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RESUMO

Introducao: A raca de cavalos Mangalarga Marchador é a mais humerosa no Brasil
com mais de 400 mil animais registrados. Originou-se no final do século XIX no sul
de Minas Gerais a partir de cruzamentos de animais Alter, Andaluz, Arabe, Crioulo e
Quarto de Milha. A principal caracteristica da raca é a marcha, que consiste no
passo acelerado. Dois objetivos principais nortearam a realizacdo deste trabalho:
avaliar a eficiéncia do painel de marcadores microssatélites em uso para verificacdo
de parentesco em cavalos MM e caracterizar a estrutura genética da populacao.
Material e métodos: Foram analisados 6.092 animais nascidos em 2008 e 2009,
evitando-se assim sobreposicao de geragcdo. Foram analisados dados relativos a 14
marcadores moleculares da classe dos microssatélites (AHT4, AHT5, ASB2, ASB17,
ASB23, CA425, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG7 e VHL20). Foram
estabelecidas frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigosidade observada e
esperada, contetdo de informacéo polimérfica (PIC), poder de exclusdo (PE), indice
de paternidade (IP), indice de paternidade combinado (IPC), Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW), AMOVA e estatisticas F (Fst, Fis € Fi7). Além disto, averiguou-se a
presenca de alelos nulos, exclusdo de alelos grandes (large allele dropout), erros de
genotipagem causados por stuttering. Como correcao da multipla testagem, usou-se
Bonferroni para um alfa de 0,05. Para estas analises, foram utilizados os softwares:
GENEPOP 4.0, Arlequim 3.11, Powerstats 1.2, MicroChecker 2.2.3. Resultado e
Discussao: Foram averiguados 129 alelos, com uma média de 9,2 alelos por
marcador, variando de 5 a 20 alelos. A heterozigosidade observada média foi de
0,702 (0,536 a 0,813), a PE global foi de 0,443 (0,221 a 0,624), o PIC médio foi de
0,68 (0,5 a 0,8) e o IP combinado foi 99,9687%. Os valores extremos para todas as
estatisticas referidas acima foram sempre do HTG7 (o menor) e do ABS17 (o maior).
A andlise de alelos nulos pelo Microchecker s6 mostrou evidéncias de alelos nulos
na populacdo de MG para os marcadores AHTS, ASB2, HMS2, HMS3, HMS6,
HTG4, CA425, na populacdo da BA, para os marcadores HMS3 e HTG7 e na
populacdo de PE, para os marcadores HTG7 e VHL20. Nao foram encontradas
evidéncias de exclusédo alélica ou de erros de nomeacgdo gerados por stuttering.
Para a analise de estrutura de populacdo, a amostra foi considerada em conjunto ou
subdividida conforme o estado de nascimento do animal. Na amostra total, os
marcadores ASB2, ASB23, CA425, HMS2, HMS6 e VHL20 apresentaram desvios



significativos dos esperados sob condicbes de EWH. Alguns marcadores
apresentaram desvios do EHW em algumas populagcdes (MG, MS e PA). O
marcador que mais frequentemente se distanciou do EHW foi o HMS2. Os
resultados da AMOVA sugeriram que a maior variacdo esta dentro das populacdes
(99,4) e ndo entre elas (0,6). O Fst na populacdo em geral considerando-se todos 0s
loci foi de 0,006, sugerindo pouca diferenciacdo entre as populacbes. O Fis
apresentou valores muito proximos de zero, ndo sendo significante para a grande
maioria dos marcadores analisados. A comparacdo das populacdes por Fst par a
par, mostrou maior distanciamento entre as populacfes dos estados de MS-AL, MS-
PA e MS-RN. As mais proximas foram SP e MG. Entretanto, a grande maioria das
comparacdes evidenciou Fst muito baixos e altamente significantes. Concluséo: Os
resultados das andlises estatisticas obtidos para o conjunto de marcadores
analisados, como: PIC médio, PE médio e IP combinado sugerem que este painel
analisado € eficiente para a raca estudada. Nao houve evidéncias fortes de que a
populacdo esteja subestruturada, ou seja, se existe estruturacdo na populagao

estudada sua base néo é geopolitica.

Palavras-chave: cavalo, Mangalarga Marchador, microssatélite, populacéo,

paternidade



ABSTRACT

Introduction: Mangalarga Marchador is the most numerous horse breed in Brazil, with
more than 400 thousand animals registered in the studbook. It was started by the
ending of the XIX century in the south of Minas Gerais State from crosses between
Alter, Andaluz, Arab, Creole, and Quarter Horse animals. The breed is defined by a
particularly smoth gait and by its rusticity. The present work was developed in order
to evaluate the performance of the parentage microsatellite panel in Mangalarga
Marchador breed and to ascertain its population genetic structure. Material and
Methods: Data from 6,092 born in 2008 and 2009 were included in order to avoid
generation overlapping. Results from genotyping of 14 microsatellite markers were
analyzed (AHT4, AHT5, ASB2, ASB17, ASB23, CA425, HMS1, HMS2, HMSS,
HMS6, HMS7, HTG4, HTG7, and VHL20). Analyses included presence of null alleles,
large allele dropout, and allele misassignment due to stuttering, allelic and genotypic
frequencies, observed and expected heterozygosity, polymorphic information
contend (PIC), mean PIC, power of exclusion (PE), paternity index (Pl), combined
paternity index (CPIl), Hardy-Weinberg Equilibrium tests (EHW), AMOVA, and F
statistics (Fst, Fis € Fir). P values were Bonferroni corrected for an alpha = 0.05.
Softwares used included GENEPOP 4.0, Arlequim 3.11, Powerstats 1.2,
MicroChecker 2.2.3. Results and discussion: a total of 129 alleles were found, with a
mean of 9.2 alleles per marker (range: 5-20). Mean observed heterozygosity was
0.702 (0.536 to 0.813), PE global: 0.9998, a mean PIC: 0.68 (0.5 a 0.8), and a
combined PI: 99.9687%. Lower values of humber of alleles, observed and expected
heterozygosity, PIC, PE, and PI per locus were observed for HTG7 and the higher
ones for ABS17. Null alleles were identified for some markers in some populations:
MG (AHT5, ASB2, HMS2, HMS3, HMS6, HTG4, and CA425), BA (HMS3 and HTG7),
and PE (HTG7 and VHL20). No significative evidences were found for allele dropout
or allele misassignment due to stuttering. For genetic structure analyses tests were
underwent in the complete sample and in the sample divided according the state of
birth of the animals. In the complete sample, significative deviations from HWE
expectations were found for markers ASB2, ASB23, CA425, HMS2, HMS6, and
VHL20. Some markers showed HWE deviations in the subsamples of some states:

MG, five markers; MS and PA, one marker each. In these subsamples, HWE



deviations were detected most of the times for HMS2. AMOVA results locate most of
the variation within the populations (99.4), with a small fraction of it between them
(0.6). Fst for the complete population over all the loci was 0.006, pointing to a slight
differentiation between the populations. F;s values were close to null and non-
significant for most of the markers tested. Higher pairwise Fst values were found for
the populations of the following pairs of states: MS-AL, MS-PA, and MS-RN. Lower
pairwise Fst was found for SP-MG. However, most of the pairwise Fst values were
very low and highly significant, suggesting that these populations are very similar.
Conclusions: results obtained for mean PIC, PE and CPI indicated that the analysed
panel is highly efficient for this breed. No strong evidence for population structure

was found, meaning that, if there actually is any, it is not geopolitically based.

Keywords: horse, Mangalarga Marchador, microsatellite, population, paternity
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1 INTRODUCAO

1.1 O cavalo

Os cavalos foram domesticados a aproximadamente 6.000 anos atras e
desde entdo vem desempenhando um papel importante no desenvolvimento de
muitas civilizagbes, atuando em fun¢Bes basicas na agricultura, lazer, saude,
transporte e economia. Nenhum outro animal domeéstico ocupou um lugar téo
importante no processo de desenvolvimento social e politico como os cavalos, uma
vez que, desde a antiguidade fazem parte da cultura, da economia e do lazer do
homem (BOWLING e RUVINSKY, 2000).

No Brasil, a criagdo de cavalos iniciou-se no periodo colonial e a historia de
sua origem esta diretamente relacionada com o desbravamento e ocupacédo do
territério. Atualmente, podemos encontrar uma variedade de racas com inumeras
aptiddes. Apesar da diferenca entre as racgas ter sido principalmente geografica,
outros fatores contribuiram para essa diferenciacdo, como as influéncias do clima,
do meio ambiente, das diferentes condi¢cdes de vida que levaram a diferentes
caracteristicas, qualidades e propor¢cdes (CARNEIRO et al, 1991;BOWLING e
RUVINSKY, 2000; SILVA FILHO et al., 2007;).

Os primeiros exemplares de cavalos chegaram a Minas Gerais vindos de Sao
Paulo e Vale Vertentes do Rio Sdo Francisco, mas ndo havia aquela época
preocupacdo em manter ou melhorar a qualidade das racas equinas existentes, fato
bem diferente da realidade de hoje, onde iniumeros trabalhos tém sido realizados no
intuito de melhorar, caracterizar e confirmar pedigree desses animais
(GANGARAMBHAI, 2004; OLIVEIRA, 2001; SILVA FILHO et al, 2007; DEASSIS et
al, 2009; CHOI et al, 2008). Segundo o Gltimo censo feito pelo IBGE!, em 2010, o

Brasil possuia um rebanho de 5.514.253 equinos.

! Disponivel em: <http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/pecua/default.asp?>. Acesso em dezembro de
2011
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1.2 Araca Mangalarga Marchador

Mangalarga Marchador (MM) é a raca de cavalos mais numerosa no Brasil,
com mais de 400 mil animais registrados e teve inicio no final do século XIX, no sul
de Minas Gerais, como resultado dos cruzamentos entre éguas selecionadas dessa
regido e garanhdes vindos da coudelaria de Alter do Chéao de Portugal, sendo estes
animais das racas Alter, Andaluz, Arabe, Crioulo e Quarto de Milha. (CARNEIRO et
al, 1991; COSTA et al.,, 2004; DEASSIS et al., 2009). Atualmente esta raca esta
distribuida em todo territério nacional, sendo que os estados de Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Sado Paulo e Bahia detém 80% de todos os animais registrados, estando
a maior parte na regido Sudeste. Apesar do grande numero de criadores e
proprietarios, a maioria deles é detentora de pequenos plantéis (COSTA et al.,
2004).

A funcdo principal do MM é a marcha, que se diferencia de outras
encontradas nos demais marchadores do mundo. A marcha é o passo acelerado,
gue transporta o cavaleiro de maneira cémoda, pois ndo transmite a ele os impactos
decorrentes da pisada. Caracteriza-se pelo movimento que o animal faz ao
descrever no ar um semicirculo com o0s membros anteriores, utilizando os
posteriores como uma alavanca para ter impulso. Isso permite que o apoio do animal
seja alternado nos sentidos diagonal e lateral, sempre suavizados por um tempo
intermediério, o triplice apoio (Fig. 1), momento em que trés membros do animal
tocam o solo a0 mesmo tempo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS CRIADORES DO
CAVALO MANGALARGA MARCHADOR-ABCCMM, 2010) 2,

2 Disponivel em: <http://www.abccmm.org.br >. Acesso em maio de 2010.
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Figura 1 - Triplice apoio, momento em que trés membros do MM tocam o solo ao
mesmo tempo.
http://www.damarcha.com.br

Este andamento caracteristico do MM é acompanhado de outras importantes

caracteristicas como:

o temperamento ativo e décil, podendo ser montado por pessoas de qualquer
faixa etaria e nivel de equitagao;

a resisténcia, apresentando capacidade de percorrer longas distancias e
enfrentar desafios naturais;

a inteligéncia, pois seu adestramento é facil e rapido em relacdo a outras
racas de sela;

opcao de se criar somente em regime de pasto, diminuindo seu custo de
producdo e manutencdo, bem como facilitando seu manejo;

a rusticidade pode ser observada na facilidade de adaptacdo a quaisquer

terrenos e climas como o tropical, temperado ou frio.

Todas essas caracteristicas foram sendo selecionadas e preservadas ao

longo da formacao dessa ragca (CARNEIRO et al, 1991).

Com o0 intuito de unir os criadores desses animais, buscando o

aprimoramento da raca, preservacdo de suas caracteristicas basicas e o0

desenvolvimento de uma politica de valorizagdo da marcha, em 16 de julho de 1949,

durante a | Exposicdo de Equideos, no Parque da Gameleira, foi constituida
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oficialmente a Associacdo dos Criadores de Cavalos Marchadores da Raca
Mangalarga (ACCMRM) com sede em Belo Horizonte. Essa denominagéo
prevaleceu até 1967, quando foi acrescido o adjetivo Nacional a seu nome, e s6 bem
mais tarde ficou conhecida como Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo
Mangalarga Marchador (CARNEIRO et al., 1991)

Os objetivos dos criadores sdo as exposi¢cdes, 0s concursos de marcha, o
enduro, a lida com o gado, as provas funcionais, as cavalgadas e o lazer em geral
(ABCCMM, 2010). Anualmente, acontece em Belo Horizonte o maior evento
envolvendo esta raca, a Exposicdo Nacional do Mangalarga Marchador. Este evento
conta com criadores de quase todo o Brasil. Em 2011, foram realizados mais de 250
eventos nos diversos estados do pais e a Exposi¢cao Nacional movimentou cerca de
10 milhdes em negocios ocorridos nos leildes e venda de animais (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DOS CRIADORES DO CAVALO MANGALARGA MARCHADOR-
ABCCMM, 2010% ENGLER et al., 2010).

A ABCCMM é responsavel pelo registro genealégico da raca. Alguns
procedimentos sdo necessarios para que um cavalo Mangalarga Marchador receba
seu registro definitivo. Assim, entre 0 nascimento e os 36 meses de idade, potros e
potras recebem o Registro Provisoério. Apos os trés anos de idade, cavalos e éguas
sdo submetidos a uma avaliacéo pelos técnicos da ABCCMM, que determinam se 0s
animais estdo dentro do padréo da raca e em condicdes de receberem o Registro
Definitivo. (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS CRIADORES DO CAVALO
MANGALARGA MARCHADOR-2010).

Juntamente com o surgimento das diversas Associa¢cdes de Criadores, foram
criados em cada uma delas, os setores de Registro Genealdgico, aos quais caberia
emitir as genealogias de cada animal registrado, de modo que se documentasse a
pureza das racas e estabelecer padrdoes de selecdo. Devido a diversos erros de
parentesco, que ocorriam nesta ocasido e passavam despercebidos, ficou clara a
importadncia da realizagdo de exames que pudessem garantir as informagdes
contidas na genealogia. Inicialmente estes testes foram baseados em tipagem
sanguinea ou polimorfismos protéicos e atualmente, sdo baseados na genotipagem
de microssatélites (BERNOCO et al., 1997; OLIVEIRA e KUABARA, 2001).

% Disponivel em: <http://revistadigital.abccmm.org.br>. Acesso em maio de 2010.
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Desde entdo, foi gerada uma grande quantidade de dados que permitird

investigar a estrutura genética e a evolucao destas populacoes.

1.3 Microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como STR (“Short Tandem Repeats”
ou repeticdes curtas em tandem), sdo elementos repetitivos com motivos de dois a
seis nucleotideos, abundantes no genoma eucarioto (CHOI et al.,, 2008). Eles
combinam varias propriedades desejaveis. Além de altos niveis de polimorfismo,
apresentam disperséo uniforme, codominancia e possibilidade de genotipagem por
métodos rapidos e simples (TAUTZ, 1989; ELLEGREN, 1992).

De acordo com sua estrutura, os microssatélites podem ser divididos em:
perfeitos, que contem wum Unico motivo de repeticdo n vezes (ex.:
CACACACACACACA); imperfeitos, contétm uma sequéncia n&o repetitiva
intercalada entre as repeti¢cdes (ex.. CACACACACATGCTCACACACA) e compostos
que estdo constituidos por mais de um seguimento repetitivo diferente (ex.:
CACACACACACAGAGAGAGAGA). Em equinos, os microssatélites padronizados
pela International Society of Animal Genetics (ISAG) compreendem repeticdes de
duas bases, ou seja, dinucleotideos (MENEZES, 2005)

Esses marcadores tém sido aplicados em diversos estudos na area animal,
entre eles: estimativas de distancias genéticas, testes de paternidade; estudos
populacionais e no melhoramento genético. (MADALENA, 1999; RODRIGUES, et
al., 2002; GANGARAMBHAI, 2004; MENEZES, 2005; CHOI et al., 2008; MELO et
al., 2008).

1.4 Microssatélites para identificacdo animal e verificagcédo de parentesco

Os testes de paternidade sao realizados através da comparacao do perfil
genético dos animais envolvidos, os quais sdo baseados em microssatélites e
constituem a identificacdo genética individual, inalteravel com a idade ou condigbes

fisiol6gicas, ou seja, em qualquer momento é possivel verificar a identidade de um
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animal, pelo confronto do resultado obtido de uma nova amostra com o obtido
anteriormente (OOM, 2010).

A eficicia do teste ndo depende apenas do niumero de marcadores genéticos
utilizados, mas também do poder informativo de cada marcador. Desse modo,
guanto mais informativos forem o0s microssatélites individualmente, melhor a
eficiéncia na exclusdo de falso parentesco do conjunto (RODRIGUES et al., 2002;
DEASSIS et al., 2009; SERENO et al., 2008).

Nas FIG. 2 e 3, encontra-se um exemplo de verificacdo de parentesco e
padrdo de heranca mendeliano usando o locus HMS7. Na FIG. 2, é apresentado um
caso de inclusdo para o marcador analisado, uma vez que o primeiro alelo do animal
testado é compartiihado com a égua testada e o segundo com o garanhdo. Em
contrapartida, na FIG. 3 € mostrado um caso em que o primeiro alelo do animal
testado é compartilhado com a égua, mas o segundo alelo ndo é compartilhado com
0 garanhao, sugerindo assim um caso de exclusao paterna.

Em casos onde se encontra incompatibilidade em apenas um unico sistema, €
necessario que se tenha disponivel outros marcadores bem caracterizados para
resolucdo deste problema. Bowling et al., em 1997, demonstraram que pode-se
evitar as falsas exclusdes, decorrentes de casos de mutacdo ou alelos nulos,
usando-se como critério de exclusdo a incompatibilidade genética em pelo menos
dois loci.

Segundo Bowling et al., 1997, a escolha dos microssatélites de um painel
para verificacdo de parentesco inclui aspectos relacionados a:

¢ informatividade do sistema, como contetdo de informacéo polimorfica (PIC),
indice de paternidade (IP) e probabilidade de excluséo (PE);

o facilidade técnica, como uma faixa de tamanho alélico adequado;

e bom desempenho dos primers em reacdes de PCR multiplex;

e nao ter evidéncias de alelos nulos;

e baixa taxa de mutacao;

e segregacao independente.
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Figura 2 - Caso de inclusao de paternidade para o marcador HMS7

Nota: Separagcao por eletroforese capilar em MegaBace 1000 (GE Healthcare).
Observe que o alelo M do animal testado € compartilhado com a égua suposta mée
e o0 segundo, o alelo O, com o garanh&o, suposto pai.
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Figura 3 - Caso de exclusao de paternidade para o marcador HMS 7

Nota: Separacao por eletroforese capilar em MegaBace 1000 (GE Healthcare).
Observe que o alelo L do animal testado é compartilhado com a égua, suposta mae
e 0 segundo, o alelo N, ndo é compartilhado com o garanh&o, suposto pai.
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O principal objetivo dos testes de verificacdo de parentesco é assistir 0s
criadores, identificando a paternidade e maternidade correta, ou seja, confirmar a
relacdo entre os individuos. Casos que envolvam a troca de animais podem ser
detectados e comunicados (LEE e CHO, 2006; OLIVEIRA e KUABARA, 2001).

A genealogia de equinos tem sido controlada na maioria dos paises através
da genotipagem de microssatélites. Em um encontro da International Society for
Animal Genetics (ISAG) em 1998, ficou decidido um painel minimo para uso
internacional em testes de paternidade. Nove microssatélites foram escolhidos e
padronizados com base em um sistema de nomenclatura alfabética dos alelos. A
partir disso, a cada dois anos, testes regulares de comparacéo sdo realizados sob
os cuidados da ISAG. O objetivo destes testes é o controle de qualidade e a
manutencdo de um sistema internacional de nomenclatura alélica, que possa servir

para a identificacdo individual em casos de exportacdo, por exemplo.

1.5 Microssatélites para averiguacao de estrutura genética de populagcdes

Os microssatélites apresentam algumas vantagens tais como a necessidade
de pouca quantidade de amostra biolégica, o fato de ndo se restringir a um Unico
tipo de amostra (podendo usar, inclusive, material de animais mortos), a presenca
de novas tecnologias que permitem uma analise facil, rapida e eficiente. Essas sdo
algumas das razdes pelas quais estes marcadores tém sido amplamente utilizados
na caracterizacdo da estrutura genética de varias populacées animais (ELLEGREN,
2004).

A avaliacdo da diversidade genética em populacdes foi muito facilitada pelo
uso dos microssatélites, devido ao seu alto contetdo informacional (LUIS et al.,
2007; MELO et al., 2008). A variabilidade genética é a matéria prima da evolucao,
servindo como base nos processos de adaptacdo dos seres vivos quando
submetidos aos diferentes desafios ambientais como competicdo, predacéo,
patologias, fatores abioticos e outros. A diversidade dos recursos genéticos tem sido
alvo de interesse dos cientistas e daqueles conscientes dos efeitos negativos

produzidos pela perda da diversidade genética, como a diminuicdo da resisténcia
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dos animais a doencas e mudangas nas condi¢des climaticas (SILVA FILHO et al.,
2007; GANGARAMBHAI, 2004).

A selecao artificial € um fator que pode reduzir a diversidade genética através
da reducédo do tamanho efetivo da populacdo. Como os marcadores moleculares
fornecem informacdes valiosas para o monitoramento da selecédo artificial, eles
podem ser usados na identificacdo de animais ou conjunto de animais que devem
ser mantidos em processo de reprodugcao apenas para evitar a perda da diversidade
genética. Além disso, esta informacédo pode ser utilizada para evitar o cruzamento

entre animais altamente endogamicos (DEASSIS et al., 2009).
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1.6 Analises genéticas populacionais

As andlises genéticas populacionais vado enfocar dois aspectos, um
relacionado a validacdo dos sistemas de microssatélites recomendados pela ISAG
na raca, uma vez que a padronizacdo internacional foi baseada no puro sangue
inglés, e outra para caracterizacdo da estrutura genética da populacdo. Estas
andlises sdo fundamentais para a resolugdo de casos forenses ou de paternidade,
além de prover as informacdes necessarias a programas de conservagao da
diversidade genética da raca (HUSTON, 1998).

Os parametros investigados séo heterozigosidade observada e esperada,
contetdo de informacao polimérfica (PIC), poder de exclusdo (PE), indice tipico de
paternidade (IP), equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), analise de variancia
molecular (AMOVA) e estatisticas F (Fst, Fir € Fis), 0s quais sdao amplamente
usados na literatura e seréo discutidos abaixo.

A heterozigosidade para um marcador € a capacidade de um individuo ser
heterozigoto para aquele locus, ou seja, carregar dois alelos diferentes. Esta é uma
medida simples da variacdo na populacdo e depende do numero e da frequéncia
dos alelos na mesma populacdo (Ellegren, 2004). Um marcador é considerado
altamente informativo em uma populacdo quando apresenta heterozigosidade maior
que 70% (Ott, 1992).

O poder de exclusdo indica a capacidade de um sistema de testes excluir
uma paternidade ou maternidade falsamente atribuida, ou seja, é a probabilidade de
se ter uma exclusao precisa de parentesco, quando um individuo e seus pais séo
analisados (HUSTON, 1998; BIERMAN, 2010).

O indice de paternidade indica quantas vezes é mais provavel que um
individuo, que esta sendo testado, seja realmente o pai biolégico, do que um
individuo selecionado aleatoriamente. Geralmente, um IP menor que 1 é um
indicativo de inexisténcia de parentesco entre os envolvidos (HUSTON, 1998).

O conteudo de informacdo polimoérfica € um indicador da qualidade do
marcador para estudos genéticos e uma medida do grau de polimorfismo do
marcador. Ele depende apenas do niamero de alelos e sua frequéncia para cada
marcador (GUO e ELSTON 1999). De acordo com a classificagdo de Botstein et al.
(1980), marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados muito

informativos, valores entre 0,25 e 0,50 mediamente informativos e inferiores a 0,25
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pouco informativos e, segundo Bierman (2010), marcadores com PIC abaixo de 0,5
nao sao bons para teste de paternidade, uma vez que s&o pouco informativos.

Um locus é dito polimérfico quando o alelo mais comum tem frequéncia
inferior ou igual a 0,99. Loci altamente variaveis sdo utilizados na analise de DNA
devido a sua capacidade de diferenciar individuos. Uma amostra populacional,
idealmente aleatéria e representativa é usada para se determinar a frequéncia de
cada alelo e de cada gendtipo de um determinado locus para essa populacdo, uma
vez que os alelos podem ter frequéncias diferentes em populacdes diferentes
(MENEZES et al., 2005; HUSTON, 1998).

Os pressupostos do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) sdo que a
populacdo considerada seja grande, com acasalamento aleatério, sem atuacdo da
selecdo, mutacdo, migracdo ou deriva genética. Se uma populacdo segue estes
pressupostos, as frequéncias genotipicas correspondem ao estimado considerando-
se as frequéncias alélicas. O principio do equilibrio de Hardy-Weinberg estipula que
apos uma geracao de cruzamento, as frequéncias genotipicas para um locus com

dois alelos A e a, devem seguir a seguinte formula:

(p+q)* = p*+2pg+q°

Onde: p? é a frequéncia esperada do genétipo AA
2pg € a frequéncia esperada do genotipo Aa

g° é a frequéncia esperada do gendtipo aa

Assim, se as frequéncias de homozigotos observadas se igualam ao
guadrado de suas frequéncias génicas, a populacdo estd em equilibrio de Hardy-
Weinberg e se elas nao se igualam, a populacdo ndo estd em equilibrio (RIDLEY,
2006).

Uma populacao pode se desviar do EHW pela acdo desses fatores externos e
este desvio pode ser determinado através de testes simples de x> comparando-se a
heterozigosidade observada (Ho) e a esperada (He) (RIDLEY, 2006).

A diversidade genética pode ser avaliada pela analise de variancia molecular
(AMOVA) e pelas estatisticas F (Fsr, Fis € Fir). A AMOVA fornece um quadro geral

para a andlise da estrutura genética de populacdes e € baseada na variancia das
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frequéncias alélicas entre populacdes. A particdo da variancia pode ser medida
através das estatisticas F (MICHALAKIS e EXCOFFIER, 1995).

F € o estimador do grau de diferenciacdo entre populacdes. Os F de Wright
descrevem a variacdo da estrutura genética dentro e entre as populacdes e seguem

a seguinte formula:
1-Fr=(-Fs)(1-Fst)

O Fst € o parametro de interesse na analise da diferenciacdo genética das
subpopulacdes e além de ser uma estatistica descritiva, esta diretamente
relacionado a variancia da frequéncia alélica entre as populacdes e inversamente
relacionado com o grau de semelhanca entre os individuos dentro das populacdes.
Assim, Fst baixo significa que as frequéncias dentro de cada populacdo sdo muito
semelhantes e Fst alto, significa que as frequéncias alélicas sdo muito diferentes.
Resumidamente, o Fst mede o grau de diferenciacdo genética entre populacdes
devido as diferencas de frequéncias entre elas (WRIGHT, 1951; NEI, 1973,
HOLSINGER e WEIR, 2009).

O Fis ou coeficiente de endogamia intrapopulacional € estimado com base na
heterozigosidade observada e esperada. Ele equivale a média do desvio das
frequéncias genotipicas esperadas sob o pressuposto de Equilibrio de Hardy-
Weinberg dentro das popula¢cdes. Assim denominado como uma medida do grau de
endogamia dentro das populacdes, seus valores podem ser positivos indicando uma
deficiéncia de heterozigotos ou negativos indicando um excesso de heterozigotos
(HOLSINGER e WEIR, 2009; OLIVEIRA, 2007; WEIR, 2002).

Fit € a medida de heterozigosidade de um individuo em relacdo ao total da
populacdo, ou seja, equivale ao desvio das frequéncias esperadas sob o
pressuposto de Equilibrio de Hardy-Weinberg em relacdo a populacao inteira (WEIR,
2002; HOLSINGER e WEIR, 2009).

Em conjunto, estas estatisticas descrevem a distribuicdo da diversidade
genética na populacdo e permitem inferir sobre a existéncia de estruturacdo na

populagao.
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1.7 Justificativa

A raca Mangalarga Marchador é a principal raca de cavalos em termos de
namero de individuos no Brasil. A manutencéo de seu valor econémico depende da
preservacao do seu padrao e de sua identidade genética, o que se busca através da
exigéncia de teste de paternidade por ocasido do registro definitivo dos animais.
Para o registro definitivo, é exigido o teste de paternidade animal baseado em DNA
e a qualidade desses testes depende da estimativa de parametros como, por
exemplo, frequéncias alélicas para a populacdo em estudo. Assim, o estudo da
informatividade dos microssatélites utilizados em testes de paternidade para essa
raga torna-se pertinente e marcadores com baixa informatividade podem ser
detectados e substituidos por outros mais informativos no intuito de tornar o exame
mais preciso.

Este € o primeiro estudo avaliando o desempenho do painel de marcadores
moleculares recomendado pela ISAG na raca Mangalarga Marchador. Algumas
vezes, este niumero de microssatélites analisados néo € suficiente para esclarecer a
relacdo de parentesco, fazendo-se necessaria a utilizacdo de outros marcadores. A
caracterizacdo desses marcadores para a raca Mangalarga Marchador € importante,
uma vez que além de existirem poucos estudos baseados em microssatélites para
essa raga, estes trabalhos tem um tamanho amostral pequeno e analisam poucos
marcadores (SILVA FILHO et al., 2007; DEASSIS et al., 2009).

Além disto, a disponibilidade de um banco de dados tdo amplo, permitira
conhecer melhor a estrutura genética da populagcdo de cavalos Mangalarga
Marchador das regifes brasileiras estudadas. Os resultados obtidos gerardo as
estatisticas basicas usadas nos testes de verificacdo de parentesco, informacdes
sobre a diversidade genética desses animais e como ela esta distribuida. Além
disso, podem ajudar no manejo através da determinag¢do do grau de diferenciacao
genética entre populacdes e ainda contribuir com outros estudos que tenham como

base a raca Mangalarga Marchador.
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1.8 Objetivos

e Avaliar a eficiéncia do painel de marcadores microssatélites em uso para a
raca MM;
e Analisar a estrutura genética da populacdo brasileira de cavalos MM

considerando cada estado como uma subpopulacgéao.

1.8.1 Objetivos especificos

e Estimar as freqiiéncias alélicas e genotipicas para cada marcador;

e Determinar a heterozigosidade esperada e observada;

e Testar a hipotese de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para os diversos
marcadores;

e Estimar o conteudo de informacdo polimérfica (PIC), calcular o poder de
exclusdo (PE) e o indice de paternidade (PI) de cada marcador;

o Caracterizar a estrutura genética da populacdo através da analise de

variancia molecular (AMOVA) e das estatisticas de F (Fst, Fis, Fi7).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra

Todos os dados analisados neste trabalho foram obtidos de resultados de
testes de verificacdo de parentesco realizados no laboratorio Linhagen Produtos e
Servigos em Biotecnologia LTDA.

As amostras de sangue ou crina dos animais foram coletadas por técnicos
credenciados pela ABCCMM e chegaram ao laboratorio acompanhadas de uma
ficha de cadastro, preenchida pelo técnico responsavel pela coleta, com as
seguintes informagdes:

- nome do animal, nimero de registro na ABCCMM, sexo;

- nome e endereco do proprietério;

- assinatura do técnico responsavel pela coleta e data da mesma;

- nos casos de verificacdo de parentesco, nome dos supostos pais.

Todos os procedimentos realizados com as amostras (recepcéo, triagem,
cadastro, processamento e armazenamento) foram feitos de acordo com
procedimentos operacionais padrdo desenvolvidos pela Linhagen Produtos e
Servicos em Biotecnologia LTDA.

Este laboratorio possui um banco de dados com os gendétipos de mais de
100.000 animais da raca MM. Para a selecdo da amostra a ser analisada, primeiro
foi feita a unido do banco de dados fornecidos pelo Laboratério Linhagen Produtos e
Servicos em Biotecnologia LTDA (nome e dados da genotipagem dos animais) com
o fornecido pela Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga
Marchador (nome, local, data de nascimento e sexo dos animais). Do arquivo criado,
foram filtrados os animais nascidos em 2008 e 2009, restando assim uma amostra
de 12.111 animais, cuja distribuicdo por cidade esta demonstrada na Fig. 4. Esse
critério de selecdo da amostra foi adotado no sentido de se evitar sobreposicao de
geracdes, uma vez que equinos sao usados para reproducao a partir de 2 anos de
idade. Além disto, este € o0 periodo com o maior nimero de animais. Um segundo
filtro foi feito, onde foram retirados todos 0s animais que apresentavam auséncia de

algum dado, finalizando-se assim com uma amostra de 6.092 animais.
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Essa amostra esta distribuida em todas as regifes do Brasil, sendo que a
grande concentracdo se encontra na regido Sudeste, principalmente em Minas

Gerais e a menor na regiao Norte, a qual foi representada por apenas um estado,

Para.

Figura 4 - Distribuicdo geografica da amostra
Nota: Os pinos representam as populagées, conforme a posicdo de GPS da cidade
de nascimento do animal, informado no registro da ABCCMM. Fonte do mapa:

Google Earth.
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2.2 Métodos moleculares

Embora o presente trabalho tenha sido desenvolvido com as informagdes de
genaotipos ja depositados na base de dados, a metodologia usada em sua geragao
sera brevemente descrita, para melhor avaliacdo do trabalho.

O DNA foi extraido a partir de amostras de sangue ou crina dos animais. A
extragdo baseia-se primeiro em quebrar as membranas das células, solubilizar o
DNA e, posteriormente, eliminar através de processos quimicos (proteinase K e
precipitacdo salina), as proteinas e outras macromoléculas (adaptado de Miller et al.,
1988). Para isso, foram utilizados protocolos especificos para cada tipo de amostra.
Este método fornece grandes quantidades de DNA a partir de pequenas amostras
de sangue ou crina e permite que este material seja armazenado por longos
periodos.

Para a amplificacdo dos microssatélites foi utilizada a técnica de PCR. A
reacao de PCR consiste em fazer copias de DNA “in vitro”, usando-se os elementos
basicos do processo de replicacdo do DNA e € baseada na repeticdo ciclica e
automatica de trés simples etapas: desnaturacdo da fita dupla do DNA molde a ser
amplificado, anelamento dos iniciadores nas fitas desnaturadas e a sintese da fita
complementar a sequéncia molde de DNA pela enzima Tag DNA polimerase. Tanto
0s protocolos de extracdo quanto os de amplificacdo foram adaptados da literatura
na Linhagen Produtos e Servigcos em Biotecnologia LTDA.

As amostras amplificadas foram genotipadas por eletroforese capilar em
sequenciador MegaBACE 1000 (GE Healthcare) e analisadas com software
Fragment Profile v1.2 (GE Healthcare). Este sequenciador € um sistema de
eletroforese capilar, que detecta marcacdes fluorescentes nos produtos de PCR.
Este sistema reduz tempo e custos, permite utilizar amostras com uma concentragao
pequena de DNA e aumenta a possibilidade de analises. Pode-se trabalhar com os
marcadores em reacfes multiplex, ou seja, fragmentos com o mesmo tamanho
podem ser analisados em uma mesma reagao desde que estejam marcados com
fluorescéncias diferentes. O MegaBACE 1000 é capaz de detectar quatro

fluorescéncias.
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2.3 Banco de dados

Foram criadas duas planilhas em Excel (Microsoft Corporation), uma extraida
do banco de dados do laboratorio Linhagen Produtos e Servicos em Biotecnologia
LTDA, contendo as informacdes de nome e gendtipos dos animais, e outra extraida
do banco de dados da ABCCMM, com as informa¢gdes de nome, local e data de
nascimento dos animais, sexo e numero de descendentes.

Destas planilhas foi criada uma Unica tabela unindo todas estas informacdes,
utilizando como parametro o nome dos animais, uma vez que este € o dado comum
as duas planilhas. A partir disso, pode-se obter qualquer combinag¢do de dados de
acordo com o interesse do estudo, facilitando assim o acesso as informacdes

necessarias.

2.4 Andlises genéticas populacionais

Os parametros populacionais foram calculados a partir de um painel de 14
microssatélites, todos com motivos de repeticdo do tipo dinucleotideo, os quais
fazem parte de um sistema multiplex, que sdo usados na rotina do laboratério
Linhagen Produtos e Servicos em Biotecnologia LTDA e incluem marcadores
recomendados pela ISAG (Tab. 1).

Primeiramente, os dados foram convertidos através do software Convert 3.1
(GLAUBITZ, 2004), que permite a conversao dos dados em input de diferentes
programas utilizados em estudos de genética de populacdo. A partir disso, foram
estimadas frequiéncias alélicas e genotipicas, numero de alelos por locus e total,
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) para cada marcador, com o
programa GENEPOP 4.0 (RAYMOND e ROUSSET, 1995).
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Tabela 1 — Microssatélites usados, posi¢cdo de mapa e referéncia

Microssatélite Localizagcao cromossdmica Referéncia

AHTO4* 24 BINNS et al., 1995

AHTO5* 8 BINNS et al., 1995

ASBO02* 15 BREEN et al., 1997

ASB17** 2 BREEN et al., 1997

ASB23** 3 IRVIN et al., 1998

CA425 28 EGGLESTON-STOTT et al., 1997
VHL20* 30 VAN HAERINGEN et al., 1994
HMSO01 15 GUERIN et al., 1994
HMS02** 10 GUERIN et al., 1994

HMSO03* 9 GUERIN et al., 1994

HMSO06* 4 GUERIN et al., 1994

HMSO07* 1 GUERIN et al., 1994

HTGO04* 9 ELLEGREN et al., 1992

HTGO7 4 MARKLUND et al., 1994

Nota: *marcadores recomendados pela ISAG, *marcadores acrescidos pela ISAG em 2010.

As frequiéncias alélicas, o contetdo de informacgéo polimérfica (PIC), poder de
exclusdo (PE) e indice de paternidade (IP) para cada marcador foram estimados
utilizando-se o programa Powerstats 1.2 (Promega Corporation). Esse programa é
de facil manuseio, ndo sendo necessario criar-se arquivo de entrada, uma vez que é
necessario informar apenas os individuos a serem analisados com seus respectivos
genotipos por locus. Todos estes parametros analisados medem a informatividade

do marcador.
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As férmulas utilizadas foram:

e Frequéncias alélicas (P;):

L n
Pl—zn (1)

onde n; € 0 numero de vezes que o alelo aparece e n € o total de alelos

averiguados para o marcador.

e Conteudo de informacéo polimérfica (PIC):
a . § a a 2 a o
ro-1 g3 (B3R g o

onde i e j sdo as freqiéncias dos alelos na populagéo n e Pj € a freqiéncia

dos gendtipos para um determinado marcador genético.
e Poder de exclusdo (PE):

PE=h?(1-2hH?) (3)

em que, h é a frequiéncia de heterozigotos e H a de homozigotos para um

determinado locus;
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 Indice de paternidade (IP):

H+h
P =5 @

onde h é a frequiéncia de heterozigotos e H a freqiéncia de homozigotos para

um determinado locus.

O IP combinado deste painel de microssatélites foi estimado pela
multiplicacdo dos resultados individuais do IP de cada marcador e a probabilidade

de paternidade pela seguinte formula:

IP
IP+1

Para a analise da estrutura genética da populacdo, a AMOVA, as estatisticas
F e o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg, foram conduzidas pelo programa
Arlequin (Excoffier et al., 2007).

Para o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg, foi usada a correcdo de
Bonferroni, no qual o valor de alfa de 0,05 foi dividido pelo nimero de testes (RICE,
1989). Assim, todos os marcadores com valor de P>0,0036, encontram-se em
Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Utilizando-se o software Microchecker versdo 2.2.3, foi averiguada a
existéncia de alelos nulos, a excluséao alélica e os erros de nomeacao alélica devido

a stuttering na amostra subdividida por estado de nascimento do animal.
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3 RESULTADOS

Os dados foram analisados em conjunto e separados por estado da
Federacédo. Os estados com menos de 30 animais foram excluidos da analise. As
frequéncias alélicas, genotipicas, Ho,, He, PIC, PE e IP foram estimadas para a
amostra total. Frequéncias alélicas, AMOVA, Fsr, Fis € Fir foram estimados para a
amostra inteira e subdividida por estado, os quais foram tratados como

subpopulacoes.

3.1 Avaliacao do painel de microssatélites para identificacdo animal e averiguacao
de paternidade
Na Tab. 2, encontram-se os dados relativos ao tamanho amostral (N) das

populacdes de cada estado que foram utilizadas nas analises.

Tabela 2 - Tamanho amostral por estado

Estado N
Alagoas 67
Bahia 768
Espirito Santo 317
Goias 66
Minas Gerais 2373
Mato Grosso do Sul 70
Para 34
Pernambuco 320
Parana 157
Rio de Janeiro 686
Rio Grande do Norte 45
Rio Grande do Sul 49
Santa Catarina 152
Sergipe 36
Séo Paulo 952

Total 6092
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Todos os 14 microssatélites analisados foram polimoérficos para o cavalo
Mangalarga Marchador. Um total de 129 alelos foi encontrado para o conjunto dos
marcadores analisados, com um numero meédio de 9,2 alelos por locus, variando de
5 para o0 HTG7 a 20 para o ASB17. A heterozigosidade observada média foi de
0,702, variando de 0,536 para o HTG7 a 0,813 para o ASB17, enquanto a
heterozigosidade esperada média foi de 0,714, variando de 0,541 para o HTG7 a
0,821 para o ASB17.

A média do PE foi 0,443 para o conjunto de microssatélites avaliados,
variando de 0,221 para o HTG7 a 0,624 para o ASB17 e o PE global foi de 0,9998.
O IP combinado foi de 2.391, sendo o menor valor de 1,08 para o HTG7 e maior
valor de 2,68 para o ASB17, o que remete a uma Probabilidade de Paternidade de
99,97%. Para o PIC médio foi encontrado um valor de 0,68 e seguindo os resultados
dados pelos parametros anteriores, o HTG7 com 0,5 e o ASB17 com 0,8
apresentaram, respectivamente, o menor e o maior resultado.

Na Tab. 3, sdo mostrados os resultados relativos a numero de alelos,
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), PE, IP e PIC dos marcadores
estudados.

As frequéncias alélicas para os loci usados sdo mostradas na Tab. 4.



Tabela 3 — Caracterizacdo dos marcadores utilizados

Locus N° Alelos Ho He PE IP PIC
AHTO04 9 0,765 0,774 0,535 2,13 0,75
AHTO5 8 0,753 0,761 0,514 2,02 0,73
ASBO02 11 0,790 0,810 0,581 2,38 0,79
ASB17 20 0,813 0,821 0,624 2,68 0,8
ASB23 10 0,765 0,780 0,536 2,13 0,75
CA425 10 0,657 0,665 0,366 1,46 0,60
HMS1 7 0,652 0,654 0,358 1,44 0,59
HMS2 9 0,628 0,649 0,325 1,34 0,61
HMS3 8 0,747 0,763 0,504 1,97 0,72
HMS6 7 0,570 0,589 0,256 1,16 0,55
HMS7 8 0,755 0,767 0,518 2,04 0,73
HTG4 6 0,637 0,650 0,338 1,38 0,60
HTG7 5 0,536 0,541 0,221 1,08 0,5
VHL20 11 0,761 0,776 0,529 2,09 0,75
Média 9,2 0,702 0,714 0,443 1,81 0,68
Combinado - - - 0,9998 2.391 -
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Tabela 4 - Frequéncia alélicas para cada um dos marcadores genéticos estudados

Alelo AHT4 AHT5 ASB2 ASB17 ASB23 CA425 HMS1 HMS2 HMS3 HMS6 HMS7 HTG4 HTG7 VHL20
A 0.0023

B 0.0266 0.0001

C 0.0452

F 0.1535

G 0.0240 0.0313 0.0002

H 0.1212 0.0046 0.0015 0.2167

' 0.1343 0.0961 0.0054 0.0634 0.1106 0.0154 0.1070 0.1239 0.2063
J 0.1688 0.2102 0.0001 0.3230 0.0766 0.3814 0.0047 0.0127 0.0042
K 0.3906 0.0253 0.0519 0.0016 0.1808 0.0007 0.0210 0.0539 0.0463 0.0223 0.0353 0.1258 0.0018
L 0.0256 0.0109 0.0009 0.0034 0.1114 0.0099 0.0004 0.5353 0.0184 0.2714 0.3075 0.0794
M 0.0057 0.0863 0.2194 0.1097 0.0001 0.3769 0.4315 0.0410 0.2157 0.1634 0.2052 0.4913 0.1123 0.3875
N 0.0706 0.3803 0.3158 0.0958 0.4184 0.1074 0.0104 0.0006 0.2738 0.0779 0.1154 0.0492
O 0.0823 0.1662 0.1201 0.0252 0.0050 0.0089 0.2429 0.1666 0.2038 0.0089 0.6463 0.0167
P 0.0008 0.0003 0.0013 0.0001 0.0013 0.3359 0.5955 0.0100 0-0791 (0.0002 0.0657
Q 0.1205 0.1160 0.1950 0.0002 0.0429 0.0602 0.0092 0.0007 0.1279
R 0.0057 0.2972 0.0313 0.0109 0.0414
S 0.0006 0.0342 0.0002 0.0200
T 0.0023

U 0.0792 0.2534

v 0.0002

W 0.0001

X 0.0002

Y 0.0028

Nota: Em negrito, esta marcado o alelo mais freqiiente de cada locus.
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A distribuicdo das frequéncias alélicas variou bastante entre os loci. Alguns
marcadores apresentaram um Unico alelo com frequéncia muito alta, o que reduziu
sua informatividade. Isto pode ser observado para os marcadores HTG7, HMS2 e
HMS6. Outros marcadores apresentam dois alelos com freqiéncia alta, como
observado para CA425, HMS1 e HTGA4.

Além disto, foi avaliado o nimero de alelos raros por locus na populacdo em
geral (Tab. 5). Todos os marcadores apresentaram alelos com frequiéncia menor do

gue 5% e menor do que 1%.

Tabela 5 - Distribuicdo dos niumeros de alelos com frequéncia inferiora5e 1%
conforme o locus

Marcador N° Total de N° Alelos com N° Alelos com
genético alelos frequéncia <5% frequéncia <1%
AHTA4 9 3 2
AHTS5 8 3 1
ASB2 11 5 3
ASB17 20 13 11
ASB23 10 5 3
CA425 10 6 6
HMS1 7 4 1
HMS2 9 5 3
HMS3 8 3 1
HMS6 7 4 2
HMS7 8 4 1
HTG4 6 2 1
HTG7 5 1 1
VHL20 11 6 2
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3.2 Estrutura genética da populacéao

O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para todos os marcadores na
populacdo como um todo e em cada populagdo subdividida por estado de
nascimento do animal. Foi observado que alguns marcadores em cinco
subpopulacdes (ES, MG, MS, PA, PE) apresentavam desvios significativos do
Equilibrio de Hardy-Weinberg (Qdo 1).

Quadro 1- Distribuicdo dos marcadores que apresentam desvio do EHW por
Estado

Estado | Marcadores que apresentaram desvio para o EHW

MG AHT4 - ASB2 - HMS2 - HMSS - HMS7

MS CA425

PA HMS2

Os marcadores moleculares ASB2; ASB23; CA425; HMS2; HMS6 e VHL20
apresentaram desvio do EHW na populacdo como um todo.

A variabilidade genética se distribuiu, conforme avaliado pela AMOVA, em um
percentual de variacdo de 0,6 entre as populacdes e de 99,4 dentro das populacodes.
Na Tab. 6, sdo mostrados os indices de fixacdo (Fst) por locus. O Fst médio para
todos os loci foi de 0,006. O valor médio de Fs para todos os loci foi de 0,01244 e de
Fir foi de 0,01836.
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Tabela 6 - Estatisticas F para cada locus com respectivos valores de p

Marcador Fsr p- value Fis p- value Fpy p-value

AHT4 0,00508  0,00000 0,00772 0,10851 0,01276  0,03109
AHTS5 0,00474 0,00000 0,00715 0,15228 0,01185 0,04921
ASB17 0,00730 0,00000 0,00423 0,23277 0,01150 0,03990
ASB2 0,00572  0,00000 0,01953 0,00069 0,02513  0,00000
ASB23 0,00649  0,00000 0,01437 0,01545 0,02077  0,00158
CA425 0,00378 0,00000 0,00801 0,17099 0,01175 0,09980
HMS1 0,00293 0,00010 0,00132 0,45079 0,00424 0,34168
HMS2 0,00818 0,00000 0,02719 0,00030 0,03515  0,00000
HMS3 0,00558  0,00000 0,01646 0,00851  0,02194  0,00218
HMS6 0,00947 0,00000 0,02431 0,00188 0,03355 0,00010
HMS7 0,00722 0,00000 0,01036 0,07574 0,01751 0,01089
HTG4 0,00725  0,00000 0,01476 0,03594 0,02191  0,00743
HTG7 0,00472  0,00000 0,00478 0,28733  0,00948 0.15129
VHL20 0,00565 0,00000 0,01398 0,01168 0,01955 0,00149
Média 0,00600 0,00000 0,01244 0,11092 0,01836 0,04181

A analise de alelos nulos pelo Microchecker s6 mostrou evidéncias de alelos
nulos na populacdo de MG para os marcadores AHT5, ASB2, HMS2, HMS3, HMS6,
HTG4, CA425, na populacdo da BA, para os marcadores HMS3 e HTG7 e na

populacdo de PE, para os marcadores HTG7 e VHL20. Nao foram encontradas

evidéncias de exclusdo alélica ou de erros de nomeacdo gerados por stuttering.
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4 DISCUSSAO

4.1 Avaliacado do painel de microssatélites para identificacdo animal
e averiguacao de paternidade

Embora diversos estudos tenham avaliado o painel de marcadores
moleculares recomendados pela ISAG para verificacao de
parentesco/identificacédo individual em equinos em diversas racas, 0 conjunto
de marcadores efetivamente usado varia bastante entre as publicagbes, uma
vez que inclui outros marcadores na analise, o que dificulta a comparacéo
direta do conjunto aqui analisado (BEHL et al., 2006; LUIS et al., 2007; CHOI et
al., 2008; TAKASU et al., 2011)

Outro problema diz respeito aos tamanhos amostrais, que sdo bastante
reduzidos em alguns trabalhos, particularmente naqgueles que descrevem racas
ameacadas de extin¢ao.

Em funcao disto, serédo discutidos preferencialmente artigos com maior
namero de marcadores do painel da ISAG e/ou maiores amostras. Além disto,
0s presentes resultados serdo comparados aos descritos por SILVA FILHO et
al., 2007 e de DEASSIS et al., 2009, por serem estudos de estrutura genética
de populacbes com marcadores moleculares na racas MM.

A maioria dos marcadores analisados mostraram um grande nimero de
alelos, sendo a média de 9,2 e os extremos observados para HTG7, com 5
alelos, e para ASB17, com 20 alelos. Na Tab. 7 abaixo, encontram-se 0s
resultados obtidos por outros autores para outras racas, utilizando um painel

com pelo menos 10 marcadores em comum com o presente estudo.
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Tabela 7 - Namero médio de alelos em algumas racas

Raca No de No de No médio Ho PIC PE Referéncias
marcadores individuos de alelos

MM 14 6.092 9,2 0,702 0,68 0,9998 Presente
trabalho

Jeju 20-14* 79 7,45 0,685 0,659 0,9999 CHOI et al,
2008

Thoroughbred 14 -12* 1.285 6,36 0,663 0,652 0,9998 LEE e
CHO, 2006

Zanskari 25 -10* 42 5,8 0,61 0,78 - BEHL et al.,
2006

Sorraia 22 -10* 131 3,3 0,450 0,415 0,999 LUIS et al.,
2007

Nota: * n° de marcadores em comum com o presente estudo

Através dessa comparacdo, € possivel verificar-se que a média do
namero de alelos por locus e a heterozigosidade observada do cavalo MM, foi
maior que a encontrada em outras racas, apesar do painel analisado variar
bastante. Isso pode ter ocorrido devido ao maior tamanho amostral analisado
no presente estudo, que permitiu a identificacdo de diversos alelos raros. O
maior valor de PIC foi encontrado para a raca Zanskari, mas esta analisou um
namero muito maior de marcadores. Em relacdo ao PE, o maior valor
encontrado foi para cavalos Jeju 0 que também pode ser devido ao maior
namero de marcadores analisados para esta raca.

Todos marcadores analizados neste painel em estudo apresentaram
alelos raros, sendo que para uma freqiéncia abaixo de 1% a média foi de 2,7 e
abaixo de 5% foi de 4,6. O ASB17 foi o marcador que apresentou o maior
namero de alelos raros. Os demais artigos incluidos nesta comparacao néo
fazem referéncia a alelos raros.

A diversidade genética, de maneira geral, pode ser medida pela
heterozigosidade média. Diferencas na heterozigosidade observada podem ser
explicadas pelos marcadores microssatélites utilizados e pelo tamanho
amostral, assim como pela composicdo da amostra em termos de

aleatoriedade e representatividade (CHOI et al.,, 2008). Isso pode ser
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observado nos resultados ja descritos na literatura para a raca MM, em que
valores mais altos de heterozigosidade média (0,839) foram encontrados por
Silva-Filho et al, (2007) analisando 3 marcadores em 79 animais e valores
menores (0,637) foram observados por DeAssis et al., (2009) com um painel
com 10 microssatélites em 115 individuos. No presente trabalho, analisando 14
marcadores em 6.042 animais foi encontrada uma heterozigosidade média de
0,702, um valor intermediério aos dois trabalhos citados anteriormente.

Dentre os 14 marcadores analisados, oito foram altamente informativos
com PIC maior que 0,7 e apresentaram valores de PE acima de 0,5, sugerindo
que este seja um painel eficiente para testes de paternidade em cavalos
Mangalarga Marchador.

De acordo com o IP combinado para este painel, tem-se 99,97% de
chance de que o animal acreditado como pai seja realmente o pai biolégico.

No presente estudo, o marcador ASB17 deve ser destacado, uma vez
que este é o mais informativo do painel analisado, o que pode ser confirmado
pelo seu maior valor de PIC (0,8), PE (0,624) e IP (2,68). Com 20 alelos, este &
0 marcador que possui 0 maior numero de alelos dos 14 analisados e esta
entre os trés novos marcadores recomendados pela ISAG. Por isso, este foi
considerado o melhor marcador do painel analisado para a raga MM. Em outras
racas, o ASB17 também esta entre os mais informativos (LEE e CHO, 2006;
CHOI, et al., 2008; LING, et al., 2010).

Em contrapartida, o microssatélite menos informativo desse painel € o
HTG7, apresentando os menores valores de PIC (0,5), PE (0,215) e IP (1,06),
Além de possuir o menor numero de alelos, a frequéncia destes é muito mal
distribuida, sendo que um anico alelo representa 65,1% da frequéncia alélica
deste marcador. Assim. para o0 MM este foi o pior marcador e apesar de ser
utilizado por outros laboratérios de paternidade, ele ndo estd entre os
recomendados pela ISAG. Dentre os recomendados, o HMS6 é o0 menos
informativo com valores de PIC, PE e IP bem préximos do HTGY.

Pouquissimos trabalhos foram publicados investigando o desempenho
de painéis de marcadores microssatélites na raca MM. O autor Silva Filho e
colaboradores (2007) estudaram uma amostra de 79 animais de um plantel do
interior do estado de Sao Paulo, utilizando os marcadores VHL20, HTG4 e

HMS7, que séo utilizados na rotina de paternidade de cavalos. Os trés
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marcadores foram considerados como bastante informativos. No presente
estudo, encontramos valores aproximados de heterozigosidade e PIC para o
VHL20 e HMS7, confirmando a boa informatividade destes, mas para o
marcador HTG4 encontramos valores bem menores, indicando uma baixa
informatividade. Os alelos mais frequentes de cada locus, ndo foram os
mesmos relatados neste estudo.

Ja DeAssis e colaboradores (2009) estudaram um conjunto diferente de
microssatélites, em uma amostra aleatéria de 115 animais, ndo aparentados e
nascidos de uma mesma estacdo de monta, de 18 plantéis de Minas Gerais. O
anico em comum com o presente estudo foi o VHL20. Os valores de
heterozigosidade foram semelhantes para este marcador, o PIC foi igual, mas o
namero de alelos encontrado foi quase o dobro do publicado por DeAssis. I1sso
pode ser devido ao maior tamanho amostral utilizado no presente estudo e a

origem da amostra, permitindo assim encontrar alelos raros.

4.2 Estrutura genética da populacéo

Esta é a maior amostra de uma raca de equinos estudada, quanto a
estrutura de populacgédo, utilizando-se marcadores microssatélites.

Para uma analise exploratéria inicial da estrutura genética da raca MM, a
amostra foi dividida conforme o estado de nascimento do animal. Os resultados
apresentados pela AMOVA mostraram que a maior variacdo foi encontrada
dentro das populacdes e ndo entre elas, sugerindo que as populacdes
estudadas sdo muito parecidas geneticamente. Os testes de EHW para cada
marcador em cada populacdo identificaram alguns marcadores fora do EHW
(Qdo 1- acima). A populacdo de Minas Gerais foi a que apresentou mais
marcadores que desviaram-se do EHW, podendo isso ser devido ao efeito de
Wahlund, no qual subpopulacbes podem ter sido analisadas em conjunto e as
diferencas nas frequéncias alélicas entre essas subpopulacbes podem ser
observadas pela deficiéncia de heterozigotos.

O valor do Fst para cada locus na populagdo como um todo foi muito

baixo e altamente significativo, com uma média para todos os loci de 0,006.
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Este resultado sugere que o fluxo génico entre estas populacdes deve ser alto,
levando a homogeneidade.

Esses achados sugerem que se ha subestruturacdo, sua base
provavelmente ndo € geopolitica. Isto faz sentido, uma vez que principalmente
na regido Sudeste as populacfes sao contiguas, particularmente as de Sao
Paulo e Minas Gerais. Além disto, as técnicas de reproducédo assistida, em uso
crescente na racga, favorecem a homogeneizagcdo, mesmo de populacdes
distantes geograficamente.

Através da comparacao das populacfes dos estados a partir do Fsr par
a par, identificou-se todos os resultados com valor de p altamente significativo.
Os valores de Fst observados para cerca de 1/3 (31/105) dos pares de
populacdes se situam entretanto, abaixo de 0,01. Os valores mais baixos de
Fst sé@o observados entre MG-SP, conforme esperado, uma vez que estas sao
as maiores amostras. Os valores mais altos de Fst par a par foram observados
entre MS-AL, MS-PA e MS-RN, que estdo entre as menores amostras.

Com o programa Microchecker, s6 foram encontradas evidéncias de
alelos nulos em alguns loci nas populacdes de trés estados, MG, BA e PE.
Esse resultado sugere que ndo existem realmente alelos nulos na populacdo
estudada uma vez que essas evidéncias aconteceram esporadicamente para
marcadores diferentes em populacbes diferentes. Com o0 mesmo programa,
nao foram encontradas evidéncias para exclusédo de alelos grandes (large allele
dropout) ou para erros de identificacdo alélica causados por stuttering.

O tamanho amostral grande, embora vantajoso, criou uma dificuldade
para a realizacdo de algumas analises, pela falta de programas que analisem
os dados de mais de, geralmente, 1000 individuos. Além disto, alguns
programas que aceitam o tamanho amostral usado, ndo geraram resultados em
funcdo do tempo computacional muito grande. Assim, este estudo teré
continuidade, pois algumas perguntas permaneceram, como por exemplo
encontrar outras formas de estruturagdo geogréfica, mas ndo-geopolitica, ou

nao-geogréfica.
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5 CONCLUSOES

O painel analisado se mostrou eficiente para estudos de verificacdo de
parentesco na raca Mangalarga Marchador, com valores elevados de
heterozigosidade observada, PIC médio, PE e IPC. O marcador mais
informativo foi o ASB17 com PIC de 0,8; PE de 0,624 e IP de 2,68 e os menos
informativos foram o HTG7 (PIC-0,5, PE-0,5, IP-1,18) e o0 HMS6 (PIC-0,5, PE-
0,5, IP-1,18), sendo que HTG7 e HMS6 possuem um unico alelo com
frequéncia alélica de 65,4% e 59,5% respectivamente.

Seis marcadores apresentaram desvios das proporc¢des esperadas sob o
pressuposto do Equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo como um todo e
nas subpopulacdes apenas o0s estados do PA, MS e MG mostraram
marcadores que desviaram do equilibrio, sendo MG com mais desvios.

Conforme a AMOVA a maior diferenciacdo genética se encontra entre as
populacdes e ndo dentro delas. Além disso, a maioria das comparacdes par a
par mostrou Fst muito baixos. Os estados de SP e MG apresentaram 0s
menores valores, sendo os dois estados mais préximos geneticamente.

Utilizando-se a subdivisdo da populacdo por estado, ndo se tem
evidéncias de que essa populacdo esteja estruturada, assim, se existe

estruturacdo sua base nao é geopolitica.
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ANEXOS
Anexo 1 - Fg comparagdo das populagdes par a par

Comparisons of pairs of population samples

List of labels for population samples used below:

O Joy U WM

13:
14:
15:

Distance method: No.

O oy Ul WN

[eNeNeNeNoNeNeNeNeoNoEeNeNoNe N

1
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.01302
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.01898
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.05235
.01694
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.02377
.03354
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.01448
.01805

[eNeNeNeNeoNeoNeNeNe oo EeNe e

different alleles

2
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.00843
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.03585
.01319
.00412
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.00961
.01699
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[eNeNeNeNeoNoNoNeNeRo e RN}

3
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.00809
.00360
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.01939
.00565
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.01435
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[eNeNeNeNeoNoNoNe e N KoK}

(F'ST)
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Anexo — 2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

No. of steps in Markov chain = 1000000
No. of Dememorisation Steps = 1000000
Required precision on Probability = 0

Test association at the Locus level

== ANALYSES AT THE INTRA-POPULATION LEVEL

== Sample : Equino

== Hardy-Weinberg equilibrium : (Equino)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).
Exact test using a Markov chain (for all Loci):

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus # Genot Obs.Het Exp.Het. P-value

1 (AHT4) 6092 0.76477 0.77382 0.01536

2 (AHTS) 6092 0.75263 0.76089 0.50330

3 (ASB17) 6092 0.81320 0.82138 0.42580

4 (ASB2) 6092 0.79022 0.80960 0.00000

5 (ASB23) 6092 0.76510 0.78026 0.00228

6 (CA425) 6092 0.65742 0.66471 0.00016

7 (HMS1) 6092 0.65200 0.65437 0.73232

8 (HMS2) 6092 0.62771 0.64945 0.00000

9 (HMS3) 6092 0.74672 0.76257 0.00999

10 (HMS®6) 6092 0.56976 0.58836 0.00153

11 (HMS7) 6092 0.75476 0.76703 0.00671

12 (HTG4) 6092 0.63723 0.65050 0.08561

13 (HTG7) 6092 0.53595 0.54054 0.67866

14 (VHL20) 6092 0.76133 0.77558 0.00089

oNeoNoNoNeoNoNoNoNohoNololelNo]

1001000
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Hardy-Weinberg equilibrium test:

No. of steps in Markov chain = 1000000
No. of Dememorisation Steps = 1000000
Required precision on Probability = 0
Test association at the Locus level
== ANALYSES AT THE INTRA-POPULATION LEVEL
== Sample : AL
== Hardy-Weinberg equilibrium : (AL)
Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).
Exact test using a Markov chain (for all Loci)
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000
Locus #Genot Obs.Het. Exp.Het. P-value s.d. Steps done
1 67 0.64179 0.63753 0.28741 0.00047 1001000
2 67 0.71642 0.77275 0.39230 0.00048 1001000
3 67 0.77612 0.77320 0.89467 0.00030 1001000
4 67 0.71642 0.76916 0.30608 0.00047 1001000
5 67 0.79104 0.77735 0.20236 0.00031 1001000
6 67 0.83582 0.70699 0.42515 0.00053 1001000
7 67 0.68657 0.63640 0.98389 0.00012 1001000
8 67 0.61194 0.67288 0.32208 0.00046 1001000
9 67 0.70149 0.73089 0.67876 0.00039 1001000
10 67 0.52239 0.61374 0.05572 0.00025 1001000
11 67 0.76119 0.78308 0.06524 0.00021 1001000
12 67 0.71642 0.71159 0.40529 0.00044 1001000
13 67 0.68657 0.60016 0.22853 0.00040 1001000
14 67 0.88060 0.84031 0.01670 0.00012 1001000



== Sample : BA

== Hardy-Weinberg equilibrium : (BA)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done

1 768 0.77865 0.79264 0.01895 0.00010 1001000

2 768 0.76562 0.74916 0.10826 0.00026 1001000

3 768 0.77734 0.79129 0.22800 0.00024 1001000

4 768 0.78646 0.78989 0.00591 0.00006 1001000

5 768 0.76562 0.76646 0.90806 0.00024 1001000

6 768 0.67057 0.67789 0.82192 0.00038 1001000

7 768 0.70312 0.67671 0.75311 0.00052 1001000

8 768 0.67839 0.69282 0.04091 0.00017 1001000

9 768 0.72396 0.75982 0.00962 0.00010 1001000

10 768 0.58854 0.60484 0.13769 0.00029 1001000

11 768 0.75260 0.76510 0.22722 0.00037 1001000

12 768 0.62891 0.64200 0.45937 0.00047 1001000

13 768 0.54688 0.57111 0.17197 0.00033 1001000

14 768 0.76172 0.76951 0.64419 0.00032 1001000

59



== Sample : ES

== Hardy-Weinberg equilibrium : (ES)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.

Levene H. (1949).

Loci) :

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het

1 317 0.76972 0.75038

2 317 0.78549 0.78405

3 317 0.82019 0.81465

4 317 0.77918 0.79647

5 317 0.76656 0.78244

6 317 0.69716 0.67559

7 317 0.61199 0.66106

8 317 0.64353 0.66284

9 317 0.71293 0.72314

10 317 0.64984 0.61492

11 317 0.80442 0.76407

12 317 0.70662 0.69099

13 317 0.53628 0.52457

14 317 0.74132 0.72865

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
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== Sample : GO

== Hardy-Weinberg equilibrium : (GO)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.

Levene H. (1949).

Loci) :

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het

1 66 0.83333 0.80500

2 66 0.78788 0.74960

3 66 0.77273 0.81078

4 66 0.80303 0.76475

5 66 0.75758 0.78880

6 66 0.57576 0.66875

7 66 0.66667 0.72033

8 66 0.71212 0.65603

9 66 0.72727 0.75330

10 66 0.63636 0.65765

11 66 0.69697 0.71177

12 66 0.74242 0.71120

13 66 0.46970 0.47594

14 66 0.72727 0.78510

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
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== Sample : MG

== Hardy-Weinberg equilibrium : (MG)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.

Levene H. (1949).

Loci) :

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het

1 2373 0.75432 0.77360

2 2373 0.73873 0.75567

3 2373 0.81458 0.82367

4 2373 0.79351 0.81580

5 2373 0.77876 0.78293

6 2373 0.65065 0.66420

7 2373 0.62874 0.64376

8 2373 0.62874 0.65600

9 2373 0.74589 0.76251

10 2373 0.58744 0.60614

11 2373 0.74926 0.76227

12 2373 0.62663 0.64719

13 2373 0.52845 0.53763

14 2373 0.76485 0.78531

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000



== Sample : MS

== Hardy-Weinberg equilibrium : (MS)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.

Levene H. (1949).

Loci) :

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het

1 70 0.72857 0.78900

2 70 0.72857 0.75478

3 70 0.80000 0.75355

4 70 0.72857 0.75653

5 70 0.77143 0.78911

6 70 0.75714 0.57811

7 70 0.57143 0.57831

8 70 0.41429 0.44913

9 70 0.74286 0.70966

10 70 0.32857 0.32117

11 70 0.75714 0.75015

12 70 0.68571 0.60092

13 70 0.38571 0.34584

14 70 0.74286 0.69825

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
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== Sample : PA

== Hardy-Weinberg equilibrium : (PA)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.

Levene H. (1949).

Loci) :

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het

1 34 0.67647 0.75812

2 34 0.70588 0.66418

3 34 0.91176 0.82572

4 34 0.85294 0.82441

5 34 0.76471 0.75285

6 34 0.61765 0.63784

7 34 0.76471 0.73705

8 34 1.00000 0.71378

9 34 0.70588 0.76514

10 34 0.64706 0.62687

11 34 0.88235 0.75066

12 34 0.70588 0.74759

13 34 0.50000 0.52722

14 34 0.73529 0.78885

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
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== Sample : PE

== Hardy-Weinberg equilibrium : (PE)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done

1 320 0.76250 0.74997 0.36216 0.00049 1001000

2 320 0.73125 0.74710 0.55873 0.00052 1001000

3 320 0.83437 0.83375 0.61254 0.00044 1001000

4 320 0.75625 0.80114 0.32766 0.00032 1001000

5 320 0.75313 0.77270 0.10005 0.00025 1001000

6 320 0.60000 0.61853 0.15411 0.00035 1001000

7 320 0.68437 0.66339 0.69042 0.00040 1001000

8 320 0.67812 0.68849 0.47758 0.00048 1001000

9 320 0.80312 0.76874 0.19903 0.00036 1001000

10 320 0.57500 0.61275 0.75246 0.00041 1001000

11 320 0.75625 0.78345 0.00787 0.00009 1001000

12 320 0.71250 0.63719 0.23045 0.00044 1001000

13 320 0.56563 0.60053 0.41437 0.00048 1001000

14 320 0.72813 0.78537 0.06477 0.00027 1001000
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== Sample : PR

== Hardy-Weinberg equilibrium : (PR)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.

Levene H. (1949).

Loci) :

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het

1 157 0.70064 0.71838

2 157 0.73248 0.75939

3 157 0.77070 0.78912

4 157 0.78344 0.79634

5 157 0.74522 0.76433

6 157 0.69427 0.67483

7 157 0.72611 0.65318

8 157 0.65605 0.67347

9 157 0.73885 0.78067

10 157 0.56051 0.59191

11 157 0.77707 0.75312

12 157 0.57325 0.59970

13 157 0.61783 0.55674

14 157 0.76433 0.79408

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
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== Sample : RJ

== Hardy-Weinberg equilibrium : (RJ)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done

1 686 0.78134 0.76926 0.06945 0.00022 1001000

2 686 0.75948 0.77349 0.06222 0.00022 1001000

3 686 0.78134 0.81041 0.72505 0.00030 1001000

4 686 0.78717 0.80683 0.77980 0.00027 1001000

5 686 0.74636 0.76223 0.03193 0.00017 1001000

6 686 0.66910 0.65361 0.02535 0.00015 1001000

7 686 0.69534 0.67254 0.55635 0.00047 1001000

8 686 0.62391 0.63710 0.35169 0.00031 1001000

9 686 0.75073 0.75721 0.64561 0.00052 1001000

10 686 0.55685 0.56898 0.90079 0.00030 1001000

11 686 0.74344 0.75793 0.19853 0.00027 1001000

12 686 0.62828 0.65414 0.29077 0.00048 1001000

13 686 0.50583 0.51538 0.66177 0.00041 1001000

14 686 0.75219 0.75729 0.04958 0.00016 1001000
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== Sample : RN

== Hardy-Weinberg equilibrium : (RN)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.

Levene H. (1949).

Loci) :

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het

1 45 0.75556 0.78377

2 45 0.77778 0.73633

3 45 0.71111 0.72734

4 45 0.84444 0.82622

5 45 0.80000 0.74856

6 45 0.66667 0.59850

7 45 0.57778 0.67491

8 45 0.71111 0.72759

9 45 0.82222 0.76454

10 45 0.66667 0.62871

11 45 0.71111 0.75855

12 45 0.64444 0.66092

13 45 0.55556 0.50836

14 45 0.86667 0.81174

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
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== Sample : RS

== Hardy-Weinberg equilibrium : (RS)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done

1 49 0.75510 0.73827 0.23344 0.00041 1001000

2 49 0.65306 0.66295 0.71368 0.00051 1001000

3 49 0.87755 0.83295 0.84442 0.00028 1001000

4 49 0.81633 0.80160 0.96792 0.00019 1001000

5 49 0.77551 0.74122 0.29190 0.00045 1001000

6 49 0.46939 0.57732 0.06836 0.00024 1001000

7 49 0.61224 0.58742 0.98709 0.00012 1001000

8 49 0.42857 0.42310 0.60583 0.00044 1001000

9 49 0.75510 0.72985 0.47360 0.00056 1001000

10 49 0.53061 0.53208 0.85021 0.00036 1001000

11 49 0.79592 0.75468 0.17703 0.00038 1001000

12 49 0.67347 0.69577 0.90060 0.00030 1001000

13 49 0.42857 0.39323 0.40206 0.00049 1001000

14 49 0.71429 0.69367 0.84731 0.00039 1001000
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== Sample : SC

== Hardy-Weinberg equilibrium : (SC)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.

Levene H. (1949).

Loci) :

Exact test using a Markov chain (for all
Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het

1 152 0.82237 0.76268

2 152 0.78289 0.74666

3 152 0.88816 0.84174

4 152 0.77632 0.77184

5 152 0.75000 0.79805

6 152 0.66447 0.69224

7 152 0.60526 0.61306

8 152 0.51974 0.51880

9 152 0.82237 0.79436

10 152 0.46711 0.42668

11 152 0.69737 0.73975

12 152 0.50658 0.56794

13 152 0.56579 0.53904

14 152 0.77632 0.77347

1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
1001000
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== Sample : SE

== Hardy-Weinberg equilibrium : (SE)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done

1 36 0.80556 0.73631 0.75884 0.00041 1001000

2 36 0.77778 0.69484 0.81678 0.00043 1001000

3 36 0.86111 0.83685 0.95728 0.00018 1001000

4 36 0.77778 0.75626 0.18770 0.00043 1001000

5 36 0.72222 0.72692 0.66479 0.00049 1001000

6 36 0.63889 0.65141 0.97243 0.00016 1001000

7 36 0.72222 0.64710 0.21475 0.00039 1001000

8 36 0.63889 0.66823 0.20470 0.00040 1001000

9 36 0.80556 0.77543 0.01045 0.00012 1001000

10 36 0.63889 0.69366 0.19276 0.00042 1001000

11 36 0.75000 0.76956 0.60989 0.00050 1001000

12 36 0.69444 0.61307 0.24374 0.00037 1001000

13 36 0.52778 0.57238 0.38667 0.00051 1001000

14 36 0.75000 0.74374 0.76591 0.00036 1001000

71



== Sample : SP

== Hardy-Weinberg equilibrium : (SP)

Reference: Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length :1000000
Dememorization steps :1000000

Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done

1 952 0.77731 0.77886 0.46932 0.00041 1001000

2 952 0.77311 0.76791 0.59754 0.00037 1001000

3 952 0.84979 0.82987 0.20628 0.00029 1001000

4 952 0.80882 0.81487 0.11271 0.00028 1001000

5 952 0.75105 0.77906 0.11694 0.00022 1001000

6 952 0.65126 0.66854 0.01889 0.00012 1001000

7 952 0.63655 0.64367 0.92302 0.00026 1001000

8 952 0.58088 0.59682 0.10029 0.00029 1001000

9 952 0.74580 0.75796 0.11089 0.00022 1001000

10 952 0.51786 0.53326 0.05701 0.00021 1001000

11 952 0.76576 0.76653 0.36850 0.00040 1001000

12 952 0.63655 0.64194 0.63670 0.00040 1001000

13 952 0.55042 0.53387 0.02377 0.00015 1001000

14 952 0.76786 0.76047 0.26400 0.00038 1001000
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