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RESUMO

A estrutura populacional e a diversidade genética de 104 porcos pretos sem pélos de Yucatan (NLY) e oito
da raca Duroc foram caracterizadas usando um chip SNP50K. A estrutura populacional foi obtida, uma
andlise de componentes principais (PCA), menor frequéncia de alelos (MAF), heterozigosidade observada
(Ho), consanguinidade (F), indice de fixag&o de individuos nas subpopula¢des (Fis), indice de alogamia (t)
e analise de associacao para identificar diferentes SNPs entre populagdes. De acordo com a analise de
mistura, a populacdo do NLY é dividida em trés subpopula¢des. O componente genético de Duroc nas
subpopulag8es de NLY é baixo de 0,0036 a 0,0353, mostrando uma subpopulacdo com maior diversidade
genética, com menores valores de F, Fis e maiores Ho e t. Os SNPs foram identificados (p <1,21E-50 a p
<6,4E-20), associados a genes e processos biologicos. Genes EHF, DST, PDE8A, FOXAl e VCL
relacionados a diferenciacdo celular epitelial, morfogénese e desenvolvimento epitelial. Outros 30 SNPs
relacionados ao metabolismo de nutrientes, 23 SNPs no transporte de nutrientes, 11 SNPs na imunidade,
10 SNPs no musculo, esqueleto e embrido e sete SNPs nas sinapses e receptores. O NLY esta distante
de Duroc, com estrutura populacional e diversidade genética diferentes, com genes diferentes envolvendo
processos bioldgicos importantes.
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ABSTRACT
In the present study, the Population structure and genetic diversity of 104 Yucatan black hairless pigs (YBH)
and 8 Duroc breeds were BY using an SNP50K chip characterized. The population structure was obtained,
as well as the calculation of Principal Component Analysis (PCA), Minor Allele Frequency (MAF),
heterozygosity observed (oH), Relationship (F), Fixation index of individuals within subpopulations (Fis), the
t (outcrossing rate or allogamia index) was made, also the association analysis to identify SNP with
population differences. The genetic component of Duroc in YBH subpopulations is low, from 0.00363 to
0.03532, thus, it was observed (appreciating) a subpopulation with greater genetic diversity and lower
values of F and Fis, as well as higher oH and t. SNPs were identified (p<1.213E-50 to p< 6.4E-20),
associated with genes and biological processes. Genes EHF, DST, PDE8A, FOXA1 and VCL are related
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to epithelial cell differentiation, morphogenesis, and development of epithelium. Other 30 SNPs are related
to nutrient metabolism, 23 SNPs to nutrient transport, 11 SNPs to Immunity, 10 SNPs to muscle, skeletal
and embryonic, and 7 SNPs to synapses and receptors. YBH is distant from Duroc with different population
structure and genetic diversity with different genes that involve important biological processes.

Keywords: genetic resources, SNP, genetic diversity, population structure, creole pig.

INTRODUCAO

Desde a chegada dos porcos a América no século XVI e sua distribuicdo pelo mundo
novo, seja na selecao natural ou artificial, ele moldou a diversidade das populacbes
atuais. Burgos-Paz et al. (2013) descreveram como o ambiente influenciou as diferencas
fenotipicas entre porcos nas terras altas do Peru, em relacdo aquelas que habitam terras
baixas ou tropicais. Levando em conta a ampla gama de climas na América, e
particularmente nas costas, algumas populacdes de porcos tém um crescimento em
tamanho e relevancia para as comunidades humanas. E o caso dos porcos pretos sem
pélos de Yucatan (NLY); esta raca de porco tem peculiaridades fenotipicas: pele negra,
sem pélos, impecavel, casco preto e focinho reto; com uma participacdo importante na
seguranca alimentar das populacdes humanas rurais (Lemus y Alonso, 2005).

O Sistema de Informacéo sobre Diversidade Animal da FAO (DAD-IS, 2020), considerou
que esta raca estava em perigo de extingdo, sem um programa de conservacgéao, e é um
recurso genético animal valioso que pode contribuir para a seguranca alimentar em
comunidades rurais; bem como um reservatoério de diversidade genética (Lemus-Flores
et al., 2001; Scarpa et al., 2003). Além disso, o status de 38% das racas de suinos em
todo o mundo é desconhecido (FAO, 2019).

Este bidtipo sem pélos provém de porcos ibéricos (Sus mediterraneus), de origem
africana; introduzido em todas as regides do sul da Europa (Benitez y Sanchez, 2001).
Mais tarde, eles foram apresentados a América na segunda viagem de Cristévao
Colombo, em 1493 (Ogata, 2019). Os porcos NLY sdo uma variacao genética de porcos
crioulos (Su et al., 2014) e se dividem em duas linhas genéticas; um localizado em
populacdes no Golfo de México e a outra populacéo esta presente na costa do Pacifico
mexicano (Lemus-Flores et al., 2001); é chamado sem pélos mexicanos, sem pélos ou
tropical sem pélos. Eles foram considerados em risco de extin¢do devido a cruzamentos
nao planejados com linhas comerciais de gendtipos magros. Apesar do fato de o NLY
estar amplamente distribuido na peninsula de Yucatan no México, com gerenciamento
técnico de baixo a médio porte. Atualmente, alguns criadores de porcos encontraram uma
maneira valiosa de cria-lo, mas as informagdes disponiveis sao limitadas na estrutura da
populacao ou na linhagem.

Para obter um programa de reprodugéo em ordem, avaliou-se uma grande populacéo de
NLY, usando um chip comercial SNP50K para estimar a diversidade e a estrutura real da
populacdo; bem como suas relacdes genéticas para a selecdo futura de pés de racas
comerciais distantes.
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MATERIAL E METODOS

Animais e andlise de genotipo

Duma populacéo total de 560 porcos pretos sem pélos de Yucatan (NLY) de 49 fazendas,
localizadas de Mérida a Tizimin no estado de Yucatan-México. Foram selecionados 104
adultos reprodutores de 2 a 3 anos (17 garanhdes e 87 porcas), considerando
fenotipicamente caracteristicas de auséncia de pélos (sem pélos), pele negra, sem
manchas, casco preto e focinho reto. Além disso, informacgdes sobre a origem das porcas
ou garanhdes foram usadas para reduzir qualquer relacéo entre as amostras. Além disso,
oito porcas Duroc foram amostradas como populacdo de referéncia e utilizadas para
avaliar a introgresséo em porcos de lucatéo.

Este estudo tem registro SIP18-076 da Universidade Autdbnoma de Nayarit e um acordo
com o Parque Cientifico e Tecnoldgico de Yucatan. Para a coleta de amostras de sangue,
foram seguidas as recomendacfes das Normas Oficiais NOM-051-ZO0-1995, sobre
tratamento humano de animais, e NOM-062-Z00-1999, das especificacdes técnicas para
producao, cuidados e uso de animais de laboratorio. A extracdo e genotipagem de DNA
gendmico de amostras de sangue foi realizada na empresa NEOGEN
(www.neogen.com). Para a genotipagem de SNP, foi utilizado o GGP-50K porcino, que
identifica um total de 50.967 SNPs (GeneSeek Genomic Profiler Porcine).

Controle de qualidade de gendtipos SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico)

O controle de qualidade dos dados SNP foi realizado usando o PLINK v1.9 (Purcell et al.,
2007). SNP com polimorfismos <0,10 e MAF (frequéncia menor do alelo) <0,01, se
excluidos. 42.840 SNPs foram mantidos para andlise adicional da estrutura da populacao
e diversidade genética.

Analise estatistica

Andlise da estrutura populacional

Primeiramente, foi realizada uma andlise da estrutura da populacéo para identificar as
subpopulac¢des em porcos NLY com o software Admixture 1.3 (Alexander et al., 2009). A
Andlise de Componentes Principais (ACP) foi obtida com o PLINK v2.1 (Chang et al.,
2015) e um gréfico foi construido usando o software Minitab v15 para visualizar as
distancias genéticas entre as subpopulacées NLY e a raca Duroc.

Diversidade genética

Para cada subpopulacdo de NLY e Duroc de porco, a frequéncia alélica menor (MAF), a
heterozigosidade observada (Ho), a consanguinidade (F) e o indice de fixacdo de
individuos nas subpopula¢bes (Fis) foram calculados com o programa PLINK v1. .9
(Pursell et al., 2007). O t (taxa de cruzamento ou indice de alogamia) foi calculado de
acordo com Weir (1990). Para comparar as subpopulagbes de porcos NLY e Duroc, foi
utilizada a andlise de variancia de um unico critério de classificacdo (SPSS v20, 2011).
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Regides SNP candidatas

Com o PLINK v1.9 (Pursell et al., 2007) para toda a populacéo de NLY de porco vs Duroc,
a associacao foi calculada para identificar SNPs com diferencas. As anotac¢des genéticas
nas regides candidatas foram obtidas usando a anotacao preliminar da montagem 10.2,
fornecida pelo e-ensembl (Groenen et al., 2012). A super representacao das categorias
da Gene Ontology (GO) foi determinada com o banco de dados da Gene Ontology
(Ashburner et al., 2000).

RESULTADOS

Estrutura populacional

A primeira estrutura populacional foi realizada com uma validacao cruzada de 10 vezes,
para escolher o melhor valor de K; o valor K=4 apresentou o menor erro de validacao
cruzada (0,584). De acordo com a analise de mistura, a populacdo do NLY esta
estruturada em trés subpopulacdes (Tabela 1).

Tabela 1. Composicédo do cluster prevista por ADMIXTURE (K4)

YUC3 qrpazzzzezzarizzezae ez SNSRI TUIEOEEU RO R U RO TR R TR R TR T ey
CILTUITENE
YUCL gisisisiisisisiaiisisiaiieslaieieielalaielelelaetele et et e et e e e e e SRR LTI OERY
{01 e o i o W B B S W S B B B W B S B S Y W B S B S B W S B B S B B B |
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%
DUR Yucl YUC2 Yucs
=DUR 0.99997 0.03532 0.00363 0.02726
£ YUC1 0.00001 0.69764 0.18677 0.18429
®YUC2 0.00001 0.08993 0.64234 0.07703
11'YUC3 0.00001 0.17711 0.16726 0.71142

+DUR - YUC1 #YUC2 1YUC3

Subpopulagdes YUC1, YUC2 e YUC3 de porco preto sem pélos de Yucatan. Populagdo DUR da raga Duroc. Os valores por coluna
para cada corrida indicam a proporgao de outras ragas.

Com o ACP, observa-se que a subpopulacdo YUC2 é a mais distante da raca Duroc, com
YUC1 e YUC3 mais préximos porgue compartilham mais componente genético Duroc
(grafico 1).

Diversidade genética

Valores positivos de Fis indicam consanguinidade; € maior se aproximar de 1;
corresponde a reducao geral da heterozigosidade observada em relacéo a esperada em
sua populacdo; na subpopulacdo YUC3, o valor de Fis é menor, F e Ho sdo maiores,
indicando maior diversidade genética (Tabela 2).
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Uma populacdo se aproxima do acasalamento aleatério se o valor de t se aproximar de
1, quando é maior que 1, ha um excesso de heterozigotos e quando o valor é zero, todos
os individuos sdo homozigotos; na subpopulacdo YUC3, ele se aproxima de 1, sendo
mais baixo nas outras subpopula¢des YUC1, YUC2 e Duroc.
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Subpopulacdes YUC1, YUC2 e YUCS3 de Yucatan preto sem pélos. Populacdo DUR da ra¢a Duroc
Grafico 1. Andalise dos principais componentes entre subpopulacfes de porco sem pélo e raca

Duroc

Tabela 2. Diversidade genética do porco preto sem pélos de Yucatan e da raga Duroc

YUC1 YUC2 YUC3 Duroc eem
Amostras 70 14 20 8
Médio MAF 0.260° 0.216° 0.247° 0.202¢ 0.025
Consanguinidade (F) 0.0392 0.0672 -0.006" 0.0792 0.011
Ho 0.328° 0.305° 0.359° 0.301° 0.011
Fis 0.079? 0.1422 -0.007° 0.1582 0.021
0.870° 0.782° 1.02782 0.729° 0.027

indice de alogamia (t)
MAF, frequéncia alélica menor. Ho, heterozigosidade observada. Fis, indice de fixacdo de subpopulacdes. eem, erro padrao médio.
Letras diferentes nas linhas indicam diferencas estatisticas entre as populagdes (ANOVA, p <0,05).

Regides SNP candidatas

Na analise de associacdo entre toda a populacdo de NLY vs Duroc para identificar
diferencas, foram identificados 226 SNPs com valores de p <1,21E-50 a p <6,4E-20, dos
quais apenas 93 SNPs foram associados a genes e processos biologico (tabela 3).
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Tabela 3. Processos bioldgicos, genes e informa¢c8es dos SNPs que apresentaram a maior

diferenciagdo entre NLY vs Duroc

Processo biolégico

Cromossomo

Variantes

Genes identificados

Diferenciagao de
células epiteliais,

2

rs81223208

rs80830437, rs331746636, rs81222725,

EHF

morfogengse e 7 rs81398056, rs325625775 DST, PDESA, FOXAl
desenvolvimento do
epitélio 14 rs80785304, rs345768654 VCL
2 rs713429023 PDHX
3 rs81317284 ST6GAL2
rs81390019, rs81390069, rs81390070, PABPC4, HPCAL4, MFSD2A, MC2R,
6 rs81390137, rs81285728, rs81317489, MPPEL IMPA2 PTPN2
rs81226716, rs81318326, rs81475823 ' '
rs80793059, rs342597254, rs80868794,
Metabolismo dos 7 rs80837023, rs80951652, rs80986501, GCLC, ADAMTSL3, HOMER2, UNC45A
nutrientes rs80845345, rs80850402
13 rs81448371 PDIA5
rs339061874, rs328957349, rs345309524,
14 rs80889570, rs80895748, rs80897302 CFAP70, CHCHD1, ADK, DUSP13
15 rs81241812 ACSL1
X rs327444342, rs322147119, rs81474003 FAMS58A, BRCC3
1 rs328115005 VPS39
rs81389915, rs329679425, rs81389921,
rs81251860, rs81389936, rs81389948,
6 rs81389955 , rs81389959, rs81262099, MACFL, TRIT1
rs81211910, rs81390112
Transporte de 12 rs81261131 PITPNC1
nutrientes 14 rs81451083, rs81451108 MICU1, CAMK2G
15 rs343808632 TRAK2
18 rs81471732 SLC13A4
rs326399484, rs337683495, rs81473903,
X rs81473906, rs80784223, rs80910586 VMA21, PASDL, ZNF185
6 rs341367004, rs81306790 RNMT
2 rs81398013, rs80837723, rs80805016, L6
Imunidade rs80976160, rs80849899
15 CTLA4
X rs328334089, rs327024720, rs336767148 ILIRAPL2
4 326729657 ARNT
6 rs81389986, rs339432830 BMPS8B, MYOM1
Desenvolvimento
muscular, esqueléticoe 7 rs80816179, rs81398046 TM6SF1, CPEB1
embrionario.
8 rs81476832 TSPAN5
9 rs81305287 PRRC2C
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14 rs327184000 P4HAL
15 rs80949190 SATB2
X rs81474001 VBP1
3 rs81370102 SLC5A7
6 rs81337627 GRIK3
Sinapses e receptores
18 rs322407819 GRM8
X rs330548482, rs322056532, rs325753884, GABRA3, GABRQ

rs80918182

Considerando o numero de SNPs diferentes entre NLY e Duroc, nos cromossomos 6, 7,
X e 14, é onde o maior numero foi identificado (Tabela 4).

Tabela 4. Numero de SNPs identificados em cada cromossomo associado a processos bioldgicos

Cromossomo 1 2 3 4 6 7 8 9 12 13 14 15 18 X
nSNP 1 2 3 1 27 20 1 1 1 1 11 5 2 17
DISCUSSAO

As 104 amostras da NLY escolhidas para o estudo foram focinho sem pélos, pele negra,
impecavel, casco preto e focos retos para evitar variagbes fenotipicas. A analise
ADMIXTURE os subdivide em trés subpopulacdes. A introgressao da raca Duroc € muito
baixa nas trés subpopula¢gdes NLY identificadas (YUC1, YUC2 e YUC3) de 0,00363 a
0,03532, semelhante a do porco Pampa Rocha do Uruguai (Montenegro et al., 2015),
inferior ao de outros porcos crioulos na América, nos quais o0 componente Duroc tem uma
média de 0,15 e varia de 0,00 (US Yucatan) a 0,45 (Moura Brasil) (Burgos-Paz et al.,
2013). O porco sem pélos do Pacifico mexicano possui 0,20 do componente Duroc
(Lemus et al., 2001).

A separacao de trés subpopulacdes na NYL e a baixa introgressao de Duroc coincidem
com a observada por Burgos-Paz et al. (2013), onde os porcos modernos nas Américas
sdo o resultado de muitos eventos independentes de colonizagdo, mas também a
desafios ambientais; Como esses porcos NLY sdo geograficamente isolados, distantes
dos porcos comerciais e dos sem pélos, localizados nas costas do Pacifico e do Golfo de
México. Nao ha evidéncias dum programa artificial de sele¢do ou cruzamento com racas
comerciais na peninsula de Yucatéan.
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Ha uma diferenca na diversidade genética entre as subpopula¢des do NLY; no YUC3 é
mais alto, aproximando-se do acasalamento aleatorio. E provavel que individuos de
YUC1, YUC2 e Duroc apresentem acasalamentos de individuos com maior proximidade
genética em cada subpopulacdo, o que causou um aumento em F e Fis. Com as
informacdes geradas, € possivel programar 0os acasalamentos nas subpopulacdes, gerar
mais diversidade genética e evitar a solicitacdo de variabilidade, como ocorre nas
populacées ibéricas (Esteve et al., 2013). E importante considerar a afirmacéo de Yang
et al. (2017), indicando que populacbes com alto Fis, normalmente apresentam baixa
diversidade de haplotipos.

Ao identificar 93 SNPs que sao diferentes entre populacdes de NLY vs Duroc, de acordo
com suas frequéncias extremas de alelos, maior frequéncia em Duroc e menor em NLY,
podemos usalos como marcadores. De acordo com Yan et al. (2017), domesticacéo e
selecdo artificial, deram origem a uma ampla gama de fenétipos entre racas de porcos
domésticos, que diferem de seus parentes selvagens; e que estes estéo relacionados ao
comportamento, tamanho corporal, fertilidade, capacidade de locomocéo e adaptacao

aos alimentos fornecidos pelos seres humanos. Portanto, € importante detectar loci
genéticos, que podem estar envolvidos na transi¢cao do selvagem para o doméstico.

Considerando que os porcos americanos sao parte de origem ibérica (Burgos-Paz et al.,
2013), o NLY é fenotipicamente semelhante ao sem pélo ibérico, de modo que sua
pelagem é predominantemente preta e ndo ha porcos brancos; no entanto, como
Ramirez et al. (2015), ndo havia SNPs relacionados ao gene MCI1R, o que permitiria
considerar a cor vermelha ou preta da camada. Oito SNPs associados a diferenciacao
celular epitelial, morfogénese e desenvolvimento epitelial foram identificados; com cinco
genes que poderiam ser estudados como candidatos ao fenétipo sem pélos.

Este estudo ndo coincide com Su et al. (2014), que propde o gene BAMB1 como um forte
candidato sem pélos; esse gene nao foi diferente entre as populacdes NLY e Duroc (p
<0,35), com frequéncias alélicas muito semelhantes. Com Burgos-Paz et al. (2013)
coincide com os genes da familia PDE, eles relatam que nos porcos crioulos da América
os genes PDE10A e PDE11A séao identificados; o gene PDES8A é relatado aqui. Esteve
et al. (2013) em porcos ibéricos sem pélos relata o gene FOXP1 como um gene candidato
envolvido na diferenciacéo de células epiteliais, queratinizacédo e formacéo de foliculos
capilares. Neste estudo, foi identificado o gene FOXAL, que é da mesma familia, também
identificado por Yang et al. (2017), que 0 associa a porcos europeus e o relaciona com o
metabolismo de proteinas, glicose ou acidos graxos. Para o metabolismo lipidico Esteve
et al. (2013) relatam oito genes candidatos, ndo encontrados no relatério PDHX, MFSD2A
e ACSL1 que foram identificados neste estudo; mas para uma resposta imune, esses
pesquisadores coincidem no gene IL1IRAPL2, localizado no cromossomo X e IL6 no
cromossomo 7. No cromossomo 6, foi identificado o maior nimero de SNPs (27),
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envolvidos na maioria das fung@es bioldgicas. Nesse cromossomo, para o transporte de
nutrientes, foram identificados dez SNPs, para o gene MACF1 (fator de reticulacéo 1 do
microtUbulo-actina), identificado em humanos e camundongos como essencial para o
desenvolvimento embrionario, para manter o sistema neuronal e a integridade da pele
(Kang, et al., 2020).

Para o desenvolvimento muscular e esquelético, o SNP BMP8B tem sido relatado como
um gene importante para as caracteristicas de crescimento e desenvolvimento
embrionario (Xiu-Kai et al., 2013; Ying et al., 2000). Para sinapses e receptores, foram
identificados quatro genes relacionados a disturbios cerebrais e nervosos em humanos;
Que oportunidade para este porco usa-lo como modelo biomédico. O gene GRMS8
também foi relatado por Kwonm et al. (2019) em porco miniatura de Yucatan, associado
a doencas nervosas em humanos; da mesma maneira, 0 gene GABRA3 esté associado
a doencas epilépticas (Niturad et al., 2017), o gene SCL5A7 esta associado a sindrome
congénita miasténica tipo 20 (Pardal-Fernandez et al., 2018) e GRIK3 em processos
neurofisiolégicos.

O alto numero de SNPs identificados como diferentes entre NLY e Duroc pode ser
atribuido a auséncia de selecdo e cruzamento com a raga Duroc. Embora sejam
necessarios mais estudos para validar o papel dos genes identificados, esses achados

confirmam que a domesticacao e a evolucao sao diferentes entre 0os porcos Duroc e NLY.

CONCLUSAO

Neste primeiro estudo com SNP50K em porcos NLY, a diferenca genética desse porco é
identificada em comparacao com o porco Duroc, fornecendo informacfes genéticas Uteis
para a conservacao desse recurso genético local. O NLY esta distante de Duroc, com
estrutura populacional diferente, diversidade genética e genes diferentes envolvendo
processos biolégicos importantes, que podem ser uteis no programa de selecdo e
diferenciacéo racial.
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