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1. APRESENTACAO

O Brasil tem o terceiro maior plantel equino do mundo, com cerca de 5,3 milhdes
de animais, e o Nordeste o segundo maior efetivo, com 1,2 de cavalos (IBGE, 2013). Os
remanescentes das espécies de equideos do Nordeste brasileiro dizem respeito
principalmente aquelas populagdes locais de cavalos e burros, distribuidas e adaptadas
principalmente ao semiarido da Regido Nordeste do Brasil (MELO et al., 2011). Na zona
rural, estes animais sdo utilizados em pequenas lavouras, no manejo com o gado e no
transporte cargas e pessoas (TORRES, 1992).

Dentre as ragas de cavalos criadas no Brasil, onze sdo naturalizadas. O
grupamento genético Baixadeiro faz parte desse grupo de equinos naturalizados, porém
ndo é reconhecido como raca. Atualmente possuem um rebanho de aproximadamente
4.000 animais (CHAVES, 2014). Os objetivos desse grupamento alcancados através do
adestramento, sdo animais mais adaptados a lida do gado, descendentes de maior valor
econémico e transporte de pessoas. A criacdo de cavalo Baixadeiro tem importancia
social e econdmica na regido da baixada maranhense (SERRA, 2004).

O presente trabalho esta inserido no projeto Rebax 030/2013 que tem por objetivo
promover o reconhecimento do grupamento Baixadeiro como uma raga naturalizada
brasileira. Para avaliar a variabilidade genética foram utilizados marcadores
microssatélites e DNA mitocondrial. O uso de marcadores polimérfico sem uma
populacdo permite a descricdo de niveis de variabilidade genética, importantes para o
manejo dos estoques. Estas estimativas poderdo orientar programas de melhoramento,
visando manutencdo do maximo da variabilidade genética ancestral da raca. Além disto,
a disponibilidade desses parametros, podera orientar os cruzamentos e solucionar o
problema do aumento do coeficiente de endogamia na populacdo de cavalos Baixadeiro.

A dissertacdo esta estruturada em dois capitulos. O primeiro apresenta uma
revisdo bibliogréfica sobre a domesticagdo do cavalo, a importancia da conservagdo
genética dos animais domésticos e o uso de marcadores genéticos nos trabalhos de
conservacao. O segundo capitulo é constituido de um artigo que apresenta os resultados
atingidos através do uso de marcadores moleculares para caracterizar a variabilidade

genética dos cavalos Baixadeiros.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
¢+ Caracterizar a variabilidade genética do grupamento Baixadeiro gerando dados

aplicaveis a sua conservacao.

2.2 Objetivos Especificos
+«+ Determinar e comparar o grau de variabilidade genética intra e interpopulacional
do cavalo Baixadeiro utilizando loci de microssatélites;
¢+ Obter informacdes genéticas que permitam inferir e compreender a influéncia dos
processos historicos evolutivos do cavalo Baixadeiro através de sequencias do
DNA mitocondrial,
%+ Fornecer informacGes sobre a estrutura populacional, visando subsidiar
programas de conservacdo e manutencdo continua da variabilidade genética,

permitindo a consolidacao deste grupo genético.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Evolucgéo e domesticacgdes dos equinos

A posicéo dos cavalos na classificacdo dos mamiferos de acordo com Getty (1981)
é. Subclasse: Theria, Infraclasse: Eutheria, Ordem: Perissodactyla, Subordem:
Hippomorpha, Familia: Equidae, Género: Equus. Os Perissodactyla sdo animais que se
caracterizam por ter um numero impar de dedos (um ou trés) (HICKMAN et al., 2001).
Além da familia Equidae, a esta ordem pertence também as familias Tapiridae e
Rhinoceratidae, tendo sido a familia Equidae a Unica que teve espécies submetidas ao
processo de domesticacéo: o burro (Equus asinus) e o cavalo (Equus caballus) (OOM,
1992).

Os ancestrais do cavalo atual datam de 55 milhdes de anos atras. Durante o periodo
Eoceno, os Hyracotherium ou Eohippus habitavam a Terra. Estes animais tinham cerca
de 40 cm de altura, 70 cm de comprimento, quatro dedos e dorso arqueado, caracteristicas
que lhe davam agilidade para correr pelos campos e florestas tropicais a procura de
alimentos e para fugir de predadores. Seus dentes eram adaptados para se alimentar de
folhas tenras e brotos de plantas (CINTRA, 2011).

A disseminagdo dos equideos teve inicio no médio Mioceno. Entretanto, o
primeiro registro fdssil relacionado aos equideos é do inicio do Eoceno. Esse animal
apresentava diferencas tanto morfoldgicas quanto no habito alimentar dos cavalos atuais,
pois se alimentava apenas de brotos das pastagens (MACFADDEN et al., 1988). A partir
do seu ancestral, o cavalo tem sofrido uma evolucao gradual, através de milhGes de anos,
até chegar ao padrédo que conhecemos (STAHL, 1985).

Os cavalos passaram a ser domesticados em 3500 a.C.. Embora suas origens
exatas sejam obscuras, aceita-se que a domesticacao aconteceu a partir de tipos selvagens
como os cavalos Tarpan e Przewalski (GUERIN, 2002). Porém ha controvérsias sobre o
surgimento do Equus caballus. LEVINE (2005) define o Equus como aquelas espécies
que formam o ramo lateral para os géneros Hippidion e Onohippidium. Dessa forma, o
género Equus teria aparecido a 4,5 milhdes de anos atras, originado do seu ancestral
Dinohhipus mexicanus (OLSEN, 2003). O inicio de sua domesticacdo tem sido
investigado por diversos pesquisadores, 0s quais também divergem em opinido,
contestando evidéncias encontradas em sitios arqueologicos. Essa domesticacdo esta
ligada a crescente capacidade do cavalo de se movimentar, que possibilitou as pessoas se

locomoverem por distdncias maiores e de maneira mais rapida. Elas podiam explorar
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terrenos amplos e diversificados, manter familias grandes e aumentar seus contatos para
escambo, além de alcancar regifes inabitadas. E como um homem a pé ndo se compara
com um homem montado a cavalo, as implica¢Ges militares da domesticagao desse animal
também foram revolucionarias (LEVINE, 1999).

O cavalo exerceu um papel importante na formagdo econdmica, social e politica
mundial. Conhecer sua evolugéo nos permite entender todos 0s processos pelos quais seus
ancestrais foram submetidos para chegar a forma atual do cavalo. Antes do
desenvolvimento de armas de fogo o cavalo foi de importancia crucial para a guerra, e
antes da invencdo do motor a vapor, ele era a forma mais rapida e confiavel de transporte
em terra (ROSA, 2013).

Os cavalos eram utilizados como alimento e meio de transporte, nos campos de
batalha, no trabalho de fazendas, bem como em esportes que exigiam agilidade,
resisténcia e velocidade. Esta ligacdo entre o homem e 0s equinos imp6s a estes uma
selecdo, gerando varias racas morfologicamente diferentes, dependendo de sua utilizagao
e cruzamentos que as originaram (GUERIN, 2002).

3.2 Racas naturalizadas brasileiras e sua importancia genética

O Brasil possui diversas racas de animais domésticos que se desenvolveram a
partir de racas trazidas pelos colonizadores portugueses logo apds o descobrimento. Ao
longo desses cinco seéculos, estas racas foram submetidas a selecdo natural em
determinados ambientes, a ponto de apresentarem caracteristicas especificas de adaptacédo
a tais condi¢fes (MARIANTE et al., 2011). Assim, no Brasil as racas bovinas, equinas,
asininas, caprinas, ovinas, e suinas ocuparam novos nichos ecolégicos, desenvolvendo
caracteristicas Unicas de tolerancia a estresses climaticos, resisténcia a doencas e
ectoparasitas (MARIANTE et al., 2011; EGITO, et al., 2001; SILVA, 2000).

As ragas locais, muitas vezes consideradas como “menos produtivas”, sdo mais
adaptadas as condicOes extremas de meio e s&o um reservatorio de genes imprescindiveis
para atender demandas futuras do homem, decorrentes das mudancas climaticas bruscas
e do surgimento de novas doencas que sdo fortes ameacas as ragas e tipos mais
especializados (FAO, 2007).

Os primeiros cavalos foram trazidos para o Brasil pelos colonizadores no século
XVI1. Admite-se que tenham entrado no pais através dos colonizadores, principalmente
portugueses e espanhois (BRAGA, 2000). Santos et al. (1992) citaram que as primeiras

racas introduzidas eram basicamente de origem hispanica, mas também foram trazidos
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animais de origem inglesa, barbara, arabe e turca, influenciadas pelas condicdes locais
deram origem a varias racas naturalizadas. Estas se adaptaram aos mais diferentes
ambientes naturais, como as terras altas do sul (Campeira no Estado de Santa Catarina),
tropical norte do Brasil (Lavradeira em Roraima e grupo genético Baixadeiro no
Maranhdo), o Pantanal, a oeste, central (Pantaneira no Pantanal Mato-Grossense) e
sudeste (Mangalarga Machador em Minas Gerais). Grande parte foi originada a partir da
dispersdo de manadas pelo pais, sendo produtos dos diferentes processos de selecéo
natural, adaptacdo aos ecossistemas e, mais recentemente, de cruzamentos direcionados
pelo homem (MARIANTE et al., 2003; GIACOMONI, 2008; MARIANTE et al., 2009;
SILVA et al., 2012). Essas ragas sdo usadas no manejo com o gado em pastagens nativas
(MCMANUS et al., 2005; 2008) e alteracfes na sua composicao genética podem afetar a
sua utilidade em sistemas de producéo.

A busca por racas mais produtivas fez com que, a partir do final do século XIX e
inicio do século XX, houvesse importacdo de ragas consideradas exoticas, que embora
fossem altamente produtivas haviam sido selecionadas em regides de clima temperado.
Estas racas, por cruzamentos absorventes, causaram uma rapida substituicao e erosdo nas
racas locais; as quais apresentam niveis de producdo mais baixos, mas distinguem-se
destas por estarem totalmente adaptadas aos trépicos, onde sofreram uma longa selecdo
natural (EGITO et al., 2002).

As ragas naturalizadas brasileiras estdo sendo gradualmente substituidas por racas
comerciais, e encontram-se assim, em sua maioria, ameacadas de extincdo. Neste
contexto a erosdo genética é um problema preocupante nos ambitos nacional e
internacional. Os equinos (23%), seguido pelos coelhos (20%), suinos (18%) e bovinos
(16%), sdo as espécies de mamiferos com mais altas propor¢des de racas em situacao de
risco (FAO, 2007; EMBRAPA, 2010a).

Desta forma, o0 armazenamento de material genético das racas naturalizadas, com
suas caracteristicas unicas, em um Banco de Germoplasma é fundamental para a
seguranca alimentar do pais (MARIANTE et al., 2011).

Os animais domésticos sdo produtos de processos de sele¢do, melhoramento e
domesticagcdo (SANTOS et al., 2003). A pressao de selecdo a que estdo submetidos forgou
populacdes a se adaptarem a nichos ecologicos especificos. Esses animais também tém
sofreram os efeitos da deriva genética, mutacdo e selecdo artificial (SANTOS et al.,
2003). Portanto, a preservacédo e conservagdo dessas ragas sdo de valor significativo para

a natureza e para oS seres humanos.
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Com o auxilio de varias organizacgdes e de diversos paises (entre os quais o Brasil),
em 1991 a FAO iniciou um levantamento a nivel mundial sobre a situacdo das principais
espécies de animais domésticos.

Desde entdo, programas mundiais de conservacdo tém sido desenvolvidos devido
a preocupacao com a perda da diversidade genética causada pela extincdo de ragas e
populagdes, especialmente para 0s equinos cujas populagcdes vém sendo reduzidas
gradativamente no mundo inteiro. Pesquisadores acreditam que essa “discreta” ameaga ¢é
decorrente de alteracdes no estilo de vida das pessoas e no processo de mecanizagédo
agricola (GLOWATZKI-MULLIS et al., 2005; BEHL et al., 2007; LING et al., 2010). A
reducdo no tamanho populacional tem um impacto sobre a variacdo genética e aumento
da endogamia, que sdo fatores de suma importancia em programas de
conservacdo (FRANKHAM et al., 2002; ALLENDORF et al., 2007).

3.2.1 Grupamento genético Baixadeiro

O cavalo Baixadeiro é provavelmente oriundo do cruzamento de equino de origem
Ibérica, dos cavalos Garrano e Berbere introduzido no Brasil no periodo colonial. E um
grupo de cruzamento centenario restrito a regido da Baixada Maranhense, onde constitui
importante meio de transporte para as comunidades, sendo muito utilizado na lida com o
gado (GAZOLLA et al., 2009).

Possui caracteristicas de rusticidade e adaptabilidade adquiridas através da selecdo
natural (MC MANUS et al., 2010), ocasionadas pelas adversidades climatica e geografica
do ecossistema da regido Norte do estado do Maranh&o, marcado por estacGes inundaveis
alternadas com secas. Esse equino é amplamente utilizado na regido, especialmente na
lida com o gado e, além disso, é um grupamento naturalizado que se encontra no Brasil
ha séculos e, por isso, uma fonte potencial de genes de interesse para programas de
melhoramento genético animal (EMBRAPA, 2005).

O cavalo Baixadeiro apresenta pequeno porte com altura média de 1,28 (macho)
e 1,23 (fémea), robusto, leve em sua aparéncia geral e de musculatura definida; cabeca de
tamanho médio, de perfil subconvexo para retilineo, olhos médios e vivos e orelhas bem
implantadas; ossatura seca e forte, tenddes delicados, pele e pelos finos; constitui¢ao forte
e sadia e temperamento ativo (SERRA, 2004). Pelagem predominantemente tordilha,
castanho ou baio.

Estima-se que a populagéo de equinos tipicamente Baixadeiros esteja em torno de

quatro mil exemplares, que influenciam de maneira marcante as condig¢Oes
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socioeconémicas dos habitantes da baixada maranhense (CHAVES, 2015). De acordo
com Mariante et al. (2008), o cavalo Baixadeiro esta inserido no Programa Brasileiro de
Conservacdo de Recursos Genéticos Animal.

De acordo com SILVA et al. (2012), dados moleculares mostram que o cavalo
Baixadeiro se encontra geneticamente distinto das outras ragas existentes no Brasil, tais
como a Campeira, Mangalarga Machador, Lavradeiro e o Pantaneiro. Acredita-se que o
cavalo Baixadeiro tenha contribuicdo genética da raca Puruca, pois apresenta
caracteristicas fenotipicas semelhantes (MC MANUS et al., 2010).
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Figura 1. Cavalo Baixadeiro em seu habitat natural
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2.4 Diversidade genética ou variabilidade genética

A diversidade genética corresponde a variedade de alelos e gendtipos presentes
em um determinado grupo, e a natureza faz uso dessa varia¢do para que a evolugédo e
consequente perpetuacao de uma determinada espécie acontecam, mediante as mudancas
do meio (FRANKHAM et al.,, 2008). O declinio na diversidade genética reduz
diretamente o poder adaptativo das populacdes (FRANKHAM et al., 2008).

Segundo Egito (2002) a diversidade genética das espécies domésticas esta
refletida na variedade de tipos e ragas que existem e na variagdo presente dentro de cada
uma delas. O método mais utilizado para quantificar esta diversidade genética é a analise
dos gendtipos de individuos ndo aparentados entre si, selecionados de uma populagéo
sobre investigacdo (GROENEN et. al., 2003). Essa variagdo pode ser mensurada atraves

das medidas de heterozigosidade, da avaliacdo do polimorfismo genético, da diversidade
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alélica (numero de alelos), da riqueza alélica e do numero efetivo de alelos (HEDRICK,
2005).

Compreender a evolugdo e diversidade genética dos equideos, assim como
classificar as suas populacfes de acordo com a respectiva prioridade como unidades de
conservacao, € crucial para o desenvolvimento de um plano de gestdo apropriado, tanto
para populacdes selvagens como para populacdes domésticas (OAKENFULL et al.,
2000). Nesse sentido, a necessidade de se medir a variabilidade genética dos animais é
inegavel, pois segundo GAMA (2004), a conservacdo dos recursos genéticos esta
efetivamente relacionada a manutencéo da variabilidade inter-racial, evitando a extingéo
de raca e evitando a erosao genética.

Segundo Ollivier (2005) existem trés niveis fundamentais que determinam a
diversidade génica de uma espécie: variacdo genética dentro de individuos
(heterozigosidade); diferenciacdo genética de individuos dentro de uma populacéo; e as
diferengas genéticas entre populacbes. O heterozigoto é o organismo que apresenta
diferentes alelos em um dado I6cus, quando ha déficit de heterozigoto é indicio de que
acasalamentos entre individuos mais aparentados estejam acontecendo com consideravel
frequéncia, sendo isso comum em populagdes com nimero efetivo de animais reduzido -
como em populacBes estruturalmente divididas e isoladas, populagcdes fragmentas e
isoladas (HEDRICK, 2005).

A perda de um Unico tipo ou raca compromete 0 acesso a seus genes e/ou
combinagbes genéticas, pois cada raca ou populacdo representa, provavelmente, uma
combinacdo Unica de genes que pode ser atil no futuro. Assim, convém-se manter a
maxima diversidade de pool genético de cada espécie (EGITO et. al., 2002). Deste modo,
a visao atual é a de manter a diversidade genética maxima de cada espécie prevendo
necessidades imprevistas para o desenvolvimento de sistemas de producdo sustentaveis,
uma vez que ndo € possivel predizer com objetividade quais caracteristicas podem ser
necessarias no futuro (BARKER, 1992, 1994; DANELL, 1994; NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1993).

Em 1995 a Food Agriculture Organization (FAO) juntamente com a International
Society of Animal Genetics (ISAG) formaram um grupo de consultores que elaboraram
diretrizes e recomendacdes técnicas para a avaliacao da diversidade genética em racas de
animais domésticos. Através de um projeto intitulado Measurement of Domestic Animal
Diversity (MoDAD) (http://www.fao.org/dad_is) selecionaram uma lista de loci de

microssatélites para estudos de diversidade genética, caracterizagdo de ragas de bovinos,
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ovinos, suinos e aves. No ano de 2004, a lista foi ampliada com a inclusdo de novos
marcadores (FAO, 2004).

Os programas de conservacdo devem proteger todos esses componentes de
diversidade genética, de forma a reter o maximo da variacao total e manter a estrutura
genética natural da populacdo. Mais especificamente, a deteccdo da variabilidade entre
racas é resultante de longos processos evolutivos e pode ser valida para prever mudancas
no préprio meio ambiente (GANDINI et. al., 2004).

2.5 Marcadores moleculares.

O DNA equino esta distribuido em 31 pares de cromossomos autossémicos, além
dos cromossomos X e Y. Estima-se que este genoma tenha aproximadamente 50.000 a
70.000 cdpias de genes e que ele seja, na maioria, composto por sequencias repetidas
(BINNS et al. 2000). Essas sequéncias podem ser de diferentes tipos como 0s
minissatélites, microssatélites, SINEs, LINEs, entre outras, apresentando papel
importante nos estudos que utilizam marcadores moleculares para identificacdo
individual, analises de parentesco, mapeamento genético e estudos de evolucdo de racas
de cavalos (BINNS et al. 2000).

Os primeiros marcadores moleculares de DNA foram desenvolvidos na década de
1980. Marcador molecular é definido como qualquer fenétipo molecular oriundo de um
gene expresso ou ndo de um segmento especifico de DNA. Atualmente, os marcadores
moleculares sdo as principais ferramentas em estudos de diversidade genética, localizacao
de genes de interesse econdmico e construcdo de mapas genéticos (FERREIRA et. al.,
1998). Milach (1998) cita que marcadores moleculares sdo caracteristicas de DNA que
diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados geneticamente.

Os marcadores moleculares podem ser derivados de qualquer tipo de dado
molecular, que fornegca um polimorfismo detectavel entre os organismos a serem
comparados. Devido ao desenvolvimento no campo da biologia molecular aliada a
genética, uma grande variedade de técnicas para analisar polimorfismos genéticos tem
sido disponibilizada. Estes marcadores podem diferir com respeito a caracteristicas
importantes como, abundancia gendmica, nivel de polimorfismo detectado e informacéo
genética, especificidade dos locus, reprodutibilidade, requerimentos técnicos e
investimento financeiro (EMBRAPA, 2003).

Basicamente, os marcadores de DNA podem ser classificados em dois grupos:

marcadores dominantes e codominantes. Os marcadores dominantes (ex.: RAPD, AFLP)
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permitem obter dados de loci aleatérios do genoma, enquanto que os codominantes (ex.:
RFLP, sequéncia de DNA, microssatélites) revelam alelos de l6cus especificos do
genoma (FREELAND, 2005).

Marcadores codominantes, tais como microssatélites, permitem distinguir
individuos heterozigotos de homozigotos e calcular frequéncia de alelos (FREELAND,
2005). Eles estdo localizados em regides do DNA que ndo codificam para proteinas muito
utilizadas como marcadores moleculares em estudos de genética de populagdes
(JARMAN et al., 2002). Oferecem as vantagens de serem marcadores neutros, ou seja,
ndo se encontram sob selecdo natural, serem muito informativos em virtude de sua alta
taxa de mutacdo e heterozigosidade, e serem facilmente obtidos pela técnica de PCR —
Polimerase Chain Reaction (SCHLOTTERER, 2004; OLIVEIRA et al., 2006)

Estudos em Bancos de Dados mostram que a frequéncia que € distribuicdo dos
microssatélites difere em plantas e animais. O genoma de plantas contém, em média, dez
vezes menos microssatélites do que o genoma humano (RAFALSKI et. al., 1996). Os
microssatélites estdo presentes em regides codificadoras e ndo codificadoras. (ZANE et.
al., 2002).

Marcadores moleculares codominantes, como o0s microssatélites ou "Simple
Sequence Repeats" (SSR) sdo importantes na verificagdo das mudangas nos parametros
genéticos das populacbes ao longo dos ciclos de selecdo, ja que identificam alteraces e
perdas alélicas em cada loco individualmente (OLIVEIRA et. al., 2005). Esse tipo de
marcador tem sido utilizado com sucesso nos estudos dos efeitos da selecdo recorrente na
estrutura genética das populacdes sob selecdo (PINTO et. al., 2003).

Marcadores autossdmicos, com heranga bi-parentais, como os microssatélites, sdo
também comumente utilizados para a identificacdo genética de individuos e analises de
parentesco (EGITO et al., 2005; CHAMBERS et al., 2000).

Outros marcadores muito utilizados no estudo de populaces silvestres baseiam-
se em sequencias de DNA mitocondrial (mtDNA). Este é constituido de uma molécula
pequena de fita dupla circular que codifica aproximadamente 5% de toda maquinaria
necessaria para o funcionamento da mitocondria (NAHUM, 2001). Seu tamanho é de
aproximadamente 16.500 pares de base (pb), onde séo descritos 37 genes, dos quais 13
codificam proteinas, 2 codificam RNAs ribossomais e 22 codificam RNAs
transportadores (MEYER, 1993). A molécula do mtDNA presente em copias multiplas
por célula (102-140) é de heranca maternal, replica sem recombinacdo e evolui mais
rapidamente que o genoma nuclear (AVISE et al., 1994; SACCONE et al., 2000).

24



A D-loop, cujo tamanho varia entre 880bp e 1400bp (sendo de 960bp no cavalo)
possui a maioria dos elementos regulatorios de replicacdo e expressdo do genoma
mitocondrial (SABISA, 1997). Evolui 4-5 vezes mais rapido que o restante mtDNA, pelo
que é recomendada para estudos populacionais (BROWN et al., 1993; SABISA et al.
1997).

Esta molécula tem sido usada como ferramenta para determinacdo de passados
demograficos e evolutivos em populagdes ou espécies proximas (MACGAHERN et al.,
2006). Esta regido tem sido bem-sucedida no estudo de equideos, tanto no estudo da
diversidade genética, com particular relevancia para fins conservacionistas (VILA et al.,
2001; KAVAR et al., 2002; LUIS et al., 2002; COZZI et al., 2004; LOPES et al., 2005),
bem como na execucdo de estudos filogenéticos, por determinacdo, agrupamentos e
reconstrucdo da evolucdo das linhas maternas (JANSEN et al., 2002; ROYO et al., 2005;
SECO-MORAIS, 2007).

O DNA mitocondrial também vem sendo utilizado para aferir o grau de
diversidade genética das espécies e estimar a variabilidade genética entre populagdes. Isto
se deve a algumas vantagens, como, a facilidade em ser isolado, tamanho reduzido,
heranca uniparental, auséncia de recombinacéo e elevada taxa de mutagdo (AVISE et al.,
1994).

Segundo Spritze (2003), caracterizacdo genética por meio de marcadores é
importante para programas de conservacdo de recursos genéticos animal, pois é util na
avaliacdo da distancia entre as populaces em estudo e pode auxiliar na escolha dos
animais a serem utilizados na conservacgao ex situ e in situ, a partir da estimativa de indices
de similaridade entre os individuos analisados. Além disso, possibilita a indicacdo de
acasalamentos ou cruzamentos que favorecerdo a manutencdo da maxima variabilidade
genética e evita esforcos na manutencdo de amostras que geneticamente seriam similares
(EGITO et al., 2001). Tém sido utilizados em analise genética de varias situagdes como
na identificacdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares, paternidade, na estimativa de
diversidade, fluxo génico, taxa de cruzamento, parentesco e na construgdo de mapas
genéticos (EMBRAPA, 2003).
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RESUMO

O cavalo Baixadeiro constituem-se em um ecétipo equino encontrado na Baixada
Maranhense. Cruzamentos com outras racas, pressdes seletivas de manejo e do ambiente,
tem conferido a estes individuos caracteristicas fenotipicas diferenciadas. O principal
objetivo deste trabalho foi caracterizar a variabilidade genética do grupamento Baixadeiro
gerando dados aplicéveis a sua conservacao, atraves de marcadores moleculares de DNA
nuclear e DNA mitocondrial. Foram utilizadas 150 amostras de sangue de cinco
municipios da Baixada Maranhense. Dezessete sequencias de cavalo Baixadeiro foram
utilizadas para analise DNA mitocondrial, além de 49 sequencias oriundas do Genbank
de ragas distintas. Para a regido controladora do DNA mitocondrial foram analisados
fragmentos de 516 pb, as analises indicaram a existéncia de 95 sitios variaveis, a partir
dos quais foram definidos 31 haplotipos (Hd=0,967¢ n=0,02037). Para estudos de
microssatélite foram usadas 150 amostras e 8 loci de microssatélites, os microssatélites
mostraram-se polimorficos, apresentando um total de 259 alelos. A média de alelos por
municipio foi de 8,74 (variando de 0,83 para 1,50), o Equilibrio de Hardy Weinberg
considerando as populacdes e os loci separadamente, obtivemos valores de F(is) entre 1
e 0,01. Quando consideradas todas as populacdes, observou-se valores médio de
F(st)=0,5790 e Rho(st)=0,6592 (p<0,05). Podemos inferir que o “Baixadeiro”
provavelmente recebeu material genético de diferentes racas em seu processo de
formagdo. Apesar da variabilidade genética apresentar-se elevada e o tamanho
populacional ser ainda consideravel, registramos subestruturardo populacional, indices
elevados de endocruzamento.

Palavras Chaves: Cavalo, Marcadores moleculares, Variabilidade, Conservagédo, Fenétipo,
Baixada Maranhense.

ABSTRACT

The Baixadeiro horse are in an equine ecotype found in Baixada Maranhense. Crosses
with other breeds, selective pressures of management and the environment, has given
these individuals differentiated phenotypic characteristics. The main objective of this
study was to characterize the genetic variability of Baixadeiro grouping generating data
applicable to conservation through molecular markers of nuclear DNA and mitochondrial
DNA. They used 150 blood samples from five municipalities of Maranh&o Lowlands.
Seventeen Baixadeiro horse sequences were used to analyze mitochondrial DNA, and 49
sequences derived from Genbank of different races. To control region of the
mitochondrial DNA of 516 bp fragments were analyzed, the analysis indicated the
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existence of 95 variable sites, from which were defined 31 haplotypes (Hd = 0,967¢ © =
0.02037). To study microsatellites were used 150 samples and 8 microsatellite loci,
microsatellites shown to be polymorphic, with 259 alleles. The average number of alleles
per municipality was 8.74 (range 0.83 to 1.50), the Hardy Weinberg equilibrium
considering the populations and loci separately obtained values of F (s) from 1 to 0.01,
all significant (p <0.005) for the statistical analysis. When taken all populations observed
average values of f (st) = 0.5790 and Rho (st) = 0.6592 (p <0.05). We can infer that the
"Baixadeiro™ probably received genetic material of different races in the process of
formation. Although genetic variability is present high and the population size is still
considerable, recorded population substructures, high levels of inbreeding.

Keywords: Horse, Molecular markers, Variability, Conservation, Phenotype, Baixada
Maranhense.

1.INTRODUCAO

Todos o0s animais domésticos sdo produtos de processos de selecdo,
melhoramento e domesticacdo que forgaram as racas e populacdes a se adaptarem a
nichos ecoldgicos pecualiares a cada regido do planeta. Como consequencia sofreram
também efeitos da deriva genética e mutacdo (SANTOS et al., 2003). Portanto, a
preservacdo e conservacgédo dessas ragas sdo de valor significativo para a natureza e para
os seres humanos (GIACOMONI, 2008).

Os primeiros cavalos foram trazidos para o Brasil pelos colonizadores no século
XVI e posteriormente evoluiram e se adaptaram as condicdes dos diferentes habitats
encontrados no pais (BRAGA, 2000; EGITO, 2002). Dentre esses, 0 “grupamento
genético baixadeiro” é provavelmente proveniente de cavalos ibéricos introduzido no
estado do Maranhdo, norte do pais, durante o periodo colonial. Desde entdo, eles
desenvolveram caracteristicas que lhes permitiram viver em areas que permanecem
alagadas durante toda a estacdo chuvosa (EMBRAPA, 2005).

Nos ultimos anos, no entanto, como acontece com outras ragas naturalizadas, a
integridade do grupamento genético cavalo Baixadeiro encontra-se ameagada devido a
cruzamentos com animais de ragas exoticas e ao processo de endogamia (GAZOLA et
al., 2009). Carece, assim, de estudo sobre sua distribuicdo geografica, caracterizagdo
geneética e programas de conservacdo, visando manter os genes Unicos que uma raga
naturalizada apresenta (SILVA 2012; GIACOMONI, 2008).

No &mbito da conservacao, a caracterizagdo genetica é um pré-requisito para o
gerenciamento de recursos geneticos (BJORNSTAD et. al., 2002), e tem implicagdes para

estratégias de melhoramento futuro.
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Atualmente os marcadores moleculares sdo as ferramentas mais eficazes
para essa caracterizagdo, especialmente para o0 melhoramento genético das especies de
interesse econdmico. Dentre os marcadores disponiveis, destacam-se 0s microssatélites e
as sequencias de DNA mitocondrial (mtDNA) como uma fonte de informacdes histéricas
sobre populac6es e processos evolutivos (GOLDSTEIN et al., 1999; BOWLING et al.,
2000; VILA et al., 2001; MIROL et al., 2002; KIVISILD et al., 2004; MATISOO-
SMITH, et al., 2009; GLAZEWSKA, 2010; GUASTELLA etal., 2011).

O objetivo deste estudo foi caracterizar a variabilidade genética do grupamento
Baixadeiro, descrevendo caracteristicas fenotipicas, e através do sequenciamento da
regido D-loop do DNA mitocondrial e de 8 loci de microssatélites gerando dados Uteis ao

manejo do grupamento e ao seu reconhecimento como raca.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras

Foram analisadas amostras provenientes de cavalos Baixadeiro de cinco municipios
da Baixada Maranhense (figura 2): Pinheiro (n = 30), Bacurituba (n = 30), Viana (n = 30),
Sao Jodo Batista (n = 30) e Arari (n=30), com um total de 150 amostras. Os municipios
foram escolhidos pela facilidade de contatos com os criadores e pelo tamanho das tropas,
onde temos tropas maiores nos municipios de Pinheiro, Viana e Arari, e tropas menores
nos municipios de Bacurituba e So Jodo Batista.

Os cavalos foram escolhidos pelo perfil fenotipico, apresentando caracteristicas,
especificas do grupamento Baixadeiro, como: pelagem tordilha, castanha, rosilho ou baio;
porte pequeno, robusto, leve em sua aparéncia geral e de musculatura definida; cabeca de
tamanho médio, de perfil subconvexo para retilineo, olhos médios e vivos e orelhas bem
implantadas; ossatura seca e forte, tendGes delicados, pele e pelos finos; temperamento
ativo (SERRA, 2004). Foram anotadas as informagdes relativas a idade, peso, altura,
pelagem e relacdo de parentesco entre os individuos.

Para andlise genética foi usado sangue de cavalo Baixadeiro das maiores e das
menores tropas identificadas (considerando o isolamento geogréafico entre 0s grupos).
Foram anotadas as informac0es relativas a idade, peso, altura, pelagem e relacdo de
parentesco entre os individuos. De cada animal foram coletados 4 ml de sangue mediante

venopuncgao jugular, em frasco de 5 mL contendo tampdo de easy blood ou EDTA. O
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DNA foi extraido segundo protocolo de Medrano et al., (1990) com precipitacdo por NaCl

e armazenados a -20°C.
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Figura 2. Mapa da Baixada Maranhense indicando os municipios de coleta dos animais

utilizados no presente estudo.
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Tabela 1. Origem geografica dos hapldtipos definidos por um fragmento de 516pb da
regido controladora do DNA mitocondrial de Equus caballus e nimero de individuo por
haplétipo (NH).

POPULACOES
INH  2Freq S
Pinheiro Bac. Viana Batista Acrari Racas Origem

Hapl 1 - - - - - Garrano 1 AY246235.1
Hap? 5 ) ) ) i ) Garrano 2 e AY246232.1
P Kazakh 2 1Q710922.1
AY246233.1
JQ710929.1
Garrano 3, DQ327941.1
Guizhoul, Irish 6, AY246255.1
Hap3 7 - - - - - Shetland 1 e 2, AY246256.1
Ponei de Gales 1 AY246216.1
e2 AY246214.1

Ec63
Ec64 Garrano 4, Baise AY246234.1
Hap4 8 - Ec 35 Ec68 - Ec125 1 6Q203132.1

Ec69
a5 ) i i i i i Garrano 5 e Cheju AY246231.1
P 1 KR361848.1
Han6 ) Cheju 2 e Ponei AF354440.1
P de Gales 3 KR361871.1
Hap7 1 - - - - - Guizhou 2, JQ710927.1
Hapg8 4 ; ; ; Ec95 Ec125 G“'Zhougg’ Debao JQ710932.1
Hap9 2 - - - - - Guizhou 4 JQ710933.1
Hap10 1 - - - - - Kazakh 1 JQ710924.1
Hapll 1 - - - - - Kazakh 3 JQ710923.1
Hapl2 1 - - - - - Ninggiang 1 JQ710912.1
Hapl3 1 - - - Baise 2 GQ203129.1
Hap14 1 - - - - Baise 1 GQ203130.1
Hapl5 1 - - - - - Debao 1 FJ392570.1
Hap16 1 - - - - - Debao 2 FJ392580.1
EclEc3  Ec34 Irishle2, AJa13742.2
Hapl? 9 eiects  Ec3s ; ; ; Lusitano 1 Av246247.1
DQ327943.1
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Irish Draught 1 e DQ327942.1

Hapls 2 - - - ; - 2 DQ327940.1
Haplo 2 i i i i i Irish 5 e:uisitano 2\?22;2221
Hap20 1 - - - - - Shetland 3 AY?246253.1
Hap2l 1 - - - - - Lusitano 2 AJ413743.2
Hap22 2 - - - - - Lusitano 3 AY246244.1
Hap23 2 - - - - - Exmoor 1 e 3 ﬁigjggzgi
Hap24 1 - - - - - Exmoor 2 AY246223.1
Hap25 2 - - - - - Céspiole?2 ﬁigjgiggi
) AY246185.1
Hap26 3 - - - - - Arabe 1,3e4 AY246182.1
AY246183.1
Hap27 2 Ec12 - - - - Avrabe 2 AY?246180.1
Hap28 1 - - - - - Akhal teke 1 AY246175.1
Hap29 1 - - - - - Akhal teke 2 AY?246176.1
Hap30 1 Ec32 - - - .
Hap31 1 - - - Ecl24 -

INH = nimero de haplétipos, 2Freq = frequéncia Hap = haplotipo, Ec = Equus Caballus Bac=Bacurituba

2.2 Amplificacdo da regido controle do mtDNA.

Para obtencéo de fragmentos da regido controladora do DNA mitocondrial, foram
realizadas reacdes de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) utilizando os primers
descrito por KAVAR et al., (2002): HDF (5’-AGTCTCACCATCAACACCCAAAGC-
3’) e HDR (5’ ACTCATCTAGGCATTTTCAGTG-3").

Cada reacéo realizada teve o volume final de 20pL contendo 50pl do DNA total
extraido, 20uM dNTPs, 1 X PCR DE TAMPAO, 1,5mM MgCl,, 0,4U Taq Polymerase e
10 pmol de primers HDF e HDR. A amplificacéo foi realizada no PXE 0.2 Thermal Cycler
Thermo com os seguintes ciclos termais: desnaturagéo por 2 min a 94°C, anelamento de
49°C por 60 s e extensdo final por 2 min a 72°C. O resultado da PCR foi verificado por
eletroforese horizontal em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e

posteriormente visualizado em transiluminador ultravioleta. Os fragmentos amplificados
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foram purificados utilizando o Kit de Purificacdo Wizad/Promega seguindo o protocolo
e recomendacdes do fabricante.

O sequenciamento de amostras foi feito na empresa na ACTGene Analises
Molecular Ltda (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre — RS) utilizando o
sequenciador automatico ABR-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de

50 cm e polimero POP6 (applied biosystem).

2.3.1 Analises estatisticas

Foram utilizadas 17 sequéncias de DNA mitocondrial de cavalo baixadiro que
foram visualmente verificadas, corrigidas manualmente, e posteriormente alinhadas
através do CLUSTAW/MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).

Os indices de diversidade haplotipica e nucleotidica foram calculados através do
Programa DNA sp v.5 (LIBRADO et al., 2009) e obtidas pelo programa MEGA 6.0. Para
essas Ultimas analises consideramos tanto o total das amostras obtidas (n=17) quanto as
sequencias obtidas a partir do NCBI Genbank (n=48), sob nimeros de acesso (tabela 1):
AY?246235.1, AY246232.1, JQ710922.1, AY?246233.1 JQ710929.1 DQ327941.1
AY?246255.1 AY246256.1 AY246216.1 AY246214.1, AY?246234.1 GQ203132.1,
AY246231.1 KR361848.1, AF354440.1, KR361871.1, JQ710927.1, JQ710932.1,
JQ710933.1, JQ710924.1, JQ710923.1, JQ710912.1, GQ203129.1, GQ203130.1,
FJ392570.1, FJ392580.1, AJ413742.2, AY246247.1, DQ327943.1, DQ327942.1,
DQ327940.1, DQ327938.1, AY246253.1, AJ413743.2, AY246244.1, AY?246224.1,
AY246220.1, AY?246223.1, AY246197.1, AY246196.1, AY?246248.1, AY246185.1,
AY246248.1, AY246182.1, AY246183.1, AY246180.1, AY246175.1 e AY246176.1.

Foram criadas duas redes de haplotipos, a primeira com sequencias pertencentes
ao grupamento Baixadeiro (n=17) e a segunda rede relacionando o grupamento
Baixadeiro com sequencias de racas de cavalo (n=48) de diferentes origens geograficas,
perfazendo um total de 65 amostras analisadas, através do programa Network 4.6.1.0

(htpp://.fluxus-engineering.com).

2.4 Amplificacdo dos microssatélites

Oito loci de microssatélites foram utilizados neste estudo (tabela 2): VHL20,
UMO011 (VAN HAERINGEN et al., 1994); HMS02, HMS03, HMS06, HMS07 (GUERIN
etal 1984.); HTG7, HTGO06 (ELLEGREN et al.1992), para 150 cavalos Baixadeiro dos 5

municipios da Baixada Maranhense estudados nesse trabalho. Os critérios utilizados para
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selecionar esses loci foram o alto nivel de heterozigosidade, grande nimero de alelos e
amplificac&o facil.

As reacOes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em um volume final
de 10 pl contendo: 2,5 ul de cada iniciador (Primer), 3ul de master mix Promega, 1 pl de
agua ultrapura Promega ¢ lul de DNA. Submetidos em um Termociclador com
temperatura inicial de 95°C por 5 minutos e 36 ciclos de 94°C por 45 segundos, 55° a 60°
C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, e, finalizando a uma temperatura de 72°C por 5
minutos. Os produtos de amplificacdo foram verificados em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo.

Os primers para os loci utilizados foram marcados com os fluorocromos FAM e
HEX e genotipados em sequenciador automéatico na empresa Helixxa - Genomics Service

Provider.

Tabela 2 - Painel de microssatélites utilizados.

TEMPERATURAS
LOCUS REFERENCIAS DE ANELAMENTO
HMS02 GUERIN et al 1984 56
HMS03 GUERIN et al 1984 56
VHL20 VAN HAERINGEN et al., 1994 60
UMO11 VAN HAERINGEN et al., 1994 57
HTGO7 ELLEGREN et al.1992 55
HTGO06 ELLEGREN et al.1992 56
HTGO08 ELLEGREN et al.1992 55
HMSO7 GUERIN et al 1984. 57

2.4.1 Andlises estatisticas

O programa GeneMArker foi utilizado para analisar e classificar o tamanho dos
alelos. A partir dos dados obtidos para os loci de microssatélites foi efetuado o calculo
das frequéncias alélicas em cada populacdo. Para estimar a variabilidade genética foram
observados o numero de locus polimérficos, numero de alelos por locus e nimero de
diferentes alelos por populacdo. A existéncia de desequilibrio de ligacéo entre os loci foi
testada para todos os pares de locus.

Para determinacdo de desvios ao HWE, tanto para os ndcleos individualmente,
como para o total dos individuos, recorreu-se ao programa GENEPOP v 4.0
(RAYMOND, 1995b), usando o Teste exato de HW de Weir (1996) e deficiéncia de
heterozigotos. Neste, o valor de p é determinado segundo dois algoritmos, o de Loris e

Dempsta — quando o nimero de alelos é inferior a5 — e 0 de cadeia de Markov, que estima
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um valor de p sem enviesamento (GUO et. al., 1992) — quando o numero de alelos e igual
ou superior a 5.

Para estimar a estruturacdo entre as populacbes, foi usada a estatistica F
(WRIGHT, 1965) através de dois de seus estimadores: F(st) (WEIR et. al.,1984) e Rho(st)
(ROUSSET, 1996).

Todas as andlises acima foram processadas no programa GENEPOP 4.30
(RAYMOND et, al., 1995). Os valores de F(st) e F(is) para os dois estimadores tiveram
sua significancia testada através do teste de X2 (X2 = Fst x 2N (k-1); X2 = (Fis)2 x N (k-
1).

3.RESULTADOS

3.1 Analise Fenotipica

Para o cavalo Baixadeiro encontramos valores diferentes dos encontrados em
outro trabalho (SERRA, 2004), com médias de alturas maiores tanto para macho como
para fémea (tabela 3). A pelagem predominante foi a tordilha, embora encontramos
animais nas pelagens baio e castanho. Foram incluidos animais de diferentes idades, todos
adultos, com idade variando de 2,0 a 15 anos.

E bastante escassa na literatura a caracterizagdo fenotipica e genotipica, em
equinos, especialmente de racas naturalizadas brasileiras, impossibilitando a realizacédo

de muitas comparacoes.

Tabela 3. Medias dos parametros analisados em 150 animais na Baixada Maranhense.

PARAMETROS
Altura Pelagem%
Idade/anos Peso/kg
Fémea Macho Tordilha Baio Castanho
Valores 1,16-
2.0-15.0 134 - 290 1,18-1,32
min-max 1,30
36,6 33,3 30,1
Médias 6.5 250,0 1,30 1,32
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3.2 Regido controladora do DNA mitocondrial

O fragmento obtido resultou em uma sequéncia de 516 pb, apresentando um total
de 31 haplotipos (Tabela 1) registrando uma diversidade nucleotidica © de 0,02037 e
diversidade haplotipica Hd de 0,967. Um total de 95 sitios foram polimorficos e 55 sitios
informativos para parciménia.

O grupamento Baixadeiro apresentou 6 haplotipos, os quais também foram
compartilhados com as demais ragcas comparadas, com excecao dos haplotipos H30 e
H31, que ndo haviam sido descritos no conjunto de sequencias extraidas do GenBank,
encontrados apenas nos animais de Viana e Arari respectivamente. A frequéncia dos
haplotipos observada para todas as ragas comparadas e para 0 grupo Baixadeiro pode ser
visualizada na Tabela 1.

Visando compara¢do e maiores esclarecimentos a respeito do cavalo Baixadeiro e
sua heranca genética a partir de diferentes ragas, foram construidas duas redes de
hapldtipos. Nas redes (networks) da Figuras 3 e 4 podem ser observados
compartilhamentos de hapl6tipos entre as populacGes dos diferentes municipios de BM.

H_4

e LEGENDA

H 31 Pinheiro
Bacurituba
Viana

Aran
Sdo J. Batista

H_30

Figura 3. Rede de haplétipos gerada pelo método de median-joining (BANDELT et al.,
1999) a partir de sequencias da regido D-loop do mtDNA do grupamento Baixadeiro de
cinco municipios da BM. Os circulos representam as sequencias haplotipicas, sendo a
area dos mesmos proporcionais a frequéncias do haplétipo. O comprimento das linhas
esta relacionado aos passos mutacionais que separam cada haplotipo, estando o nimero
de mutacdes entre haplotipos indicado em vermelho (nimeros).
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Figura 4. Network gerada pelo método de median-joining (BANDELT et al., 1999) a
partir dos haplotipos obtidos para um fragmento de 516pb da regido D-loop do DNA
mitocondrial de cavalos do grupamento Baixadeiro e de 15 racas diferentes. Os circulos
representam as sequencias haplotipicas, sendo a &rea dos mesmos proporcionais a
frequéncias do haplotipo. O comprimento das linhas esta relacionado aos passos
mutacionais que separam cada haplotipo, estando o numero de mutacbes grafado em
vermelho. A figura esta dividida em 4 haplogrupos (A, B, C e D), mostrando o
compartilhamento de haplotipos entre o cavalo baixadeiro e racas distintas.

O primeiro network (Fig. 3), mostra que os haplotipos H4 e H17 foram os mais
compartilhados, onde observou-se uma predominancia nas populacées de Viana e
Pinheiro respectivamente e haplotipos menos frequentes foram H8, H27, H30 e H31.

O segundo network (Fig. 4) construido com base nas sequencias obtidas para 0s
66 individuos analisados mostrou 4 haplogrupos, nomeadamente haplogrupos A, B, C e
D, apresentando individuos do grupamento genético Baixadeiro dividindo haplétipos com
racas de cavalos de diferentes origens. Os haplogrupos B e C sdo 0s que apresentaram
maior frequéncia de individuos, com n=18 e n=22 respectivamente. Verificando-se que
no haplogrupo C estdo incluidos quase metade dos individuos analisados (n=22). O
haplogrupo menos representado, no total de individuos em analise, foi o D. Vaérios
haplotipos apresentam ramificacdo em estrela (Hap2, Hap3, Hap8, Hapl7, Hapl9 e
Hap27), ou seja, tem mais do que um haplotipo derivado (Figura 4).
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3.3 Microssatélite

3.3.1 Caracteristicas dos loci analisados

Todos os oito loci analisados mostraram-se polimérficos, apresentando um total
de 259 alelos para os 150 animais analisados. A média de alelos por municipio foi de 8,74
(variando de 0,83 para 1,50) tabela 4.

Considerando-se os oito loci, 0 HMS07 foi 0 com maior nimero de alelos (n=45),

e 0 loci com menor numero foi UMO11 com (n=25) diferentes alelos.

Tabela 4. Numero de alelos obtidos para cada locus e variacdo do tamanho em pares de

base para os alelos de cada locus.

LOCI NUMERO DE ALELOS TAMANHO DOS ALELOS
VHL20 31 163 - 178
HMSO03 37 213 — 237
HTGO6 30 160 - 175
HMSO07 45 208 — 237
HMS02 35 158 — 199
UMO11 25 215 - 250
HTGO7 28 156 — 197
HTGO08 32 206 — 243

Os graficos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 mostram as frequéncias alélicas para os 8 loci

de microssatélites analisados.
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Figura 5. Frequéncia dos diferentes alelos para o locus VHL20 nas populacdes para as

cinco populagdes.
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Figura 6. Frequéncia dos diferentes alelos para o locus HMS03 nas populagdes para as

cinco populacdes.
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Figura 7. Frequéncia dos diferentes alelos para o locus HTGO6 nas populagdes para as

cinco populagdes.
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Figura 8. Frequéncia dos diferentes alelos para o locus HMSQ7 nas populagdes para as

cinco populacdes.
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Figura 9. Frequéncia dos diferentes alelos para o locus HMS02 nas populagdes para as

cinco populacdes.
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Figura 10. Frequéncia dos diferentes alelos para o locus UMO11 nas populagdes para

as cinco populagdes.
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Figura 11. Frequéncia dos diferentes alelos para o locus HTGO7 nas populagfes para as

cinco populagdes.
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Figura 12. Frequéncia dos diferentes alelos para o locus HTGO08 nas populagdes para as
cinco populacdes.
3.3.2 Estrutura populacional

O teste para o desequilibrio de ligacdo indicou que nenhum dos loci esta ligado na
amostra (ap6s correcdo de BONFERRONI, menor valor de p considerado < 0,0005.
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Quando testados os loci quanto ao Equilibrio de Hardy Weinberg considerando as
populagdes e os loci separadamente, obtivemos valores de F(is) (deficit de heterozigostos
indicativo de endocruzamento) entre 1 e 0,01, todos significativos (p<0,005) para o teste
estatistico. Na analise que englobou todos os cavalos em uma Unica populacdo também
houve significancia para a deficiéncia de heterozigotos para todos os loci (p< 0,005). Os
valores para o coeficiente de endocruzamento para a analise global dos loci em cada
populacdo, através dos estimadores F(is) e Rho(is) estdo nas tabelas 5 e 6.

Quando consideradas todas as populacdes, observou-se valores médio de
F(st)=0,5790 e Rho(st)=0,6592 (p<0,05). Para estimador Rho(st), considerando-se apenas
as populagbes mais proximas entre si, a estruturacdo mostrou-se mais forte entre as
populacdes de Arari e Viana (0.8044) sendo significante o valor obtido para Rho(st)
(p<0,05). Os menores valores de F(st) e Rho(st), diferentes de zero (0,4144 e 0,1834
respectivamente) foram obtidos nas populacfes de Arari e entre Arari e Viana. Para as
populagdes de Arari existe maior concordancia entre os diferentes estimadores, com valor
de F(st) de 0.4144 e Rho (st) de 0.4482 (tabela 5 e 6).

Tabela 5. Valores de Rho (st) (ROUSSET, 1996) entre os pares de populagdes.

Séo J.

Populagdes Pinheiro Bacurituba Viana Batista
Bacurituba 0.3389

Viana 0.7251 0.5670

Séo Jodo
_ 0.7149 0.5730 0.1824
Batista
Arari 0.5752 0.4482 0.8044 0.6865
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Tabela 6. Valores de F(is) (WEIR et, al., 1984) e de Rho(is) (ROUSSET, 1996), para 0s
locus em conjunto, considerando cada populacao.

POPULACOES FIS RHO (IS)
Pinheiro 0.6564 0.9268
Bacuritua 0.6401 0.6714
Viana 0.6641 0.4730
Séo Jodo Batista 0.5201 0.7730
Arari 0.4144 0.4520
4. DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao fenotipica

As racas nativas ou naturalizadas sdo constituidas por animais que se encontram
por longo periodo sob acéo da sele¢do natural em determinados ambientes, a ponto de
apresentarem caracteristicas fenotipicas especificas dessas condi¢des (BICALHO, 1985),
O fendtipo diz respeito a interacdo entre genétipo e ambiente e é expresso através de
caracteres quantitativos e qualitativos, cor da pelagem em equinos, entre outros. De
acordo com Domingues (1960), as caracteristicas, que dizem respeito ao exterior do
animal, sdo os mais importantes na diferenciacdo racial, por serem 0s mais prontamente
distinguiveis, mais faceis de serem classificados, e em geral também os de maior
transmissibilidade genética.

A analise fenotipica realizada em 150 cavalos Baixadeiros (tabela 3), mostra que
as médias de alturas encontradas foram diferentes dos valores relatados por SERRA
(2004), que para o cavalo Baixadeiro relatou altura média de 1,28 (macho) e 1,23 (fémea).
Para os cavalos analisados no presente estudo encontramos valores médio altura de 1,30
para fémea e 1,32 dois para machos. Pelas medias de altura o cavalo Baixadeiro pode ser
considerado animal de pequeno porte, porém, parece estar passando por um processo de
mudanca de porte, caracteristica que remete a introducdo de racas de ponei bastante
resistentes na ilha de Marajé para cruzamento com o cavalo Marajoara e formacao da raga
Puruca, que historicamente contribuiu geneticamente formacdo do cavalo Baixadeiro
(MCMANUS, 2010).

Essas diferencas podem estar atribuidas ao processo de melhoramento genético

que esses animais vém sofrendo, com a introducgéo de reprodutores de importantes racas
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comerciais como Quarto de milha (média de altura 1,57), Mangalarga Machador (média
de altura 1,42) e Apaluza (média de altura 1,55) (observado in loco), visando maior porte,
beleza fenotipica, importancia econdmica e maior produtividade.

Quando comparadas com as racas melhoradas, as nativas apresentam menor
produtividade, porém ndo existem duvidas quanto a sua capacidade de adaptacdo as
condicBes mais inospitas de clima e geografias diversas, associados a rusticidade, que o
torna adapta as condi¢bes (MARIANTE et al., 2002, 2009; EGITO et al., 2002).

A predominancia da pelagem tordilha (Tabela 3), encontrada neste trabalho
(36,3%), pode estar associada a preferéncia de alguns criadores e proprietarios, pois
consideram que sdo animais mais resistentes e dispostos para a lida diaria. Além desse
aspecto, sabe-se da ocorréncia de dominancia da pelagem tordilha em relagéo as pelagens
baio e castanho, uma vez que, o alelo dominante da série G responsavel pela pelagem
tordilha é epistatico, ou seja, sempre que estiver presente no genotipo, vai se manifestar
no fen6tipo (REZENDE et. al., 2007).

4.2 Origem do cavalo Baixadeiro e variacdo genética para o DNA mitocondrial

Ha um amplo debate e diferentes linhas de pesquisa em torno de ‘quando e onde'
ocorreu a domesticacdo do cavalo (OLSEN, 2003). Acredita-se que Peninsula Ibérica
pode ter servido como um importante refugio glacial para o cavalo e que esta regido
também pode ter sido o local de domesticacdo (LOPES et al., 2005).

Segundo Primo (1993) o Brasil foi o Unico pais do continente americano que
recebeu racas de origem portuguesa. Houve também introducdo de animais de origem
espanhola (MAZZA et al., 1994).

O cavalo Baixadeiro é oriundo do cruzamento de equino de origem Ibérica,
provavelmente dos cavalos Garrano e Berbere introduzido no Brasil no periodo colonial.
E um grupo de cruzamento centendrio restrito a regido da Baixada Maranhense
(GAZOLLA et al., 2009). Trata-se de uma raca local que vem sendo explorada
comercialmente, estando sujeita a pressoes seletivas frequentes.

A presenca de seis haplotipos de mtDNA para 17 animais analisados reflete
(tabela 1), em termos de linhas maternas, uma base genética bastante variavel no
grupamento Baixadeiro, e quando observada a distribuicdo geografica desses hapldtipos
percebe-se a auséncia de estruturacdo populacional. Este elevado nimero de haplotipos
ndo pode ser atribuido a cruzamentos contemporaneos com outras ragas, pois as

introdugdes sdo normalmente mediadas por machos, ndo sendo detectadas na analise do
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mtDNA. Pode derivar do sistema de criacdo, sem selecdo restritiva dos animais, e da
distribuicdo metapopulacional da raca (dividido em pequenos nucleos), permitindo a
manutencdo de um elevado numero de haplétipos.

Na rede (network) da Figura 3 podem ser observados o possivel fluxo génico
entre as populacdes. Isso pode ser percebido pelo intenso compartilhamento de haplotipos
entre 0s cinco os municipios estudados, porem se torna mais acentuada entre 0s
municipios de maior proximidade (figura 2). Segundo Luikart et, al., (2001) uma fraca
estruturacdo genética e geografica é caracteristica de racas domesticas e tem sido
atribuida ao extensivo transporte multicontinental destes animais desde o momento da
sua domesticacéo.

O conhecimento da estruturacdo populacional de animais domésticos pode
fornecer orientacdes valiosas para estratégias de conservacdo e gestdo, especialmente
para pequenas populacdes (LOPES, 2012), como € o caso do cavalo Baixadeiro.

Quando incluidas sequencias de animais de 15 ragas provenientes de diferentes
regides do planeta, um total de 31 haplétipos (Tabela 2) foi descrito. Muitos desses sdo
compartilhados por diferentes racas e sdo muito frequentes, como é o caso do H4 e H17
(tabela 2), encontrado em 6 municipios da Baixada e em racas distintas como Garrano,
Baise, Irish Draught e Lusitano, representando provaveis haplétipos ancestrais. Trabalhos
anteriores também verificaram uma grande heterogeneidade de linhas maternas em
distintas racas de cavalos e grande compartilhamento de haplétipos entre elas (HILL et
al., 2002; JANSEN et al., 2002; SECO-MORAIS 2007). Os dados apresentados nesse
trabalho confirmam esses estudos, uma vez que o0s haplétipos da Baixada sdo
compartilhados com racas de diferentes origens. Essa falta de diferenciagéo racial pode
ser atribuida ao curto periodo de tempo decorrido desde a selecdo dos animais em
diferentes racas, que ndo foi suficiente para acumular mutacdes diferenciais. Neste caso,
ndo significa que os dados de sequéncias sejam insuficientes, apenas ndo conseguem
refletir a origem recente das racas e caracteriza-las como entidades discretas (Bradley,
1996). Outros autores, no entanto apoiam que este cenario se deve ao fato de que cavalos
foram domesticados a partir de varias populaces selvagens (LISTER et al., 1998; VILA
etal., 2001).

Considerando tal discussdo, a regido D-loop do mtDNA néo seria conclusiva para
investigar se ha mais de uma origem materna para a formacao do grupamento Baixadeiro,
ou ainda se podem ter existido momentos distintos de introgressdo de equinos nesse

grupo, mesmo sendo essa a regido mais informativa do DNA mitocondrial, conforme
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BRUFORD et. al., (2003). Embora seja extremamente informativo, o mtDNA possui suas
limitagdes como marcador para estudos filogenéticos em animais domeésticos e no estudo
da dindmica dos rebanhos da atualidade (BRUFORD et. al., 2003).

De qualquer forma, a anélise da sequéncia da regido d-loop do mtDNA de cavalo
Baixadeiro representa um primeiro passo na elucidacao de questdes a respeito da origem
deste grupamento genético no Brasil. E possivel notar que muitos hapldtipos s&o
exclusivos para as diferentes ragas, inclusive nos animais da Baixada como H27, H30 e
H31 presentes nas populacbes de Pinheiro, Bacurituba e Arari respectivamente. Tais
haplotipos indicam uma tendéncia a diferenciacao entre as populacdes, e alertam para a
importancia de preservar a variabilidade genética nesses animais, pois 0s haplotipos raros
estdo sujeitos a um maior risco de extingdo por deriva genética.

Observa-se também trés haplotipos mais frequentes (H4, H8 e H17). Segundo
Avise (2000) se espera que os hapl6tipos mais antigos estejam em maior frequéncia que
0s mais recentes, sendo mais provavel que um hapl6tipo raro seja derivado de um comum
do que de outro raro.

E possivel inferir ainda, que dentre as linhagens incluidas na rede de hapldtipos,
0 haplogrupo C é o mais representativo, considerando tanto o nimero de haplétipos
quanto o numero total de individuos e a distribuicdo em diferentes racas, maiores que 0s
valores encontrados para o haplogrupos A e C.

No haplogrupo C ha alta prevaléncia de racas da Europa e Asia de onde vieram as
racas formadoras das racas nativas brasileiras. Dados histéricos demonstram que as
brasileiras derivam principalmente de ragas ibéricas. Estudos relatam que a maioria das racas
europeias tem origem a partir do tronco asiatico (ADAMETZ, 1943; EPSTEIN, 1984;
CAMAC, 1989), o que elucidaria esta proximidade das racas naturalizadas com as ragas
asiaticas.

Segundo Primo (1993) o Brasil foi o Unico pais do continente americano que
recebeu ragas de origem portuguesa. Esses animais foram introduzidos atraves do porto
de Sao Vicente no ano de 1534 (LIMA et al., 1990) e com desembarque de animais na
costa de Pernambuco e na Bahia (MARIANTE et al., 2006). Além das ragas portuguesas,
houve a introducdo de animais de origem espanhola (MAZZA et al., 1994).

Quanto a diversidade hapldtipica obtida para os cavalos Baixadeiros, esta
mostrou-se inferior ao nimero observado para o Lusitano H=0,84 (LOPES et al., 2005),
os Cavalos Ibéricos H=0,924 (LUIS et al., 2006), e para o Pura Raga Espanhola H=0,90

(LOPES et al., 2005). No entanto, estes valores sdo superiores aos apresentados pela raga
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portuguesa Sorraia H=0,43 (LOPES et al., 2005). Essa reducdo do nimero da diversidade
haplétipica da raca Sorraia, pode ser explicada pelo efeito gargalo que essa raga passou,
com uma intensa reducdo do seu efetivo. E importante enfatizar que em animais
domésticos a diversidade genética é moldada por intervencdes humanas, principalmente

com fins de produtividade.

4.3 Variabilidade genética por microssatélites.

Os marcadores microssatélites, por apresentarem um alto grau de polimorfismo,
sdo amplamente utilizados para caracterizar a variabilidade genética em espécies
domeésticas tais como: bovinos, ovinos, suinos, asininos e equinos podendo ser usados
com confiabilidade na caracterizacdo dos rebanhos (KUMAR e et. al., 2000; BRUFORD
e et. al., 2003).

No Brasil ainda sdo poucos os estudos de variabilidade em equinos naturalizados,
porém, onde prevalece o uso de técnicas moleculares hd destaque para analises com
microssatélites, como nos trabalhos de Silva et al., (2012) que estudaram a variabilidade
genética em sete racas de cavalo de diferentes estados do Brasil, incluindo o cavalo
Baixadeiro, utilizando onze loci de microssatélites. O estudo mostrou que as ragas
naturalizadas sdo grupos genéticos distintos, com razoavel variabilidade genética,
mostrando niveis elevados de endogamia.

Giacomini et. al., (2007) caracterizaram equinos da raca Pantaneiro de diferentes
fazendas de Mato Grosso utilizando 10 loci microssatélites, as analises das relacBes
genéticas mostraram que existe preocupagdes imediatas sobre perda de variagdo dentro
do Pantaneiro. Costa (2009) estudaram distancia genética em equinos de 15 racas
brasileiras com base em 22 loci de microssatélites mostram que o cavalo Marajoara esta
bem estruturado geneticamente, muito proximo da raca Puruca e bastante diferenciado
das outras racas analisadas. Valores de heterozigosidade ligeiramente superiores foram
obtidos por Sereno (2002), caracterizando a raga Pantaneira com doze marcadores, dentre
um foi analisado neste trabalho (HMSO07). Nossos resultados indicam baixa variabilidade
geneética para os cavalos Baixadeiro quando empregados esses marcadores nucleares e
comparados aos trabalhos ja realizados.

Os loci HTG6 e HMS7 foram os que apresentaram maior nimero de alelos por
loci, com 38 e 45 alelos por locus respectivamente, diferente dos valores encontrados por
De Assis et. al., (2006) analisando a estrutura genética da populacdo de cavalos da raca

Mangalarga Marchador, que obteve apenas 6 alelos para HTG6.
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O locus HTG7 apresentou o menor valor médio de alelos/locus quando em relagéo
aos outros locus estudados, porém esse valor foi maior quando comparamos a outros
estudos nos quais esse mesmo locus foi utilizado. No estudo de Silva et. al., (2012), para
sete diferentes racas equinas, o niUmero maximo de alelos para esse locus foi dez. Barker
(1994) sugere para estudos de diversidade a utilizacdo de loci com, no minimo, quatro
diferentes alelos.

Para HTGO04 e VHL20, Sereno (2002) estudando a raga Pantaneiro, encontrou 6 e
9 alelos respectivamente. VValores menores que os revelados para os cavalos Baixadeiro
(tabela 4). Outros autores trabalhando com microssatélites em diferentes racas de cavalos
encontraram menor numero de alelos por locus em racas italianas (PIERAGOSTINI et
al., 2005), portuguesas (LUIS et al., 2007) e asidticas (SHAHSAVARANI et al., 2010).
Eles justificam esses resultados, podendo ser reflexo de uma falta de programas de
melhoramento estruturado para estas ragas, bem como marcadores utilizados e a estrutura
da populacéo.

Alta variabilidade obtida pode indicar altos niveis de fluxo génico entre
populacgdes, ou, no caso das ragas, contribuicdo de varias linhagens genéticas na formacao
do grupamento. Para o Baixadeiro, a segunda op¢do é mais aceita, visto que, quando
consideramos os valores de F(is) e Rho(is) que sao indicadores dos niveis de endogamia,
obtemos valores altos e significativos (tabela 5 e 6). A endogamia refere-se a
acasalamentos entre individuos geneticamente relacionados, afetando o Equilibrio de
Hardy-Weinberg, aumentando as frequéncias dos homozigotos (HARTL et. al., 1989).

Os altos coeficientes de endogamia para as populacdes de cavalos Campolina e
Mangalarga Marchador foram jé relatados (PROCOPIO, 2000; COSTA et al., 2004), o
que nédo acontece para cavalos da raca Brasileira de Hipismo, onde o coeficiente médio
de endogamia foi de praticamente zero, devido a existéncia de apenas 151 animais
endogamicos em um universo de 11.508 animais (DIAS, 1998). Onde o pequeno nimero
de animais endogamicos deve-se ao grande numero de ragas e acasalamentos utilizados
e, ao recente tempo de formacéo da raca Brasileira de Hipismo.

Desvios significativos dos valores de F(is) indicando déficit de heterozigosidade,
foram observadas para os loci ASB3 e LEX031 por De Assis (2006), estudando cavalos
da raca Mangalarga Machador. GIACOMINI et. al., (2007) encontrou valores menores
de F(is) para a raca Pantaneira em diferentes fazendas do Mato Grosso, Ipiranga F(is) =
0,147; Promisséo F(is) = 0,108 e Nova Esperanca (F(is) = 0,094). E sugerido por Galal
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(2005) que este fato esteja diretamente relacionado a cruzamentos ndo aleatorios que
ocorrem frequentemente em racas domésticas com baixo tamanho efetivo.

Em populag¢des domésticas a condicdo de acasalamento aleatorio normalmente é
limitada (ou ausente), ja que a permanéncia de animais em um rebanho esta sujeita a
interferéncias humanas, principalmente devido a critérios de selecdo artificial
(SIMPLICIO et. al., 2007). Na Baixada Maranhense, em contrario, os rebanhos equinos
sdo criados soltos sem controle reprodutivo, porém estdo sujeitos a isolamento
geograficos no periodo de cheias dos campos, sendo um possivel fator limitante ao fluxo
génico, pois interfere diretamente no tamanho efetivo dos rebanhos.

FRANKHAM et al., (2002) relata que qualquer populacdo de tamanho efetivo
reduzido e dividida em pequenas subpopulacdes muitas vezes isoladas, como é comum
para 0s equinos, sofre constrangimentos na variabilidade genética e ocorréncia de
inbreeding (endogamia). Esses sdo fatores de suma importancia, porem em populacoes
naturais, sem interferéncias, esses fatores seriam praticamente inexistentes, segundo 0s
principios de Wright (1951).

A estruturacdo genética avaliada através do F(st) , mostrou que os valores foram
significativos (p<0,05), e revelou um valor médio diferenciacdo de 0,588 entre as
populaces (tabela 5 e 6). A forte estruturacdo populacional para os microssatélites entre
0s cinco municipios estudados contraria os resultados informados pelo mtDNA nesse
trabalho, que mostrou fluxo génico entre as populacdes. Esse antagonismo de resultados
pode ser explicado por caracteristicas inerentes aos dois marcadores: as taxas mutacionais
dos microssatélites sdo mais altas, capazes de capturar eventos mais recentes de
diferenciagdo populacional, ao passo que o mtDNA refletiria melhor as relagdes
historicas. Ainda, o0 mtDNA é transmitido pelas fémeas e o0 DNA nuclear, onde se
localizam os microssatélites sofrem transmissdo pelos dois sexos. Nesse sentido, 0s
resultados podem evidenciar o efeito de consanguinidade causado pelo uso de um
garanhdo para fecundar varias fémeas, enquanto o mtDNA seguiria uma dispersao maior.
Provavelmente tanto o efeito da taxa mutacional quanto da dispersdo diferencial entre
sexos estdo envolvidos no cenério descrito.

Em sistemas de criacdo extensivo de equideos, alguns reprodutores sexualmente
maduros possuem harém ou realizam coberturas terrorizadas (KEIPER, 1985; KLINGEL,
1975, 1982).

Diferindo dos valores que encontramos nesse trabalho, Tkaicka et. al., (2002)

estudando populacdes de ctenomys minutus da planicie costeira do Sul do Brasil
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encontraram alto indice de isolamento comparando as populacdes de Gaivota e Torres
F(st)= 0,0739. Atribuindo esse isolamento ao efeito da distancia entre estas populagdes
como sendo o determinante principal da auséncia de fluxo génico.

A fragmentacdo dos habitats modifica atributos como taxas de reproducéo,
distribuicdo etaria da populacdo, mortalidade e proporcdo sexual (GOODMAN,1987).
Barreira fisica da presenca de rios ou lagoas diminui a possibilidade de dispersdo dos
individuos, diminuindo as taxas de fluxo génico. A longo prazo processos genéticos
podem ser desencadeados, como a deriva gQenética e endocruzamento, e
consequentemente a perda de variabilidade (LACY, 1997; BRODERS et al., 1999).

FERNANDEZ (2002) analisou trés populagdes de C. flamarioni utilizando quatro
loci de microssatélites. As populagdes mostraram estruturacdo entre si, com F(st)=0,322.
Quando comparadas par a par as popula¢cdes mostram indices de F(st) concordantes com
o0 isolamento pela distancia.

Costa et al. (2005), estudaram as ragas Marajoara e Puruca utilizando marcadores
microssatélites, estes autores observaram elevada similaridade genética entre ambas as
racas, € com racas de cavalos Ibero-Americana, citados como fundadores da raca
Marajoara.

Lippi et. al., (2003) comparou a raga Mangalarga Marchador a uma raga
intimamente relacionada, 0 Mangalarga, mas com caracteristicas morfoldgicas de marcha
distinta, valor de FST para estas duas racas foi estimado em 0,117, portanto, a distancia
entre as duas racas diferentes duplica o valor observado.

Em nosso estudo, a média de valor estimado F(st)=0,0588 entre as populagdes €
menor do que os relatados para as populagdes de Bilgoraj e cavalos Franchez-Montagne,
ambos com estimativas de F(st)=0,1 (ZABEK et. al., 2005; GLOWATZKI-MULLIS et.
al., 2006).

Os microssatélites indicam, assim, que o grupamento Baixadeiro esta dividido em
subpopulacdes, e que estas sofrem efeito de endocruzamento. Apesar da populacao, ter
tamanho relativamente grande, com aproximadamente 4.000 individuos (CHAVES et.
al., 2004).

Estudos com diferentes espécies de animais tém mostrado efeitos prejudiciais da
endogamia sobre as caracteristicas do valor adaptativo. A depressdo endogamia surge
porgue a endogamia aumenta a probabilidade de um individuo vir a ser homozigoto para

alelos recessivos deletérios, que estejam segregando na populacdo. Os alelos deletérios
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sdo tidos como a causa mais importante da depressdo endogamica (FALCONER et. al.,
1996).

A baixa heterozigosidade no grupamento genético Baixadeiro (tabela 5) sugere
que a necessidade de se delinear estratégias de melhoramento capaz de preservar a

variabilidade genética e evitar os efeitos da depressdo por consanguinidade.

5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Em analise conjunta dos dados obtidos em nosso estudo, podemos inferir que o
“Baixadeiro” provavelmente recebeu material genético de diferentes racas em seu
processo de formac&o, que contribuiram para alta variabilidade genética apresentada pelo
grupamento. Apesar da variabilidade genética apresentar-se elevada e o tamanho
populacional ser ainda consideravel, registramos subestruturardo populacional, indices
elevados de endocruzamento e perda de caracteristicas fenotipicas (altura), observacdes
que devem ser consideradas na elaboracdo de planos de manejo para esses animais, afim

de resguardar a viabilidade desse estoque genético a longo prazo.
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