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RESUMO

A raga Mangalarga Marchador (MM) iniciou a formacao na regido sul do estado de Minas Gerais
através do cruzamento de éguas nativas com um garanhao da ragca Puro Sangue Lusitano. Ao
longo dos anos, as familias sul mineiras comecaram a selecionar os animais de acordo com os
proprios interesses e preferéncias pessoais, formando assim, linhagens dentro da raca com
caracteristicas individuais. Pesquisas cientificas sobre as linhagens na raga MM sdo escassas
quando comparadas a outras ragas, com isso ha muitos questionamentos sobre as afirmagdes
historicas feitas sobre elas. De acordo com o livro “Costelas do abismo” de Ricardo Casiuch,
baseado em informagdes histdricas, ¢ apresentada a existéncia de linhagens na raca. Os objetivos
dessa pesquisa foram identificar se existem linhagens na raga MM utilizando marcadores
moleculares do tipo microssatélites e descrever a caracterizagao fenotipica dessas linhagens, para
que seja utilizado como ferramenta ao se selecionar os individuos de acordo com o objetivo de
selegdo de cada criador. Os bancos de dados utilizados foram provenientes da Associacdo
Brasileira de Criadores de Cavalo Mangalarga Marchador. O banco de genotipagem continha
255.257 equinos da raga MM, nascidos entre os anos de 2005 a 2021. Além deste, foi utilizado
um banco com informagdes de pedigree de 622.299 animais nascidos de 1952 a 2020 e um banco
de fenotipos avaliados no momento do registro definitivo contendo 303.248 animais nascidos de
1950 a 2018. Para a verifica¢do da existéncia de diferencas genéticas de acordo com a linhagem
na raca, foi realizado a andlise discriminante por meio de componentes principais (DAPC)
implementada pelo pacote adegenet 2.0.0 (Jombart, 2008) do programa R e para a realizacao da
caracterizacdo fenotipica foi utilizado o teste de Kruskall Wallis no programa R, para
comparagdo das medianas das medidas morfométricas. A andlise de DAPC demonstrou
diferenciacdo genética das linhagens Angai e Herdade, em relacdo as demais. No teste de
Kruskall Wallis, a linhagem Herdade, apresentou maior diferenciacdo em relacdo aos 3 grupos
de comparacao, demonstrando que os animais dessa linhagem sdo menores e mais reunidos, além
de apresentarem maior pontuacdo para andamento e morfologia. Desta forma, este estudo conclui
que, quando comparadas as linhagens da raga MM descritas historicamente, a raga ndo apresenta
tantos grupos genéticos distintos, separando em apenas 3 grupos, € quando comparada as

caracteristicas fenotipicas, apenas 1 linhagem se diferenciou.

Palavras-chaves: componentes principais equinos linhagens melhoramento genético
microssatélites



ABSTRACT

The Mangalarga Marchador (MM) breed is characterized by its elegant size, docile temperament
and for being suitable for riding. Over the years, families in southern Minas Gerais began to
select animals according to their own interests and personal preferences, thus forming lineages
within the breed with individual traits. Scientific research on lineages in the MM breed is scarce
compared to other breeds, so there are many questions about historical claims made about them.
According to the book “Costelas do Abismo” by Ricardo Casiuch, based on historical
information, the existence of lineages in the breed is presente. The objectives of this work were
to identify if there are lineages in the MM breed using microsatellite markers and to describe the
phenotypic characterization of these lineages, so it can be used as a tool when selecting
individuals according to the selection objective of each breeder. The databases used came from
the Brazilian Association of Mangalarga Marchador Horse Breeders. The genotyping database
contained 255,257 MM horses, born between 2005 and 2021. In addition, a database with
pedigree information of 622,299 animals born from 1952 to 2020 and a phenotypes database
evaluated at the time of definitive registration were used. containing 303,248 animals born from
1950 to 2018. To verify the existence of genetic differences according to lineage in the breed, a
discriminant analysis of principal components (DAPC) implemented by the adegenet 2.0.0
package (Jombart, 2008) of the R software was performed and to carry out the phenotypic
characterization, the Kruskall Wallis test in the R software was used to compare the means of
morphometric measurements. The DAPC analysis demonstrated genetic differentiation of the
lineages Angai and Herdade in relation to the others. The lineage Herdade showed greater
differentiation in relation to the 3 comparison groups, demonstrating that the animals of this
lineage are smaller and more closely grouped, in addition to presenting higher scores for gait and
morphology. Thus, this study concludes that, when compared to the historically described MM
lineages, the breed does not present as many distinct genetic groups, separating it into only 3
groups (Angai, Herdade and General), and when compared to the phenotypic characteristics, only

the lineage Herdade stood out.

Keywords: equine genetic improvement lineages microsatellites principal components
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1. INTRODUCAO GERAL

A raca Mangalarga Marchador (MM) teve o inicio na regido sul do estado de Minas
Gerais através do cruzamento de éguas nativas com um garanhao da raga Puro Sangue Lusitano.
Os acasalamentos deram origem a animais de porte elegante, temperamento docil e proprio para
montaria, o que caracteriza a raca (CASIUCH, 2016). A raca MM possui o0 maior namero de
exemplares criados, e devido a contribui¢do no desenvolvimento social e econdmico brasileiro,
foi considerada patrimdnio nacional pela lei n°® 12.975/2014, para que pudesse garantir sua
preservacao e diversidade genética (ABCCMM, 2020).

Ao longo dos anos, as familias sul mineiras comecaram a selecionar os animais de
acordo com os proprios interesses e preferéncias pessoais, formando “linhagens” na raca com
caracteristicas individuais, utilizando acasalamentos, na maioria das vezes endogamicos, na
tentativa de buscar maior padronizacdo, em particular para fixacdo de caracteristicas de
andamento (Costa ef al. 2005a). O desenvolvimento da raga valorizava principalmente animais
com caracteristicas para o trabalho nas propriedades rurais, cavalgadas, cacadas e provas
esportivas, além de comodidade, rusticidade, docilidade e marcha adequada (BECK, 1992).

Pesquisas cientificas sobre as linhagens na raga MM sao escassas quando comparadas
a outras racas, com isso, ha muitos questionamentos sobre as afirmagdes historicas feitas sobre
elas. Casiuch (1997 € 2016) e Bortoni (1991), afirmam historicamente a existéncia de linhagens
na raga.

Costa et al. (2005b) e Santos et al. (2019) realizaram estudos buscando identificagdes
de linhagens na raga, porém nenhum deles buscou a diferenciacdo genética utilizando
marcadores moleculares do tipo microssatélites (SSR). Entretanto, Souza (2021) realizou uma
pesquisa para identificar a existéncia de possiveis linhagens na raca Mangalarga Marchador,
levando em consideragdo a frequéncia alélica de marcadores microssatélites, porém também
ndo observou separagdo de linhagens na raga MM.

Como podemos observar, existem poucos estudos dentro da ragca MM com objetivo em
identificar linhagens e isso € importante para a caracterizacao racial e para o conhecimento da
variabilidade genética da raca, possibilitando o conhecimento posteriormente se existe
diferencas fenotipicas entre as linhagens, podendo assim ser uma ferramenta para auxiliar na

selecao.

14
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Equinos

Ao longo das décadas foi possivel observar variagdes sobre a utilizacdo do equino
na sociedade. Foi observado por Procopio (2003), a possibilidade da influéncia negativa
entre a mecanizagao ¢ a evolugdo industrial com relagdo a utilizagdo dos equinos nas
atividades agropecudrias. Essa influéncia inicialmente foi percebida pelo desuso dos
cavalos. Entretanto, com o passar dos anos comecgaram a surgir outros meios de utilizagdo
dos equinos, demonstrando que além da forga de trabalho e transporte, ele também poderia
ser utilizado nas atividades de lazer, equoterapia, militares, esportes hipicos e entre outros.

E possivel perceber a expressiva representatividade dos cavalos nas 4reas urbanas
a partir do século XX. Nesse momento ocorria o crescimento exponencial das empresas o
que promovia competicdo entre elas, levando os funciondrios a exaustdo e estresse, com
isso, foi intensificado o uso dos equinos como alternativa de lazer e terapia, a fim de
auxiliar as pessoas nesses periodos (PROCOPIO, 2008).

Entre os anos de 1974 até 2021 pode-se observar a variagdo da populacio de
equinos no Brasil, demonstrando que ap6s uma queda brusca em 2013, o rebanho nacional

estd em ascensdo novamente (IBGE, 2021) (Gréfico 1).

Figura 1. Varia¢ao da populagdo equina no Brasil entre os anos 1974 a 2021

Populacdo eaquina

2021
2013
1995
1980
1978

1974

o

1.000.000 2.000.000 3.000.000 4.000.000 5.000.000 6.000.000 7.000.000

M Populagdo equina

(IBGE,2021).

2.2 Raca Mangalarga Marchador (MM)

De acordo com a historia, a raga originou-se no sul de Minas Gerais a cerca de 200
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anos, proveniente do cruzamento de éguas nativas denominadas ‘“crioulas” com um
garanhdo Puro Sangue Lusitano. O garanhdo foi cedido por D. Jodo VI ao Bardo de
Alfenas, Gabriel Francisco Junqueira, patriarca da familia Junqueira. O bardo era
proprietario da fazenda Campo Alegre, em Cruzilia-MG, considerada o ber¢o do MM
(CASIUCH, 2016).

Os acasalamentos deram origem a animais de porte elegante, temperamento docil
e proprio para montaria. A raga Mangalarga do Brasil também tem essa origem historica,
e comegou a se diferenciar do MM quando parte da familia Junqueira migrou para o estado
de Sao Paulo, e realizaram cruzamentos com outras ragas (Arabe, Anglo Arabe, Puro
Sangue Inglés e American Sadle Horse) com o objetivo de modificar a conformacio e
andamentos para que favorecessem a topografia plana da regido, diferente do que
observado no estado de Minas Gerais, consequentemente necessitando a mudanca de
andamento desses animais. Ambas ragas iniciaram o controle genealdgico oficial a partir
de 1934 com a funda¢do Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalo da Raca
Mangalarga (ABCCMM, 2020; ABCCRM, 2020; BAENA, 2019; CASIUCH, 2016).

A Associagdo Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga Marchador
(ABCCMM) foi fundada em 16 de julho de 1949, em reunido realizada em Caxambu —
MG, atualmente com sede em Belo Horizonte. A partir de sua fundagdo iniciaram-se os
trabalhos de registros genealdgicos dos animais, foram estabelecidos padrdes morfoldgicos
dentro da raga, algumas avaliadas subjetivamente, o que consequentemente direcionou a
sele¢do desses animais. Esta entidade ¢ considerada a maior associagdo de uma tnica raca
da América Latina, com aproximadamente 11 mil associados em 2016, cinco mil destes no
estado de Minas Gerais. A raca, além de distribuida por todo o Brasil, tem também
criadores em varios paises como os Estados Unidos, Alemanha, Holanda, Bélgica,
Portugal, Italia, Canadéd, Israel, Peru, Uruguai, Argentina, Congo, Fran¢a e Dinamarca
(SOUZA, 2017).

A abertura do primeiro Livro de Registro de Animais da ABCCMM aconteceu no
ano de 1949, de acordo com Livro de Registro Definitivo de Machos (MM3), fechado em
09 de fevereiro de 1982. O registro de nimero 1 pertence ao garanhdo chamado Angahy e
foi realizado em de outubro de 1950.

Em 14 de Julho de 2015 entrou em vigor o novo Regulamento do SRG (Servigo de
Registro Geneal6dgico) aprovado pelo MAPA, com anuéncia do Ministério Publico Federal
(MPF). Regulamento este que estd adequado ao Termo de Ajuste de Conduta (TAC)

chamado de “Resgate Genético” no qual prevé a utilizagdo e a reabertura dos Livros
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Abertos MM3 e MM4 (ABCCMM, 2015).

A primeira vistoria do Livro Aberto aconteceu em Barbacena-MG em 2015.
Segundo o relatério de Inspecdes do Livro Aberto apresentado pelo SRG, os técnicos da
ABCCMM realizaram, desde dezembro de 2015 até janeiro de 2019, 29 vistorias de Livro
Aberto em diferentes estados como Minas Gerais, Bahia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Pernambuco, Goias e Santa Catarina. Neste periodo, foram vistoriados
1880 animais, desses, 1.543 obtiveram aprovagao para registro. O estado em que mais se
realizou vistorias do Livro Aberto foi Minas Gerais, com 14 inspe¢des € mais de 930

animais aprovados (ABCCMM, 2019).

2.3 Linhagens da raca MM

De acordo com historiadores e pesquisadores, como Casiuch (1997 e 2016) ¢
Bortoni (1991), existem linhagens na raca MM, sendo estas denominadas pilares ou base
da raca, que surgiram por volta do inicio do século XIX. Estas sdo baseadas nas linhagens
masculinas que estdo reunidas em apenas seis genearcas, sendo estes denominados:
Fortuna, Joia da Chamusca, Sublime, Gregorio, Telegrama e Rosilho (ou Abismo) que
foram responséaveis pelo estabelecimento ¢ expansdo da raca Mangalarga do Brasil e
Mangalarga Marchador nos séculos XIX e XX, visto que ambas as ragas tiveram a mesma
origem no Sul de Minas Gerais.

Dentre estes seis genearcas influentes na raca MM, trés consolidaram
significantemente a base da raga, sendo estes os animais Fortuna e seus descendentes,
Telegrama e seus descendentes € 0 Abismo (ou Rosilho) e seus descendentes, sendo este
ultimo o de maior influéncia na raca ao longo do século XX, cujo nascimento se deu por
volta de 1870 na antiga Fazenda Narciso em Cruzilia — MG (CASIUCH, 2016).

Casiuch (2016), dividiu as linhagens da ragca MM em trés grupos, “linhagens base”,
“linhagens de tradi¢dao” e “linhagens extintas”. As linhagens base, também chamadas de
pilares, tiveram origem nos criatérios onde iniciou a selecdo dos animais da raca e foram
considerados os “nticleos de criacao”, sendo as fazendas, Favacho, Campo alegre, Traituba,
Narciso, Campo lindo e Angahy. As linhagens de tradicao foram aquelas que tiveram sua
origem em animais oriundos das linhagens base submetidos a selecdo artificial visando a
fixacdo de caracteristicas como o andamento, a docilidade, a conformacdo e a
caracterizacao racial, e serviram como fornecedoras de reprodutores para novas criagdes

que surgiram posteriormente e sao elas, Abaiba, Ara, Bela Cruz, Catuni, F.R., Herdade,
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Itamotinga, Passa Tempo, Porto, Tabatinga, Caxambu (desmembrada em outras duas
linhagens que sio Caxambuense e Santa Helena) e Agua Limpa (Casiuch, 2016). Ja as
linhagens extintas contribuiram por um periodo para a raga MM, mas os criadores pararam
de criar ao longo dos anos e estas acabaram desaparecendo, sao elas: Engenho de Serra,
Leme, Juca Carneiro, Criminosos, Silvestre Goiabal.

Apesar das descrigdes historicas da raga evidenciarem na maioria das vezes
somente os garanhdes de maior importdncia na mesma, segundo Casiuch (2016) um
exemplo de selegdo com base em linhas maternas ¢ a linhagem Herdade, como exemplo
da égua Herdade Alteza, também encontrada por Costa et al. (2005b) como a maior
contribuinte para a raga. Estes autores verificaram que os animais podem ser subdivididos
em grupos familiares, mas mesmo diante das diversas linhagens que sdo citadas na
literatura, somente foram encontrados como representantes da raga MM as linhagens

Herdade, Providéncia, Abaiba, Tabatinga e Angai.
2.4 Registro genealogico da raca MM

O registro genealogico ¢ realizado em animais a partir dos 36 meses de idade,
podendo ou ndo ter genealogia dos pais conhecida, esse registro pode ser definitivo ou
provisoério, sendo o provisorio para controle do animal e definitivo para equinos adultos.
Para que os animais possam entrar no studbook da raca, é necessario que seja realizada a
inspecao por técnico habilitado pela ABCCMM. O profissional descreve detalhadamente
a pelagem do animal e suas particularidades, além de realizagdo de 12 medidas
morfométricas, também ¢ realizada a verificagdo de microchip aplicado no animal, além
de analisado se o equino ndo apresenta nenhum dos itens de desclassificagdo de acordo
com o padrao racial.

Os animais tém seu andamento e morfologia pontuados, segundo normas
preconizadas no padrao racial. Um dos critérios desclassificatorios no momento do registro
¢ o somatorio dessas notas que ndo deve ser inferior a 140 pontos para machos, e 120

pontos para fémeas (ABCCMM, 2019).

2.5 Testes de DNA na raca MM

O controle dos potros nascidos na raca ¢ feito através do comunicado para que o
técnico credenciado pela ABCCMM possa realizar a resenha, aplicagdo do microchip e
coleta de material para exame de DNA e posteriormente emitir o registro provisorio

(ABCCMM, 2018). Os exames de DNA podem ser DNA-VP quando se tem a verificacao
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completa de parentesco, paterno ¢ materno. Porém ¢é possivel um animal que apresente o
exame DNA-AP, que significa que esse animal ¢ testado, porém os pais ndo apresentam

teste de DNA e desta forma ndo ha como confirmar todos os seus ascendentes.

2.6 Microssatélites (SSR)

Os microssatélites sdo repeticdes de sequéncias que compde geralmente de dois a
seis nucleotideos ao longo da molécula de DNA, ocupando uma extensao de até 100 pares
de bases. A sequéncia com maior repeticdo em animais ¢ a (AC), os quais sao distribuidas
em todo o genoma de forma aleatéria e sdo flanqueadas por sequéncias altamente
conservadas. Quando comparado as regides codificadas com as sequencias transcritas, as
maiores frequéncias de de SSR s3o0 observadas nas transcritas e em algumas regides com
maiores abundancias como as regides proximas aos centromeros e teldmeros
(GUIMARAES, 2009).

Devido ao pareamento desalinhado das sequéncias repetidas que temos a origem
do SSR. A consequéncia desse desalinhamento ¢ a produg¢do de nimeros variados das
unidades repetidas, de forma que cada fragmento de microssatélite assume comprimentos
diferentes, que podem ser identificados em eletroforese. O SSR ¢ considerado um dos
marcadores de maior variabilidade alélica devido a cada um desses fragmentos ser
equivalente a um alelo.

E possivel identificar os microssatélites através de duas estratégicas: por busca de
sequéncias que possuem microssatélites nas bases de dados na internet e outra por
construgdo e selecdo de livraria/biblioteca genomica ou de ESTs (Expressed Sequence
Tag), que sao sequéncias de DNA provenientes de RNA (SANTOS, 2014; BAENA, 2020).

A sua heranca de codominancia, frequéncia e distribuicdo no genoma, alto nivel de
polimorfismo, possibilidade de detec¢ao em sistemas multiplex e boa repetibilidade sao as
principais vantagens do uso de marcador. Entretanto, como desvantagem pode-se citar o
custo para desenvolver primers especificos de espécies que nao estdo disponiveis no banco
de dados ou que ndo foram estudadas (FALEIRO et al., 2004).

Até o momento, na ragca MM, sdo realizados testes de verificacdo de parentesco
utilizando marcadores do tipo microssatélites de acordo com ISAG (International Society

for Animal Genetics).

2.7 Tamanho efetivo da populacgdo

O tamanho efetivo € definido levando em consideracdo o niimero de machos e de
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fémeas que estdo efetivamente se reproduzindo no rebanho, desta forma, dando origem a
varidncia da amostragem ou a taxa de endogamia apropriada as condigdes em
consideragdo, se eles fossem criados na forma da populacao idealizada (FALCONER,
1981). Wrigth (1938) definiu o tamanho efetivo da populagdo como um parametro que
quantifica a perda de alelos entre geragdes. Segundo Valera et al., (1999), o conceito de
tamanho efetivo da populacao ¢ importante para a compreensao dos efeitos da varia¢ao no
numero de machos e de fémeas e do tamanho da familia sobre a deriva genética e sobre a

endogamia (Valera et al., 1999).

2.8 Fis, Fst e Fit

Os indices de fixacao (Fis, Fst e Fit) foram elaborados por Sewall Green Wright na
intencdo de descrever as propriedades das populagdes que sdo subdivididas. O efeito ja
conhecido como endogamia ¢ semelhante a subdivisdo das populagdes, pois resulta em
excesso de homozigotos naquela populagdo. Sendo necessario medir esse efeito em termos
de reducdo na proporcao de gendtipos heterozigotos (PINTO, 2010).

Todos os trés indices sdo calculados baseados na heterozigosidade esperada e
observada. O coeficiente de endocruzamento (Fis) pode ser definido também como a
probabilidade de que dois alelos de um /ocus em um individuo endocruzado sejam idénticos
por descendéncia. Fst ¢ definido também como o coeficiente de endogamia da subpopulacao
em relacdo a populagdo total da qual ela ¢ parte, sendo uma estatistica informativa utilizada
para estimar o nivel de divergéncia genética entre subpopulacdes ou ragas, com valores que
variam entre 0 e 1 (HARTL; CLARK, 2010). A interpretacao dos valores de Fst de Wright
deve seguir as seguintes orientacdes (WRIGHT, 1978): a amplitude de 0 a 0,05 pode ser
considerada indicativa de pequena diferenciacdo genética; a amplitude de 0,05 a 0,15 indica
moderada diferenciacdo genética; a amplitude de 0,15 a 0,25 indica grande diferenciacao
genética; valores de Fst acima de 0,25 indicam diferenciagdo genética muito grande. Fit
também ¢ definido como o coeficiente de endogamia que leva em consideragdo tanto o
efeito do acasalamento ndo aleatorio quanto os efeitos da subdivisdo da populacdo. E uma
medida de heterozigosidade de um individuo em relagdo ao total da populagao (PINTO,

2010).

2.9 D-Jost e Gsr

Populagdes sdo frequentemente subdivididas e isoladas umas das outras em algum

grau genético. A genética contém duas grandes medidas que quantificam a estrutura
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populacional: medidas de fixagdo como F st e Gst ¢ medidas de diferenciacdo alélica,
como D de Jost e diferenciacdo de entropia (JOST et al., 2018).

Por muitos anos, a diferenciacao genética foi medida em sua maioria pelo indice de
fixacado de WrightFST ( WRIGHT, 1951). Nei (1973), dividiu entre heterozigosidade
total (Hr) em um componente dentro da subpopulacdo (HS), e um componente entre
subpopulagdo (Dsr), dada pela féormula, HT=HS+DST.

Jost (2008) para superar as limitagdes do GST, propds uma nova estatistica de
diferenciagdo, D, baseada em medir a diversidade genética pelo nimero efetivo de alelos e
particiona-la multiplicativamente em componentes dentro e entre subpopulacdes. Ele
afirmou que GST n3o mede diferenciacdo, enquanto seu D faz e mede diferenciacio
independentemente da heterozigosidade dos marcadores.

Gst e D-Jost sdo estatisticas cujos maximos ndo sdo restringidos por HS , podendo
variar de 0 a 1. Entretanto, ndo € possivel garantir que eles ndo sejam restringidos por outros
aspectos das frequéncias alélicas (ALCALA e ROSENBERG, 2018).

D-Jost ¢ uma medida baseada em heterozigosidade que foi introduzida na genética
a partir da ecologia para descrever esse aspecto da estrutura populacional . D-Jost considera
os alelos pelo quadrado de suas frequéncias, a mesma ponderagdo utilizada pela
heterozigosidade sob o modelo de ilha finita com alelos infinitos.

A diferenciagdo alélica entre populagdes geralmente varia de locus para locus,
porque seu valor de equilibrio depende fortemente da taxa de mutacdo. D-Jost deve ser
estimado a partir dos loci com os quais nos interessamos, ou outros loci que se espera que
tenham taxas de mutacao semelhantes, € nao de marcadores de mutacao rapida. No entanto,
as medicdes dele de marcadores de mutagdo rapida ainda sdo uteis para classificar pares de
populacdes de acordo com seu grau de diferenciagdo alélica em todo o genoma (JOST et

al., 2018).

2.10 Identificagdo de linhagens

Mesmo com todo rebanho significativo de equinos no Brasil, existem poucas
pesquisas diretamente ligadas ao melhoramento genético e selecdo da raga MM. Isso ¢
caracteristica geral dos equinos quando comparados a outras espécies animais, 0 que pode
estar relacionado as particularidades observadas na criacdo de equinos, como, falta de
escrituragdo zootécnica ou com informagdes escassas e imprecisas de caracteres
reprodutivos, comportamentais e de desempenho nos criatorios; baixa receptividade das

associagdes de criadores ao uso consciente das tecnologias reprodutivas; e a relagdo
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superficial entre 6rgdos técnicos, criadores e pesquisadores da area (BAENA, 2020;
MEIRA, 2010).

Costa et al. (2005) realizaram um estudo com o objetivo de identificar formacao de
linhagens na raga MM. Utilizaram para o céalculo dos coeficientes de parentesco 233.214
animais que apresentavam algum grau de ligagdo genética com os ancestrais identificados
como de maior contribui¢do genética para a populacao atual. Os coeficientes de parentesco
e de endogamia foram calculados utilizando-se a rotina proposta por Meuwissen ¢ Luo
(1992), incluida no programa Pedig® (Boichard, 2002). Esses autores, encontraram a
existéncia de cinco grupos genéticos distintos na populacdo, associados aos descendentes:
Herdade Alteza e Seta Caxias, Providéncia Itu e Tabatinga Predileto, Abaiba Marengo,
Tabatinga Cossaco e Angai Miron, nessa ordem de importancia, sendo o principal animal
considerado formador da raga a égua Herdade Alteza.

Apesar das descri¢des historicas da raga Mangalarga Marchador evidenciarem na
maioria das vezes somente os garanhdes de maior importancia na mesma, segundo Casiuch
(2016) um exemplo de sele¢do com base em linhas maternas ¢ a linhagem Herdade, como
exemplo da égua Herdade Alteza, também encontrada por Costa et al. (2005) como a maior
contribuinte para a raga.

Estes autores verificaram que os animais podem ser subdivididos em grupos
familiares, mas mesmo diante das diversas linhagens que sdo citadas na literatura, somente
foram encontrados como representantes da raga as linhagens Herdade, Providéncia,
Abaiba, Tabatinga e Angai. Estudos conduzidos por Santos et al. (2019), também
buscaram investigar formagdo de estruturas familiares na raga MM, por meio de
genotipagem em SNP, na tentativa de identificar linhagens de acordo com o tipo de
andamento dos animais. Mas apesar de encontrarem formagdo de grupos na populagao
estudada, nao verificaram a existéncia de linhagens ligadas ao tipo de marcha (batida e
picada) na raca.

Souza (2021) realizou uma pesquisa para identificar a existéncia de possiveis
linhagens da raca Mangalarga Marchador, levando em consideragdo a frequéncia alélica
de marcadores microssatélites, porém também ndo obteve separacdo de linhagens na raca

Mangalarga Marchador.

Marchiori et al. (2019) buscaram aplicar as metodologias de linkage disequilibrium
(LD) e analise de componentes principais para separar geneticamente as linhagens de
corrida ¢ de trabalho da raga Quarto de Milha. Estes autores encontraram diferencas

genéticas entre as linhagens de trabalho e de corrida de cavalos da raga Quarto de Milha,
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pois subestruturas da formacdo de familias que descendem de diferentes reprodutores
foram encontradas, demonstrando que estas analises de LD juntamente com os dados de

pedigree podem levar a determinagao das linhagens.

2.11 Caracteristicas morfoldgicas avaliadas na raca Mangalarga Marchador

A avaliagdo morfologica tem grande relevancia para escolha de animais, visto que
ha relacdo da morfologia com a locomocdo dos animais (CABRAL et al., 2004;
SANTIAGO et al., 2016, ZAMBORLINI et al., 1996).

Ao longo do tempo, os equinos tém sido utilizados para diversas atividades, que
exigem principalmente forga, velocidade e resisténcia, o que levou a evolugdo de diferentes
biotipos de animais. As medidas morfologicas geralmente sdo tomadas diretamente no
corpo por pontos anatdmicos € mensuracao por meio de equipamentos como hipdmetro,
artrogonidometro e fita métricas (BACK, 1992; FONSECA, 2018).

O corpo dos equinos ¢ dividido em cabega, pescoco, tronco ¢ membros. Para que
se possam selecionar animais para participacdo em esportes equestres e também para
escolha de matrizes e garanhdes na reproducdo deve-se avaliar separadamente cada uma
destas regides, a fim de identificar caracteristicas de sua conformagdo que possuem relagido
e influenciem a locomog¢ao dos animais (CABRAL et al., 2004; SANTIAGO et al., 2016,
ZAMBORLINI et al., 1996).

As caracteristicas mencionadas abaixo sdo avaliadas pelos técnicos das associagdes

no momento do registro definitivo e sdo elas que serdo utilizadas no presente projeto.

Comprimento e largura da cabe¢a e comprimento do pescogo

O comprimento da cabeca ¢ medido através da distdncia entre a extremidade
proximal da cabega, que coincide com a crista nucal, e a por¢ao medial ou central da arcada
incisiva inferior; a largura de cabega € distancia entre a porcao livre da borda supra-orbital
direita e a borda esquerda. O comprimento do pescogo ¢ a distancia entre a por¢ao cranial
do arco dorsal do atlas e o ter¢o médio da borda cranial da escapula (SOUSA et al., 2018
e OOM & FERREIRA, 1987). A cabeca e o0 pescogo proporcionais sdo essenciais para o
equilibrio do animal, pois sdo eles que controlam a oscilacdo do centro de gravidade do
tronco, sendo importante para impulsao do animal durante a locomog¢dao (NASCIMENTO,

1999).

Perimetro tordcico e altura da cernelha

A altura na cernelha ¢ obtida da medida ponto mais alto da regido interescapular, localizado
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no espaco definido pelo processo espinhoso de T5 e T6, até o solo; o perimetro toracico €
a medida de circunferéncia posicionada logo apds o final da cernelha, entre os processos
espinhosos T8 e T9, passando pelo espaco intercostal da 8* e 9* costelas, até a articulagao
da ultima costela com o processo xifoide (SOUSA et al., 2018 e OOM & FERREIRA,
1987). Caracteristicas do tronco também podem influenciar capacidade respiratéria dos
equinos, onde segundo Fontes (1954) e Thomas (2005) quanto maior o perimetro toracico
melhor serd a capacidade cardiorrespiratoria. Para Camargo e Chieffi (1971) a cernelha
bem definida, alta, comprida, bem musculada e larga na base conferem encaixe
ergométrico a sela, favorecem as agdes biomecanicas dos musculos extensores, flexores do
tronco e pescogo, alivia os membros tordcicos e favorece o deslocamento do animal,

principalmente em animais de sela.

Comprimento de dorso-lombo

E medido entre a distancia das extremidades dos processos espinhosos de T8 ¢ T9
e a porgao cranial da tuberosidade sacral (OOM & FERREIRA, 1987). A conformagdo do
dorso também se diferencia nos biotipos funcionais dos equinos. Em animais de sela o
dorso deve ser de comprimento médio, reto e musculado garantindo espacgo para encaixe
da sela e pleno funcionamento da biomecanica da coluna vertebral (NASCIMENTO,

1999).

Altura, comprimento e largura da garupa

A altura da garupa € obtida do ponto mais alto da garupa, especificamente sobre a
tuberosidade sacral, até o solo; ja& o comprimento da garupa ¢ distancia entre as porgoes
cranial da tuberosidade iliaca e caudal da tuberosidade isquidtica; e a largura da garupa ¢
distancia entre as porg¢des laterais das tuberosidades iliacas (SOUSA et al,, 2018). A garupa
também atua nas diferentes fases da locomog¢ao dos animais, onde quando compridas estao
associadas a musculos longos, capazes de amplas contragdes, facilitando a propulsao dos
membros posteriores, sendo assim desejavel em equinos de corrida, salto, adestramento e

marcha (SANTIAGO, 2013).

Comprimento de espadua

Para o comprimento de espadua ¢ medido pela distancia entre a borda dorsal da
cartilagem da escapula e o angulo distal da escdpula ou por¢do central da articulacdo
escapulo-umeral (SOUSA et al.,, 2018). Para Jones (1987), as espaduas tém influéncia

durante as fases apoio e elevagdo na locomogdo, pois se relaciona com as regides
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zootécnicas da cernelha, pescoco, torax e dorso. As espaduas tém como fungdo transformar
em velocidade a forca propulsora transmitida pelos membros pélvicos (NASCIMENTO,
1999). Assim para Camargo e Chieffi (1971) a inclinacdo da espadua e seu tamanho
determinam a amplitude do movimento, o comprimento da passada e consequentemente a
melhor absor¢ao do impacto gerado pelo contato do casco com o solo, resultando em maior

amortecimento e suavidade durante a locomogao.

Comprimento do corpo

E medido pela distancia entre as por¢des craniais do tubérculo maior do imero e
caudal da tuberosidade isquiatica (SOUSA et al., 2018). Santiago et al. (2013) constataram
que tanto a relagdo entre os comprimentos do corpo e da cabega, quanto a proporgao entre
o comprimento do corpo e a altura na cernelha, foram muito préoximas tanto em machos

campedes da raga quanto os demais machos registrados na ABCCMM.

Perimetro de canela

E medido pela circunferéncia na regido mediana da canela de um dos membros
anteriores, formada pelos ossos metacarpicos II, Il e IV (OOM & FERREIRA, 1987). O
perimetro da canela estd relacionado com a qualidade d6ssea do esqueleto € com a
funcionalidade da regido anatdmica, determinando, juntamente com o perimetro toracico,

a capacidade de carga do animal (Berbari Neto, 2005).
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ABSTRACT

The Mangalarga Marchador (MM) breed is characterized by its elegant size, docile
temperament and for being suitable for riding. Over the years, families in southern Minas
Gerais began to select animals according to their own interests and personal preferences,
thus forming lineages within the breed with individual traits. Scientific research on lineages
in the MM breed is scarce compared to other breeds, so there are many questions about
historical claims made about them. According to the book “Costelas do Abismo” by
Ricardo Casiuch, based on historical information, the existence of lineages in the breed is
presente. The objectives of this work were to identify if there are lineages in the MM breed
using microsatellite markers and to describe the phenotypic characterization of these
lineages, so it can be used as a tool when selecting individuals according to the selection
objective of each breeder. The databases used came from the Brazilian Association of
Mangalarga Marchador Horse Breeders. The genotyping database contained 255,257 MM
horses, born between 2005 and 2021. In addition, a database with pedigree information of
622,299 animals born from 1952 to 2020 and a phenotypes database evaluated at the time
of definitive registration were used. containing 303,248 animals born from 1950 to 2018.
To verify the existence of genetic differences according to lineage in the breed, a
discriminant analysis of principal components (DAPC) implemented by the adegenet 2.0.0
package (Jombart, 2008) of the R software was performed and to carry out the phenotypic
characterization, the Kruskall Wallis test in the R software was used to compare the means
of morphometric measurements. The DAPC analysis demonstrated genetic differentiation
of the lineages Angai and Herdade in relation to the others. The lineage Herdade showed
greater differentiation in relation to the 3 comparison groups, demonstrating that the
animals of this lineage are smaller and more closely grouped, in addition to presenting
higher scores for gait and morphology. Thus, this study concludes that, when compared to
the historically described MM lineages, the breed does not present as many distinct genetic
groups, separating it into only 3 groups (Angai, Herdade and General), and when compared

to the phenotypic characteristics, only the lineage Herdade stood out.

Keywords: principal components, equine, lines, genetic improvement, microsatellites



1. INTRODUCTION

The Mangalarga Marchador (MM) breed is characterized by its elegant size,
docile temperament and for being suitable for riding (CASIUCH, 2016) and was
considered a national heritage by the law n°® 12.975/2014, so that it could guarantee its
preservation and genetic diversity (ABCCMM, 2020).

The Brazilian Association of Mangalarga Marchador Horse Breeders
(ABCCMM) and also the breeders mainly value animals with traits for work on rural
properties, horseback riding, hunting and sports competitions, in addition to comfort,
rusticity, docility and adequate gait (BECK, 1992).

In search of a greater standardization and with an interest in fixing, mainly the
traits of gait, the families of the south of Minas Gerais began to select the animals
according to their own interests and personal preferences, forming “lineages” in the breed
with individual traits, using matings, most of the time endogamous (Costa ef al. 2005a).

Casiuch (1997 and 2016) and Bortoni (1991), historically affirm the existence of
lineages in the MM breed, but few studies have verified the existence of lineages using
information from molecular markers. Thus, there are many questions about these
historical claims.

Costa et al. (2005b) and Santos et al. (2019) carried out studies to identify lineages
in the breed, but none of them sought genetic differentiation using microsatellite markers
type (SSR). However, Souza (2021), even using information from molecular markers, did
not observe a separation of the population into different lineages.

The hypothesis of this study is that there are genetically different lineages in the
Mangalarga Marchador breed and these have phenotypic differences in terms of

morphology.
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As we can see, there are few studies within the MM breed with the aim of
identifying lineages and consequently knowing the genetic variability of the breed. Thus,
the objectives of this research were to genetically identify possible lineages in the MM
breed using SSR and describe the phenotypic characterization of these lineages, so that it
can be used as a tool when selecting individuals according to the selection objective of

each breeder.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Database

The databases used in the research were provided by the Brazilian Association of
Mangalarga Marchador Horse Breeders (ABCCMM). The microsatellite genotyping bank
contained 255,257 horses born between 2005 and 2021. In addition to this, a database with
pedigree information of 622,299 animals born from 1952 to 2020 and a bank of phenotypes
evaluated at the time of definitive registration containing information from 303,248
animals born from 1950 to 2018 were also used. The animals came from different
properties throughout Brazil.

We used genotyping data from 11 highly polymorphic microsatellite loci
standardized by the International Society of Animal Genetics (ISAG), namely AHT4,
AHTS, ASB2, ASB17, ASB23, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4 and VHL20. These
SSR used are distributed in 11 different chromosomes of the equine genome (24, 8, 15, 2,

3,10,9,4, 1,9 and 30, respectively).

2.2 Animal selection criteria
Sampling was performed from the genotyping and pedigree databases. The search
for animals belonging to each lineage, according to Casiuch (2016), was carried out by

searching in the pedigree database if each animal presented DNA parentage verification
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and if their paternal and maternal parents and/or grandparents also belonged to the same
lineage, that is, if they had the same prefix or suffix, so that in this way the animals
remained closed in the lineages until the second and/or third generation, increasing the
reliability of the data studied.

In addition, animals that were closed in maternal or paternal parents and/or
grandparents of this lineage, but that did not have the name of the same lineage in their

suffix/prefix were also considered from the same lineage.

2.3 Statistical analysis

Genetic differentiation between lineages

First, the database was previously separated into groups according to the lineages
described by Ricardo Casiuch (2016).

To verify the existence of lineages of genetically similar animals in the MM breed
from the SSR data, the discriminant analysis with principal components (DAPC) was
performed by the adegenet 2.0.0 package (Jombart, 2008) of the R software.

To choose the ideal number of principal components (PC) to be used in the analysis,
the a-score was calculated using the adegenet package (Jombart, 2008) of the R software,
where the method uses interpolation to reduce the intensive use of processing, reducing the
number of estimated a-scores in the chosen PC range.

To determine whether there is genetic differentiation between the lineages,
standardized F (Fis) and D-Jost statistics were used, using the diveRsity package in the R

software. The effective population size was determined using NeEstimator.

2.4 Phenotypic characterization
The phenotypic characterization of each lineage was carried out using the

morphometric measurements evaluated at the time of definitive registration, which are:
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height at withers, height at croup, head length, neck length, back-loin length, croup length,

shoulder length, body length, head width, croup width, thoracic perimeter and shin

perimeter, in addition to scoring measures such as gait and morphology.

Descriptive analyzes were performed for each trait, by lineage, using the SAS (2010)

program and the Kruskall Wallis test at 5% probability to compare means, using the R software.

3. RESULTS

Data from 1,357 Mangalarga Marchador horses were used, divided into 11 lineages

previously described by Ricardo Casiuch (2016). Lineages that had less than 10 animals were

discarded from the analyzes (Table 1).

Table 1. Number of animals per lineage and total number of evaluated horses of the

Mangalarga Marchador breed.

Lineages N
Angai 161
Bela cruz 36
Catuni 121
Caxambu 540
Favacho 69
Herdade 141
Narciso 95
Passa tempo 44
Porto 28
Tabatinga 15
Traituba 107
Total 1357

N: number of animals
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The mean total percentage of missing data according to genotyping in the 11 loci was
8.9% in the studied animals. The locus ASB23 presented 80% of missing in the lineage
Tabatinga, which is considered a high number, however, it was not necessary to remove it from
the analysis since the total percentage of missing data of this locus was 21.4%, considering all

the lineages (Figure 1).

Figure 1. Percentage of missing data in each lineage according to each studied locus and total

mean percentage.
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According to figure 2, it can be observed that the confidence level to determine whether

there is differentiation between the lineages reaches 100% considering at least 6 loci. Thus, as

11 loci were used during the research, the reliability of the study is considered high.
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Figure 2. Reliability level in relation to the number of loci studied in the Mangalarga
Marchador breed.
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The results of the inbreeding coefficient (Fis) found in each lineage considering the loci
studied obtained a mean of 4.30% in the Herdade lineage, 6.30% in Tabatinga, 7.2% in Bela
Cruz, 1.30% in Favacho, 5.4% in Passatempo, 4.80% in Angai, 6.30% in Traituba, 1.40% in
Catuni, 7.70 in Narciso, 2.00% in Caxambu and 1.70% in Porto (Table 2).

We observed that the lineages Favacho and Porto were the only ones that presented more

than half of the loci with excess homozygosity, which demonstrates a higher percentage of
inbreeding, with a minimum of (-0,056 ou 5,6%) and (-0,027 ou 2,7%) and a maximum of

(0,031 ou 3,1%) and (0,150 ou 15%), respectively (Table 2).



Table 2. Fis values for each locus in relation to each lineage studied in the Mangalarga Marchador breed.
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Lineage ~ AHT4 AHTS  ASB17 ASB2 ASB23 HMS2 HMS3 HMS6 HMS7 HTG4 VHL20 Overall
Angai -0.016  -0.082 0.047  0.009 -0.070 -0.084 -0.096 -0.026 -0.043 -0.081 -0.022 -0.048
Bela Cruz 0.104  -0.016 0.026 -0200 -0.076 -0.011 -0.033 0.000 -0.088 -0.097 -0.088 -0.072
Catuni 0.060 0.016 -0.034  0.086 0.059 -0.030 -0.086 -0.086 -0.065 -0.086 -0.029 -0.014
Caxambu -0.045  -0.049 0.012  0.039 -0.027 -0.042 -0.074 0.017 -0.049 0.006 -0.006 -0.020
Favacho 0.031 0.014 0.016  0.038 0.004 -0.103 -0.107 0.023 0015 -0.032 -0.056 -0.013
Herdade 0.076  0.009 0.095 -0.086 0.024 -0.007 0.008 -0.019 -0.107 -0.032 -0.069 -0.043
Nareciso 0.135  -0.219 0.060  0.049 0234 -0.089 -0.107 -0312 -0.123 0.063 -0.169 -0.077
Passatemp 0038  -0.094 0.011 -0.022 -0.112 -0.147 0.001 -0.017 -0.093 0.003 -0.056 -0.054
Porto 0.011  -0.027 0.150  0.088 0.031  0.025 -0.081 0.072 -0.197 -0205 -0.033 -0.017
Tabatinga 0230 -0.098 0.126  0.029 0333  -0.132 0247 -0.089 -0.107 -0.031 -0.331 -0.063
Traituba 0.031  -0.038 0.099 -0.025 -0.029 -0.134 -0.134 0.000 -0.108 -0.067 -0.112 -0.063




39

In addition to Fis, the analysis of the inbreeding coefficient and kinship was performed
by the TrioML method in the coancestry program. Coefficients are given comparatively across
study populations. In Table 3, we observe that the Porto lineage is the most inbred of the
populations studied (0.15), while the Caxambu lineage is the one with the lowest inbreeding
rate (0.07).

Regarding the kinship coefficient, we observed that the Tabatinga lineage presents higher
values more frequently when compared to the other lineages. The Herdade lineage, on the other

hand, presents lower values more frequently (Table 4).

Table 3. Coefficient of inbreeding by the TrioML coancestry method for each strain of the

Mangalarga Marchador breed.

Lineages Means TrioML
Herdade 0.13
Tabatinga 0.14
Bela Cruz 0.10
Favacho 0.13
PassaTempo 0.08
Angai 0.11
Traituba 0.08
Catuni 0.08
Narciso 0.10
Caxambu 0.07

Porto 0.15




Table 4. Coefficient of kinship by the TrioML coancestry method among the Mangalarga Marchador breed lines.

Linhagens

Herdade

Tabatin BelaCz Favacho Passatp Angai

Traitub Catuni Narciso Caxambu

Herdade

Tabatinga 0.13

BelaCz
Favacho
Passatp
Angai
Traituba
Catuni
Narciso
Caxambu

Porto

0.13

0.06

0.08

0.10

0.07

0.08

0.08

0.09

0.14

0.14

0.15

0.17

0.12

0.09

0.09

0.17

0.07

0.13

0.13

0.12

0.11

0.09

0.09

0.08

0.09

0.10

0.12

0.09

0.12

0.11

0.10

0.09

0.09

0.10

0.08

0.09

0.14

0.08

0.09

0.08

0.07

0.12

0.07

0.12

0.10

0.08

0.09

0.07

0.07

0.10 0.09

0.09 0.14 0.11
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It was observed that the lineages Bela Cruz, Catuni, Favacho, Herdade and Caxambu
have private alleles in their loci, the latter being the lineage that has the most private alleles

(36) within the studied population (Table 5).

Table 5. Private alleles of the lineages Bela Cruz, Catuni, Caxambu, Favacho e Herdade.

Private alleles Bela Cruz Catuni Caxambu Favacho Herdade
AHT4.38 0 0 1 0 0
AHT4.33 0 0 3 0 0
ASB17.15 0 0 16 0 0
ASB17.26 0 0 1 0 0
ASB17.27 0 0 3 0 0
ASB17.00 0 0 1 0 0
ASB23.23 0 0 1 0 0
HMS2.21 0 0 0 0 1
HMS2.23 4 0 0 0 0
HMS2.00 0 0 2 0 0
HMS3.24 0 0 3 0 0
HMS6.16 0 2 0 0 0
HMS7.15 0 0 0 1 0
HTG4.00 0 0 4 0 0
VHL20.15 0 0 1 0 0

Considering the mean of all loci and p-value of 0.05, it is demonstrated that the lineages
Herdade, Angai, Traituba, Catuni, Narciso and Caxambu are not in Hardy-Weinberg
equilibrium. On the other hand, the lineages Tabatinga, Bela Cruz, Favacho, Passatempo and

Porto showed values for the HWE that demonstrate that they are in balance (Table 6).
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Table 6. Probability values obtained for the exact test of Hardy-Weinberg equilibrium verified in the lineages of the Mangalarga Marchador breed lineages.

Lineages AHT4 AHTS ASB17 ASB2 ASB23 HMS2 HMS3 HMSe6 HMS7 HTG4 VHL20  Overall
Angai 0.587 0.263 0.934 0.000 0.012 0.973 0.141 0.658 0.728 0.556 0.987 0.000
BelaCruz 0.985 0.402 0.484 0.275 0.352 0.588 0.951 0.141 0.429 0.818 0.900 0.943
Catuni 0.254 0.352 0.320 0.015 0.176 0.654 0.106 0.457 0.758 0.895 0.001 0.008
Caxambu 0.454 0.073 0.997 0.000 0.000 0.850 0.000 0.853 0.596 0.686 0.509 0.000
Favacho 0.359 0.038 0.268 0.478 0.556 0.568 0.562 0.532 0.442 0.948 0.877 0.604
Herdade 0.337 0.881 0.532 0.000 0.223 0.999 0.867 0.675 7e-04 0.827 0.326 0.000
Narciso 0.827 0.027 0.910 0.575 0.044 0.000 0.155 0.006 0.364 0.000 0.289 0.000
Passatp 0.756 0.005 0.533 0.745 0.421 0.906 0.732 0.786 0.172 0.959 0.133 0.382
Porto 0.276 0.521 0.586 0.021 0.362 0.949 0.622 0.030 0.899 0.878 0.218 0.184
Tabatinga  0.705 0.522 0.494 0.292 0.111 0.927 0.516 0.391 0.062 0.506 0.282 0.269
Traituba 0.016 0.976 0.916 0.261 0.863 0.826 0.041 0.000 0.257 0.351 0.748 0.000
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The effective population size (Ne) was analyzed, in each lineage studied, this analysis
takes into account the number of males and females that are effectively reproducing in the herd

(Table 7).

Table 7. Effective population size (Ne) in each lineage of the Mangalarga Marchador

breed at 0.05.

Lineages Ne

Herdade 233
Tabatinga 124.5
Bela Cruz 23.6
Favacho 23.2
Passatempo 20.1
Angai 41.1
Traituba 243
Catuni 41.8
Narciso 49.1
Caxambu 63.9
Porto 22.7

The means found for D-Jost in each locus, whose function is to separate the populations
according to the alleles, are presented in Table 8. Values greater than 0.15 have a good structure
of that locus in relation to the studied population, and it is what we observed in all 11 loci
analyzed in this study, that is, all loci are well structured (characterized) when compared to

each other.
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Table 8. Mean values of D-Jost analysis for each locus studied in the Mangalarga

Marchador breed.
D-Jost Mean
AHT4 0.2414
AHTS 0.3000
ASB17 0.2693
ASB2 0.2512
ASB23 0.3421
HMS2 0.2215
HMS3 0.2761
HMS6 0.1634
HMS7 0.2498
HTG4 0.1596
VHL20 0.3008
Global 0.2469

In Table 9, the lineages that presented the highest frequency of D-Jost values above 0.15

were Herdade, Tabatinga and Angai. These results demonstrate that the differentiation between

these 3 lineages is much more defined when compared to the others in this study.



Table 9. D-Jost values of the relationships between lineages in the Mangalarga Marchador breed.
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Herdade Tabatin BelaCz Favacho Passatp Angai Traitub Catuni Narciso Caxambu
Herdade
Tabatin 0.1829
BelaCz 0.1255 0.1705
Favacho 0.2517 0.1300 0.1028
Passatp 0.1877 0.0943 0.1314 0.0937
Angai 0.1880 0.1776 0.1443 0.1820 0.1683
Traitub 0.2272 0.1972 0.1442 0.0788 0.1193 0.1905
Catuni 0.1607 0.1735 0.1130 0.0688 0.0998 0.1710 0.1130
Narciso 0.1764 0.0913 0.1718 0.1011 0.0839 0.1240 0.1939 0.1346
Caxambu 0.1144 0.2150 0.1292 0.1032 0.0898 0.1652 0.1061 0.0608 0.1164
Porto 0.0726 0.1594 0.1449 0.1736 0.1038 0.0951 0.1731 0.1009 0.0901 0.0754
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Table 10 shows the 95% confidence interval for the D-Jost values compared to the strains

presented in this study.

Table 10. Confidence interval of D-Jost values at 95% among the Mangalarga Marchador breed

lines.

DjostEst comparison

BC Lower 95%CI

Herdade
Herdade
Herdade
Herdade
Herdade
Herdade
Herdade
Herdade
Herdade
Herdade
Tabatinga
Tabatinga
Tabatinga
Tabatinga
Tabatinga
Tabatinga
Tabatinga
Tabatinga
Tabatinga
BelaCruz
BelaCruz
BelaCruz
BelaCruz
BelaCruz
BelaCruz
BelaCruz
BelaCruz
Favacho
Favacho
Favacho
Favacho
Favacho
Favacho
Favacho
Passatempo
Passatempo

VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.
VS.

Tabatinga
BelaCruz
Favacho
Passatempo
Angai
Traituba
Catuni
Narciso
Caxambu
Porto
BelaCruz
Favacho
Passatempo
Angai
Traituba
Catuni
Narciso
Caxambu
Porto
Favacho
Passatempo
Angai
Traituba
Catuni
Narciso
Caxambu
Porto
Passatempo
Angai
Traituba
Catuni
Narciso
Caxambu
Porto
Angai
Traituba

0.1505
0.0851
0.2213
0.1666
0.1655
0.2056
0.1594
0.1529
0.1026
0.0549
0.0989
0.0729
0.0395
0.1388
0.1365
0.1857
0.0279
0.1567
0.1052
0.0419
0.0940
0.1211
0.1115
0.0829
0.1337
0.0938
0.1064
0.0602
0.1527
0.0393
0.0422
0.0944
0.0818
0.1449
0.1254
0.1269
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Passatempo vs.  Catuni 0.0950
Passatempo vs.  Narciso 0.0393
Passatempo vs.  Caxambu 0.1000
Passatempo vs.  Porto 0.1058
Angai vs.  Traituba 0.1631
Angai vs.  Catuni 0.1677
Angai vs.  Narciso 0.0973
Angai vs.  Caxambu 0.1567
Angai vs.  Porto 0.0804
Traituba VSs. Catuni 0.0782
Traituba vs.  Narciso 0.1622
Traituba VSs. Caxambu 0.0853
Traituba vs.  Porto 0.1337
Traituba VS. Narciso 0.1329
Traituba VS. Caxambu 0.0512
Traituba VS. Porto 0.0740
Narciso VS. Caxambu 0.0974
Narciso VS. Porto 0.0558
Caxambu vs.  Porto 0.0549

According to the DAPC analysis, the ideal number of clusters was defined by the number
of lineages analyzed in this study (K=11), and the ideal number of principal components (PC)

retained is 28 to carry out the analysis (Figure 3).



a-score
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Figure 3. Optimal number of principal components (CP) to be retained through the a-

Score.

a=-score optimisation = spline interpolation
Optimal number of PCs: 28
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Herdade and Angai lineages were the ones that obtained the greatest differentiation in
relation to the others. Although they have not completely separated from the quadrant, it is
possible to observe a genetic group that is further away and with less interference when
compared to the others (Figures 4 and 5). This result confirms the differentiation according to

the D-Jost values (Table 9).
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Figure 4. Discriminant analysis with principal components (DAPC), using microsatellite

markers  in  lineages of  Mangalarga ~ Marchador  horses (Scatterplot).
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Figure 5. Discriminant analysis with principal components (DAPC), using microsatellite

markers in lineages of Mangalarga Marchador horses (Compoplot).
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After the DAPC, the D-Jost analysis was performed for the three genetic groups
observed, Angai, Herdade and the strains that did not separate by DAPC, were considered only
one group, called General. When we compared the three groups, we observed that the Herdade
and Angai strains presented a value greater than 0.15, demonstrating a good structure among

them (Table 11).



Table 11. D-Jost values of the relationships between group genetic group separated post

DAPC.

For the study of phenotypic characterization, data from 536 animals were used, which
were separated into 3 groups: Angai, Herdade and General. The Kruskall Wallis mean test was
performed. It is a test for non-parametric data considering a significant value of p =0.05, and

it was observed that the only morphometric measures that did not present differences between

D-Jost Herdade Geral
Herdade - 0.124
Geral 0.124 -

Angai 0.188 0.137

the lineages were: head, neck, shoulder, croup and back loin length (Table 12).

51
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Table 12. Kruskal Wallis test values in comparison to the lineages, according to the morphometric measurements of the animals of the Mangalarga Marchador breed.

Morphometric measurements

Lineages

HW HC HL NL SL BL CL BLL HeW HW TC SC GAIT MORF
Angai x
Geral 0.21 0.42 0.80 1.00 1.00 0.01* 0.97 1.00 0.04* 0.02* 0.15 0.51 1.00 0.87
Angai x
Herdade 1.0e-06* 1.0e-06* 0.07 0.43 0.79 1.0e-02*  0.26 0.61 2.6e-09* 1.00 1.00 0.07 I.1e-10*  2.2e-07*
Herdade
x Geral 1.8e-06* 3.7e-07* 0.21 0.84 0.80 0.20 0.87 0.50 1.9e-10* 2.5e-02* 0.04* 3.9e-03* 2.5e-10* 4.2e-05*

(*): significant values. HW: height at withers, HC: height at croup, HL: head length, NL: neck length, SL: shoulder length, BL: body length, CL: croup length, BLL: back loin length, HeW: head width,
HW: hip width, TC: thoracic circumference, SC: shin circumference, GAIT: gait score, MORF: morphology score.
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Tables 13, 14 and 15 present the descriptive statistics of the 3 lineages separately. For

the most part, the means of morphometric measurements are lower in the lineage Herdade

when compared to the others. However, the progress and morphology scores are also higher in

the same lineage.

Table 13. Descriptive statistics of morphometric measurements in the lineage Angai.

Variable N Mean Min Max Cv STD Dev
HW 67 1.47 1.40 1.54 2.27 0.03
HC 67 1.46 1.38 1.53 2.32 0.03
HL 67 0.56 0.50 0.64 3.58 0.02
NL 67 0.61 0.55 0.65 3.91 0.02
BLL 67 0.48 0.41 0.54 5.57 0.03
CL 67 0.51 0.44 0.55 5.40 0.03
SL 67 0.51 0.43 0.57 4.86 0.02
BL 67 1.50 1.39 1.58 2.26 0.03
HeW]| 67 0.20 0.18 0.22 4.93 0.01
HW 67 0.50 0.43 0.54 4.99 0.02
TC 67 1.70 1.57 1.85 3.12 0.05
SC 67 0.18 0.16 0.20 3.81 0.01
AND 65 70.00 60.00 85.00 6.09 4.29
MORF 65 70.00 60.00 81.00 6.06 4.22

HW: height at withers, HC: height at croup, HL:head length, NL: neck length, SL: shoulder length, BL: body length,
CL: croup length, BLL: back loin length, HeW: head width, HW: hip width, TC: thoracic circumference, SC: shin
circumference, GAIT: gait score, MORF: morphology score.



Table 14. Descriptive statistics of morphometric measurements in the General group.
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Variable N Mean Min Max Cv STD Dev
HW 409 1.47 1.40 1.56 2.36 0.03
HC 409 1.45 1.36 1.55 2.29 0.03
HL 409 0.56 0.50 0.62 3.10 0.02
NL 409 0.61 0.52 0.70 4.76 0.03
BLL 409 0.47 0.40 0.56 6.55 0.03
CL 409 0.51 0.41 0.57 4.85 0.02
SL 409 0.51 0.44 0.60 5.05 0.02
BL 409 1.48 1.37 1.59 2.72 0.04
HeW| 409 0.20 0.17 0.24 5.74 0.01
HW 409 0.49 0.40 0.55 4.40 0.02
TC 409 1.69 1.53 1.86 3.29 0.05
SC 409 0.18 0.16 0.21 4.58 0.01
AND 398 71.00 27.00 90.00 9.83 6.99
MORF 398 71.00 55.00 91.00 9.39 6.64

HW: height at withers, HC: height at croup, HL:head length, NL: neck length, SL: shoulder length, BL: body length,
CL: croup length, BLL: back loin length, HeW: head width, HW: hip width, TC: thoracic circumference, SC: shin
circumference, GAIT: gait score, MORF: morphology score.



Table 15. Descriptive statistics of morphometric measurements in the lineage Herdade.

55

Variable N Mean Min Max Cv STD Dev
HW 60 1.44 1.40 1.57 2.61 0.04
HC 60 1.43 1.38 1.53 2.33 0.03
HL 60 0.56 0.52 0.58 2.46 0.01
NL 60 0.61 0.53 0.68 3.96 0.02
BLL 60 0.48 0.40 0.56 6.23 0.03
CL 60 0.50 0.43 0.56 4.53 0.02
SL 60 0.51 0.44 0.57 5.03 0.02
BL 60 1.47 1.39 1.64 3.13 0.045
HeW| 60 0.19 0.17 0.21 6.51 0.01
HW 60 0.50 0.45 0.54 3.79 0.02
TC 60 1.70 160 1.80 2.19 0.04
SC 60 0.18 0.17 0.20 3.07 0.00
AND 59 77.00 65.00 85.00 5.52 4.24
MORF 59 74.00 65.00 82.00 5.44 4.04

HW: height at withers, HC: height at croup, HL:head length, NL: neck length, SL: shoulder length, BL: body length,
CL: croup length, BLL: back loin length, HeW: head width, HW: hip width, TC: thoracic circumference, SC: shin
circumference, GAIT: gait score, MORF: morphology score.

4. DISCUSSION

Costa et al (2005a) found in the entire population of the Mangalarga Marchador breed

registered, an average of 11.30% for the inbreeding coefficient, which is considered an

acceptable level, corroborating those found in this study, demonstrating that breeders avoid

mating between related animals, even within the same lineage.

Baena (2020), using the same molecular markers from this study, observed the Fis mean

in the MM breed of -0.0195 + 0.0254, ranging from 0.0232 (ATHS) to 0.1490 (LEXO03). In the

present study, although the minimum value was observed in the same marker 0.009 (AHTS),

the maximum value was 0.333 (ASB23).
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Laat (2001), observed the variation of the average inbreeding coefficient in the
Campolina breed between 0.0129 and 0.0659, within the subpopulations per generation.
Andalusian horses had an average inbreeding of 0.0117 (Valera et al., 1997). Other breeds that
showed Fis values were Thoroughbred English (0.0102), French Trotter (0.0186), Arabian
(0.0308), Anglo-Arabian (0.0117) and French Seal (0.007) (Moureaux , et al., 1996).

According to studies in horses, the inbreeding coefficient (Fis) values are low,
demonstrating that breeders do not perform much mating between related animals, thus
maintaining genetic variability in their populations.

Silva Filho et al. (2007) in a study with the Marajoara, Puruca, Thoroughbred English,
Mangalarga Marchador, Brasileiro de Equestrian and Quarter Horse breeds observed that the
5 studied breeds were not in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). These same authors
observed significant deviations in the loci HSM7, HTG4 and VHL20 in 79 MM animals from
a single stud farm, and these loci were also analyzed in the current study.

Assis et al. (2009), considering other microsatellite markers, observed significant
deviations in the HWE for the loci ASB3, LEX019, LEX031, TKY321, and VIASH39 when
they analyzed each different population, but when analyzed together, they observed deviations
only in the loct ASB3 and LEX031, in addition to observing that the value of zero was obtained
in the global HWE test.

On the other hand, Silva ef al. (2012) analyzed the genetic variability in five breeds of
horses naturalized in Brazil, Campeira, Lavradeira, Pantaneira, Mangalarga Marchador and the
Baixadeiro genetic group comparing with the exotic breed Purebred Arabe and concluded that
the breeds were not in equilibrium.

Thus, according to several studies presented, it can be observed that most of the equine
breeds and populations studied were not in HWE, demonstrating that there is an evolution in
these populations, that is, that there may be selection, migration, mutation in these populations.

The values observed for Ne, are lower than those observed by Costa et. Al (2005a) in the
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same breed, this difference may be due to the populations observed in the present study present
higher percentage of inbreeding.

No studies were found using the D-Jost parameter to differentiate between populations
in horses. However, in fish, several studies used this parameter to determine whether there are
differences between populations. The mean value considering the existence of differences
between populations was 0.07 for Okazaki et al. (2017) and 0.14 for Landinez-Garcia RM,
Narvaez JC, Marquez EJ. (2020). Studies with lions and bovines from southern Russia
considered the determinant D-Jost value equal to 0.15. Thus, in the present study, a value of
0.15 was considered as the minimum value that indicates that there is differentiation between
populations.

Santos et al. (2019) sought to investigate the formation of family structures in the MM
breed, through SNP genotyping, in an attempt to identify lineages according to the type of
behavior of the animals. But despite finding formation of groups in the population, they did
not verify the existence of lineages linked to the type of gait.

Souza (2021) also working with the Mangalarga Marchador breed, analyzed lineage
differentiations using 13 microsatellites, but with the methodology used, he did not observe
genetic differences between them.

Costa et al. (2005b) carried out a study with the objective of identifying the formation of
lineages in the Mangalarga Marchador breed. It was observed the existence of five distinct
genetic groups in the population as representatives of the breed, being the lineages Herdade,
Providéncia, Abaiba, Tabatinga and Angai. Three of these lineages were also the ones with the
greatest genetic differentiation observed in the present study, demonstrating that they are
indeed distinct subpopulations within the Mangalarga Marchador breed.

In another breed, Marchiori et al. (2019) sought to genetically separate the racing and
working lineages of the Quarter Horse breed. These authors found genetic differences between

working and racing lineages of Quarter Horses.
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Thus, observing studies seeking to identify lineages in the MM breed, we noticed the
absence of work with genetic differentiation of populations, even though this method is of great
importance and is the most used in several breeds.

The Kruskal-Wallis is a non-parametric statistical test that assesses the differences
between three or more groups of independent samples on a single non-normally distributed
continuous variable (McKight, PE e Najab, J., 2010).

For the phenotypic differentiation and with the performance of the test, it was observed
that the lineage Herdade presented greater differentiation in relation to the other lineages.
Herdade compared to Angai presented 6 different morphometric measurements, whereas when
compared to General, Herdade presented 8 different measurements. Only for neck, head,
shoulder, croup and back-loin length measurements there was no difference between the 3
groups. When we compare the differences between Angai and General, we observe only 3
different measurements between them.

Analyzing the descriptive statistics, we can conclude that the lineage Herdade has lower
height at withers, height at croup, body and croup length, head width, when compared to the
other 2 groups (Angai and General). However it presents a score of gait and morphology with
higher values, proving to be a lineage with smaller animals but with better gait and

morphology.
5. CONCLUSION

In the present study, the population of Mangalarga Marchador presented 3 groups with
genetic differentiation, Herdade and Angai lineages and a single group with all the other 9
lineages (General).

It was possible to observe that only the lineage Herdade showed differences between
their morphological measurements taken at the time of the animals' registration, showing

animals with lower withers and rump heights and body length.
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Animals of the lineage Herdade are horses with better morphology and gait, allowing the

breeder to look for animals for reproduction.
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