2071  rs337700679 0,40 0,4032 0,2500  0,5357 0,8333 0,4286 0,3333 0,7500
7358980 AlG 145V rs323606521 0,42 0,1290 0,0000 0,1429 0,0000 0,0714 0,0833 0,0000
7359526 G/A A227T  rs81209905 0,42 0,0161 0,0000 0,1071 0,0000 0,3571 0,0000 0,0000
7358903 T/C 119T rs335568369 0,44 0,1129 0,0000 0,2143 0,5000 0,7143 0,4167 0,0625
7359212 G/A Cli2y - 0,44 0,0161 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
7359437 AlG K197R - 0,44 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0833 0,0000
7359190 G/A G115S  rs323238022 0,47 0,4677 0,6250 0,7143 0,6667 0,8571 0,5833 10,8125
7358965 G/A V40l rs345006834 0,51 0,2419 0,0000 0,3571 0,5000 0,9286 0,6667 0,0625
7359059 AlC N71T  rs342835508 0,67 0,7097 0,7500  0,8929 1,0000 1,0000 0,8333 10,8750
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7358972 CIT A42V  rs339810026 0,76 0,0161 0,0000 0,0714 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
7359404 AlG N186S  rs344640384 0,88 0,1129 0,0000  0,0000 0,3333 0,1429 0,2500 0,0625
7359253 GIT V136L - 0,89 0,0000 0,5000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
7359213 T/C rs335079257 na 0,0000 0,0000  0,0000 0,1667 0,0714 0,1667 0,0625
TAS2R41 7018811 CIT A307T  rs320709106 0,00 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0833 0,0000
7018883 G/A L283F  rs342189509 0,01 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1250
7018818 GI/C F304L  rs342228000 0,03 0,0323 0,0000 0,0000 0,0000 0,0714 0,0000 0,0000
7019528 AlG Y68H  rs345262132 0,03 0,0000 0,0000 0,0000 0,1667 0,0714 0,1667 0,0000
7019414 GI/C L106V  rs333683448 0,05 0,0161 0,0000 0,0000 0,0000 0,2143 0,0000 0,0000
7019154 AlC 1192M  rs323873992 0,12 0,0484 0,2500 0,2143 0,0000 0,0714 0,0000 0,0625
7018816 CIT R305Q  rs331758880 0,27 0,0484 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,3333 0,0000
7019271 GI/C H153Q rs342853167 0,32 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
7019623 G/A A107V  rs325525037 0,48 0,2742 0,3750 0,0714 0,3333 0,3571 0,2500 0,0000
7019146 G/A S195F - 0,60 0,0000 0,2500  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
7018916 CIT V2721 rs322495269 1,00 0,0968 0,2500 0,1429 0,0000 0,2143 0,0000 0,3750
7019387 AlT S115T  rs326069450 1,00 0,2742 0,0000  0,2500 0,1667 0,6429 0,4167 0,2500
TAS2R60 7046531 T/C 123V rs339482728 0,04 0,0968 0,0000 0,0714 0,0000 0,1429 0,0000 0,0000
7045964 T/C S212G  rs337678249 0,37 0,1290 0,0000 0,0714 0,0000 0,0714 0,0000 0,0000
7045265 C/G E313D - 0,42 0,0000 0,3750  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
7046591 CIT A3T rs322889806 0,56 0,0484 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,1667 0,0000
TAS2R7C 63985159 G/C rs336392315 na 0,0000 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,1250
63985428 T/C rs325458119 na 0,1290 0,0000 0,0714 0,1667 0,5000 0,7500 0,0000
63985814 GI/C rs344408296 na 0,2097 0,7500  0,4643 0,3333 0,8571 0,8333 0,5625
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63985874 AlG rs327810383 na 0,0806 0,0000 0,2857 0,0000 0,7143 0,5833 0,0000

63986034 AlG rs335556860 na 0,2258 0,7500  0,4643 0,3333 0,8571 0,5000 0,5000

GRM4 34850792 CIT A908T  rs338034384 0,69 0,1774 0,7500  0,2857 0,0000 0,0714 0,0000 0,7500
34839257 GI/C T697S  rs330398200 0,86 0,0000 0,0000  0,0000 0,1667 0,0000 0,0000 0,0000

GPRC6A 50131432 CIT R18C  rs324254536 0,08 0,0000 0,0000 0,0714 0,1667 0,2143 0,1667 0,0000
50131471 AlG S31G rs325860095 0,18 0,0000 0,0000  0,0357 0,1667 0,1429 0,0000 0,0000

50131438 CIT P20S rs334455020 0,96 0,0000 0,0000  0,0357 0,0000 0,0000 0,0833 0,0000

GRM1 21476805 CIT M791lI - 0,00 0,0161 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
TAS1IR1 62360925 AlG rs331670639 1,00 0,0161 0,0000 0,1429 0,3333 0,6429 0,5000 0,0000
62362410 C/G L579V  rs330666697 0,01 0,0161 0,0000 0,0714 0,1667 0,4286 0,0000 0,0000

62357814 C/A S354Y  rs325274060 0,05 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,1667 0,0000

62357499 CIT P249L  rs334245415 0,27 0,0484 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

62362761 C/G L696V  rs339177207 1,00 0,0161 0,0000 0,0714 0,1667 0,3571 0,0000 0,0000

FFAR1 40339838 G/A R211C  rs323728911 0,01 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1875
40340399 AlC C25G  rs329339162 0,07 0,1129 0,0000 0,2143 0,3333 0,7143 0,3333 0,0000

40339583 CIT G296S  rs324621867 0,26 0,0161 0,0000 0,0357 0,1667 0,0000 0,0000 0,0000

40339952 C/A Al73S - 0,71 0,0161 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

FFAR2 40282557 TIG M159L  rs320946055 0,78 0,0000 0,0000 0,1429 0,1667 0,5714 0,0000 0,0000
FFAR3 40334700 G/A P68L rs318787211 0,00 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1875
40334287 GIT L206M - 0,15 0,0000 0,0000  0,0000 0,1667 0,0000 0,0000 0,0000

40334023 TIC T294A  rs336566065 1,00 0,0323 0,0000  0,0357 0,1667 0,0000 0,0000 0,0000

na= ndo analisados. Analise de SIFT foi realizada com Variant Effector Predictor (VEP) que usa as informacdes localizadas no Ensembl, assim para genes

sem informacdes disponiveis nédo foi possivel conseguir os escores ou predi¢des das mutagdes na funcédo protéica.
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FIGURAS
A Deltak = mean(|L"(K)[) / sd(L(K)) B DeltaK = mean(|L"(K)[) / sd(L(K))
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Figura C7 Resultados da analise de STRUCTURE para SNPs de genes de receptores do gosto amargo: o0 melhor K de 1 a 15 pela estatistica Delta
K para o conjunto de SNPs (A) e para SNPs ndo-sindnimos (B).



ANEXO D: CAPITULO 4

Arquivo no formato GFF3 que foi utilizado na anotacdo das variantes.

GPRCG6A
GPRCG6A
GPRCG6A
GPRCG6A
GPRCG6A
GPRCG6A
GPRC6A
GPRC6A
GPRC6A
GPRC6A
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1

e e e e e e T o T e e e N S N S =

start_codon 50131381 50131383
CDS 50131381 50131574
exon 50131244 50131574
CDS 50133335 50133638
exon 50133335 50133638
CDS 50135971 50136081
stop_codon 50136082 50136084
exon 50135971 50136085
intergenic 50121244 50131243
intergenic 50136086 50146085
intron 50131575 50133334
intron 50133639 50135970
stop_codon 21476514 21476516
CDS 21476517 21477448
exon 21476379 21477448
CDS 21489473 21489599
exon 21489473 21489599
CDS 21502830 21502998
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MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
MGLUR1
GPR84

GPR84

GPR84

exon 21502830 21502998
CDS 21507277 21507523
exon 21507277 21507523
CDS 21552147 21552382
exon 21552147 21552382
CDS 21709765 21710014
exon 21709765 21710014
CDS 21813937 21814636
start_ codon 21814634

exon 21813937 21814964
intergenic 21466379

intergenic 21814965

intron 21477449 21489472
intron 21489600 21502829
intron 21502999 21507276
intron 21507524 21552146
intron 21552383 21709764
intron 21710015 21813936
UTR 21476379 21476516
UTR 21814636 21814964
stop_codon 20410225

exon 20410225 20411145
CDS 20410225 20411145

21814636

21476378
21824964

20410227
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GPR84 exon 20411148 20411195 . - . ;
GPR84 intergenic 20404644 20410224 . - . ;
GPR84 intergenic 20411149 20416116 . - . ;
GPR84 intron 20411146 20411195 . - . ;

TAS2R7C exon 63985142 63986080 . + . ;
TAS2R7C CDS 63985142 63986080 . + . ;
TAS2R7C start_codon 63985142 63985144 . + . ;
TAS2R7C stop_codon 63986078 63986080 . + . ;

TAS2R7C intergenic 63982692 63985141 . . . ;
TAS2R7C intergenic 63986081 63996080 . . . ;

TAS2R9  start_codon 63976739 63976741 ) + . ;
TAS2R9  exon 63976739 63977674 . + : ;
TAS2R9 CDS 63976739 63977674 . + : ;
TAS2R9  stop_codon 63977672 63977674 . + . ;

TAS2R9 intergenic 63971739 63976738 . . . ;
TAS2R9  intergenic 63977675 63982674 . . . ;

TAS2R10 start_codon 63965446 63965448 . + . X
TAS2R10 exon 63965446 63966375 . + : ;
TAS2R10 CDS 63965446 63966375 . + : ;
TAS2R10 stop_codon 63966373 63966375 . + . X

TAS2R10 intergenic 63958146 63965445 . . . :
TAS2R10 intergenic 63966376 63971725 . . . ;
TAS2R20 start codon 63904140 63904142 . + . ;
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TAS2R20
TAS2R20
TAS2R20
TAS2R20
TAS2R20
TAS2R42
TAS2R42
TAS2R42
TAS2R42
TAS2R42
TAS2R42
GPR40
GPR40
GPR40
GPR40
GPR40
GPR40
GPR41
GPR41
GPR41
GPR41
GPR41
GPR41

exon 63904140 63905054
CDS 63904140 63905054

stop_codon 63905052
intergenic 63894140
intergenic 63905055

63905054
63904139
63915054

exon 63867091 63868041
CDS 63867091 63868041

start_ codon 63867091
stop_codon 63868039
intergenic 63857091
intergenic 63868042
stop_codon 40339566

63867093
63868041
63867090
63878041
40339568

CDS 40339569 40340468

start_ codon 40340466

40340468

exon 40339566 40340468

intergenic 40335081
intergenic 40340469
start_codon 40283026

40339565
40343065
40283028

CDS 40282039 40283028

stop_codon 40282039

40282041

exon 40282039 40283031

intergenic 40272039
intergenic 40283032

40282038
40293031
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GPR42

GPR42

GPR42

GPR42

GPR42

GPR42

TAS1R1
TASI1R1
TASI1R1
TAS1R1
TAS1R1
TASI1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1

stop_codon 40333922
CDS 40333925 40334902
start codon 40334900
exon 40333922 40334902
intergenic 40323922
intergenic 40334903
start_ codon 62350603
CDS 62350603 62350793
exon 62350603 62350793
CDS 62354649 62354955
exon 62354649 62354955
CDS 62357248 62357343
exon 62357248 62357343
CDS 62357348 62358007
exon 62357348 62358007
CDS 62360362 62360583
exon 62360362 62360583
CDS 62360879 62360999
exon 62360879 62360999
CDS 62362273 62363201
stop_codon 62363202
exon 62362273 62363204
intergenic 62349877

40333924

40334902

40333921

40335070
62350605

62363204

62350602

+ + o+ o+ o+ 4+ o+ o+

+
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TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TAS1R1
TASI1R3
TASI1R3
TASI1R3
TASI1R3
TASI1R3
TASI1R3
TASI1R3
TASI1R3
TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASIR3

intergenic 62363205

intron 62350794 62354648
intron 62354956 62357247
intron 62357344 62357347
intron 62358008 62360361
intron 62360584 62360878
intron 62361000 62362272
start codon 58111944

CDS 58111944 58112128
exon 58111612 58112128
CDS 58112201 58112501
exon 58112201 58112501
CDS 58112585 58113367
exon 58112585 58113367
CDS 58113482 58113685
exon 58113482 58113685
CDS 58113818 58113938
exon 58113818 58113938
CDS 58114082 58115052
stop_codon 58115053

exon 58114082 58115907
intergenic 58109541

intergenic 58115908

62363714

58111946

58115055

58111611
58116535

+ + o+ o+ o+ o+ o+

+
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TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASIR3
TASI1R3
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4

intron 58112129 58112200
intron 58112502 58112584
intron 58113368 58113481
intron 58113686 58113817
intron 58113939 58114081
UTR 58111612 58111944
UTR 58115055 58115907
stop_codon 34839241

exon 34839241 34839290
CDS 34839241 34839290
exon 34844404 34844650
CDS 34844404 34844650
exon 34850439 34851374
CDS 34850439 34851374
exon 34854475 34854611
CDS 34854475 34854611
exon 34854855 34855055
CDS 34854855 34855055
exon 34865610 34865750
CDS 34865610 34865750
exon 34867710 34867864
CDS 34867710 34867864
exon 34870300 34870435

34839243
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13
13
13

GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
GRM4
CASR
CASR
CASR
CASR

CDS 34870300 34870435
exon 34893117 34893333
CDS 34893117 34893333
CDS 34927186 34927704
start_codon 34927702

exon 34927186 34928071
intergenic 34829241

intergenic 34928072

intron 34839291 34844403
intron 34844651 34850438
intron 34851375 34854474
intron 34854612 34854854
intron 34855056 34865609
intron 34865751 34867709
intron 34867865 34870299
intron 34870436 34893116
intron 34893334 34927185
3 _UTR 34839243 34839290
5 UTR 34927704 34928071
stop_codon 147907932

CDS 147907935 147909439
exon 147907932 147909439
CDS 147910886 147911009

34927704

34839240
34938071

147907934
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13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14

CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
CASR
GPR120
GPR120
GPR120
GPR120
GPR120
GPR120

exon 147910886 147911009
CDS 147916007 147916237
exon 147916007 147916237
CDS 147927407 147928291
exon 147927407 147928291
CDS 147932029 147932335
exon 147932029 147932335
CDS 147934886 147935070
start_ codon 147935068

exon 147934886 147935070
intergenic 147897932

intergenic 147935071

intron 147909440 147910885
intron 147911010 147916006
intron 147916238 147927406
intron 147928292 147932028
intron 147932336 147934885
exon 114743575 114744148
CDS 114743582 114744148
start_codon 114743582

exon 114752983 114753111
CDS 114752983 114753111
exon 114764725 114765158

147935070

147907931
147940283

114743584
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18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
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GPR120

GPR120

GPR120

GPR120

GPR120

GPR120

TAS2R16
TAS2R16
TAS2R16
TAS2R16
TAS2R16
TAS2R16
TAS2R38
TAS2R38
TAS2R38
TAS2R38
TAS2R38
TAS2R38
TAS2R39
TAS2R39
TAS2R39
TAS2R39
TAS2R39

CDS 114764725 114765158
stop_codon 114765112 114765114
intergenic 114733575 114743574
intergenic 114765159 114769008
intron 114744149 114752982
intron 114753112 114764724
start_codon 25883452 25883454
exon 25883452 25884354
CDS 25883452 25884354
stop_codon 25884352 25884354
intergenic 25873452 25883451
intergenic 25884355 25894354

exon 8357518 8358525
CDS 8357518 8358525
start_codon 8357518 8357521
stop_codon 8358523 8358525
intergenic 8347518 8357517
intergenic 8358526 8368525
start_ codon 7358848 7358851
CDS 7358848 7359852
stop_codon 7359853 7359855
exon 7358848 7359855

intergenic 7348848 7358847
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TAS2R39
TAS2R41
TAS2R41
TAS2R41
TAS2R41
TAS2R41
TAS2R41
TAS2R60
TAS2R60
TAS2R60
TAS2R60
TAS2R60
TAS2R60
TAS2R60
TAS2R60
TAS2R60

intergenic 7359856 7369855
stop_codon 7018806 7018808
CDS 7018809 7019729
start_ codon 7019727 7019729
exon 7018806 7019729
intergenic 7008806 7018804
intergenic 7019730 7029729
stop_codon 7045247 7045249
CDS 7045250 7045282
exon 7045247 7045282
CDS 7045677 7046597
start_codon 7046595 7046597
exon 7045677 7046597
intergenic 7046598 7056597
intergenic 7035247 7045246
intron 7045283 7045676
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