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Este relatdrio foi elaborado por solicitacdo da DRADR, ao abrigo da colaboracdo estabelecida com o
Centro de Biologia Ambiental, por intermédio da Fundacdo da Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa, e visa dar cumprimento aos objectivos previstos no Programa de
Conservagao Melhoramento da raga bovina Ramo Grande.
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Sumario

A caracterizacdo dos recursos genéticos locais é extremamente importante para se
desenvolverem programas de conservacdo em funcdo das especificidades de cada raga autdctone.
O principal objectivo consiste em fazer uma caracterizacdo genética detalhada da raga bovina Ramo
Grande, com um conjunto de 25 microssatélites recomendados pela FAO para estudos de
diversidade e conservagdao. Amostraram-se 49 animais da raga Ramo Grande, 17 machos e 32
fémeas, distribuidos por 6 ilhas do Arquipélago Acoreano. A raca Ramo Grande apresenta niveis de
diversidade genética idénticos aos das restantes racas autdctones Portuguesas, nomeadamente
valores de heterozigotia média observada e esperada para este conjunto de /oci de 0,690+0,117 e
0,711+40,104, respectivamente, um nimero médio de alelos de 7,16+1.91 e uma riqueza alélica de
6,83+1,73. O coeficiente de consanguinidade médio é de 0,031, significativamente superior a zero
para P<0,05 e é mais acentuado na populacdo de S. Jorge. O grau de parentesco médio dos animais
em cada ilha é relativamente elevado (230%). Mas, é necessario considerar um ndimero mais
representativo de animais inscritos no Livro (LG) para determinar os coeficientes de parentesco de
forma fidvel. A proximidade genética entre a raca Ramo Grande e a Frisia confirma-se no
dendrograma obtido a partir de distancias genéticas (confianga de 94%), bem como na dificuldade
em separar estas racas em dois grupos independentes nas andlises de estrutura genética (i.e. no
Structure). A heterogeneidade genética da raca Ramo Grande reflecte-se na percentagem
relativamente baixa (60 a 82%) de animais classificados nesta raca com um valor de probabilidade
do gendtipo individual superior a 95% (com informacdo a priori sobre a origem dos animais). Em
consonancia com estes resultados, identificaram-se 25 animais da raca Ramo Grande com pelo
menos 10% do gendtipo atribuido noutra raga (nomeadamente nas ragas Frisia, Limousine e
Charolesa). Os resultados deste relatério de caracterizacdo genética sdo Uteis na gestdo do LG da
Ramo Grande, pois permitem excluir do programa de reproducdo animais que derivam de
cruzamentos com ragas comerciais importadas. E, ainda, definir medidas de conservagcdo que
minimizem o grau de parentesco entre os animais e que assegurem a diversidade genética da raca
bovina Ramo Grande.
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I. Introdugao

A caracterizacdo dos recursos genéticos locais é extremamente importante para se poderem
desenvolver e implementar programas de conservacdo atendendo as especificidades de cada uma
das racas autdctones de animais domésticos. Mas é, também, relevante para se estabelecerem
comparacOes dos indices de biodiversidade a escala global. Os programas de conservagcdo tém,
necessariamente, que considerar a variabilidade existente (genética, morfoldgica e produtiva), a
perda de diversidade eminente, bem como aspectos culturais e econdmicos. A Organizacao das
Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) tem encorajado uma série de medidas de
monitorizacdo e conservacdo dos recursos genéticos com o objectivo de prevenir perdas
irreversiveis da diversidade das espécies de animais domésticos (Ajmone Marsan et al., 2010,
Groeneveld et al., 2010).

Em Portugal existem 15 racas de bovinos autdctones que sdao mantidas em regides
geograficas especificas e cujas caracteristicas estdo descritas no Livro Genealdgico (LG) de cada
raca. A importacdo, nas décadas de 60 a 80 do século XX, de racas comerciais como a Frisia,
Charolesa e Limousine traduziu-se numa forte ameaca aos recursos genéticos autdctones através
de diluicdo por cruzamento (Ralo and Guerreiro, 1981). O nimero de animais reprodutores sofreu
um declinio acentuado na maioria das racas autdctones, que estdo classificadas como ameacadas
(Gama et al., 2004). No caso particular da raca Ramo Grande e de acordo com os censos de 2012,
existiam aproximadamente 1340 fémeas e 60 machos reprodutores registados no LG, distribuidos
por menos de 300 criadores (Dgav, 2013). Por outro lado, os resultados de um estudo genético
recente indicam que a raga Ramo Grande sofreu uma influéncia significativa de animais da raga
Frisia (Ginja et al., 2010).

Os microssatélites sdo marcadores moleculares muito informativos e Uteis para caracterizar
a diversidade e a estrutura genética das racas de animais domésticos (Groeneveld et al., 2010). No
gue respeita as racas bovinas autdctones Portuguesas, a analise com base em microssatélites das
relacbGes genéticas e do grau de cruzamento entre estas racas e outras congéneres Europeias foi
publicada recentemente (Ginja et al., 2010).

O principal objectivo deste relatério consiste em fazer uma caracterizacdo genética
detalhada da raga bovina Ramo Grande, com um conjunto de 25 microssatélites recomendados
pela FAO para estudos de diversidade e conservagao. Para este efeito, estimaram-se parametros de
diversidade genética na raca Ramo Grande, analisou-se a sua variacdo desde 2004 e a sua
distribuicdo pelas populacdes das varias ilhas.
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E, também, um objectivo deste trabalho determinar o grau de parentesco ‘molecular’ dos
animais da raca Ramo Grande nas diversas ilhas e entre ilhas. Por outro lado, a analise da estrutura
genética da raca Ramo Grande e a avaliagdo do grau de cruzamento com ragas comerciais,
nomeadamente com a Frisia, € de suma importancia para se definirem prioridades de
melhoramento e conservacao desta raca autéctone.
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Il. Material e métodos

2.1. Amostragem

Neste relatério, foram considerados um total de 49 animais da raca bovina Ramo Grande,
dos quais 17 machos e 32 fémeas. Tendo por base os registos genealdgicos foram seleccionados,
tanto quanto possivel, animais ndo relacionados entre si até a primeira geracao de forma a obter
uma amostragem representativa da diversidade genética desta raca. Foram analisados animais de 6
ilhas, de acordo com o seguinte: 6 Faial (4 explora¢des), 1 Graciosa, 5 Pico (3 exploracdes), 15 Sao
Jorge (12 exploragdes), 1 S. Miguel e 21 Terceira (8 exploracdes). A amostragem foi coordenada
pela Engenheira Ana Luisa Pavdo, da DRADR, tendo sido recolhido sémen e/ou raizes de pélos de
cada animal de acordo com os protocolos recomendados. Foram seguidas as regulamentagdes
Nacionais e Europeias relativamente a experimentacdo e ao bem-estar Animal.

Numero de Animais = 49 Numero de exploragdes = 29

® Faial

W Graciosa
M Pico

W5 Jorge
M 5. Miguel

W Terceira

Figura 1. Distribuicdo do numero de animais amostrados e do numero de
exploragoes pelas diferentes ilhas.

2.2. Analise de microssatélites

Analisaram-se 25 microssatélites autossémicos distribuidos por 22 cromossomas bovinos:
BM1818, BM1824, BM2113, CSRM060, CSSM036, CSSM042, CSSMO066, ETH003, ETHO10, ETH152,
ETH185, ETH225, HAUT027, HELOO9Y, ILSTS006, INRAO23, INRAO32, INRAO63, MGTG4B, MMO12E6,
SPS115, TGLAO53, TGLA122, TGLA126, TGLA227. Este painel de marcadores moleculares ja tinha
sido validado (auséncia de alelos nulos) e foi seleccionado com o objectivo de estabelecer
comparag¢bes com uma base de dados genéticos pré-existente para 13 ragas bovinas autdctones,
incluindo animais da raca Ramo Grande amostrados em 2004, e 3 racas comerciais (Ginja et al.,
2010). A genotipagem dos microssatélites foi realizada através de aquisicdo de servigos ao



Cd

Centro de Biologia Ambiental

laboratério de genética molecular — Xenética Fontao S.A, no Lugo, Espanha
(http://www.xeneticafontao.com/esp/laboratorio.php). Sendo que a extracgdo de ADN ficou
igualmente a cargo deste laboratério. Os alelos foram codificados com base em amostras de
referéncia do Teste de Comparacdo Internacional de 2011-2012 para andlises de paternidade da
International Society for Animal Genetics — ISAG.

2.3. Analise estatistica

As frequéncias alélicas para cada locus e raga, bem como o numero de alelos especificos de
cada populacgdo (PA, alelos ‘privados’), foram determinados com o programa GenAlex v. 6.5 (Peakall
and Smouse, 2006, 2012). O programa Genetix v. 4.05 (Belkhir et al., 1996-2004) foi utilizado para
estimar parametros de diversidade genética em cada raga, nomeadamente: as heterozigotias
observada (Ho) e esperada ndo-enviesada (He); e o nUmero médio de alelos (NMA). A riqueza alélica
(R¢) por locus ponderada para o tamanho de cada populacdo foi estimada com o programa Fstat v.
2.9.3 (Goudet, 2001). Este programa foi, também, utilizado para calcular F-statistics de Weir e
Cockerham (1984), nomeadamente os coeficientes de consanguinidade (Fis) de cada populacdo e o
coeficiente de diferenciacdo genética entre populagdes (Fs:), com base em 1000 permutacgoes.

Os desvios da situagao de Equilibrio Hardy-Weinberg foram determinados com o programa
Genepop v. 4.2.1 (Raymond and Rousset, 2003). Fizeram-se testes globais para todas as populac¢des
e todos os loci, bem como testes por locus e por populacdo de acordo com o método de Guo e
Thompson (1992). Os valores de P foram determinados por calculo de cadeias de Markov utilizando
as definicbes seguintes: 10000 dememorization steps, 500 batches, 5000 iterations.

Os coeficientes de parentesco entre individuos (fm, ‘average molecular coancestry’) foram
estimados com o programa Molkin v.3 (Gutierrez et al., 2005) a partir das frequéncias alélicas, bem
como o parentesco médio entre individuos na Raga Ramo Grande e nas populacdes de cada ilha (fi).
A matriz de coeficientes de parentesco médio estimados em cada ilha e entre as populagbes das
vdrias ilhas (fj) foi utilizada para construir ‘graficos de contorno’ com o programa MATLAB® (The
MathWorks, Inc., USA).

As distancias genéticas Da entre populagdes (Nei et al., 1983) e entre individuos com base
na partilha de alelos (DAS) foram calculadas com o programa Populations v. 1.2.28 (Langella, 1999-
2002). Os dendrogramas Neighbor-Net e Neighbor-Joining obtidos a partir destas distancias foram
visualizados e editados no programa SplitsTree4 v. 4.10 (Huson and Bryant, 2006).
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O programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para analisar a estrutura
genética e o grau de cruzamento entre racas por métodos Bayesianos. O nimero mais provavel de
populacoes (K) foi determinado para 1<k<18, com 5 repeticGes independentes para cada valor de K,
50000 iteracbes de burn-in e 100000 iteragGes nas simulacdes de Monte Carlo via cadeias de
Markov (MCMC). Utilizou-se um modelo com cruzamento (‘admixture’) e frequéncias alélicas
correlacionadas (Falush et al., 2003). O método de Evanno et al. (2005) foi utilizado para identificar
o K mais provavel através da distribuicdo do AK. Esta andlise com o STRUCTURE foi repetida para
subconjuntos de dados para detectar subestrutura populacional. Depois de determinar o numero
de particOes inerente a este conjunto de dados, realizou-se uma nova analise com o programa
Structure para classificacdo dos animais nas populagcGes de origem e identificar animais cruzados.
Nesta analise utilizou-se o mesmo modelo, mas prolongaram-se os calculos de MCMC (100000
iteracGes de burn-in e 1000000 de iteracées MCMC).

A classificacdo dos individuos nas populagGes de origem foi feita com o STRUCTURE e os
mesmos parametros MCMC, mas definindo a priori as ragas em que foram amostrados. Neste caso,
estimou-se a proporc¢do do gendtipo de cada individuo em cada raga (g) e a probabilidade de terem
ascendentes de outras racas até a segunda geracdo. Calculou-se, também, a percentagem de
individuos correctamente classificados em cada raca com um valor de g=0,8.

I1l. Resultados

3.1. Diversidade genética

Os indices de diversidade genética estimados para a raca Ramo Grande (RGD e RGL), bem
como para as 12 ragas autéctones e as 3 ragas comerciais, estdo sumariados na Tabela 1. A raga
Ramo Grande (RGL) apresenta niveis de diversidade genética idénticos aos das restantes racas
autoctones Portuguesas, nomeadamente valores de heterozigotia média observada e esperada
para este conjunto de loci de 0,690+0,117 e 0,711+0,104, um numero médio de alelos de
7,16£1.91, uma riqueza alélica de 6,83+1,73 e 2 alelos ‘privados’. Nesta populacao observaram-se 3
loci com défice de heterozigotia e um coeficiente de consanguinidade médio de 0,031,
significativamente superior a zero para P<0,05. Nao se observaram diferengas significativas entre os
valores médios de diversidade genética obtidos para a populacdo Ramo Grande amostrada em
2004 e a do presente estudo, sendo que o valor de He diminuiu ligeiramente (Figura 2). Os 2 alelos
‘privados’ da populagdo RGL foram observados nos loci HAUT027 (animais registados no livro
genealdgico: PT915364695, PT697097169 e PT797097413) e TGLA227 (PT714680421) em
frequéncias inferiores a 5%.
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Tabela 1. Heterozigotia observada (H,) e esperada nao-enviesada (H.), nimero médio de alelos
(NMA), riqueza alélica (R;), alelos ‘privados’, coeficiente de consanguinidade (Fis) e nimero
de loci com défice de heterozigotia (HWEd) estimados com base em 25 microssatélites
para a raca Ramo Grande, 12 ragcas autdctones Portuguesas e 3 ragas comerciais

importadas.

Raga N HotDP He#DP NMA:DP  R4DP  PA Fis HWEd
;gao(sgjn)de 41 0,696:0,087 0,727+0,084 7,602,222 7,47t+2,12 0  0,042** 5
Eggo(géa[;de 49  0,69040,117 0,711:0,104 7,16+1,91 6,83t1,73 2  0,031* 3
Alentejana (ALT) 38 0,6460,143 0,683%0,136 584+1,34 582+134 0  0,055** 3
Arouquesa (ARO) 70  0,714%0,122 0,739+0,095 8,04+2,47 7,33+2,01 4  0,034** 7
Barros3 (BAR) 69 0,693t0,151 0,7000,134 6,68+1,65 6,28+1,49 0 0,010 0
Brava de Lide (BRA) 43  0,5540,158 0,613%0,163 536£1,70 526+1,63 1  0,098*** 8
Cachena (CAC) 51 0,729+0,147 0,727+#0,132 7,56+1,87 7,27+1,69 2  -0,002 2
Garvonesa (GAR) 39 0,673t0,149 0,65940,143 6,04+1,67 6,00+1,65 0O -0,022 2
Marinhoa (MRI) 46 0,683+0,148 0,6930,136 6,16+1,68 6,03+1,62 0 0,014 1
Maronesa (MRO) 47  0,668+0,130 0,691#0,103 6,56+1,78 6,36+1,63 0  0,033* 7
Mertolenga (MER) 64  0,652¢0,120 0,727+0,114 7,8042,24 7,29¢1,95 1  0,103*** 10
Minhota (MIN) 50 0,7610,116 0,724+0,097 7,68+2,12 7,37t1,96 4  -0,052 1
Mirandesa (MIR) 54 0,626¢0,113 0,643%0,109 5,64:0,99 529+0,88 2 0,028 3
Preta (PRE) 60 0,6510,136 0,674%0,139 7,00£2,40 6,58+2,07 2  0,035** 3
Charolés (CHA) 58  0,685:0,140 0,705:0,129 6,84+1,91 6,52¢1,79 1  0,028* 3
Frisia (FRI) 51 0,72440,118 0,715%0,102 6,88+2,28 6,59+1,93 6 -0,012 2
Limousine (LIM) 47  0,725¢0,079 0,727+0,084 6,72+¢1,95 6,57+1,86 1 0,003 1
Média 0,680£0,048 0,697:0,034 6,80£0,80 6,52+0,70 0,025 61

N: tamanho da amostra. DP: desvio padrdo. Niveis de significancia: *(P<0,05), **(P<0,01) e ***(P<0,001).
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Figura 2. Compara¢ao da diversidade genética entre a populagio Ramo Grande

amostrada em 2004 (RGD) e a de 2013 (RGL).
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A distribuicdo da diversidade genética pelas diversas ilhas estd sumariada na Tabela 2. A

populacdo de Ramo Grande da ilha de S. Jorge aparenta ser a que contém maior diversidade
genética (He#DP=0,730+0,087 e NMA+DP= 5,80+1,47). No entanto, é imprescindivel considerar o
numero de animais amostrados em cada ilha pelo que, a julgar pela riqueza alélica (média

R=4,05+0,21) e pelo numero efectivo de alelos (Figura 2), ndo se verificam diferencas muito

significativas entre ilhas. A populagdo de S. Jorge apresenta 3 loci com défice de heterozigotia e um

coeficiente de consanguinidade médio de 0,071, significativamente superior a zero para P<0,01.

Tabela 2. Heterozigotia observada (H,) e esperada ndo-enviesada (H.), nimero médio de
alelos (NMA), riqueza alélica (R:), coeficiente de consanguinidade (Fi) e nimero de
loci com défice de heterozigotia (HWEd) estimados para a ragca Ramo Grande em 4

ilhas: Faial, Pico, S. Jorge e Terceira com base em 25 microssatélites.

Populagdo N HotDP HetDP NMA+DP R:+DP Fis HWEd
Faial (RGF) 6 0,773+0,254  0,729+0,172  4,52+1,45 4,26+1,31 -0,068 0
Pico (RGP) 5 0,744+0,212  0,696+0,131  3,92+1,15 3,92+1,15 -0,078 0
Sdo Jorge (RGS) 15 0,680+0,153  0,730+0,087 5,80+1,47 4,19%0,78  0,071** 3
Terceira (RGT) 21 0,651+0,151 0,676+0,148 5,20+1,71  3,82+0,92 0,038 1
Média 0,712+0,056  0,708+0,026  4,86+0,82  4,05+0,21 0,024 4

N: tamanho da amostra. DP: desvio padrdo. Niveis de significancia: *(P<0,05), **(P<0,01) e ***(P<0,001).
As ilhas da Graciosa e de S. Miguel ndo foram consideradas, N=1.
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Figura 3. Comparagao da diversidade genética entre as populagées Ramo Grande de

4 ilhas: Faial, Pico, S. Jorge e Terceira.
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Os coeficientes de parentesco médio entre individuos em cada ilha (fi) e entre ilhas (fj)
estdo representados no grafico de contorno da Figura 4. As cores quentes (vermelho, laranja e
amarelo) e as cores frias (tons de azul) diferenciam entre graus de parentesco mais elevados e mais
reduzidos, respectivamente. O grau de parentesco médio em cada ilha é relativamente elevado,
mas € necessario considerar que foram amostradas um numero reduzido de exploragdes
(particularmente no Faial e no Pico), provavelmente com indices de consanguinidade altos (ver
relatério de andlise demografica), o que resulta num grau de parentesco entre individuos
igualmente elevado.

Figura 4. Grafico de contorno obtido a partir da matriz de coeficientes de parentesco
médio estimados em cada ilha (fi) e entre ilhas (f;).

A populacdo da ilha do Pico foi a que registou o nivel mais alto de parentesco médio entre
animais (fi=0,374). Relativamente aos coeficientes de parentesco médio entre ilhas, o valor mais
baixo foi obtido entre a populagdo do Faial e a de S. Jorge (f;j=0,258) e o mais alto entre a populagdo
do Pico e a da Terceira (f;=0,298).

11
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3.2. Relagodes filogenéticas

As relagcOes genéticas entre a raca Ramo Grande (RGD 2004 e RGL 2013), as restantes 12
racas autoctones Portuguesas e as 3 racas comerciais incluidas neste estudo estdo ilustradas na
Figura 5. A proximidade genética evidente entre a raga Ramo Grande e a raga Frisia é validada pelo
elevado grau de confianca obtido para este ramo do dendrograma (valor de ‘bootstrap’ = 94%). No
entanto, nota-se uma evolugdo positiva uma vez que a populagdo Ramo Grande amostrada em
2013 (RGD) esta um pouco mais distante da raca Frisia do que a sua congénere de 2004 (RGD).

! oot MIRANDESA

MARINHOA
BARROSA MARONESA

BRAVA DE LIDE

CACHENA

AROUQUESA

MINHOTA

GARVONESA
CHAROLESA

MERTOLENGA

LIMOUSINE ALENTEJANA

PRETA

RAMO GRANDE 2013

FRISIA

Figura 5. Dendrograma Neighbor-Net obtido a partir da matriz de distancias
genéticas D, entre 2 populagées da raca Ramo Grande (RGD 2004 e RGL
2013), 12 ragas autdctones Portuguesas e 3 ragas comerciais.

Com base nos valores de Fs: (Tabela 3), todas as ragas autdctones Portuguesas sao
geneticamente diferenciadas entre si (P<0,05), incluindo a raca Barrosa e Cachena cujo valor de Fs:
é baixo (Fs: =0,013, Tabela 3). Como seria de esperar, este ndo é o caso das populacdes RGD e RGL e
gue apresentaram um valor de Fs=0,005 minimo e ndo significativo (P<0,05). Sendo que os valores
de médios das populacdes RGD e RGL (Fs+=0,07310,030 e F;=0,084+0,033, respectivamente) foram
intermédios relativamente aos estimados nas outras racas.

12
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Tabela 3. Valores de F;; médios estimados para o conjunto de 25 microssatélites entre pares de populagoes (abaixo da
diagonal) e em cada populagdo (diagonal) nas 12 ragas autdctones, 3 ragas exaticas e 2 popula¢des da raca Ramo

Grande.

ALT  ARO BAR BRA CAC  CHA FRI GAR LM MRI  MRO MER MIN  MIR PRE  RGD  RGL
ALT 0,084
ARO 0,057 0,056
BAR 0,074 0,039 0,077
BRA 0,125 0,079 0,111 0,114
CAC 0,059 0,026 0,013 0,09 0,064
CHA 0,092 0061 0,092 0,107 0,081 0,085
FRI 0,129 0,088 0,105 0,140 0,094 0,094 0,106
GAR 0,064 0,074 0,08 0,124 0,076 0,097 0,128 0,097
LIM 0,075 0,047 0,075 0,098 0,056 0,052 0,087 0,090 0,072
MRI 0,090 0,054 0,085 0,128 0,067 0,103 0,122 0,107 0,082 0,087
MRO 0,060 0,043 0,060 0,107 0,042 0,102 0,096 0,092 0,071 0,072 0,076
MER 0,049 0,034 0,055 0,094 0,044 0,059 0,091 0,067 0,056 0,064 0,054 0,063
MIN 0,073 0,036 0,060 0,089 0,046 0,046 0,089 0,084 0,035 0,071 0,069 0,046 0,064
MIR 0,126 0,074 0,130 0,181 0,120 0,152 0,166 0,156 0,126 0,077 0,112 0,107 0,122 0,130
PRE 0,091 0,057 0,073 0,125 0,070 0,079 0,126 0,109 0,079 0,084 0,081 0,066 0,060 0,125 0,088
RGD 0,088 0,060 0,079 0,105 0,063 0,063 0,063 0,094 0,054 0,092 0,069 0,052 0,048 0,142 0,088 0,073
RGL 0,098 0,071 0,094 0,115 0,076 0,077 0,075 0,109 0,066 0,103 0,079 0,065 0,056 0,158 0,100 0,005 0,084

O valor a negrito indica Fst ndo significativo para P<0,05.
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As relacdes genéticas entre as populacdes da raca Ramo Grande das ilhas do Faial, do Pico,
de S. Jorge e da Terceira estdo representadas na Figura 6. Nesta andlise foram incluidas as racgas
Frisia, uma vez que existem evidéncias de cruzamento com animais da Ramo Grande, e Mirandesa
para comparacdo, pois esta é a raca autdctone mais diferenciada geneticamente (Fs+=0,130+0,030).

MIRANDESA

RAMO GRANDE FAIAL

RAMO GRANDE PICO

RAMO GRANDE SAO JORGE

RAMO GRANDE TERCEIRA

Figura 6. Dendrograma Neighbor-Net obtido a partir da matriz de distancias
genéticas D, entre as populacdes da raca Ramo Grande de 4 ilhas (Faial,
Pico, S. Jorge e Terceira), a ra¢a comercial Frisia e a raca Mirandesa.

Os valores de Fs: médios calculados para o conjunto de 25 microssatélites entre pares de
populacdes da raca Ramo Grande das 4 ilhas analisadas (Tabela 4) indicam que, excepto as da ilha
Terceira e do Pico, estas popula¢cbes ndo sdao geneticamente diferenciadas (P<0,05). Sendo que a
populacdo de S. Jorge foi a que apresentou o valor médio mais baixo (Fs+=0,012+0,003). Este
resultado é consistente com a andlise de distancias genéticas ilustrada na Figura 6.

Tabela 4. Valores de F;: médios estimados para o conjunto de
25 microssatélites entre pares de populagées
(abaixo da diagonal) e em cada populagdo
(diagonal) da raga Ramo Grande do Faial, do Pico,
de S. Jorge e da Terceira

RGF RGP RGS RGT
RGF 0,022
RGP 0,026 0,020
RGS 0,015 0,011 0,012
RGT 0,027 0,023 0,010 0,020
Valores a negrito indicam Fs: ndo significativos para P<0,05.
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As relagdes genéticas entre individuos da raca Ramo Grande de cada uma das 4 ilhas, da
raca Frisia e da raca Mirandesa estdo ilustradas na Figura 7. A influéncia da raca Frisia na raca Ramo
Grande é visivel, nomeadamente ha 6 animais inscritos no Livro Genealdgico da raca Ramo Grande
(PT915364695 e PT796177826 do Pico; PT317033191, PT616197390 e PT317033073 de S. Jorge;
PT793357726 da Terceira), todos oriundos de exploracGes diferentes, que se agrupam com os
animais da raca Frisia. O animal PT816195239 aparenta ser geneticamente mais préximo da raca
Mirandesa, sendo que este resultado podera ser reflexo da auséncia das restantes
racas/populacdes nesta analise. Os animais Ramo Grande das varias ilhas formam um grupo
relativamente heterogéneo (pouca diferenciacdo genética), o que estd em consonancia com a
analise dos valores de Fs: médios (ndo significativos) entre estas populagoes.

LEGENDA
Mirandesa

Frisia

Ramo Grande Faial

Ramo Grande S. Jorge
Ramo Grande Terceira

0.1

Figura 7. Dendrograma Neighbor-Joining obtido a partir da matriz de distancias
genéticas DAS entre animais da raca Ramo Grande de 4 ilhas (Faial, Pico, S.
Jorge e Terceira), da raga comercial Frisia e da raca Mirandesa.
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3.3. Estrutura genética e grau de cruzamento

A andlise Bayesiana da estrutura genética das racas autéctones Portuguesas foi realizada
anteriormente para um conjunto mais alargado de marcadores moleculares (i.e. 40 microssatélites)
e, com excep¢do das ragas Barrosd e Cachena que integraram um grupo Unico, todas as ragas
autoctones e comerciais formaram grupos independentes (Ginja et al., 2010). A analise que agora
fizemos incluiu 25 desses microssatélites, bem como a populacdo da raca Ramo Grande amostrada
em 2013 (RGL), e resultou num numero provavel de 14 populacdes (K), determinado com base no
valor de AK=3,88 (Figura 8 e Tabela 5).

40

05

13 14 15 16 17
K

Figura 8. Distribuicio do AK obtido com o programa Structure para valores de
12<K<17 e resultantes da analise da raca Ramo Grande (RGD e RGL), de 12
racas autdctones Portuguesas e de 3 ragas comerciais, sem incluir a priori
informacgao sobre as popula¢6es de origem de cada animal.

Os resultados desta analise confirmam a proximidade genética entre a raca Ramo Grande e
a Frisia, que formaram um grupo Unico (grupo 14 da Tabela 5, definido pela cor roxa na Figura 9). A
proporcdo média dos gendtipos (Q) dos animais da raca Ramo Grande (RGD e RGL) contidos no
grupo 14 foi de, aproximadamente, 74% (Tabela 5). Este valor é ligeiramente inferior ao da média
global observada nestas ragas (Q=0,793+0.169), o que sugere que a raca Ramo Grande tem uma
composicdo genética heterogénea. Isto traduz-se numa percentagem baixa de animais
correctamente classificados, com probabilidades dos gendtipos individuais elevadas (i.e. g=0,80), na
raca Ramo Grande (~44% e 51% na RGD e RGlI, respectivamente). No entanto, apenas um animal
Ramo Grande (PT293305895) apresentou probabilidade maxima do seu gendtipo noutra populacdo
(g=0,80 na raca Minhota). Na Figura 8 observa-se um segundo pico na distribuicdo dos valores de
AK=1,87 para K=16 e, neste caso, a raca Ramo Grande forma um grupo independente (Figura 9).
Estes resultados indicam, ainda, uma maior influéncia da raca Frisia na populacdo RGD (Q=0,128 no
grupo da Frisia), que registou apenas 36,6% de animais correctamente classificados (Tabela 6).
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Tabela 5. Resultados da andlise com o Structure obtidos para K=14 e sem incluir
informacdo a priori sobre as populagdes de origem. Esta indicado o
seguinte: o grupo correspondente a cada populagdo, a propor¢cdo média
dos genodtipos dos animais amostrados (Q) em cada populagao, a
percentagem de animais correctamente classificados na populagdao de
origem e o niumero de animais incorrectamente classificados noutras

populagdes.

Populagao N Grupo Q+DP % Corr. q20,80  %lIncorr. g20,80
ggg‘oﬁg‘)‘je 41 14 0,738£0,179 43,9 1
gggo(gga:;de 49 14 0,741%0,205 51,0

Alentejana 38 11 0,809+0,177 63,2

Arouquesa 70 2 0,719+0,187 44,3 1
Barrosa 69 13 0,862+0,085 79,7

Brava de Lide 43 12 0,866%0,135 79,1

Cachena 51 13 0,71040,159 39,2 1
Garvonesa 39 5 0,79640,181 59,0

Marinhoa 46 1 0,848+0,109 76,1

Maronesa a7 6 0,848+0,108 76,6

Mertolenga 64 4 0,682+0,218 39,1 1
Minhota 50 8 0,728+0,195 52,0

Mirandesa 54 9 0,895+0,096 85,2

Preta 60 3 0,73610,178 50,0

Charolés 58 7 0,838+0,140 70,7

Frisia 51 14 0,873+0,090 78,4

Limousine 47 10 0,839+0,097 76,6

Totais 877 14 0,79310,169 62,1 4

N: tamanho da amostra. DP: desvio padrdo. g: probabilidade do gendtipo individual.

Tabela 6. Sumario dos resultados da andlise com o Structure obtidos para K=16 e
sem incluir informagao a priori sobre as populagdes de origem.

Populagdo N Grupo Q+DP % Corr. g20,80  %lIncorr. g20,80
Ramo Grande
+
2004 (RGD) 41 13 0,631+0,257 36,6
Ramo Grande
+
2013 (RGL) 49 13 0,746%0,209 55,1
Totais 877 16 0,772+0,181 57,4 7

N: tamanho da amostra. DP: desvio padrdo. g: probabilidade do gendtipo individual.
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Figura 9. Representacao grafica das probabilidades dos gendtipos individuais, em cada uma das populagdes, calculadas com o programa Structure para
K=14 e K=16 sem incluir informacao a priori sobre as populagées de origem. Cada animal é representado por uma linha e cada grupo genético é
identificado por uma cor.
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A existéncia de subestrutura em cada um dos 14 grupos identificados através do Structure
pode ser analisada nos mesmos moldes, mas utilizando subconjuntos dos dados genotipicos.
Assim, optou-se por repetir a analise do Structure para averiguar se é possivel distinguir entre as
racas Ramo Grande e Frisia com este conjunto de microssatélites. Incluiram-se na andlise duas
racas autoctones bem diferenciadas (MIR e MRO). Na Figura 10 e com base no valor de AK=195,6,
identifica-se K=4 como o numero mais provavel de particdes para este conjunto de dados.

300
250

200

Delta K
=
&
S

20 25 30 35 40 45 50
K

Figura 10. Distribuicao do AK obtido com o programa Structure para valores de 1<K<5 e
resultantes da analise da raga Ramo Grande (RGD e RGL), das racas Maronesa e
Mirandesa e da raga comercial Frisia, sem incluir a priori informagao sobre as
populagdes de origem.

Este resultado confirma a separacdo da raca Ramo Grande num grupo independente
(representado a azul na Figura 11), sendo que a influéncia da raga Frisia mantém-se ao nivel dos
10% na populagdo RGD (cor vermelha registada em animais Ramo Grande, Figura 11). Verifica-se
gue as populacdes RGD e RGL ndo estdo geneticamente diferenciadas, o que corrobora os
resultados das anadlises de Fs: e de distancias genéticas (Tabela 3 e Figura 5). O mesmo é valido para
as populacdes do Faial, do Pico, de S. Jorge e da Terceira.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

p0n TIPSR .
FRI MRO MIR RGD RGL
Figura 11. Representacdo grafica das probabilidades dos genétipos individuais,
nas populagdes Frisia, Maronesa, Mirandesa e Ramo Grande, calculadas
com o programa Structure para K=4 sem incluir informacao a priori
sobre as populagdes de origem.
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Os resultados da andlise com o Structure quando se incluiu informacao sobre as populacdes
de origem dos animais estdao resumidos, para a raca Ramo Grande, na Tabela 7. O facto de se
observar uma percentagem relativamente baixa de animais classificados nesta raca com um valor
de probabilidade do gendtipo individual superior a 95% (RGD=61% e RGL=81.6%) reflecte bem a
sua heterogeneidade genética.

Tabela 7. Sumario dos resultados da analise com o Structure obtidos para K=16 e com informacdo
a priori sobre as populac¢ées de origem. Esta indicado o seguinte: a propor¢do média dos
genodtipos dos animais amostrados (Q) na raca Ramo Grande e a percentagem de animais

cruzados.

Populagdo N Q+DP % Corr. q20.99 % Corr. 20,95 % Corr. 920,80  %Cruz. g<0,95
Ramo Grande

+
2004 (RGD) 41 0,873+0,219 0,0 61,0 85,4 39,0
Ramo Grande

+
2013 (RGL) 49 0,924+0,184 12,2 81,6 91,8 18,4
Média 20 0,90110,201 6,7 72,2 88,9 27,8

N: tamanho da amostra. DP: desvio padrdo. g: probabilidade do gendtipo individual.

Numa perspectiva menos conservadora, podia ser considerado um valor de g inferior a 80%
para definir animais cruzados. Neste caso, as percentagens de animais com evidéncia de
cruzamento decrescem para 14,6 e 8,2 nas popula¢cdes RGD e RGL, respectivamente. No entanto,
ao forgar os animais a pertencer a uma determinada raga ou populagao para fazer as andlises com
o Structure é recomendado considerar probabilidades do gendtipo individual superiores.

Assim sendo, identificaram-se 25 animais da raca Ramo Grande com um valor de g inferior
a 95%, quando se incluiu informacdo sobre a populacdo de origem, e com pelo menos 10% do
gendtipo atribuido noutra raca (nomeadamente nas racgas Frisia, Limousine e Charolesa) na analise
sem informacdo a priori sobre a proveniéncia dos animais (Tabela 8 e Figura 12). A populagdo
Ramo Grande amostrada em 2004 regista uma influéncia superior da raca Frisia do que os animais
Ramo Grande amostrados no dmbito deste relatério. A influéncia de racas autéctones na Ramo
Grande poderd ser aceitdvel dentro de certos limites, tendo em conta que estas ragas terao
contribuido originalmente para a sua formagdo. No caso dos animais Ramo Grande que denotam
evidéncia de cruzamento com ragas comerciais importadas recomenda-se que nao sejam utilizados
como reprodutores.
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Tabela 8. Lista dos 25 animais da raca Ramo Grande que registaram uma probabilidade do
genétipo individual, g<0,95 na populacdo de origem definida nas analises com o
Structure. Indica-se, ainda, a ilha e o criador onde os animais foram amostrados,
o sexo de cada animal, as ragas provavelmente utilizadas em cruzamento e
possibilidade de ascendéncia noutras racas até a 12 e/ou 22 geragio.

Populagio  Registo LG llha Criador Sexo Cruzamento Pais Avos
RGD PT493296574 F FRI v
RGD PT793302332 F BRA v
RGD PT595504792 F FRI

RGD PT595480466 F LIM/ARO 4 v
RGD PT595492247 F LIM/FRI v
RGD PT095521411 M CAC/MIN/LIM v
RGD PT195522793 M CHA/FRI

RGD PT2731847 F MRO/BAR/CAC/MIR v v
RGD PT2730827 F MRI v v
RGD PT295491645 F FRI

RGD PT295495261 F FRI 4 v
RGD PT895479843 F FRI

RGD PT395483611 F CHA/FRI v v
RGD PT495503038 F FRI

RGD PT495524205 F FRI

RGD PT095511875 F FRI

RGL PT095506925 S. Jorge 57 M MER/CHA v v
RGL PT915364695 Pico 417 M MRI/CAC/FRI v
RGL PT214618818 Faial 325 M LIM/ARO/MIR 4 v
RGL PT816195239 Faial 267 M ALT/MER/MIR 4 v
RGL PT217012618 Pico 247 F BAR/CAC/ALT

RGL PT115353704 Faial 284 F MIR v
RGL PT715283718  S. Miguel 410 F CHA v
RGL PT616197390 S. Jorge 65 F LIM/CHA/FRI v
RGL PT715393387 Terceira 288 F LIM/FRI

1Este animal apresentou uma proporgdo significativa do seu gendtipo na raga Limousine (~¥40%), na analise do
Structure sem informagdo sobre a populagdo de origem, e uma probabilidade significativa de pertencer a raga
Limousine, na analise do Structure quando essa informagdo foi considerada.

Os resultados do Structure foram consistentes com os da andlise de distancias genéticas,
nomeadamente  confirmou-se a proximidade genética entre os animais PT915364695 e
PT616197390 e as racas comerciais importadas e o touro PT816195239 é, muito provavelmente,
descendente da raca Alentejana. No caso dos animais PT796177826 e PT317033191 o valor da
probabilidade do gendtipo ficou pouco acima dos 0,95, razdo pela qual ndo aparecem listados
como animais cruzados na Tabela 8, mas detectou-se influéncia das racas Frisia e Charolesa.
Relativamente aos animais PT317033073 e PT793357726, a probabilidade do gendtipo na raca
Ramo Grande foi da ordem dos 98% e 65% em funcdo de definir, ou ndo, a priori a populacado de

origem, respectivamente.
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Figura 12. Representagdo grafica das probabilidades dos genétipos individuais (g) na raca Ramo Grande, calculadas com o programa Structure com
informacao a priori sobre a populagdao de origem. Os 25 animais da raga Ramo Grande classificados como cruzados e que registaram uma

probabilidade do genétipo individual inferior a 0,95 na populagdo de origem estdo destacados a vermelho.
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A dificuldade em inferir a origem do cruzamento pode relacionar-se com o facto de estarem
envolvidas varias ragas, até porque a raga Ramo Grande tem origem nas congéneres autdctones do
continente Portugués, e de essa influéncia poder ter ocorrido ha varias geracbes. Por exemplo, no
caso do animal PT293305895, registou-se uma influéncia significativa da raca Minhota que, por sua
vez, tem uma histdria confirmada de cruzamento com a raca comercial Gelbvieh de origem Alema.
No entanto e na andlise com informacdo sobre as populacdes de origem, a probabilidade do
gendtipo deste animal na raca Ramo Grande foi de ~98% o que parece indicar que esta influéncia
ocorreu ha vdrias geracgoes.
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IV. Conclusoes

Este relatdrio constitui um instrumento Util para a definicdo de um programa especifico de
maneio e conservacao da raca bovina Ramo Grande. A amostragem realizada foi relativamente
ampla e representativa da diversidade genética da raca. Assim, foi possivel determinar com
precisdo os indices de variabilidade genética da raca Ramo Grande, nomeadamente a heterozigotia
e a diversidade alélica. No entanto, é necessdrio considerar um nimero mais representativo de
animais inscritos no LG para determinar de forma fidvel os coeficientes de parentesco nas
populacdes de cada ilha e ao nivel das varias exploracdes. Esta informacdo é necessdria para
minimizar o grau de parentesco entre animais e controlar os niveis de consanguinidade da raca.

Os resultados da andlise da estrutura genética e do grau de cruzamento sdo particularmente
Uteis para a gestdo do LG da raca Ramo Grande, pois, é impreterivel identificar animais com
influéncia da raca Frisia e exclui-los do programa de reproducdo. Os animais da raca Ramo Grande
com evidéncias de cruzamento variaram entre os 39 e os 18% nas populacdes amostradas em 2004
e 2013, respectivamente, com uma média global de ~28%. Estes animais denotam evidéncia de
cruzamento com ragas comerciais importadas e contém, pelo menos, 10% do seu gendtipo
atribuido a outra raca. A maior influéncia é a da racga Frisia, mas também da Limousine e Charolesa,
onde se observaram probabilidades significativas de ascendencia até a 22 geragao.

As principais recomendacdes no que respeita a gestdo do patrimonio genético da raca bovina
Ramo Grande sdo as seguintes:

v Excluir do programa de reproducdo da raca Ramo Grande os 25 animais listados na
Tabela 8 e na Figura 12, bem como os seus descendentes directos, que derivam de
cruzamentos entre ragas (homeadamente ragas comerciais importadas).

v' Genotipar todos os touros destinados a planos de reproducdo por inseminacdo
artificial com este painel de 25 microssatélites, para testar a compatibilidade com a
raca Ramo Grande e diminuir a probabilidade de perpetuar uma eventual influéncia
de outras ragas, como por exemplo da raga Frisia.

v' Genotipar de forma sistemética todos os animais adultos que vierem a ser registados
no LG da raca Ramo Grande com um painel de microssatélites recomendado para
testes de paternidade (por exemplo, 17 dos marcadores incluidos neste estudo), com
o objectivo de determinar com precisdo o grau de parentesco entre animais e os
coeficientes de consanguinidade ao nivel das varias exploracdes e ilhas.
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Estes resultados poderdo ser comparados com os da andlise classica de genealogias,
com a vantagem que os marcadores moleculares captam sinais ancestrais da histéria
evolutiva da raga.

Analisar com mais detalhe as relagGes genéticas dos animais da raca Ramo Grande,
entre e dentro de cada ilha, utilizando a informacdo resultante dos testes de
paternidade previstos no item anterior.

Recrutar animais de exploragdes diferenciadas, para definir acasalamentos
programados, com o objectivo de maximizar a diversidade genética e minimizar o
grau de parentesco entre animais da raca Ramo Grande. Esta andlise devera ser feita
com base em dados moleculares e utilizando software adequado para o efeito.
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