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Resumo

Este trabalho teve como objectivo estudar a diversidade genética dos suinos de raga
Bisara através da anélise do pedigree. Os dados, relativos ao periodo de 1995 a 2020,
foram colhidos na base de dados da Associagdo Nacional de Criadores de Suinos de Raga
Bisara (ANCSUB). Foi avaliado o grau de preenchimento dos ficheiros de pedigree e da
populacao activa. O niimero e a proporcao de animais com ambos os pais conhecidos,
com a mae ou o pai conhecidos foram calculados recorrendo a um procedimento SQL.
Os parametros de diversidade genética, do pedigree e da populagao activa que inclufa
os animais nascidos entre 2014 e 2020, foram calculados com o software PEDIG. O
» nimero efectivo de fundadores foi de 162,56 para os machos e 159,7 para as fémeas.
Uma elevada proporgao (44,7%) dos animais da populag8o activa sdo consanguineos, e
a sua consanguinidade média foi de 17,4%. Estes resultados sugerem que a populacao
de suinos da raca Bisara necessita de monitorizacao de forma a evitar a perda de

variabilidade genética.
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Abstract

The objective of this work was to study the genetic diversity of the Portuguese authoc-
tonous pig breed Bisaro by pedigree analysis. Data of Bisara pigs breed was taken
from the database of the Associagao Nacional de Criadores de Suinos de Raga Bisara
(ANCSUB) concerning the period from 1995 to 2020. For both, pedigree and active
population files completness was evaluated. The number and the proportion of animals
with both parents known, sire known, and dam known were computed using a SQL
procedure. Population genetic diversity parameters were computed, using the PEDIG
software package, for the active population which included animals born from 2014 to
2020. The effective number of founders was 162.5 for boars and 159.7 for sows, while
the number of ancestors contributed with 50% of the genes in the breed pool gene was
51.0 for boars and 53.0 for sows. A high proportion (42,1%) of animals in the active
population are inbred, and the mean inbreeding coefficient was 17.4%. These results
suggest that the Bisara pig population needs monitoring in order to avoid the loss of

genetic variability.
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Capitulo 1

Revisao bibliografica

1.1 Introducao

No primeiro recenseamento geral do efectivo pecuério realizado em Portugal (Direcgao
Geral do Commercio e Industria, 1870), o porco Bisaro foi definido como o “porco
esgalgado pernalto e de orelhas pendentes criado nas provincias do centro e Norte do
reino”. De facto, a criacao de suinos da raga Bisara conheceu, em tempos passados,
grande expressao em Tras-os-Montes, onde a batata e a castanha desempenhavam um
importante papel na sua alimentagao (Taborda, 1932). Nas décadas d e 70 e 80, a
intensificacao da produc¢ao animal conduziu a uma diminuicao, quase fatal, do efectivo
da raga Bisara, os quais submetidos a cruzamentos sucessivos (Carvalho, 2014) com
animais de racas exoéticas, selecionadas e melhoradas para a producao de carne, de
crescimento réapido e com maior teor de carne magra na carcaga. Até aos anos de 1990,
os animais desta raga foram criados essencialmente para autoconsumo, com efectivos

de 1 a 3 fémeas reprodutoras, estabulados permanentemente, integrados em sistemas
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de producgao agricola extensivos, alimentados com subprodutos da exploracao agricola

e restos de cozinha (Carvalho, 2014).

A sobrevivéncia do bisaro a evolucao da agricultura e da suinicultura moderna deve-
se & manutencao da agricultura tradicional e de subsisténcia que persistiu na regiao de
Tras-os-Montes até a década de 1990. A criagao de porcos desta raga manteve-se na
regiao, pela sua docilidade, prolificidade, bom instinto maternal e pela excelente carne

para a produgao de fumeiro, tradicao da regiao.

Desde a década de 1990, verificou-se um renovado interesse pela criacao das ragas
autoctones, o que levou ao reconhecimento, em 1994 (Carvalho, 2014), pelo Ministério
da Agricultura do Desenvolvimento Rural e Pescas, desta raga autoctone em vias de
extingao. No mesmo ano, foi aprovado o Regulamento de Registo Zootécnico e no
ano seguinte iniciaram-se as acoes de registo de reprodutores. Actualmente, o efectivo
reprodutor de suinos da raca Bisara é aproximadamente de 6900 animais inscritos no
Registo Zootécnico (RZ) a cargo da Associagdo Nacional de Criadores de Suinos de

Raga Bisara (ANCSUB).

Nas ultimas décadas observou-se uma grande valorizagao da agricultura extensiva,
associada a producao de produtos de elevada qualidade, que muito tem contribuido
para a preservacao do meio ambiente, do patrimoénio cultural e do patriménio genético
animal, do qual o suino de raga Bisara é parte integrante. Esta alteracao de paradigma
permitiu ao suino de raga Bisara assumir importancia determinante para o desenvolvi-
mento rural de Tras-os-Montes, contribuindo para manter os produtos tipicos da regiao,
bem como os sistemas de producao tradicionais. De facto, as ragas autdctones de ani-

mais zootécnicos sao um reservatorio de genes inicos, que interessa preservar pelas suas
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caracteristicas de resiliéncia a meios dificeis, bem como pelo seu valor cultural. Para
tal, é fundamental proceder ao seu estudo e a sua caracterizacao para melhor definir

as estratégias de conservacao.

A diversidade genética é a base para a resposta individual as alteragbes ambientais,
bem como para a resposta a seleccao em programas de melhoramento genético. Actu-
almente, um elevado niimero de ragas autoctones de animais zootécnicos apresentam
populagoes pequenas, pelo que estao susceptiveis ao aumento rapido da consanguini-
dade, com a consequente perda de diversidade genética, que é essencial para a sua
sobrevivéncia a longo prazo. E bem conhecida a diminuicio da resiliéncia das popula-
¢Oes animais em resultado dos efeitos negativos da depressao consanguinea, pelo que
uma reducao severa do tamanho das populagoes, fendémeno designado por gargalo de

garrafa (bottleneck), aumenta o risco de extingao das populagoes (Narain, 2000).

A conservacao das ragas autdctones de animais zootécnicos assenta na manutengao
da sua diversidade genética (Baumung and Solkner, 2003), pelo que o maneio repro-
dutivo deve ser controlado de forma eficaz, pois s6 assim somos capazes de garantir
a conservacao da diversidade genética das racas ameacgadas. A conservacao da diver-
sidade genética deve ser um objectivo prioritario em todas as populacoes de animais
zootécnicos, uma vez que esta é a essencial para o desenvolvimento de planos de con-
servacao, mas também para o melhoramento genético das racas, quando o tamanho
populacional o permita (Oldenbroek, 2007). A sobrevivéncia das ragas com polugoes
pequenas esta, claramente, dependente da preservacao da sua diversidade genética, mas
as ragas com elevados censos populacionais nas quais se utilize um reduzido niimero de
machos reprodutores também requerem especial atengao (Nomura et al., 2001).

3



1.1. Introdugao

Numa primeira fase, os programas de conservacao devem minimizar o aumento
da taxa de consanguinidade para preservar a variabilidade genética dentro das racas
(Baumung and Sélkner, 2003). A evolugao da taxa de consanguinidade ¢, vulgarmente,
utilizada para quantificar a taxa de deriva genética das populacoes. Todavia, Boichard
et al. (1997) mostraram que, nos animais domésticos, este parametro pode ser pouco
eficiente, pelo que estes autores propuseram como alternativa a utilizacao da anéalise da
probabilidade de origem dos genes, estimando as contribui¢oes genéticas dos animais
fundadores para a populagao actual ou activa. O software PEDIG (Boichard et al.,
1997) foi desenvolvido para realizar este tipo de andlises, pertmitindo também ter em
consideragao a ocorréncia de gargalos de garrafa no pedigree através do calculo do

numero efectivo de ancestrais.

Em Portugal, grande parte das racas zootécnicas autoctones encontram-se ame-
acadas, pois a especializagao e o melhoramento genético de algumas ragas exodticas
conduziu a que, hoje, um reduzido nimero de racas sejam a base da producao de
alimentos no mundo. Desta forma, um grande nimero de ragas, nomeadamente as
ragas portuguesas, viu o seu efectivo diminuido, conduzindo-as ao estatuto de racas
ameacadas. Por outro lado, o cruzamento com racas mais produtivas tem diminuido a
pureza das ragas autdctones, o que contribuiu, também, para a erosao genética ja que
os genes das ragas autoctones sao substituidos pelos genes das ragas exoticas. As ragas
autéctones representam um patrindénimo genético que interessa preservar, nao so6 pelo
seu valor cultural, mas também pelas suas caracteristicas de resiliencia a meios difi-
ceis, pelo que é fundamental estudar, caracterizar e preservar a pureza genética destas
ragas que representam um reservatorio de genes tinicos que devemos garantir para as

4
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geragoes futuras.

Neste trabalho, estudamos a diversidade genética dos suinos da raca Bisara através
da analise dos genealdgicos. Pretendeu-se, também, que a informagao produzida sobre
a estrutura genética da populacao permita auxiliar a definicdo de uma estratégia de
acasalamentos para minimizar o aumento da taxa de consanguinidade, a perda de
diversidade genética e, desta forma, contribuir para a conservacao desta importante e
tnica raca de Suinos: O Bisaro.

Pretendemos também criar uma visao significativa da genética recente e do status
atual da raca Bisara em relacao as praticas de reproducao e ao tamanho efetivo da

populagao.
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1.2 Caracteristicas dos suinos da raca Bisara

Desde sempre que, em Tras-os-Montes, a carne de porco Bisaro, o porco mais comum
na regiao, representou uma importante reserva de alimentos para consumir ao longo
do ano. O porco de raga Bisara sdo animais grandes (Figura 1.1), chegando a atingir
mais de um metro de altura e 1,5 metros de comprimento, de pelagem preta, branca ou
malhada, pele grossa e com cerdas compridas, grossas e abundantes. Miranda do Vale
(1949) descreveu estes animais como pertencentes ao tronco Céltico, de perfil concavo,
longilineos e eumétricos. No Recenseamento Geral de Gados no (Direc¢ao Geral do
Commercio e Industria, 1870)Continente do Reino de Portugal (1870), Bisaro ou Bisara
é definod como “um nome que se da ao porco esgalgado, mais ou menos pernalta, de

orelhas frouxas para se distinguir do porco roli¢o e pernicurto do Alentejo”.

A cabega é comprida e espessa, com orelhas compridas, largas e pendentes, face
pouco desenvolvida e boca grande. O pescogo é comprido e regularmente musculado. O
tronco é comprido, com dorso arqueado, térax alto, achatado e pouco profundo, flanco
largo e pouco descido, garupa estreita descaida e pouco musculada, ventre esgalgado.
Os membros sao compridos, ossudos e pouco musculados, tendo um regular aprumo.
As coxas sao de bom comprimento e deficiente espessura por serem pouco musculadas;
0s pés sao bem desenvolvidos. A cauda é grossa e de inser¢ao média. Sao animais de
temperamento bastante docil, vagarosos e com movimentos pouco graciosos. As porcas

apresentam elevada prolificidade.

A carcaca do porco Bisaro tem uma propor¢ao de misculo maior que de gordura,
obtendo-se uma carne pouco atoucinhada mas muito entremeada, cujo sabor é melho-

rado com a alimentagao a que estes animais sao submetidos que ¢é rica e variada.
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Figura 1.1: Exemplares macho (esquerda) e fémea (direita) da raga Bisara

1.2.1 Padrao da raga

As principais caracteristicas morfologicas desta raga sdo as seguintes (Carvalho, 2015):

Cabecga: Grossa e de perfil concavo; crista e occipital dirigidos para a frente; Focinho
concavo e comprido. Boca grande. Orelhas largas, longas e pendentes atingindo

por vezes o terco inferior do focinho;
Pescogo: Comprido e regularmente musculado;

Tronco: Alto, alongado, achatado e pouco profundo com costelas compridas e pouco
arqueadas. Dorso comprido, com a linha dorso-lombar convexa. Ventre esgal-
gado. Flanco largo e pouco descaido. Garupa de bom comprimento, mas es-
treita, descaida e pouco musculada. Coxas de bom comprimento, mas deficiente

espessura e pouco musculadas. A cauda é grossa e de média inserg¢ao;

Sistema Mamario: Ubere de bom tamanho, bem proporcionado, com boa implan-

tagao e com um nimero de tetos sempre superior a doze;

Extremidades e Aprumos: Os membros sao de regular aprumo, compridos, ossudos

e pouco musculados. Os pés s@ao bem desenvolvidos, mas brandos:

Pele e Pélos: A pele ¢ fina com coloracao branca, preta ou malhada. As cerdas ou
pelos sao rijos e compridos. Todos os animais tém o corpo coberto de cerdas;

7
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Tamanho: O esqueleto é forte e volumoso e, de uma forma geral, considerar-se que

sao animais de grande corpuléncia.

Dentro da raca Bisara, de acordo com o tipo de pelagem, foram distinguidas trés
variedades: Galega, Beiroa ¢ Molarinhos (ANCSUB, 2021). Os animais da variedade
Galega sao de cor branca ou branca com malhas pretas, os da variedade Beirda sao de
cor preta ou preta malhada. As duas variedades tém o corpo coberto com cerdas longas
e rijas. A variedade Molarinhos, da qual ja nao existe nenhum exemplar, caracterizava-

se por animais de pele fina e sem cerdas.

1.2.2 Alguns dados produtivos

Os dados do RZ indicam-nos (ANCSUB, 2021), quanto aos indices reprodutivos e

produtivos da raca, os seguintes resultados:

Prolificidade: 12 leitdes/parto

Taxa de fertilidade: 80%

Numero de partos/porca/ano: 2,1 partos/ano

Taxa de mortalidade do nascimento ao desmame: 0,33%
Taxa mortalidade adulto: 0,03%

Produtividade numérica: 7,69 leitoes/parto

No que diz respeito a velocidade de crescimento, apresentam valores de ganho médio
diario (GMD) de 550 g/dia. Este baixo GMD esté associado a baixa eficiéncia alimentar
(3,8 Kg de PV por Kg de alimento ingerido).

8
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1.2.3 Sistema de producgao

O porco bisaro é criado num sistema semi-extensivo, todos os criadores possuem po-
cilgas licenciadas, com condi¢oes adequadas ao bem-estar dos animais. As pocilgas
caracterizam-se pela utilizacao de areas de terrenos limitrofes como parques, onde os
animais permanecem a maior parte do tempo. O parto e o aleitamento é controlado em
maternidades e alguns criadores utilizam o sistema ar livre (camping) em todo o ciclo
produtivo, recorrendo ao uso de abrigos e de maternidades com isolamento térmico

(ANCSUB, 2021).

O porco bisaro é explorado em quatro vertentes diferentes, ou seja, todas as explo-
ragoes se dedicam em simultaneo a criacao de porcas reprodutoras, de varrascos, de
leitoes e de porcos de engorda. O maneio alimentar é ajustado aos recursos disponi-
veis, provenientes da agricultura local, pelo que sao alimentados principalmente com
culturas da propria exploracao. A dieta fornecida aos animais consiste num alimento
base, geralmente alimento composto por uma mistura de cereais, complementado por
uma grande diversidade de outros alimentos (tubérculos, produtos horticolas e frutos).
A utilizagao de alimentos compostos completos verifica-se apenas em alturas pontuais
do cilco, nomeadamente no desmame e durante a lactacao. Actualmente, a carne de
porco bisaro é valorizada como matéria-prima do fumeiro regional certificado (Carva-
lho, 2014, 2015), como o salpicdo de Vinhais, a chouri¢ga de carne de Vinhais ou a
linguica de Vinhais, o presunto, a alheira, o chouri¢o azedo, a chourica doce e o butelo,
todos eles com Indicagao Geografica Protegida (IGP) e a carne de bisaro transmontano
com Denominagao de Origem Protegida (DOP) (ANCSUB, 2021).

9
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1.2.4 Area de distribuicio da raca

A ANCSUB tem associados em todo o pais, no entanto, a producao de porco Bi-
saro situa-se fundamentalmente na regiao transmontana (Figura 1.2), nomeadamente
nos concelhos de: Alfandega da Fé, Braganca, Vila Flor, Chaves, Freixo de Espada a
Cinta, Macedo de Cavaleiros, Miranda do Douro, Mogadouro, Moncorvo, Montalegre,
Valpacos, Sao Joao da Pesqueira, Moimenta da Beira, Vila Real, Vimioso e Vinhais.
Atualmente, o efetivo reprodutor inscrito no Livro Genealdgico da raga Bisara é com-
posto por 5916 fémeas reprodutoras e 651 varrascos, distribuidos por 175 exploracoes

(ANCSUB, 2021).

Figura 1.2: Regiao de Tras-os-Montes (Distritos de Braganga e de Vila Real), a area
a cinzento representa os concelhos onde existem exploragoes de suinos de raga Bisara

No Grafico 1.3 apresenta-se a evolucao do nimero de fémeas reprodutoras e de
varrascos de raca Bisara de 2005 a 2021. Podemos observar um aumento do ntimero de
animais reprodutores de raga Bisara, com um aumento acentuado entre 2012 e 2016.

10
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Desde 2016, o efectivo reprodutor manteve-se mais ou menos constante, com cerca de

6000 porcas reprodutoras e 650 varrascos.
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Figura 1.3: Evolucao do nimero de fémeas reprodutoras e de varrascos de raca Bisara
de 2005 a 2021
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1.3 Diversidade genética

Desde a sua domesticagao, o homem aproveitou a diversidade genética das espécies do-
mesticadas para melhorar o seu desempenho. Usando uma selec¢ao empirica o homem
produziu um elevado nimero de racas de animais zootécnicos com variadas aptidoes
produtivas. Todavia, nas tltimas dédadas, o incremento do conhecimeto cientifico,
associado ao desenvolvimento da informética e ao aumento da capacidade de processa-
mento dos computadores, conduziu ao melhoramento genético extraordinério em algu-
mas racas. Estas racas, submetidas a programas de seleccao bem sucedidos, ganharam
maior importancia econémica, provocando uma redugao na utilizacao de um grande
nimero de outras racas, que até entao tinham o seu espaco nos diversos sistemas de
agricultura. Esta ultimas, sofreram uma grande redugao nos seus efectivos, pelo que

hoje, em virtude do reduzido niimero de animais, encontram-se ameagcadas de extingao.

A diversidade genética pode ser definida como o conjunto de genes (alelos) e, desta
forma, genotipos, presentes numa determinada populacao, que se reflectem de forma
directa nas variagoes morfologicas, fisioldgicas e comportamentais dos individuos que
compodem as ragas ou populagdes (Frankham et al., 2002). Do ponto de vista funcional,
Hedrick (2001) classificou a diversidade genética como neutral, letal ou adaptativa. As
variantes neutrais podem ser utilizadas para a conservagao, mas os genes letais ou
adaptativos sao, também, importantes para a sobrevivéncia das populacoes e pela

expresao de caracteristicas economicamente importantes.

O conhecimento das caracteristicas demograficas das populagoes é essencial para
efectuar a gestao da sua diversidade genética, a qual é essencial para a sua preservacao
e utilizagao sustentével. A caracterizacao demografica representa o primeiro passo para
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a definicao das estratégias de conservacao e de melhoramento genético das populagoes

de animais zootécnicos (FAO, 1999).

Na ultimas décadas, o desenvolvimento da biologia molecular permitiu utilizar a
diversidade alélica como um indicador da diversidade genética dos individuos e das
populagoes, sendo mesmo considerada como a informacao mais importante para os
programas de conservacao das populacgoes de racas autoctones. De facto, um elevado
ntumero de alelos conduz a maior variacao nos loci, mas o nimero de alelos presen-
tes numa determinda populacao condiciona, também, a resposta a seleccao quando a
populagao é submentida a programas de melhoramento genético. Por outro lado, o
numero de alelos num determinado locus é mais sensivel a ocorréncia de bottlenecks
do que a heterozigotia esperada (H.), pelo que o nimero de alelos reflecte melhor as

flutuagoes ocorridas no tamanho da populagao.

A genética das populagoes, ciéncia que descreve a estrutura genética das popula-
¢oes, bem como as leis que governam as suas alteracoes, é fundamental para o de-
senvolvimento de programas de conservacao e/ou de melhoramento genético das ragas
de animais zootécnicos ameacadas ou nao. Dentro das populacoes, o parametro mais
utilizado para medir a diversidade genética é a H,, definida por Nei (1973) como a
probabilidade de dois alelos, escolhidos ao acaso na populacao, serem diferentes. Nas
populagoes de animais zootécnicos é usual dispor da informagao genealdgica, pelo que
sempre que tal acontece é possivel estimar a diversidade genética das populagoes como
1 — F' (coeficiente de consanguinidade) ou 1 — f (coeficiente de parentesco), que repre-
sentam a probabilidade de dois genes escolhidos ao acaso, no mesmo individuo ou em
individuos diferentes, serem idénticos por descendéncia (Malécot, 1948).
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A diversidade genética das populagoes pode ser estudada através de estimativas
da variancia genética dos caracteres quantitativos, da analise de dados genealdgicos
e através de genes e marcadores, tais como os microssatélites. Com a utilizacao de
marcadores moleculares, podemos obter os parametros H, e a heterozigotia observada
(H,), o que conduz aos mesmos resultados da teoria de Malécot (1948), substituindo
os genes idénticos por descedéncia por genes idénticos em estado (Caballero and Toro,

2000).

A conservacgao da diversidade genética deve ser um objetivo prioritario do maneio
das racas autoctones e o seu conhecimento é a base para desenhar programas de se-
leccao e de conservacao eficazes. Nas populacoes de animais zootécnicos a diversidade
genética pode ser estimada através da analise da informacao genalogica, pelo que estes
sao uma importante fonte de informagao para caracterizar as populagoes zootécnicas,
permitindo descrever a sua variabilidade genética, bem como avaliar a sua evolugao ao

longo do tempo.

1.3.1 Caracterizagao da diversidade genética

A variacao genética quantitativa é a base das caracteristicas produtivas e reprodutivas,
pelo que apresenta grande interesse para biologia da conservagao. A analise de dados
genealogicos permite obter estimativas da variancia genética aditiva ou heritabilidade
para caracteristicas poligénicas de interesse (Falconer and Mackay, 1996).

No meio cientifico, é unédnime o reconhecimento da necessidade de caracterizar os
recursos genéticos de animais domeésticos, para poder implementar as medidas de con-
servacao adequadas, bem como para identificar as racas prioritarias a preservar. Imple-
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mentar programas de conservacao requerem uma analise da estrutura demografica das
populagoes, para estimar os parametros demograficos: o tamanho efectivo da popula-
¢ao, a contribuicao genética de animais fundadores e a evolucao da consanguinidade
(Ginja, 2009). Consequentemente, a primeira etapa de um programa de conservacao é
avaliar a diversidade genética e a sua distribuigao na populac¢ao (Méndez et al., 2002),
esta avaliacao perimitira estimar a variabilidade, as caracteristicas que diferenciam
as diversas populagdes, bem como analisar as relacoes filogenéticas entre as mesmas

(Oliveira et al., 2005).

As técnicas moleculares constituem um instrumento essencial para a caracterizagao
da diversidade genética de ragas de animais zootécnicos e para auxiliar na defini¢ao de
medidas de conservacao. O desafio que se coloca em termos de preservacao dos recursos
genéticos de animais é enorme pois implica considerar varios factores, como sejam as
peculiaridades de cada raca, a sua contribuicao para a diversidade genética global, o
seu valor cultural e econémico, estando no entanto condicionada pela disponibilidade
de recursos financeiros e implicando o envolvimento de autoridades internacionais e

locais (Ginja, 2009).

A caracterizacao genética, por técnicas moleculares, é importante para os progra-
mas de conservagao de recursos genéticos animais (Ginja, 2009), pois permite avaliar
a distancia entre as populacoes e pode auxiliar na escolha dos animais a utilizar na
conservacao er situ e in situ, mediante a estimativa de indices de similaridade dos indi-
viduos analisados. Estas técnicas possibilitam, também, a definicao de acasalamentos
ou cruzamentos que favorecem a manutencao da maxima variabilidade genética (Alvaro
Spritze et al., 2003; Egito, 2007). Além da informagao molecular, a caracterizagao deve
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incluir a identificacao, a descricao das racas e os sistemas de producao onde mesmas
se desenvolveram. E também importante, avaliar o desempenho das racas, para assim
orientar a tomada de decisoes de conservacao e/ou de melhoramento genético.

As racas classificadas como em risco de extin¢ao devem ser incluidas em programas
de conservacao, contudo as limitagoes financeiras obrigam a definir prioridades, pelo
que a decisao para conservar deve ser tomada com base nas distancias genéticas, nas
caracteristicas de adaptagao, no valor relativo para a alimentacao e para a agricultura,
bem como no valor historico ou cultural das ragas (FAO, 2007). O elevado namero
de ragas em situacao de risco e os limitados recursos financeiros disponiveis para a
sua conservagao obrigam a que se faga uma anélise econémica do valor dos recursos
genéticos e das possiveis interven¢oes de maneio para orientar a tomada de decisoes.

Para a FAO (2007), entre as tarefas mais importantes estao as seguintes:

1. Definir a contribui¢ao econémica que os recursos genéticos animais dao aos varios

sectores da sociedade;
2. Identificar os custos efectivos das actividades de conservacao;

3. Criar incentivos econ6micos e convénios politicos/institucionais para promover a

conservagao por criadores individuais ou por comunidades.

1.3.2 Meétodos de estudo da variabilidade genética

Por marcador molecular entende-se uma regiao do genoma que apresenta variagao en-
tre individuos (Satar, 2009). Estes marcadores abriram um novo capitulo na avaliagao
e na conservacao dos recursos genéticos, fornecendo mais informacao para estudar a
variabilidade e para discriminar individuos dentro da populagao. Para além destas
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aplicacoes, podem ainda ser utilizados no controlo de parentesco, na procura de re-
gioes implicadas em determinados caracteres produtivos, bem como para sistemas de
acasalamento utilizando a selec¢do assistida por marcadores (Correia Teresa, 2004). A
reforgar esta ideia, de Alcochete (2005) refere que o uso de marcadores moleculares em
genética de populagoes representa um grande avango pela possibilidade de se identi-
ficar genotipos dos individuos que se pretendem estudar permitindo a estimativa de
parametros genéticos para o estudo de populagoes. Nenhum sistema de marcadores
preenche todos os requisitos, mas existem diversos marcadores, cada um com as suas

aplicagoes e limitagoes (Avise, 1994).

1.3.2.1 Marcadores Morfolbgicos

Durante muitos anos, os marcadores utilizados eram unicamente caracteres responsé-
veis por modificagoes morfologicas, facilmente detectaveis. Hoje sabemos que so parte
da variabilidade genética se expressa em termos de fendtipo (Correia Teresa, 2004). A
variagao que existe ao nivel da sequéncia de DNA nao é visivel ao nivel do fenétipo,
uma vez que a maior parte das mutagoes que resultam na alteracao da ordem dos
nucledtidos sdo apenas mantidas durante a evolugao se forem neutros (Lopes, 1999).
O principal problema destes marcadores é assentarem, normalmente, sobre bases ge-
néticas complexas e desconhecidas, nao sendo raro estas caracteristicas morfologicas
serem influenciadas por mais do que um gene, para além destes poderem estar sujeitos
a acgoes de epistasia ou pleiotropia. A estes problemas soma-se o facto de serem alvo
de uma forte pressao de seleccao, para além de poderem ser influenciados por factores
ambientais (Correia Teresa, 2004).
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1.3.2.2 Marcadores Bioquimicos

Com o evoluir dos tempos surgiram os marcadores moleculares bioquimicos e, assim, as
isoenzimas tornam-se no primeiro tipo de estudo molecular amplamente difundido. O
estudo das isoenzimas baseava-se numa separagao electroforética, em gel de amido ou
mais recentemente em géis de poliacrilamida, de diferentes alelos de um mesmo gene.
O seu estudo genético consistia em detectar diferencas de mobilidade das diferentes
formas da enzima, apds se padronizar as condi¢oes electroforéticas. As diferencas de
mobilidade dependem do comprimento e/ou carga da enzima. Contrariamente aos mar-
cadores morfologicos, os marcadores bioquimicos possuem a vantagem de existirem em
maior nimero, apresentarem uma neutralidade fenotipica e uma heranga mendeliana,
para além de manifestarem uma auséncia quase completa de relagoes de epistasia e
pleiotropia. O problema destes marcadores é que, apesar de serem em maior nimero
do que os morfoldgicos, sao relativamente escassos para cobrir todo o genoma, muitas
vezes desconhece-se a sua localizagao cromossémica e alguns encontram-se ligados e

nao mostram um grande nimero de polimorfismos (Almeida, 2007; Satar, 2009).

1.3.2.3 Polimorfismos de DNA

No final dos anos 70, ocorreu uma grande mudanca na utilizagdo de marcadores ge-
néticos, comegaram-se a usar os marcadores de ADN e deixaram-se os proteicos, isto
aliado & descoberta de uma série de métodos, que evidenciaram os polimorfismos de
ADN. Esta mudanca foi justificada pelo facto dos marcadores de ADN possuirem um
maior potencial de “navegacao” no genoma. Assim sendo, os polimorfismos de ADN
permitem localizar genes em estudos de mapeamento de genomas ou serem simples-
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mente usados como marcadores de identificagao (Correia Teresa, 2004). Contudo, o
éxito e o uso corrente de marcadores de ADN deve-se ao aparecimento de enzimas de
restri¢do e, mais tarde, a descoberta da reacgao em cadeia da polimerase (PCR) (Satar,
2009). Com o surgimento da PCR, foram desenvolvidos varios métodos moleculares de
diagnoéstico baseados nesta tecnologia, tais como os polimorfismos de ADN amplificado
aleatoriamente (RAPDs), os Polimorfismos do comprimento do fragmento amplificado
(AFLPs), as Repeticoes de sequéncias simples (SSR), entre muitos outros. Estes mé-
todos permitem uma deteccao eficiente dos fragmentos de ADN utilizando pequenas
quantidades do mesmo. Estes marcadores moleculares possibilitaram a automatizagao,
0 que nao era possivel com a aplicacao de Polimorfismos do comprimento dos fragmen-
tos de restrigdo (RFLPs), conduzindo ao desenvolvimento de maiores investimentos
nos campos da engenharia ao nivel da biotecnologia. Até aos nossos dias, ocorreu um
aumento exponencial de sistemas de marcadores, resultantes de pequenas variagoes dos

anteriores, que podem ser utilizados nas analises genéticas (Lopes, 1999).

1.3.2.4 Polimorfismos do comprimento dos fragmentos de restrigao

A técnica de RFLPs baseia-se em detectar sequéncias especificas de ADN, fragmenta-
das por meio de enzimas de restrigao e separadas por electroforese, permitindo obter
padroes especificos para cada locus. Constitui um marcador codominante que pode
ser aplicado no mapeamento do genoma, na analise de variabilidade de geno6tipos e no
diagnoéstico de doengas hereditarias. A sua maior limitagao é o facto de ser uma técnica
morosa e dispendiosa (Satar, 2009).
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1.3.2.5 Polimorfismos de DNA amplicados ao acaso

O marcadores moleculares RAPDs sao baseados na amplificacao aleatéria por PCR de
fragmentos de ADN, nao requerendo qualquer conhecimento especifico da sequéncia de
ADN em estudo. E uma tecnologia bastante acessivel, no entanto a principal limitacao
dos marcadores RAPDs ¢é o baixo contetido de informagao genética por locus e o facto
de ser um método que depende de todos os factores inerentes a técnica de PCR, nao

sendo reprodutivel de forma consistente (Satar, 2009).

1.3.2.6 Polimorfismos do fragmentos amplificados

A técnica de AFLPs é uma tecnologia recente que tem a capacidade de detectar poli-
morfismos, em diferentes regioes do genoma. A técnica de AFLP é baseada na ampli-
ficagao de sequéncias de ADN previamente fragmentadas por enzimas de restrigao. O
AFLP é um marcador altamente sensivel e tem sido aplicado na identificacao de vari-
abilidade genética, em testes de paternidade, em mapeamento genético e em genética

das populagoes (Satar, 2009).

1.3.2.7 Microssatélites

Microssatélites sao sequéncias de ADN curtas (5-20 pares de bases) repetidas em tan-
dem, tendo a unidade de repeticao entre 1-6 pares de bases. Sao marcadores abundan-
tes que cobrem uma vasta extensao no genoma, encontrando-se em regioes codificantes
e nao codificantes. No entanto, ¢ na regiao nao codificante que existem com mais
frequéncia (Satar, 2009). Os microssatélites, também, designados por Short Tandem
Repeats (STRs) ou por Simple Sequence Repeats (SSRs), sdo marcadores moleculares
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mais polimoérficos, decorrentes das altas taxas de mutacao, que variam entre 1072 a

1075 por geracao.

O principal mecanismo de mutagao dos microssatélites envolve o deslizamento da
ADN polimerase. De acordo com o modelo de deslizamento, apés o inicio da replicagao
ocorre a dissociacao das cadeias. Quando a nova cadeia tenta o emparelhamento a
cadeia molde, ha muitas copias idénticas a unidade de repeticao, o que poderé levar ao
emparelhamento incorrecto a cadeia molde com a elimina¢ao ou insercao de unidades
de repeticao. Este tipo de mutacao faz com que os microssatélites exibam um alto
grau de polimorfismo. Ha dois modelos principais de mutagao que sao utilizados como
base de explicacao da relagao entre os alelos: modelo stepwise, em que cada mutagao
adiciona ou elimina uma tunica unidade repetitiva e o modelo infinite allele, em que

cada mutacao origina um novo alelo.

Para além da adi¢ao/delegao de unidades repetitivas, podem também ocorrer subs-
tituigoes, conduzindo a microssatélites imperfeitos. Sao microssatélites complexos
quando a sequéncia repetitiva é interrompida por uma sequéncia de bases repeti-
das, mas diferentes das que compoem a unidade de repeticao. Os microssatélites
apresentam-se flanqueados por sequéncias, pelo que podem ser amplificados individu-
almente através da técnica de PCR. As técnicas de multiplexing permitem amplificar
e genotipar varios loci ao mesmo tempo, reduzindo o tempo e os custos. Os diferentes
alelos sao detectados pela diferenca de tamanhos durante a electroforese e as tecnologias
de analise de fragmentos baseadas em deteccao de fluorescéncia automaética permitem

também um processamento eficaz e rapido das amostras (Satar, 2009).

Os microssatélites quando comparados com outros marcadores apresentam intimeras
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vantagens:

1. Sao abundantes no genoma de eucariotas, permitindo uma representatividade
elevada quando muitos loci sao utilizados, pelo que sao os marcadores de eleicao

no mapeamento genético e em estudos de associagao com o feno6tipo;

2. Sendo altamente polimoérficos, permitem obter informagao sobre pedigrees e sobre

genética das populagoes;

3. Sao reproduziveis, apesar de poder haver erros de genotipagem associados e que

tém de ser tidos em conta;

4. Sao co-dominantes, o que permite avaliar os niveis de heterozigotia;

5. Sao em geral marcadores neutrais;

6. Sao de heranca mendeliana simples;

7. Sao de grande precisao, para estimar o grau de variabilidade intra e inter-populacional;

8. Sendo baseados em amplificacao por PCR com pequena quantidade de tecido

consegue-se amplificar o DNA necessario para a aplicacao da técnica;

9. As zonas flanqueadoras dos microssatélites sao muitas vezes conservadas entre
espécies proximas, pelo que os primers desenvolvidos para uma espécie podem

ser aplicados noutras.

No entanto, apresentam como desvantagens:

1. O trabalho, o tempo e os custos necessarios para o desenvolvimento deste tipo
de marcador;

22



Capitulo 1. Revisao bibliografica

2. A sua anélise é influenciada pelo nimero de loci estudados;

3. Ocorréncia de homoplasia (alelos com idéntico tamanho mas com origem histérica
diferente) conduzira a subestimagao de divergéncias genéticas entre populagoes

afastadas;

4. A presenga de alelos nulos (alelos que ndo amplificam por mutagdo na zona de
ligacao do primer usado na PCR) pode complicar a interpretacao das frequéncias

dos microssatélites.

1.3.3 Parametros de diversidade genética

O conhecimento da variabilidade genética apresenta grande importancia para estabe-
lecer programas de conservagao, esta pode, actualmente, ser quantificada através de
vérias técnicas moleculares. A informacao obtida é tratada de forma a obter alguns

parametros que caracterizam a diversidade genética, nomeadamente:

1. A percentagem de loci polimorficos;

2. A riqueza alélica ou numero de alelos (RA) presentes e sua frequéncia;

3. A heterozigotia observada (H,);

4. A diversidade génica ou heterozigotia esperada (H.).

Estes parametros sao, normalmente utilizados para estudar a diversidade dentro das
racgas, bem como para comparar a diversidade entre ragas. Destes parametros, desta-
camos o nimero médio de alelos por locus, ou seja a riqueza alélica (RA), pela sua
importancia para a diversidade genética e pelo facto de ser um critério para definir a
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prioridade de conservacao. No entanto, a existéncia de genes tnicos deve também ser

considerada para a definicao das prioridades de conservagao.

1.3.3.1 Frequéncia alélica

A frequéncia de um alelo numa populagao, designa-se por frequéncia génica ou alélica.
Este parametro é importante para o estudo das populacoes, pelo que é essencial estimar
as frequéncias alélicas das populagoes em estudo. Esta estimativa é obtida através
da observacao das frequéncias alélicas numa amostra representativa da populagao em
estudo. Assim, quando existe informagao sobre as frequéncias génicas de um grande
numero de loci, esta pode ser utilizada para calcular alguns indicadores de diversidade

genética, nomeadamente:

1. Proporgao de loci polimorficos;

2. Heterozigotia média dos loci.

1.3.3.2 Heterozigotia

A frequéncia de gendtipos heterozigdticos é um importante indicador de diversidade

genética. A heterozigotia pode ser expressa de duas formas:

1. Heterozigotia individual, que descreve a proporcao de loci heterozigoticos num
individuo; e
2. Heterozigotia média ou diversidade genética, que reflecte a proporcao de indivi-

duos heterozigoticos por locus.

A heterozigotia média pode ser expressa de duas formas:
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1. Heterozigotia observada (H,), ¢ a propor¢ao de loci heterozigoticos numa amostra

da populagao;

2. Heterozigotia esperada (He), definida como a probabilidade de dois alelos, esco-

lhidos de forma aleatéria numa populacao, serem diferentes.

A H, é definida matematicamente por:

Yt (1sea; # ap)

n

H, =

em que n ¢ o numero de individuos da populacao, a;; e a;2 sao os alelos do individuo ¢
para o locus em estudo.

A H, é definida matematicamente por:

em que m é o nimero de individuos da populacao e f; é a frequéncia alélica do i'* alelo

para o locus em estudo.

1.3.3.3 Contetido de informacao polimoérfica

O conteudo de informagao do polimérfica (PIC) é um indicador da qualidade dos mar-
cadores em estudos genéticos. Este indicador é calculado da seguinte forma (Botstein

et al., 1980):
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em que K ¢ o numero alelos, X; ¢ a frequéncia relativa do alelo ¢ na amostra, X, ¢ a
frequéncia relativa do alelo j na amostra.

PIC superiores a 0,5 sao considerados muito informativos, PIC com valores entre
0,25 e 0,50 sao mediamente informativos e PIC inferiores a 0,25 sao pouco informativos

(McManus et al., 2011).

1.3.3.4 Distancia Genética

A distancia genética (d) é usada para medir as diferencas genéticas entre populagoes.
Este parametro é uma extensao da diferenga génica (alélica) entre populagoes, sendo
quantificada numericamente. Existem varios algoritmos para o calculo de distancias
genéticas, que atendem ao tipo de informacao disponivel. Uma forma de célculo da

distancia genética ¢ (Nei, 1987):

d=—In(I)

com: [ igual ao indice de identidade genética, calculado por

I=Y"(P.Py)/ [Z HiZBi] x 0,5
=1 =1

onde P, é a frequéncia do alelo ¢ na populacao X, P;, é a frequéncia do alelo i na
populagao Y e m é o namero de alelos por locus. A identidade genética (I) varia de 0

a 1, pelo que d varia de 0 a oo.
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1.4 Uso de dados genealbgicos para estudar a diver-

sidade genética

Desde sempre que o pedigree tem sido utilizado pelos produtores para avaliar o va-
lor genético dos animais. A implementacao dos registos genealogicos foi o primeiro
passo para obter informacao sobre os ancestrais, ja que os animais s6 podem herdar as

caracteristicas dos seus ancestrais.

O conceito parentesco entre individuos desempenha um papel fundamental nos
programas de selec¢ao para o melhoramento genético das poluagoes animais. De facto, a
estimativa dos parametros genéticos das populagoes baseia-se nos dados de desempenho
e nas suas relagoes de parentesco (Toro et al., 2002). Por outro lado, o parentesco
entre individuos é também utilizado para minimizar o aumento da consanguinidade
de populagoes submetidas a programas de seleccao e, nao menos importante, para
garantir a conservacao de populagoes animais pequenas e, portanto, sujeitas aos efeitos

negativos do aumento da consanguinidade na populacao.

O conhecimento do grau de parentesco entre animais auxilia a tomada de decisoes
sobre que animais devemos selecionar e para planear os acasalamentos que darao origem
a proxima geragao (Toro et al., 2002). No que diz respeito a primeira decisao, os animais
reprodutores devem ser escolhidos de forma a minimizar o parentesco médio na proxima
geragao, ja os acasalamentos devem ser planeado entre animais de minimo parentesco

(Caballero and Toro, 2000).

O pedigree nao fornece toda a informacao sobre o gen6tipo dos animais, no entanto
esta informagao pode ser utilizada para descrever a estrutura genética e a variabilidade
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genética das populagoes animais (Lacy, 1989; Baumung and Soélkner, 2003).

Boichard et al. (1997) desenvolveram o software PEDIG (Boichard, 2002), com base
na teoria de probabilidade de origem dos genes desenvolvida por (Lacy, 1989), para
descrever a diversidade genética das populagoes de animais zootécnicos. Esta metodo-
logia permite estimar as contribuigoes genéticas dos animais fundadores (animais com
pais desconhecidos) para a populacdo activa. O pedigree é, também, essencial para cal-
cular os coeficiente de consanguinidade (F) e coeficiente de parentesco (f), bem como
as contribuigoes genéticas dos fundadores tal como descrito por Djellali et al. (1994)
em ovinos e por Boichard et al. (1996) e Bozzi et al. (2006) em bovinos. Estes para-
metros podem ser utilizados para corrigir praticas de maneio responséaveis pela perda
de diversidade genética. Assim, a teoria desenvolvida por Lacy (1989) e implementada
no software PEDIG por Boichard (2002) permite o calculo de vérios parametros que

descrevemos seguidamente.

1.4.1 Qualidade do pedigree

A qualidade do pedigree é de extrema importancia para estudar a estrutura genética de
populacoes animais. De facto, a qualidade e a precisao das estimativas dos parametros
dependem da qualidade do pedigree (Boichard et al., 1997), pelo que devemos evitar
pedigrees com informacao errada ou muito incompletos. A qualidade do pedidree pode
inferir-se pelo célculo da proporcao de pais, avos e bis-avos conhecidos, pelo intervalo
entre geragoes (L) e pelo nimero equivalente de geragoes conhecidas tal como proposto

por Boichard et al. (1997).

O controlo da taxa de consanguinidade (AF') é essencial para evitar efeitos pre-
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judiciais da depressao consanguinea, que é responsavel pela reducao da fertilidade e
do desempenho nas caracteristicas produtivas (Miglior, 2000). Registos genealogicos
incompletos sao frequentes nos livros genealdgicos da racas autoctones de animais zo-
otécnicos e o baixo grau preechimento dos pedigrees coloca elevadas dificuldades na

interpretacao da informacao genealogica.

1.4.2 Intervalo entre geracoes

O intervalo entre geragoes é definido como a idade média dos pais aquando do nasci-
mento dos seus primeiros filhos, ou seja é a sua idade média quando se tornam pais.
Desta forma, este parametro é calculado, apenas, para os animais que sao pais de repro-
dutores. O L pode ser calculado para quatro direccoes: pai-filho, pai—filha, maefilho e
mae-filha. O intervalo entre geragoes médio é calculado como a média ponderada pelo
numero de animais em cada cada uma das quatros vias.Este parametro fornece uma
boa indicacao sobre a fiabilidade de registos geneologicos, pelo que pode ser utilizado

como uma indicacao do grau de preenchimento do pedigree.

1.4.3 Tamanho efectivo da populagao

O controlo de programas de conservacao, a taxa de variagao da diversidade genética
ou taxa de variagao da consanguinidade ¢ o parametro chave, com o qual o tamanho
efectivo da populagao (N, ) se relaciona inversamente. O N, define-se como o nimero de
animais reprodutores que produziria o aumento da consanguinidade (AF') observado
caso estes tivessem igual contribuigao para a proxima geracao (Wright, 1922). Wright
(1922) propos do tamanho efectivo da popula¢ao como: N, = 1/2 A F, onde AF
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representa o aumento relativo, por geracao, da consanguinidade. O N, é um parametro
importante para definir a situacao de risco das populagoes de animais, pelo que o seu
conhecimento é fundamental para os programas de conservacao de racas de animais
zootécnicos. Este parametro é, também, um bom indicador da diversidade genética
das populagoes animais, a sua relacao com o aumento da taxa de consanguinidade

transforma-o num indicador da deriva genética a que as populagoes estao sujeitas.

Todavia, em populagoes reais, esta formula produz uma sobre-estimativa do tama-
nho efectivo da populacao actual, especialmente quando o pedigree é pouco preenchido.
Por outro lado, a utilizagdo da féormula N, = 1/2 A F, obriga ao conhecimento do pe-
digree dos individuos, o que, frequentemente, nao acontece. Quando tal acontece, o
N, pode, também, ser calculado pelo nimero de machos e fémeas reprodutores da
populagao em estudo, da seguinte forma (Falconer and Mackay, 1996):

_4NmXNf
© Nn+N;

em que NV, ¢ o nimero de machos e Ny é o ntimero de fémeas.

1

N, = ———
2x AF x L

onde AF' ¢é a taxa anual de consanguinidade na populacao e L é o intervalo entre
geracoes.
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1.4.4 Numero efectivo de fundadores

O nuamero efectivo de fundadores (f.) foi definido por Lacy (1989) como o ntimero
de fundadores com contribuic¢oes equivalentes que produziriam a diversidade genética

igual & presente na populacao em estudo. Este parametro ¢ calculado como:

fe - 1/Z£:1 a;

com ¢, igual a probabilidade de origem do gene do fundador k e f, é o ntimero real de

fundadores.

1.4.5 Numero efectivo de ancestrais

O namero efectivo de ancestrais (f, ) foi definido por Boichard et al. (1997) como
o nimero minimo de ancestrais, nao necessariamente fundadores, que explicam a di-
versidade genética da populacdo actual. E importante notar que este parametro nao
tem em consideracao a perda de genes, desde os ancestrais fundadores até a populacao
actual, resultante da deriva genética. Todavia, complementa a informacao fornecida
pelo f. para explicar as perdas de diversidade genética resultantes da ocorréncia de

bottlenecks (gargalos de garrafa). Este pardmetro ¢ calculado como:

fa = 1/Z<p12)

com p; igual a proporgao de alelos da populagao de referéncia provenientes do fundador
i (Boichard et al., 1997).
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1.4.6 Numero efectivo de genomas fundadores

O ntmero efectivo de genomas fundadores (f,) foi definido por Boichard et al. (1997)
como o nimero de fundadores que produziriam a diversidade genética presente na
populagao em consideragao, caso todos os fundadores estivessem igualmente represen-
tados e na auséncia de perdas de alelos. Assim, este parametro tem em consideracao
todas as causas possiveis de provocar a perda de genes, sendo a menor dos trés tltimos
parametros e o seu célculo foi descrito por Boichard et al. (1997) e Caballero and Toro
(2000) propuseram o seu célculo como o dobro da inversa da coascendéncia média dos

individuos incluidos na populacao.

1.4.7 Coeficientes de consanguinidade e de parentesco

O coeficiente de consanguinidade de um individuo (F’) é a probabilidade de este trans-
portar dois genes idénticos por descendéncia, ou seja: dois genes que ambos sao copia
de um mesmo gene de um ancestral comum aos seus pais. Assim, a consanguinidade
resulta do acasalamento de animais cujo parentesco entre si é superior ao parentesco
médio esperado caso estes sejam escolhidos na populac¢ao de forma aleatoria (Lush,
1945). Dois parametros relacionados sao, usulamente, utilizados para medir a consan-
guinidade das populagdes animais: o coeficiente de parentesco (F'xy) e o coeficiente de
consanginidade (F).

O F de um determinado individuo é definido como a probabilidade de o animal pos-
suir dois genes idénticos por descendéncia (Wright, 1922, 1931). De forma equivalente,
o Fxy entre dois animais X e Y define-se como a probabilidade de dois genes homo-
logos, escolhidos ao acaso de cada um dos animais, serem idénticos por descendéncia
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(Lush, 1945). O coeficiente de consanguinidade (F') de um determinado animal é igual
a metade do coeficiente de parentesco (Fxy) dos seus pais (X e Y). O aumento da
consanguinidade conduz a um aumento da homozigotia nas populagoes animais, pelo
aumento dos genes idénticos por descendéncia nos individuos. O calculo deste para-
metro é muito sensivel a qualidade do pedigree, pelo que a confianga na sua estimativa

estd condicionanda pela qualidade do mesmo.
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Capitulo 2

Trabalho experimental

2.1 Material e métodos

2.1.1 Dados

Neste trabalho foram utilizados os dados genealogicos dos suinos da raga Bisara, cedi-
dos pela Associagdo Nacional de Criadores de Suinos de Raga Bisara (ANCSUB). A
partir base de dados do livro geneal6gico da ANCSUB foi construido um ficheiro de
dados com um total de 320049 registos de animais nascidos entre 1995 e 2020, com a
seguinte informacgao: ntimeros de identificagao do animal, do pai e da mae, o sexo e a
data de nascimento de cada um dos animais. Os registos genealogicos foram editados
e verificados para a consisténcia logica utilizando a linguagem “Structured query lan-
guage” (SQL) implementada na livraria sqldf (Grothendieck, 2017) do software R (R
Core Team, 2020).
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2.1.2 Construgao do pedigree

A partir do ficheiro de dados genealdgicos, foi construido um ficheiro contendo a popu-
lacao activa a data de 15 de outubro de 2020. Este continha 6899 animais, dos quais
634 varrascos e 6265 porcas. A partir dos animais da populagao activa foi construido
o pedigree, incrementado todos progenitores conhecidos, através de um procedimento
de SQL da livraria sqldf (Grothendieck, 2017). O pedigree final continha 9432 ani-
mais, 1311 varrascos e 8121 porcas, pertencentes a 13 geracoes e com um total de 1612

animais base.

2.1.3 Qualidade do pedigree

O pedigree fornece informacao que pode ser utilizada para descrever a estrutura e
a variabilidade genética das populagoes animais (Lacy, 1989; Baumung and Solkner,
2003). A qualidade do pedigree foi avaliada pelo grau de preenchimento do pedigree e
da populcao de referéncia, assim foi calculado o niimero e a proporcao de animais com
ambos os progenitores conhecidos, com apenas o pai conhecido e com apenas a mae
conhecida. O software PEDIG (Boichard, 2002) foi utilizado para calcular o nimero
equivalente de geragoes conhecidas (NEGC). O grau de preenchimento do pedigree foi
descrito pela percentagem de animais com pais, avos e bisavos conhecidos e através da

estimativas do NEGC.

2.1.4 Consanguinidade e parentesco

O coeficiente de consanguinidade individual (F') representa a probabilidade de dois ale-
los pertencentes ao mesmo locus serem iguais por descendéncia. Ou seja, F representa a
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probabilidade de dois alelos serem copias de um alelo de presente num ancestral comum
aos dois progenitores do animal consaguineo. Da mesma forma, o grau de parentesco
entre individuos (f;; ) representa probabilidade dos animais ¢ e j transportarem alelos
idénticos por descendéncia (Wright, 1922). Assim, o F' foi calculado através do método
proposto por (VanRaden, 1992) e implementado no software PEDIG (Boichard, 2002).
Os coeficientes de consanguinidade dos animais presentes no pedigree e na populagao
activa foram agrupados em classes, para obter uma distribui¢do da consanguinidade

individual na populagao.

A F resulta do acasalamento entre animais aparentados, mas nao explica as razoes
desse acasalamento. O parentesco médio ( fl]) de todos os animais na populacao tende
a aumentar quando todos os animais da populacao sao altamente aparentados, pelo
que nao ha hipoteses de realizar acasalamentos entre individuos nao aparentados ou
pouco aparentados. Mas, um ﬁ-j médio a baixo conjugado com uma F' média a alta
sugere uma grande utilizagao de acasalamentos dentro dos rebanhos. O fi; ¢ também
um bom indicador para a hipotese de recuperar uma raca, uma vez que também leva
em conta os coeficientes de parentesco dos animais da mesma geragao, mas também

dos animais de geragoes anteriores com potencial genético interessante de preservar.

2.1.5 Tamanho efectivo da populacao

O tamanho efetivo de uma populagao (IV,) é definido como o tamanho de uma popula-
¢ao ideal que daria origem & mesma taxa de consanguinidade (AF). O AF foi definido
por Wright (1922) como:
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onde AF é o aumento relativo da consanguinidade por geracao. Todavia, este
método de célculo é pouco adequado as populacoes reais, sobreestimando o tamanho
efetivo da populagao real, especialmente quando o grau de preenchimento do pedigree

¢é baixo.

2.1.6 Intervalo entre geracoes

O intervalo de geragoes (L), é definido como a idade média dos progenitores aquando
do nascimento do primeiro filho, foi calculado para os quatro caminhos: pai-pai (L,,),
pai-mae (L), mae-mae (Ly,m,) e mae-pai (L,,,); a média destes quatro caminhos foi

utlizado como o intervalo entre geragoes médio (L,,).

2.1.7 Diversidade genética

A diversidade genética da populagao foi estudada pela teoria desenvolvida por Lacy
(1989) e implementada no software PEDIG por (Boichard et al., 1997; Boichard, 2002).
Este software foi utilizado calcular os parametros que descrevemos seguidamente, uti-
lizando como populacao de referéncia os animais da populagao activa nascidos entre
2014 e 2020, a qual era composta por um total de 6587 animais (689 varrascos e 5898

porcas). Os parametros calculados foram:

1. namero efectivo de fundadores (f.);
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2. namero efectivo de ancestrais (f,);

3. namero efectivo de genomas fundadores (f,).

O ntamero efectivo de fundadores (f.) representa o nimero de animais fundadores (f)
que, com igual contribuigao, produziriam a variabilidade genética presente na popula-
¢ao de referéncia (no nosso caso animais nascidos entre 2014 e 2020). Este parametro

é calculado como:

onde py é a proporcao de alelos presentes na populacao de referéncia atribuidos ao
fundador k& (Boichard et al., 1997). Assim, os animais fundadores sdo todos aqueles
com ambos progenitores desconhecidos.

O namero efectivo de ancestrais (f,) representa o nimero de ancestrais (fundado-
res ou nao fundadores) necesséarios para explicar a variabilidade genética presente na
populacao de referéncia, caso todos os ancestrais tivessem a mesma c¢”ontibuicao. Este
pardmetro é obtido calculando a contribuigdo marginal de cada ancestral (Boichard

et al., 1997) da seguinte forma:

fa = 1/sz
k=1

onde p? é a contribuigao marginal do ancestral k. Um ancestral pode nao ser animal
fundador, todavia pode partilhar genes com outros ancestrais, pelo que a sua contribui-
¢ao para a populacao pode ser redundante e apresentar valores superiores a 1. Desta
forma, a avaliagao da contribuicao de um ancestral na populagao de referéncia deve
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utilizar, apenas, a contribui¢ao marginal de cada um dos ancestrais em estudo.

O ntmero efectivo de genomas fundadores (f,) representa o nimero de animais
fundadores, com igual contribuicao, que conduziria a diversidade genética presente na
populacao de activa sem provocar a perda de alelos resultante da ocorréncia de deriva

genética. O f, foi calculado como:

I = 1/217%/7%

onde 7, é a proporcao de alelos do fundador k& que permanece na populagao de referéncia
e pi é a proporcao de alelos que o fundador k contribuiu para a populacao de referéncia.
Este parametro foi calculado através da simulagao de 500 segregacoes para os varrascos

€ para as porcas.
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2.2 Resultados e discussao

No ano de 2010, foi elaborado o primeiro estudo demogréfico da populacao de suinos
da raca Bisara (Fernandes et al., 2010), no qual o pedigree construido a partir de uma
populagao activa de 1986 animais, continha 3160 animais. Apés 12 anos, a populacao
activa de suinos de raga Bisara subiu para 6899 animais (& data da realizacdo deste
estudo), pelo que a populagao da raga Bisara aumentou de 3,5 vezes, o que mostra a

vitalidade da actividade em Tras-os-Montes.

2.2.1 Qualidade do pedigree

Na tabela 2.1 apresenta-se a informacao relativa ao grau de preenchimento do pedi-
gree e da populagao activa. O pedigree continha 9432 animais (8121 porcas e 1311
varrascos), dos quais 7580 possuiam ambos os progenitores conhecidos. A populagao
activa era composta por 6899 animais (6265 porcas e 634 varrascos), dos quais 5552
possuiam ambos os progenitores conhecidos. Ambos os ficheiros, pedigree e populagao
activa, apresentaram cerca de 80% dos animais com ambos os progenitores conhecidos.
Todavia, estes resultados estao associados a um pedigree pouco profundo, pelo que
torna a interpretacao dos resultados obtidos dificil.

Na Figura 2.1 apresenta-se a percentagem de geracoes conhecidas para 16 geragoes
da populagao. O grau de preenchimento do pedigree fornece informacao sobre o niimero
médio de geragoes com ancestrais conhecidos. As geracgoes conhecidas foram de 100%
para os animais da primeira geragao (Geragao 0) e manteve-se bom nas primeiras trés
geragoes, apos o qual descresce de forma acentuada com o aumento do ntmero de
geragoes. A percentagem de geragoes conhecidas diminuiu para valores inferiores a

45



2.2. Resultados e discussao

Tabela 2.1: Grau de preenchimento do pedigree e da populagao activa dos suinos da
raca Bisaro

Pedigree Populacao activa
Numero Proporgao (%) Ntamero Proporgao (%)
Animais 9432 100 6899 100
Ambos os pais conhecidos 7580 80,4 5552 80,5
Ambos os pais desconhecidos 1612 17,1 1275 18,5
Apenas o pai conhecido 187 1,98 567 8,21
Apenas a mae conhecida 767 8,13 520 7,54

50% na 5% geragao e foi cerca de 20% na 7* geragao (Figura 2.1), o que mostra um
padrao semelhante aos resultados encontrados em 2010 por Fernandes et al. (2010), no

primeiro estudo demografico da populagao de suinos da raga Bisara.

Importa refirir que o controlo da genealogia dos animais é determinante para realizar
a gestao da diversidade genética (minimiza¢ao do incremento da consanguinidade na
populagdo), através da organizagao dos acasalamentos para minimizar o incremento
do coeficiente de consanguinidade, o qual se consegue através do acasalamento de
animais com grau de parentesco minimo. Por outro lado, a manutencao da variabilidade
genética é determinante para a implementacao de planos de selecgao e de melhoramento
genético.

E importante salientar que, comparativamente ao estudo realizado em 2010 (Fernan-
des et al., 2010), observamos que na quarta gera¢ao o numero de geragoes conhecidas
subiu de cerca 50% para cerca de 70%, o que mostra um trabalho muito positivo da
ANCSUB no que diz respeito ao controlo dos dados genealogicos da populagao de sui-
nos da raga Bisara. O decréscimo acentuado no grau de preenchimento do pedigree, a
partir da quinta geragao, mostra claramente que sao necessarios esforcos para melho-
rar a qualidade dos registos genealdgicos da raca Bisara. Esta informacao é essencial
para o estabelecimento de ligagoes genéticas entre animais nao contemporaneos e entre
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Figura 2.1: Grau de preenchimento do pedigree dos suinos da raca Bisara

exploragoes, as quais sao fundamentais para o melhoramento genético da raca, mas
também para o desenvovlimento de programas de conservagao da diversidade genética

e para o controlo da consanguinidade individual e populacional.

2.2.2 Consanguinidade

Na Tabela 2.2 apresentamos o nimero e a distribuicao dos animais consanguineos do pe-
digree e da populacao activa. Uma elevada propor¢ao dos animais do pedigree (47, 7%)
e da populagao activa (42,1%) sdo consanguineos. Na populagao activa, aproximada-
mete 39,0% dos animais apresentaram um coeficiente de consanguinidade elevado e
superior a 20%. O aumento do grau de parentesco médio das populagoes aumenta
a probabilidade de acasalamento entre animais aparentados (Ontiveros et al., 2009),
pelo que é essencial, no curto prazo, dar vantagem reprodutiva aos animais menos
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Tabela 2.2: Classes de consaguinidade do pedigree e da populagao activa da raca
Bisaro

Classe de Pedigree Populacao activa
consanguinidade Niamero Proporcao (%) Namero Proporcao (%)
0-5 1095 26,0 755 26,0
5-10 460 10,9 311 10,7
10-15 594 14,1 392 13,5
15-20 476 11,3 314 10,8
20-25 229 5,43 291 10,0
25-30 572 13,6 278 9,58
30-35 272 6,45 197 6,79
35-40 205 4,86 147 5,06
40-45 107 2,54 76 2,62
45-50 80 1,89 62 2,14
50-55 7 1,83 60 2,07
55-60 21 0,50 5 0,17
60-65 17 0,0 10 0,34
65-70 7 0,17 4 0,14
70-75 1 0,02 1 0,03
75-80 1 0,02 - -
Consanguinidade média 17,2 (maximo 75,0) 17,4 (méximo 73,1)
Animais consanguineos 4214 44.7 2903 42,1

aparentados e, portanto, representado uma maior niimero de animais fundadores.

Os animais consanguineos da populagao activa (cerca de 42%) apresentaram um
coeficiente de consanguinidade médio de 17,4%, resultados ligeiramente inferiores aos
reportados por Fernandes et al. (2010), cujos valores encontrados foram 52,4% de
animais consanguineos com uma consanguinidade média de 22,9%. Estes resultados
mostram uma tendéncia positiva na diminui¢ao do coeficiente de consanguinidade in-
dividual dos animais da raca. Todavia, os resultados deste trabalho mostram, ainda,
a necessidade de estabelecer um programa de acasalamentos estratégico para evitar o
acasalamento de animais aparentados. Para tal, a informacao contida no pedigree é
essencial para estabelecer acasalamentos orientados para minimizar o aumento da taxa
de consanguinidade na populacao de suinos da raca Bisara.
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Figura 2.2: Evolugao e distribui¢do anual do coeficiente de consanguinidade (%) dos
animais consanguineos da populacao de suinos da raga Bisara

Na Figura 2.2 apresentamos a evolugao e a distribui¢ao anual do coeficiente de con-
sanguinidade (%) dos animais consanguineos da populac¢do de suinos da raga Bisara.
Podemos observar que apesar de a consanguinidade individual oscilar entre anos, mas
nos ultimos anos (de 2012 a 2020) observa-se uma tendéncia para esta aumentar. Por
outro lado, observa-se também a existéncia de animais com coeficientes de consangui-
nidade muito elevados (superior a 40%), pelo que estes resultados sdo um alerta que
a ANCSUB deve tomar em consideracao para a ajustar a estratégia de acasalamentos
de forma a minimizar, caso nao seja possivel evitar o aumento da consangunidade.

Populagoes com informacgao genealdgica pouco profunda, tal como acontece na raga
Bisara, a homozigotia ¢ subestimada, pelo que no curto prazo ¢é essencial melhorar a
qualidade do pedigree da raga, para que o controlo do aumento da taxa de consangui-
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nidade seja bem sucedido. Baumung and Solkner (2003) mostraram que a informacao
extra obtida pela utilizacao de mais de 5 geragoes de pedigree conduz, apenas, a me-
lhorias marginais na previsao dos coeficientes de consanguinidade e de homozigotia das
populacoes. Todavia, a presenca de falsos progenitores superior a 20% representa um
problema mais grave para a identificacao dos animais homozigoticos do que pedigrees
incompletos ou pouco profundos. Assim, deve ser dada especial atencao ao correcto
registo de paternidades, ja que um registo errado é mais grave do que a nao existéncia

do registo.

2.2.3 Intervalo entre geracoes

Na Tabela 2.3 apresentamos o intervalo entre geracoes para os quatro caminhos progenitor-
descendente dos reprodutores que produziram descendentes reprodutores. Geralmente,
os varrascos iniciam a sua actividade reprodutiva mais cedo que as porcas, especial-
mente quando se recorre & inseminagao artificial. No entanto, o caminho Pai-Filho
apresentou um intervalo entre geragoes ligeiramente inferior aos trés caminhos alter-
mativos. De 1997 a 2008, todos os caminhos do L apresentaram um aumento, esta
tendéncia pode ser explicada pela reducao na utilizacao da inseminacao artificial, mas
a reduzida profundidade do pedigreee pode também por problemas & estimativa destes
parametros. E também claro o aumento do intervalo entre geracoes nos quatro cami-
nhos alternativos, estes resultados podem também sofrer de enviesamento resultante
da reduzida profundidade do pedigree. Mas devem, contudo, ser analisados pelos téc-
nicos da ANCSUB para tentar perceber o motivo por este aumento do intervalo entre
geracoes nos quatro caminhos.
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Tabela 2.3: Intervalo entre geracoes para os quatro caminhos progenitor-descendente
dos reprodutores que produzem descendentes reprodutores

Periodo Pai-Filho Pai-Filha Mae-Filho Mae-Filha

2010 2,02 2,00 2,29 2,01
2011 2,12 2,20 1,98 2,14
2012 2,58 2,30 2,50 2,55
2013 2,41 2,18 2,11 2,09
2014 2,51 2,54 2,57 2,32
2015 2,06 2,10 1,91 1,88
2016 2,72 2,58 2,18 2,27
2017 2,36 3,27 2,43 2,62
2018 2,52 2,71 2.75 2,95

2.2.4 Probabilidade de origem dos genes

Na Tabela 2.4 apresentamos o ntmero efectivo de fundadores (f), o nimero efectivo de
ancestrais (f,), o namero efectivo de genomas fundadores (f;), o nimero de ancestrais
que contribuiram com 50% dos genes presentes no pool de genes (N59) da populagao
activa da raga Bisara e a contribuigdo dos ancestrais mais importantes (Cpaz). O
numero efectivo de fundadores foi de 163 varrascos e 159 porcas, pelo que cerca de 322
ancestrais fundadores contribuem com 100% dos alelos presentes na populacao activa.
Todavia, o namero efectivo de ancestrais ( f,) ¢ muito inferior (49 varrascos e 57 porcas),
pelo que cerca de 106 animais fundadores ou nao representam a variabilidade genética

total aobservada na populagao activa (animais nascidos entre 2014 e 2020).

Cerca de 53 porcas e 51 varrascos explicaram 50% do pool de genes (N5q) presentes
nos animais da populagao activa nascidos entre 2014 e 2020. Apesar do elevado ni-
mero de animais consanguineos, a contribui¢ao maxima individual dos animais para a

populagao activa foi baixa, cerca de 2,75% para os varrascos e 3,87% para as fémeas.

A contribuicao das 50 porcas com maior contribui¢cao para os animais da populagao
activa, nascidos entre 2014 e 2020, explicou 48,3% dos genes presentes nas fémeas.
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Tabela 2.4: Numero de fundadores (f), namero efectivo de fundadores (f.), ntimero
efectivo de ancestrais (f,), nimero efectivo de genomas (f,), namero de ancestrais que
contribuiram com 50% dos genes presentes no pool de genes (N5g) da populagao activa
e contribuigao dos ancestrais mais importantes (C),q.) da raga Bisara

’ Parametros \ Machos \ Fémeas ‘

I 454 770
2 162,5 | 159,7
12 48,9 57,5
f, 48,2 52,1
Nao 51,0 53,0
Crnas 2,75 3,87

Da mesma forma, os 50 varrascos com maior contribuicao para os machos presentes na
populacao activa, nascidos entre 2014 e 2020, explicaram 52, 1% dos genes presentes nos
varrascos. A razao Je/f, dé-nos a magnitude da perda de genes resultante da ocorréncia
de bottlenecks (Ontiveros et al., 2009), este racio foi de 3,3 para os varrascos e 2,8
para as porcas, 0 que mostra que a raca Bisara sofreu perdas de variabilidade genética
em resultado da ocorréncia de bottlenecks.

Estes resultados corroboram os encontrados por Fernandes et al. (2010), mais uma
vez salientamos que estes resultado sao dificeis de explicar. De facto, a reduzida pro-
fundidade do pedigree obriga-nos a ter precaugoes na extraccao de conclusoes dos
resultados obtidos. O coeficiente de consaguinidade médio pode ser afectado por varios
factores, nomeadamente: o tamanho da populagao, a qualidade dos dados genealdgicos
e pela estratégia reprodutiva em uso. Dos trés, o grau de preenchimento do pedigree,
quando baixo, dificulta a interpretacao dos resultados obtidos. Assim, é clara a ne-
cessidade de trabalhar na melhoria dos dados geneal6gicos da populagao de suinos da
raca Bisara. Todavia, devemos salientar que os resultados aqui apresentados sao ma-
nifestamente melhores que os encontrados por Fernandes et al. (2010) no seu estudo

demografico da raga Bisara.
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2.3 Conclusoes

Apesar do elevado numero de animais registados na base de dados genealdgica, o pedi-
gree é pouco profundo e limita a interpretagao dos resultados obtidos neste trabalho,
uma vez que a teoria aplicada apresenta algumas fraquezas quando o pedigree ¢ pouco
informativo. No entanto, estes resultados mostram que a populagao da raca Bisara
esteve sujeita a um gargalo de garrafa, pelo que sofreu perdas de diversidade genética.
E pois essencial definir um plano de acasalamentos dirigidos tendo em vista minimizar
o aumento da taxa de consanguinidade na populagao.

Este trabalho mostra que sao necesséarios esforcos por parte da ANCSUB para
aumentar a qualidade do pedigree da raca Bisara. S6 uma melhoria substancial da
qualidade do pedigree podera apoiar a manutencao da diversidade genética da raga
Bisara, a qual é determinante para a sua conservagao, para evitar a perda de genes,
mas também para a implementagao de eventuais planos de melhoramento genético da

raga.
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