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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente a raga equina
Marajoara que € uma das mais importantes da regido Amazobnica, sendo
originada no Brasil, mais especificamente na ilha de Maraj6. Esta raca, bastante
difundida e utilizada nas fazendas da ilha, € mantida em conservagao no Banco
de Germoplasma Animal da Amazénia Oriental — BAGAM, da Embrapa, sendo
altamente adaptada as condi¢des climaticas e ao relevo que caracterizam essa
regido. Foram utilizadas amostras da raca Marajoara (54), Puruca (47),
Mangalarga (30), Puro Sangue Inglés coletado no Brasil (47), Arabe coletado no
Brasil (25), Pantaneiro (63), Lusitano (93), Arabe coletado na Espanha (48),
Asturcon (39), Pura Raga Espanhola (60), Puro Sangue Inglés coletado na
Espanha (46), Losino (59), Mallorquina (30), Menorquina (69) e Potoka (27).
Foram utilizados 22 iniciadores (HTG4, AHT4, HMS7, ASB2, ASB17, HMS6,
ASB23, HTG10, HMS3, LEX33, T287, T294, T297, T301, T312, T321, T325,
T333, T341, T394, T343 e T344) amplificados pelo método de Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). Os produtos da PCR foram separados em gel desnaturante
de poliacrilamida 6%. Foram detectados 236 alelos, com meédia igual a 7,5
alelos/locus, variando entre 16 e 6 alelos. As médias de Conteudo de Informacéao
Polimérfica (PIC) e as heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He),
conforme as racgas estudadas, foram respectivamente, 0,7610, 0,7873 e 0,7413. A
estimativa da estatistica F de Wright (1978) mostrou que a variagdo entre as
racas foi maior (Fst 8,1%) do que dentro delas (Fis 0,78%), demonstrando que a
diferenciagdo genética neste estudo foi maior entre as ragas do que dentro de

cada uma delas. Foram observados poucos desvios em relagdo ao equilibrio de
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Hardy — Weinberg. A menor distancia genética observada foi entre a racga
Marajoara e a Puruca seguida da Mangalarga. Os resultados sugerem que a raga
Marajoara representa um grupo genético claramente distinto de outras ragas
excetuando-se a Puruca que pode ser utilizada como reservatorio de genes para
a mesma, com razoavel variabilidade genética. Medidas de conservacdo e
manejo devem ser intensificadas nesse importante recurso genético brasileiro a

fim de evitar a sua descaracterizagao e perda de identidade genética.

Palavras-chave: conservagdo animal, distdncia genética, DNA, marcadores

moleculares, racas equinas, variabilidade.
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ABSTRACT

The aim of this work was to characterize genetically the Marajoara equine
breed, one of most important races of the Amazon region, which is originated in
Brazil, and more specifically at Marajo island. This race, kept in conservation in the
Animal Germplasm Bank at the Amazénia Oriental-BAGAM, is highly adapted to
the climatic and morphological conditions that characterizes the Marajo island. In
this study, samples of the Marajoara (54), Puruca (47), Mangalarga (30), Puro
Sangue Inglés collected in Brazil (47), Arabe collected in Brazil (25), Pantaneiro
(63), Lusitano (93), Arabe collected in Spain (48), Asturcon (39), Pura Raca
Espanhola (60), Puro Sangue Inglés collected in Spain (46), Losino (59),
Mallorquina (30), Menorquina (69) and Potoka (27) races were employed for the
genetic characterization of the Marajoara breed. Twenty-two primers were used
(HTG4, AHT4, HMS7, ASB2, ASB17, HMS6, ASB23, HTG10, HMS3, LEX33,
T287, T294, T297, T301, T312, T321, T325, T333, T341, T394, T343 and T344)
and amplified through the Polymerase Chain Reaction (PCR) method. The PCR
products were separated in 6% polyacrylamide gel. Two hundred thirty-six alleles
were detected, which has a mean value of 7.5 alleles /locus, varying between 16
and 6 alleles. The averages of Polymorphism Information Content (PIC) and the
observed (Ho) and expected (He) heterozygosity values were of 0.7610, 0.7873
and 0.7413, respectively. The F values statistics (Wright, 1978) showed that the
variation between the races was higher (Fst 8.1) than within the races (Fis 0.78%).
The loci not showed Hardy-Weinberg disequilibrium. The lowest genetic distance
was observed between the Marajoara and Puruca breeds, allowed for the low

genetic distance between the Marajoara and Mangalarga breeds. The results
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suggest that the Marajoara breed represents a clearly distinct genetic group from
the other breeds, with exception of the Puruca breed, which can be used as its
genetic pool, with reasonable genetic variability. Management programs must
emphasize this important Brazilian genetic resource, in order to prevent the lost of

the original characteristics and genetic identity.

Keys-words: animal conservation, DNA, genetics distance, horse breeds,

molecular markers, variability.
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1-INTRODUGAO

O cavalo Marajoara € uma das ragas mais importantes da regiao
Amazobnica, sendo originada no Brasil, especificamente na ilha de Marajo, na
Amazdnia Brasileira, estando adaptada as condi¢des climaticas e ao relevo plano
e alagado que caracterizam essa ilha. At¢é o momento, a origem do cavalo
Marajoara n&o esta muito clara sob o ponto de vista genético e, devido as varias
introdugcbes de equinos na América do Sul, ha muitas controvérsias historicas
sobre isso.

Segundo Miranda Neto (1993), a formagao da pecuaria na ilha do Marajé
deveu-se a proximidade com Belém e pela disponibilidade de imensas areas de
campos naturais, caracteristicas das varzeas do Marajé, onde as condi¢des
propicias para a criacdo desses animais eram muito superiores. A criagao
extensiva proporcionou ao longo dos anos a formagéo da raga equina Marajoara,
com acentuada predominancia de sangue Andaluz ou, ainda, segundo Ribeiro
(1993) com sangue de Barbo ou Andaluz.

O fato é que a contribuicdo das ragas ancestrais na formag¢ao do cavalo
marajoara ainda nao esta geneticamente esclarecida. Por outro lado, 0 mesmo
vem se descaracterizando ao longo do tempo, devido a cruzamentos
indiscriminados com outras ragas, ainda que seja possivel identificar nacleos com
caracteristicas fenotipicas da Raga, conforme o padrdo estabelecido pela
A.B.C.C.R.M (Associagcao Brasileira dos Criadores de Cavalos da Racga
Marajoara), criada em 1979.

Esses animais sao imprescindiveis para o desenvolvimento da pecuaria da

ilha de Marajé, pois sdo utilizados na "lida” diaria no campo, gragas as
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caracteristicas que desenvolveram como: grande resisténcia as adversidades do
meio e rusticidade, velocidade nos galopes curtos e versatilidade aos ambientes
diversificados. Sao indispensaveis para suprir as necessidades de tracdo (de
carrogas), nos trabalhos rotineiros das fazendas regionais, com baixo custo
operacional. Além disso, séo utilizados na programacéao turistica de esporte e
lazer da llha, anualmente, visto que participam de “provas” de resisténcia,
enduros e corridas.

Um ndcleo de cavalos Marajoara vem sendo mantido no Banco de
Germoplasma Animal da Amazénia Oriental / BAGAM, da Embrapa Amazoénia
Oriental, com o intuito de conservar esse germoplasma, assim como, intensificar
os estudos de caracterizagdo genética que permitam elucidar as duvidas sobre a
origem desta raga e fornecer informagdes sobre a estrutura genética atual,
visando subsidiar programas de melhoramento genético, permitindo a

consolidagéo deste grupo genético

2-REVISAO DE LITERATURA

2.1-Classificagao e origem dos eqtiideos

Os equinos pertencem ao Reino Animalia, Filo Chordata, Classe
Mammalia. De acordo com Getty (1981) a posicdo dos cavalos na classificagao

dos mamiferos, € a seguinte:
Subclasse: Theria
Infraclasse: Eutheria

Ordem: Perissodactyla
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Subordem: Hippomorpha
Familia: Equidae
Género: Equus

Existem variagbes no caridtipo do género Equus, sendo observados
numeros dipléides variando entre 44 e 66. O caridtipo do cavalo domeéstico
(Equus caballus), como é o caso do cavalo Marajoara, € 2n = 64 cromossomos

(TORRES & JARDIM, 1992).

A irradiacdo dos equideos teve inicio no médio Mioceno. Entretanto, o
primeiro registro fossil relacionado aos equideos foi o Hyracotherium, no inicio do
Eoceno. Esse animal apresentava diferengas tanto morfoldgicas quanto no habito
alimentar dos cavalos atuais, pois se alimentava apenas de brotos das pastagens
(MACFADDEN & HUBBERT, 1988). A partir do seu ancestral, o cavalo tem
sofrido uma evolugédo gradual, através de milhdes de anos, até chegar ao padréo
que conhecemos em nossos dias (STAHL, 1985).

O cavalo Eohippus, considerado o ancestral mais antigo, viveu no Eoceno
ha aproximadamente 50 milhdes de anos. Era um animal com cerca de 45 cm de
comprimento e 30 cm de altura, assemelhando-se a uma raposa (BECK, 1989).
Por tais caracteristicas, esse animal foi inicialmente domesticado para consumo
de sua carne e couro, pois eram pequenos demais para serem montados
(MARIANTE & CAVALCANTE, 2000).

Através da historia, o cavalo deixou sua marca registrada de um animal
selvagem, um verdadeiro simbolo de liberdade, utilizado pelo homem primitivo

como fonte de alimento. Apds a sua domesticagcado passou a ser figura central nas
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atividades relacionadas as artes, poesia, escultura, guerra, transporte, lazer e
esporte. Portanto, esses animais tém importancia tanto soécio-cultural como
econdmica, pois se prestam ao desenvolvimento de trabalho de tracdo dentre
outros (TORRES & JARDIM, 1992).

Ha duas hipdteses para a formagao da espécie equina. A primeira € que
eles seriam originarios de cavalos da Asia Central, a segunda, de animais da
América Setentrional, de onde emigraram para a Asia, quando o Alasca ainda era
ligado aquele continente pelo estreito de Bering (TEIXEIRA, 1995). Da Asia se
espalharam para a Europa e Africa. Alguns autores defendem apenas a Ultima
versao, na qual os primeiros passos da histdria evolutiva eqlina, que culminou no
Equus caballus, deram-se em solo americano. Segundo Beck (1989), evidéncias
fésseis do mais antigo animal aceito como primeiro ancestral do cavalo foram
encontradas na América do Norte. Por motivos desconhecidos, desapareceu
totalmente da América durante a era Quaternaria, surgindo novamente apés a
colonizagao do novo continente.

No Brasil, os primeiros equinos chegaram com as introdugdes nas
capitanias hereditarias com Martin Afonso de Souza, em 1534, na capitania de
Sao Vicente, com animais da ilha da Madeira, Duarte Coelho, em 1535, na
capitania de Pernambuco e Tomé de Souza, em 1549, na capitania da Bahia,
com animais trazidos de Cabo Verde (TORRES & JARDIM, 1977), ndo existindo
até entdo nenhuma espécie de equideo no continente brasileiro.

A principio, devido ao reduzido desenvolvimento na producao de éguas e
cavalos na costa de Brasil, o que mantinha seus precos internos muito altos, os

equinos existentes nas capitanias provinham, em geral, de Cabo Verde
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(GANDAVO, 1826). De acordo com Cardim (2000), os resultados positivos
obtidos posteriormente com a cria cavalar em terras brasileiras propiciaram
inclusive a exportagao de cavalos a Angola. O desenvolvimento do gado bovino,
cavalar e lanar foi impressionante desde o México setentrional até o Pampa
argentino. Sua multiplicagdo e expansao se deram devido, em grande parte, aos
animais abandonados ou perdidos (que logo foram denominados segundo cada
regido), cuja progressiva adaptacdo ao meio os tornava cada vez mais
resistentes e ageis pela selecao natural (VIVES, 1977).

Dos varios tipos de animais domésticos que se introduziram no Brasil, os
cavalos tiveram um desenvolvimento muito grande na Bahia, e desde 1580 ja
existia um comércio muito expressivo de cavalos da Bahia a Pernambuco. No
sertdo o cavalo se converteu em um meio de vida sendo utilizado também,
embora raramente, nos engenhos de agucar (BETHELL, 1990).

A importagao dos equinos para a ilha de Marajé data de 300 anos, quando
os primeiros lotes de cavalos foram trazidos de Cabo Verde, por volta de 1702,
por colonizadores portugueses. Depois ocorreu uma grande miscigenagao entre
os cavalos das racas Arabe, Alter e outras racas da Peninsula Ibérica, originando

a raga Marajoara (MARQUES et al., 2001).

2.2-Os cavalos da Peninsula Ibérica

Segundo relatos de Sereno (2002) apud Castejon (1953), a populagao
hipica da Peninsula Ibérica € constituida de trés grandes tipos cavalares: o
pequeno cavalo Cantabrico que atualmente povoa densamente todo o norte

peninsular adaptado a vida de monte ou cordilheira, pertencente ao gendtipo
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Equus gracilis Ewart.; o cavalo Castellano semelhante genotipicamente a Tarpan
que produziu os atuais cavalos indigenas com genaétipo Equus gmelini Antonius; e
o cavalo Andaluz ou Andaluz-levantino com origem africana e com relagao
filogenética com o Equus prziewalsky.

Desde os tempos mais remotos existiram na Peninsula Ibérica trés tipos
de cavalos: um pobnei de perfil reto ou céncavo, de pequena estatura que
normalmente ndo se monta e outro que pode ser encontrado em zonas frias e de
montanha e um cavalo maior, de perfil convexo que pode ser montado e se
encontra nas planicies secas e quentes do sudoeste, considerado o mais antigo
cavalo de sela do mundo (LOCH, 1986).

Esse mesmo autor, citado por Sereno (2002), relata que os cavalos
Ibéricos também chamados Andaluz, Espanhol, Cartujano, Lusitano, Portugués,
Alter, Real e Peninsular, pertencem a mesma raga e os distintos nomes surgiram
principalmente em fungédo da regido geografica em que eram criados. O cavalo
Lusitano, no passado era idéntico ao Espanhol-Andaluz, ambo, possuindo,
ambos, a mesma genética e evolugido. As diferengas que existem na atualidade
entre as duas racas sao resultado dos cruzamentos seletivos ocorrido em ambas.
A associagdo de Criadores do Cavalo Espanhol implantou em 1912 o livro
genealdgico da raga, chamada atualmente Pura Raga Espanhola (PRE).

Segundo Interagro (1992) o livro genealdgico do cavalo Lusitano
Portugués foi oficialmente introduzido em 1967 pela Associacdo Portuguesa de
Criadores do Cavalo Lusitano.

Em principios do século XVI, a maior parte dos estados europeus

apresentava fronteiras bem definidas e, na Peninsula Ibérica daquela época, se
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utilizava o cavalo e o0 asno no transporte de mercadorias e pessoas. A quantidade
de carrogas indicava quando se tratava de viagens de grandes senhores ou de
gente comum. O cavalo também era imprescindivel para a guerra como arma de
cavalaria e as carretas puxadas por cavalos serviam de transporte nos exércitos,
assim podiam alcancar pregos muito altos (ALVAREZ, 1996).

Na Peninsula Ibérica havia intensas relagbées mercantis e segundo Aguiar
(1880) os dados da balanga comercial de 1874, entre Espanha e Portugal, ja
mostravam um grande numero de mercadorias importadas e exportadas,
observando-se fluxo de compra de animais de origem cavalar, muar, bovina,
caprina e suina.

A diferenciagcao entre o cavalo lusitano e o espanhol comegou no inicio do
século XVII com a introdug¢ao do toreio com cavalo na Espanha, o que forgou a
introdugcdo de um novo processo de selegao na cria de equinos com enfoque na
selecdo de um cavalo de esporte e exuberante nos movimentos. (INTERAGRO,

1992).

2.3-0 cavalo marajoara e o mini cavalo puruca

O cavalo Marajoara foi introduzido, inicialmente, em Belém-Para. Porém,
em virtude da alta prolificidade, juntamente com os bovinos, devastadores das
rocinhas de Belém, tornou-se necessaria a trasladagdo desses animais para a ilha
Grande Joanes, atualmente Marajé.

Segundo relatos histéricos, os primeiros cavalos introduzidos no Marajo
sdo de procedéncia lusitana. Apds a sua introdugao, foram submetidos as mais

adversas condi¢cdes de um ecossistema totalmente diferente do seu continente de
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origem (TEIXEIRA, 1995). Segundo este mesmo autor, foi nessa regido de grande
adversidade do ecossistema, porém, compensado pela ocorréncia de farta
variedade de pastagens nativas, que o cavalo Marajoara, originario do
cruzamento de varias ragas, desenvolveu caracteristicas bem definidas, como a
rusticidade, forca, resisténcia, adaptacdo ao meio e ao trabalho no campo.

O rebanho cavalar marajoara adquiriu uma aclimatacdo completa,
vencendo obstaculos e tirando proveito do ecossistema da regido, chegando a
possuir, ha cerca de 150 anos uma populacdo estimada em um milhdo de
cabecas. O aumento demasiado da populacdo de cavalares, devorando as
pastagens, que ndo mais cresciam o suficiente para o uso dos bovinos, fez com
que se procedessem abates de éguas, das quais aproveitavam-se as peles e as
crinas. Assim, somando o sacrificio das matangcas deliberadas a devastacao
causada pela epizootia, a populagdo equidea do Marajé sofreu uma redugéo
consideravel (TEIXEIRA, 1995). O efetivo atual estda em torno de 150.000

cabecas, a grande maioria mesticada com outras racas (MARQUES et al., 2001).

De acordo com relatos dos fundadores da Associacdo Brasileira dos
Criadores de Cavalos da Raga Marajoara - ABCCRM, fundada em 1979, dada a
importancia desses animais, quando o exército precisou de cavalos para sela,
fundou um nucleo de reproducao em Soure-PA e outro em Cachoeira do Arari-PA,
introduzindo uma estacdo de monta, trazendo cavalo Arabe e Anglo-arabe para

cruzamentos.

Pode-se inferir, portanto, que o cavalo Marajoara € o resultado do
cruzamentos entre as racas Arabe e Anglo-Arabe, desenvolvendo, ao longo dos

anos, um ecotipo proprio que culminou com o estabelecimento de um padrao
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racial especifico. No entanto,as caracteristicas atuais, demonstram que o cavalo
Marajoara esta em processo de descaracterizagdo, principalmente pelos
cruzamentos indiscriminados que ocorreram com outras ragas como Mangalarga,

Quarto de Milha, e outras, alterando o padrdo do cavalo Marajoara.

Atualmente, ndo ha muitos machos e fémeas padronizados dentro das
caracteristicas do cavalo Marajoara original, conforme o padréao estabelecido pela

ABCCRM .

Pelas aptiddes desenvolvidas, como grande resisténcia, velocidade a
galopes curtos, rusticidade e versatilidade, o Marajoara mesmo com o advento
das maquinas, ainda é indispensavel para suprir as necessidades de tragéo (de
carrogas) de trabalhos rotineiros das fazendas regionais, com baixo custo
operacional, revelando condicbes de suportar intensos trabalhos. O cavalo
Marajoara € de fundamental importdncia para a pecuaria, no manejo quase
sempre extensivo de bubalinos e bovinos. Apresenta também um comportamento
enérgico, vivo, ativo e décil, com perfil adequado para novas atividades como
turismo.

Por sua vez, o mini-cavalo Puruca é o resultado de cruzamentos do cavalo
Marajoara com péneis da raca “Shetland”, de origem inglesa, vindos da Franga na
penultima década do século XIX. Esse animal desenvolveu, também, adaptacao
ao ambiente adverso, fixando caracteristicas de forca e rusticidade, tornando-se
indispensavel nas atividades pecuarias do arquipélago. Desses cruzamentos
foram selecionados animais, cuja principal caracteristica era a altura padrao de,
no maximo, 1,18 m (TEIXEIRA,1995 ), formando-se, desse modo, um plantel

consideravel que levou a formagao de uma Associacao propria.
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Segundo a Associacéo Brasileira dos Criadores de Puruca-ABCP, fundada
em 1986, a raga Puruca possui caracteristicas morfoldgicas que o diferenciam de
outros equinos. Apresenta temperamento enérgico, vivo, ativo e décil, com o
andamento na forma de trote.

3.1- Padrao da raga Marajoara

O padrao da raga do cavalo Marajoara (Figura 01), segundo a ABCCRM,

ainda é provisorio, e leva em consideragdo: aparéncia geral, cabega e pescogo,

tronco, membros, andamento e defeitos desclassificantes.

-
- . .. ?
5 - SN \ 1 .'_'_ 2N

igura 1- Reproduto d raga Marajoara. Fonte: jrfmarques, 2006.

a) Aparéncia geral:
Pelagem: Qualquer pelagem, exceto Pampa e Albina;

Altura: Minima de 1,35 m e maxima de 1,56 m para os machos e minima de 1,30

m e maxima de 1,50 m para as fémeas;
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Forma: Porte médio bem proporcionado e musculatura definida;
Constituicdo: Forte;

Temperamento: Enérgico, vivo e ativo;

Aptidado: Cavalo de servigo.

b) Cabega e Pesco¢o:

Cabeca: Harmbnica em relacdo ao pescog¢o de tamanho moderado;
Perfil: Sub-convexo, com tendéncia ao retilineo;

Olhos: Vivos e expressivos;

Orelhas: Proporcionais, medianas e bem implantadas;

Labios: Moveis, finos, firmes e justapostos;

Narinas: Grandes e flexiveis;

Pescocgo: Comprimento médio, inser¢cao bem definida.

c) Tronco:

Cernelha: Bem definida e bem implantada;

Peito: Profundo e amplo;

Costelas: Arqueadas, conferindo boa amplitude toracica;

Toérax: Amplo e profundo;

Dorso: Curto proporcional;

Garupa: Harmoniosamente inserida na regido lombar e suavemente inclinada, de

comprimento médio e de altura superior a cernelha;
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Ancas: Suavemente inclinada;

Cauda: De boa insergéo, bem implantada e dirigida;

Orgaos genitais: Externos, bem conformados.

d) Membros:

Espadua: Bem pronunciada e obliquas;

Bracos: Médios e de boa cobertura muscular;

Antebrago: De comprimento médio e musculoso;

Joelhos: Retos e bem suportados;

Coxas: Musculosas;

Jarretes: Secos e lisos;

Canelas: Secas;

Boleto: Definido e bem suportado;

Quartelas: Médias e fortes;

Cascos: Médios, arredondados, de preferéncia pretos.
e) Andamento:

Trote em todas as modalidades, andamento com apoio, bipedal diagonalizado

f) Defeitos desclassificantes:

Perfil: Excessivamente convexilineo;

Pelagem: Albina e Pampa;

Orelhas: Mal implantadas ou mal dirigidas;
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Labios: Com relaxamento, caidos;

Andamento: Qualquer outro que n&o seja o trote em todas as modalidades.

2.3.2-Padrao da raga Puruca.

O padrao desta raca estabelecido pela ABCP (Figura 2) ainda é provisoério,
dividido em aparéncia geral, cabega e pescocgo, tronco, membros, andamento,
defeitos permissiveis e desclassificantes.

a) Aparéncia geral:

Pelagem: Qualquer pelagem exceto albina e pampa;

Altura: Entre 1,10 m e 1,18 m para os machos e entre 1,00 m e 1,16 m para as
fémeas;

Forma: Porte pequeno, bem proporcionado € com musculatura bem definida,
principalmente a espadua;

Constituicao: Forte;

Temperamento: Enérgico, vivo, ativo e docil;

Aptidao: Servico e passeio;

Andamento: Trote.

b) Cabecga e Pescogo:

Cabecga: Harménica em relagdo ao pescogo, tamanho moderado, larga, aparéncia
seca e bem implantada;

Perfil: Convexilineo com tendéncia ao retilineo;

Olhos: Grandes, vivos e expressivos;

Orelhas: Tamanho proporcional, pequenas a medianas e bem implantadas;

Labios: Moveis, finos, firmes e justapostos;
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Pescoco: Comprimento mediano, musculoso, bem inserido, piramidal e na base
superior arredondada;

Crina: Abundante e larga.

c) Tronco:

Cernelha: Baixa, bem implantada, com altura ndo superior a da garupa;

Peito: Profundo e largo;

Costelas: Arqueadas, proporcionando boa amplitude toracica;

Torax: Largo e profundo;

Dorso-lombo: Firme, curto, proporcional e bem sustentado;

Garupa: Longa, larga sem proeminéncia no sacro, boa cobertura muscular,
harmoniosamente inserida na regido lombar, suavemente inclinada e de altura
inferior a cernelha;

Ancas: Suavemente inclinadas;

Cauda: De insergéo baixa, bem inserida e dirigida, larga na sua base, com pélos
abundantes;

Orgaos genitais: Bem definidos e bem conformados.

d) Membros:

Espaduas: Bem pronunciadas, fortes, musculosas e obliquas;

Bracgos: Pequenos, bem articulados e de boa cobertura muscular;

Antebracgos: Pequenos e musculosos;

Coxas: Musculosas;

Jarretes: Secos e lisos;

Canelas: Secas, retas descarnadas, com tendoes fortes;

Boletos: Definidos e bem articulados;
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Quartelas: Pequenas e bem suportadas;

Cascos: Pequenos, arredondados, solidos, fortes, ndo encastelados e de
preferéncia escuros.

e) Andamentos:

Trote em todas as suas modalidades, andamento com apoio bipedal diagonizado.
f) Defeitos permissiveis:

Cascos: Rajados ou brancos;

Cernelhas: Altura levemente superior a altura da garupa;

Garupa: Altura levemente superior a altura da cernelha.

g) Defeitos desclassificantes:

Temperamento: Vicios considerados graves e transmissiveis;

Orelhas: Mal dirigidas (acabanadas);

Perfil: Excessivamente convexilineo;

Labios: Com relaxamento de suas comissuras (belfo);

Dorso- lombo: Concavilineo (lordose, selado), convexilineo (cifose, dorso de
carpa) e de desvio lateral da coluna (escoliose);

Garupa: Demasiadamente inclinada (derreada, caida), mais alta do que a altura
da cernelha, tolerando uma diferencga de até 2,0 cm nas fémeas;

Membros: Taras Osseas congénitas ou hereditarias e de defeitos graves de
aprumo;

Aparelho genital: Anorquidia (roncolho), criptorquidia (1 ou 2 testiculos retidos na
cavidade abdominal), anomalias congénitas do sistema genital,

Pelagem: Albina ou pampa;

Altura: Acima ou abaixo do limite permitido.

Maria Rosa T. Da R. Costa 2007 Tese de Doutorado (UFPA)



Figura 2 - Mini cavalo da raga Puruca. Fonte: jrfmarques, 2006.

2.4- Ailha de Marajoé

Situa-se na foz do rio Amazonas, no Estado do Para, e é considerada a
maior ilha flvio-marinha do mundo, sendo um dos principais polos ecoturisticos
da Amazébnia. Possui area de, aproximadamente, 49.000 km2, apresentando dois
tipos fisiograficos, sendo o lado Oriental, predominante de terras altas de
vegetacdes que ndo sofrem com as inundacgdes, e a parte Ocidental, com terras
baixas, predominando os campos naturais, sujeitas a inundacgdes (Figura 3).
Apresenta, ainda, estagdes climaticas bem definidas, um periodo seco e outro
chuvoso (MIRANDA NETO, 1976; SOUZA et al., 1998).

As chuvas, nessa regido, concentram-se entre fevereiro e maio,
ocasionando uma cheia, que inunda aproximadamente 2/3 da superficie da ilha,

fendbmeno esse agravado por n&o haver escoamento para as aguas. Quando ha
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prolongamento da estiagem, entre os meses de agosto a dezembro, os lagos e
rios secam, os campos ficam estorricados, o clima fica mais ameno, pois a ilha

esta proxima ao mar aberto (MIRANDA NETO, 1993).

A agua do rio é geralmente barrenta, o que da um aspecto peculiar as suas
margens. Juntam-se a isso inumeros outros recursos naturais que colocam o
Marajé numa condi¢éo privilegiada no contexto do turismo ecolégico. Seus rios,
praias, furos, igarapés, fazendas, fauna e flora diversificadas sdo os principais
atrativos, assim como o folclore, a gastronomia, o artesanato, a musica e os

costumes encontrados em todos 0s seus dezesseis municipios.
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Figura 3 - Mapa ilustrativo do Arquipélago de Marajo. Fonte: IBGE.

2.5 - Conservacao de recursos genéticos

“Segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e a
Alimentacdo (FAO,1998), para planificar uma estratégia de conservagao e
caracterizagao € necessario definir, registrar e avaliar os recursos genéticos que
estejam em risco de extingdo e/ou descaracterizacdo. E necessario, portanto,
uma descri¢ao e caracterizagdo completa dos mesmos propondo quatro niveis de
atuacgdo: a elaboragao de um inventario nacional dos recursos genéticos animais,
o controle destes recursos pelo Estado, um maior conhecimento genético e
econdmico das qualidades das ragas com objetivo de desenvolver estratégias que
fagam um melhor uso destas caracteristicas a curto e longo prazo e uma

descricdo molecular comparativa mediante marcadores moleculares para

estabelecer que ragas possuem uma diversidade genética significativa para dirigir
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melhor as agdes de conservacao”

2.6 - Estratégias de conservagao da variagao genética

Segundo Egito et al. (1999), a caracterizacdo genética surge como
alternativa para a quantificacdo da diversidade genética e como auxiliar nos
programas de conservagao de recursos genéticos. A diversidade genética em
animais domésticos € tipicamente distinta em dois componentes: diferengas

genéticas entre racas e diferengas genéticas entre individuos dentro de uma raca.

A sobrevivéncia de uma espécie depende da variabilidade genética
existente em suas populacdes e, por meio da caracterizagao genética, € possivel
avaliar o grau de diversidade e de variabilidade dentro e entre ragas, permitindo a
inclusao dos animais em programas de melhoramento e de conservacao genética
de forma orientada, ou seja, introduzindo animais com altos indices de

variabilidade genética (SILVA, 2006).

Martinez (2001) cita que para evitar consanguinidade e minimizar a deriva
em populagdes submetidas a esquemas de sele¢cao, as associacdes de criadores
devem prestar atengdo ao numero de animais fundadores, a relagao entre eles,
ao esquema de cruzamentos e ao numero-efetivo de reprodutores em cada
geracao. Uma populagao efetiva grande € uma garantia para a conservagao da
variagao genética.

A variabilidade entre populagdes, seja entre racas ou espécies, se pode
estimar usando ferramentas matematicas que traduzem as diferencas em
medidas de distancias entre duas popula¢des. Existem dois tipos de variabilidade:

a fenotipica, que pode ser observada e medida diretamente, e a genética, que é
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medida em estudos de variabilidade. A variabilidade fenotipica se mede mediante
a distancia fenotipica. O fenétipo é determinado pelo gendtipo e pelo meio (e sua
interacao).

Van Hintum (1994) discute a eficacia de alguns caracteres fenotipicos (sobre
tudo os caracteres quantitativos) como medidas para estimar a diversidade
genética e sugere que as distancias baseadas em caracteres quantitativos sao
mais indicativas da adaptacado a fatores ambientais. Isto se comprova com um
estudo no qual se encontrou que distancias genéticas pequenas se associam com
distancias fenotipicas pequenas, mas grandes distancias genéticas se associam
com uma grande amplitude de distancias fenotipicas, o que significa que duas
populagdes distantes geneticamente nao necessitam ser fenotipicamente

diferentes (BURSTIN & CHARCOSSET, 1997).

Em outras palavras, duas racas podem mostrar as mesmas caracteristicas
fenotipicas sem estar muito relacionadas geneticamente, o que significa que as

ragas podem chegar a um fendtipo similar por diferentes rotas genéticas.

A maior parte das informagdes geradas se refere a diversidade genética
neutra ou simplesmente diversidade genética. O campo da diversidade fenotipica
ou expressa é novo e ainda que se tenha feito alguns intentos para quantificar
esta diversidade, mediante analises de componentes principais (MORRISON,
1967), se necessita seguir investigando neste campo.

A FAO (1998) define a biodiversidade como a variabilidade genética dos
diferentes tipos de recursos genéticos animais em nivel de espécies, populagdes,
racas e genes, que se deve conservar tantos alelos ou variantes quanto seja

possivel ( SMITH,1984; HENSON, 1992; CROSSA et al., 1993).
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A variabilidade genética € um parametro extremamente importante para a
conservagao dos recursos genéticos, sendo uma caracteristica que permite a
adaptacdo animal as mudancas ambientais. O conhecimento da diversidade
genética intra e inter-raciais podera ajudar a evitar a erosdo genética, assim
como, a extingdo de ragas (GAMA, 2004).

Nos ultimos anos, existe uma grande preocupag&o em conservar 0s recursos
genéticos locais, com esforgos aplicados na manutencgao da diversidade genética
dos animais por varias organizagbes em diversos paises do mundo (EGITO et al.
2002).

Segundo Ruane (1999), muitas ragas atuais tém origem recente e sua
histéria genética é frequentemente descrita na literatura e essa informacéo pode
ser util para identificar ragas geneticamente divergentes dentro da mesma
espécie. Quando essa documentagédo € limitada, a genética da raga pode ser

estimada através de estudos de distancia genética.

2.7 - Polimorfismos de DNA

O genoma dos mamiferos é constituido por aproximadamente 3 x 10° pares
de bases (pb) distribuidos em um numero de cromossomos caracteristico de cada
espécie. O genoma contém toda a informacéo necessaria para o desenvolvimento

e funcionamento correto do organismo.

O advento da tecnologia do DNA recombinante proporcionou uma nova via
para a identificacdo de novos marcadores genéticos mediante a analise direta da
molécula de DNA. As duas cdpias de um gene presentes no par de cromossomos

homodlogos podem diferir em sua sequéncia de DNA e estes dois alelos podem ou
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nao codificar dois produtos funcionalmente diferentes, dependendo da natureza
exata da mudanca produzida na sequéncia do DNA. Em uma populacdo pode
estar presente um determinado numero de alelos que diferem uns dos outros na
sequéncia de DNA. Os marcadores genéticos s&o Joci que apresentam
caracteristicas detectaveis que podem diferir entre individuos. Se aceita que sio
sinbnimos de variagdo nas sequéncias do DNA e que esta pode ser revelada

mediante diferentes técnicas.

Os marcadores genéticos moleculares apresentam algumas vantagens
sobre os marcadores bioquimicos e os imunogenéticos. Com a existéncia de
tecnologias modernas relativamente faceis de realizar e de interpretar, a elevada
heterozigosidade que apresentam e podem ser estudados a partir de amostras
pequenas de DNA extraido de qualquer tecido, provenientes de animais de

qualquer idade e pode ser conservado indefinidamente (MARTINEZ, 2001).

Os polimorfismos de DNA podem ser classificados segundo sua propria

natureza e o sistema de detecgao. Assim, dentre outros, se pode distinguir:

2.7.1 - DNA repetitivo

Cerca de 50-60% do DNA dos mamiferos esta constituido por DNA n&o-
repetitivo (LODISH et al., 1999).

A fracdo de DNA repetitivo é composta de sequéncias de DNA presentes em
mais de uma copia no genoma, podendo ser dividido em DNA moderadamente
repetido e DNA altamente repetitivo, de acordo com a frequéncia de repeticéo.
Geralmente, as sequéncias repetidas em tandem s&o divididas em duas

categorias: minissatélites e os microssatélites.
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Nos organismos eucariotos existe uma disparidade entre a quantidade total
de DNA e a que teoricamente seria necessaria para seu funcionamento celular.
Estima-se que mais de 90% do DNA n&o tém funcdo codificadora (GALL, 1981).
Uma parte do DNA repetitivo corresponde a sequéncias que se acumulam na
célula e aproveitam a maquinaria celular para sua integracéo e sua replicagéo

(BULL et al., 1992, HURST et al., 1992).

O grau de repeticdo, o tamanho da unidade repetitiva e o padrdao de
distribuicdo das sequéncias repetitivas no genoma sao os principais critérios de
classificacdo do DNA repetitivo. O polimorfismo das seqUéncias repetidas em
tandem consiste na existéncia de um numero variavel de repeticdes em tandem
de uma sequéncia basica que oscila entre um s nucleotideo e dois quilobases.
Detecta-se mediante eletroforese. Destacam-se duas categorias: minissatélites
(JEFFREYS et al., 1985) ou VNTR’s (NAKAMURA et al., 1987) e polimorfismos
de longitude de sequéncia simples ou microssatélites (TAUTZ, 1989).

Microssatélites ou SSRs (simple sequence repeats) ou STRs (short
tandem repeats) sao trechos do genoma compostos pela repeticdo de uma
sequéncia curta e simples de nucleotideos, sequéncia essa que pode ser di, tri ou
tetra de nucleotideos (TAUTZ et al., 1986; WEBER & MAY, 1989). A maioria dos
microssatélites encontrados nas numerosas espécies séo dinucleotideos (WANG
et al., 1996). As repeticbes (CA), sdo as mais estudadas até agora, ja que séo as
mais abundantes no genoma dos mamiferos. Em todos os genomas eucariéticos
analisados observou-se pouca presenga ou total auséncia, de repeticdes tipo
(CG), e a média desta sequéncia representa somente 0,2% de todas as

repeticbes (TAUTZ, 1986).
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Tém uma caracteristica que as unidades que se repetem sao pequenas (1
a 6 nucleotideos) e sao facilmente detectaveis pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase - PCR (TAUTZ, 1989; WEBER & MAY 1989; FRIES et al., 1990).
Encontram-se distribuidos ao acaso por todo o genoma, sdo muito abundantes e
faceis de identificar.

Nos individuos eucariotos pode-se encontrar uma sequéncia
microssatélites a cada 10.000 pb aproximadamente, possivelmente, estao
distribuidos uniformemente nos cromossomos (TAUTZ, 1989). Embora pouco
observado nas regides teloméricas e centroméricas, tanto no homem (STALLING
et al,. 1991) como em animais domésticos (WINTER et al., 1992).

Os microssatélites, de acordo com a sua estrutura, podem ser de trés tipos:
perfeitos, que contém unicamente uma unidade repetida n vezes, imperfeitos, que
contém uma sequéncia nao-repetitiva intercalada entre as repeticdes, e
compostos, que estdo constituidos por dois ou mais segmentos repetitivos
diferentes (WEBER, 1990).

Quanto a fungdo dos microssatélites, existem algumas hipdteses: uma
delas é que podem ter uma funcdo de manutencdo da estrutura dos
cromossomos, principalmente pela capacidade que tém algumas sequéncias tipo
(CA), de tomar uma conformagao Z-DNA (NORDHEIM & RISSE, 1983) e, embora
a funcado deste DNA néo seja conhecida completamente, acredita-se que poderia
facilitar o empacotamento do DNA durante a condensagdo cromossOmica na
meiose (GROSS & GARRAD, 1986). Pode ser que esteja associado com a
regulagédo génica, tanto com um incremento na velocidade da transcricao de um

gene (HAMADA, et al., 1984). Também pode esta relacionado com pontos de
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altas frequéncias de recombinagdo (“hot spots”) (SLIGTHTON et al, 1980;
MURPHY & STRINGER, 1986). Por outro lado, € possivel que os microssatélites
nao tenham uma fungdo comum, mas, sim um mecanismo comum de evolugao

(TAUTZ, 1989).

A incorporagdo em 1985 da técnica de PCR (MULLIS et al., 1986)
possibilitou o descobrimento do polimorfismo dos microssatélites (TAUTZ, 1989;
LITT & LUTTY, 1989). A alta freqliéncia e alta taxa de mutacdo a que estado
sujeitos, resultando em grande variabilidade, sdo algumas das caracteristicas que

favorecem o uso de microssatélites como marcadores de DNA (MUHLEN, 1999).

O primeiro trabalho publicado em que estas sequéncias foram
denominadas microssatélites foi feito em humanos (LITT & LUtTY, 1989). As
principais caracteristicas dos microssatélites como marcadores de DNA sao: alta
frequéncia, ampla dispersdo pelo genoma, alta taxa de mutagao resultando em
grande variabilidade, co-dominancia e segrega¢cao mendeliana.

Para amplificar um microssatélite utiliza-se um par de primers, que séo
sequéncias unicas de oligonucleotideos, homdlogas as regides flanqueadoras dos
microssatélites (Litt & Lutty, 1989). Assim, é possivel obter uma amplificagéo
especifica da regido que contém a sequéncia repetida. O polimorfismo entre
bandas sera decorrente do numero de repeticdes. Cada segmento diferente de
DNA representa um alelo daquele Jlocus especifico (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996).

Os microssatélites sdo altamente polimérficos, de facil identificagao, de loci
unicos, de ampla distribuicdo no genoma, factiveis de automagao e apresentando

taxa de mutagdo adequada para serem utilizados como marcadores genéticos.
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Este tipo de marcador tem sido amplamente utilizado em estudos intensivos de
mapeamento nas espécies domésticas de animais (HETZEL, 1993; BARKER,
1994), incluindo os mapas de ligacdo da maioria dos mamiferos, provas de
identificagao individual, controle de paternidade e para a caracterizacdo de
populacoes.

S&o co-dominantes, ou seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto
sdo visualizados no gel, bem como, multi-alélicos e suficientemente estaveis para
serem utilizados em anadlises genéticas, sendo ideais para aplicagdo em genética
de populagdes e evolugdo em populagdes naturais (SLATKIN, 1995).

Os microssatélites também podem oferecer uma discriminagcdo de alta
resolucdo entre populacdes relacionadas dentro de uma mesma espécie
(BARKER, 1994) ou para diferentes espécies animais (MOORE et al., 1991,
HETZEL, 1993). Os mais comumente identificados sdo as repeticbes CA e TG,
porém outros tipos de microssatélites também tém sido descobertos incluindo, tri
e tetranucleotideos que sao utilizados em alguns estudos do genoma equino

(SHIUE et al., 1999).

2.8-Técnicas para uso de microssatélites
2.8.1-Extragao de acidos nucléicos

Existem, na literatura, inUmeros protocolos para extragdo de DNA que
variam em fungdo do material bioldgico disponivel e da utilizacdo futura do DNA
obtido. Atualmente a extracdo de DNA a partir dos diferentes tecidos néao
apresenta grandes dificuldades.

Os protocolos de extracdo de DNA classicos tendem a ser mais
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trabalhosos, o que é compensado por se obter um material de grande qualidade e
alto peso molecular, util a analise da biologia molecular. A escolha do protocolo a
ser utilizado depende do material disponivel e as possibilidades de desenvolver a
técnica escolhida. Geralmente, os protocolos apresentam duas partes, na primeira
€ realizado o lise das células e solubilizagdo do DNA e na segunda por métodos
enzimaticos e/ou quimicos, elimina-se as proteinas, o RNA e outras
macromoléculas. Esses protocolos apresentam muitas vantagens, dentre elas a
eficacia com a obtencéo de grandes quantidades de DNA de alto peso molecular
a partir de pequenas amostras de tecido fresco ou congelado, assim como, a
possibilidade de manter conservado durante muito tempo o material obtido.

Inicialmente, foram desenvolvidos diversos métodos de extracdo de DNA
submetendo amostras de tecidos a uma digestado com proteinase K em presenga
de SDS (Dodecil sulfato de soédio) e EDTA (Etilenodiamina tetra acetato de sodio),
varias extragcdes com fenol e cloroférmio e finalmente precipitagdo alcodlica em
presenca de sais (BLIN e STAFFORD, 1976; MANIATIS et al., 1982; DAVID et al.,
1986). A partir dai, foram surgindo novos protocolos buscando reduzir o risco do
manipulador, o tempo para obter o DNA purificado e principalmente, os custos.
Assim, foram desenvolvidas varias técnicas (BOWTELL, 1987; JEANPIERRE,
1987; CIULLA et al., 1988; MILLER et al., 1988; GROBET et al., 1991).

Para utilizar o DNA obtido exclusivamente para amplificar mediante a PCR,
as exigéncias de purificagdo diminuem enormemente, havendo estratégias
relativamente simples para preparar as amostras.

Kawasaki (1990) desenvolveu um método que consiste em digerir uma

amostra de poucos microlitros de sangue com proteinase K e empregar
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diretamente o produto a digestdo na PCR.

Classicamente as amplificacdes mediante PCR sé&o realizadas a partir de
DNA purificado, no entanto em determinadas circunstancias a extracdo desse
DNA pode ndo ser possivel por ndo se dispor de uma fonte de qualidade
suficiente, como ossos antigos, pélo, manchas de sangue, saliva, etc. Por outro
lado, existe por parte dos pesquisadores, uma grande inquietude por simplificar a
técnica e adequa-la para realizar amplificacbes a partir de material biolégico
diretamente no sentido de reduzir o trabalho de isolar o DNA das amostras, sendo
isto extremamente importante, sobretudo, em laboratérios que processam muitas

amostras por dia

2.8.2-A técnica de reacao da polimerase em cadeia (PCR)

A partir da década de 80, a descricdo da técnica revolucionaria concebida
por Kary Mullis, denominada reagdo em cadeia da polimerase — PCR (Polymerase
Chain Reaction) facilitou o entendimento dos processos biolégicos, assim como, a
aplicacdo em diagndsticos e em melhoramento genético de plantas e animais
domeésticos. A técnica de PCR tem sido utilizada com os mais diferentes
propositos que vao desde a identificagdo de individuos a partir de restos mortais
em guerra, analise de DNA pré-histérico, diagnéstico de doencgas, auxilio em
investigagdes policiais, caracterizagdo genética de populagdes e determinagao de
paternidade, dentre outras aplicagdes

A PCR é uma técnica rapida e versatil que envolve a sintese enzimatica “in
vitro” de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca da

enzima DNA polimerase . A reacédo de PCR se baseia no pareamento e extensao
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enzimatica de um par de oligonucleotideos (17-25 pares de bases) utilizados
como iniciadores (primers) que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo
da amplificacdo. Estes iniciadores sao sintetizados artificialmente de maneira que
suas sequéncias de nucleotideos sejam complementares a sequéncias
especificas que flanqueiam a regido alvo.

A reacdo envolve ciclos sequenciais completos compreendendo trés etapas
basicas: a) Desnaturagdo — Compreende a dissociagao das ligagdes que mantém
unida a dupla fita de DNA. Obtida tipicamente pela elevacédo para temperaturas
entre 93-95°C; b) Pareamento — Ligagdo das sequéncias iniciadoras com a
sequéncia alvo. Neste passo normalmente a temperatura é reduzida para 50-
65°C, dependendo essencialmente do tamanho e sequéncia dos iniciadores
utilizados, permitindo a hibridizacdo DNA-DNA de cada iniciador com as
sequéncias complementares que flanqueiam a regiao alvo; c) Sintese do DNA — A
partir dos iniciadores ja ligados a seqiéncia alvo, comega a sintese de uma nova
sequéncia complementar. As temperaturas que conferem maior eficiéncia nessa
etapa estdo entre 70-75°C. Geralmente, 30 a 35 ciclos sao suficientes para

produzir de 100 ng a 1ug de DNA a partir de uma copia simples de DNA molde.

2.8.3-Amplificacao das sequéncias de microssatélites

As concentragdes de DNA molde e polimerase podem afetar a eficiéncia de
amplificacdo. Quantidades elevadas de DNA podem inibir a reagéo por si mesmo
ou até por possiveis substancias que podem ser arrastadas ao final da
purificacdo. Por outro lado, quantidades reduzidas podem fazer com que uma so6

copia possa ser amplificada. A concentracdo da polimerase varia de 0,50 a 2U
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para uma reacao de 50 pl. Uma concentracdo baixa limitara a quantidade de
produtos obtidos e uma alta produzira amplificagdes inespecificas (SAIKI et al.,
1989).

A composi¢ao do tampao de reacgdo € a seguinte: Tris HCL 75 mM (pH 9,0),
MgCl, 2mM, KCI 50mM, (NH4)2:SO4 20mM. As concentracbes de ions de
magnésio afetam a reacdo de tal forma que em quantidades baixas reduzem
drasticamente o rendimento desta e quantidades altas diminuem a especificidade
da amplificagdo. A concentragdo 6tima de MQgCl, varia entre 0,5 e 10 mM. Os
desoxinucleosideos (ANTPs) captam ions de magnésio, portanto, qualquer ajuste
em sua concentracdo na reagdo requerem uma compensacao na concentracao
de MgCl,. Para os dNTPs, usam-se normalmente concentragdes variando entre
50-200 pyM de cada um deles. Concentracbes mais elevadas facilitam que a
polimerase possa cometer erros (INNIS et al., 1988).

As analises de sequéncias de DNA especificas tornaram-se mais rapidas e
eficazes com o advento da PCR. A maioria dos protocolos de PCR estao
desenvolvidos para amplificar um seqtiéncia molde com um par de iniciadores. No
entanto, muitos estudos experimentais requerem a analise de varias sequéncias
de DNA e é necessario realizar sucessivas reacdes da mesma amostra. Assim,
com a PCR multiplex realiza-se a amplificacdo de varias sequéncias
simultaneamente em uma so6 reagao, desta forma, reduz o tempo, trabalho e
custos (CHAMBERLAIN et al., 1988; CHAMBERLAIN et al., 1989).

Um fator importante na producéo de produtos de PCR é a escolha correta
dos iniciadores ou primers que devem estar enfocados na especificidade e

eficiéncia da amplificacdo, utilizando-se iniciadores com minima longitude e
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evitando que os oligonucleotideos sejam complementarios uns com outros
(RYCHLIK et al., 1990). Com a PCR multiplex, aumenta a probabilidade de obter
produtos de amplificagdo inespecificos. Este problema pode ser evitado
substituindo qualquer iniciador que gere produtos indesejaveis.

A otimizagcdo de uma PCR multiplex requer provar distintas condi¢cdes de
reacdo. Os iniciadores devem ter temperaturas de anelamento similares e devem
amplificar fragmentos por suas diferengas de tamanho. Deve-se procurar ajustar
as concentragdes de iniciadores, o tampao, a enzima, assim como, o tempo das
distintas etapas da PCR até conseguir uma boa amplificacdo e auséncia de
produtos inespecificos.

A eletroforese em gel € a técnica mais utilizada para detecgéo de variantes
de microssatélites. Para localizar as bandas de migragcdo do DNA nos geles,
classicamente, revelam-se os mesmos em solugdes de brometo de etidio ou
mediante a impressdo de placas radiograficas pela emissdo de isétopos
radioativos (WEBER, 1990; MOORE et al., 1991). Pode-se usar tintura de prata
como método alternativo pela sua simplicidade e segurangca (HEUKESHOVEN &
DERNICK, 1985; BUDOWLE, 1991). A partir dai, comega a realizar-se algumas
técnicas radioativas com marcadores fluorocromos em distintos tipos de trabalhos
com estudos de paternidade (BATES et al., 1996) e em genética de populagdes
(MOAZAMI-GOUDARZI et al., 1994).

A detecgao das bandas pode ser feita também com iniciadores marcados
com substancias fluorescentes, emissores de raio laser e fotodetectores de
fluorescéncia, apresentando uma grande vantagem quando comparados com 0s

outros meétodos, pois as amostras sao detectadas em tempo real e mediante
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programas de densiometria, determinando o tamanho de cada banda de forma
praticamente automatica. A introducdo desta técnica necessita de um
sequenciador automatico.

Os sequenciadores automaticos sao sistemas capazes de determinar as
sequéncias, tamanhos de fragmentos, quantificando a fluorescéncia emitida por
oligonucleotideos ou dNTPs marcados com fluorocromos. Os marcadores emitem
uma fluorescéncia quando se excitam com um laser, cada um deles tem seu
maximo de emissao de fluorescéncia numa determinada faixa de comprimento de
onda.

Para calcular o tamanho dos fragmentos de DNA desconhecido utiliza-se
um padrdo formado por fragmentos marcados com tamanhos conhecidos. As
informagdes sao transferidas a um computador para serem processadas e se
apresentam em forma de eletroferograma, onde cada pico representa um
fragmento. Os picos que aparecem tém uma determinada cor diferente
dependendo do fluorocromo utilizado e possibilitam conhecer o tamanho dos
pares de bases de cada pico, sua altura e sua area que serdao reflexo da
quantidade de copias amplificadas.

Esta técnica apresenta algumas vantagens como: possibilidade de
trabalhar em multiplex, maior automatizacdo dos resultados pelo uso de software
especificos para interpretar os eletroferogramas, maior sensibilidade nos

resultados e menores quantidades de produtos amplificados.
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3-OBJETIVOS

3.1-Geral

Caracterizar geneticamente a raga Marajoara, utilizando loci
microssatélites, visando esclarecer a estrutura genética da populagdo atual e

especular sobre sua origem.

3.2-Especificos

Analisar a variabilidade genética intra- grupo, definindo a composi¢ao

genética atual da ragca Marajoara;

Efetuar comparagcdes com outras racas através de medidas de distancia

genética e construgdo de arvores filogenéticas.

4-MATERIAL E METODOS
4.1-Area experimental /animais

As amostras de sangue de cavalos das ragas Marajoara (MJ) e Puruca
(PU) foram obtidas de animais pertencentes ao Nucleo de Germoplasma Animal
da Amazoénia Oriental - BAGAM - PA e em fazendas localizadas na ilha de
Marajo- PA, nos municipios de Salvaterra e Soure. Primeiramente, foram
selecionados animais das tropas de diferentes fazendas de criadores que
possuiam animais registrados. A amostragem foi efetuada com animais 0 menos

aparentados possivel, conforme livro de registro da Associagcdo Brasileira de
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Criadores de Cavalos da Raga Marajoara-ABCCRM, nos principais rebanhos da
ilha do Marajé. Foram amostrados 54 individuos da raga Marajoara (MJ) e 47 da
raca Puruca (PU). Para a amostragem das ragas Mangalarga (MG), Puro Sangue
Inglés (PSIBR) e Arabe (EA) utilizou-se amostras de DNA pertencentes ao
Laboratério de Genética Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia-
DF, sendo utilizadas 30, 47 e 25 respectivamente.

Para os estudos comparativos com a raga Pantaneiro (PA) e Ragas Puras
Espanholas e Lusitanas se utilizou a base de dados do Laboratério de Genética
Molecular que pertence ao Servico de Cria Cabalar do Ministério da Defesa
Espanhol, sendo utilizadas 63 de Pantaneiro (PA), 93 de Lusitano (LUS), 48 de
Arabe (ARA), 39 de Asturcon (AST), 60 de Pura Raca Espanhola (ESP), 46 de
Puro Sangue Inglés (ING), 59 de Losino (LOS), 30 de Mallorquina (MAL), 69 de

Menorquina (MEN) e 27 de Potoka (POT).

4.2-Extragcao de DNA

Amostras de 10 ml de sangue foram coletadas em tubos de vacutainer
com Etilenodiamina Tetra Acetato de Sdédio- EDTA (anticoagulante). Apds a
colheita, as amostras foram mantidas em baixa temperatura numa caixa térmica
com gelo, para conservacado até serem levadas ao laboratério de Genética da
Embrapa Amazénia Oriental (LABGEN), em Belém-PA.

O sangue foi mantido resfriado até o processamento e o DNA gendmico foi
extraido de acordo com um protocolo inorganico pré-estabelecido descrito na
Tabela 1. A metodologia utilizada para obtencdo de DNA é simples, rapida e

eficaz para uso em estudos de marcadores com PCR.
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Apos a extragcdo, o DNA foi centrifugado e lavado com 1 ml de alcool etilico
(etanol 70%) para remover sais, e colocado para secar a temperatura ambiente. O
precipitado foi dissolvido em 20 ml de tamp&o TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 1 mM
EDTA), contendo RNAse (10 ml.ml™"). As aliquotas foram armazenadas a —20°C.

Os DNAs extraidos foram submetidos a eletroforese horizontal e
quantificados em gel de agarose a 1%. Foi utilizado 5 pl de DNA, acrescido de 2
Ml de tampdo de carregamento e 4 pl de agua destilada autoclavada. A
interpretacao do gel foi baseada na intensidade das bandas dos DNAs de equinos
comparadas com as intensidades das bandas do DNA integro de bacteriéfago
Lambda (50, 100 e 200 ng/ul). Apds a quantificagdo, os DNAs foram diluidos a
partir da amostra total com agua destilada autoclavada para a concentragao de 3

ng/ul. As aliquotas foram armazenadas a —20° C.
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Tabela 1-Protocolo para a extragdo de DNA a partir de sangue.

Material:

TE: Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8

Tampao 1: (10 X): 82,91 g de NH4CI;10,01g de KHCo03; 40 ml de EDTA 0,2 M
pH 7,4.

Tampéo 2: 10 ml de Tris-Hcl 1M pH 8,0; 23,38 g de NaCl 4M; 10 de EDTA 0,2
M pH 8,2

Amostra: 10 ml de sangue

Metodologia:

Inversado do tubo para obter uma solugdo homogénea
Centrifugar 10 minutos a 3.000 rpm
Pescagem e transferéncia do linfécito
Adicionar 15 ml de tampéao1

Agitar em vortex

Colocar em gelo por 30 minutos
Centrifugar 10 minutos a 3.000 rpm
Descartar o sobrenadante

Adicionar 10ml de tampéao 1
Centrifugar 5 minutos a 3.000 rpm
Descartar o sobrenadante
Ressuspender o pellet em 5 ml de tampao 2
Agitar em vortex

Adicionar 20 ul de Proteinase K
Adicionar 300 pl de SDS 10%

Incubar 37 ° C durante 30 minutos
Adicionar 1 ml de NaCl 5M

Agitar vigorosamente por 15 segundos
Centrifugar 10 minutos a 3.000 rpm
Transferir o sobrenadante

Centrifugar 10 minutos a 3000 rpm
Transferir o sobrenadante

Precipitar o DNA com alcool etilico
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4.3- Microssatélites estudados

Foram utilizados vinte e dois microssatélites (Tabela 2) para a realizagdo dos

estudos de caracterizagédo da raga Marajoara e comparagao com as demais ragas.

Tabela 2 - Microssatélites tipificados para a caracterizagao da raga Marajoara.

Locus  direto (5-3") e reverso (5°-3") (bp) Referéncia

HTG4 CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC 127-141  Ellegren et al.,
CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC (1992)

AHT4 AACCGCCTGAGCAAGGAAGT 138-170  Binns et al. ,(1995)
GCTCCCAGAGAGTTTACCCT

HMS7 CAGGAAACTCATGTTGATACCATC 167-191  Guerin et al,
TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT (1994)

ASB2 CCTTCCTGTAGTTTAAGCTTCTG 222-256 Breen et al. (1997)
CACAACTGAGTTCTCTGATAGG

ASB17 GAGGGCGGTACCTTTGTACC 89-131  Breen et al,
CACAACTGAGTTCTCTGATAGG (1997)

HMS6 GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG  153-171  Guerin et  al.,
CTCCATCTTGTGAAGTGTAACTCA (1994)

ASB23 GCAAGGATGAAGAGGGCAGC 179-213  Lear et al., (1999)

CTGGTGGGTTAGATGAGAAGTC
HTG10 CAATTCCCGCCCCACCCCCGGCA 89-115  Marklund et al,

TTTTTATTCTGATCTGTCACATTT (1994)

HMS3 CCAACTCTTTGTCACATAACAAGA 150-174  Guerin et al,
CCATCCTCACTTTTTCACTTTGTT (1994)

LEX33 TTTAATCAAAGGATTCAGTTG 194-220  Shiue et al. (1999)
TTTCTCTTCAGGTGTCCTC

T287 ATCAGAGAACACCAAGAAGG 230 Tozaki et al.,
TCTCTGCTATAGGTAAGGTC (2001)

T294 GATCTATGTGCTAGCAAACAC 221 Tozaki et al.,
CTAGTGTTTCAGATAGCCTC (2001)

T297 GTCTTTTTGTGCCTCGGTG 228 Tozaki et al,
TCAGGGGACAGTGGCAGCAG (2001)

T301 AATGGTGGCTAATCAATGGG 151 Tozaki et al.,
GTGTATGATGCCCTCATCTC (2001)
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(continuacgao da Tab. 2)

Locus direto (5-3") e reverso (5°-3") (bp) Referéncia

T312 AACCTGGGTTTCTGTTGTTG 114 Tozaki et al.,
GATCCTTCTTTTTATGGCTG (2001)

T321 TTGTTGGGTTTAGGTATGAAGG 200 Tozaki et al.,
GTGTCAATGTGACTTCAAGAAC (2001)

T325 GGATGGAGTGAGATAATACC 191 Tozaki et al.,
TGGATGAACCATGAATAGTG (2001)

T333 CCTTCACTAGCCTTCAAATG 107 Tozaki et al.,
TTGTGTTTAGACAGTGCTGC (2001)

T341 TATCCAGTCACCCATTTTAC 156 Tozaki et al.,
TTGTGTCAGTACACTCTATG (2001)

T394 GCATCATCGCCTTGAAGTTG 244 Tozaki et al.,
CCTTTCTGGTTGGTATCCCTG (2001)

T343 TAGTCCCTATTTCTCCTGAG 171 Tozaki et al.,
AAACCCACAGATACTCTAGA (2001)

T344 GTGTCCATCAATGGATGAAG 109 Tozaki et al.,
CTTAAGGCTAAATAATATCCC (2001)

Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (Tabela 3) e as condigbes de
amplificacdo especificas de cada microssatélite se encontram na Tabela 4.
Preparou-se uma mistura de reacdo em um volume suficiente para que as
amostras que se queria amplificar se distribuissem nos pogos em um volume de
10 ul para cada uma. Acrescentou-se o DNA correspondente a cada uma. Se
acrescentou 6leo mineral e se levou a 95 °C durante 4 min. Realizou-se a
amplificagdo em um termociclador Amplitron Il, modelo DB. 80225, sendo 30

ciclos de 95 °C a 45 seg, 56-60 °C a 45 seg, 75 °C a 1 min e no final 10 min a 72

°C.

A amplificagdo dos microssatélites foi realizada

com a técnica da
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Tabela 3- Protocolo para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Materiais e solugdes para as reagdoes multiplex:
Taq Polimerase (5Unidades/ul)

Tampao de amplificagao 10x

DNTP’s

Mistura de primers

DNA genbémico

HoO MiliQ

Oleo mineral

Procedimento:

Mistura de reagao para uma amostra (ul)
- H2O MiliQ-1,3

-Taq -0,5

- Tampéo (10x) -2,0

- MgCl; (50 mM)-1

- dNTPs (25 mM)- 0,2

- Mistura de primers-5¢e 8

- DNA Genbmico-5

Total: 15

- Oleo mineral- 15

Com o objetivo de reduzir o numero de reacbes e o0s custos dos
experimentos os microssatélites foram agrupados em duas reag¢des multiplex. As
condicbes para cada reacao multiplex para os microssatélites estudados se

observa na Tabela 4.
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Tabela 4 - Condi¢cdes de amplificacao especificas para cada microssatélite.

Reacao Microssatélite (uM) TA (°C) Fluorocromo
multiplex
M1 AHT4 0,060 60 C FAM

ASB17 0,110 HEX

ASB23 0,070 HEX

HMS6 0,120 HEX

HMS7 0,100 FAM

Continuacao da Tab. 4)

Reacao Microssatélite (uM) TA (°C) Fluorocromo
multiplex
HTG4 0,060 FAM
M2 HMS3 0,150 56°C NED
ASB2 0,160 FAM
HTG10 0,200 NED
LEX33 0,500 NED
M1 T287 0,060 60°C FAM
T294 0,110 NED
T297 0,070 HEX
T301 0,120 HEX
T312 0,100 HEX
T321 0,060 FAM
T325 0,150 NED
T333 0,160 NED
T341 0,200 NED
T394 0,500 NED
T343 0,120 FAM
T344 0,160 FAM

Para a separagédo dos diversos fragmentos obtidos através da PCR se
submeteu estes produtos a eletroforese em gel de poliacrilamida (Tabela 5) no
sequenciador automatico ABI 377XL. As amostras foram previamente misturadas
com um marcador de tamanhos de fragmentos e com formamida. Desnaturalizou-
se a mistura submetendo-a a uma temperatura de 95 °C durante 2 minutos e se

colocou em cada pogo do gel 1,5 pl.
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Tabela 5 - Protocolo para preparagao de gel de poliacrilamida 6%.

Material:

Uréia 6M

TBE 5X: Tris base 0,45 M; acido boérico 0,45 M; EDTA 10 mM, pH=7,5-7,8
Solugao de acrilamida/bisacrilamida 19/1 40%.

Persulfato de aménia 10% (p/v)

Temed

Agua ultrapura

Cristais e separadores de plastico

Pente de 46 pogos

Método:

Diluir 16,8 g de uréia em 10 ml de agua destilada e 8 ml de TBE 5X.

Aquecer a 50 °C até a completa dissolugao da uréia

Acrescentar 6 ml de acrilamida/bisacrilamida, e completar com agua até 40 ml
e deixar esfriar

Acrescentar 20 ml de Temed e 300 ml de persulfato de aménia

Verter o gel entre os cristais, evitando formar borbulhas e deixar polimerizar

umas 2 horas

Os resultados das andlises de fragmentos e a caracterizagao alélica

realizaram-se mediante os softwares GENESCAN ANALISYS v 3.1.2 e

GENOTYPER v 2.5, respectivamente. No GENESCAN ANALYSIS v.3.2.1 o
tamanho dos produtos amplificados é calculado utilizando uma curva de regressao
que toma como referéncia um marcador interno de tamanhos pré-estabelecidos. O
marcador interno utilizado € o Genescan HV 400 que produz fragmentos de
seguintes tamanhos: 50, 60, 90, 100, 120, 150, 160, 180, 190, 200, 220, 240, 260,

280, 290, 300, 320, 340, 360, 380 e 400

A utilizacdo do sequenciador automatico e do programa GENESCAN
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ANALYSIS possibilita a marcacao dos primers com fluorocromos de trés cores
distintas (azul, verde, e amarelo), utilizando a cor vermelha para marcar o padrao
interno, o que otimiza os gastos ja que se pode compatibilizar o uso de varios
microssatélites carregados com fluorocromo distintos em uma mesma corrida. Os
dados resultantes desta anadlise alimentam o software Genotyper v2.5 que, pela
leitura de cada pico detectado, identifica os tamanhos dos alelos em cada

individuo para cada locus estudado.

A distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre racas foi estudada
através da estatistica F de Wrigth (1969), de acordo com Weir & Cockerman
(1984) com o software GENETIX v 4.04 (BELKHIR et al., 2001). Foram calculadas
as distancias genéticas entre populagdes segundo a proposta de Nei (1972),
utilizando o programa Populations 1.2.28 (LANGELA 2002) e construiu-se uma
arvore de topologia genética, segundo o método UPGMA. Realizou-se uma analise
fatorial de correspondéncia (LEBART et al., 1977) para detectar possiveis misturas
entre individuos de diferentes populagdes Esta analise é feita com o mddulo “AFC

Populations”, do GENETIX v 4.04.

O valor das frequéncias alélicas foi obtido contando-se diretamente os
alelos presentes em cada microssatélite, considerando-se a presenca de
homozigose quando se observou um so6 alelo. A anadlise das frequéncias alélicas
obtidas para cada microssatélite por populacdo foi realizada através do

GENEPOP v3.1c (RAYMOND & ROUSSET, 1995).
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4.4-Anadlise da heterozigosidade

A heterozigosidade de um marcador € a probabilidade de um individuo ser
heterozigoto para o locus marcador e é dependente do numero de alelos do
marcador e de sua frequéncia na populacdo e segundo Susol et al, (2000),
marcadores com heterozigosidade esperada =70% sado considerados mais
informativos para realizar estudos de popula¢gées mais confiaveis e precisos (apud
SERENO,2002).

A heterozigosidade observada € a medida da variagdo genética de uma
populacdo, sendo obtida através dos loci presentes na populagdo. Quando uma
populagao estd em equilibrio de Hardy-Weinberg a heterozigosidade observada é

igual a heterozigosidade esperada.

Para a analise da heterozigosidade do conjunto de marcadores e para cada

um deles se utilizou o GENETIX v 4.04. Obteve-se os valores da heterozigosidade

esperada (e) e heterozigosidade observada (I_Jo).

A heterozigosidade esperada se calculou pela equagcdo (Nei &

Roychoudhury, 1974):

2n[l—ifo
H = i=1

‘ 2n-1)

onde n e o tamanho da amostra, x; € a frequéncia do alelo i.
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4.5-Conteudo de informagao polimérfica - PIC

Para o célculo do conteudo de informagao polimérfica (PIC) se introduziu
os dados das frequéncias alélicas em uma planilha de calculo EXCEL (Microsoft).

Os valores de PIC foram realizados segundo Botstein et al., (1980):

k k-1 k
PIC = I—LfoJ —Z Z2xi2x§
i=1

i=1 j=i+1
onde k é o numero de alelos, x;, x;: frequéncia dos alelos i e j respectivamente.

Segundo Botstein et al. (1980) os valores superiores a 0,5 sdo considerados
muito informativos, os valores entre 0,25 e 0,5 medianamente informativos e os

valores inferiores a 0,25 pouco informativos.

4.6-Equilibrio de Hardy-Weinberg

A anadlise do equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada para cada
locus/populagdo segundo Guo & Thompson (1992) com o uso do algoritmo em

cadeia Markoviana, através do GENEPOP v 3.1 (RAYMOND & ROUSSET, 1995).

4.7-Analise dos indices de diferenciagao genética(Fis, Fst e Fit) e Gst

A acao das forgcas da evolugdo leva a diferenciacio intra-especifica e para

quantificar esta diferenciacao se utiliza a estatistica F que oferece uma medida que
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quantifica o grau de relacdo entre os diversos pares de alelos. Segundo Wright
(1969) a estatistica Fst constitui uma medida de diversidade genética animal ja que

avalia o grau de consanguinidade de uma subpopulagédo dentro da populagao.

As estatisticas Fis, Fir, Fst propostas por Wright medem os desvios das
frequéncias genotipicas em populagdes subdivididas. Weir & Cockerham (1984)
propde trés medidas equivalentes as estatisticas de Wright, a serem utilizados em

individuos dipldides :
F=F, ©=Fst f=Fs

As estatisticas F, © e fforam obtidas pelo programa GENEPOP. No célculo

do coeficiente de diferenciagdo genética Gsr se utilizou o DISPAN (OTA, 1993)

em que:
H
GST:HeS
ér

Hes.  diversidade genética ou heterozigosidade esperada entre

subpopulagdes

He; . diversidade genética ou heterozigosidade na populagao total (NEI,

1973).

As estatisticas F(F, © e f) segundo Weir & Cockerham (1984), foram

calculadas usando o programa computacional GENETIX v 4.04

Também foi realizada a Analise da Componente Principal pelo método de
comparacao dos valores de Fsr estimados tanto entre os pares de cada raca
quanto entre pares de todos os individuos contidos em cada raca avaliada.

Valores de bootstrap foram obtidos com 1000 repeticdbes para testar a
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consisténcia dos componentes principais obtidos. Os resultados foram gerados do
software PCA (GOUDET, 1999).

4.8-Estudo de distancias genéticas
As medidas de distancia genética sao indicadores das relagdes entre

espécies e sao Uteis para reconstrucao histérica das relagdes filogenéticas entre

grupos.

4.8.1-Estudos populacionais

O software POPULATIONS foi utilizado para o calculo da distancia padrao

de Nei (D) e a distancia de Reynolds (D Rreynolds):

2 X,

D=-In| —= 1 ()

2 2
IZX[ lzyl DReynolds - 21— Zixiyi )

Na obtencéo da distancia de Nei (Da) se empregou a aplicacédo DISPAN.
D,=1- ZV XVi

Para o calculo da distancia de Shriver (Dsw) se empregou o programa

MICROSAT v.1.5b (MINCH, 1998).

D, = WXY_(W;(+ W;,)/Z

onde:

Wy= le - lwlxixi' Wy = le - flytyﬂ Wy = le - z‘|xl.y[,

i1 il il
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Para as distancias estudadas x; e y; sédo a frequéncia do iésimo alelo

respectivamente na populagéo Xe Y.

4.8.1.1-Arvores de distancia genética

Utilizou-se a distancia Dp para a construgao da arvore filogenética baseada
no método Neighbour-Joining (SAITOU & NEI, 1987) e o método UPGMA de
Sneath & Sokal (1973). Para a confiabilidade das medidas de distancia e das
arvores obtidas para cada medida de distancia se utilizou o “bootstraping” (com

1.000 pseudoréplicas) com substituicdo dos loci (FELSENSTEIN, 1995).

Para a constru¢do de uma arvore filogenética tomando os individuos como
unidades taxonémicas operacionais (OTU) se utilizou o POPULATIONS para
calcular os pares de distancias genéticas entre individuos baseados na propor¢ao
de alelos. Os valores das distancias obtidos a partir dos pares de distancias
genéticas entre individuos baseados na propor¢cdo de alelos compartidos Psa
(BOWCOCK et al., 1994) foram utilizados para construir uma arvore individual
filogenética baseado no algoritmo UPGMA (RUIZ-LINARES, 1999) empregando a

aplicagdo PHYLIP v.3.57c (FELSENTEIN, 1995).

D, =1- [ZiSA/2VJ
=)

r numero de loci

onde:

isa: variavel légica tomando o valor do alelo i: se isa = 0, ndo se compartem

alelos; se isa= 1, se comparte um alelo; se isp = 2, se compartem dois alelos.

Maria Rosa T. Da R. Costa 2007 Tese de Doutorado (UFPA)



5-RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados refletem a caracterizacdo genética da raga Marajoara
realizada a partir de vinte e dois microssatélites estudados, além de um estudo
comparativo, através de distancias genéticas com as racas Arabe, Asturcon, Pura
Raca Espanhola, Puro Sangue Inglés, Losino, Mallorquina, Menorquina, Potoka,
Mangalarga, Marajoara, Puruca, Pantaneiro e Lusitano, como contribuicdo na
tentativa de esclarecer a origem da raga foco do trabalho que € a Marajoara.

5.1-Microssatélites genotipados

O padrao dos alelos detectados para os locus HTG4, AHT4, HMS7, ASB2,
ASB17, HMS6, ASB23, HTG10, HMS3, LEX33, T287, T294, T297, T301, T312,
T321, T325, T33, T341, T394, T343 e T344 na ragca Marajoara podem ser

observado nas figuras de 4 a 25.

Pico: Scan 1792 Tamanho: 159,26 Altura: 1332 Area: 8318 Catgoria: AHT4:0
1 1 N 1 N 1 N 1 N 1 ' 1 ! 1 ! 1 1 ' I ' I
148 148 150 152 154 158 158 180 182 184 5

N o [ Q R c T_]

Figura 4- Padrao de alelos detectados para o locus AHT4
na ragca Marajoara.
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Pico: Scan 1589

Tamanho: 137,54
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Altura: 986 Area: 8590
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Figura 5- Padr&o de alelos detectados para o locus

HTG4 na raga Marajoara.

Pico: Scan 2059 Tamanho: 187,21 Altura: 142 Area: 997  Categoria: HMS7:0
P T A " " "I T " I " I "I "R ™
[ J K L W N o P o R 0
1.fsa 1
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Figura 6- Padr&do de alelos detectados para o locus

HMS7 na raga Marajoara.
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Pico: Scan 2644 Tamanho: 246,83 Altura: 807 Arca: 4920 Categoria: ASB2:M
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Figura 7- Padrao de alelos detectados para o locus
ASB2 na raga Marajoara.

Pico: Scan 1444 Tamanho: 121,35 Altura: 1993 Area: 11423 Categoria: ASBI7:R
B 0 @ 54 s S8 W0 12 104 108 W8 10 112 114 18 s 120 k2 i
o £ F & H | 4 K L M N o P @ R s

1500
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Figura 8- Padrao de alelos detectados para o locus
ASB17 na raga Marajoara.
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Pico: Scan 1904 Tamanho: 171,22 Altura: 1774 Area: 10335 Categoria: HMS6:P

T T T T
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126
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Figura 9- Padrao de alelos detectados para o locus
HMS6 na raga Marajoara.

Pico: Scan 2342 Tamanho: 216,20 Altura: 491 Arca: 3541 Categoria: ASB23:U
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Figura 10- Padrao de alelos detectados para o locus
ASB23 na raga Marajoara.
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Figura 11- Padr&o de alelos detectados para o locus
HTG10 na raga Marajoara.
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Figura 12- Padrdo de alelos detectados para o locus
HMS3 na raga Marajoara.
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Pico: Scan 2388

Tamanho: 220,61

Altura: 1355 Area: 10052 Categoria: LEX33:R
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Figura 13- Padrdo de alelos detectados para o locus
LEX33 na raga Marajoara.

Pico: Scan 2012

Tamanho: 171,00

Altura: 218 Arca: 1785 Categoria: 343:U
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Figura 14- Padr&o de alelos detectados para o /ocus
T343 na raca Marajoara.
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Pico: Scan 1444 Tamanho: 106,77

Altura: 383 Arca: 1778 Categoria: 344:R
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Figura 15- Padrao de alelos detectados para o locus

T344 na raca Marajoara.
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Figura 16- Padrao de alelos detectados para o locus

T312 na raga Marajoara.

Maria Rosa T. Da R. Costa

2007

Tese de Doutorado (UFPA)




Pico: Scan 1963 Tamanho: 165,63 Altura: 331 Area: 2501 Categoria: 301:S
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Figura 17- Padrao de alelos detectados para o locus
T301 na ragca Marajoara.

Pico: Scan 2675 Tamanho: 239,28 Altura: 1094 Area: 10089  Categoria: 297:P
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Figura 18- Padrao de alelos detectados para o l6cus
T297 na raga Marajoara.
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Pico: Scan 1312 Tamanho: 91,96 Altura: 1306 Area: 6831 Categoria: 333:]
_—

G__H Ji_K L M N O P o R

1.fsa 1

3.fsa

4.fsa

5.fsa

T—TT T * T -Trrrr—rTrrTrr1rrrTrrrr T
84 88 88 0 4 96 98 100 102 104 108 108 110 112 114 116 118
] H

Figura 19- Padr&o de alelos detectados para o locus

T333 na raga Marajoara.
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Figura 20- Padrao de alelos detectados para o locus

T341 na ragca Marajoara.
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Pico: Scan 2048

Tamanho: 174,55 Altura: 461 Arca: 2419 Categoria: 325:F
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Figura 21-Padrao de alelos detectados para o locus
T325 na raga marajoara.
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Figura 22- Padr&o de alelos detectados para o locus
T294 na raga Marajoara.
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Pico: Scan 2810 Tamanho: 252,97 Altura: 1186 Arca: 11349 Categoria: 394:P
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Figura 23- Padrao de alelos detectados para o locus
T394 na raca Marajoara.

Pico: Scan 2162 Tamanho: 186,83 Altura: 3394 Area: 21003 Categoria: 321:1
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Figura 24- Padr&o de alelos detectados para o locus
T321 na raga Marajoara.
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Pico: Scan 2500 Tamanho: 221,13 Altura: 512 Area: 2851 Categoria: 287:K
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Figura 25- Padr&o de alelos detectados para o locus
T287 na raga Marajoara.

5.2- Numero total de alelos (NTA), PIC e heterozigosidades

Foram detectados 236 alelos para os 22 microssatélites estudados, sendo
que todos os loci foram polimérficos € o numero de alelos detectados variou de 6
para o locus HMS6 até 16 para o locus ASB17 (Tabela 6). Barker (1994) sugere
para estudos de diversidade a utilizagao de loci com, no minimo, quatro diferentes
alelos. A média dos alelos variou entre 4,8 para o locus ASB23 e 9,6 para o locus
ASB17, indicando, em média, a alta diversidade alélica nos grupos estudados. Em
geral, observa-se uma relagao direta entre o numero de alelos de cada marcador
e a média de alelos, sendo o0 microssatélite ASB17 o mais polimorfico

apresentando 16 alelos..
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Normalmente ha uma relagao direta entre o numero de alelos que exibe
cada microssatélite e a média de alelos, porém, esta circunstancia nem sempre
se cumpre, podendo ocorrer microssatélites que apresentam muitos alelos e tém
média de alelos mais baixa que outros microssatélites, com um numero menor de
alelos totais. Este é o caso do microssatélite ASB23 com 10 alelos e uma média
de 4,8.

Os valores de PIC para cada microssatélite variaram entre 0,8396 para o
locus T394 e 0,5872 para o T294. Os marcadores AHT4, HTG10, T297,T321,
T333,e T394 apresentaram valores de PIC maiores que 0,80. Em relagdo ao PIC,
que mostra o quao informativo € o marcador, valores acima de 50% sé&o
considerados bastante informativos, conferindo maior confiabilidade a selecao dos
mesmos (BOTSTEIN et al, 1980) e os marcadores escolhidos para este trabalho
estdo de acordo com este critério.

Os valores de He variaram entre um maximo de 0,80 para o marcador T394
e um minimo de 0,65 para os marcadores HTG4 e HMS6. Para a heterozigosidade
observada o minimo foi de 0,66 para o locus HTG4 e o maximo de 0,82 para o
locus T394 (Tabela 6)

Valores de heterozigosidade ligeiramente superiores foram obtidos por
Sereno (2002) caracterizando a ragca Pantaneira com doze marcadores, dentre os
quais nove foram analisados neste trabalho sendo HTG4, AHT4, HMS7, ASB2,
ASB17, HMS6, ASB23, HTG10 e LEX33. Valores semelhantes foram obtidos por
Guérin et al. (1994) e Canon et al.(2000).

Deve-se avaliar, ainda, as diferencas entre as heterozigosidades, pois séo

indicativas do quanto os marcadores estdo equilibrados comparando-se com os
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resultados da prova de Hardy-Weinberg. Neste estudo, observou-se uma
consideravel homogeneidade, em todos os casos, pois, mesmo nas maiores
diferengas obtidas nos marcadores T321 e HMS6 os valores foram baixos (0,046 e
0,035). Por outro lado, as menores diferengas foram encontradas para os
marcadores ASB17 e LEX33 (0,002).

Analisando-se de maneira conjunta os valores do PIC e das
heterozigosidades encontrados, observa-se que, neste estudo, refletem o

polimorfismo de cada marcador nas populacdes estudadas.
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Tabela 6.- Microssatélites analisados, numero e média de
alelos detectados, PIC e Heterozigosidades esperada e

observada.

Locus N° Média P/C He Ho

HTG4 7 5,6 0,6775 0,6533 0,6623
AHT4 9 6,2 0,8042 0,7804  0,8061
HMS7 8 5,6 0,6915 0,7402 0,7233
ASB2 11 8,5 0,7822 0,7566  0,7705
ASB17 16 9,6 0,7836 0,7743 00,7727
HMS6 6 5,2 0,7363 0,6586 0,6933
ASB23 10 4.8 0,7641 0,7613  0,7469
HTG10 10 8,4 0,8210 0,7693  0,7366
HMS3 8 5,4 0,7920 0,7426  0,7611
LEX33 9 6,4 0,7928 0,7361 0,7385
T287 11 8,4 0,7662 0,7393 0,7241
T294 14 9,2 0,5872 0,6653  0,6947
T297 12 8,2 0,8167 0,7644  0,7702
T301 11 8,4 0,7926 0,7360 0,7491
7312 1M 8,4 0,7332 0,7763  0,7922
T321 12 8,4 0,8377 0,6649 0,7108
7325 13 8,6 0,7266 0,7893  0,7965
T333 13 8,8 0,8062 0,7546  0,7396
T341 9 6,4 0,7359 0,7293 0,7077
T394 10 8,2 0,8396 0,8052 0,8286
T343 15 9,4 0,7634 0,7288 0,7315
T344 11 8,2 0,7076 0,7070 0,7042

He: Conteudo de Informacéo Polimorfica-PIC Heterozigosidade
esperada. Ho: Heterozigosidade observada.

5.3-Média de alelos e heterozigosidades por populagao
A média de alelos em cada populagéo (Tabela 7) indica, de uma certa forma,
a variabilidade genética das populagdes estudadas. Os valores oscilaram entre

5,68 (Puro Sangue Inglés) e 8,50 (Pantaneiro). Em geral, espera-se que os
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valores mais altos procedam das variedades mais numerosas e difundidas e os

mais baixos se associem a variedades cujos animais sejam mais consanguineos.

Outra maneira de avaliar a diversidade genética para um determinado grupo
genético é mediante a propor¢édo de individuos heterozigotos presentes na
populacdo ou heterozigosidade. Nessa mesma Tabela pode ser observado os
valores para a heterozigosidade média esperada, que € a diversidade genética e
para a heterozigosidade média observada. No caso da heterozigosidade
observada o valor mais baixo (0,6353) foi obtido na raca Arabe e o maior (0,7854)

na ragca Pantaneiro.

Para a heterozigosidade esperada o menor valor corresponde a raca Arabe
(0,6725) e o maior valor de 0,7960 corresponde a Marajoara. Isto pode ser
explicado pela condicdo de ambas as ragas, pois, enquanto a Arabe constitui um
grupo genético fixado e homogéneo, sendo, inclusive, fornecedora de genes em
todo o mundo, a raga Marajoara encontra-se ainda em fase de fixagdo como um
grupo genético definido, ocorrendo, ainda, provavelmente, algum fluxo génico na

populacdo em virtude de cruzamentos com outras racas equinas.

Os valores obtidos apontam para uma situagdo de equilibrio de Hardy-
Weinberg, no caso deste estudo, porém, nem sempre isto ocorre sobretudo,
quando se trata de populacbes animais submetidas a selecdo. Quando as
diferencgas entre as heterozigosidades observada e a esperada sao muito grandes
significa que a populacdo ndo estda em equilibrio, seja pelos efeitos de
consanguinidade ou porque o tamanho da amostra é reduzido. Em geral, se
considera que um nivel de hetezigosidade média superior a 0,5 indica que a

bateria de microssatélites € aceitavelmente informativa para estudos de
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caracterizagao genética. As menores diferencas entre as He e Ho ocorreram na
Pura Raca Espanhola, Menorquina, Potoka, Arabe, Puruca, Pantaneiro, Losino e

Puro Sangue Inglés. A maior diferenga foi no Lusitano.

Os resultados de heterozigosidade observada aqui obtidos sao ligeiramente
superiores aos encontrados por Silva (2006), quando estudou a caracterizagao de
seis racas de cavalos naturalizados, dentre as quais trés foram incluidas neste
trabalho (Pantaneiro, Mangalarga e Puro Sangue Inglés), que apresentaram os
valores de 0,63; 0,70 e 0,62, respectivamente. Tal resultado € bem coerente, pois,
na pratica, se observa que tais ragas sao de formagao recente, envolvendo
cruzamentos com outras ragas, como € o caso do PSI| e Mangalarga ou formagao
através de isolamento reprodutivo, porém com base genética dos fundadores bem

aberta, como é o caso do Pantaneiro.

Tabela 7 - Média de alelos e heterozigosidades esperada e observada
por populagao.

Populagcoes Cddigo Alelos He Ho

Arabe ARA 6,05 0,6725 0,6353
Asturcon AST 7,18 0,7361 0,7584
Pura Raga Espanhola ESP 7,77 0,7522 0,7477
Puro Sangue Inglés ING 5,73 0,7350 0,7418
Losino LOS 8,27 0,7444 0,7522
Mallorquina MAL 6,50 0,7354 0,7583
Menorquina MEN 7,50 0,7450 0,7483
Potoka POT 7,86 0,7796 0,7850
Puro Sangue Inglés PSIBR 5,68 0,7451 0,7611
Arabe EA 5,73 0,6887 0,6873
Mangalarga MG 7,09 0,7630 0,7439
Marajoara MJ 8,27 0,7960 0,7737
Puruca PU 8,23 0,7773 0,7686
Pantaneiro PA 8,50 0,7795 0,7854
Lusitano LUS 8,18 0,7551 0,7082
Média 7,23 0,7413 0,7873
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5.4- Gsr e a estatistica F- Fis (f), Fst (©) e Fit(F).

Na Tabela 8 encontram-se os resultados da estrutura das populagbes de
acordo com os valores do coeficiente de diferenciacdo genética (Gsr) e os de Fis,

Fst e Fit, de acordo com o marcador, para todas as populagdes

Tabela 8 - Microssatélites analisados, Gst e as estatisticas Fis, Fst e Fit

Locus Gst Fis () Fst (6) Fit (F)

HTG4 0,0882 -0,0138 0,0882 0,0755
AHT4 0,0592 -0,0329 0,0592 0,0281
HMS7 0,0681 0,0228 0,0681 0,0894
ASB2 0,0835 -0,0184 0,0835 0,0666
ASB17 0,0883 0,0020 0,0883 0,0902
HMS6 0,0760 -0,0526 0,0760 0,0274
ASB23 0,0819 0,0188 0,0760 0,0992
HTG10 0,0760 0,0424 0,0819 0,1152
HMS3 0,0990 -0,0249 0,0760 0,0765
LEX33 0,0903 -0,0032 0,0903 0,0873
T287 0,0860 0,0206 0,0860 0,1049
T294 0,0959 -0,0440 0,0959 0,0560
T297 0,0958 -0,0076 0,0958 0,0889
T301 0,1050 -0,0177 0,1050 0,0891
7312 0,0938 -0,0204 0,0938 0,0753
T321 0,1354 -0,0678 0,1354 0,0768
T325 0,0903 -0,0090 0,0931 0,0820
7333 0,1095 0,0198 0,1095 0,1272
T341 0,0753 0,0296 0,0753 0,1027
T394 0,0726 -0,0292 0,0726 0,0454
T343 0,1007 -0,0037 0,1007 0,0973
7344 0,0788 0,0039 0,0788 0,0825
TOTAL 0,0900 0,0078 0,0809 0,0881

Nota: Destacam-se os valores de F que superam 0,10. Intervalos de
confianga (IC) de 95%, Fis:-0,0041-0,0177; Fit 0,0772-0,098, Fst
0,0737- 0,0881, estimados com base na reamostragem de 1000
bootstraps por locus.
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Os valores de Gsr sdo bastante similares aos de Fst (©) e oscilam entre
0,0592 para o locus AHT4 e 0,1354 para o T321. O valor médio de Fst (©) para
todos os loci foi de 8% e variou de 13% para o locus T321 a 5 % para o locus
AHT4, dentro de um intervalo de confianca de 95%. Analisando-se tal
diferenciacdo pode-se deduzir que, apesar das ragcas equinas apresentarem
fendtipos diversos e viverem nos mais diversos ambientes em todo o mundo,
apresentam-se bem semelhantes no gendtipo, evidenciando que formam grupos
homogéneos bem fixados. Para o Ggst este valor é de 9%, indicando que somente
esta proporcdo ¢é responsavel pela diferenca entre populagbes e 91%
corresponde as diferengas entre individuos. Um resultado superior a 0,10 ja indica

um consideravel nivel de diferenciagao.

Os valores de Fst(8©) indicam o nivel de diferenciagdo genética médio que
se manifesta nas subpopulacdes definidas e é a fragdo da diversidade total que é
causada pela diferenca entre populagbes ou mesmo pela propor¢cao da variancia
génica total devida a subdivisdo. De acordo com Wright (1969), valores de Fst
entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciacdo moderada, entre 0,15 e 0,25 alta e acima

de 0,25 muito alta.

A coluna F (Fit) indica o coeficiente de consanguinidade para o total da
populacdo e a coluna f (Fis) a média deste obtida a partir do coeficiente de
consanguinidade de cada uma das subpopulagdes em que se divide a populagao
e indica a proporgcdo da variancia contida em subpopulagdes ou variabilidade

genética intra-racial e podem assumir valores entre -1 e 1.

Os valores de Fit(F) vao de 0,0274 para o locus HMS6 até 0,1272 para o
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locusT333. O Fis ( f) oscila entre valores de -0,0090 para o locus T325 e 0,0424
para o locus HTG10. Os valores baixos de Fis (f) indicam que ha pouca
consanguinidade dentro das populagbes para cada um dos marcadores e
comprovam que os marcadores se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Os valores negativos indicam que ha um excesso de heterozigotos, ainda que em

nenhum caso tenha alcancgado o valor de -0,1.

Esta baixa expressdo de consanguinidade e o0 excesso de
heterozigosidade indicam que os grupos genéticos, conseguiram, ao longo dos
tempos, nos mais diversos ambientes, desenvolver genes proprios, conferindo
caracteristicas singulares e peculiares. Neste estudo o cavalo Marajoara
demonstra isso, quando sobrevive em regido indspita, onde a combinagéo de alta

umidade e temperatura, resultou num fenétipo bem adaptado e produtivo.

O valor de F de 8,8%, para todos os loci, demonstra que as
subpopulagdes sdo homogéneas em uma analise global. Valores de Fit (F)
superiores a 0,10 indicam uma baixa resolugdo dos marcadores em estudos de
diferenciagao genética. Neste caso somente quatro marcadores apresentaram um
F superior a 0,10. Valores similares foram obtidos por Sereno (2002) estudando a
caracterizagdo genética da raga Pantaneira que, igualmente a Marajoara,

sobrevive em condi¢des adversas.

Resumindo-se, pode-se afirmar que a diferenciagdo genética entre as
populacdes é maior do que dentro de cada uma delas. Disto deduz-se que apesar
das ragas equinas, em geral, estarem muito proximas geneticamente,

conseguiram fixar grupos genéticos ou ecotipos bem caracteristicos, de acordo
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com as condi¢gdes ambientais de cada local onde se desenvolveram e receberam
manejo diferenciado.
5.5-Frequéncias alélicas
Na Tabela 9 observa-se as frequiéncias alélicas por populagdo e marcador.

No caso dos microssatélites HMS6 e ASB23 o cavalo Marajoara apresenta
uma distribuicdo de frequéncias uniforme com cinco dos seis alelos com
frequéncias superiores a 10%. Os loci ASB2, ASB17, HTG10, T287 e T344 exibem
10 alelos para o Marajoara mais que no restante das populagdes, ainda que a
distribuicdo das frequéncias seja muito irregular. No locus T294 o alelo mais
frequente foi 0 202 com uma freqiéncia de 57,41%, mas néao foi exclusivo da raga
Marajoara, uma vez que esta presente nas outras ragas com frequéncias
superiores a 20%, excetuando-se na ragca Pantaneira. Os loci em que o Marajoara

apresenta menos alelos sdo o0 ASB23 e o0 T294 com seis alelos.

Outros loci sdo pouco informativos ja que o alelo mais frequente € o mesmo
para a maioria das populagdes, por exemplo, T344, T343, T325, T341,

T321,T312, T287, LEX33, HMS6 e HTG4.

O alelo mais frequente do locus HMS6 para todas as populagdes é o 196, o
que o torna pouco informativo. Neste locus as populagdes com mais alelos sao a

Marajoara, Puruca e Pantaneiro que exibem seis alelos.

A maioria das populagdes exibe mais que cinco alelos em todos os

marcadores excetuando-se a Arabe que exibe trés marcadores no locus T341.
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Tabela 9- Frequéncia de alelos por marcador e populagdao destacando-se o mais

frequente.

Locus HTG4 196 198 200 202 204 206 208

PSIBR 59,57 30,85 3,19 6,38

EA 32,00 16,00 50,00 2,00

MG 3,33 30,00 43,33 5,00 3,33 15,00

MJ 8,33 25,00 44,44 648 556 10,19

PU 957 3511 3511 426 851 6,38 1,06

PA 556 20,63 52,38 10,32 1,59 9,52

Locus 190 192 194 196 198 200 202 204 206
AHT4

PSIBR 20,21 19,15 26,60 34,04

EA 4,00 10,00 36,00 8,00 12,00 30,00

MG 13,33 8,33 21,67 43,33 3,33 10,00

MJ 21,30 16,67 20,37 21,30 6,48 3,70 0,93 8,33 0,93
PU 15,96 8,51 17,02 36,47 1,06 4,26 15,96 1,06
PA 3413 1587 6,35 14,29 3,17 6,35 0,79 19,05

Locus 194 196 198 200 202 204 206 208
HMS7

PSIBR 14,89 12,77 25,53 28,72 18,09

EA 16,00 14,00 42,00 4,00 2,00 22,00

MG 1,67 35,00 26,67 18,33 16,67 1,67

MJ 0,93 5,56 25,93 7,41 21,30 37,96 0,93

PU 1,06 7,45 35,11 21,28 9,57 24,47 1,06

PA 38,10 7,14 22,22 20,63 11,11 0,79
Locus 178 180 192 196 198 200 202 204 206 208 210
ASB2

PSIBR 6,38 23,40 14,89 12,77 532 3,19 20,21 13,83
EA 2,00 4,00 6,00 16,00 72,00

MG 6,67 6,67 5,00 8,33 25,00 26,67 11,67 10,00

MJ 9,26 185 463 3,70 0,93 1574 16,67 11,11 34,26 1,85
PU 3,19 1,06 2,13 532 851 28,72 17,02 6,38 27,66

PA 476 2,38 8,73 714 714 27,78 11,11 8,73 22,22
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(Continuagéo da Tab. 9)

Locus 182 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 216
ASB17

PSIB 26,6 745 340 17,0 15,0

EA 20 200 14,0 2,0 20,0 140 6,00 4,00 36,0

MG 107 3,33 13,3 13,3 10,0 40,0 17 17
MJ 102 278 56 37 741 370 185 120 463 148

PU 5,32 21 11 85 170 330 106 117 426 149

PA 238 238 08 48 56 16 159 206 873 159 357

Locus 196 198 200 204 206 208
HMS6

PSIBR 17,02 5,32 27,66 1,06 48,94

EA 16,00 40,00 10,00 4,00 30,00

MG 3,33 15,00 25,00 56,67

MJ 5,56 13,89 17,59 12,96 38,89 11,11
PU 5,32 13,83 17,02 14,89 45,74 3,19

PA 6,35 15,87 15,08 21,43 35,71 5,56
Locus 188 192 194 196 198 200 210 212 214 216
ASB23

PSIBR 745 2340 37,23 12,77 1,06 14,89 3,19
EA 50,00 16,00 18,00 6,00 8,00 2,00
MG 3,33 11,67 20,00 21,67 6,67 1,67 35,00
MJ 10,19 31,48 2222 16,67 7,41 12,04
PU 213 25,53 36,17 8,51 18,09 2,13 7,45
PA 17,46 2540 12,70 13,49 2,38 11,11 3,17 14,29
Locus 192 196 198 200 202 204 206 208 210 212
HTG10

PSIBR 35,11 8,51 10,64 17,02 15,96 12,77

EA 6,00 24,00 54,00 4,00 12,00

MG 1,67 6,67 3,33 10,00 3,33 20,00 3,33 51,67

MJ 0,93 17,59 8,33 6,48 1296 19,44 185 1,85 24,07, 6,48
PU 1,06 6,38 21,28 10,64 7,45 23,40 426 18,09 7,45
PA 2,38 1,59 9,562 23,02 15,08 15,08 8,73 24,60
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(Continuagao da Tab. 9)

Locus 192 198 200 202 204 206 208 210
HMS3

PSIBR 43,62 22,34 4,26 11,70 17,02 1,06
EA 14,00 4,00 26,00 34,00 2,00 20,00

MG 15,00 18,33 3,33 26,67 30,00 6,67

MJ 11,32 15,09 15,09 28,30 18,87 1,89 9,43
PU 7,61 9,78 35,87 15,22 23,91 1,09 6,52
PA 11,11 0,79 3,17 6,35 19,056 48,41 10,32 0,79
Locus 188 196 198 200 204 206 208 210 214
LEX33

PSIBR 23,40 4043 3,19 26,60 6,38

EA 10,00 34,00 6,00 30,00 6,00 14,00

MG 16,67 36,67 5,00 15,00 1,67 20,00 5,00

MJ 10,19 15,74 25,93 1,85 21,30 5,56 17,59 0,93 0,93
PU 4,26 13,83 39,36 5,32 15,96 21,28

PA 7,14 8,73 44,44 1,59 15,08 15,87 7,14
Locus 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212
T287

PSIBR 10,64 19,15 19,15 51,06

EA 2,00 30,00 26,00 4,00 36,00 2,00
MG 3,33 13,33 11,67 8,33 18,33 16,67 28,33

MJ 1,85 1,856 2500 093 12,04 463 3,70 1574 31,48 2,78
PU 2,13 22,34 745 106 213 426 19,15 38,30 3,19
PA 3,97 1,59 2540 28,557 31,75 2,38 0,79 5,56
Locus 182 186 188 192 194 196 200 202 204 206 210 212 214 216
T294

PSIBR 34,0 17,02 287 53 150

EA 8,0 4,00 44,0 44,0

MG 1,7 33 50,00 267 18,3

mJ 5,6 278 65 10,19 574 17,6

PU 3,2 319 75 532 553 25,5

PA 71 16 71 183 32 3810 079 159 08 16 16 24 16
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(Continuagao daTab. 9)

Locus 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214
T297

PSIBR 30,85 13,83 21,28 26,60 7,45

EA 12,00 28,00 18,00 6,00 36,00

MG 1,67 5,00 15,00 43,33 8,33 8,33 16,67 1,67

MJ 3,10 2,78 11,11 20,37 20,37 13,89 20,37 0,93 6,48

PU 319 213 1,06 18,09 36,17 2128 3,19 7,45 7,45

PA 34,92 12,70 11,90 159 159 238 3,17 19,05 7,14 5,56
Locus 186 192 194 196 198 200 202 204 206 210 212
T301

PSIBR 8,51 3,19 24,47 19,15 41,49 3,19

EA 2,00 2,00 14,00 48,00 32,00 2,00
MG 6,67 13,33 1,67 20,00 45,00 8,33 5,00
MJ 22,22 463 17,59 22,22 20,37 5,56 7,41
PU 18,09 10,64 8,51 14,89 32,98 3,19 11,70
PA 0,79 873 0,79 0,79 8,73 54,76 10,32 0,79 11,11 3,17
Locus 188 192 196 198 200 202 204 206 208 210 212
T312

PSIBR 532 12,77 3511 23,40 1,06 19,15 3,19

EA 2,00 14,00 2,00 48,00 6,00 8,00 20,00

MG 500 23,33 5,00 11,67 10,00 1,67 1167 13,33 10,00 8,33

MJ 12,96 42,59 370 2,78 463 11,11 185 463 1574

PU 8,51 3298 2,13 532 13,83 1,06 12,77 11,70 11,70

PA 4,76 30,16 238 1349 714 794 2143 0,79 11,11 0,79
Locus 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212
T321

PSIBR 39,36 11,70 10,64 1,06 10,64 17,02 9,57
EA 2,00 2,00 78,00 10,00 6,00 2,00

MG 6,67 25,00 31,67 28,33 3,33 5,00
MJ 3,70 6,48 17,59 21,30 14,81 1,85 14,81 11,11 8,33
PU 1,06 4,26 213 26,60 36,17 1,06 1,06 851 851 10,64
PA 7,14 6,35 23,81 2222 714 714 1508 0,79 7,94 2,38
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(Continuagao daTab. 9)

Locus 186 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212
T325

PSIBR 3,19 8,51 8,51 5,32 1,06 37,23 36,17

EA 22,0 40,00 18,00 2,00 12,00 6,00

MG 10,00 10,00 11,67 11,67 11,67 15,00 1,67 15,00 11,67 1,67

MJ 4,72 16,04 2,83 21,70 39,62 8,49 3,77 2,83

PU 8,51 3,19 17,02 6,38 17,02 25,53 11,70 8,51 2,13

PA 18,25 2,38 11,11 22,22 952 7,94 17,46 8,73 2,38
Locus 19 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 218
T333 2

PSIBR 7,45 19,2 8,5 9,57 33,0 223

EA 32,0 6,00 10,0 10,0 380 2,00 20
MG 150 13,3 10,0 1,67 1,67 33 333 100 41,7

mJ 8,33 20,4 1,85 741 185 37 157 269 139

PU 6,38 11,7 4,26 426 3,19 19,2 298 213

PA 1,6 6,35 159 11,9 34,1 11,1 11,1 21,4 0,8

Locus 192 194 196 198 200 202 204 206 208
T341

PSIBR 17,02 20,21 46,81 12,77 3,19
EA 34,00 26,00 40,00

MG 16,67 25,00 21,67 5,00 28,33 3,33

MJ 0,94 30,19 14,15 6,60 28,30 1,89 17,92
PU 5,32 25,53 12,77 4,26 27,66 1,06 1,06 22,34
PA 10,32 26,98 22,22 0,79 24,60 11,90 1,59 1,59
Locus 182 194 196 198 200 202 204 206 208 210
T394

PSIBR 21,28 12,77 20,21 21,28 19,15 5,32

EA 18,00 18,00 26,00 20,00 8,00 10,00

MG 1,67 20,00 3,33 11,67 5,00 25,00 18,33 15,00

MJ 9,26 10,19 8,33 2315 1759 12,04 1,85 12,96 4,63

PU 11,70 2,13 4,26 28,72 19,15 7,45 4,26 8,51 13,83

PA 26,72 4,31 0,86 32,76 1,72 28,45 5,17
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(Continuacéo da Tab. 9)

Locus 186 188 192 194 196 198 200 202 204 206 20 210 212 214 216
T343 8

PSIBR M5 149 213 149 1,06 255
EA 4,0 2,00 40 68,0 14,0 2,0 6,00

MG 6,7 383 17 433 3,33 1,67 5,00
mJ 1,9 370 28 130 120 37,0 7,41 18,5 3,70
PU 21 11,7 43 245 213 25,5 1,06 426 213 213 1,06
PA 1M1 24 32 79 373 159 365

Locus 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212
T344

PSIBR 3,19 15,96 24,47 17,02 11,70 27,66

EA 30,00 30,00 4,00 14,00 22,00

MG 1,67 38,33 1,67 3,33 11,67 35,00 8,33

MJ 1,85 36,11 093 18 278 10,19 2,78 3148 11,11 0,93
PU 1,06 61,70 3,19 1,06 1,06 851 426 1596 3,19

PA 3,17 7,94 32,54 0,79 556 873 159 12,70 26,98
Locus 192 194 196 198 200 202 204 206 208
HTG4

PSIBR 0,045 O 0,080 0,193 0,216 O 0,034 0,034 0,398
EA 0,233 0 0,089 0,044 0389 O 0,011 0,056 0,178
MG 0,244 0 0,233 0,333 0,44 0,011 O 0,033 0

MJ 0,106 0,066 0,131 0,081 0,232 0,006 0,111 0,121 0,146
PU 0320 O 0,200 0,060 0,060 O 0,040 0,140 0,180
PA 0,1628 0,0252 10,1395 0,1356 0,2248 0,0039 0,0543 0,0814 0,1725

5.6-Equilibrio de Hardy-Weinberg

Foram usados os dados obtidos nas frequéncias genotipicas. Assim,

observa-se na Tabela 10 os valores por /locus/populacédo, na qual os valores em

negrito indicam desvios significativos P<0,05 e P<0,01. Realizaram-se testes

exatos de Fisher para testar as propor¢des de Hardy-Weinberg (HALDANE,1954).

No caso destas populagdes (6) e destes marcadores (22) consideraram-se 150

testes. Os loci HTG4, AHT4, HMS7, ASB23,HMS3, T287, T294, T297, T301,
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T312, T325, T333, T343 e T344 ndo estdo em equilibrio em apenas um grupo
estudado e os loci ASB2, ASB17, HMS6, HTG10, LEX33, T321, T341 e T39%4

estdo em equilibrio em todos os grupos

Tabela10- Valores relativos ao equilibrio de Hardy-Weinberg.

Locus PSIBR EA MG MJ PU PA
TG4 0,47 1 0,00 0,23 0,78 0,69
AHT4 0,07 0,01 0,54 0,45 0,50 0,55
HMS7 0,21 0,64 0,77 0,63 0,04 0,94
ASB2 0,73 0,40 0,67 0,67 0,39 0,44
ASB17 0,64 0,41 0,65 0,47 0,64 0,40
HMS6 0,30 0,29 0,63 0,37 0,86 0,63
ASB23 0,67 0,33 0,00 0,51 0,42 0,87
HTG10 0,34 0,93 0,65 0,15 0,46 0,16
HMS3 0,02 0,90 0,17 0,64 0,31 0,98
LEX33 0,25 0,20 0,48 0,66 0,40 0,66
17287 0,77 0,29 0,09 0,12 0,50 0,03
T294 0,39 0,31 0,45 0,02 0,33 0,09
T297 0,38 0,33 0,55 0,01 0,31 0,13
7301 0,73 0,46 0,03 0,39 0,89 0,33
7312 0,64 0,57 0,21 0,44 0,02 0,80
1321 0,20 1 0,77 0,53 0,61 0,51
7325 0,04 0,71 0,19 0,06 0,98 0,54
7333 0,23 0,01 0,88 0,10 0,65 0,36
7341 0,78 0,50 0,43 0,46 0,54 0,46
7394 0,63 0,71 0,96 0,10 0,41 0,27
7343 0,44 0,42 0,17 0,30 0,76 0,00
7344 0,93 0,31 0,39 0,29 0,06 0,00

Valores de P<0,05 e P<0,01 sdo destacados por ndo se encontrar em equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Ainda, na mesma Tabela, ao se observar os marcadores por racgas,

destacam-se as racas Mangalarga e Pantaneiro que apresentam um maior
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numero de marcadores em desequilibrio, ou seja, com 3 dos 22 marcadores
estudados.Provavelmente os desvios em relagé&o ao equilibrio de Hardy-Weinberg
sdo resultantes de influéncias ambientais.

Em geral, o equilibrio observado nas populagbes estudadas demonstra uma
aceitavel homogeneidade génica da espécie, resultante da proximidade dos

genotipos, ndo obstante que cada grupo mantém a sua identidade genética.

5.7-Distancias genéticas e arvores

Na estimativa das distancias genéticas se incluiu a totalidade dos individuos

tipificados. Foram calculadas quatro distancias genéticas distintas.

Os valores obtidos pela Da (Nei, 1973) e Ds (NEI, 1972) estdo na Tabela 11,
enquanto os valores obtidos pelas distancia de Reynolds (1983) e de Dsw Shriver

et al.(1995) estdo na Tabela12.

Levando-se em conta a raga Marajoara, objeto deste estudo, observa-se na
Tabela 11, na parte superior, que as maiores distancias genéticas obtidas, no
caso a Dy, de Nei, foram com o Puro Sangue Inglés (ING e PIBR), seguindo-se
Mallorquina (MAL) e Arabe (ARA e EA); as menores distancias foram com o
Puruca (PU) e Mangalarga (MG). Ainda na mesma Tabela, para a distancia Ds, as
maiores distancias foram com o Puro Sangue Inglés (ING e PSIBR), Mallorquina
(MAL) e Pura Raca espanhola (ESP). Para as menores distancias repetiu-se a
mesma ordem, ou seja, Puruca (PU) seguindo-se a Mangalarga (MG).

Na Tabela 12 encontram-se as distancias de Reynolds (1983) e Shriver et

al., (1995). No primeiro caso, na parte superior, as maiores distancias foram com

o Arabe (ARA e EA), Puro Sangue Inglés (ING e PSIBR), e Pantaneiro (PA). As
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menores foram com o Puruca (PU), Potoka (POT) e Mangalarga (MG). Do mesmo
modo, no segundo caso, as maiores distancias genéticas obtidas, foram com o
Puro Sangue Inglés (ING e PSIBR) e Arabe (EA e ARA). Para as menores
distancias repetiu-se o resultado mais constante, ou seja, Puruca (PU) seguindo-

se a Mangalarga (MG) e Lusitano (LUS).

Observando as duas Tabelas pode-se inferir que as matrizes obtidas, nas
diferentes metodologias de calculo, sdo proporcionalmente similares, pois, na
maioria dos casos, as maiores distancias estdo entre a ragca Marajoara e 0 Puro
Sangue Inglés (ING e PIBR), em seguida o Arabe (ARA e EA) e o Malloquina
(MAL), havendo algumas inversdes nesta ordem, sendo quase constante na
maior diferenciagdo o Puro sangue Inglés (ING e PSIBR) . Por outro lado, as

menores distancias estao sempre o Puruca (PU) e Mangalarga (MG).

Tais resultados podem indicar que a raga Marajoara iniciou um processo de
diferenciagdo genética com o cavalo arabe ha bastante tempo, ndo obstante esse
compartilhar do conjunto génico que Ihe deu origem. Por sua vez, os dados
sugerem que a raga Mangalarga tem formagado recente no genoma da raga
Marajoara, o que € comprovado pela pouca diferenciagao observada em todos os
casos. Ja a raga Puruca aparece, constantemente, muito préxima da Marajoara,
sugerindo que repartem o mesmo ou grande parte do mesmo conjunto génico,
isto €, ndo se encontra divergéncias entre o cavalo Marajoara e 0 mini cavalo
Puruca, pelo contrario, observa-se que estes grupos estdo muito proximos

geneticamente.

A partir da matriz de distdncia D, construi-se as arvores de distancia

segundo o método UPGMA (Figura 26). Na qual estas afirmagdes podem ser
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constatadas quando se observa claramente que o0s grupos genéticos mais
distantes da ragca Marajoara sao PA, ARA, MAL, ING e PSIBR e as mais proximas

sao o PU, MG; LOS, POT, LUS e ESP.

Vale a pena ressaltar que as arvores obtidas ndo dao informacéao sobre a
evolucdo das populagdes e tampouco quais sdo as mais antigas ou mais

modernas e sim as relagdes genéticas entre as populagdes estudadas.

Com o método UPGMA, os valores de replicagdo sao maiores, obtendo-se
arvores com maior consisténcia e as diferencas estdo mais de acordo com a

porcentagem de replicagdes que geram cada ramo.

Assim, observa-se, claramente, grande proximidade genética entre as ragas
Marajoara e Puruca, com valor de “bootstrap”, demonstrando total confiabilidade
(100%), mostrando pouca diferenga dos genomas, onde os cruzamentos
absorventes na raga Puruca fizeram com que, hoje, se possa considerar esta raca
como um verdadeiro reservatdrio de genes para a raga Marajoara, nao obstante
as diferencas fenotipicas, que nada mais sdo que o resultado de uma forte
pressdao de selecdo, sobre poucos caracteres, principalmente com base em

caracteristicas morfolégicas, destacando-se a altura.

Maria Rosa T. Da R. Costa 2007 Tese de Doutorado (UFPA)



ASTURCON
MENORQUINA

MALLORQUINA
LOSINO

POTOKA

LUSITAN:
MANGALARGA

PURA RACA ESPANHOLA

MARAJOARA

PURUCA

PSI-BRA

PSI-ESP
PANTANEIRO

ARAREAR ARABE-ESP

Figura 26 - Arvore de Distancia Genética. Obtida com o Método UPGMA Nota:
PSI-BRA= PSIBR; PSI-ESP= ING.

Tal fato vem ocorrendo desde a formagao desta ultima, ressaltando-se que
o fluxo genético entre as mesmas é continuo, tendo, principalmente o Marajoara
como raga absorvente em muitos casos. Em outros, para se obter animais de
menor porte, como € o caso do mini- cavalo Puruca, usa-se o macho desta raca
com fémeas Marajoaras de boa procedéncia, principalmente devido a

comercializagédo que, no Puruca, atinge maior preco.

Por outro lado, observa-se que estas duas racas estdo em processo de
estabilizagdo sob o ponto de vista genético e o que pode comprometer tal fato € o
fluxo génico indiscriminado com outras ragas introduzidas, colocando em risco de
descaracterizagdo o grupamento que possuir menor numero de animais. Soma-se

a isto o fato de serem ragcas com base em rebanhos fundadores com pouca
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diversidade e tempo de formagdo, haja vista que o inicio de todo o processo

ocorreu ha pouco mais de cem anos.

Com a informagao proporcionada pelos resultados obtidos é possivel
realizar uma boa gestao dos rebanhos e elaborar um programa de melhoramento,
recuperagao e conservagao que impega que duas das populagdes de cavalos
mais caracteristicas da Amazbdnia possam desaparecer e, ainda, otimizar os
acasalamentos entre individuos que sejam geneticamente mais distintos,
reduzindo-se o risco de aumentar a endogamia o que seria drastico para o
manejo dos grupos, em funcdo da pouca informagao que os criadores dispoe, 0
que os leva as decisdes equivocadas, que podem levar ambos os grupos a perda
da identidade genética .

A arvore individual (Figura 27), construida a partir das distancias genéticas
dos 274 individuos, distribuidos em seis ragas, mostra a formacdo de
grupamentos bem nitidos envolvendo todas as racas.

As racas Marajoara e Puruca apresentam-se misturadas como era de se
esperar e, observa-se que, apesar dos cruzamentos indiscriminados que ocorrem
entre as mesmas, elas se apresentam homogéneas, como um nucleo bem

definido, compartindo os mesmos genes.
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Figura 27 — Arvore individual. Nota: PI=PSIBR

5.8-Analise de Componentes principais

Os resultados da analise dos componentes principais (Figura 28) mostram

um claro agrupamento das variedades brasileiras, confirmando as distancias
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obtidas no dendograma anteriormente mostrados. Observa-se que as racgas
Marajoara e Puruca estdo mais proximas entre si que as demais, demonstrando,
como se observa na analise de distancia genética, a proximidade dos genomas e
pouco divergentes da Mangalarga. As mais divergentes sdo Puro Sangue Inglés e

Arabe que formam grupos bem definidos.

O primeiro e o segundo componente explicaram 45,13% e 25,28%,

respectivamente, somando 70,41% da variagédo total observada entre as ragas

estudadas.
Componentes principais
Pl
S| [~ EA
0
N AMG
0
g x MJ
3
S oPU
=]
(o]
Q
Primeiro 45,13

Figura 28- Analise de componentes principais. Nota Pl= PSIBR

Maria Rosa T. Da R. Costa 2007 Tese de Doutorado (UFPA)



6-CONCLUSOES

- Os valores significativos de distancias genéticas obtidos mostram o cavalo
Marajoara bem estruturado geneticamente, muito proximo do Puruca e bastante
diferenciado das outras ragas;

- O numero de alelos detectados e os valores das heterozigosidades,
mostraram que existe variabilidade genética moderada nos grupos estudados;

- A raga Puruca pode ser utilizado como reservatério genético para a raga
Marajoara e vice-versa;

- Os grupos genéticos Marajoara e Puruca devem continuar nos programas

de conservagao genética para protegdo do germoplasma.
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ARA
EA
ESP
LUS
ING
PIBR
AST
LOS
POT
MAL
MEN
MG
MJ
PU
PA

ARA

0,11
0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37
0,43
0,46
0,42
0,43
0,31
0,29
0,62

EA ESP

0,07

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37
0,43
0,46
0,42
0,43
0,31
0,29
0,62

Tabela 11.- Matriz de distancias genéticas entre populagbes
obtidas seqgundo método D, (Nei 83 ) em cima da diagonal e
segundo o método estandar Ds (Nei 72) embaixo da mesma.
PIBR AST

0,19
0,17

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37
0,43
0,46
0,42
0,43
0,31
0,29

Nota: Destacam-se as menores distancias.

LUS
0,18
0,16
0,06

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37
0,43
0,46
0,42
0,43
0,31

ING
0,22
0,21
0,20
0,20

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37
0,43
0,46
0,42
0,43

0,21
0,20
0,19
0,19
0,02

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37
0,43
0,46
0,42

0,22
0,23
0,17
0,16
0,27
0,25

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37
0,43
0,46

LOS
0,23
0,22
0,15
0,14
0,27
0,26
0,14

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37
0,43

POT
0,23
0,24
0,15
0,14
0,26
0,25
0,17
0,11

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37
0,37

MAL MEN

0,28
0,27
0,19
0,18
0,27
0,27
0,22
0,22
0,20

0,36
0,33
0,46
0,41
0,37

0,24
0,24
0,16
0,15
0,27
0,25
0,21
0,16
0,17
0,18

0,36
0,33
0,46
0,41

MG

0,24
0,23
0,17
0,16
0,22
0,22
0,17
0,15
0,15
0,20
0,18

0,30
0,33
0,46

mJ

0,18
0,18
0,13
0,12
0,20
0,20
0,17
0,13
0,12
0,19
0,16
0,11

0,36
0,33
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PU

0,17
0,18
0,13
0,13
0,21
0,20
0,16
0,12
0,12
0,19
0,15
0,13
0,05

0,45

PA

0,35
0,35
0,28
0,26
0,34
0,32
0,30
0,25
0,25
0,33
0,31
0,23
0,23
0,24



ARA
EA
ESP
LUS
ING
PIBR
AST
LOS
POT
MAL
MEN
MG
MJ
PU
PA

Tabela 12-. Matriz de distancias genéticas entre populagdes
cima da

obtidas segundo método de Reynolds et al (1983) em
diagonal e de Shriver et al (1995) Dsw embaixo da mesma.

ARA EA

0,30
0,63
0,54
0,83
0,74
0,61
0,60
0,61
0,70
0,53
0,61
0,53
0,51
0,92

0,03

0,62
0,42
0,79
0,78
0,78
0,70
0,73
0,68
0,65
0,76
0,56
0,57
1,01

ESP
0,11
0,09

0,18
0,64
0,58
0,57
0,48
0,53
0,47
0,42
0,47
0,34
0,32
0,84

LUSI
0,10
0,08
0,02

0,57
0,55
0,50
0,43
0,56
0,43
0,38
0,45
0,29
0,28
0,78

ING
0,14
0,12
0,10
0,10

0,08
1,12
0,94
0,84
0,76
0,84
0,88
0,59
0,66
1,01

PIBR
0,13
0,12
0,09
0,09
0,00

1,04
0,86
0,84
0,70
0,70
0,80
0,55
0,58
0,89

AST
0,12
0,11

0,08
0,07
0,13
0,12

0,37
0,45
0,70
0,46
0,42
0,49
0,44
0,73

LOS
0,12
0,10
0,07
0,07
0,12
0,11

0,06

0,39
0,52
0,38
0,35
0,34
0,25
0,63

POT
0,12
0,11

0,07
0,07
0,10
0,10
0,07
0,04

0,62
0,50
0,46
0,33
0,40
0,63

MAL
0,14
0,12
0,08
0,07
0,13
0,12
0,10
0,10
0,08

0,38
0,56
0,40
0,32
0,74

MEN
0,13
0,12
0,07
0,06
0,13
0,11
0,09
0,08
0,08
0,07

0,40
0,37
0,25
0,64

MG

0,12
0,12
0,08
0,07
0,10
0,10
0,06
0,06
0,05
0,08
0,07

0,29
0,30
0,54

mJ

0,09
0,08
0,05
0,05
0,08
0,08
0,06
0,05
0,04
0,06
0,06
0,04

0,15
0,51

Maria Rosa T. Da R. Costa

2007

Tese de Doutorado (UFPA)

PU

0,09
0,08
0,05
0,05
0,09
0,08
0,06
0,05
0,05
0,07
0,06
0,05
0,01

0,63

PA

0,1¢
0,1¢
0,1%
0,11
0,1¢<
0,1<
0,12
0,0¢
0,0¢
0,12
0,12
0,0¢
0,08
0,0¢



