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Justificativas e Objetivos

O presente trabalho é parte de um estudo de polimorfismos bioquímicos e de sistemas de grupos sangüíneos de eqüinos das raças Mangalarga (ML) e Mangalarga Marchador (MM) com o objetivo de caracterizar e comparar a variabilidade genética dessas raças. Com base nos dados levantados na literatura, parece evidente que essas duas raças devem ser muito semelhantes entre si, dada sua origem praticamente comum. Espera-se que a presente análise forneça dados para corroborar ou não essa suposição.

Revisão da Literatura

Os marcadores genéticos são características moleculares ou morfológicas, herdáveis, bem definidas, que apresentam variações em uma dada população. Essas variações devem ser explicadas geneticamente, segundo uma herança Mendeliana. Os marcadores genéticos revelam o genótipo dos indivíduos estudados, a partir de seus fenótipos. No sangue de eqüinos identificam-se como marcadores genéticos os grupos sangüíneos e os polimorfismos bioquímicos.

Os grupos sangüíneos representam aloantígenos da membrana da hemácia e, como tal, expressam uma variabilidade genética intra-específica. Cada sistema de grupos sangüíneos é controlado, geralmente, por um gene, com pelo menos dois alelos segregando na população ou espécie e apresentam uma relação de dominância e de codominância. Sendo aloantígenos, os sistemas de grupos sangüíneos são essencialmente polimórficos. Por sua natureza de antígeno, os grupos sangüíneos são classicamente determinados por meio de testes serológicos, que se baseiam na reação antígeno-anticorpo. Um mesmo antígeno pode apresentar determinantes antigênicos diferentes, cada um deles é denominado fator sanguíneo.

A eletroforese em gel de amido, desenvolvida por Smithies, em 1955, permitiu a detecção de variabilidade genética ao nível das proteínas. Esse tipo de análise demonstrou grande quantidade de polimorfismo nas populações. Esse marcador genético tem sido classicamente chamado de polimorfismo bioquímico. Os polimorfismos bioquímicos podem ser definidos, portanto, como formas variantes de proteínas, geneticamente condicionadas. Nos animais, a investigação desse polimorfismo tem sido feita principalmente no sangue, em termos das proteínas presentes no soro e nas hemácias, pela facilidade de obtenção desse material biológico e pela diversidade de proteínas que pode ser analisada. A técnica de eletroforese em amido começou a ser aplicada em eqüinos à partir de 1964. Mais tarde, desenvolveu-se a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida possibilitando a visualização fenotípica simultânea de várias proteínas diferentes do plasma sangüíneo. 

O polimorfismo da albumina (Al) foi originalmente descrito por Stormont & Suzuki (1963), que observaram dois alelos codominantes, condicionando as formas A e B. Atualmente, se reconhecem três variantes alélicas, as mencionadas anteriormente e a variante I descrita por Sandberg (1972). A albumina é uma proteína globular e é a principal proteína do soro. Suas funções são manter a pressão osmótica e transportar íons e hormônios (Kelly, 1999).

A transferrina (Tf) é uma proteína que faz parte da fração B-globulínica do soro e que tem por função o transporte de ferro no organismo. É um dos sistemas mais polimórficos com 14 alelos reconhecidos, sendo D e F os mais encontrados em todas as raças de eqüinos. 

A enzima Carboxilaesterase (Es) corresponde a um grupo de enzimas amplamente distribuídas e com uma grande especificidade. Apresenta 3 alelos codominantes: F, I e S.

A enzima 6-fosfogluconato desidrogenase (PGD) tem uma estrutura dimérica e apresenta 3 alelos codominates: D, F e S. Os indivíduos que possuem alelos diferentes produzem dois polipeptídeos distintos que se associam.

Metodologia Adotada

Os dados sobre caracterização dos sistemas de grupos sangüíneos e polimorfismos bioquímicos foram obtidos junto ao Laboratório de Imunogenética da Universidade Federal de São Carlos, que realiza tipagem sanguínea para as associações brasileiras de criadores dessas raças. Foram selecionados 186 machos da raça Mangalarga Marchador e 203 machos da raça Mangalarga.

Os reagentes de tipagem dos grupos sanguíneos foram produzidos pelo Laboratório de Imunogenética, sendo aloanti-soros policlonais monoespecíficos. 

A análise de tipagem sanguínea em eqüinos realiza-se mediante as técnicas serológicas e de hemólise mediada por complemento, segundo Stormont e Suzuki (1964) com modificações.

Os polimorfismos bioquímicos do sangue são caracterizados por técnicas de eletroforese convencional em gel de amido. Três géis diferentes são necessários para revelar a variabilidade das proteínas Albumina e Transferrina e das enzimas Esterase e 6-PGD. Os géis são feitos de acordo com procedimentos descritos por Sandberg (1974). 

Para caracterização das raças, realizou-se a determinação das diferentes variantes alélicas nos marcadores genéticos (sistemas codominantes) e suas freqüências. As freqüências alélicas foram utilizadas para se calcular as freqüências genotípicas esperadas sob a hipótese de equilíbrio genético. A magnitude dos desvios entre as distribuições genotípicas observadas e esperadas foi verificada por um teste de qui-quadrado de aderência, com nível de significância de 5%. Os graus de liberdade foram calculados com o número de classes fenotípicas menos o número de alelos. Foi aplicado o teste de heterogeneidade para por à prova a hipótese de homogeneidade das amostras. Para os sistemas de grupos sanguíneos foram calculadas as freqüências dos fatores através da contagem direta dos mesmos (soma de cada fator dividido pelo número total de animais) e aplicou-se o teste de qui-quadrado de contingência com aplicação da correção de Yates nas amostras cujo c2 >c2crítico, para a comparação das raças. 

Resultados

Os resultados das raças Mangalarga e Mangalarga Marchador são apresentados em conjunto. A apresentação dos resultados é acompanhada da comparação das diferenças entre elas.

As freqüências dos fatores estão apresentadas na tabela 1.

O cálculo do qui-quadrado de contingência (tabela 2x2) demonstrou que para os fatores dos sistemas C, K, U e T as duas raças não apresentam diferenças significativas quanto à freqüência de seus fatores (c2<c2crítico = 3,841). Nos fatores Ac e Ag (sistema A), Pb e Pd (sistema P), Qa e Qb (sistema Q) e Da, Db, Dc, Dh, Dl e Do (sistema D) as duas raças apresentaram diferenças significativas (c2>c2crítico). Para os outros fatores desses sistemas as diferenças não foram significativas. 

As freqüências alélicas dos sistemas de polimorfismos bioquímicos estão apresentadas na Tabela 2.

Para o teste de equilíbrio genético os valores do qui-quadrado (nível de significância de 5%) dos sistemas de polimorfismo bioquímico confirmaram a hipótese de que as duas populações se encontram em equilíbrio de acordo com a lei de Hardy-Weinberg. O teste de heterogeneidade demonstrou que as amostras são homogêneas.

Discussão e Conclusões

Conforme observado, há diferenças significativas, ao nível de 5%, nas freqüências de alguns dos fatores sangüíneos nas raças eqüinas Mangalarga e Mangalarga Marchador. Essas diferenças provavelmente se devem ao cruzamento com outras raças eqüinas, que teriam contribuído diferentemente na sua formação. 

Nos sistemas de polimorfismos bioquímicos observou-se homogeneidade das amostras quanto às proporções dos resultados observados, demonstrado que não há variabilidade genética significativa entre essas duas raças para esses sistemas. Esses resultados deverão ser confirmados com a análise de um número maior de animais das duas raças, incluindo as fêmeas. 
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Abstract

Allelic frequencies at 12 loci (five blood groups: C, D, K, P, and U; and seven protein polymorphisms: Al, A1B, Es, Gc,

Hb, PGD, and Tf), are given for two Brazilian horse breeds: Mangalarga Marchador and Mangalarga. The high

genetic identity value found (96.0%) is consistent with their common origin, although, at some point of thedevelopment of Mangalarga Marchador, Mangalarga separated from the original stock. The expected average

heterozygosity was higher in Mangalarga Marchador. The populations presented genetic differentiation, as shown

by the statistically significant value of FST. The nonsignificant FIS values showed that there was no appreciable

consanguineous mating in any of the two populations. Exclusion probability calculated for the 12 loci was 87.0% and

86.5% for Mangalarga Marchador and Mangalarga, respectively. No genetic equilibrium was observed in the A1B,

Tf, and Es loci of Mangalarga Marchador. The frequencies of blood factors A, Q, and T were calculated.

Key words: blood groups, biochemical polymorphisms, breeds, horses.

Received: February 15, 2003; Accepted: May 30, 2003.

Introduction

Mangalarga Marchador and Mangalarga are two Brazilian developed equine breeds which were greatly influenced by horses brought from the Iberian Peninsula during the colonization period. Crosses of Alter breed studs with Andalusian and Creole type mares began in the midnineteenth century in the State of Minas Gerais, paving the way for the breed that was to be named Mangalarga Marchador.

Interested as they were in a faster horse, breeders in the State of São Paulo crossed these animals with Thoroughbred, Arab, Anglo-Arab and American Saddle Horse

breeds, leading to the beginning of Mangalarga. The Mangalarga stud book was opened in 1934 and closed in 1943. For the Mangalarga Marchador breed, it was opened in 1949 and closed in 1979 for stallions, and in 1984 for mares (Bortoni, 1990; Simões, 1979).

The analysis of genetic markers, such as blood groups and biochemical 

polymorphisms, allows the characterization and evaluation of intra

and interpopulation genetic variability, thus being a useful tool for characterizing and comparing breeds.

The aim of this study was to assess and compare the genetic variability in a sample of Mangalarga Marchador and Mangalarga breeds through the study of eight blood

groups and seven biochemical polymorphism systems. 
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Material and Methods

A total of 1,360 Mangalarga Marchador (n = 680) and Mangalarga (n = 680) horses were analyzed. All horses had been registered with the breed associations, and were adult males and females from different herds. They had been

blood-typed in the laboratory, as part of a pedigree control program sponsored by the breed associations. Two 10mL blood samples were collected from each horse, one with either ACD or heparin as a anticoagulant, as the red cell source, and one in a dry tube, as the serum protein source. Standard serological tests involving agglutination and complement-mediated lysis (Stormont and Suzuki, 1964) were used to detect red cell allo-antigens at eight blood group loci: A, C, D, K, P, Q, U, and T. Twenty-seven blood factors were tested: Aa, Ab, Ac, Ag; Ca; Da, Db, Dc,

Dd, De, Df, Dg, Dh, Di, Dk, Dl, Do; Ka; Pa, Pb, Pd; Qa, Qb, Qc; Ua; and V, W. 

Except for factors V and W, which belong to the putative T system, all the others are internationally recognized. The reagents used to detect the antigenic specificities were polyclonal monospecific allo-antisera, standardized by international cooperation. Rabbit serum previously absorbed by a pool of horse red cells was used as the complement source. Standard methods of starch and polyacrylamide gel electrophoresis (Gahne, 1966; Bengtsson and Sandberg, 1973; Juneja et al., 1978) were used to identify variants of the following red cell and serum protein systems: albumin (Al), A1B glycoprotein, esterase (Es), Gc protein, 6- phosphogluconate dehydrogenase (PGD), and transferrin (Tf). Corn starch (Penetrose 30) substituted potato starch. Polyacrylamide gel isoelectric focusing was used to detect hemoglobin (Hb) variants (Ryder et al., 1979). 

All seven biochemical polymorphism loci were considered as closed systems, with no silent allele and with each phenotype defining a single genotype. Among the

blood groups, only system D was considered as closed, although some alleles were masked by others.

Allelic frequencies for the electrophoretic systems were estimated by simple allele counting. For the blood groups systems, C, K, and U, which present one factor and

two alleles each, the allelic estimation was done by the square root method. For the purpose of allelic calculation, considering Pa and Pb factors only, the P system is analogous to the ABO system in humans. Based on this, Bernstein’s equation was used (in: Beiguelman, 1981). The method described by Braend (1963), with modifications, was used for the D system, and involved direct counting of recognizable genotypes and allocation of ambiguous phenotypes. Genetic equilibrium was assumed for calculating allelic frequencies of the blood group loci. For the blood group systems A, Q, and T, only the frequency of each antigenic factor was calculated, due to the impossibility of assigning genotypes to the majority of the animals tested. The  comparison of these frequencies between breeds was made by a contingency table chi-square.

The Hardy-Weinberg equilibrium was tested for the seven protein polymorphism loci using the chi-square test at a 5 percent significance level. Intrabreed genetic variation was quantified by measuring the average expected heterozygosity (He). The inbreeding coefficient (FIS) and fixation index (FST) were estimated according to Weir and Cockerham (1984), using the FSTAT software (280 randomizations) (Goudet, 1995). Nei’s genetic identity (I) was employed to estimate the similarity between the breeds (Nei, 1972). In order to establish the efficacy of these genetic markers in parentage control, exclusion probability

was calculated for the seven biochemical polymorphism loci and for the blood group systems C, D, K, P, and U (Jamieson, 1965).

Results

Allelic frequencies of blood groups and protein polymorphisms are shown in Table 1. Worth noting is the absence of variants A1BFand TfM in both populations, ofKa

and Ddl in Mangalarga Marchador, and of Ddekl and PGDD in Mangalarga. The comparison between observed and expected genotypes for the seven biochemical polymorphism loci showed that both populations were in equilibrium for part of them, but the Mangalarga Marchador breed presented a significant deviation at loci A1B, Es, and Tf.

Table 1 - Allelic frequencies of blood groups (C, D, K, P, and U) and biochemical polymorphism loci in Mangalarga Marchador (MM) and Mangalarga (ML) breeds.

“ - ”: allele not found in this sample; */**: N = 680, except for breed ML,

in which *: 475, and **: 522.
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The frequencies of the A, Q, and T system blood factors are presented in Table 2. Aa, Ac, and Ag of system A, and Qa and Qb of system Q showed a significant deviation between breeds. The components of the F-statistics are shown in Table

3. The mean FIS values for Mangalarga Marchador and Mangalarga (-0.023 and 0.007, respectively) were nonsignificant, whereas the mean FST value (0.117) was

significant.

The expected heterozygosity, exclusion probability, and genetic identity values are shown in Table 4. Mangalarga Marchador showed greater intrapopulation genetic variability (0.36), as compared to the Mangalarga
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breed (0.29). Systems D, Al, Hb, and Tf showed the highest intralocus heterozygosity in both breeds. Genetic identity estimation revealed that the similarity of these breeds was 96.0%. The exclusion probability calculated based on these 12 loci was 87.0% for Mangalarga

Marchador, and 86.5% for Mangalarga. The most informative loci for parentage analysis were those of systems D, Hb and Tf.

Discussion

The genetic disequilibrium observed in the Mangalarga Marchador population could be interpreted as a result of allelic introgression from other breeds, before the registry book had been closed.

The average expected heterozygosities obtained for Mangalarga Marchador and Mangalarga breeds (0.36 and 0.29, respectively) were similar to the values found for domestic breeds, which vary from 0.25 to 0.44 (Bowling,

1994). Cothran et al. (1998) found a higher observed heterozygosity in the Mangalarga Marchador than in the Mangalarga breed. TfJ and Dcfgk are considered to be specific alleles of the Andalusian (Spanish Purebred Horse) and related breeds (Kaminski and De Andrés, 1986). The occurrence of these alleles in the animals studied by us evidences the influence of this breed on the formation of Mangalarga

Marchador and Mangalarga. The phenogroup Ddekl found in the Barb horse (Ouragh et al., 1994) was observed only in the Mangalarga Marchador population, showing the influence of the Barb horse on its

formation, through the Iberian Peninsula breeds.

The nonsignificant mean FIS values for Mangalarga Marchador and Mangalarga indicate the absence of appreciable consanguineous mating within the populations. The mean FST (0.117), which was significant, shows that these populations exhibit a genetic differentiation. About 11.7% of this differentiation can be ascribed to genetic differences among them, while about 88.3% is found within the breeds.

Nei’s genetic identity (96.0%), calculated for 12 loci, revealed the high similarity of these breeds, although there are genetic differences between them. Systems D and Hb, however, were less similar.

The lower observed frequencies of the TfJ and Dcfgk variants and the loss of Ddekl and PGDD in Mangalarga support the idea that this breed derived from Mangalarga Marchador,

having lost some variability in this process, which suggests a founder effect. This is in accordance with the higher heterozygosity observed in the Mangalarga Marchador breed. Although the absence of the Ddekl and PGDD variants in Mangalarga should be confirmed in a larger

sample of animals, their frequencies are expected to be low. The most informative loci for parentage control were D, Hb, and Tf, which account for 72.7% of the total exclusion

probability (87.0%) in Mangalarga Marchador, and for 77.3% of the total exclusion probability (86.5%) in Mangalarga.
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