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RESUMO

A regido Norte Fluminense do Estado do Rio de Janeiro se destaca na criacdo de
diferentes ragas equinas, entre elas a raca PoOnei Brasileiro, que carece de
informacdes principalmente nas areas de reprodugcdo, melhoramento genético e
sobre o nanismo desproporcional. O trabalho foi dividido em trés capitulos com o
objetivo de avaliar o efeito do nanismo sobre a morfometria placentaria (Capitulo 1),
estimar as curvas de crescimento (Capitulo 2) e a diversidade genética (Capitulo 3)
de equinos da raca Poénei Brasileiro. No Capitulo 1 a gestacdo de 19 éguas foi
acompanhado e os partos assistidos. Foram realizadas mensuracdes nas placentas
e peso do potro. Quanto ao nascimento foram observados 11 potros clinicamente
normais (52%) e oito potros com nanismo condrodisplasico (48%). Nas avaliages
placentarias as médias apresentaram diferencas e foram maiores nos potros
normais do que nos potros com nanismo, para as medidas de perimetro do
corioalantdide, area do corioalantoide, perimetro do amnion, area do amnion, peso
total da placenta, peso do corioalantdide e no peso do potro. No Capitulo 2 a altura
na cernelha dos animais foi obtida do nascimento até os 44 meses e estimadas as
curvas de crescimento para diferentes funcbes néao lineares. Os potros
apresentaram altura ao nascerem de 50,66 cm. A fungcdo de Richards foi a mais
indicada para estudo do crescimento por apresentar 0 menor erro médio de
predicdo. Apresentando altura na cernelha a maturidade de 87,51 cm, taxa de
maturacéo de 0,067 e R? de 0,994. No Capitulo 3, foram coletadas amostras de pelo
de 98 animais pertencentes a dois haras, realizada a genotipagem de 27 locos
microssatélites e avaliadas a diversidade genética, a endogamia e a estrutura
populacional de todo o rebanho. Para a diversidade os 98 animais analisados
apresentaram diversidade genética moderada com leve perda de heterozigosidade.
O nivel de endogamia do plantel foi baixo (0,011) e a estrutura populacional foi
composta por duas linhagens distintas. Como conclusao da investigacao verificou-se
que os potros acometidos pelo nanismo apresentaram menor peso ao nascimento e
menor tamanho da placenta, principalmente em relacdo a area total e peso total. A
funcdo Richards foi o melhor modelo para predizer a altura dos poneis. As
diferencas observadas na placenta de potros com nanismo podem ser utilizadas
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para estudos que busquem identificar essas alteracdes durante a fase fetal
permitindo intervencdes durante a gestacdo. Estes resultados podem ser utilizados
também para orientar 0 manejo nos haras e auxiliar nas decisfes de selecédo de
potros baseado na sua curva de crescimento. Por ultimo, medidas para aumentar a
diversidade genética seriam necessarias para o melhoramento genético dos
animais.

Palavras chave: altura na cernelha, condrodisplasia, microssatélites, modelos nao

lineares e variabilidade genética.



ABSTRACT

The North Fluminense region of the state of Rio de Janeiro stands out for the
creation of different equine breeds, among them the Po6nei Brasileiro breed, which
lacks information mainly in the areas of reproduction, genetic improvement and about
disproportionate dwarfism stunting. The aim of our study was to evaluate the effect of
dwarfism on placental morphometry, to estimate growth curves and the status of the
diversity of Ponei Brasileiro breed. The gestation of 19 mares was monitored and
assisted during the births. Measurements were made on the placentas and foal
weight. The withers height of the animals were obtained from birth to adulthood and
estimated growth curves for different non-linear functions. In addition, hair samples
were collected from 98 animals belonging to two farms, genotyping of 27
microsatellite loci was performed and genetic diversity, inbreeding and population
structure of the entire herd were evaluated. At birth, 11 clinically normal foals and
eight foals with chondrodysplastic dwarfism were observed. In placental
assessments, the means showed differences and were higher in normal foals than in
foals with dwarfism, in the measurements of the allantochorion perimeter,
allantochorion area, amnion perimeter, amnion area, total placental weight,
allantochorion weight and foal weight. The foals had a height of 50.66 cm at birth.
Richards’ function was the most suitable for the study of growth because it had the
lowest mean error of prediction. With a maturity winter height of 87.51 cm, a
maturation rate of 0.067 and an R? of 0.994. For the diversity, the 98 animals
analyzed showed moderate genetic diversity with slight loss of heterozygosity. The
level of inbreeding of population is low (0.011) and the population structure is
composed of two distinct strains. Foals affected by dwarfism had lower birth weight
and smaller placental size, mainly in relation to the total area and total weight. The
Richards function was the best model for predicting the height of ponies. The
differences observed in the placenta of foals with dwarfism can be used for studies
that seek to identify these changes during the fetal phase, allowing interventions
during pregnancy. These results can be used to guide the management of the farms
and assist in foal selection decisions based on their growth curve. Measures to
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increase genetic diversity would be interesting for the genetic improvement of

animals.

Keywords: chondrodysplasia, genetic variability,microsatellites, non-linear models

and wither height.
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1. INTRODUCAO

Segundo Molén (2009) os fosseis mais antigos de cavalos encontrados
seriam de aproximadamente 50 milhGes de anos atras Os Hyracotherium possuiam
25 a 50 cm de altura (DITTRICH, 2018) e evoluiram por todos estes anos até os
equinos atuais com diferentes racas e caracteristicas.

A equinocultura teve papel de extrema importancia na evolucdo da
humanidade desde sua domesticagdo a 6.000 anos a.C (WARMUTH et al., 2012), e
ainda hoje principalmente como animal de tracdo e lazer.

A populacdo mundial de equinos é estimada em aproximadamente 64,959
milhdes de cabecas (FAO, 2016). No Brasil de acordo com dados do IBGE - Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (2017) o efetivo de equinos era de 5,50 milhdes
de cabecas.

Do ponto de vista histérico, a necessidade de utilizacdo de tracdo animal em
tuneis e em minas de carvao, por ocasidao da Revolucao Industrial, iniciou a selecéo
e criacdo dos cavalos poneis, que hoje é realizada para lazer de criancas e
exposicdes, onde, se destaca no Brasil os equinos da raca Ponei Brasileiro. A raca
Ponei Brasileiro apresenta mais de 26.738 animais registrados (IBGE - INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2015) na associagdo de criadores
e sdo encontrados em todo territorio nacional.

Originado do cruzamento das racas Shetland da Escocia e dos Falabella da
Argentina, além de alguma influéncia de animais oriundos do Paraguai e Uruguai
(ABCCPONEI, 2018), a raca Ponei Brasileiro se difundiu pelo territério nacional
levando a fundagdo da Associagdo Brasileira dos Criadores do Cavalo Poneli
(ABCCPONEI), a estabelecer os padrdes raciais e iniciar a construcdo do livro de
registros dos animais.

O Padrao Racial determina, a sua altura ndo pode ultrapassar 100 cm para
machos e 110 cm para fémeas (ABCCPONEI, 2018). Entretanto Costa et al. (2001)
observaram na raca Ponei Brasileiro, uma altura na cernelha de 95,8 cm e tendéncia
genética de diminuicao da altura dos animais. Por sua vez, Bartholazzi Junior et al.
(2017) observaram posteriormente uma meédia de altura na cernelha de 84,5 cm.
Muitos criadores se dedicaram ao aperfeicoamento da morfometria dos animais e

11



selecdo para menor estatura, entretanto, sdo escassas as informagdes do
crescimento do Ponei Brasileiro.

Em geral, a selecdo dos equinos se baseia em mensuracdes subjetivas como
andamento, caracterizacdo racial e premiacbes em exposicbes (COSTA et al.,
2005), sendo utilizados poucos reprodutores para a reprodugéo. Como o reprodutor
é responséavel pela metade do patrimdnio genético da progénie, e pela utilizacdo de
um reprodutor para cobrir diversas matrizes, a contribuicdo dos mesmos € maior que
das matrizes para a melhoria genética do plantel e da eficiéncia produtiva (GATTI et
al.,, 2004). Contudo, a utilizagdo de poucos progenitores apresenta riscos ao
rebanho, pois pode elevar a taxa de endogamia ou consanguinidade (PEREIRA,
2008).

Por outro lado, o acasalamento de individuos geneticamente similares leva ao
aumento da homozigose de alelos deletérios indesejaveis, o que pode provocar
problemas reprodutivos e produtivos, denominados de depressdo endogamica
(GONCALVES et al., 2011), e podendo acarretar em problemas como o nanismo.

O nanismo, por sua vez, € considerado um dos defeitos congénitos mais
reconhecidos dos animais (EBERTH, 2013). O mecanismo que desencadeia este
distarbio de crescimento ainda foi pouco estudado na espécie equina, entretanto
acredita-se que o nanismo esteja relacionado com uma heranca genética recessiva
(BACK et al., 2008), podendo ser afetado pela baixa diversidade dos plantéis e
acasalamentos endogamicos.

Estudos sobre a curva de crescimento, avaliacbes gendmicas sobre a
diversidade genética e endogamia do ponei da raca Brasileira sao relevantes para o
melhoramento genético da raca além de gerar informacdes sobre diferentes
caracteristicas ligadas ao nanismo, o que permitiria elucidar esta patologia e orientar

criadores nos acasalamentos.
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2. JUSTIFICATIVA

A equinocultura é utilizada pela humanidade ha milhares de anos e foi sendo
aperfeicoada ao longo do tempo. Estudos referentes a sanidade, nutrigéo,
reproducao e ao manejo produziram, em sua maioria, informacdes relevantes para o
desenvolvimento da atividade. Uma vez satisfeitas todas as necessidades biologicas
e produtivas, acdes nesta area nao permitirdo maiores avangos no setor. Com isso o
melhoramento genético ganhou grande importancia na obtencdo de melhores
gendtipos visando ampliar o nivel de produgdo e aumentar a renda com esta
atividade. A Regidao Norte Fluminense do Estado do Rio de Janeiro se destaca a
criacdo de diferentes racas equinas, entre elas a raca PoOnei Brasileiro, que
necessita de informagfes principalmente nas areas de reproducdo, morfometria e
melhoramento genético. A principal caracteristica de interesse econémico do Pdnei
Brasileiro € a altura dos animais. Parametros do crescimento e desenvolvimento dos
potros poderiam ser usados para acompanhamento, selecdo de futuras matrizes e
garanh®es e como base para compra ou venda de animais. Além disso, criadores de
diferentes haras da regido relatam a baixa fertilidade do rebanho, diversos abortos e
nascimento de animais com mas formacbes, vulgarmente chamados de
“‘monstrinhos”, vivos e mortos. Possivelmente esses efeitos estariam relacionados
com fatores genéticos provocados e/ou associados ao nanismo. Estudos acerca das
alteracdes placentarias e do potro causados pelo nanismo podem servir como base
para novos estudos sobre a identificacdo e compreensdo desta doenca. O Ponei
Brasileiro, raca nativa do Brasil, ndo apresenta estudos moleculares sobre sua
diversidade genética e estrutura populacional. Estas informacdes apresentariam o
status da diversidade genética e endogamia, permitindo aos criadores a identificacao
da estrutura populacional de seu plantel, assim como os melhores acasalamentos,

evitando a endogamia.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o status da diversidade genética, estimar as curvas de crescimento e
verificar o efeito do nanismo sobre a morfometria placentaria de equinos da raga

Poénei Brasileiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as medidas de altura na cernelha dos animais em diferentes idades.

- Estimar as curvas de crescimento por modelos néo lineares de 2 haras.

- Identificar o melhor modelo para predi¢éo da altura na cernelha.

- Comparar a morfometria placentaria e desenvolvimento de potros sadios e
com nanismo.

- Avaliar a diversidade genética dos animais.

- Avaliar a endogamia dos plantéis.

- Avaliar a estrutura populacional dos animais.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 OS EQUINOS

As principais teorias acerca da historia evolutiva dos equinos surgiram através
da descoberta de fésseis de seus ancestrais e comparadas as mudancas evolutivas
com base nas alteracbes Osseas observadas. Segundo Molén (2009) os fosseis
mais antigos de cavalos foram encontrados em estratos sedimentares no inicio do
Periodo Terciario, ha aproximadamente 50 milhdes de anos atrds. No Periodo
Eoceno, eram comumente chamados de Eohippus ou Hyracotherium. A principal
caracteristica do Hyracotherium era a presenca de quatro metacarpos, sendo
classificado como tetradactilo (SOLOUNIAS et al., 2018).

Os Hyracotherium possuiam 25 a 50 cm de altura, com dentes de estruturas
simples, mais apropriados ao consumo de folhas tenras brotos e por¢cdes carnosas
das plantas, dorso ligeiramente arqueado e seu maior numero de dedos
capacitavam 0s animais a correrem nos campos pantanosos das florestas tropicais,
buscando alimento ou escapando dos predadores (DITTRICH, 2018).

Apébs o Hyracotherium o proximo ancestral conhecido dos equinos atuais é o
Mesohippus, um cavalo tridactilo, foi um dos mais importantes taxons centrais nas
ramificacbes subsequentes (SOLOUNIAS et al., 2018). O Mesohippus, apresentava
aproximadamente 60 cm de altura, possuia trés dedos e dentes semelhantes ao seu
ancestral. Outro descendente originado do Hyracotherium foi o Miohippus, que era
muito semelhante ao Mesohippus, mas com maior estatura, o qual se acredita que
tenha migrado para a Europa e, posteriormente, desaparecido (DITTRICH, 2018).

No Periodo do Mioceno, as gramineas tornaram-se mais abundantes e 0s
Mesohippus se adaptaram as novas condi¢coes. Deixaram de ser consumidores de
arbustos para consumirem pastos, havendo necessidade de adaptacéo dos dentes a
este alimento mais fibroso, que promovia maior desgaste dentario, formando trés
grupos diferentes de acordo com a migracao por regides diferentes ao passar dos
anos: terras altas (Parahippus), terras desertas (Merychippus) e terras baixas
(Pliohippus) (DITTRICH, 2018; MOLEN, 20009).
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O Pliohippus surgiu durante o periodo Plioceno e é o ancestral mais
semelhante ao cavalo moderno. Foi o primeiro género a apresentar um sé dedo,
embora 0s 0ssos estildides (metacarpianos e metatarsianos acessorios) fossem
maiores que no cavalo moderno. O Pliohippus mesmo sem apresentar significativas
mudancas evolutivas é considerado o antecessor do género Equus (DITTRICH,
2018).

A ilustracdo apresentada por Molén (2009) adaptado de Simpson (1951),
permite a visualizacdo da evolugdo do Hyracotherium até o cavalo atual (Equus),
relacionada com as eras de evolucdo da terra e as possiveis regides de origem
(Figura 1).
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Figura 1. Arvore evolucionaria dos equinos segundo Simpson (1951) e

adaptado por Molén (2009).

?: Possiveis lacunas evolutivas. Equus: cavalo atual.

A classificagdo inicial dos cavalos é baseada nos tipos sela e tragéo, e se sédo
orientais e ocidentais. Os orientais, eram denominados Equus caballus orientalis
(Tarpd), provavelmente deram origem aos animais de sela da regido do
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Mediterraneo. Os cavalos ocidentais ou Equus caballus occidentalis, provavelmente
deram origem aos animais de tracdo na Europa Central. Outro tipo selvagem
existente até o final dos anos 80 era o Equus caballus przewalskii, que habitava o
Leste Asiatico proximo a fronteira da Mongdlia, contribuiram para formacéo das
ragas locais, comoos cavalos do Sul da Russia e da Mongdlia (DITTRICH, 2018).
Apés toda a evolugdo que deu origem do cavalo moderno, estes foram
adaptando-se a diferentes regibes e selecionados pelos homens, formando

diferentes racas e presentes em todos 0s continentes.

4.2 A EQUINOCULTURA E A RACA PONEI BRASILEIRO

A populacdo mundial de equinos é estimada em aproximadamente 64,959
milhdes de cabecas (FAO, 2016). No Brasil de acordo com dados do IBGE - Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (2017) o efetivo de equinos é de 5,50 milhdes
de cabecas. Em 2015, entre as principais racas, se destacaram a Mangalarga
Marchador com 600 mil animais registrados e a raca Quarto de Milha com 402 mil
animais registrados. Nas racas pbneis a de maior destaque é a raca Ponei Brasileiro
com mais de 26.738 animais registrados (IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2015).

O complexo do agronegocio equino apresenta constante evolucao e contribui
com o Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro e com a geracdo de empregos, onde,
em menos de dez anos a renda no setor aumentou mais de 100%. Em 2006, o
complexo do agronegdécio equino no Brasil movimentou cerca de R$ 7,5 bilhdes e
gerou cerca de 3,2 milhbes de empregos diretos e indiretos, desempenhando as
funcdes de sela, carga e tracdo (LIMA; SHIROTA; BARROS, 2006). Em 2015 a
renda gerada no complexo do agronegécio do cavalo no Brasil totalizou R$ 16,15
bilhdes, com cerca de 2,43 milhdes de empregos diretos e indiretos (LIMA; CINTRA,
2016).

Segundo Lima et al. (2006) o cavalo se destina a diferentes atividades como
para o trabalho, no uso militar e principalmente nas diferentes atividades
agropecuarias como o manejo do gado. O cavalo é utilizado também como recurso

terapéutico no tratamento de pessoas com deficiéncia, assim como dificuldades nas
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areas cognitiva, psicomotora e socioafetivas, através do uso da equoterapia. Outra
atividade realizada de longa data é o esporte equestre com diferentes modalidades e
com crescimento expressivo em todo o mundo. Existem ainda outras atividades
como o turismo equestre, escolas de equitacdo, Jockey Clubs, exposicOes e
eventos.

Dentre as atividades empregadas, 0 uso da tragcdo animal antigamente era
indispensavel para o homem e o interesse em cavalos de pequeno porte se deu com
a necessidade de utilizacdo dela na extracdo mineral em minas com passagens
estreitas e baixas, que exigia cavalos fortes e bem pequenos, iniciando entdo a
selecéo e criacao dos cavalos poneis.

Os animais da raca P6nei Brasileiro descendem dos Shetland da Escocia, dos
Falabella da Argentina, além de alguma influéncia de animais oriundos do Paraguai
e Uruguai (ABCCPONEI, 2018). Em 1970, foi criada a Associacdo Brasileira de
Criadores do Cavalo Piquira e Ponei, hoje denominada como Associacao Brasileira
dos Criadores do Cavalo Ponei - ABCCPONEI (BERGMANN et al., 1997a) que
iniciou o livro de registro dos animais no Brasil.

Os equinos da raca Ponei Brasileiro apresentam massa e forma harmoniosa,
agil, de bom temperamento para o servico, docil, com propor¢des equilibradas entre
a altura na cernelha e o comprimento do corpo. Possuem ainda frente altiva e leve,
bem aprumado e com angulagbes de membros que favorecam uma boa liberdade
de movimentos ao passo, ao trote e ao galope (ABCCPONEI, 2018).

Com o padrao racial aperfeicoado, a sua altura ndo pode ultrapassar 100cm
para machos e 110cm para fémeas, sendo a estatura ideal 90cm. Possuem cabeca
de forma triangular com orelhas pequenas e bem implantadas, olhos vivos e
expressivos, narinas delicadas, abertas e flexiveis. Seu pescog¢o tem comprimento e
musculatura proporcionais com crinas fartas e sedosas. Tronco forte e compacto
com dorso—lombo curto, reto e forte, garupa bem musculada, de forma arredondada
e harmoniosamente ligada ao lombo. Membros proporcionais, fortes e bem
aprumados (ABCCPONEI, 2018).
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4.3 PLACENTA EQUINA

A placenta é definida como um 6rgdo de transicdo composta por tecidos
materno e fetal. Apresenta funcdes de transporte de nutrientes, trocas metabdlicas e
na manutencdo da gestacdo através da producdo de horménios (DAVIES MOREL,
2002; LEISER; KAUFMANN, 1994).

A necessidade de maior area de contato entre os tecidos materno e fetais
ocorre por interdigitacbes dos tecidos, em equinos e suinos esta distribuicdo se
prolonga na maior parte da superficie coribnica caracterizando a placenta difusa
(LEISER; KAUFMANN, 1994).

Por sua vez, as vilosidades do corion agrupadas em complexos sao
denominadas microcotilédones (Figura 2), recobrindo a superficie coribnica que se
encaixam em criptas correspondentes no endométrio (ALLEN et al.,, 2002;
GINTHER, 1992). O microcotilédone é a unidade de trocas placentarias nos equinos
e abrange tanto o tecido fetal, quanto o materno (GINTHER, 1992). Devido a estas
caracteristicas a placenta equina é classificada como microcotiledonaria
epiteliocorial, pela intima relagdo das camadas de tecido conjuntivo e epitelial com
os capilares fetais (SENGER, 2005).

A placenta equina apresenta padréo circulatério contracorrente e grau de
implantagéo decidua e a membrana corioalantdidea € aderida a todo o endomeétrio.
O endotélio materno, epitélio uterino, epitélio coribnico e capilares fetais separam os
capilares fetais e maternos no sentido uterino-fetal (DON, 2007).

O saco vitelinico é o primeiro anexo a ser formado nos mamiferos
domésticos, atuando precocemente como um 6rgdo vasculégeno e
hematocitopoético. O amnio (Figura 2) é um capsula sacular do embrido e do feto,
que contém liquido amnidtico que permite a hidratacdo do embrido, a motilidade dos
tecidos da superficie embrionéaria e a protecdo mecanica contra traumas. O alantoide
€ um diverticulo endodérmico do intestino que se funde ao cério (anexo derivado do
trofoblasto) formando a membrana corioalantéidea (Figura 2). O alantdide nos
equinos apresenta grande desenvolvimento e envolve a cavidade amnidtica com o
feto. O corion converte-se em corion secundario, dotado de vilosidades,
estabelecendo relagcbes com a mucosa uterina. A unido do feto a placenta é feita

através do corddo umbilical, composto por vasos alantoideanos (vasos umbilicais),

20



representados por duas veias e duas artérias (ALMEIDA, 1999; MOORE;
PERSAUD; TORCHIA, 2008; SCHWARZE; SCHRODER, 1970; SENGER, 2005).

Microcotyledons

Endometrium

Myometrium_- —

Figura 2. Placenta equina, adaptado de Senger, (2005). A: Placenta difusa
equina; B: Estruturas da placenta equina C: Juncao Utero placentaria equina.

A: alant6ide, AC: corioalantéide, AM: cavidade amini6tica, E: endométrio, M: miométrio, YS:

saco vitelino.
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4.3.1 Influéncia da placenta no peso do neonato

A placenta fornece nutrientes e oxigénio para o0 potro, retira os produtos
residuais a partir da circulacdo feto-placentario e disponibiliza fatores de
crescimento, que controlam o crescimento fetal e regulam o ambiente intra-uterino
do feto (HARDING; JOHNSTON, 1995). Qualquer fator que afete negativamente a
relacdo intima da placenta com o endométrio podera causar problemas na gestacao
(BURTON; JAUNIAUX, 2018).

A eficiéncia da placenta geralmente € determinada pelo peso do feto em
relacdo ao peso da placenta (WILSON; FORD, 2001). Esta proporcao € afetada por
diferentes fatores como: sintese e secrecédo de horménios (FOWDEN et al., 2006a),
a area de superficie dos anexos materno fetal responsavel pelas trocas e a
vascularizagcdo materna e fetal (BURTON; JAUNIAUX, 2018).

O aumento da massa da placenta esta correlacionado ao aumento da massa
do potro (ALLEN et al.,, 2004; ELLIOTT; MORTON; CHOPIN, 2009). Estudos
envolvendo a diminuicdo estimulada da placenta tém sido realizada com esse
enfoque: avaliar as consequéncias desta diminuicdo com o tamanho do potro ao
nascer (ANDERSON et al., 2005; GIUSSANI et al., 2003). Segundo Wilsher; Allen
(2012) o fornecimento de nutrientes e oxigénio para o feto dependem do tamanho do
atero, que é determinado pelo tamanho da mae.

Investigacbes de Allen et al., (2002) identificaram que o peso ao nascer do
potro foi positivamente correlacionado com: i) volume e area bruta da placenta e, ii)
volume do corioalantdide e o peso materno com a massa e area bruta do
corioalantdide. Esses autores indicaram que, 0s genotipos materno e fetal interagem
para controlar a taxa e a extensdo do crescimento fetal, influenciando a area bruta
do alantocorio difuso, a densidade, complexidade e profundidade das
microcotileddneas em sua superficie.

Alguns autores abordaram a relacao placenta e o tamanho ao nascimento do
potro em equinos. Ja em 1938, Walton and Hammond (1938), mostraram que o
tamanho da égua afeta o desenvolvimento intrauterino de seu potro e a taxa de
crescimento poés-natal. Dois anos depois, Hammond (1940) usou a inseminacao
artificial para cruzar grandes cavalos Shire com pequenos poéneis Shetland. Os

potros puros Shetland nasceram com metade do tamanho de seu meio irméo
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reciproco nascido de uma méae Shire e essa diferenca de tamanho persistiu até a
idade adulta.

Em suas analises, Tischner (1985) produziu trés pares de irmaos de cada
sexo de pbnei Konik, transferiu metade dos embrides para éguas de grande porte e
o0 restante permaneceu dentro de sua mae genética Konik. Os potros pbneis
gestados nas éguas de grande porte foram todos mais altos e pesados ao nascer do
que seus irmédos gestados dentro das éguas Konik e eles continuaram a crescer
mais rapido apos o nascimento, concluindo que o tamanho da receptora pode afetar
o tamanho final do potro.

Por sua vez, Allen et al., (2002) compararam o tamanho da placenta e o
tamanho do potro, ao nascimento, em quatro grupos diferentes, dentro da raca Puro-
Sangue (n= 7) e pbnei (n= 7), e cruzamentos de Puro-Sangue em éguas ponei (n=
8) e pbnei em éguas Puro-Sangue (n= 7); e 0 peso ao nascer do potro foi

positivamente correlacionado com o volume da placenta.

4.4 ESTATURA E CRESCIMENTO EQUINO

O tamanho corporal € um importante parametro para estudar as influéncias
genéticas sobre as caracteristicas quantitativas e tem sido intensamente estudado
em humanos e também em animais domeésticos (METZGER et al., 2013; SIGNER-
HASLER et al., 2012). Em equinos, o tamanho do corpo é um critério importante e
crucial para a classificacdo e avaliacdo de diferentes racas e a altura apresenta
grande influéncia na aparéncia e fungéo.

Estatura em todos os organismos é a interacdo aditiva de dezenas se ndo
centenas de genes dentro de um individuo que determina a sua altura adulta final.
Este carater poligénico é principalmente devido a genética (80 - 90%) e é apenas
ligeiramente afetada por outros fatores ambientais. Esta altura adulta tem mostrado
ser bastante varidvel dentro de certas populacdes isoladas de espécies animais,
incluindo os seres humanos (EBERTH, 2013).

Em humanos ja foram identificados mais de 200 locos de pequeno efeito
relacionados a estatura (ALLEN et al., 2010; OKADA et al., 2010). Estudos de

associacdo gendmica ampla em bovinos, cavalos e cées, utilizando a informacao
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genética foram eficientes a partir de estudos de associagdo gendémica ampla de
estatura em humanos sugerindo fortemente que as regides polimérficas que afetam
a estatura humana também afetam estatura nestas espécies domesticadas
(EBERTH, 2013). Entretanto nos equinos poucos genes controlam esta
caracteristica.

A esse respeito, Makvandi-Nejad et al. (2012) realizaram um estudo de
associacdo genémica ampla e identificaram 4 genes que explicam 83% da variacéo
da estatura dos equinos. Foram identificadas mutacdes em genes que haviam sido
identificados por controlar a altura em humanos (LCORL, ZFAT e LASP1) e em caes
(HMGA2).

Nessa direcéo, Costa et al. (2001) observaram na raca Ponei Brasileiro, altura
na cernelha de 95,8 cm. Neste periodo os animais eram registrados em livro aberto,
pois, 0S progenitores eram pouco selecionados e ndo eram registrados. Ja em 2017,
Bartholazzi Junior et al. (2017) observaram média de altura na cernelha de 84,5 cm.
A raca Ponei Brasileiro é caracteriza pela baixa estatura mesmo quando comparada
com outras racas ponei. Sobre a questdo, Martinson et al. (2014) observaram altura
na cernelhas de 119 cm para raca Shetland e 127 cm para a ragca Pbnei Welsh.
Ainda em suas andlises, Brown et al. (2013) observaram altura na cernelha de
108,04 para pobneis Skyrian, 112 cm para cavalos Caspios e 122,39 para o ponei
Exmoor.

Conhecer o padrdo de desenvolvimento da raca permite a estimativa de
parametros que possibilitam selecionar, com acuracia elevada, os animais ainda em
idade precoce, a fim de otimizar o manejo de criatérios (RIBEIRO et al., 2018).

O processo de avaliagdo do crescimento animal € realizado durante um
periodo especifico ou durante toda a vida do animal e os dados sdo estudados
ajustando func¢des nao lineares e estimando as curvas de crescimento. Os principais
objetivos da construcdo de curvas sao descrever, prever 0 crescimento, a
maturidade do animal e fazer inferéncias com base nos parametros dessas curvas,
facilitando a compreenséo do fendmeno do crescimento (LOBO et al., 2006).

Entre essas funcdes ndo-lineares, as mais utilizadas na modelagem da curva
de crescimento dos animais sdo a de Brody (BRODY, 1945), a de Von Bertalanffy
(VON BERTALANFFY, 1957), a de Gompertz (LAIRD, 1965), a Logistica (NELDER,
1961) e a de Richards (RICHARDS, 1959).
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Na estimacao destas func¢des sédo obtidos parametros relacionados a fisiologia
do crescimento. O parametro A, € o valor assintotico, e esta relacionado a estatura
ou peso na maturidade. A altura assintética A ndo é necessariamente a altura adulta
dos animais, mas sim a altura média a ser atingida na fase adulta (BROWN;
FITZHUGH JUNIOR; CARTWRIGHT, 1976). O parametro b é a constante de
interacdo, estabelecida pelos valores iniciais de peso ou altura; t, relacionado a
altura inicial da cernelha, sem interpretacéo biolégica bem definida; e k € a taxa de
crescimento, que indica a velocidade a atingir o peso ou altura a maturidade.

Diversos trabalhos identificaram maior altura a maturidade em machos
(FRADINHO et al., 2016; GHAVI HOSSEIN-ZADEH; GHORBANI, 2018; RIBEIRO et
al., 2018), nestes casos as funcdes de crescimento devem ser estimadas para cada
sexo separadamente.

A esse respeito, Valette et al. (2008) observaram valores para o R? para as
curvas de crescimento, com valores de 0,827 a 0,990 para o Puro Sangue Inglés,
0,827 a 0,990 para cavalos de Sela Francés e 0,830 a 0,990 para Trotador Francés.
Neste estudo o modelo logaritimico e de poténcia foram os que melhor se ajustaram
para estas racas. Para o modelo logaritimico os parametros observados foram A de
116,2 (Puro Sangue Inglés), 115,3 (cavalos de Sela Francés) e 114,3 (Trotador
Francés); k de 10,6 (Puro Sangue Inglés), 12,56 (cavalos de Sela Francés) e 11,66
(Trotador Franceés).

Ghavi Hossein-Zadeh and Ghorbani (2018) avaliando a raga Céspio observou
altura assintética (A) de 99,94 cm na funcéo logistica a 102,03 cm na funcéo de
Brody, a taxa de crescimento (k) foi de 0,064, funcdo de Brody. Neste estudo a
funcdo de Brody foi a que melhor se ajustou ao crescimento do Caspian

Ainda nesse sentido, Fradinho et al. (2016) observaram em cavalos Lusitanos
valor de A de 153,3 cm e k de 0,0035, para a fungéo de Brody; e para a fungéo de
Richards apresentou valores de A de 158,6 cm, k de 0.0018. Estes autores
indicaram a fungdo de Richards como o melhor modelo para descrever o
crescimento em cavalos Lusitanos e observaram R? variando de 0,942 a 0,954 para
os modelos de Brody e Richards, respectivamente.

Nesse interim, Ribeiro et al. (2018) indicaram a funcdo logistica para
descrever o crescimento em altura na cernelha de animais Mangalarga Marchador,

observando valores de R? de 0,9535 para fémeas e 0,9396 para machos. Estes
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autores encontraram valores para A de 147,83 cm para fémeas e 149,27 cm para
machos; k de 0,0988 para fémeas e 0,0823 para machos, na funcéo logistica.
Medicbes de Santos et al. (1999), em cavalos Pantaneiro, identificaram as
funcdes de Richards e Weibull como os melhores modelos de predicdo para a altura.
Onoda et al. (2011) também indicaram a funcdo de Richards para a curva de
crescimento em Puro Sangue Inglés. Os autores Kocher and Burton Staniar (2013)
utilizaram a funcdo de Richards para estudar o crescimento em cavalos Puro
Sangue Inglés, obtendo no parametro A valor de 168,9 cm, k valor de 0,0016 e R? de

0,922 para a altura na cernelha.

4.5 NANISMO EM EQUINOS

Nanismo é considerado um dos defeitos congénitos mais reconhecidos de
animais e seres humanos e pode ser hereditario ou esporadico em causa e de
expressdo. Existem duas categorias morfolégicas gerais dentro desta doenca
extremamente diversificada. Estas categorias sd0 nanismo desproporcional e
proporcional e dentro de cada um destes, existem numerosos fenotipos que tém sido
extensivamente descritas em seres humanos, e, em menor grau, em caes, bovinos,
ratos, galinhas e outras espécies domésticas (EBERTH, 2013).

As principais alteragcdes observadas nos animais afetados com nanismo
desproporcional sédo: o retardo do crescimento fisario de membros e costelas, o
crescimento mais rapido da cabeca e do tronco em relacdo as demais regides,
anormalidades cranianas (cabeca desproporcionalmente grande, olhos e Orbitas
grandes e protuberantes, propor¢cdo maior da regido frontal em relacdo a nasal,
alteracbes na oclusdo dentaria, estreitamento de vias aéreas), encurtamento e
deformidades dos membros, ocasionando restricdo na flexdo ou extenséo,
articulagbes com aumento de volume, hiperextensdo das articulagbes metacarpo
e/ou metatarsofalangicas, baixa estatura desproporcional, deformacdes progressivas
nos cascos e desenvolvimento de artrites, devido a ma formacdo dos membros,
alteracdes na coluna vertebral que podem aparecer tardiamente e térax mais largo
com estreitamento na juncao costocondral (BACK et al., 2008; EBERTH, 2013).
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O mecanismo que desencadeia este disturbio de crescimento ainda foi pouco
estudado na espécie equina, entretanto acredita-se que 0 nanismo esteja
relacionado com uma heranca genética recessiva (BACK et al., 2008).

Alguns trabalhos mais atuais foram desenvolvidos na tentativa de elucidar o
nanismo. Estudos realizados por Orr et al. (2010), por meio da associagdo genémica
ampla comparando 10 animais andes e 10 animais normais identificaram um gene
no cromossomo 14 como possivel causador do nanismo em equinos Friesian, onde
0S animais andes apresentavam uma mutacdo em homozigose neste gene.

Nesse contexto, Eberth (2013), por sua vez, realizou um estudo de
associacdo gendmica ampla comparando 20 equinos com nanismo e 26 poneis
normais, encontrando associacao do gene ACAN no cromossomo 1, identificando 4
mutacdes (no exon 2, 6, 11 e 15) que determinam causas diferentes de acordo com
as associacdes destes, variando desde a morte embrionaria ao nascimento de

animais com fenotipos normais.

4.6 MARCADORES MOLECULARES

Segundo Bered et al. (1997) os marcadores genéticos podem ser divididos
em dois grupos bésicos, marcador morfolégico e marcador molecular. Marcadores
morfolégicos tém sido usados para identificacdo de gendtipos a milhares de anos,
entretanto, diversas limitacdes tém sido apontadas na utilizacdo destes marcadores,
entre eles, o pequeno numero de marcadores, o efeito quantitativo dos genes e a
baixa acuracia.

O marcador molecular é todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um
gene expresso ou de segmento especifico de DNA, o qual pode corresponder a uma
regido expressa do genoma ou ndo, que diferencia dois ou mais individuos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

O marcador molecular baseia-se nas mutagdes de sequéncias nucleotidicas
dentro do genoma do individuo, que sdo os marcadores mais confiaveis disponiveis.
Os marcadores moleculares podem ser utilizados para investigar as variacdes
genéticas no DNA, entre diferentes populagbes, entre individuos da mesma

7

populacdo e até mesmo de racas diferentes. A sua vantagem é ser capaz de

27



encontrar variagdes genéticas de forma rdpida e direta, por isso tém-se desenvolvido
rapidamente, e eles estdo se tornando cada vez mais informativos (YANG et al.,
2013).

Os marcadores moleculares surgiram como uma ferramenta capaz de
detectar variagbes genéticas no DNA. Esses marcadores s80 numerosos e
distribuidos por todo o genoma, possuem heranca mendeliana, geralmente
expressam carater co-dominante e muitas vezes sdo multialélicos (YANG et al.,
2013).

Segundo Garcia and Porto-Neto (2006) com a capacidade de cobrir todo o
genoma animal os marcadores moleculares tém sido usados como ferramenta util no
melhoramento animal, na selecdo, nos testes de paternidade, na identificacdo e
estimativa da distancia genética entre animais.

A maioria das caracteristicas de interesse econdmico apresenta o padrdo de
heranca poligénica, sendo determinadas por inUmeros genes de grande e/ou de
pequeno efeito individuais e sob forte influéncia de fatores ambientais (COUTINHO;
ROSARIO; JORGE, 2010).

Uma das vantagens do uso de marcadores moleculares em programas de
selecdo é a de apresentar o potencial de complementar a selecdo classica. As
principais vantagens na sua utilizacdo estdo relacionadas a precocidade de
avaliacdo dos animais para caracteristicas especificas, uma vez que esta tecnologia
emprega amostras de DNA, permitindo andlises desde momentos imediatamente
apos o nascimento (GARCIA; PORTO-NETO, 2006).

De forma geral, os marcadores moleculares podem ser basicamente
classificados em duas categorias: marcadores baseados em técnicas de hibridizacéo
e marcadores baseados em técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(POLIDO et al., 2012).

Os marcadores moleculares obtidos por hibridizagdo séo a RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism ou polimorfismo no comprimento dos fragmentos de
restricdo) e locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats ou variacdo de
namero de sequéncia repetidas em tandem - Minissatélites). Uma série de
marcadores moleculares foi desenvolvida a partir da técnica de PCR, dentre eles os
STR (Short Tandem Repeats ou microssatélites ou SSR — Simple Sequence

Repeats), SNP (Single Nucleotide Polymorphism ou polimorfismo de base unica),
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RAPD (Random Amplified Polymorphism ou polimorfismo de DNA arbritariamente
amplificado), entre outros (COUTINHO et al., 2006).

4.6.1 Marcadores moleculares microssatélites

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por sequéncias simples
repetidas, as quais consistem de um a seis nucleotideos repetidos em tandem.
Essas regides sdo denominadas microssatélites, SSR ou STR (BOREM; CAIXETA,
20009).

O polimorfismo desses marcadores baseia-se na variagdo do numero das
sequéncias repetidas, que ocorrem por crossing-over desigual ou por erro durante a
replicacdo pela DNA polimerase (BOREM; CAIXETA, 2009). Uma das principais
caracteristicas dos marcadores microssatélites, fato comumente observado nos
estudos de diversidade genética sdo os alelos multiplos encontrados nesse tipo de
marcador (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Os marcadores microssatélites apresentam uma série de vantagens sobre os
demais marcadores moleculares: possuem inimeros locos microssatélites, cobrem
extensivamente o genoma, possuem natureza multialélica, necessitam de pequenas
quantidades de DNA para analise, de facil amplificacdo pela PCR, tém heranca do
tipo mendeliana e sdo expressos como alelos codominantes (COUTINHO et al.,
2006).

Outra vantagem dos microssatélites € o elevado polimorfismo comparado com
outros marcadores, as variagdes no numero de repeticdes em tandem acumulam-se
mais rapidamente na populacdo do que as mutacdes de ponto e inser¢cdes/dele¢cbes
responsavel pelo polimorfismo encontrado em outros marcadores moleculares
(BOREM; CAIXETA, 2009).

Esforcos significativos foram empregados para identificar microssatélites em
equinos (JOHANSSON et al., 1992; EWEN & MATTHEWS, 1994; MARKLUND et al.,
1994; BREEN et al., 1997; VAN HAERINGEN et al., 1998; HOPMAN et al., 1999;
MURPHIE et al. 1999; RUTH et al.,, 1999), mostrando a importancia destes
marcadores e permitindo a identificacdo de locos mais informativos.

Tém sido aplicados em diversos estudos na area animal como nas

estimativas de distancias genéticas, testes de paternidade, comparacbes de

29



composicdo genética de populacBes e andlise da diversidade genética. Permitem
avaliar a reducdo da diversidade genética devido ao emprego de um pequeno
namero de progenitores através da comparacdo dos niveis de variabilidade entre
intervalos de geracfes. Auxiliam também na identificacdo dos individuos mais
distantes geneticamente, de forma a maximizar a recuperagdo da variabilidade

genética via cruzamento (MELO et al., 2008).

4.7 DIVERSIDADE GENETICA

A diversidade genética é a diferenca entre individuos, populacdes e espécies,
representada por diferencas em sequencias de DNA e pode ser descrita através do
namero de polimorfismos, heterozigosidade e diversidade alélica ou haplotipica
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010). Segundo Drummond et al. (2009), a
diversidade genética refere-se a toda variacdo biolégica hereditaria acumulada
durante o processo evolutivo, gerada, fundamentalmente, por mutacéo na sequéncia
nucleotidica durante a replicagdo do DNA.

A biodiversidade é produto da evolugéo bioldgica cuja variedade de formas é
resultado do acumulo de variacdes hereditarias, inicialmente polimorficas dentro de
espécies que, posteriormente, se fixam em unidades taxon6micas, como as racgas.
Deste modo, as formas de vida do planeta sdo caracterizadas por diferenciacbes
genéticas que podem ser utilizadas com grande potencial em estudos para diversos
fins e em diferentes areas (DRUMMOND et al., 2009).

A capacidade de sobrevivéncia de uma espécie depende de sua capacidade
de adaptacdo ao meio e em deixar descendentes, fatores fortemente afetados pela
diversidade genética da populacao.

Quando esta variacao ocorre entre individuos da mesma espécie, chamamos
de polimorfismos ou diversidade intraespecifica. A variacdo entre espécies, sendo
fixada dentro de cada taxon, € uma substituicAo de carater, que pode ser
nucleotidica (DNA) ou aminoacidica (proteina). As variacbes genéticas
intraespecificas sédo investigadas quando buscamos compreender as relacdes entre

individuos e populacdes de cada espécie, como nas avaliacbes de parentesco entre
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individuos, se existe ou ndo fluxo génico entre populacées ou qual o status de

conservagao de uma espécie em particular (DRUMMOND et al., 2009).

4.7.1 Indicadores populacionais de diversidade genética

Dentro dos estudos com marcadores moleculares, os locos devem ser
analisados sobre o0 seu poder discriminatério com base no conteudo de informacéo
polimorfica (PIC). O PIC estima o poder discriminatério, considerando o numero de
alelos por loco e a frequéncia relativa desses alelos (CRUZ; FERREIRA; PESSONI,
2011). Este parametro é totalmente dependente da frequéncia dos alelos presentes
nos locos, onde, locos com frequéncia elevada do alelo dominante, mesmo
apresentando diferentes alelos, trazem pouca informacao para a discriminacdo dos
individuos.

Nas andlises descritivas dos marcadores microssatélites sao apresentadas as
informacdes dos alelos observados por locos, desde dados basicos como o0 nimero
total de alelos por loco (Na) e o numero médio de alelos por loco (Nm). Dentro desta
categoria as informacdes alélicas sdo mais exploradas e, obtém-se o numero efetivo
de alelos (Ne), que é dado pela razdo do Na e o numero total de alelos polimorficos
(CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Dentro das analises populacionais, as medidas de heterozigosidade séo as
mais utilizadas para aferir a diversidade genética. Sao avaliadas a heterozigosidade
observada (Ho), que é o numero de individuos heterozigotos para um determinado
loco em relacdo ao namero total de individuos amostrados. Ja a heterozigosidade
esperada (He), indica a probabilidade de um individuo ser heterozigoto para cada
loco de acordo com suas frequéncias alélicas (NEI, 1978).

Outro fator avaliado com a diversidade genética € a estimativa do tamanho
populacional efetivo em populacdes, que pode ser calculado a partir da avaliacédo de
parametros naturais entre o tamanho de censo e o tamanho efetivo, que depende
principalmente do sistema de acasalamento e do sucesso reprodutivo dos individuos
(CHAVES, 2011).

O tamanho efetivo populacional (NeP) representa o numero de individuos que
contribuem efetivamente para a variancia de amostragem e corresponde ao numero

de reprodutores na populacao ideal que proporcionaria a mesma taxa de endogamia
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em uma populacdo de estudo (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011). O Ne é
considerado como o tamanho de uma populagcéo ideal, onde, um determinado
parametro genético tem o mesmo valor que o da populacdo analisada. Pode ser
calculado de diferentes formas, de acordo com o parametro escolhido: frequéncias
alélicas, heterozigosidade, desequilibrio de ligacdo, coeficiente de endogamia e a
diversidade alélica (CHAVES, 2011).

Nas avaliacOes de diversidade genética entre populacbes o parametro mais
antigo e amplamente utilizado € o indice de fixacdo (F) ou coeficiente de endogamia,
desenvolvida por Sewall Wright (WRIGHT, 1969), que mede o déficit de
heterozigotos da populacéo real em relacdo as proporgdes esperadas sob equilibrio
de Hardy- Weinberg (ALLENDORF; LUIKART, 2007), ou a probabilidade de um
individuo da populacdo ser homozigoto por autozigose de um gene qualquer
presente em seus ancestrais (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Uma série de coeficientes de endogamia séo utilizados para descrever a
distribuicdo da variacdo genética de um conjunto de populagdes: Fis, Fst e Fir. Fis €
a medida do desvio das propor¢cbes de Hardy-Weinberg dentro das populacdes.

Nesse caso, Fis = 1 — (Ho / He), na qual He é a heterozigosidade média esperada
entre todas as populacdes e Hy € a heterozigosidade média observada entre todas
as populacdes. Fst € a medida da divergéncia na frequéncia alélica entre
populacdes: Fst = 1 — (He / Hy), na qual H; é a propor¢cédo de heterozigotos utilizando
as frequéncias alélicas médias entre todas as populacdes. O Fst aumenta a cada
geracdo que duas populacdes permanecem isoladas. Fir € a medida do desvio geral
das proporcdes de Hardy-Weinberg na populacéo inteira: Fir =1 — (Ho / Hy) ou Fr =
Fis + Fst — (Fis)(Fst) (ALLENDORF; LUIKART, 2007).

Para a distribuicdo da diversidade genética entre os individuos e/ou
populacdes com informacdes de microssatélites, geralmente, é utilizada a analise
das distancias genéticas de Nei (NEI, 1972). A distancia Nei foi formulada a partir
dos seguintes pressupostos: taxa de mutagcéo constante e igual para todos os locos;
populacdes com tamanhos efetivos iguais e constantes ao longo das geracdes; as

populacdes estdo em equilibrio mutacdo-deriva (NEI, 1972, 1978).
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4.8 DIVERSIDADE GENETICA E ENDOGAMIA EM EQUINOS

Muitos trabalhos ja foram publicados por diversos pesquisadores sobre a
diversidade genética e endogamia em equinos de diferentes racas e populacdes
(COSTA et al., 2005, 2009; GIACOMONI; FERNANDEZ-STOLZ; FREITAS, 2008;
GUASTELLA et al., 2011; GUPTA et al., 2005; LERQY et al., 2009; LUIS et al.,
2007; PIRES et al., 2012; PLANTE et al., 2007a; RENDO et al., 2012; ROYO et al.,
2007; SERENO et al., 2008; SILVA FILHO; SCHNEIDER; SILVA, 2007), permitindo
um maior conhecimento sobre as expansdes populacionais, translocacdes de
individuos, formacéo das racas e levantamento da variabilidade genética destas
populacdes.

A endogamia ou consanguinidade € um sistema de acasalamento que
consiste na unido de individuos com certo grau de parentesco. Individuo
consanguineo é aquele resultante do cruzamento de progenitores que sdo parentes.
O termo consanguinidade € um conceito usado ao se referir a uma populacéo ou a
um grupo de animais (PEREIRA, 2008).

O coeficiente de endogamia é referente a probabilidade de que os alelos de
um loco de um individuo sejam idénticos por ascendéncia, esses alelos sdo
idénticos quando derivam ou sao copias de alelo comum encontrado nos ancestrais
daquele individuo (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Diferente de outras espécies domésticas, nas fazendas o rebanho equino nao
€ muito numeroso e a selecdo ndo tem objetivos econdmicos tdo bem definidos.
Além disso, as caracteristicas avaliadas como andamento, premiacdes em corridas e
funcionalidade associada a morfologia ndo sdo de mensuracao subjetiva (COSTA et
al., 2005), culminando na selecdo e utilizacdo de poucos reprodutores e matrizes
para a reproducao. A utilizacao das biotecnologias reprodutivas como a inseminacao
artificial e a transferéncia de embrides, aumenta a utilizacdo de poucos animais para
a formacéo de novos individuos e eleva o grau de consanguinidade dos plantéis
equinos.

Segundo Pereira (2008), o fato de os pais de um individuo serem
geneticamente semelhantes aumenta a probabilidade de que ele receba de seus
pais alelos idénticos, que representam cépias de um mesmo gene presente em um

ancestral comum, levando a consanguinidade nestes descendentes.
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A endogamia tem como principal efeito o aumento da homozigose na
populagcdo, o que ocasiona a produgdo de organismos geneticamente mais
semelhantes. No entanto, niveis elevados de endogamia podem aumentar a
frequéncia de gendtipos homozigotos advindos de genes deletérios indesejaveis em
homozigose afetando a adaptabilidade e, como consequéncia a reprodugdo e
producdo animal, ou seja, depressdo endogamica (GONCALVES et al., 2011).

O aumento da homozigose pela consanguinidade ocorre tanto para alelos
dominantes como recessivos. Desta forma ela ndo altera a frequéncia génica. A
Unica forca capaz de alterar a frequéncia génica é a selecdo (PEREIRA, 2008),
portanto a consanguinidade ndo seria um problema em uma populacdo em equilibrio
de Hardy-Weinberg. Entretanto, com a selecdo animal eliminam-se os individuos
homozigotos recessivos ou dominantes para uma determinada caracteristica
alterando a frequéncia génica de alguns alelos, tornando esta populacdes
geneticamente similar nas proximas geracgoes.

Em seus estudos, Rendo et al. (2012) avaliaram equinos pdneis da raca
Pottoka provenientes da provincia de Gipuzkoa na Espanha, encontraram média de
6,88 alelos em 17 locos microssatélites estudados e heterozigosidade observada
alta, com média de 0.708 entre os locos microssatélites. O Fis apresentou-se na
maior parte dos locos estudados entre -0.040 e 0.061 indicando baixa
consanguinidade. Em trés locos (ABS23, HMS3 e HTG10) apresentaram Fis
significativos de 0.246, 0.167 e 0.184 respectivamente onde inicialmente poderia
indicar consanguinidade, entretanto a analise destes trés microssatélites com o
programa de micro-checker revelou alelos nulos para todos eles.

Por sua vez, Royo et al. (2007), inferindo a variabilidade genética em pbneis
da raca Asturcon pertencentes a um programa de conservagdo animal na Espanha,
obtiveram média no numero de alelos observados por locos de 9,5 alelos em 15
locos microssatélites estudados. O Fis apresentado com os estudos dos locos
obteve média de 0,007, indicando pouca endogamia do rebanho e mostrando que o
uso de informacbes de pedigree e moleculares para direcionamento dos
acasalamentos manteve constante as frequéncias alélicas apds o conhecimento
destas informacdes.

Nessa direcdo, Silva Filho et al. (2007), utilizando 3 locos microssatélites,
estimaram a diversidade genética e as relacdes génicas entre as seis racas de
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equinos criadas no Brasil (Marajoara, Puruca, Puro Sangue Inglés, Mangalarga
Marchador, Brasileiro de Hipismo e Quarto de Milha), no qual, detectaram alto
polimorfismo nas seis racas de cavalos estudados, nos quais 0s numeros médios de
alelos estenderam-se de 8 a 11,33 alelos por raca e as distancias genéticas
demonstraram grandes divergéncias das racas Marajoara e Puruca, em relacdo as
demais ragas, as quais ndo se apresentam como racgas formadoras em comum.
Entretanto os valores de Fis foram altamente significantes (P<0,01) variando entre
0,309 e 0,236 indicando consanguinidade entre os animais.

Em suas investigacfes, Gupta et al. (2005a) avaliaram a diversidade genética
em 48 cavalos da raca Marwari na india, utilizando 26 locos microssatélites,
encontrando em média 5,9 alelos por locos, indicando a existéncia de diversidade
genética substancial na populacdo de cavalos Marwari e os baixos valores de indice
de fixacao, (Fis= 0,2433 * 0,05) indicaram pequeno nivel de endogamia.

Nesses meandros, Luis et al. (2007) realizaram um estudo com trés racas de
cavalos portugueses nativas (Lusitano, Sorraia e Garrano), e 30 outras racas para
inferir relacdes entre as racas e comparar niveis de polimorfismo destas racas para
uso em programas de conservagao. A heterozigosidade observada variou de 0,454 a
0,768. Avaliando 12 locos microssatélites, o Garrano e o Lusitano mostraram um
elevado nivel de diversidade genética com numero médio de alelos por locos de
7,17 e 6,33 respectivamente, semelhante a observada para a maior parte das outras
racas analisadas, enquanto o Sorraia com média de 3,83 alelos por locos e racas
Friesian mostrou baixos niveis de variacao.

Ainda por essa Otica, Plante et al. (2007a) caracterizaram a diversidade
genética em cavalos Sable Island habitando uma ilha ao largo da costa leste do
Canada, em comparacdo com outras 15 racas de cavalos comumente encontrados
no pais e cinco racas espanholas, através de 12 locos microssatélites. O namero
meédio de alelos por locos variou de 4,67 na populagéo cavalo Sable Island para 8,25
em cavalos Appaloosa, mostrando baixa diversidade genética e Fis de 0.043
indicando pouca endogamia na raga Sable Island.

A respeito da tematica, Costa et al. (2009) avaliaram a distancias genéticas
em equinos de diferentes racas (Marajoara, Puruca, Mangalarga, Puro Sangue
Inglés, Arabe, Pantaneiro coletados no Brasil e Lusitano, Arabe, Asturcon, Pura
Raca Espanhola, Puro Sangue Inglés, Losino, Mallorquina, Menorquina e Potoka
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coletados na Espanha). Foram utilizados 22 locos microssatélites e detectados 236
alelos, com média igual a 7,5 alelos por locos, variando entre 6 e 16 alelos. O Fis
oscilou entre valores de -0,0090 e 0,0424 indicando baixa endogamia.

Nesse contexto, Sereno et al. (2008) inferiram a diversidade genética do
cavalo Pantaneiro no Brasil e suas relagdes com outras racas de equinos (Puro
Sangue Inglés, Arabe, Puro Sangue Espanhol e Crioulo Uruguaio), através da
avaliacdo de 12 locos microssatélites. O numero de alelos variou entre 6 e 13 por
locos, com média de 8,9 alelos, apresentando entdo alta diversidade genética em
todas as racas presentes no estudo. Os valores de Fis apresentaram-se entre -
0.0158 e 0.1356 indicando pouca endogamia.

As andlises de Costa et al. (2005) avaliaram a endogamia do Cavalo
Mangalarga Marchador a partir de informacfes de genealogia de 286.047 animais
registrados na Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga
Marchador. A média do coeficiente de endogamia para toda a populagéo foi de 1,3%
e diferente de zero para 22,6% dos animais. Considerando apenas 0s animais
endogamicos, o coeficiente médio de endogamia foi de 5,7%, minimo de 0,001 e
méaximo de 46,9%. O coeficiente médio de endogamia para toda a populacédo
Mangalarga Marchador se encontra dentro de niveis aceitaveis, entretanto existe
tendéncia de continuo aumento com o passar das geracoes.

No que diz respeito & questdo, Leroy et al. (2009) avaliaram 34 racas de
cavalos atravées de 11 marcadores microssatélites. Dentre estas racas foram
avaliadas seis racas poneis: Connemara Pony, New Forrest Pony, Poney Francais
de Selle, Shetland Pony, Welsh Pony e Iceland Pony. Todas as racas poneis
avaliadas apresentaram alta diversidade genética. A heterozigosidade observada foi
elevada em todas as ragcas com maior valor na raga Poney Francais de Selle (0,79)
e apresentou endogamia nula (0,00), a raca Shetland Pony apresentou a menor
heterozigosidade (0,65) e o maior nivel endogamia (0,06).

Sobre o assunto, Bigi and Perrotta (2012) estudaram as ragas Anglo-Arabe,
Arabe, Bardigiano, Catria, Haflinger, ltalian Heavy Draught, Trotador Italiano,
Lipizzan, Maremmano, Murgese e Puro Sangue Inglés por meio de 11 marcadores
microssatélites. A heterozigosidade variou de 0,66 a 0,75 (na raca Arab e na raca
Haflinger, respectivamente). O nivel de endogamia variou de -0,04 (Haflinger) a 0,07
(Catria).
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Finalmente, Khanshour et al. (2013) avaliaram cavalos da raca Akhal Teke,
Turkoman, Caspio, Przewalski e diferentes linhagens da raca Arabe, utilizando 15
locos de microssatélites. Apenas uma linhagem da raca Arabe (Arabe Ocidental -
Davenport) apresentou baixa diversidade genética (Ho= 0,40) e foi endogamica
(Fis= 0,132). As demais racas e linhagens da raca Arabe avaliadas apresentaram
heterozigosidade observada entre 0,53 a 0,75 e endogamia de -0,114 a 0,047.
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CAPITULO 1

Morphometric evaluation of the placenta of foals with dwarfism of the Ponei
Brasileiro breed

Abstract:

Chondrodysplasia is a genetic disorder caused by a defect in endochondral
ossification that causes large losses to pony breeders. The high occurrence of
stunting in Pbnei Brasileiro breed impairs reproductive rates and diminishes animal
welfare due to high neonatal mortality. The aim of this study was to compare
placental morphometry of foals born with dwarf characteristics and clinically normal
foals of the Pbnei Brasileiro breed. Ultrasonographic monitoring was performed on
mares of the Ponei Brasileiro breed and 21 random mares were selected in the final
third of gestation. The births of 19 foals were observed, with 11 normal foals and
eight foals with morphological characteristics compatible with chondrodysplastic
dwarfism, for division into two groups (normal and dwarf). Morphometric
measurements were taken directly from the placenta. The photographic images of
placentas were taken, and were evaluated by the ImageJ program and were
calculation of the allantochorion perimeter and area, amnion perimeter and area. In
addition, we also measured the volume of placental structures, the weight of
placental structures and foal weight. The frequency analysis of the occurrence of
dwarfism and the type of delivery (eutocic or dystocic). The effect of dwarfism on
placental measures and foal weight was evaluated according to the phenotype. The
averages were higher in normal foals than in foals with dwarfism for allantochorion
perimeter, allantochorion area, amnion perimeter, amnion area, total placental
weight, allantochorion weight and foal weight. The foals affected by dwarfism
presented lower birth weight and smaller placental size, mainly in relation to total
area and total weight. With the identification of placental differences in fetal dwarfism,

new methods for identifying dwarfism in the uterine phase could be developed.

Keywords: allantochorion, amnion, chondrodysplasia, equine, miniature horse.
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INTRODUCTION

Dwarfism is considered one of the most recognizable birth defects in animals.
The mechanism that triggers this growth disturbance has not been widely studied in
equines, but it is believed that dwarfism is related to a recessive genetic inheritance
(BACK et al., 2008).

Dwarfism occurs in two ways, depending on the phenotypic alteration.
Proportional dwarfism is characterized by a short stature proportional among limbs,
trunk, head, and organs. On the other hand, in disproportionate dwarfism (with
chondrodysplasia as its main and most serious condition), despite the short stature,
some organs remain normal in size and the animals present several morphological
alterations that affect both intrauterine and postnatal survival (EBERTH, 2013).

Among the changes in chondrodysplasia, the most cited are delayed limb
growth, faster head and trunk growth relative to other regions, cranial abnormalities
(such as disproportionately large head, large protruding eyes and orbits, greater
proportion of the frontal region in relation to the nasal region and dental occlusion
alterations), airway narrowing, limb shortening and deformities (causing restriction in
flexion or extension), joints with increased volume, hyperextension of the metacarpal
and/or metatarsophalangeal joints, low disproportionate stature, progressive hoof
deformities and arthritis due to limb malformation, alterations in the spine that may
appear late, and a wider chest with a narrowing at the costochondral junction (BACK
et al., 2008; EBERTH; SWERCZAK; BAILEY, 2009).

It is believed that dwarfism is not often reported by breeders so as not to
demean the breed or quality of the animals produced (WATANABE et al., 2014). The
Ponei Brasileiro breed has a withers height limit the standard of the breed: it cannot
exceed 1.00 m in males and 1.10 m in females (ABCCPONEI, 2018). Costa et al.
(2001) evaluated linear pony measurements through records from 1974 to 1994 of
the PoOnei Brasileiro breed and found an average of 0.95 m in height at withers.
Bartholazzi Junior et al. (2017), studying the Pénei Brasileiro breed in Rio de Janeiro
state, Brazil, found an average height of 0.85 m for stallions and 0.87 m for mares.

Disproportionate dwarfing cases have been observed with high frequency in
the Ponei Brasileiro breed (QUIRINO et al., 2016). Changes in dwarfism in animals
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begin from their intrauterine life and are observed in the neonate. The placenta is
commonly associated with progeny size at birth, but we have not found studies
emphasizing placenta changes in foals with short stature caused by dwarfism.

The placenta provides nutrients and oxygen to the foal, removes residual
products from the fetal-placental circulation and provides growth factors, which
control fetal growth and regulate the intrauterine environment of the fetus (HARDING,;
JOHNSTON, 1995). Any factor that negatively affects the intimate relationship of the
placenta to the endometrium may cause pregnancy problems (BURTON; JAUNIAUX,
2018).

Due to the lack of information and alterations associated with disproportionate
dwarfism in equines, we tested the hypothesis that the dwarfism influence the
placental morphometry and weight of the foals when compared to foals born clinically

normal in the Pénei Brasileiro breed.
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MATERIALS AND METHODS

ANIMALS AND DESCRIPTION OF TRIAL DESIGN

The mean and deviations of placental morphometry and foal weight were not
known, the sample size was determined from the moment that there were no
changes in the results after consecutive analyzes starting from the moment each
group reached a minimum of 5 samples per group.

Ultrasonographic monitoring was performed on mares of the Pénei Brasileiro
breed from the state of Rio de Janeiro, Brazil. Of all pregnant mares, 21 random
mares were selected in the final third of gestation, healthy and without any alteration
or affection in the reproductive tract or in other systems, aged 5 to 23 years, were
housed in the obstetrics and reproduction sector of North Fluminense State
University, from November 2017 to August 2018, for observation of the births,
evaluation of the placenta and weighing of the foals. For the choice of mares, the
exclusion criteria were non-pregnancy, the presence of clinical changes and low
body score.

Due to the difficulty of predicting the moment of delivery in horses, two mares
were born without monitoring and their placental attachments could not be evaluated
and were excluded from the analysis. After exclusion, the sample size reduced to 19
pregnant mares.

According to morphological changes, foals were divided into two phenotypes:
clinically normal (N) and disproportionate dwarfism (DD) (disproportionately short
stature with changes in limbs, trunk and head). In addition to the foal phenotype, the
type of delivery (eutocic or dystocic) and the survival of the foal were evaluated. All
data were classified in these two groups after the measurements, to perform the
statistical analyses. In this way, at no time did the evaluators know the classification
of the samples.

This was a study with imbalanced randomisation, blind whit parallel-group. As
the foal phenotype was not known at the time of delivery the grouping of the animals

was completely random and cannot be balanced.
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The sample size was limited by the possibility of allocation and daily
monitoring for a long period in the institution where the evaluations place were

realized.

MORPHOMETRIC MEASUREMENTS

The evaluators responsible for all measurements were not informed about the
purpose of the study and the grouping to be re-evaluated, allowing for blind
evaluations. The order of measurements was random according to the birth of the
mares.

The placenta morphometric measurements were performed according to
Whitwell and Jeffcott (1975), with modifications. Initially, the allantochorion surface
was opened in the reversed position in the "F" form to obtain measurements and
photographs. The placenta morphometric measurements were described by
Knottenbelt et al. (2004).

The total placental length (TPL), gravid horn length (GHL), mean gravid horn
diameter (MGHD), input diameter of gravid horn (IDGH), non-gravid horn length
(NGHL), mean non-gravid horn diameter (MNGHD), input diameter of non-gravid
horn (IDNGH) and umbilical cord length (UCL) were measured with a metal ruler
graduated in centimeters (Fig. 1).

Total placental volume (TPV), allantochorion volume (ACV), amnion volume
(AV) and umbilical cord volume (UCV) were determined in a graduated beaker filled
with a known amount of water, where each anatomical structure was submerged to
obtain the volume by the difference between the initial and final volume reading. The
variables total placental weight (TPW), allantochorion weight (ACW), amnion weight
(AW), umbilical cord weight (UCW), and foal weight (FW) were measured on an

electronic scale.
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Fig. 1 Placenta surface measurements of horses of Pénei Brasileiro breed.

1: allantochorion area, 2: allantochorion perimeter, 3: total placental length, 4: gravid horn length, 5:
input diameter of gravid horn, 6: mean gravid horn diameter, 7: non-gravid horn length, 8: input
diameter of non-gravid horn, 9: mean diameter of non-gravid horn and 10: metal ruler graduated in

centimeters.
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The photographic images of placentas were taken by positioning the camera
on the center of the placenta and using a metal ruler positioned laterally. The
captured images were evaluated by the ImageJ program, using the ruler for
standardization of the scale and calculation of the allantochorion perimeter (ACP),

allantochorion area (ACA), amnion perimeter (AP) and amnion area (AA).

STATISTICAL ANALYSIS

The frequency analysis of the occurrence of dwarfism and the type of delivery
(eutocic or dystocic) were analyzed by PROC FREQ procedure of the SAS® 9.2
software. The effect of dwarfism on placental measures and foal weight was
evaluated according to the phenotype (Normal or DD), allocated by randomization,
are parametric and were analyzed using the PROC GLM procedure of the SAS® 9.2
software, using the following model: Yij = p + Di + €ij, where Yij is the observation for
the ij-th morphometric measurement; p is the mean of the characteristic; Di is the
effect of the i-th phenotype (Normal or DD) and €ij is the random error. The mares
age was tested and removed from the model due to non-significant effect. The
means were compared by the t-test at 5% probability. Pearson’s correlations
between morphometric measurements, foal weight and phenotype (N or DD) were
calculated by the PROC CORR procedure of the SAS® 9.2 software (SAS Inst., Inc.,
Cary, NC). The networks of correlations were plotted in by the "qgraph” package
(EPSKAMP et al., 2012) of R 3.4.1 software.
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RESULTS

Of the 19 foals born (Table 1), eight (42.11%) presented morphological
characteristics consistent with chondrodysplasia-like dwarfism (DD) (Fig. 2, B and C),
and 75% of these deliveries were dystocic, requiring surgical treatment of the one
mare, while only 9% of deliveries of clinically normal foals were dystocic. Half of the
foals with DD were stillborn and the remainder had a short survival, ranging from 3 to
29 days. Three foals were euthanized at different ages (Table 1), due to worsening of
the clinical picture of ataxia, difficulty in nursing and cardiorespiratory problems. One
filly died at 29 days presenting repetitive convulsion, inappetence and progressive
weight loss.

The remaining 11 neonatal foals were normal (Fig. 2A), showing no
phenotypic trait of chondrodysplasia. Ten of these foals remained healthy during the
following 15 days during which they were monitored at the university and were later
returned to the farm of origin with good health. One filly (N) died at 12 days of age

with neurological changes without a definite diagnosis.
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Table 1. Information on the phenotype, sex, type of delivery and survival of the foals

of the Pbnei Brasileiro breed.

Animal Phenotype Sex Delivery Survival
1 N M Eutocic Normal
2 F Dystocic Normal
3 N F Eutocic Normal
4 N M Eutocic Normal
5 N M Eutocic Normal
6 N M Eutocic Normal
7 N M Eutocic Normal
8 N F Eutocic 12 days*
9 N M Eutocic Normal
10 N F Eutocic Normal
11 N F Eutocic Normal
12 DD F Dystocic Stillborn
13 DD M Dystocic Stillborn
14 DD F Dystocic 29 days
15 DD F Eutocic 17 days**
16 DD F Eutocic 7 days**
17 DD F Dystocic Stillborn
18 DD F Dystocic Stillborn
19 DD F Dystocic 3 days**

N: clinically normal. DD: disproportionate dwarfism. M: male. F: female. *Died with neurological

changes. **Euthanized
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Fig. 2 Foals of the Pbnei Brasileiro breed. A: clinically normal foal. B: foal affected by

disproportionate dwarfism at 1 day of age with small survival chance. C: stillborn foal
affected by disproportionate dwarfism. D: stillborn foal affected by disproportionate

dwarfism.

There were no macroscopic changes in the placentas and there was no
inflammation effect. Dwarfism affected placental measurements and foal weight (P
<0.05). The allantochorion perimeter, allantochorion area, amnion perimeter, amnion
area, placental weight and allantochorion weight presented differences (P <0.05)
between N and DD animals. The mean foals weight was different (P <0.05) between
the groups, the foals with DD had deficient body development and lower body weight
in relation to the N animals (Table 2).

The other variables evaluated did not present differences (P >0.05) between N
and DD animals (Table 2). The placenta presented similar measurements of the
uterine horns (gravid horn length (GHL), mean gravid horn diameter (MGHD), input
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diameter of gravid horn (IDGH), non-gravid horn length (NGHL), mean non-gravid
horn diameter (MNGHD) and input diameter of non-gravid horn (IDNGH)) in the two
groups showing no DD effect on these structures. The total volume of the placenta,
although presenting a high average amplitude between the placenta of fetuses with
DD and fetuses with N (1045.71 ml and 1366.30 ml, respectively) were similar (P
>0.05), possibly due to the high deviation of the observations around the mean
(Table 2).

The umbilical cord length presented similar means (P >0.05) in the two groups
evaluated (N and DD) and there was no significant correlation (P >0.05) with the
other variables. However, it is worth mentioning the great variation in umbilical cord
length, with a minimum of 21 to the maximum value of 42 cm between foals with DD

and from 17 to 38 cm between N foals.
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Table 2. Morphometric variables of the placenta and birth weight according to the

normal or disproportionate dwarfism phenotypes of P6nei Brasileiro foals.

N DD
Variable Mean + SD Mean + SD RMSE
Allantochorion perimeter (cm) 273.26+25.46* 238.66+29.95  27.47

Allantochorion area (cm?)
Amnion perimeter (cm)

Amnion area (cm?)

2164.27+375.42*
240.88+21.79*
2814.36+760.10*

1739.51+294.33 343.02
196.53+32.60
1878.2+390.54 638.48

26.65

Total placental length (cm) 66.21+11.22 61.71+7.65 9.85
Gravid horn length (cm) 29.90+3.47 25.85+6.07 4.72
Mean gravid horn diameter (cm) 13.11+£3.35 15.45+£4.94 4.08
Input diameter of gravid horn (cm) 14.99+3.29 16.85+4.09 3.64
Non-gravid horn length (cm) 25.76+3.83 23.50+3.07 3.54
Mean non-gravid horn diameter (cm) 11.94+2.44 11.94+2.73 2.56
Input diameter of non-gravid horn (cm) 14.17£2.19 13.74+£3.50 2.80

Total placental volume (ml) 1366.30+371.07 1045.71+£386.52 377.32

Allantochorion volume (ml) 917.00+£344.9 634.29+185.01 291.66
Amnion volume (ml) 387.80+95.12 367.14+201.47 147.19
Umbilical cord volume (ml) 61.50+29.25 44.29+15.12 24.60
Total placental weight (g) 1377.98+381.42* 852.25+274.24 342.59
Allantochorion weight (g) 918.40+353.00* 510.40+178.33 295.78
Amnion weight (g) 384.02+97.31 285.71+105.77 100.78
Umbilical cord weight (g) 67.56+27.36 51.71+£20.26 24.77
Umbilical cord length (cm) 26.33+7.18 27.401+9.48 8.02

Foal weight (KQ) 13.94+2.77* 10.36+1.92 2.39

Means on the same line with "*" differ by the test "t" at 5% probability.

N: clinically normal; DD: disproportionate dwarfism. RMSE: root mean square error.

Figure 3 presents the correlation network between placental morphometric
variables, birth weight and progeny phenotype (normal and disproportionate
dwarfism) of Pénei Brasileiro foals. Positive correlations are highlighted in green and

negative correlations are highlighted in red. The thickness of the lines indicates the
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level of correlation between variables, where the higher the correlations the thicker
the line.

The foals with DD phenotype presented negative, high and significant
correlations (P <0.05) with allantochorion perimeter (-0.56), allantochorion area (-
0.55), amnion perimeter (-0.67), amnion area (-0.62), placental weight (-0.63),
allantochorion weight (-0.59) and foal weight (-0.64) (Table 3). These results indicate
that in DD foals there is a decrease in the characteristics associated with the
placenta perimeter and area.

The foal weight presented positive and significant correlations (P <0.05) with
amnion area (0.77), total placental length (0.71), allantochorion volume (0.67), total
placental weight (0.81), allantochorion weight (0.80) and amnion weight (0.77) (Table
3).
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Fig. 3. Correlation network among placental morphometric variables, birth weight and
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progeny (normal and disproportionate dwarfism) of P6nei Brasileiro foals.

PRO: progeny, ACP: allantochorion perimeter, ACA: allantochorion area, AP: amnion perimeter, AA:
amnion area, TPL: total placental length, TPV: Total placental volume, ACV: allantochorion volume,
AV: amnion volume, UCV: umbilical cord volume, TPW: total placental weight, ACW: allantochorion

weight, AW: amnion weight, UCW: umbilical cord weight, and FW: foal weight.
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Table 3. Correlation Pearson among placental morphometric variables, birth weight and progeny (normal and disproportionate
dwarfism) of Pénei Brasileiro foals.

PRO ACP ACA PA AA TPL TPV ACV ACV UVvC TPW PCW AW UCW FW
PRO -
ACP -0,56* -
ACA -0,55* 0,92** -
PA -0,67* 0,31  0,56* -
AA -0,62* 0,52 0,70~ 0,86* -
TPL -0,24 0,66* 0,78 0,45 0,53 -
TPV -0,41 0,09 0,26 0,32 0,27 0,25 -
ACvV -0,45 0,09 0,19 0,19 0,13 0,16 0,93* -
ACvV -0,07 0,02 0,26 0,4 0,36 0,31 0,67 0,36 -
uvC -0,34 0,29 0,33 0,41 0,51 0,20 0,37 0,18 0,45 -
TPW -0,63* 0,31 0,43 0,47 0,47 0,44 0,87 0,89 0,39 0,39 -
PCW -0,59* 0,25 0,31 0,27 0,29 0,29 0,84** 0,94 0,23 0,24 0,97* -
AW -0,46 041 0,63* 0,77 0,71* 0,76 0,56* 0,36 0,68 0,57* 0,65* 0,44 -
ucw -032 0,14 0,26 0,63* 0,59* 0,18 0,38 0,24 0,60* 0,83* 0,36 0,16 0,67* -
FW  -0,64* 0,49* 0,55 o, 0O,7r~ 0,71* 054 0,67* 0,26 0,46 0,81 0,80* 0,77 0,44 -

*. P <0.05. **: P <0.001.

PRO: progeny, ACP: allantochorion perimeter, ACA: allantochorion area, AP: amnion perimeter, AA: amnion area, TPL: total placental length, TPV: Total

placental volume, ACV: allantochorion volume, AV: amnion volume, UCV: umbilical cord volume, TPW: total placental weight, ACW: allantochorion weight,

AW: amnion weight, UCW: umbilical cord weight, and FW: foal weight.
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DISCUSSION

Dwarfism is a frequent congenital disease in the P6nei Brasileiro breed and
causes large financial losses due to embryonic loss and high neonatal mortality. In
spite of being one of the most studied diseases in different species, studies of this
subject in equines are scarce (EBERTH, 2013), and we did not find in the literature
studies of placental morphometry in gestations of foals with disproportionate
dwarfism. We aimed to evaluate the morphometric changes of the placentas and the
relations resulting from the presence of fetuses with dwarfism.

The allantochorion perimeter and amnion perimeter (Table 2) followed the
observed growth measurements for the allantochorion area and amnion area,
respectively, and were the surface measurements most affected by dwarfism. The
DD (chondrodysplastic) fetuses presented underdeveloped bodies, requiring smaller
space for their accommodation in relation to the larger N fetuses.

In several studies, foal size has been reported to be related to placental
characteristics (ALLEN et al., 2002; BURTON; JAUNIAUX, 2018; HAMMOND, 1940;
TISCHNER; KLIMCZAK, 1989; USHA; SARITA, 2011; WALTON; HAMMOND, 1938).
The main determinant of intrauterine growth is the placental supply of nutrients to the
fetus (HARDING; JOHNSTON, 1995), which depends on placental size, morphology,
blood flow, and nutrient availability (FOWDEN et al., 2006b).

Some authors have investigated the placenta’s relationship with foal size at
birth in horses, but they all carried out their studies with larger mares than in our
study. As early as 1938, Walton and Hammond (1938) showed that mare size affects
the intrauterine development of the foal and the rate of postnatal growth. Hammond
(1940) used artificial insemination to cross large Shire horses with small Shetland
ponies. Newborn pure Shetland foals were half the size of their half-sibling twins born
to a Shire mother and this difference in size persisted into adulthood.

Tischner (1985) produced three pairs of siblings of each sex of the Konik pony
breed, transferred half of the embryos to large mares while the remainder remained
within their genetic Konik mother. The foals from the large mares were all taller and

heavier at birth than their siblings in the Konik mares and they continued to grow
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faster after birth, indicating that the size of the recipient may affect the final size of
the foal.

Allen et al. (2002), compared placental size and vessel size at birth in four
different groups within the Pure-Blood (n = 7) and Pony (n = 7) breeds, and crosses
of Pure-Blood in ponies mares (n = 8) and pony in Pure-Blood mares (n = 7). The
birth weight of the foals was positively correlated with placental volume, gross
placental area, allantoic fluid volume, and maternal weight was correlated with
allantochorion mass and total area. These authors indicated that the maternal
genotypes and fetal interaction control fetal growth rate and adult size, influencing
the total area of the diffuse allantochorion and the density, complexity and depth of
the micro-cotyledons on its surface.

However, in our study foal size was due to a genetic disease independent of
placental functions related to fetal development, and only one breed (Ponei Brasileiro
breed) was used, unlike the other studies (ALLEN et al., 2002; HAMMOND, 1940;
TALUKDER et al., 2014; TISCHNER, 1985; WALTON; HAMMOND, 1938).

Even using mares of the same breed, a large difference was observed in
placental morphometry, which was associated with foal size. This led us to
hypothesize that the placenta can determine the size of the foal, but the size of the
foal can also determine the size of the placenta. The ability of the placenta to perform
exchanges and provide nourishment influences the fetal development and foal size at
birth. However, in our study, the placenta was shaped to the form of the uterus and
distended with fetal development, according to the size of each fetus.

Walton and Hammond (1938) evaluated the Shetland pony placenta and
observed total placental weight (1,407 to 2,094 kg), allantochorion weight (1,030 to
1,553 kg), amnion weight (0.297 to 0.464 kg), umbilical cord weight (0.080 to 0.090
kg) and foal weight (18.2 to 22.2 kg) higher than observed for the clinically healthy
foals and dwarf foals evaluated in our study in the Pbnei Brasileiro breed. These
differences are possibly due to the difference in size between the two breeds,
because the Shetland has greater stature, greater abdominal amplitude and larger
size of the foal.

Allen et al. (2002) observed in placentas of mares (undefined), mean weight of
allantochorion (1.7 £ 0.1 kg) and average weight of foals (24.0 £ 1.3 kg), also higher
to the Pdnei Brasileiro reported in our study. Possibly these differences in placental
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morphometry are due to the difference in foal size at birth between breeds. These
results reinforce our hypothesis that foal size determines placental size.

Evaluating placental structures in Puro Sangue Inglés horses, Whitwell and
Jeffcott (1975) also observed a large variation in umbilical cord length (from 36 to 83
cm). Balkawade and Shinde (2012), in a study of 1000 cases in humans, identified
that umbilical cord length is variable, but fetuses with excessively short or long cords
were associated with a higher incidence of complications in the marrow and
increased frequency of fetal heart disease, in addition to some problems secondary
to cord size, like higher incidence of operative interference, intrapartum complications
and higher chance of suffocation in birth.

Gestational identification, by ultrasound or molecular diagnosis, will allow the
interruption of pregnancy. In this way, it prevents the mare from being affected by

dystocic delivery and can still be used to generate a new foal.
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CONCLUSIONS

The placenta’s dimensions are of great importance for the study of dwarfism.
Together with imaging, these dimensions would enable differentiating gestation of
normal fetuses from gestation of fetuses affected by disproportionate dwarfism.

Disproportionate dwarfism affected the birth weight of foals. Fetuses suffering
from disproportionate dwarfism presented smaller placental size, mainly in relation to

the total area and total weight.
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CAPITULO 2

Curva de crescimento de pbneis da raca PAnei Brasileiro

Growth curve of ponies of the Pénei Brasileiro breed

Resumo:

O objetivo do estudo foi avaliar a altura na cernelha do nascimento até os 44
meses de idade e a precisdo de modelos nao lineares para descrever o crescimento
de equinos da raca Podnei Brasileiro. Medidas de altura na cernelha dos animais
foram obtidas de 2016 a 2019, de machos e fémeas, do nascimento até a idade
adulta (superior a 4 anos). Foram realizadas estatisticas descritivas e o efeito do
sexo nao foi significativo. Desta forma, as curvas de crescimento foram analisadas
para todos os animais de ambos o0s sexos pelas fungdes de Gompertz, logistic, Von
Bertalanffy, Brody e Richards. Os potros da raga Ponei Brasileiro apresentaram
média de altura ao nascimento de 50,66 cm (57% da sua altura final). A maior
velocidade de crescimento do Pdnei Brasileiro foi até aos 12 meses de idade, o qual
alcancaram 89% da sua altura adulta. Todos os modelos de crescimento foram
semelhantes tanto nos parametros biolégicos, quanto nos parametros de ajuste dos
modelos. A funcdo de Richards foi a indicada para o estudo do crescimento por
apresentar o menor erro médio de predigdo. Apresentando altura a maturidade (A)
de 87,51 cm, taxa de maturacéo (k) de 0,067 e e R? de 0,994. Os cinco modelos ndo
lineares avaliados no presente estudo foram eficientes para caracterizar o padrao de
crescimento da altura na cernelha da raca P6nei Brasileiro. A funcdo Richards foi a
mais indicada pela maior precisdo. Estes resultados podem ser utilizados para
orientar e auxiliar nas decisbes de selecdo de potros baseado na sua curva de

crescimento.

Palavras chave: altura na cernelha, desenvolvimento, modelos ndo lineares,

modelos mistos, morfometria.
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INTRODUCAO

Os pobneis da raca Ponei Brasileiro, originados do cruzamento de animais das
racas Shetland da Escécia, dos Falabella da Argentina, além de alguma influéncia
de animais oriundos do Paraguai e Uruguai (ABCCPONEI, 2018), apresentam mais
de 26.738 animais registrados (IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2015) na associacdo de criadores e sdo encontrados em todo
territério nacional.

Os limiares maximos de altura definidos pela associacdo de criadores,
apresenta como padrao racial para registro a altura maxima de 100 cm nos machos
e 110 cm nas fémeas (ABCCPONEI, 2018). Estudos de Costa et al. (2001)
identificaram na raca Ponei Brasileiro, altura na cernelha meédia de 95,8 cm e
tendéncia genética favoravel a reducdo do porte dos animais. Posteriormente,
Bartholazzi Junior et al. (2017) observaram média de altura na cernelha de 84,5 cm,
corroborando com a tendéncia genética relatada por Costa et al. (2001). Esta menor
estatura, possivelmente, se deve a selecdo para estatura nos poéneis Brasileiros.
Além disso, a diminuicdo do porte dos animais poderia estar relacionada a
depressédo endogamica (BERGMANN et al., 1997a).

A altura dos equinos é de grande importancia para a padronizacdo da raca e
determinante na atividade a qual pode ser empregada, como: hipismo, corrida e
outras. Em pobneis, a altura é a caracteristica de principal valor econémico e séo
desejadas boas propor¢cdes corporais. Entretanto, a raca Ponei Brasileiro, por ser
uma raca recente e sem programa de melhoramento, ainda nao alcangou a
padronizacdo morfolégica, sendo observada uma grande variacdo em cada medida
morfologica nos animais (BARTHOLAZZI JUNIOR et al., 2017).

Além disso, sdo relatados poucos estudos sobre a morfometria do ponei
Brasileiro e deles, somente em animais adultos (BARTHOLAZZI JUNIOR et al.,
2017, 2018; BERGMANN et al., 1997b; COSTA et al., 2001; QUIRINO et al., 2012).
Dados referentes a morfometria desde o nascimento até a fase adulta e a curva de
crescimento sado de extrema importancia, pois, permitiriam auxiliar aos criadores na

selecdo e no melhoramento genético da raga.
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Para identificacéo e o estudo do crescimento animal, o ajuste de uma fungéo
nao linear permite interpretar as informacdes contidas em toda a sequéncia de idade
e tamanho em parametros que podem ser interpretados biologicamente e, utilizados
para prever outras caracteristicas de crescimento (PEROTTO; CUE; LEE, 1992)

Desta forma, objetivo-se avaliar a altura na cernelha desde o nascimento até
a idade adulta e a precisdo de modelos nao lineares para descrever o crescimento

de equinos da raca Ponei Brasileiro.
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS E DESCRICAO DO DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Melhoramento e Reproducdo Animal
da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizado no
estado do Rio de Janeiro, Brasil (21°45'23 "Latitude Sul e 41°19'40" Longitude Oeste
e altitude 14 metros acima do mar nivel).

O clima da regido é categorizado como Aw na escala de Képpen, com verdes
amidos e invernos secos (Aw). Durante a estacdo chuvosa de novembro a abril, a
precipitacdo meédia € de 181 mm, enquanto no inverno de maio a outubro, a
precipitacdo média é de 25 mm.

Os garanhdes (14) foram mantidos em baia individual alimentados com alfafa,
feno (tifton), racdo de manutencdo (Nutriage 15, Guabi®), 4gua e sal mineral
(Suprasal Equino 80 Plus, Supra®) ad libitum. Todas as éguas (43), potros (27) e
potras jovens (38) foram mantidos em pastagem durante todo o estudo, com acesso
a agua e sal mineral (Suprasal Equino 80 Plus, Supra®) ad libitum.

A altura na cernelha (AC) dos animais foi obtida no nascimento (0 dias),
seguida de medidas periddicas em meses: 1, 2, 3, 5, 6, 8, 12, 20, 24, 28, 32,40 e 44
meses, totalizando 184 avaliagcdes para machos e 195 avaliacdes para fémeas. As
medidas de cada animal foram obtidas utilizando um hipémetro zoométrico sempre
pelo mesmo avaliador. Durante as medicfes, 0os animais estavam em uma superficie

firme e plana, com os quatro cascos no chéo.

ANALISE ESTATISTICA

A estatistica descritiva foi calculada para a altura na cernelha de todos os
animais em cada idade pelo procedimento PROC MEANS do software SAS® 9.2. O
efeito do sexo nédo foi significativo a 5% de probabilidade. O efeito da idade na altura
na cernelha foi avaliado pelo procedimento PROC GLM do software SAS® 9.2,
usando o seguinte modelo: Yj = p + A + €, onde Y;; é a observagéo da i-ésima altura
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na cernelha; y € a meédia da caracteristica; A é o efeito da i-ésima idade e €; € o erro
aleatério. As médias foram comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls a 5%
de probabilidade.

Os modelos Gompertz, logistico, Von Bertalanffy, Brody e Richards para
cavalos (Tabela 1) foram utilizados para ajustar os dados de altura na cernelha (cm)

e idade (més).

Tabela 1. Modelos nao-lineares.

Modelo Funcao
Gompertz AC= A exp (-b exp-kt)
Logistico AC= A/ (1+b exp-kt)

\Von Bertalanffy AC= A (1-b exp-kt)®
Brody AC= A (1 -b exp-kt)
Richards AC= A (1-b exp-kt)"

AC: altura na cernelha; A: valor assintotico; b: constante de interacdo; k: taxa de crescimento; t: idade
em més; M: forma da curva de Richards.

Foram medidas as seguintes variaveis: AC (altura na cernelha), denotando a
altura na cernelha até a maturidade no tempo t; A, o valor assintético, relacionado a
estatura na maturidade; b, a constante de interacdo, estabelecida pelos valores
iniciais de AC; t, relacionado a altura inicial da cernelha, sem interpretacéo biologica
bem definida (t = 0); k, a taxa de crescimento, indicativa da velocidade de atingir a
maturidade (valores elevados de k indicam que os animais atingiram a maturidade
mais cedo); e M, o parametro de forma da curva de Richards, para determinar em
qual valor assintético (A) o ponto de inflexdo da curva ocorre.

Os parametros dos modelos foram estimados pelo método Gauss-Newton
modificado, utilizando o procedimento PROC NLIN do software SAS® 9.2. Um
maximo de 1.000 iteracdes foi estabelecido para atingir o critério de convergéncia. A
convergéncia ocorreu quando (SQRj-1 - SQR])) / (SQRj + 10 - 6) era menor que 10 -
8, onde SQRj € a soma residual dos quadrados da interacao.

Para escolha da funcéo para melhor descrever a curva de crescimento, foram
considerados os parametros a, k e seu respectivo erro padrdo, quadrado médio do
erro (QME), coeficiente de determinacéo (R?), erro médio previsto (APE) e nimero

de iteracdes (N ° Int) até alcancar a convergéncia.
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Onde: QME é calculado dividindo a soma dos quadrados dos residuos pelo
namero de observagdes; e R2 é calculado como o quadrado da correlacdo entre as
alturas da cernelha observadas e estimadas por meio de analise de regressao linear,
considerando a altura na cernelha prevista pelo modelo como variavel dependente e

a altura na cernelha observada do animal como variavel independente.
R2 1 [SSE]
B SST

APE: esse valor designa se a funcdo subestimou (+) ou superestimou (-) a
altura na cernelha observada, quanto mais préoximo de zero o valor do APE, melhor

0 ajuste do modelo é considerado. O calculo é realizado pela equacéo:
AC—EAC

APE=( )*100

Onde a altura na cernelha e a altura estimada da cernelha s&o,
respectivamente, a média dos valores observados da cernelha (AC) e a altura média
estimada da cernelha (EAC) para cada faixa etaria.

Para obter a interpretacédo biolégica e permitir o calculo das alturas previstas
por cada fungcdo de crescimento estudada, a idade dos animais foi agrupada por
més: 0 (dia do nascimento), 1, 2, 3, 5, 6, 8, 12, 20, 24, 28, 32, 40 e 44 meses.

71



RESULTADOS

N&o foi observada diferenca (P> 0,05) da altura na cernelha de fémeas e

machos e elas foram analisadas juntas. A Tabela 2 mostra a altura na cernelha por

idade e sexo de equinos da raga Ponei Brasileiro.

Tabela 2. Médias, desvios padrdao (DP) da altura na cernelha por idade e sexo de

equinos da raca Ponei Brasileiro.

Machos Fémeas
Idade (més) AC (Média = DP) AC (Média = DP)
0 50,7543,88 50,5846,13
1 57,89+3,33 58,56+2,82
2 61,58+4,48 63,5+3,82
3 67,75%0,50 67,38+2,5
5 67,38+6,46 68,35+4,4
6 68,75%4,59 72,35+4,59
8 74,73+4,88 76,06+3,76
12 78,401+4,32 78,87+4,51
20 81,38+4,06 82,57+3,74
24 84,18+3,81 83,90+3,62
28 82,3345,43 85,71+4,89
32 86,17+5,32 87,13+4,57
40 86,88+5,60 85,33+8,09
44 86,56+7,11 89,9045,65

AC: altura na cernelha.

A Tabela 3 mostra as médias da altura na cernelha por idade dos pb6neis da

raca Ponei Brasileiro. O coeficiente de variacdo (CV) da altura na cernelha foi de

7,59%.

A média geral de altura na cernelha observada em nosso estudo foi de 50,66

cm ao nascimento e 88,65 cm aos 44 meses. Os potros da raca Ponei Brasileiro ao
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nascer apresentaram aproximadamente 57% da altura adulta e aos 12 meses ja
atingiam 89% da altura adulta.

Observamos uma diferenca (P< 0,05) nas médias da altura na cernelha por
idade. Desde 0 nascimento até o terceiro més, 0s potros apresentaram crescimento
significativo e as médias foram diferentes nesse periodo. Durante o terceiro e 0
sexto més, as médias da altura na cernelha ndo foram estatisticamente diferentes
(P> 0,05), mas estas foram diferentes em relacdo ao oitavo més (P< 0,05). Apés os
20 meses de vida, a taxa de crescimento dos animais foi baixa e diferiu apenas dos
44 meses de vida. A taxa de crescimento dos animais diminuiu ap6s 12 meses e se
estabilizou aos 24 meses de idade. Entre os meses 24 e 44 a altura na cernelha néo

foram significativamente diferentes (P> 0,05).
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Tabela 3. Médias e desvios padréo (DP) da altura na cernelha por idade dos cavalos

da raca Ponei Brasileiro.

Idade (més) AC (cm) DP
0 50,66" 5,11
1 58,219 3,03
2 62,68 4,06
3 67,56° 1,68
5 67,92° 5,26
6 70,75° 4,82
8 75,47° 4,25
12 78,66 4,37

20 81,99°° 3,88
24 84,06%° 3,69
28 84,39% 5,26
32 86,66 4,89
40 86,45 6,20
44 88,65°% 6,30

Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes diferem no teste SNK a 5% de probabilidade.

AC: altura na cernelha. DP: desvio padréo.

A estimativa dos parametros dos modelos néo lineares em estudo, incluindo
os critérios utilizados para selecionar as curvas de crescimento mais adequadas
para os cavalos da raca Poénei Brasileiro, é apresentada na Tabela 4.

Os parametros em comum entre os modelos, representados por A e k, séo de
grande importancia do ponto de vista biologico. A assintota A, que representa o
tamanho médio na maturidade e o parametro k € uma funcéo da razao entre a taxa
maxima de crescimento e o tamanho maduro dos cavalos. Em todos os modelos
avaliados, o parametro A foi semelhante, variando de 85,68 a 87,51 cm (Logistic e
Richards, respectivamente), valores proximos a média real em animais adultos
(85,38 cm). Os valores da taxa de maturacdo (k) variaram de 0,067 (Richards) a
0,171 (Logistica), de acordo com cada funcao.

Nos modelos Gompertz, Logistica, Von Bertalanffy, Brody e Richards, os
valores de QME foram muito semelhantes, variando de 35,04 a 36,46 (Richards e

Logistic, respectivamente), e R? foram 0s mesmos em todos os modelos (R? =
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0,994). O numero de interagcbes para os modelos ndo lineares foi de 6 a 10
interacOes, apresentando pouca variagdo entre os modelos.

Tabela 4. Estimativa dos parametros e respectivos erros padrao (A, b, k e M),
quadrado médio do erro (QME), coeficiente de determinacdo (R?), nimero de
interacbes (NInt) para o crescimento de acordo com o0s modelos estudados em

cavalos da raca P6nei Brasileiro .

Models A b k M QME R*  Nint
Gompertz 85,85+0,48 0,48+0,02 0,150+0,011 - 36,15 0.994 7
Logistic 85,68+0,46 0,59+0,03 0,171+0,012 - 36,46 0.994 8
Von
Bertalanffy = 85,91+0,48 0,15+0,01 0,144+0,011 - 35,99 0.994
Brody 86,05+0,50 0,39+0,01 0,131+0.010 - 35,76 0.994 6

Richards 87,51+1,03 0,93+0,05 0,067+0,018 0,204+0,046 35,04 0.994 10

A: valor assintético; b: constant de interacédo; k: taxa de crescimento; M: forma da curva de Richards.

Abaixo séo apresentadas as equacdes dos modelos néo lineares para estimar
a altura na cernelha no tempo em més para a raca Pdnei Brasileiro. Onde: t: é 0

tempo em més.

Gompertz = 85,8471 (—0,4748(~0,1503 1))

85,6765
1+ 0,593(-0.1732 1)

Von Bertalanffy = 85,911 (1 — 0,1474(-01438 0)°
Brody = 86,0512 1 — 0,3847(01312 )

Logistica =

Richards = 87,5056 (1 — 0,9297(-0,0671 £)0,2041

A Tabela 5 mostra a altura na cernelha observada e estimada pelos modelos
nao lineares. A altura na cernelha estimada pelos modelos apresentou valores
semelhantes em todas as idades e proximo a média da altura na cernelha
observada. Entretanto, a funcdo de Richards foi a que mais se aproximou da media

observada no nascimento dos potros.

75



Os erros médios de predicdo foram semelhantes em todos os modelos ndo
lineares, com limites de -3,12 a 4,22 cm. Porém, o modelo de Richards apresentou o
menor erro meédio de previsao (Figura 1).

Todos os modelos nao lineares estudados (Gompertz, Logistic, Von
Bertalanffy, Brody e Richards) se ajustaram bem ao crescimento dos animais. O
QME, R? e o NInt ndo diferiram o suficiente para definir o melhor modelo. Apesar do
menor erro de previsdo no modelo de Richards, essa diferenca foi pequena em
comparacao aos demais, indicando que todos os modelos podem ser utilizados para
estimar a altura na cernelha dos cavalos da raga Ponei Brasileiro.

As curvas de crescimento estimadas da altura na cernelha em todos os

modelos estéo ilustradas na Figura 2.

Tabela 5. Altura na cernelha observada e estimada pelos modelos néo lineares dos

cavalos da raca Ponei Brasileiro.

Idade AC Observada Altura na cernelha estimada por

(més) média Gompertz Logistico  Von Bertalanffy Brody Richards
0 50,66 53,40 53,78 53,25 52,95 50,90
1 58,21 57,06 57,17 57,03 57,02 57,76
2 62,68 60,40 60,36 60,45 60,59 62,15
3 67,56 63,44 63,34 63,52 63,72 65,38
5 67,92 68,62 68,57 68,70 68,87 70,01
6 70,75 70,80 70,82 70,86 70,99 71,76
8 75,47 74,43 74,61 74,44 74,46 74,56
12 78,66 79,39 79,76 79,32 79,19 78,42
20 81,99 83,85 84,12 83,79 83,65 82,67
24 84,06 84,75 84,89 84,71 84,63 83,91
28 84,39 85,24 85,28 85,24 85,21 84,81
32 86,66 85,52 85,48 85,53 85,55 85,48
40 86,45 85,75 85,63 85,79 85,88 86,34
44 88,65 85,79 85,65 85,84 85,95 86,62

AC: altura na cernelha.
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Figura 1. Distribuicdo dos erros médios de predicdo (APE) definidos pelos modelos

Gompertz, Logistic, Von Bertalanffy, Brody e Richards na raca P6nei Brasileiro.
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DISCUSSAO

A altura dos equinos € de grande importancia para o melhoramento genético
animal e para a padronizagcdo da raca. Nos equinos pdneis esta caracteristica ganha
um maior destaque, pois o principal objetivo de criacdo é de animais pequenos,
dentro dos limites do padréo da raca e de boas propor¢cdes corporais. A raca Ponei
Brasileiro, amplamente difundida no Brasil, ainda ndo alcancou a padronizacao
morfoldgica, por ser uma raca mais recente, sendo observada uma grande variagdo
em cada medida morfolégica nos animais (BARTHOLAZZI JUNIOR et al., 2017).

Desta forma, a curva de crescimento se torna indispensavel para dar suporte
aos criadores na selecédo e no melhoramento genético da raca. Além disso, pode ser
usada na selecédo de animais jovens ou na aquisicdo de potros jovens, possibilitando
a comparagcdo da estatura com a curva de crescimento da raca, permitindo
maximizar o retorno econémico.

Em animais adultos, poucos estudos relatam a altura na cernelha e as
medidas morfométricas da raca Poénei Brasileiro (BARTHOLAZZI JUNIOR et al.,
2017, 2018; BERGMANN et al., 1997b; COSTA et al., 2001; QUIRINO et al., 2012).
Este estudo aborda pela primeira vez a altura na cernelha desde o nascimento até a
0s 44 meses de idade e avalia a precisdo de cinco modelos comumente usados para
descrever o crescimento de animais.

A altura média de animais adultos do Pbnei Brasileiro observada neste estudo
(88,65 cm) foi inferior do relatado por Costa et al. (2001) que avaliaram todos os
animais registrados da raca Ponei Brasileiro, observaram altura na cernelha de 95,8
cm. Essa diminuigéo foi associada por Costa et al. (2001) por estar havendo uma
tendéncia genética favoravel a reducdo do porte dos animais, possivelmente pela
selecdo animal. Além disso, a diminuicdo do porte dos animais poderia estar
relacionada a depressao endogamica (BERGMANN et al., 1997a).

Esta menor estatura foi alcangada, possivelmente, pela selecdo para menor
estatura nos poneis Brasileiros. A média de altura observada encontra-se muito
abaixo dos limiares maximos de altura definidos pela associacdo de criadores que

apresenta como padrdo de raca para registro a altura maxima de 100 cm nos
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machos e 110 cm nas fémeas (ABCCPONEI, 2018), evidenciando o interesse dos
criadores pela diminuicdo do porte dos animais.

A raca Ponei Brasileiro se caracteriza pela sua baixa estatura mesmo quando
comparada com outras racas ponei. Diante desse contexto, Martinson et al. (2014)
observaram altura na cernelhas de 119 cm para o pbnei Shetland e 127 cm para a
raca Welsh Ponei. Nesta dire¢édo, Brown et al. (2013) observaram altura na cernelha
de 108,04 para o pbnei Skyrian, 112 cm para os cavalos Caspios e 122,39 para o
ponei Exmoor.

A altura dos equinos apresenta pouca influéncia ambiental e diversos autores
ja identificaram que a dieta e a restricdo alimentar ndo interfere na altura final dos
animais (GIBBS; SIGLER; GOEHRING, 1989; LAWRENCE et al.,, 1991; OTT;
ASQUITH, 1986; REZENDE et al., 2000), sugerindo que 0 componente genético € o
determinante para altura em equinos.

A menor estatura nos poneis poderia ser explicada pelos diferentes alelos nos
genes que regulam o crescimento 6sseo. Alguns autores sugeriram que o LASP1 é
um gene candidato a estatura em animais, pois seu nivel de expressao afeta a
formacdo de tecido cartilaginoso, diferenciacdo osteogénica e migracao celular
(HERMANN-KLEITER et al., 2009; HU et al., 2014; LIN et al., 2004). Da mesma
forma, o gene LCORL tem sido associado a altura dos cavalos, por varios autores,
(BOYKO et al., 2014; MAKVANDI-NEJAD et al., 2012), possivelmente ligado a um
fator de transcricdo associado a genes envolvidos no desenvolvimento do esqueleto
0sseo (METZGER et al., 2013).

Frente a estecenario, Bartholazzi Junior et al. (2018) identificaram em animais
da raca Ponei Brasileiro que todos os animais apresentaram o genotipo T/T
(LCORL) associado a baixa estatura. Além disso, eles observaram que os poéneis
dos gendtipos G/G e G/A (LASP1) apresentaram as menores medidas para a altura
na cernelha em relacéo aos péneis do gendtipo A/A.

Os potros da raca Ponei Brasileiro nascem com 57% da altura adulta, com
rapido crescimento nos primeiros trés meses e aos 12 meses ja apresentam 89% da
altura adulta. Segundo Martin-Rosset (1983) o crescimento da altura na cernelha é
muito rapido e precoce durante as fases de prenhez e amamentacéo do potro.

Em uma andlise da raca Caspian Horse, avaliados por Ghavi Hossein-Zadeh
and Ghorbani (2018), a altura na cernelha estimada ao nascimento foi de 71 cm.

80



Este valor corresponde aproximadamente a 63% da altura adulta (112 cm) do
Caspian (BROWN; MOORE-COLYER; HANNANT, 2013). Em suas investigagoes,
Fradinho et al. (2016) observaram que cavalos Lusitano criados em Portugal,
apresentaram aos 18 meses de idade 92% da altura adulta (1,61 cm).

Aos trés meses de vida os potros apresentaram uma estabilizagcdo do
crescimento, possivelmente, pelo aumento das necessidades nutricionais que apos
os dois a trés meses de idade, excedem os nutrientes providos pelo leite materno
(LEWIS, 1987). ApO0s 0 sexto més 0s potros voltaram a crescer rapidamente,
podendo estar ocorrendo o ganho compensatorio em relacdo ao periodo do terceiro
ao sexto més de vida. Neste periodo o potro se adapta ao consumo de forragens
atendendo as suas necessidades nutricionais.

A altura assintética (A) observada nos modelos avaliados na raca Poénei
Brasileiro foi inferior a observada por Ghavi Hossein-Zadeh and Ghorbani (2018)
para cavalos Caspios que variou de 99,94 cm na funcao logistica a 102,03 cm na
funcdo de Brody, diferenca que esta associada a diferente altura a maturidade entre
as ragas.

O parametro k que representa a taxa de maturacdo foi superior em nosso
estudo (0,131 na funcdo de Brody) comparado ao observado por Ghavi Hossein-
Zadeh and Ghorbani (2018) em Caspian horse (0,064, funcdo de Brody), e ao
observado por Fradinho et al. (2016) em cavalos Lusitanos (0,0035, fungédo de
Brody). Em seus estudos, Ribeiro et al. (2018) encontraram valores para taxa de
maturacado (k) na raga Mangalarga Machador para funcéo de Brody de 0,088 e 0,074
para fémeas e machos, respectivamente.

Estes resultados indicam que o Ponei Brasileiro apresenta um crescimento
mais acelerado que as racas comparadas de maior estatura, corroborando com o
observado para as médias de altura na cernelha nas diferentes idades onde
atingiram 89% da altura adulta, aos 12 meses de idade. Esta taxa de crescimento
poderia indicar um desenvolvimento precoce tanto para o crescimento quanto para a
vida reprodutiva.

Na presente pesquisa, ndo foi observada diferenca na altura na cernelha
entre machos e fémeas. Diferente do nosso estudo alguns autores que observaram
maior altura a maturidade em machos (FRADINHO et al., 2016; GHAVI HOSSEIN-
ZADEH; GHORBANI, 2018; RIBEIRO et al., 2018). Estas diferencas podem ser
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devidas ao objetivo de selecdo para menor estatura no Ponei Brasileiro, sendo os
garanh0es, mais selecionados para estatura e apresentarem altura similares as
fémeas.

Os cinco modelos analisados apresentaram pouca variacdo, tendo o QME
variado de 35,04 to 36,46 e apresentado o mesmo valor de R? em todos os modelos
(R?*= 0,994). Além disso, o erro médio de predicdo foi muito baixo em todos os
modelos, apresentando a funcdo de Richards um erro médio de predicdo
ligeiramente inferior as demais fungbes. Desta forma, todos os modelos podem ser
utilizados para estimar a curva de crescimento na raga Ponei Brasileiro, sendo a
funcédo de Richards o modelo de escolha pela preciséo da estimacéo da altura.

Kocher and Burton Staniar (2013) utilizou a funcéo de Richards para estudar
0 crescimento em cavalos Puro Sangue Inglés, obtendo no parametro A valor de
168,9 cm, k valor de 0,0016 e R? de 0,922 para a altura na cernelha. Anos antes,
Morel et al. (2007) identificou a equacéo polinomial de terceira ordem (3° polindmio)
como a melhor funcdo para descrever o ganho de peso em cavalos Puro Sangue
Inglés, e observou R? de 0,9998 para esta fungéo.

Fradinho et al. (2016) indicaram a fung&o de Richards como o melhor modelo
para descrever o crescimento em cavalos Lusitanos. Estes autores encontraram R?
variando de 0,942 a 0,954 para os mesmos modelos avaliados em nosso estudo.
Valette et al. (2008) observaram valores inferiores para o R? para as curvas de
crescimento, com valores de 0,827 a 0,990 para Puro Sangue Inglés, 0,827 a 0,990
para o cavalo de Sela Francés e 0,830 a 0,990 para o Trotador French.

Ainda sobre a questdo, Ribeiro et al. (2018) indicaram a funcao logistica para
descrever o crescimento em altura na cernelha de animais Mangalarga Marchador,
observando valores de R? de 0,9535 para fémeas e 0,9396 para machos. Estes
autores nao avaliaram a funcdo de Richards em seu estudo. Diferentemente de
Santos et al. (1999), que em cavalos Pantaneiro, identificaram as funcbes de
Richards e Weibull como os melhores modelos de predi¢céo para a altura.

Seguindo a mesma linha de raciocinio Onoda et al. (2011) também indicaram
a funcdo de Richards para a curva de crescimento em Puro Sangue Inglés e
observaram em seu trabalho ganho compensatério sazonal. Este modelo apresentou
o melhor ajuste nestes diversos estudos e pareceu ser 0 mais indicado para o

estudo do crescimento nesta espécie.
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CONCLUSAO

Os cinco modelos néo lineares avaliados no presente estudo apresentaram
bom ajuste para caracterizar o padrao de crescimento da altura na cernelha da raca
Ponei Brasileiro. A fungédo Richards foi selecionada como o melhor modelo para
descrever a curva de crescimento da raca. Estes resultados podem ser utilizados
para auxiliar os criatérios nas decisdes de selecédo de potros baseado na sua curva

de crescimento.
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CAPITULO 3

Diversidade genética, endogamia e estrutura populacional de equinos da raca

P6nei Brasileiro

Genetic diversity, inbreeding and population structure of Brazilian Pony breed

Resumo

Os equinos da raca Ponei Brasileiro, sao registrados na Associa¢céo Brasileira
de Criadores de Cavalo Poénei, mas carecem de informacfes sobre seu status de
diversidade genética, taxa de endogamia e estrutura populacional, informagfes que
seriam importantes para o melhoramento genético da raca. Desta forma, o objetivo
do trabalho é avaliar a diversidade genética, endogamia e estrutura populacional de
equinos da raca Po6nei Brasileiro. Foram coletadas amostras de pelo de 98 animais
pertencentes a dois haras do estado do Rio de Janeiro, Brasil. Foi realizada a
genotipagem de 27 locos microssatélites. Com base nos alelos identificados foi
realizada a estatistica descritiva e a estimativa da diversidade genética, dos locos
microssatélites e em cada rebanho de acordo com o haras de origem. Foi analisada
a diferenciacdo genética entre os individuos e entre haras e a estrutura populacional
de todo o rebanho. A populacdo estudada de equinos da raca Poénei Brasileiro
apresentou elevado numero de alelos por loco (9,22), valores muito préximos para
heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada de 0,751 e 0,784,
respectivamente. O indice de Shannon apresentou valor médio de 1,788. Os plantéis
avaliados apresentaram uma baixa endogamia, com meédia de 0,011. N&o foi
identificada diferenciacédo entre os plantéis dos haras estudados e a maior parte da
varincia molecular € encontrada dentro dos individuos. A andlise de estrutura
populacional identificou 0 K= 2 como o nimero de popula¢des dentre os animais
avaliados. Os animais da raca Ponei Brasileiro apresentaram diversidade genética
moderada e leve perda de heterozigosidade. A taxa de endogamia entre os animais
foi baixa e a estrutura populacional é composta por duas linhagens distintas.
Medidas para aumentar a diversidade genética, como a introducdo de animais de
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linhagens diferentes, seriam interessantes para elevar o nimero de alelos de

interesse para o0 melhoramento genético dos animais.

Palavras chave: Equus caballus, heterozigosidade, melhoramento genético,

microssatélites, variabilidade genética.
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INTRODUCAO

Desde o primeiro ancestral conhecido, ha 50 milhdes de anos atras, diversos
fatores levaram a evolugdo até os equinos modernos, alterando drasticamente sua
estrutura corporal, tamanho e seu comportamento. Atualmente os equinos se
diferenciam em diversas racas com padrdoes morfologicos e aptiddes diversificadas e
com grande variacao intraracial.

A selecdo dos equinos baseia-se nas caracteristicas de mensuracdes
subjetivas como andamento, premiagdes em exposicdes (COSTA et al.,, 2005),
sendo utilizados poucos reprodutores e matrizes para a reproducdo. Como o
reprodutor é responsavel pela metade do patriménio genético da progénie, e pela
utilizacdo de um reprodutor para cobrir diversas matrizes, este apresenta uma
contribuicdo maior que as matrizes para a melhoria do material genético do rebanho
e da eficiéncia produtiva (GATTI et al., 2004). Entretanto a utilizacdo de poucos
progenitores apresenta riscos ao rebanho, pois eleva o grau de endogamia
(PEREIRA, 2008).

O acasalamento de individuos geneticamente similares leva ao aumento da
homozigose de alelos deletérios indesejaveis, o que pode provocar problemas
reprodutivos e produtivos, denominados de depressao endogamica (GONCALVES
et al., 2011), e ainda, colocar o futuro de uma raca ou populagédo em risco.

O estudo de diversidade genética avalia a diferenca genética entre individuos,
populacdes e espécies, representada por diferencas em sequéncias de DNA
descrita como polimorfismos (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010) permitindo
inferir as proporcbes de Hardy-Weinberg, a heterozigosidade (ALLENDOREF,;
LUIKART, 2007) e o tamanho efetivo populacional (CHAVES, 2011), culminando no
status de similaridade genética entre os individuos.

Para os estudos de diversidade genética sao utilizados marcadores
moleculares, uma ferramenta capaz de detectar variacdes genéticas no DNA, séo
numerosos e distribuidos aleatoriamente cobrindo todo o genoma (YANG et al.,
2013). Os marcadores microssatélites, ocupam uma posicado de destaque para os
estudos de diversidade apresentando vantagens como: possuir iniameros locos

microssatélites, cobrir extensivamente o genoma, de natureza multialélica, de facil
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amplificagéo, tém herangca do tipo mendeliana e séo expressos como alelos co-
dominantes (BOREM; CAIXETA, 2009).

Os poneis da raca Ponei Brasileiro foram originados do cruzamento das racas
Shetland da Escécia, dos Falabella da Argentina, além de alguma influéncia de
animais oriundos do Paraguai e Uruguai (ABCCPONEI, 2018), e se difundiram pelo
territdrio nacional atingindo mais de 26.738 animais registrados (IBGE - INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2015). O padrédo racial atual,
determina sua altura e estrutura ideal e apresentando todas as diferentes pelagens
comuns aos equinos de diferentes racas (ABCCPONEI, 2018).

Entretanto, os equinos desta raga carecem de informacbes sobre
caracteristicas produtivas, reprodutivas e principalmente de sua diversidade
genética, nivel de endogamia e estrutura populacional, para dar suporte no
melhoramento genético da raga. Desta forma, objetivou-se avaliar o status da
diversidade genética, endogamia e estrutura populacional de equinos da raca Ponei

Brasileiro, pertencentes a dois plantéis do estado do Rio de Janeiro.
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Foram utilizados 98 equinos da Raca Ponei Brasileiro, sendo, garanhdes,
éguas e suas crias machos e fémeas durante os anos de 2016 e 2019. Os animais
pertencentes a dois plantéis no estado do Rio de Janeiro, Brasil, sendo 68 animais
do Haras 1 e 30 animais do Haras 2. Os animais foram mantidos nos haras com
manejo especifico, sendo, os garanhfes mantidos em baias com feno, racao
comercial (Nutriage 15, Guabi®), agua ad libitum e sal mineral (Suprasal Equino 80
Plus, Supra®) ad libitum. As fémeas mantidas a campo com manejo semi-intensivo

com agua ad libitum e sal mineral (Suprasal Equino 80 Plus, Supra®) ad libitum.

COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de pelo para extracdo do DNA, as amostras foram
provenientes de pelos coletados da porcéo inicial da cauda dos animais, sendo
estes avaliados em microscopio 6ptico para selecionar pelos com os bulbos pilosos
integros.

EXTRACAO DO DNA

A extracao de DNA das amostras de pelo foi realizada utilizando 5 bulbos dos
pelos coletados de cada animal. Estes bulbos foram cortados e colocados em
microtubos onde ocorreu a reagéo de extracdo de DNA.

A reacdo de extracdo foi realizada utilizando o kit comercial NucleoSpin
Tissuet (Macherey-Nagel, Diren, Germany), seguindo as recomendacdes dos

fabricantes.
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A quantificagdo do DNA foi realizada por espectrofotbmetro no aparelho
NanoDrop ™ 2000 (Thermo Science) e para cada amostra o DNA extraido foi diluido

para uma concentracao final de 10ng.

GENOTIPAGEM DE MICROSSATELITES

Foram utilizados 27 locos de microssatélites (AHT4, AHT5, ASB17, ASB2,
ASB23, CA425, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG7, HTG10, VHL20,
TKY287, TKY294, TkY297, TKY301, TKY321, TKY325, TKY333, TKY337, TKY341,
TKY343, TKY374, TKY394), sendo estes escolhidos com base na lista de
recomendacdo pela International Society for Animal Genetics (INTERNATIONAL
SOCIETY FOR ANIMAL GENETICS (ISAG), 2012) e do painel adicional da série
TKY, para estudos de diversidade genética e paternidade em equinos.

A genotipagem foi realizada utilizando o sequenciador capilar MegaBACE
1000 DNA Analysis System (GE Healthcare), em laboratério credenciado pelo

Ministério de Agricultura, pecuaria e Abastecimento-MAPA do Brasil

ANALISES ESTATISTICAS

Os animais foram classificados de acordo com o haras de origem (Haras 1 e
Haras 2). Foi realizada as analises descritivas por marcador molecular e por haras.

A partir dos alelos identificados dos marcadores microssatélite foi avaliada a
estatistica descritiva basica da genética populacional utilizando o software GenAlEx
versdao 6.502 (PEAKALL; SMOUSE, 2012); onde foram estimados: numero de
alelos diferentes (Na), numero efetivo de alelos (Ne), numero privativo de alelos
(Np), porcentagem de locos polimorficos (Pl), indice de Shannon (1S),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de fixacao
(F) e para detectar desvios globais e populacionais (por loco) do equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) foi realizado o teste exato de Fisher. A distribuicdo da diversidade
genética entre as populacdes foi estudada através da analise das distancias
genéticas de Nei (NEI; TAJIMA; TATENO, 1983) e das estatisticas F de Wright (Fs-f,
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Fst-0 e Fir-F). A significancia foi testada com base no método de bootstrapping
sobre loco apds 999 permutacdes de alelos dentro de uma populagéo.

Para avaliar a distribuicdo da diversidade genética e estimar os componentes
de variancia das populacfes, a analise molecular de variancia (AMOVA) baseada
em locos de microsatélites foi determinada através do software GenAlEx versdo
6.502 (PEAKALL; SMOUSE, 2012), usando 999 permutacoes.

Foi testada a metodologia proposta por Smouse et al. (2015) para avaliar a
diferenciacdo populacional. Para tal, parametros de informacéo de Shannon foram
avaliados realizando 999 permutacbes com todos os locos. Esta abordagem utiliza
medidas de Shannon e diversidade andlogas a Fsr para construir uma matriz de
distancias entre os plantéis.

A diferenciacdo genética entre os individuos dos diferentes haras foi
estabelecido através de analise multivariada de distancias génicas baseado no
método de Coordenadas Principais (PCoA) via matriz com dados padronizados.
PCoA e distancias genéticas de Nei foram calculadas no software GenAlEx versao
6.502 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) utilizando a matriz de distancia dos alelos
partilhados. Também através da matriz de distancias, o estudo de agrupamento com
base na média das distancias entre todos os pares de gendtipo (UPGMA) foi
realizada no software MEGA v.5.05 (TAMURA et al., 2011), resultando em um
dendrograma que apresenta o agrupamento dos individuos de acordo com os alelos
apresentados.

A estrutura populacional foi analisada utilizando o software STRUCTURE
2.3.4 (PORRAS-HURTADO et al., 2013; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000), que emprega funcdes baseadas em algoritmos bayesianos de agrupamento,
considerando um modelo de ancestralidade mista (admixture) e com frequéncias
correlacionadas. O periodo de burn-in foi de 200.000 rodadas seguidas de 500.000
interacbes MCMC (Marcov Chain Monte Carlo). Para observar o nimero de clusters
possiveis na populagdo, foi realizado o teste independente “K” de 1 a 10
conglomerados com 20 repeticOes, verificando, assim, a consisténcia dos
resultados. O valor ideal de “K” foi avaliado ap6s a analise do arquivo de resultados
pelo método Evanno (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005), utilizando o software
STRUCTURE Harvester versdo 0.6.94.2012 (EARL; VONHOLDT, 2012). Uma vez

identificado o numero ideal de subpopulagdes foi realizada uma ultima analise no
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software STRUCTURE selecionando o “K” étimo para gerar a plotagem que ilustra a

estrutura populacional.
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RESULTADOS

DESCRICAO ALELICA E ESTIMATIVAS DE DIVERSIDADE GENETICA

Todos os 27 locos microssatélites avaliados apresentaram boa amplificagéo.
A porcentagem de locos polimorficos foi de 100%, indicando a eficiéncia na
aplicacado destes locos para estudos de parentesco e diversidade genética em
equinos. Das 2646 amostras analisadas foram observados apenas 39 alelos nulos
(0,68%), que representam amostras que néo foram amplificadas.

Os parametros populacionais por loco microssatélites sdo apresentados na
Tabela 1. Em relacdo a todos os individuos do experimento, o numero de alelos por
loco variou de 5 (HTG7) até 13 (ASB17). O menor nimero de alelos efetivos foi no
loco HTG7 (2,554) e maior no loco TKY325 (9,765). A populacdo estudada de
equinos da raca Ponei Brasileiro apresentou elevado numero médio de alelos por
loco (9,22).

O IS variou de 1,188 (HTG7) a 2,357 (TKY287). A menor heterozigosidade
observada foi no loco HTG7 com valor de 0,582 e maior no loco HTG10 com valor
de 0,887. O IS indica diversidade genética moderada e a Ho nos locos analisados foi
inferior a He. Entretanto, apresentaram valores muito préximos e média na Ho e He
de 0,751 e 0,784, respectivamente. Desta forma, os equinos da raca Ponei Brasileiro
estudados apresentaram diversidade genética moderada, com uma leve perda de

diversidade genética e heterozigosidade nos plantéis.

95



Tabela 1. Estatistica descritiva da genética populacional de equinos da raca Ponei

Brasileiro.

Loco N Na Ne IS Ho He HW Prob
AHT4 98 5,826 1,911 0,796 0,828  0,000%***
AHT5 95 4,337 1,648 0,779 0,769 0,881
ASB17 98 13 7,345 2,195 0,857 0,864 0,360
ASB2 98 8 4,871 1,741 0,847 0,795 0,002**
ASB23 98 6 4,390 1,622 0,735 0,772 0,101
CA425 96 8 3,058 1,414 0,646 0,673 0,298
HMS1 98 7 2,584 1,197 0,612 0,613 0,597
HMS2 98 8 5,628 1,826 0,878 0,822  0,000%***
HMS3 98 9 5,359 1,824 0,796 0,813 0,259
HMS6 98 7 4,637 1,640 0,724 0,784 0,022*
HMS7 96 9 6,065 1,907 0,771 0,835 0,142
HTG4 98 7 3,379 1,463 0,755 0,704 0,612
HTG7 98 5 2,554 1,188 0,582 0,608 0,403
HTG10 97 11 5,821 1,986 0,887 0,828 0,795
VHL20 98 10 8,003 2,180 0,816 0,875 0,270
TkY287 90 12 9,524 2,357 0,756 0,895 0,010
TKY294 93 6 3,474 1,352 0,667 0,712  0,002**
TkY297 97 11 4,605 1,783 0,722 0,783 0,862
TKY301 98 10 6,929 2,045 0,776 0,856  0,000%***
TKY321 94 9 3,969 1,643 0,787 0,748 0,952
TKY325 98 12 9,765 2,342 0,827 0,898 0,015*
TKY333 97 11 3,296 1,692 0,588 0,697  0,000%***
TKY337 95 8 4,003 1,549 0,684 0,750 0,286
TKY341 93 11 6,191 2,031 0,785 0,838  0,000%***
TKY343 97 12 4,652 1,874 0,691 0,785  0,004**
TKY374 98 10 4,577 1,767 0,745 0,781 0,037*
TKY394 94 12 6,779 2,091 0,766 0,852 0,059
Média 96,52 9,22 5,25 1,788 0,751 0,784 0,258

N: nimero de amostras, Na: nimero de alelos, Ne: nimero de alelos efetivos, 1S: indice de Shannon,
Ho: heterozigosidade observada, He: heterozigosidade esperada e HW Prob: Probabilidade do

Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Avaliando os plantéis dos dois haras separadamente (Tabela 2), o nUmero
de alelos médios, numero de alelos efetivos e o indice de Shannon foi maior no
Haras 1. Entretanto, neste haras a heterozigosidade observada foi menor que a
esperada, indicando perda de diversidade genética. Por outro lado os animais do
Haras 2 apresentaram heterozigosidade observada maior que a esperada. Estes
resultados apontam para um numero elevado de alelos heterozigotos nos individuos
desta populacéo e elevada diversidade genética.

De forma geral, os plantéis apresentaram elevado numero de alelos, nimero
de alelos efetivos por loco e heterozigose observada por loco nas populacdes
estudadas.

O indice de Fixacao (F) mede o nivel de endogamia dentro das populacdes,
0s animais do Haras 1 obtiveram maior F que os animais do Haras 2, com os valores
respectivos de 0,050 e -0,027, e a média de todos os individuos foi de 0,011. Os
plantéis avaliados apresentaram uma baixa endogamia.

O indice de Shannon (IS), medida utilizada em ecologia para quantificar a
diversidade das espécies, mede o grau de certeza em se prever a proximidade
genética entre individuos e quanto menor a diversidade menor o IS. O Haras 2,
apesar de apresentar maior propor¢ao de heterozigotos (Ho> He), apresentou menor
diversidade que o Haras 1. Este fato pode estar associado ao menor numero de

individuos no rebanho do Haras 2 em relacdo ao Haras 1.

Tabela 2. Estatistica descritiva da genética populacional de equinos da raca Poénei

Brasileiro.

Rebanho Na Ne Np IS Ho He F
Haras 1 8,815 5,205 1,630 1,768 0,742 0,783 0,050
Haras 2 7,593 4,533 0,407 1,653 0,770 0,752 -0,027

Na: numero de alelos, Ne: nimero de alelos efetivos, Np: nimero de alelos privativos, IS: indice de
Shannon, Ho: heterozigosidade observada, He: heterozigosidade esperada e F: indice de fixacao.

DIFERENCIACAO E ESTRUTURA POPULACIONAL

A distancia genética de Nei observada entre os dois plantéis foi de 0,119,

representado uma baixa diferenciacdo entre os haras. Este resultado poderia indicar
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uma translocacdo de individuos entre os haras ou a aquisicdo de exemplares de
linhagens semelhantes.

Na Tabela 3 é apresentada a analise molecular da variancia (AMOVA) dos
equinos da raca Ponei Brasileiro. Apesar de significativo, a variancia foi apenas de
2% e 6% entre populacdes e entre individuos, respectivamente. Segundo a AMOVA
92% da varidncia molecular esta contida dentro dos individuos, devido a

heterozigosidade dos individuos.

Tabela 3. Andlise molecular da variancia (AMOVA) de equinos da raca Ponei

Brasileiro.

FV GL SQ QM S*  Variacdo P valor
Entre Populacdes 1 29,619 29,619 0,220 2% P< 0,001
Entre Individuos 96 1081,545 11,266 0,641 6% P< 0,001
Dentro de individuos 98 978,500 9,985 9,985 92% P< 0,001
Total 195  2089,663 - 10,846 100% -

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, SQ: somatdrio do quadrado, QM: quadrado médio e
S% variancia estimada.

A anadlise da estatistica de Shannon dos equinos da raca Ponei Brasileiro,
com o indice de informac&do de Shannon, diversidade estimada (De) e escalada de
diversidade (ED) séo apresentadas na Tabela 4.

O maior IS foi dentro das populagdes com valor de 1,413 e foi de 0,055 entre
as populagdes. Assim como no resultado da AMOVA a maior variagdo molecular
(96,24%) esta dentro da populacéo (nos individuos). A De e ED dentro da populacdo
foi de 4,109 e 0,771, respectivamente. Entre as populacdes a De e ED foi de 1,057 e
0,117, respectivamente.

Tabela 4. Analise da estatistica de Shannon de equinos da raca P6nei Brasileiro.

FV GL IS Variagdo % De ED P valor
Entre Populacdes 1 0,055 3,76 1,057 0,117 P< 0,001
Dentro da Populacdo 96 1,413 96,24 4,109 0,771 -
Total 97 1,468 100,000 4,343 0,778 -

FV: fonte de variagdo, GL: graus de liberdade, IS: indice de Shannon, De: diversidade estimada e,
ED: escala de diversidade.
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A Figura 1 apresenta estrutura populacional através das coordenadas de
componentes principais de equinos da raca Ponei Brasileiro. A analise de estrutura
populacional e sua distribuicdo espacial ndo identificaram isolamento significativo de
populacdes. Os individuos apresentam-se distribuidos de forma aleatéria com
mistura de individuos dos dois haras nos planos das coordenadas.

Um total de 14,71% da variancia foi explicada pelas trés coordenadas dos
componentes principais, indicando que existe uma baixa distancia genética entre os
individuos e que através dos componentes principais ndo foi possivel diferenciar os
individuos em populagdes diferentes.

Entretanto, pode ser observado que os individuos estdo dispersos por todo
plano espacial da Figura 1, apresentando um distanciamento e isolamento de um

namero reduzido de individuos, que poderia indicar um agrupamento.

Componentes Principais (PCoA)
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Figura 1. Estrutura populacional através das coordenadas de componentes

principais de equinos da raca Ponei Brasileiro.

Através da matriz de distancias genéticas de Nei, o estudo de agrupamento
com base na UPGMA foi construido o dendograma dos equinos da raca Ponei

Brasileiro (Figura 2). Os individuos dos dois haras foram agrupados em trés clusters
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principais. Foram observados dois subclusters originados de um cluster principal
agrupando os 96 individuos restantes e um cluster com dois individuos do Haras 1.
Os individuos dos dois haras foram agrupados de forma aleatéria indicando
novamente a similaridade genética entre os individuos.

No dendograma é possivel observar a grande proximidade genética entre
animais do Haras 1, como entre os individuos 22 e 60, 28 e 49, 23 e 45, 18 e 36, e
16 e 58. Estes resultados poderiam indicar grande parentesco, possivelmente

irmaos, que foram mantidos no mesmo rebanho.

®Haras 1

AHaras2

Figura 2. Dendograma das distancias genéticas construido pela metodologia de
UPGMA de equinos da raca Ponei Brasileiro.
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Foi utilizada abordagem Bayesiana pelo software STRUCTURE para
agrupamento populacional dos animais com base em seus genotipos a partir de 27
marcadores microssatélite (Figura 3). A andlise identificou o K= 2 (nimero de
populacdes) como o niumero mais provavel de agrupamentos.

E possivel observar na plotagem que os animais foram agrupados em duas
populacdes, vermelha e verde. Os individuos do Haras 1 (1-68) foram agrupados na
populacdo vermelha e verde, enquanto que os individuos do Haras 2 (69-98) foram
agrupados em sua maioria na populacao verde. Entretanto, é possivel observar nos
individuos do Haras 2 dois animais agrupados na populacdo vermelha e animais
com grande similaridade a populacdo vermelha. Apesar do agrupamento em duas
populacdes, existe baixa distancia genética entre os individuos do Haras 1 e Haras
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Figura 3. Estrutura populacional (k=2) através da andlise Bayesiana de equinos da

raca Pbnei Brasileiro.
Haras 1: 1-68. Haras 2: 69-98.
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DISCUSSAO

DESCRICAO ALELICA E ESTIMATIVAS DE DIVERSIDADE GENETICA

A capacidade de sobrevivéncia de uma espécie depende de sua capacidade
de adaptacdo ao meio e em deixar descendentes, fatores fortemente afetados pela
diversidade genética da populacéo. Desta forma, os estudos de diversidade genética
devem ser indicados para dar suporte a programas de conservacgéo, para a selegcao
dos animais e direcionamento dos acasalamentos evitando o0 aumento da
endogamia.

Foram observados, em nosso estudo, um elevado niumero de alelos por loco
(9,22). Estes resultados podem ser influenciados pelo nimero de individuos
analisados. De igual modo, Costa et al. (2009) avaliaram a distancias genéticas em
equinos de diferentes racas (Marajoara, Puruca, Mangalarga, Puro Sangue Inglés,
Arabe, Pantaneiro coletados no Brasil, e Lusitano, Arabe, Asturcon, Pura Raca
Espanhola, Puro Sangue Inglés, Losino, Mallorquina, Menorquina e Potoka
coletados na Espanha). Foram utilizados 22 locos microssatélites e detectados 236
alelos, com média igual a 7,5 alelos por locos. O nivel de endogamia, destas racas,
oscilaram entre -0,009 e 0,042 indicando baixa endogamia.

Autores como Royo et al. (2007) inferindo a variabilidade genética em 580
poneis da raca Asturcon pertencentes a um programa de conservagcao animal na
Espanha obtiveram média no numero de alelos observados por locos de 9,5 alelos
em 15 locos microssatélites estudados. Nos estudos analiticos Rendo et al. (2012),
avaliaram equinos poneis da raga Pottoka provenientes da provincia de Gipuzkoa na
Espanha, encontraram como média de 6,88 alelos em 17 locos microssatélites
estudados e heterozigosidade observada alta, com média de 0.708 entre os locos
microssatélites.

Nessa direcao, Leroy et al. (2009) avaliaram 34 racas de cavalos através de
11 marcadores microssatélites. Dentre estas, das racas que foram avaliadas, seis
eram racas poneis: Pénei Connemara, Ponei New Forrest, Ponei de Sela Francés,
Ponei de Shetland, Poneis Welsh e Ponei Islandés. Todas as ragas pbneis avaliadas
apresentaram alta diversidade genética. A heterozigosidade observada foi elevada
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em todas as racas com maior valor na raca Ponei de Sela Francés (0,79) e
apresentou endogamia nula (0,00). A raca Shetland apresentou a menor
heterozigosidade (0,65) e o maior nivel endogamia (0,06). Vale ressaltar que a Ponei
de Shetland foi utilizada para a formacé&o da raca Ponei Brasileiro (ABCCPONEI,
2018).

Os resultados apontam que os equinos da raca Pdnei Brasileiro estudados
apresentam elevado numero de alelos. Entretanto, os indicadores de diversidade
genética, como a heterozigosidade e o indice de Shannon, indicam uma diversidade
genética moderada com leve perda de heterozigosidade.

Nos animais estudados, o nivel de endogamia foi baixo (0,011), tanto o Haras
1, quanto o Haras 2 apresentaram taxa de endogamia proximo de zero (0,050 e -
0,027, respectivamente). As matrizes e garanhdes destes haras foram adquiridos,
em sua maioria, de diferentes haras do territério brasileiro, permitindo o
acasalamento, entre animais sem grau de parentesco.

Por sua vez, Rendo et al. (2012) avaliaram equinos pdneis da raca Pottoka na
Espanha, observaram nivel de endogamia na maior parte dos locos estudados entre
-0.040 e 0.061, indicando baixa consanguinidade na populagdo estudada.
Resultados semelhantes ao observado em nosso estudo.

Os pesquisadores Royo et al. (2007) avaliaram pbneis da raca Asturcon
pertencentes a um programa de conservacdo animal na Espanha, observaram
endogamia média de 0,007, indicando pouca endogamia do rebanho e mostrando
que o uso de informacfes de pedigree e moleculares para direcionamento dos
acasalamentos manteve constante as frequéncias alélicas apds o conhecimento
destas informagoes.

Em suas analises, Bigi and Perrotta (2012) estudaram as racas Anglo-Arabe,
Arabe, Bardigiano, Catria, Haflinger, ltalian Heavy Draught, Trotador Italiano,
Lipizzan, Maremmano, Murgese e Puro Sangue Inglés por meio de 11 marcadores
microssatélites. O nivel de endogamia foi baixo e variou de -0,04 (Haflinger) a 0,07
(Catria).

Os estudos de Khanshour et al. (2013) avaliaram cavalos da raca Akhal Teke,
Turkoman, Caspio, Przewalski e diferentes linhagens da raca Arabe, utilizando 15
locos de microssatélites. Apenas uma linhagem da raca Arabe (Arabe Ocidental -
Davenport) apresentou baixa diversidade genética (Ho= 0,40) e foi endogamica
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(Fis= 0,132). As demais racas e linhagens da raca Arabe avaliadas apresentaram
heterozigosidade observada entre 0,53 a 0,75 e endogamia de -0,114 a 0,047.

A utilizac&o das biotecnologias reprodutivas, como a inseminacao artificial e a
transferéncia de embribes, aumenta a utilizacdo de poucos animais, principalmente
garanh®es, para a formacdo de novos individuos e eleva o grau de endogamia dos
plantéis equinos (AMARAL, 2012). Entretanto, estas biotecnologias ndo sé&o
utilizadas rotineiramente nas racas poneis e nos haras estudados.

Outro fator que interfere na endogamia € o intervalo de geracfes que na
espécie equina é elevado, variando de 8 a 12 anos comparada aos bovinos (4-6
anos), ovinos (3-5 anos) e suinos (1,5 a 2 anos) (DA MOTA; ALMEIDA REGITANO,
2012). Quanto maior o intervalo de geracdo menor a probabilidade de acasalamento
entre animais aparentados, devido a substituicdo de animais do rebanho e a venda
constante das progénies pelos haras estudados.

Os individuos do Haras 2 apresentaram menor diversidade genética pelo
indice de Shannon, possivelmente pelo seu menor tamanho amostral (30 animais).
Estes resultados sugerem atencdo no direcionamento dos acasalamentos para
manter a heterozigosidade e o nivel de endogamia observados. Apesar de
apresentar maior nivel de diversidade (indice de Shannon) estas recomendacdes
também se aplicam ao Haras 1, pois, este apresentou menor nivel de

heterozigosidade e maior nivel de endogamia comparado ao Haras 2.

DIFERENCIACAO E ESTRUTURA POPULACIONAL

Através da andlise molecular da variancia (AMOVA) e da estatistica de
Shannon dos equinos da raca Ponei Brasileiro foi possivel observar que mais de
90% da variancia se encontra dentro dos individuos. Estas analises indicaram que
existe pouca variagdo molecular entre as populacdes. A distancia genética de Nei
observada entre as duas populagbes (0,119) também representa uma baixa
diferenciacédo entre os plantéis do Haras 1 e Haras 2, e indicaria uma translocagao
de individuos entre os haras ou a aquisicdo de exemplares de linhagens

semelhantes.
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Estes resultados corroboram com o observado na formacao dos plantéis dos
haras, onde mesmo sendo a maior parte dos animais adquiridos de diferentes haras
do territorio brasileiro, a maioria dos animais do Haras 2 foram adquiridos do Haras 1
ou de mesmas linhagens dos animais adquiridos pelo Haras 1.

A andlise de estrutura populacional e sua distribuicdo espacial, através dos
componentes principais, nao identificou isolamento significativo de populagdes,
corroborando com o observado na analise molecular da variancia (AMOVA), da
estatistica de Shannon e da distancia genética de Nei.

Na plotagem do dendograma é possivel observar a grande proximidade
genética entre animais dos dois haras. Além disso, este pode ser utilizado para o
direcionamento dos acasalamentos selecionando o0s animais mais distantes
geneticamente. Este manejo poderia elevar o nivel de heterozigosidade e diminuir os
niveis de endogamia nos plantéis. Através do dendograma também seria possivel
nortear os criadores em futuras translocagcdes de animais entre os haras, que
elevaria a diversidade genética nos haras.

A analise de estrutura populacional identificou a presenca de duas linhagens
diferentes de animais, independente do haras de origem. O rebanho do Haras 2 é
composto em sua maioria por animais da linhagem verde, enquanto que o rebanho
do Haras 1 é composto por mais animais da linhagem vermelha (Figura 3). Desta
forma, mesmo que exista grande similaridade genética entre os individuos dos dois
haras, ainda é possivel e indicado a translocacédo de individuos entre os plantéis.

De forma geral, os animais dos plantéis estudados da raca Ponei Brasileiro
apresentaram moderada diversidade genética e baixo nivel de endogamia.
Entretanto, a baixa diferenciacdo genética entre os plantéis indica a necessidade de
cuidados para manter estes niveis observados, principalmente na selecdo dos
acasalamentos. Além disso, a aquisicdo de novas matrizes e garanhdes de
linhagens diferentes as observadas nos rebanhos poderia aumentar a diversidade

genética.
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CONCLUSAO

Os animais analisados da raca Ponei Brasileiro apresentaram diversidade
genética moderada. O nivel de endogamia entre os animais foi baixo e a estrutura
populacional foi composta por duas linhagens distintas, permitindo o acasalamento,
de animais do mesmo haras ou entre haras, sem o aumento da endogamia e a
perda da diversidade. Entretanto, medidas para aumentar a diversidade genética
seriam interessantes para elevar o numero de alelos de interesse para o

melhoramento genético dos animais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os cinco modelos nao lineares avaliados no presente estudo foram
suficientes para caracterizar o padrdo de crescimento da raca Ponei Brasileiro. A
funcdo Richards foi o melhor modelo para predizer a altura dos poneis.

As diferencas observadas na placenta de potros com nanismo podem ser
utiizadas para estudos que busquem identificar essas alteracdes
ultrassonogréficamente durante a fase fetal, permitindo intervencbes durante a
gestacao. Estes resultados podem ser utilizados para orientar 0 manejo dos haras e
auxiliar nas decisfes de selecao de potros baseado na sua curva de crescimento.

Os animais da raca Ponei Brasileiro apresentaram diversidade genética
moderada com leve perda de heterozigosidade. Medidas para aumentar a
diversidade genética seriam interessantes para o melhoramento genético dos

animais.
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