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Introducao

Portugal apresenta uma elevada diversidade dos recursos genéticos
animais, que traduz os diferentes fluxos de genes ocorridos ao longo do tempo,
assim como a enorme variabilidade nas condi¢Ges de orografia, clima, estrutura
fundiaria, envolvente humana, etc., em que a producao animal decorre.

A manutencéo da diversidade genética dos animais domésticos € uma
prioridade a nivel nacional e mundial. A definicdo e implementacdo de
programas de conservagdo e utilizacdo sustentavel dos Recursos Genéticos
Animais deve basear-se em informacao alargada e coerente sobre a estrutura
das populagdes, incluindo as fontes de variacao inter- e intra-raciais.

De particular interesse € o conhecimento da diversidade genética
existente em determinada raga ou grupo de ragas, da sua proximidade ou
distancia genética, da possivel miscigenacdo que possa ter ocorrido com
outras racgas, dos riscos de erosdo genética a que esta sujeita, etc.

O recurso a marcadores genéticos de diversos tipos € hoje pratica
corrente, que permite dar resposta a muitas destas perguntas, constituindo
assim uma ferramenta essencial dos programas de conservacdo e utilizacédo
sustentdvel dos Recursos Genéticos Animais. Os marcadores genéticos
neutros, nomeadamente 0s microssatélites, sdo extremamente Uteis na analise
da estrutura e relacbes genéticas entre populacbes, e tém sido largamente
utilizados na caracterizacdo genética de diferentes espécies, incluindo os
caprinos.

A exploracdo de caprinos encontra-se dispersa em praticamente todo o
territério nacional, sobretudo em zonas marginais, e encontra-se
frequentemente associada a utilizacdo de zonas florestais, residuos de
colheitas, etc. Presentemente, estdo oficialmente reconhecidas 6 racas
caprinas autoctones, com caracteristicas morfo-funcionais e produtivas que as
diferenciam. Na sua maioria, as ragas caprinas portuguesas encontram-se
actualmente localizadas em areas geograficas definidas, mas é de crer que
num passado ndo muito distante tenha havido miscigenacéo de populacgdes,
sobretudo ligada a transumancia que, durante séculos, foi pratica corrente em
Portugal.

A raca Serpentina é explorada essencialmente no Alentejo, tendo uma
vocacao mista carne-leite. Segundo dados da DGV, a raga Serpentina contava
em 2009 com um censo de cerca de 4000 fémeas inscritas no Livro de Adultos,
0 gque a coloca numa situagcao considerada ameacada de extingao.

Este estudo foi realizado no @mbito do Protocolo estabelecido entre a
Associacdo Portuguesa de Caprinicultores de Racga Serpentina e o Instituto
Nacional de Recursos Biologicos, visando a Caracterizacdo genética da raca
caprina Serpentina com base em marcadores genéticos, tal como previsto no
Programa de Melhoramento Genético Animal da Raca Serpentina, aprovado no
ambito da Subaccéo n.° 2.2.3.2, «Componente Animal», da Accao n.° 2.2.3,
«Conservacao e Melhoramento de Recursos Genéticos» do PRODER (Portaria
n.° 618/2008).

Em termos gerais, com este trabalho pretendeu-se obter um
conhecimento mais aprofundado do grau e padrdo de variabilidade genética da
raga caprina Serpentina, em termos especificos e relativamente as restantes



racas caprinas nacionais, com o0 objectivo final de definir prioridades de
conservacgao e implementar estratégias adequadas a sua utilizacdo. Com este
objectivo, utilizou-se numa amostra de 30 animais da raga Serpentina um
painel de 25 microssatélites para avaliar o grau de diversidade genética intra- e
inter-racial, e investigar a estrutura populacional e o grau de miscigenacao com
outras racas caprinas autéctones de Portugal

Materiais e Métodos

Utilizou-se uma amostra de 30 animais registados da Raga Serpentina,
provenientes de 17 criadores.

O DNA foi extraido do sangue por métodos standard, e procedeu-se a
amplificacdo de 25 microssatélites por reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR), mediante oito reac¢cdes de PCR multiplex, conforme descrito em Bruno-
de-Sousa et al. (2010). O painel de microssatélites utilizado (Tabela 1) foi
escolhido entre os marcadores recomendados pelo grupo FAO/ISAG para
estudos de diversidade genética em caprinos. Os produtos PCR amplificados
foram separados por electroforese capilar utilizando um sequenciador
automatico, e os resultados foram lidos com o software Genescan e
interpretados com o Genotyper.

Utilizaram-se diversos pacotes estatistico-informaticos para estimar as
frequéncias alélicas, heterozigotia esperada e observada, numero efectivo de
alelos, contetudo de informacdo polimorfica, probabilidade de exclusdo em
testes de paternidade, desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, estatisticas F
de Wright e distancia genética relativamente a outras racas caprinas. A
distdncia genética entre racas foi graficamente representada por um
dendrograma e por analise factorial de correspondéncias. A possivel
miscigenacdo entre as 6 racas caprinas autoctones a partir de populacdes
ancestrais inferidas que poderdo ter-lhes dado origem foi analisada com
recursos ao algoritmo Bayesiano implementado pelo software STRUCTURE
v.2.1. (Pritchard et al., 2000).

Resultados

Os resultados obtidos para cada um dos 25 marcadores utilizados
encontram-se na Tabela 1. Resumidamente, todos os marcadores utilizados
foram polimérficos, variando o numero de alelos encontrados entre 3 (MAF209)
e 18 (HSC), com uma média global para o conjunto das seis racas de 9.6
alelos/locus. Para o conjunto das racas estudadas, os loci CSRD247,
OarFCB048, INRAOO6, MM12, HSC, MAF65 e BM1818 apresentaram o0s
valores mais elevados para o numero efectivo de alelos, conteudo de
informacéo polimorfica e heterozigotia esperada, sendo também os mais Uteis
para utilizacdo em testes de paternidade.



Globalmente, a propor¢do das diferencas entre ragcas explicada pela
variabilidade genética no conjunto de 25 marcadores utilizado foi de apenas
3.1%, o que sugere um grau de diferenciagdo muito reduzido entre as ragas
caprinas nacionais.

A caracterizagdo genética incidiu sobre um grupo de cerca de 30 animais
de cada uma das racas caprinas autoctones. A raca Serpentina apresentou
niveis de diversidade genética elevados, a semelhanca das restantes racas
(Tabela 2), com niveis de heterozigotia esperada de cerca de 0.69. Contudo, a
raca Serpentina apresentou uma maior riqgueza alélica, com um valor
ligeiramente superior para 0 numero meédio e efectivo de alelos
comparativamente ao conjunto das ragas portuguesas. Também a semelhanca
das outras racas, a Serpentina apresentou niveis de heterozigotia observada
inferiores aos valores esperados, com cerca de 20% dos loci em auséncia de
equilibrio de Hardy-Weinberg. Isto traduziu-se num défice de heterozigotia (Fis)
para a Serpentina de 0.08, que poderd traduzir uma sub-estruitura da
populacao ou niveis de consanguinidade algo elevados (ou ambos).

A raga Serpentina apresentou alelos exclusivos em 4 dos 25 marcadores
estudados, o que é ligeiramente inferior ao valor médio encontrado para o
conjunto de racgas caprinas Portuguesas. Contudo, este indicador devera ser
interpretado com algumas reservas, pois esta fortemente dependente da
dimensdo da amostra, que neste caso nao era particularmente elevada.

A distancia genética entre racas caprinas foi bastante reduzida (Tabela 3),
traduzindo o reduzido grau de diferenciacdo entre elas. Globalmente, a raca
Serpentina foi a que apresentou menor distancia média relativamente as outras
racas, encontrando-se mais proxima da raca Charnequeira, e mais distante das
racas Algarvia e Bravia.

Os resultados da analise de distancias genéticas entre racas encontram-
se graficamente representados como dendrograma na Figura 1. Apesar dos
reduzidos valores de bootstrap (que sugerem alguma prudéncia na
interpretacdo dos resultados), torna-se aparente a proximidade da Serpentina
com a Algarvia e com a Charnequeira. Além disso, a Serpentina e a Algarvia
parecem constituir um cluster conjunto, dentro do qual a Algarvia se tera
distanciado.

A andlise factorial de correspondéncia (Figura 2) confirma a maior
proximidade da Serpentina relativamente a Charnequeira, € 0 maior
distanciamento global das racas Bravia e Algarvia.

A andlise Bayesiana implementada pelo software Structure permite
investigar a possivel existéncia de populacdo ancestrais que terdo estado na
origem das ragas presentemente reconhecidas. Além disso, admitindo a
existéncia destas populacfes subjacentes, permite estimar o contributo de
cada uma delas para cada individuo e para o conjunto de individuos de
determinada raca. Desta forma, € possivel identificar a existéncia de
miscigenacao entre as populacdes ancestrais ao dar origem as racgas actuais.

Ao utilizar esta metodologia com o0 conjunto de seis ragas caprinas
portuguesas, verificou-se que o0 numero mais provavel de populacbes
ancestrais (K) era igual a 6. O contributo de cada uma das populagdes
ancestrais para cada um dos individuos das seis racas estudadas encontra-se
na Figura 3, para valores de K compreendidos entre 2 e 6.

Admitindo a existéncia de apenas 2 populacdes ancestrais (K=2), sO a
raca Bravia se distancia, apresentando as restantes ragas um contributo



semelhante das duas populac¢des ancestrais consideradas (Figura 3). Quando
se consideram 3 populacdes ancestrais (K=3), é a raca Algarvia que se separa,
parecendo haver algum contributo da mesma populagdo ancestral para a
Serpentina. Quando se consideram 6 populacfes ancestrais, apenas as racas
Algarvia e Bravia apresentam algum grau de diferenciagdo, com um contributo
mais claro de uma populacdo ancestral distinta para cada uma delas. As
restantes racas, incluindo a Serpentina, parecem apresentar um contributo
disperso das restantes 4 populacdes ancestrais, indicando uma clara
miscigenacdo entre elas na constituicAo destas quatro racas caprinas
portuguesas.

Na Figura 4 encontra-se representado o contributo das 6 populacdes
ancestrais para o conjunto de animais de cada uma das racas estudadas,
estando estas ordenadas pela sua area de disperséo geografica (de Norte para
Sul). Expressos desta forma os resultados permitem uma interpretacdo mais
clara, que pode ser sintetizada da seguinte forma:

- as racas Algarvia e Bravia tém, cada uma delas, um contributo
determinante de uma populacdo ancestral distinta (representada a verde e
vermelho, respectivamente), com uma influéncia minima de outras populacdes
ancestrais.

- observa-se depois um gradiente geografico Norte-Sul e Sul-Norte, em
que, por exemplo a populagdo ancestral representada a roxo contribui
sobretudo para a raca Serpentina, depois menos para a Charnequeira, menos
ainda para a Serrana e praticamente nada para a Preta de Montesinho.
Inversamente, a populacdo ancestral representada a negro contribui sobretudo
para a Preta de Montesinho, e depois progressivamente menos para a Serrana,
a Charnequeira e a Serpentina. De forma semelhante, a populacdo ancestral
representada a rosa contribui sobretudo para a Charnequeira e menos para as
gue lhe sdo geograficamente vizinhas (Serpentina e Serrana).

Este padréo parece indicar uma origem distinta para as racgas caprinas
Bravia e Algarvia, comparativamente as restantes racas nacionais. Por seu
lado, as outras quatro ragas (incluindo a Serpentina) parecem resultar da
contribuicdo de quatro populacbes ancestrais, que no entanto se terdo cruzado
ao longo das geragOes. Estes cruzamentos, contudo, ocorreram sobretudo
entre populacdes com distribuicdo contigua, o que podera ter sido facilitado
pelo uso histdrico da transumancia.

Implicacbes

E importante salientar que os marcadores microssatélites utilizados neste
estudo sdo neutros face a seleccéao, pelo que nao traduzem as diferencas
genéticas entre racas quando estas foram seleccionadas com base em
caracteres morfologicos, produtivos ou outros. Consequentemente, 0s
resultados agora apresentados traduzem a diferenciagdo e estrutura genética
das racas estudadas fundamentalmente como consequéncia do processo
conhecido como deriva genética, que resulta do tamanho finito destas
populacdes. Quer isto dizer que o facto de duas ragas serem geneticamente

préximas com base neste tipo de marcadores nao significa que ndo sejam



muito diferentes quando sédo considerados outros marcadores genéticos (por
exemplo ligados a cor da pelagem, producéo de leite, forma dos cornos, etc.).

O painel de marcadores microssatélites usado neste estudo revelou-se
bastante util, apenas com um reduzido nimero de excepcdes correspondente a
marcadores com um baixo nimero de alelos ou com niveis de heterozigotia
gue fazem suspeitar a existéncia de alelos nulos.

Globalmente, a raga Serpentina apresentou uma elevada riqueza alélica e
uma alta diversidade genética, comparaveis as observadas no conjunto das
ragas caprinas autoctones.

O nivel de diferenciacdo genética entre as racas caprinas estudadas foi
bastante reduzido. Entre todas, foi a Serpentina a que apresentou menor grau
de diferenciacdo relativamente as restantes racas, apresentando um maior
grau de proximidade com a Charnequeira.

Andlises mais elaboradas permitiram avaliar o grau de miscigenacao que
possa ter ocorrido no passado, e que se traduza em contribuicbes comuns para
o0 patriménio genético das racas estudadas. Verificou-se que esta possivel
miscigenacao foi importante para todas elas, aparentemente com a excepcao
das racas Bravia e Algarvia. A Serpentina apresenta uma miscigenagao mais
acentuada com a Charnequeira, mas o0 possivel cruzamento com racas
caprinas criadas na zona Norte do pais parece ter tido muito menor
importancia.

Um aspecto muito importante detectado neste estudo é o défice de
heterozigotia encontrado na raga Serpentina, que podera traduzir a existéncia
de sub-estrutura populacional ou a acumulacdo de consanguinidade na
populacdo. A analise demografica da raca Serpentina, com base na informacéo
genealdgica, podera permitir clarificar qual destes problemas se pde com maior
acuidade nesta raga. De qualquer forma, seja por questdes de sub-estrutura ou
de consanguinidade, estes resultados indicam a necessidade de haver uma
gestdo cuidada do patrimonio genético da raca Serpentina, sob pena de poder
ocorrer erosao genética. Neste sentido, a troca controlada e rotacdo de
reprodutores entre exploracdes podera constituir uma forma de conseguir
rapidamente ultrapassar 0 estrangulamento que agora parece existir,
aumentando os niveis de heterozigotia observada.



Tabela 1. Marcadores microssatélites estudados, nimero total de alelos (NTA), nimero medio de alelos por raca (NMA), nimero efectivo de
alelos (Ng), conteudo de informacdo polimorfica (PIC), probabilidade de exclusdo em testes de paternidade com dois pais conhecidos (PE),
Heterozigotia observada (H,) e esperada (He), estatisticas F de Wright (Fit, Fst e Fis) por locus, proporcao de racas em auséncia de equilibrio de

Hardy-Weinberg (HWD) e racas em que foram detectados alelos exclusivos (EA).

Marcador NTA NMA N, PIC PE H, H, Frr For Fis HWD EA
BM6506 17 7.00 4.26 0.729 0.556 0.691 0.765 0.101 0.025 0.078 0.33

CSRD247 10 7.67 5.92 0.810 0.670 0.758 0.831 0.094 0.041 0.055 0.00 SR, AL, PM
INRA063 8 5.00 2.53 0.529 0.330 0.513 0.605 0.161 0.047 0.120 0.17 PM (2)
TGLA122 10 6.33 3.44 0.671 0.488 0.655 0.709 0.090 0.076 0.015 0.17

BM8125 8 6.33 3.61 0.686 0.505 0.697 0.723 0.042 0.030 0.012 0.17 AL
HAUT27 7 5.67 4.29 0.726 0.541 0.656 0.767 0.150 0.035 0.119 0.00

INRAOO5 5 3.67 2.10 0.452 0.266 0.486 0.523 0.077 0.021 0.057 0.00 SR
BM1818 10 7.83 6.17 0.815 0.673 0.814 0.838 0.031 0.021 0.010 0.00 SR
ETH10 5 3.50 2.74 0.570 0.369 0.575 0.635 0.102 0.036 0.068 0.17 SP
ILSTSO011 7 5.83 3.12 0.628 0.436 0.644 0.679 0.055 0.024 0.032 0.00

SPS115 4 2.83 2.14 0.437 0.245 0.417 0.533 0.218 0.013 0.208 0.33 sp
BM6526 13 10.00 4.00 0.716 0.548 0.740 0.750 0.015 0.009 0.006 0.50

OarFCB304 14 7.50 3.77 0.695 0.521 0.670 0.735 0.099 0.047 0.055 0.50 SR, AL
INRA0O6 13 9.33 6.06 0.812 0.671 0.741 0.835 0.116 0.033 0.086 017 SR, CH, SP, PM
MM12 17 13.50 9.52 0.884 0.787 0.844 0.895 0.060 0.023 0.038 0.33 SP
HSC 18 12.67 10.75 0.896 0.807 0.832 0.907 0.089 0.047 0.044 050  BR(2), SR, PM
McM527 8 5.67 3.09 0.616 0.419 0.585 0.676 0.138 0.018 0.122 0.33 PM
SRCRSPS 8 6.67 3.53 0.684 0.508 0.585 0.717 0.189 0.026 0.167 0.50

CSRM60 7 6.83 459 0.750 0.581 0.772 0.782 0.019 0.027 -0.008 0.00 CH
BM1329 9 7.00 4.74 0.758 0.594 0.698 0.789 0.120 0.030 0.093 0.50 SR
ETH225 5 3.67 1.23 0.181 0.098 0.191 0.188 -0.019 -0.007 -0.012 0.00 CH
INRA023 11 8.83 3.75 0.710 0.550 0.630 0.733 0.146 0.029 0.120 0.17 CH
MAF65 12 9.67 6.67 0.831 0.702 0.770 0.850 0.097 0.020 0.079 0.33 PM
MAF209 3 2.67 1.33 0.233 0.126 0.207 0.250 0.173 0.055 0.125 0.17

OarFCB048 11 8.00 6.06 0.813 0.671 0.728 0.835 0.134 0.040 0.098 0.50 BR, CH, PM
Média 9.60+4.09 6.95:2.75 4.38x2.29 0.665+0.182 0.506+0.187 0.636+0.169 0.702+0.176 0.099+0.057 0.031+0.016 0.071+0.055 0.23%0.19




Tabela 2. Indicadores de diversidade genética na raga caprina Serpentina,
comparativamente as racas caprinas Portuguesas, com base na informacgdo de 25 loci

microssatélites.

. Média das racas
Serpentina

Portuguesas
N° animais estudado 30 32.17+4.26
N° médio de alelos 7.8 7.50£0.41
N° efectivo de alelos 3.24 3.18+0.19
Loci com alelos exclusivos 4 4.7+£2.1
Proporcéo de loci em auséncia
de equilibrio H-W 02 0.23£0.05
Heterozigotia esperada 0.69+0.19 0.69+0.02
Heterozigotia observada 0.64+0.20 0.64+0.03
Fis 0.080*** 0.07+0.04

% Défice de heterozigotia intra-racial. *(P<0.05), **(P<0.01), e***(P<0.001).

Tabela 3. Matriz de distancias genéticas Fst (abaixo da diagonal) e distancias standard de
Nei (acima da diagonal) entre as ragas caprinas Algarvia (AL), Bravia (BR), Charnequeira
(CH), Preta de Montesinho (PM), Serpentina (SP) e Serrana (SR).

AL BR CH PM SP SR Média
AL - 0.170 0123 0.136 0.105 0.144 0.136
BR 0.061 0.100 0.126 0.096 0.109 0.120

CH 0.033  0.032 -
PM 0.041 0.045 0.018 -
SP 0.028 0.031 0.013 0.022 - 0.080 0.088
SR 0.042 0036 0.022 0.012 0.017 - 0.099
Média 0.041 0.041 0.024 0.028 0.022 0.026 -

0.083 0.072 0.096  0.095
0.088 0.067  0.100




Figura 1. Dendrograma representativo das distancias genéticas (distancia standard de Nei)
entre ragas caprinas Portuguesas. Os nimeros indicam valores de bootstrap (%). Ver
Tabela 3 para definicdo das abreviaturas.
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Figura 2. Representacdo tridimensional das relacfes entre racas caprinas com base na

analise factorial de correspondéncia.
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Figura 3. Representacdo grafica das contribuicdes proporcionais de populagdes ancestrais
para os individuos das diferentes racas, considerando um nimero de populacfes ancestrais

(K) variando entre 2 e 6.
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Figura 4. Contribuicdo proporcional de 6 populacGes ancestrais para as ragas caprinas

nacionais (racas ordenadas pela sua distribuicdo geogréafica, de Norte para Sul).




