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Resumo: Controle de qualidade de dados de genotipagem para 188 equinos da raca Quarto de Milha
(120 da linhagem de corrida e 68 de trabalho) e 54.602 SNPs, genotipados utilizando-se o Illumina
Equine SNP50 BeadChip, foram realizadas por meio do programa Genome Studio versdo 2011.1.
Animais com call rate <0,95, heterozigosidade com + 3 desvios padrdo da média, e com erro na
estimacdo do género foram excluidos do conjunto amostral. Em adigdo, foram avaliadas concordancias
de quatro réplicas e das relagGes de parentesco entre quatro conjuntos garanhdo/progénie e trés conjuntos
garanhdo/égua/progénie. Com respeito aos SNPs, foram excluidos os localizados no cromossomo X, com
baixa qualidade de genotipagem (cluster separation <0,3), call frequency <0,9, minor allele frequency
(MAF) <0,05 e os com p-value <0,001 para o equilibrio de Hardy-Weinberg. O controle de qualidade
para individuos levou a exclusdo de quatro animais de trabalho do conjunto amostral total por
apresentarem call rate <0,95. Considerando-se os individuos que passaram pelo controle de qualidade,
permaneceram para analises genéticas subsequentes 40.787 SNPs na linhagem de corrida e 41.232 SNPs
na linhagem de trabalho.
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Quality control in genotype data obtained from Equine SNP50 BeadChip for genomic studies in
animal racing and cutting Quarter Horse

Abstract: The quality control genotype data for 188 equine Quarter Horses (120 racing and 68 cutting
line) and 54,602 SNPs, genotyped with the lllumina Equine SNP50 BeadChip was investigated using the
Genome Studio v. 2011.1 program. Animals with call rate <0,95, heterozygosity + 3 standard deviations
from the mean, and errors in gender estimation were excluded. Agreement between four replicates and
parentage concordance between four stallion/progeny and three stallion/mare/progeny pairs were
evaluated. With respect to the quality of SNP genotypes, SNPs located on the X chromosome, with low
genotyping quality (cluster separation <0,3), call frequency <0,9, MAF <0,05, and Hardy-Weinberg p-
value <0.001 were excluded. Quality control of individual led to the exclusion of four cutting animals
from the sample because of low call rate. Considering the individuals that passed quality control,
remained for further genetic analysis 40,787 SNPs in racing and 41,232 SNPs in cutting line.
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Introducao
Projetado para permitir a identificacdo de SNPs e genes que contribuem para caracteristicas de
interesse nas principais ragas de equinos, o Equine SNP50 BeadChip da empresa Illumina constitui-se em
poderosa plataforma para estudos genéticos na espécie. Entretanto, a maior parte dos SNPs identificados
em equinos, depositados em bancos de dados publicos e utilizados na confeccdo do Equine SNP50
BeadChip ainda nao foi amplamente avaliada. Isto significa que o nivel de polimorfismo desse conjunto
de SNPs ainda é desconhecido para a quase totalidade das ragas equinas criadas ao redor do mundo.


mailto:nataliarinconbeltran@hotmail.com
mailto:camilatangari@zootecnista.com.br

IX Simpo6sio Brasileiro de Melhoramento Animal

Jodo Pessoa, PB - 20 a 22 de junho de 2012

M A 2012

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar o potencial de aplicacdo do Equine SNP50
BeadChip na ragca Quarto de Milha visando a possibilidade de sua aplicacdo em anélises genéticas e
programas de melhoramento.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras de 5 mL de sangue de 188 equinos da raga Quarto de Milha, em
propriedades do estado de S&o Paulo, sendo 120 da linhagem de corrida (18 machos e 102 fémeas) e 68
da de trabalho (26 machos e 42 fémeas), nascidos entre 0os anos de 1985 e 2009, e registrados na
Associagdo Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha (ABQM).

DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue utilizando-se o lllustra Blood GenomicPrep
Mini Spin Kit (GE Healthcare, USA), de acordo com as instru¢fes do fabricante. A genotipagem de
54,602 SNPs foi realizada com o lllumina Equine SNP50 BeadChip utilizando-se o equipamento HiScan
(lllumina Inc., USA), junto a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, Jaboticabal/SP.

Controles de qualidade das informagGes de genotipagem, para individuos e SNPs, foram
realizados por meio do programa Genome Studio versdo 2011.1 (lllumina, USA). Em relacdo aos
individuos, foram excluidos do conjunto amostral animais com call rate abaixo de 0,95, heterozigosidade
com + 3 desvios padrio da média, e com erro na estimagdo do género. Foram avaliadas ainda as
concordancias de quatro réplicas e das relagdes de parentesco (compartilhamento de alelos) entre quatro
conjuntos garanhdo/progénie e trés conjuntos garanhao/égua/progénie. No que diz respeito aos SNPs,
para cada uma das linhagens, foram excluidos (filtrados) os localizados no cromossomo X, com baixa
qualidade de genotipagem (cluster separation inferior a 0,3), com call frequency inferior a 0,9, com
minor allele frequency (MAF) inferior a 0,05 (incluindo os fixados) e com p-value inferior a 1x10° para
o0 equilibrio de Hardy-Weinberg.

Resultados e Discusséo

O controle de qualidade das informacGes de genotipagem para individuos levou a exclusdo de
quatro animais da linhagem de trabalho do conjunto amostral total por apresentarem call rate <0,95. As
184 amostras restantes (120 corrida e 64 trabalho) apresentaram call rate médio de 0,9929+0,0054. A
heterozigosidade média estimada para o total de individuos foi de 0,3468 + 0,0148, ndo levando a
exclusdo de nenhum animal com + 3 desvios padrdo da média (0,3023 — 0,3914). Da mesma forma,
nenhum individuo foi excluido por apresentar estimativa do género diferente do esperado. As amostras
genotipadas em duplicata apresentaram concordancia igual ou superior a 99,8%. Similarmente, as
relacGes de parentesco entre 0s conjuntos garanhdo/progénie e garanhdo/égua/progénie apresentaram
resultados entre 0,9985 e 0,9995.

Os SNPs mapeados no cromossomo X foram excluidos uma vez que somente sdo informativos
em individuos do sexo feminino. SNPs com baixos valores de cluster separation (inferior a 0,3) foram
removidos por apresentarem baixa precisdo na diferenciacdo de individuos homozigotos para o primeiro
alelo, heterozigotos e homozigotos para o segundo alelo. SNPs com call frequency abaixo de 0,9 foram
excluidos por apresentarem perda de informacéo de gendtipo emmais de 10% dos individuos estudados.
SNPs com MAF inferior a 0,05 foram removidos por ndo serem informativos e os com p-value inferior a
1x10°® para equilibrio de Hardy-Weinberg foram excluidos tendo em vista que desvios extremos podem
indicar problemas na precisdo da genotipagem, bem como polimorfismos de ocorréncia duplicada no
genoma (Tabelas 1 e 2). De acordo com Ziegler et al. (2009) SNPs genotipados de forma inconsistente
ou que ndo contribuirdo para a acuracia das avaliagfes genéticas devem ser excluidos no sentido de
reduzir esforcos computacionais, diminuir a quantidade de resultados falsos e melhorar a precisdo das
analises realizadas com os polimorfismos restantes. A quantidade de SNPs informativos nas linhagens de
corrida (40.787) e de trabalho (41.232) foi semelhante a achados disponiveis na literatura realizados com
0 Equine SNP50 BeadChip emoutras ragas de equinos tais como a Trotador Francés (41.249 — Teyssedre
etal., 2012).

As médias das MAFs dos SNPs genotipados nas linhagens de corrida (0,2267 + 0,1543) e
trabalho (0,2256 + 0,1496) foram comparadas, ndo mostrando diferenca estatistica significativa (teste F;
p>0,05). Estes valores encontram-se préximos ao relatado por Corbin et al. (2010) em estudo de
desequilibrio de ligacdo em cavalos Puro Sangue Inglés (0,30 + 0,12). Entretanto, foi verificada maior
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ocorréncia de polimorfismos com MAF inferior a 0,05 na linhagem de corrida em relagdo a de trabalho
(Tabela 3), o que pode ser decorrente de maior pratica de acasalamentos consanguineos e de maior
intensidade de selecdo praticada nesta linhagem.

Tabela 1 Numero de SNPs excluidos pelo controle de qualidade dos dados de genotipagem de equinos de
corrida da raga Quarto de Milha e razdo para a excluséo.

Categoria/razdo para a exclusdo n
SNPs genotipados 54.602
Localizados no cromossomo X 2.539
Cluster separation < 0,3 1.972
Call frequency < 0,9 143
Fixados oucom MAF < 0,05 8.925
Equilibrio de Hardy-Weinberg — p < 1x10-3 236
SNPs selecionados para anélises genéticas 40.787

Tabela 2 Nimero de SNPs excluidos pelo controle de qualidade dos dados de genotipagem de equinos de
trabalho da raca Quarto de Milha e razdo para a excluséo.

Categoria/razdo para a exclusédo n
SNPs genotipados 54.602
Localizados no cromossomo X 2.539
Cluster separation <0,3 1.972
Call frequency < 0,9 227
Fixados oucom MAF < 0,05 7.958
Equilibrio de Hardy-Weinberg — p < 1x10° 674
SNPs selecionados para anélises genéticas 41.232

Tabela 3 Numero e porcentagem de SNPs distribuidos em quatro classes de minor allele frequency
(MAF) nas linhagens de corrida e de trabalho de animais da raga Quarto de Milha.

Linhagem Minor allele frequency (MAF)
<0,05 0,05 -05 0,05 -04 04 -05
Corrida 8.925 (17,87%) 41.023 (82,13%) 31.580 (63,22%) 9.443 (18,91%)
Trabalho 7.958 (15,96%) 41.906 (84,04%) 33.084 (66,35%) 8.822 (17,69%)
Conclusdes

A taxa de SNPs informativos no genoma das linhagens de trabalho e de corrida da Quarto de
Milha, indicaram que o Equine SNP50 BeadChip pode ser utilizado com diferentes propésitos na raga
tais como na anélise da estrutura genética, na estimacdo do grau de diversidade dentro e divergéncia
genética entre populacdes, e na identificacdo de QTL e de regifes do genoma sujeitas a selegdo.
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