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ASSINATURAS DE SELACAO NA LINHAGEM DE TRABALHO DE EQUINOS DA

RACA QUARTO DE MILHA

RESUMO:

O objetivo desta pesquisa foi identificar, por meio da utilizacdo e anélise de painéis
de genotipagem de SNPs de alta densidade e da aplicacdo das estatisticas
homozigose relativa do haplétipo estendido (REHH), uma extenséo da analise EHH,
e indice de fixacdo (Fst), regides do genoma selecionadas na linhagem de trabalho
da raca Quarto de Milha de forma divergente em relacdo a de corrida. Foram
utilizados 188 cavalos de ambos os sexos, nascidos entre 1985 e 2009, registrados
na Associacao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha (ABQM), sendo 68
da linhagem de trabalho e 120 da de corrida. A partir de 36 regides do genoma,
consideradas assinaturas de selecdo por ambas as estatisticas utilizadas, foi feita a
anotacao funcional de genes a fim de identificar aqueles que possam ter sido
importantes ao longo do processo de formacao da linhagem de trabalho. Quarenta e
cinco genes foram identificados em processos biolégicos relacionados aos sistemas
muscular, esquelético, cardiovascular, respiratério e nervoso, neurotransmissao,
metabolismo energético muscular, atividade motora, visdo, audicdo, e funcao
cognitiva. Os genes relacionados aos Ultimos quatro processos, merecem destague
pelo fato de que, em confluéncia, podem estar relacionados ao cow sense ou
habilidade de apartacdo, caracteristica de grande importancia para a utilizacdo do

equino no manejo de bovinos de corte.

Palavras chave: arranjo de SNPs, assinaturas de sele¢do, equinos, homozigose

relativa do haplotipo estendido, indice de fixac&o
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SIGNATURE OF SELECTION IN CUTTING LINE OF QUARTER HORSES

ABSTRACT:

The objective of this study was to identify genomic regions selected in cutting line of
Quarter Horses divergently in relation to racing line using high-density SNP
genotyping arrays and the relative extended haplotype homozygosity (REHH) test,
an extension of EHH analysis, and the fixation index (Fst) as statistical methods. A
total of 188 horses of both sexes, born between 1985 and 2009 and registered with
the Brazilian Association of Quarter Horse Breeders (ABQM), were used. Of these,
68 horses were from the cutting line and 120 from the racing line. On the basis of 36
genomic regions classified as selection signatures by the two statistical methods,
functional annotation of genes was performed in order to identify those that might
have been important during formation of the cutting line. Forty-five genes were found
to be involved in biological processes related to the muscle, skeletal, cardiovascular,
respiratory and nervous systems, neurotransmission, muscle energy metabolism,
motor activity, vision, hearing, and cognitive function. The genes related to the last
four processes are particularly interesting because these genes together may be
involved in cow sense or cutting ability, an important characteristic for the

management of beef cattle.

Keywords: SNP array, selection signature, horse, relative extended haplotype

homozygosity, fixation index.



1. Introducéo

O cavalo Quarto de Milha é considerado o mais versatil do mundo no que diz
respeito a provas esportivas. Para que se tenha conhecimento de sua popularidade,
no século XVII, nos EUA em um intervalo de vinte anos, a populacdo Quarto de
Milha aumentou de 200 para 10.000 individuos. Atualmente ha aproximadamente
cinco milhdes de cavalos inscritos na American Quarter Horse Association (AQHA)
em 75 paises (ABQM, 2012). No Brasil existem aproximadamente 358.000 equinos
da raca registrados junto & Associacdo Brasileira de Criadores de Quarto de Milha
(ABQM), tendo impacto relevante no agronegdcio nacional (ABQM, 2012).

Dentro da raca Quarto de Milha se encontram subdivisbes em diferentes
segmentos de aptidao, provenientes de distintos objetivos de selecdo (EVANS,
1996), consideradas linhagens, entre as quais a de trabalho e a de corrida. A
linhagem de trabalho destina-se as provas de carater funcional, explorando
habilidades como agilidade, obediéncia e o cow sense.

Animais com esta Ultima qualidade apresentam habilidade inata de trabalhar
com rebanho, caracteristica considerada de grande importancia no manejo do gado
a campo. A linhagem de corrida explora a aptiddo dos animais quanto a velocidade
em pistas retas e de curta distancia.

Avancos tecnoldgicos recentes na area de Genética Molecular culminaram
com o desenvolvimento dos chamados chips de genotipagem de Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) de alta densidade, os quais permitem a anélise de dezenas
de milhares desses polimorfismos num Unico ensaio a baixos custos, trazendo novas
perspectivas para aplicacfes ja consolidadas, além do desenvolvimento de novas

aplicacoes, produtos e processos, com uso direto nas cadeias produtivas de animais



de interesse zootécnico (CAETANO, 2009). Neste sentido, o estudo simultaneo de
milhares de SNPs espalhados ao longo do genoma tem possibilitado: analisar da
estrutura genética de diferentes populacdes em varias espécies de animais
domésticos (MCKAY et al, 2008; KIJAS et al., 2009; GIBBS et al., 2009), estimaram
o grau de diversidade dentro e divergéncia genética entre populacbes (ZENGER et
al., 2007) e, recentemente, identificar e localizar regides do genoma submetidas a
selecdo positiva (HAYES et al., 2008; PRASAD et al., 2008; BARENDSE et al.,
2009; MACEACHERN et al., 2009).

A identificacdo de alteragcbes provocadas pela sele¢céo positiva ao longo do
genoma pode ser realizada por meio da aplicacdo de algumas metodologias
principais, entre as quais a estatistica homozigosidade do haplétipo estendido - EHH
(SABETI et al., 2002), utilizada para a identificacdo dessas regides dentro de
populacdes, e o indice de fixagéo, Fst, (WRIGHT, 1951; COCKERHAM, 1969; WEIR
e HILL, 2002), utilizado para a identificacdo de regidbes submetidas a selecéo,
considerando-se multiplas populacdes (SIMIANER et al., 2010).

O conceito basico da estatistica EHH, introduzida por SABETI et al. (2002), se
baseia no fato de que uma nova mutagcdo submetida a pressao seletiva positiva ira
aumentar rapidamente sua frequéncia, carregando consigo os alelos vizinhos em
desequilibrio de ligacdo (linkage disequilibrium - LD), o que € conhecido como
varredura seletiva (MAYNARD SMITH & HAIGH, 1974). Como se a selecdo pode
carregar um alelo em um haplétipo especifico a altas frequéncias mais rapido do que
ele é quebrado por recombinacédo, haplétipos com alta frequéncia serdo mais longos

do que o esperado sob neutralidade (SIMIANER et al., 2010). Nesse sentido



haplétipos longos com frequéncia e homozigose elevadas podem indicar regifes do
genoma selecionadas recentemente.

A estatistica Fst mede a relacdo entre os pares de alelos de polimorfismos
dentro de uma sub-populacdo em relacdo a populacdo como um todo (WRIGHT,
1951; COCKERHAM, 1969; WEIR & HILL, 2002), e pode ser interpretada como
medida da dispersdo de frequéncias alélicas entre grupos em relacdo a variacao

esperada na populacao a partir do qual derivaram esses grupos.

2. HIPOTESE
A selecao artificial teria provocado modificagdes nas frequéncias alélicas de

regides gendmicas em equinos de trabalho e de corrida da raca Quarto de Milha.

3. OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa foi identificar, por meio da utilizacdo de painéis de
genotipagem de SNPs de alta densidade e da aplicacdo das estatisticas homozigose
relativa do haplotipo estendido (REHH) e indice de fixacao, Fsr, regides do genoma
selecionadas na linhagem de trabalho da raca Quarto de Milha de forma divergente

em relacao a de corrida.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Os equinos no Brasil e no mundo

Atualmente, ha cerca de 60 milhdes de cavalos no mundo, a maioria deles
vivendo nas Américas, Asia e alguns paises da Europa. O Estados Unidos é o pais
com maior contingente (aproximadamente 10,5 milhdes), seguindo-se da China (6,7
milhdes), México (pouco mais de 6 milhdes) e Brasil (pouco menos de 6 milhdes).
Estes quatro paises, possuem cerca de 50% da populacdo global de cavalos
(GLIPHA, 2011). O impacto do agronegécio do cavalo no Brasil € bastante
expressivo, tendo movimentado em 2006 valores econémicos superiores a R$ 7,5
bilhbes ao ano e abrangendo cerca de 3,2 milhbes de empregos diretos e indiretos
(LIMA et al., 2006). Considerando-se a estimativa de que o pais possui 6.000.000
cabecas (FAO, 2014), constata-se que aproximadamente ha geracdo de um
emprego para cada dois cavalos.

A utilizacdo de animais na lida com rebanhos bovinos vem sendo o
seguimento de maior destaque dentro do agronegocio do cavalo no Brasil,
representando 52% da movimentacdo monetaria e 78% dos empregos diretos
gerados (LIMA et al, 2006). Esta intensa relacdo tem feito os cavalos
acompanharem os bovinos em seu deslocamento para as regides Centro-Oeste e
Norte do pais. Embora a utilizacdo do cavalo na lida com bovinos seja marcante no
contexto da equinocultura nacional, o seguimento que envolve 0s esportes
equestres, acompanhando tendéncia mundial, tem crescido acentuadamente nos
altimos anos. Nesse sentido, no periodo de 1999 a 2004 o numero de eventos
envolvendo as diversas modalidades equestres (salto, adestramento, enduro,

concurso completo de equitacado, etc.) cresceu 315%, ou seja, aumento médio de



15,3% ao ano (FAO 2006). Além da utilizacdo do cavalo na lida da fazenda e nas
provas equestres, a tendéncia de sua utilizacdo para lazer vem aumentando
significativamente. Muitas pessoas desejam ter cavalo para dispor dos momentos de
descanso longe dos grandes centros, estar em contato com a natureza e, desta
forma, se desfazer do estresse. O cavalo também é utilizado na equoterapia,
modalidade disponivel ha milhares de anos e, agora, reconhecida como de grande

eficacia para o tratamento de inGmeros males fisicos, psiquicos e comportamentais.

4.2. Origem e situagéo atual da raca Quarto de Milha no Brasil

O cavalo da raca Quarto de Milha teve sua formacdo na Ameérica do Norte, a
partir do século XVII, com a introducéo de equinos de origem arabe e turca, trazidos
por colonizadores europeus. Contudo, seu maior desenvolvimento ocorreu com a
ocupacédo do oeste Norte Americano, devido a necessidade de cavalos robustos e
versateis, com aptiddao a sela e tracéo, visto a dificuldade de se manter plantel
variado de animais para atender as diversas necessidades. A populacdo desses
equinos cresceu e em 1940 fundou-se a American Quarter Horse Association
(AQHA), primeira envolvendo a raca. Atualmente conta com aproximadamente cinco
milhdes de cavalos registrados em todo mundo (ABQM, 2012).

No Brasil existem aproximadamente 358.000 animais registrados junto a
Associacao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha (ABQM), desde sua
fundacdo em 1969, tendo impacto relevante no agronegdécio nacional do cavalo,
visto que estdo avaliados em aproximadamente US$ 785,5 milhdes, ocupando area
de 491,6 mil hectares de propriedades rurais, estimadas em US$ 685,7 milhdes

(ABQM, 2012).



Dentro da raca Quarto de Milha ha subdivisbes em diferentes segmentos de
aptiddo, provenientes de distintos objetivos de selecdo, consideradas linhagens,
entre as quais: a de trabalho, a de conformacdo e a de corrida. A linhagem de
trabalho destina-se as provas de carater funcional, explorando habilidades como
velocidade, agilidade, obediéncia, e o cow sense, caracteristicas consideradas de
grande importancia no manejo do gado a campo. A linhagem de conformacao
enfatiza a morfologia do padréo racial. A linhagem de corrida explora a aptiddo dos
animais quanto a velocidade em pistas retas e de curta distancia. Apesar do efetivo
de animais ser relativamente menor nesta que nas demais linhagens, sua
importancia econdmica é substancial, ndo somente por gerar renda por meio de
premiacdes e apostas (US$ 2,5 milhdes — LIMA et al., 2006), mas também pelo
elevado custo gerado na manutencdo destes animais dentro desta modalidade
esportiva (entre R$ 800,00 e R$ 1.400,00, em média mensal, excluindo-se
medicamentos e procedimentos veterinarios).

O cavalo Quarto de Milha da linhagem de trabalho apresenta de seus
ancestrais a agilidade dos cavalos de racas sanguineas e a estabilidade emocional
dos cavalos de ragas linfaticas, possui condicdo atlética, temperamento docil e
rapida aprendizagem. E, na América do Norte, a linhagem que melhor se adapta a
diferentes condic¢des climaticas de trabalho e esporte, demonstrando boa velocidade
e excelente disposicéo para treinamento (NCHA, 2013).

Os cavalos da raca Quarto de Milha sdo muito utilizados para trabalho a
campo com gado nos Estados Unidos, principalmente em razdo do cow sense. O

cow sense pode ser visto como a demonstracdo da capacidade dos equinos de agir

com antecedéncia aos bovinos, somada ao seu perfil de boa convivéncia e



amabilidade (uma vez que estabelece boa relacdo com os bovinos). Diante de uma
situacdo de apartacdo, o cavalo com cow sense bem desenvolvido apresenta
iniciativa prépria para dominar o rebanho e dele separar o animal desejado pelo
cavaleiro.

Animais da linhagem de trabalho caracterizam-se por uma flexibilidade que
permite movimentos com velocidade em qualquer direcdo: sdo capazes de girar,
colocando seu peso sobre os membros pélvicos e mover-se primeiramente com o
focinho. Isso ajuda o cavalo a girar rapidamente enquanto permanece focado na
vaca. Nas competi¢cOes se leva em conta o desempenho dos cavalos a partir de uma
série de fatores tais como: coragem, apelo visual, trabalho com o rebanho, controle
do bovino, grau de dificuldade da execucdo, tempo de trabalho, e rédeas soltas.
Com base nisso, pontos sao adicionados ou subtraidos (NCHA, 2013).

Nos Estados Unidos, a primeira competicdo registrada de cavalos de
apartacéo foi realizada em Haskell, Texas, em 1898. O interesse por este tipo de
competicdo aumentou tanto que, em 1946, foi criada a National Cutting Horse
Association (NCHA) a fim de padronizar as regras da competicdo e criar uma
modalidade esportiva (ELLERSIECK et al., 1985).

Atualmente, a competicdo de cavalos de apartacdo € esporte equestre de
rapido crescimento e altos investimentos. Um exemplo claro disso € que, nos EUA,
em 1984, a premiagdo girava em torno de US$ 237.000, enquanto que recentemente
se compete em torneios da NCHA Futurity por mais de 3,7 milhdes de dolares

(NCHA, 2013).



4.3. Melhoramento genético de equinos

Embora algumas pesquisas publicadas em cavalos envolvam a area de
melhoramento genético, ainda ndo existem, efetivamente, programas consistentes
de selecao nas diferentes racas criadas no Pais. Em relacdo a outras espécies de
exploracdo zootécnica, as pesquisas nha area de melhoramento genético sao
proporcionalmente menores em equinos, no mundo todo. Pequenos grupos de
pesquisadores ligados as universidades como as Universidades de Missouri em
Columbia, Universidade de Arizona nos EUA, Universidade Estadual Paulista
(UNESP) e outros institutos de pesquisa tém publicado na area, especialmente
aspectos quantitativos de caracteres de interesse econdémico ou de conservacao.

Existem algumas vantagens quando se pesquisa na area de melhoramento
genético de cavalos, utilizando-se principios de genética quantitativa. A profundidade
da genealogia na maioria das racas € alta, caracteristicas de desempenho
geralmente podem ser medidas em ambos 0s sexos, repetidamente, e em periodos
de tempo relativamente curtos. Por outro lado, aspectos inerentes a espécie equina
(baixos indices reprodutivos, altos intervalos de geracéo e parto, baixo nimero de
progénies por paricdo e longo periodo de gestacdo), e em funcdo de aspectos
operacionais (informacfes escassas e imprecisas de caracteres reprodutivos,
comportamentais e de desempenho em grande parte das racas, baixa receptividade
das associacfes de criadores as tecnologias reprodutivas, relacdo superficial entre
orgaos técnicos e criadores) tém sido algumas das dificuldades ao se pesquisar
melhoramento genético de cavalos no Brasil.

Com relacéo ao Quarto de Milha, ndo ha estudos de melhoramento genético

envolvendo a linhagem de trabalho, basicamente devido a escassez/inconsisténcia



de informacéo de desempenho armazenada atualmente no Stud Book da ABQM. No
entanto, desde 2009, esta associacdo vem de modo regular, registrando dados de
desempenho de todos os animais participantes de provas homologadas, o que
permitira, em curto prazo, a realizacdo de pesquisas. Pelos mesmos motivos, que na
linhagem de trabalho, ndo ha pesquisas na area de melhoramento envolvendo a
linhagem de conformacdo. Uma vez que apenas nha linhagem de corrida encontram-
se disponiveis dados de desempenho em quantidade e consisténcia suficientes,
somente nela foram realizadas pesquisas envolvendo melhoramento genético

(VILELA et al. 2002, MOTA e ABRAHAO, 2004, CORREA e MOTA, 2007).

4.4. Marcadores moleculares

Marcador molecular é toda e qualquer variagdo oriunda que pode detectar um
gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (correspondente a regifes
expressas ou ndao do genoma). Ao se verificar que esses marcadores segregam de
acordo com as leis mendelianas para caracteristicas monogénicas, ou apresentam
distribuicbes compativeis com as esperadas para caracteristicas poligénicas, um
marcador molecular € definido como marcador genético (FERREIRA e
GRATTAGAGLIA, 1998). Do ponto de vista molecular ocorrem dois tipos principais
de variacdes na molécula de DNA. As variacdes de comprimento e as variacoes de
sequéncias.

Marcadores moleculares permitem que o0s genétipos dos individuos sejam
determinados em muitos loci para varias espécies diferentes (O’ BRIEN e GRAVES,
1991), possibilitando que parametros genético-populacionais como frequéncias

alélicas e genotipicas sejam estimados. Estas informacgdes permitem a comparacao
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de frequéncias entre populacbes e revelam diferencas em suas composicoes
genéticas que podem contribuir para variagdes fenotipicas (MOODY et al., 1996).

Para a identificacdo das regides do DNA responsaveis por caracteristicas de
interesse, entretanto, geralmente, recorre-se a algumas estratégias diferentes, como
a localizacdo de QTL (Quantitative Trait Loci) pela andlise de regides microssatélites
do maior numero possivel de individuos de grandes familias, originarias de
acasalamentos direcionados (HALEY, 1995).

A aplicacdo dessa ferramenta porém, esbarra na dificuldade de se constituir
familias para o estudo, no elevado custo para a manutencdo dos animais,
principalmente em espécies, cujo intervalo entre geracdes é grande (caso dos
bovinos e equinos), e na quantidade de trabalho e tempo necessarios para a coleta
dos dados moleculares. Além disso, ap0s a identificacdo de QTL ainda ha um longo
caminho a percorrer até a descoberta dos genes diretamente implicados com o
fendtipo.

Uma metodologia alternativa para minimizar essas dificuldades é a busca de
genes candidatos principais, em que o objetivo € estudar os mecanismos fisiologicos
envolvidos com a manifestacdo das caracteristicas de producdo em questdo, na
tentativa de pesquisar variacbes de genes especificos entre individuos que
apresentam fenotipos diferentes (WOMACK, 1993). A estratégia do gene candidato
tem como maior vantagem o fato de ndo ser obrigatéria a genotipagem de um
grande numero de individuos pertencentes as grandes familias originados de
acasalamentos direcionados, uma vez que, a principio, espera-se que O

polimorfismo estudado seja determinante direto o variagcao fenotipica.
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Rocha et al. (1994) utilizaram o termo “llusdo Aditiva” ao se referir a um
exagerado otimismo ao facil emprego de marcadores com o propésito de selecao,
considerando que alelos isolados ndo podem ser classificados como bons ou ruins e
gue somente 0 genoma como um todo pode receber este tipo de classificacéo, ainda
assim, quando relacionado a determinada condicdo ambiental.

Neste sentido, a maior dificuldade da selecéo assistida por marcadores reside
no fato de que somente uma pequena propor¢do da variancia genética total da
caracteristica de interesse € capturada pelos marcadores moleculares, limitando
desta forma o progresso ou ganho genético (SOLBERG et al., 2008). Segundo
MEUWISSEN et al. (2001), a solucédo para este problema é identificar a maior parte
dos genes e marcadores (polimorfismos) ou 0s genes e marcadores principais que
afetam tais caracteristicas. Entretanto, este anseio esteve por muito tempo limitado
devido a restricdes tecnoldgicas.

O recente desenvolvimento de novas metodologias de sequenciamento de
DNA vem mudando radicalmente este quadro. As chamadas “tecnologias de
sequenciamento de segunda geragdo” (Roche 454 — MARGULIES et al., 2005,
Solexa-lllumina — Bennett, 2004 e ABI Solid — VALOUEYV et al., 2008) sédo capazes
de produzir vastos conjuntos de dados (da ordem de milhdes de bases
sequenciadas) em um unico experimento altamente automatizado, em curto espaco
de tempo.

Embora muito mais eficiente que o sequenciamento tradicional, a montagem
utilizada nos sequenciamentos de segunda geracdo depende da disponibilidade de
uma sequéncia referéncia do genoma da espécie de interesse. Toda essa situacao

mudou drasticamente nos ultimos anos a velocidade de descoberta de polimorfismos
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do tipo SNP no genoma humano e de espécies de exploracdo zootécnica ou de

interesse para o homem.

4.5. Marcadores SNPs

A medida que as sequéncias de nucleotideos dos genomas foram sendo
desvendadas, uma caracteristica observada foi o grande numero de variacdes de
ponto encontradas ao se comparar segmentos correspondentes do mesmo genoma.
As mais comuns ocorrem, aproximadamente, a cada 600 bases e sdo denominadas
polimorfismos de nucleotideos Unicos ou SNPs. Essas alteracbes podem ser
provocadas por erros de incorporacdo de bases durante a replicagdo do DNA ou em
outros casos, sao causadas por agentes ambientais.

As substituicbes mais frequentes observadas no DNA envolvem bases
nitrogenadas de mesma caracteristica estrutural, ou seja, sdo trocas entre duas
purinas (A/G ou G/A) ou duas pirimidinas (C/T ou T/C) e sado denominadas
transicOes. As transversdes sao substituicdes de uma purina por uma pirimidina ou o
contrario. Caso mutacdes ocorram em células germinativas, sejam transmitidas as
geracOes seguintes e permanecam na populacdo a uma frequéncia minima de 1%,
passam a ser denominadas de polimorfismos (KWOK & GU, 1999).

Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras ou com funcgéo regulatéria,
bem como em espacos intergénicos, sem funcdo determinada. Em regides
codificadoras, quando resultam em uma substituicdo de aminoacido na sequéncia
protéica, sdo denominados ndo-sinbnimos, podendo a substituicdo ser conservativa
ou ndo conservativa em funcéo das caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na

troca. Nesses casos, pode haver modificaces estruturais e funcionais na proteina.
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Embora SNPs sinonimicos ndo alterem a sequéncia protéica, podem
modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro, e, consequentemente
afetar a quantidade produzida de proteina. Esta também pode ser afetada quando
ocorrem alteracdes nas regides ndo traduzidas do RNA mensageiro (5° UTR e 3’
UTR).

Além disso, polimorfismos génicos podem promover processamentos
alternativos, geracao ou supressao de codons de terminacao, alteracdo nos cédons
de iniciagao da traducao e alteracdes no padrao de expressédo de genes quando a

troca de bases ocorre em sequéncias promotoras (GUIMARAES e COSTA, 2002).

Recentemente, polimorfismos intrénicos ganharam importancia pelo fato de
ndo mais poderem ser descartados como possiveis responsaveis diretos por
alteracdes fenotipicas. Sabe-se que RNAs nao-codificantes transcritos a partir de
regides de introns (micro-RNAs) estdo envolvidos em diferentes processos
bioldgicos tais como o0s controles transcricional e pos-transcricional da expressao
génica (NAKAYA et al., 2007).

Estudos em humanos, e em espécies de interesse zootécnico, mostraram a
ocorréncia de milhdes SNPs ao longo do genoma de um individuo (Human Genome
Project Information, The SNP Consortium LTD, Bovine Genome Sequencing and
Analysis Consortium, EquCab2.0 SNP Collection). Aléem dos marcadores SNP serem
abundantes, suas bases moleculares permitem sua distribuicio homogénea pelo

genoma (CAETANO, 2009).
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4.6. Métodos de genotipagem de SNPs

Em razdo da possibilidade de relacdo entre SNPs e doencas genéticas em
humanos e caracteristicas produtivas e reprodutivas em animais e vegetais, ao
longo das ultimas décadas muitas tecnologias foram desenvolvidas para sua
genotipagem.

Entre as metodologias basicas para genotipagem individual de SNPs, em
regibes especificas do genoma, estdo a PCR-RFLP (MAEDA et al., 1989), a PCR
alelo-especifico (SAIKI et al., 1986) e a PCR-SSCP (ORITA et al.,, 1989). Estes
métodos ndo requerem estruturas laboratoriais sofisticadas e podem ser aplicados a
experimentos que envolvam genotipagem em peguena escala, nos quais o0 humero
de polimorfismos genotipados seja da ordem de algumas dezenas e o de animais
analisados n&o ultrapasse algumas centenas.

O préximo avanco tecnologico para genotipagem de SNPs surgiu com
metodologia que utiliza o sequenciamento direto de produtos de PCR. Neste caso,
apos a amplificacdo do fragmento desejado, realiza-se a determinagcéo do genotipo
com base na andlise da sequéncia produzida. Embora esta metodologia permita a
genotipagem de mais de um SNP em um mesmo fragmento, e seja baseada em
equipamentos geralmente encontrados em instituicbes de ensino/pesquisa
(sequenciadores automaticos de DNA), ainda € necessaria grande quantidade de
trabalho para a geracdo de dados. Seguindo a mesma tendéncia, foram
desenvolvidas metodologias de genotipagem de SNPs utilizando equipamentos de
PCR em Tempo Real, concebidos inicialmente para quantificacdo de RNA
mensageiros em experimentos de analise da expressao génica (CAETANO, 2009).

Alternativas para a genotipagem de dezenas de SNPs em paralelo ocorrem por meio
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das metodologias de extensdo (ou sequenciamento) de uma Unica base,
cromatografia liquida de alta pressao desnaturante (DHPLC) e espectrometria de
massa (MALDI-TOF).

Avancos tecnoldgicos recentes culminaram com o desenvolvimento de
metodologia para genotipagem de dezenas de milhares de SNPs em um Unico
ensaio a baixos custos (de US$ 0,10 a US$ 0,001 por SNP genotipado), trazendo
novas perspectivas para aplicacdes ja consolidadas, além do desenvolvimento de
novas aplicacdes, produtos e processos, com uso direto nas cadeias produtivas de
animais de interesse zootécnico (CAETANO, 2009). Neste sentido, os chamados
chips de genotipagem de SNPs de alta densidade, contendo em média mais de 50
mil SNPs (um polimorfismo a cada 50.000 pares de bases), foram gerados e
validados para humanos, bovinos, equinos, ovinos, suinos e caninos, sendo
extensivamente utilizados por grupos de pesquisa em todo o mundo para o
desenvolvimento de ferramentas de diagnéstico de doencas genéticas e selecao

gendmica.

4.7. Chips de genotipagem de SNPs de alta densidade

A principal limitacdo nos estudos de associacdo entre marcadores
moleculares e caracteristicas de interesse esta na necessidade de numero
suficientemente grande de marcadores para aumentar a possibilidade de
identificacdo de marcadores em desequilibrio de ligacdo com QTL. Até
recentemente, o escasso numero, assim como o alto custo de genotipagem dos

marcadores, eram fatores limitantes. Assim sendo, delineamentos experimentais
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especificos foram desenvolvidos para reduzir o impacto do pequeno numero de
marcadores sobre o poder dos testes estatisticos (DAETWYLER et al., 2008).

O desenvolvimento de painéis (ou chips) para genotipagem com grande
namero de SNPs distribuidos ao longo dos genomas esta permitindo avancos
importantes nos estudos de localizacdo de genes e polimorfismos que afetam
caracteristicas de importancia econédmica. Com o desenvolvimento destes painéis
com numero suficiente de marcadores, maior proporcdo do genoma é coberta,
aumentando as possibilidades de identificacdo de QTL associados as caracteristicas
de interesse.

Os chips de genotipagem de SNPs de alta densidade permitem a
genotipagem de milhares de SNPs distribuidos ao longo de todo o genoma da
espécie em estudo, tornando possivel a particdo de 100% da variabilidade genética
aditiva de uma caracteristica, propiciando a estimacdo do valor de substituicdo de
alelos em cada um dos loci envolvidos com o fendétipo. Desta forma, depois de
estabelecida a relacdo entre um conjunto de polimorfismos e uma caracteristica de
interesse, é possivel estimar o valor genético de um individuo com base nos
genotipos destes marcadores, ou seja, o valor genbmico, sem a necessidade de
avaliacdo fenotipica (MEUWISSEN et al., 2001).

A genotipagem de alta densidade por meio de chips esta disponivel na forma
de servico terceirizado, eliminando a necessidade de grandes investimentos em
equipamentos especializados e em mao-de-obra para a geracdo dos dados
moleculares. Os ensaios sdo conduzidos com altos niveis de redundancia e de
forma altamente automatizada, reduzindo erros de genotipagem para indices

menores que 0,01%. Estes pontos tornaram possivel a coleta de dados moleculares
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de um estudo de mapeamento em dias, em vez de meses ou até anos como no caso
das pesquisas conduzidas com marcadores do tipo microssatélites (CAETANO,

2009).

4.8. Analise de SNPs em larga escala

O estudo simultaneo de milhares de polimorfismos espalhados ao longo do
genoma tem possibilitado o estudo da estrutura genética de diferentes populacdes
em vérias especies de animais domésticos (MCKAY, 2008, KIJAS et al., 2009,
GIBBS et al., 2009), determinar a relacdo entre a perda de alelos e o aumento da
endogamia devido a selecdao (MUIR et al., 2008), e, recentemente, identificar e
localizar regides do genoma sujeitas a selecao (HAYES et al., 2006; PRASAD et al.,
2008; BARENDSE et al., 2009; MACEACHERN et al., 2009).

Ao longo da domesticacdo e formagdo das racas, 0s animais domeésticos
experimentaram a selecdo natural e a artificial. Estas pressfes de selecéao levaram
ao aumento da frequéncia de algumas mutacfes em regides especificas do genoma,
as quais tornaram os individuos mais adaptados ou deram a eles caracteristicas
favoraveis com base na demanda humana. Ao mesmo tempo, outros polimorfismos
apresentaram diminuicdo de frequéncia ou eliminacdo completa. Desta forma, um
haplétipo contendo multiplos genes pode ter se tornado o Unico ou 0 mais
proeminente na populacao, situacdo conhecida como selecao positiva (ANDERSON
& GEORGES, 2004).

A identificacdo de regibes do genoma submetidas a selecdo € de grande
interesse e pode ser realizada utilizando-se apenas a analise de padrbes

genbmicos, ndo necessitando de informacdes fenotipicas. Uma vez identificadas e
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mapeadas, é possivel anotar o plano funcional dessas regibes do genoma, levando
a melhor compreensao de como a selecédo atua sobre as caracteristicas complexas
de interesse. A0 mesmo tempo, compreender oS mecanismos reais de selecao
genbmica ocorrida ao longo da histéria de uma populacéo fornece a base para o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes de selecdo para aplicacdo futura
(SIMIANER et al., 2010).

A comparacédo das frequéncias alélicas entre popula¢cdes selecionadas e ndo
selecionadas ou entre populagdes selecionadas para diferentes finalidades fornece
indicios das regides do genoma que tenham sido modificadas em funcdo da selegéo
positiva. Entretanto, a divergéncia nas frequéncias alélicas pode ter origem nao
somente na sele¢do, como também na deriva genética e na endogamia. Porém,
segundo Maceachern et al. (2009), a endogamia e a intensidade da deriva genética
devem afetar igualmente todos os loci, ndo causando desequilibrio de ligacao entre
loci adjacentes, como seria esperado no caso da selegao.

Com o intuito de identificar alteracdes provocadas pela selecdo positiva em
diferentes regides do genoma (assinaturas de selecao), alguns métodos tém sido
utilizados, entre 0s quais a estatistica Homozigose Hapl6tipo Estendido (EHH)
(SABETI et al., 2002), utilizada para a identificacdo dessas regidbes dentro de
populacdes, e o indice de fixacdo Fst (WRIGHT 1951; COCKERHAM 1969, WEIR e
HILL, 2002), utilizado para a identificacdo de regides sujeitas a selecéo,
considerando-se multiplas populacdes (SIMIANER et al., 2010).

De acordo com a teoria da selecao artificial, alelos sob selecdo positiva
apresentam-se em alta frequéncia e inseridos em extensas regides de desequilibrio

de ligacdo. Se a selecéao pode carregar um alelo entdo em um haplotipo especifico a
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alta frequéncia mais rapido do que a taxa na qual é desfeito por recombinacao,
haplétipos em alta frequéncia serdo mais comuns do que o esperado em
neutralidade. Nesse sentido, uma “regiao nucleo” € definida como regido de
interesse no genoma, presumidamente caracterizada por forte desequilibrio de
ligagdo entre SNPs e envolve um conjunto de “hapl6tipos nucleo”.

Segundo Sabeti et al. (2002), o teste Long Range Haplotype (LRH) utiliza a
estatistica Homozigose do Haplétipo Estendido (EHH), que se baseia na estimacédo
do grau de homozigose entre regides cromossémicas que carregam um haplétipo
comum, sendo, portanto, definido como a probabilidade de que duas regides
cromossbémicas homologas escolhidas aleatoriamente carregando o haplétipo nucleo
de interesse, sejam idénticas por descendéncia para todo o intervalo da regido

nucleo a uma distancia x. O EHH de um haplétipo nucleo testado t é dado por:

P . E . lll.' I._ {1
EHH, = Z‘ : .-’f _‘Ir
=\ = ) =)

em que ¢; € o numero de amostras de um haplétipo ndcleo particular t, e; € 0
namero de amostras de um haplétipo estendido particular i, e s € o niamero de
haplotipos estendidos unicos. Taxas de recombinagdo, entretanto, podem variar
consideravelmente ao longo de diferentes regibes do genoma. Isso levanta a
possibilidade de que maior estatistica EHH pode ser devido as taxas baixas de
recombinacdo em determinada regido e ndo necessariamente a selecdo positiva
recente.

Em razéo disso, a estatistica Homozigose Relativa do Haplo6tipo Estendido (REHH),
sugerida por Sabeti et al. (2002), corrige o valor EHH observado em um haplétipo

nacleo para o nivel médio dos valores EHH para todos os haplotipos nudcleo
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relevantes do mesmo cromossomo. REHH ¢ calculado por EHH; /, EHH  com

EHH | definido como a diminuicdo de EHH em relacdo a todos os outros hapldtipos

nucleo combinados dado por:

i ,
P §
=1 =kt N

em que n é o numero de haplétipos nucleo diferentes.

Diferentes métodos tém sido utilizados para a identificacdo das regides
genbmicas submetidas a selecdo com base em dados de multiplas populacdes.
Nesta situacdo, o pressuposto € que a selecdo provoca aumento da diferenciacéo
do genoma, quando populacdes, linhagens ou ragas sao selecionadas de forma
divergente. A estatistica amplamente utilizada para detectar essa diferenciacédo é a
Fst que mede a relacdo entre os pares de alelos (SNPs) dentro de uma sub-
populacdo em relacdo a populagdo como um todo (WRIGHT 1951; COCKERHAM
1969, WEIR e HILL, 2002). A estatistica Fst pode ser interpretada como uma medida
da disperséo de frequéncias alélicas entre grupos em relacdo a variacdo esperada
na populacao a partir do qual estes grupos derivaram.

Gianola et al. (2010) sugeriram modelo Bayesiano simples para a extracéo de
amostras das distribuicdes posteriores dos valores de Fst locus especifico. Seguindo
a regra de Jeffreys (BERNARDO & SMITH, 1994), uma distribuicdo Beta (0,5; 0,5) é
atribuida como prévia para todos os loci em todas as populacfes. Isso leva a

densidade posterior conjunta de todas as frequéncias alélicas como na sequéncia:

N L
g(P| padgo= [ || [ Beta(ny, +0.5,n,, +0.5)
il Jel
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em que p é o vetor das frequéncias alélicas, njx € o niumero de alelos observados no
locus bialélico 1 < |1 <L no grupo 1 <i < N (ou Dado) € o conjunto de alelos
observado na amostra. As amostras podem ser extraidas dessa distribuicdo
posterior das estimativas de Monte Carlo como médias posteriores, variancias, ou
intervalos de credibilidade. Com base nisto, também é possivel extrair amostras da
distribuicdo posterior de valores Fsr. Sendo pi®, s = 1,2,..,S amostras da
distribuicédo posterior do alelo 1 no I6cus | no grupo i. Entdo, uma extragcdo a partir da

distribuicdo posterior de Fst € dada por:

y
a

N N N
Ny F (2
i=1 i=1
N N N2
Ny (T
i=1 i=1 .
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ST, —

gue é uma variavel aleatéria com distribuigéo (0,1).

A diferenciacdo de populacdes, linhagens ou racas por meio do isolamento
reprodutivo, consanguinidade ou intensidade da deriva genética, processo que afeta
todos os loci do genoma de forma similar. Portanto, seria de esperar, ha auséncia de
selecdo direcional, que todos os valores de Fsr, obtidos ao longo do genoma,
provenientes do mesmo processo estocastico compartihassem a mesma
distribuicdo. Entretanto, se a diferenciacdo néo se baseia apenas em deriva, mas a
selecéao direcional é ativa e funciona de forma desigual em diferentes regides do
genoma, espera-se maior grau de diferenciacdo em algumas regibes em
comparacdo com a meédia da diferenciacdo causada por deriva ou consanguinidade.
Dessa forma, espera-se que os valores de Fst em diferentes regides do genoma
apresentem distribuicbes diferentes, com valores mais elevados indicando selecao

divergente e valores menores refletindo selecdo balanceadora.
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Os chips de SNPs de alta densidade tém sido utilizados para detectar
alteracdes genéticas provocadas pela selecdo, bem como para estudos de
associacao e identificacdo de QTL para caracteristicas de importancia produtiva,
principalmente em bovinos. Maceachern et al. (2009) utlizaram painel de
aproximadamente 9.500 SNPs para estudar as diferencas entre bovinos da raca
Angus, selecionados para baixa ou alta eficiéncia de converséo alimentar, e bovinos
da raca Holandesa, selecionados para maior producao de leite, proteina e gordura.

Os autores encontraram diferengas importantes nos cromossomos 8, 20 e 24
nos animais da ragca Angus, em regides contendo QTL que afetam a composigao
corporal (BTA 8 e BTA 24) e rendimento da carcaca (BTA 20). Prasad et al. (2008),
estimaram o desequilibrio de ligacdo entre marcadores (SNP) ao longo dos
cromossomos 19 (370 SNPs) e 29 (186 SNPs), identificando regides sujeitas a
selecdo que afetam caracteristicas de importancia produtiva em bovinos das ragas
Angus e Holandesa. Sonstegard et al. (2009), utilizando 46.231 SNPs para comparar
a linha controle e selecionada para maior producdo de leite de vacas da raca
Holandesa, identificaram diversas regides do genoma bovino afetadas pela selecéo
(BTAs 1,2,3,7,8,11 e 26).

Apesar da maior dificuldade de aplicacdo de ferramentas moleculares em
estudos visando a selecdo e o melhoramento genético de equinos principalmente,
na disponibilidade de animais, as informacdes referentes ao genoma da espécie
vém experimentando expansdo sem precedentes.

Ao longo dos ultimos nove ou dez anos, muitas equipes de pesquisa ao redor
do mundo analisaram grande quantidade de genes candidatos individuais buscando

a identificacdo de marcadores potencialmente associados a caracteristicas de
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interesse em cavalos tais como: cor da pelagem (BRUNBERG et al., 2006;
ROSENGREN PIELBER et al., 2007; REISSMANN et al., 2007); doencas (HANSEN
et. al.,, 2007; TRYON et al.,, 2007; YOUNG et al.,, 2007); resisténcia a doencas
(SOLBERG et al., 2004; BROWN et al., 2006; RIOS et al., 2007); reproducéao e
fertilidade (HAMMANN et al., 2007; GIESECKE et al., 2009); comportamento e
temperamento (MOMOZAWA et al., 2005, 2006); e desempenho (HANZAWA et al.,
2002; REEBEN et al., 2006; MCGIVNEY et al., 2007; HILL et al., 2010a,c; GU et al.,
2010).

De acordo com Chowdhary e Raudsepp (2008) entre os maiores destaques
provenientes da andlise do genoma de equinos estdo 0 seu sequenciamento
completo (EquCab2.0) e, a partir deste, a identificacdo de 1,5 milhdo de SNPs que
ocorrem entre diversas ragcas. Como resultado destes desenvolvimentos e da
aplicacdo dos chips de SNPs de alta densidade, pode ser antecipado que, nos
proximos anos, as bases genéticas de importantes caracteristicas monogénicas
serdo analisadas com maior acuracia e rapidez e as caracteristicas
complexas/multigénicas de interesse terdo seus componentes genéticos dissecados.

Projetado para permitir a identificacado de regides gendmicas modificadas pela
selecéo e a identificagcdo de SNPs e genes que contribuem para caracteristicas de
interesse nas principais racas de equinos criadas atualmente no mundo, o Equine
SNP50 BeadChip da empresa lllumina (lllumina Inc., USA) constitui-se em poderosa
plataforma para a selecdo e o melhoramento genético da espécie, habilitando
pesquisadores da area a conduzir vasta gama de experimentos em que a aplicacao

da genotipagem de polimorfismos de DNA € necessaria.
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Em um primeiro momento, esses chips serviram com sucesso, principalmente,
a identificacdo de SNPs, regibes gendmicas e genes relacionados a importantes
doencas e sindromes que acometem determinadas racas tais como lordose (COOK
et al., 2009; COOK et al, 2010), osteocondrose (LYKKJEN et al., 2010;
TEYSSEDRE et al.,, 2012), neuropatia laringeal recorrente (DUPUIS et al., 2011),
Dwarfismo é uma rara doenca genética que impede o crescimento normal do
individuo deixando-o com baixa estatura (EBERTH et al., 2009) e Lavender Foal é
uma doenca genética que afeta recém-nascidos potros de cavalos da raga arabe
(BROOKS et al., 2010). Mais recentemente, caracteristicas complexas relacionadas
a desempenho em provas esportivas e aptiddes especificas tém sido alvo de
pesquisas por meio de chips de SNPs de alta densidade para equinos (HILL et al.,

2010b; BINNS et al., 2010; SCHRODER et al., 2011).

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Foram utilizados 188 equinos da raca Quarto de Milha criados no Estado de
Séo Paulo, de ambos os sexos, nascidos entre os anos de 1985 e 2009, registrados
na Associacao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha (ABQM), sendo 68
e 120 da linhagem de trabalho e de corrida, respectivamente, os animais da
linhagem de trabalho, 26 machos e 42 fémeas, eram filhos de 44 garanhdes e 64
éguas, resultando em média de 1,5 progénie/garanhdo e 1,06 progénie/égua. Estes
animais pertenciam a 42 criadores e encontravam-se alojados em trés propriedades
no interior do estado de S&o Paulo, Brasil. Por sua vez, os animais da linhagem de

corrida, 18 machos e 102 fémeas, eram filhos de 48 garanhdes e 107 éguas,
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resultando em média de 2,5 progénie/garanhdo e 1,1 progénie/égua. Estes animais
pertenciam a 57 criadores e encontravam-se alojados em cinco propriedades no
interior do estado de Sao Paulo, Brasil. A presenca de irm&os completos foi
impedida em ambas as linhagens, evitando assim a endogamia. Todos o0s
procedimentos envolvendo os animais utilizados foram realizados de acordo com a

legislacdo brasileira para o bem estar animal.

5.2. Genotipagem dos SNPs

O DNA genbémico foi extraido das amostras de sangue dos equinos Quarto de
Milha utilizando-se o lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, EUA),
de acordo com as instrugdes do fabricante. Este DNA foi analisado quanto a sua
integridade em gel de agarose a 0,8% e quantificado em espectrofotbmetro
NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). A concentragédo de DNA das amostras
foi ajustada entre 40 e 60 ng/uL.

A genotipagem dos SNPs foi realizada com o Equine SNP50 BeadChip
(lumina Inc., EUA) utilizando-se o equipamento HiScan (lllumina Inc., EUA), junto a
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal/SP. Com intervalo médio
de 43.200 pares de bases entre os SNPs distribuidos ao longo dos 31 cromossomos
autossémicos, o painel equino é preparado para a analise de 54.602 SNPs
altamente informativos distribuidos uniformemente ao longo do genoma de 15 racas
de cavalos. Este contetdo é derivado do EquCab2.0 SNP Collection compilado pelo
Broad Institute's Equine Genome Sequencing Project, no qual foram identificados
mais de 940.000 SNPs entre as racas Arabe, Andaluz, Akhal-teke, Islandesa,

Standardbred, Puro Sangue Inglés e Quarto de Milha.
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5.3. Controle de qualidade dos dados de genotipagem

Os controles de qualidade das informacdes de genotipagem, para individuos
e SNPs, foram realizados por meio do programa Genome Studio versdo 2011.1
(lumina Inc., USA).

Em relagéo aos individuos foram determinados o call rate, a heterozigosidade
e a estimacdo do género. Animais com call rate abaixo de 0,95; heterozigosidade
com = 3 desvios padrdo da média e com inconsisténcia de género entre registro de
coleta e dados genémicos, foram excluidos do conjunto amostral. Avaliou-se ainda,
as concordancias de quatro réplicas e as concordancias das relacdes de parentesco
(compartilhamento de alelos) entre quatro conjuntos garanhdo/progénie e trés
conjuntos garanhao/égua/progénie.

No que diz respeito aos SNPs, para o conjunto total de individuos e para cada
uma das linhagens foram excluidos (filtrados) os localizados no cromossomo X, 0s
com baixa qualidade de genotipagem (cluster separation inferior a 0,3), os com call
frequency inferior a 0,9; os com minor allele frequency (MAF) inferior a 0,05
(incluindo os fixados) e os com p-value inferior a 1x107 para o equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Os SNPs mapeados no cromossomo X foram excluidos do conjunto de
polimorfismos genotipados uma vez que somente sdo informativos (podem ser
genotipados) 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 informacao de gendétipo em mais de 10% dos



27

individuos estudados. SNPs com MAF inferior a 0,05, incluindo os fixados ou
monomorficos, foram removidos por ndo serem informativos. Por fim, SNPs com P-
valor inferior a 1x10° para o equilibrio de Hardy-Weinberg foram removidos tendo
em vista que desvios extremos podem indicar problemas na precisdo da

genotipagem bem como polimorfismos de ocorréncia duplicada no genoma.

5.4. Andlise dentro da linhagem de trabalho

Para avaliar como o LD decai ao longo do genoma foi utilizado, de acordo
com SABETI et al. (2002), a estatistica EHH. Este teste € baseado no contraste de
um haplétipo da regido ndcleo com combinacdo de alta frequéncia e homozigose
estendida com outros haplétipos do mesmo locus. Dessa forma, EHH é a
probabilidade que dois haplétipos nucleo escolhidos ao acaso sejam homozigotos
para todo um intervalo que abrange a regido nucleo em determinado locus (SABETI
et al., 2002). Porém, como taxas de recombinagdo podem variar consideravelmente
ao longo de diferentes regides do genoma, existe a possibilidade de que uma maior
estatistica EHH possa ocorrer devido a baixas taxas de recombinacdo em
determinada regido e ndo necessariamente a selecdo positiva recente. Assim, a
estatistica REHH, corrige o valor EHH observado em um haplétipo ndcleo para o
nivel médio dos valores EHH para todos os haplétipos nucleo relevantes do mesmo
Cromossomo.

Apos o processo de filtragem dos SNPs, considerou-se para aplicacdo do
teste EHH, somente o conjunto de dados referente a linhagem de trabalho. O

software FastPHASE, configurado com parametros padrao, foi utilizado para

reconstrucdo dos haplotipos e para inferir as fases de ligacdo dos SNPs em cada
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cromossomo. Este software implementa métodos para estimar genoétipos perdidos e
reconstruir haplotipos a partir de dados de SNPs de individuos ndo aparentados,
baseando-se em um modelo de cluster para haplétipos (SCHEET & STEPHENS,
2006).

Para a deteccao de provaveis assinaturas de selecdo no genoma da linhagem
de trabalho utilizou-se o programa Sweep 1.1 (SABETI et al., 2002), o qual aplica a
estatistica REHH. Inicialmente foram identificadas regiées nucleo de acordo com o
algoritmo sugerido por Gabriel et al. (2002), que considera um par de SNPs em forte
LD se a estatistica D’ estiver dentro de um intervalo de confianga de 95%, com limite
superior de D' maior que 0,98 e limite inferior acima de 0,7. Segundo QANBARI et al.
(2010), regibes nucleo sdo definidas como regibes de interesse no genoma
caracterizadas por forte LD entre os SNPs e envolvem um conjunto de haplotipos
nacleo. Especificou-se que regides nucleo tivessem no minimo 3 e no maximo 20
SNPs.

O teste EHH foi aplicado a uma distancia de 1 cM para ambos os lados da
regido nucleo. Para determinar a significancia dos valores de REHH, ou seja, dos
valores de EHH corrigidos para cada cromossomo, 0 programa Sweep 1.1 atribuiu
os haplétipos em 20 classes de frequéncia e comparou o REHH para cada haplétipo
com os outros igualmente frequentes. Os valores de REHH passaram por
transformacdo logaritmica (-Logl0) para que apresentassem frequéncia de
distribuicdo proxima da Normal.

Em seguida foram obtidas as distribuicbes de probabilidade, as médias, os
desvios-padréo e os P-valores, que também foram transformados para -Log10 (P).

Haplétipos da regido nudcleo (core haplotypes) com P-valores extremos na
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distribuicdo, ou seja, com -Log10 (P) superiores a 2 (P<0,01) foram considerados
significativos. Entretanto, segundo Glick et al. (2012), o REHH pode servir como
evidéncia de selecdo recente apenas para haplétipos presentes em frequéncia
relativamente alta na populacdo. Neste sentido, considerou-se relevante somente 0s

haplétipos da regido nucleo com frequéncia maior ou igual a 0,25.

5.5. Andlise entre as linhagens de corrida e trabalho

Para a deteccéo de assinaturas de selecdo entre populagcdes comparou-se 0s
valores do indice de fixacdo Fst entre os loci, determinando assim, se diferencas nas
frequéncias alélicas dos SNPs entre as linhagens de trabalho e de corrida seriam
decorrentes de selecdo positiva recente. Segundo Holsinger e Weir (2009), Fst esta
diretamente relacionado a variancia na frequéncia alélica entre populacfes e,
inversamente ao grau de semelhanca entre os individuos dentro de populacdes.
Dessa forma, se o valor de Fst € pequeno significa que as frequéncias alélicas
dentro de cada populacédo séo similares, porém, se o valor € grande, indica que as
frequéncias alélicas sao diferentes. O valor de Fst pode variar de 0 (nenhuma
diferenciacdo) a 1 (diferenciacdo completa, em que alelos diferentes encontram-se
fixados nas populagdes) (MORADI et al., 2012).

Para o conjunto final de SNPs que passaram pelo controle de qualidade
(considerando-se o total de individuos) foi estimado o parametro 8=Fs utilizando-se
0 método Bayesiano proposto por Gianola et al. (2010). Este método é um
procedimento de dois passos, eventualmente levando a clusters de valores 6. No
primeiro passo, utilizou-se estrutura Bayesiana simples para a retirada de amostras

da distribuicdo posterior de 6-parametros sem construir cadeias de Markov. Neste
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passo utilizou-se a regra de Jeffreys (1946) para atribuir uma priori pouco informativa
de distribuicdo Beta (1/2,1/2) das frequéncias alélicas e néo se fez suposicdes sobre
modelos evolutivos.

O segundo passo do procedimento consistiu no agrupamento de um conjunto
de estimativas de médias posteriores de valores 8=Fst a partir de andlise multi-locus
em grupos de dados dirigidos, considerando se os valores de 8 derivam da mesma
distribuicdo ou de diferentes distribuicdes resultantes da heterogeneidade de
processos estocasticos adjacentes. A estrutura de cluster foi dada pela montagem
de uma sequéncia de modelos de mistura finita das médias posteriores de valores
B=Fsr para cada locus.

Os parametros do modelo foram estimados por maxima verossimilhanca por
meio do algoritmo de maximizacdo de expectativa (EM), implementado no pacote
FlexMix (LEISCH, 2004) no R project (R development core team, 2008). Se os
valores de 6 surgem de diferentes processos evolutivos ou artificiais, sera esperada
a observacéo de uma mistura de distribuicdes levando a clusters representativos dos
tipos de mecanismos operantes, podendo haver varios clusters abrigando SNPs que
passaram por diferentes processos de selecdo. Para cada SNP de cada cluster foi
calculada a probabilidade condicional de 0 pertencer a esse cluster. Os SNPs do
cluster com os maiores valores de 8 e com maiores probabilidades de pertencer a
este, provavelmente refletem assinaturas de selecdo. Neste sentido, foram
consideradas assinaturas de selecao os SNPs com elevados valores de 6 e com

probabilidade condicional de pertencer ao cluster maior ou igual a 95%.
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5.6. Anotacdo dos genes

Para a anotacdo de genes em regides gendmicas selecionadas na linhagem
de trabalho de forma divergente em relacdo a de corrida foram consideradas as
regides nucleo com haplétipos relevantes, ou seja, regides com valores de REHH
significativos (P<0,01) e com frequéncia de hapldtipos maior ou igual a 0,25
estendidas 1 Mb para ambos os lados, que coincidiram com loci (SNPSs)
pertencentes ao cluster com o0s maiores valores de 0=Fsr e probabilidade
condicional de pertencer a este cluster maior ou igual a 95%. Os genes
correspondentes as regides do genoma contendo assinaturas de sele¢cdo segundo
ambas as estatisticas, REHH e Fst, e critérios utilizados, foram identificados com
base na montagem mais recente da sequéncia do genoma equino (EquCab2.0) por
meio da ferramenta Map Viewer do NCBI (NCBI, 2013). A partir da lista de genes
identificados foi gerada uma segunda lista contendo apenas aqueles com funcéo
conhecida. Estes genes foram anotados quanto aos processos biolégicos de que
participam utilizando-se os bancos de dados NCBI e Gene Ontology e considerando-
se a espécie Homo sapiens. Genes cujos produtos protéicos possam fazer parte de
processos bioldgicos relacionados a caracteristicas consideradas importantes para a

linhagem de trabalho de cavalos Quarto de Milha foram destacados.

6. Resultados e discusséo

6.1. Controle de qualidade dos dados de genotipagem

Quatro individuos da linhagem de trabalho foram excluidos do conjunto
amostral total por apresentarem call rate inferior a 0,95 (95%). As 184 amostras

restantes (64 da linhagem de trabalho e 120 da linhagem de corrida) apresentaram
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call rate médio de 0,9929+0,0054, com valor maximo de 0,9979 e minimo de 0,9503.
A heterozigosidade média estimada para o total de individuos foi de 0,3468+0,0148,
com valor méximo de 0,3788 e minimo de 0,3049. Neste sentido nenhum animal foi
excluido por apresentar heterozigosidade com + 3 desvios padrao 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 ideal (99,8%), com resultados entre
0,9979 e 0,9990. Da mesma forma, as concordancias das relacbes de parentesco
entre 0s conjuntos garanhdao/progénie e garanhao/égua/progénie foram altas, com
resultados entre 0,9985 e 0,9995.

Em relacdo aos 64 animais da linhagem de trabalho que passaram pelo crivo
de qualidade, 13.370 SNPs foram excluidos ao longo da filtragem, permanecendo
41.232 para a aplicacdo das andlises genéticas realizadas com essa linhagem
REHH. Considerando-se o conjunto total de individuos que passaram pelo controle
de qualidade (184 animais), 12.544 SNPs foram excluidos ao longo do processo de
filtragem, permanecendo 42.058 para a realizacdo das analises genéticas que

envolveram ambas as linhagens.

6.2. Analises dentro de linhagem trabalho

Com os resultados obtidos pelo estudo de mapas de haplotipos (HapMap)
realizou-se a estatistica REHH para verificar regibes do genoma que apresentam
extenso desequilibrio de ligacdo e alta frequéncia e, dessa forma, podem se
relacionar a caracteristicas de importancia. A estatistica REHH fornece resultados de

grande valor ao identificar assinaturas de selecao, e tem sido apresentada em varios
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estudos disponiveis na literatura (KAUPE et al. 2004; FLORI et al. 2009; HAYES et
al. 2009; MACEACHERN et al. 2009; STELLA et al. 2010; QANBARI et al. 2011).

A descricdo dos SNPs informativos e das regifes nucleo definidas pelo
programa Sweep 1.1 estdo apresentadas na Tabela 1. Foi estabelecido um total de
5.453 regides nucleo compreendendo 726.943 Kb, ou seja 32% do genoma. A média
do comprimento das regides nucleo foi estimada em 130,73 + 124,51 kb com um
maximo de 1.341,00 kb no cromossomo autossémico equino 5 (ECA 5). Encontrou-
se 420 regides nucleo abrangendo 59.823kb no ECA 1, e 58 regides nucleo no ECA
12, contemplando 7.085 kb, sendo estas as maiores e menores estruturas

haplotipicas presentes no genoma.
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Tomando-se os 31 cromossomos, 24.596 SNPs participaram da formacao de
regides nucleo, com o minimo de 9 e o maximo de 20 SNPs. Ainda na Tabela 1
encontram-se apresentados para cada cromossomo a propor¢do da extensdo
coberta pelas regides nucleo versus o total da extensdo e o numero de SNPs
formados por regides nucleo versus o numero total de SNPs informativos.

Considerando-se o total de 5.453 regibes nucleo formadas, foram realizados
38.562 testes EHH, com média de 7,07 testes por regido nucleo. Na Tabela 2 estao
apresentados resultados da aplicacdo do teste da homozigosidade do haplétipo
estendido, informando, para cada cromossomo, o numero de testes e os haplotipos
outliers da regido nucleo. De 14.308 testes nos haplétipos da regido nucleo com
frequéncia maior ou igual a 0,25, 100 regides apresentaram picos outliers tomando-
se a significancia de 0,01, indicando regides do genoma que poderiam estar sob
selecdo recente. Essas regibes foram observadas em maior numero nos
cromossomos 1 e 21 (7), e 4, 7, 10 e 15 (6). Ja o cromossomo 12 (ECA 12) ndo
apresentou regides de importancia quando P<0,01.

Para melhor visualizag&o da distribuicdo das assinaturas de sele¢do ao longo
do genoma, a posicdo do haplétipo no cromossomo foi plotada contra os P-valores
transformados (-Logig) da estatistica REHH (Figura 1). Foi observado que a
distribuicdo ndo é uniforme ao longo do genoma, porém assinaturas de selecao
foram identificadas em todos os cromossomos, resultado consistente com a hip6tese
de que as caracteristicas sob selecdo sao complexas e controladas por diferentes

regides do genoma.



Tabela 2. Estatistica da aplica¢do do teste do hapl6tipo de longo alcance (LRH) no
genoma de equinos da linhagem de trabalho da raga Quarto de Milha.

Testes nos haplétipos

ECA O P-valor < 0,05 P-valor <0,01
da regido nucleo*
1 1070 53 7
2 736 35 4
3 773 35 4
4 672 33 6
5 604 27 3
6 503 25 4
7 603 28 6
8 566 28 3
9 532 27 4
10 513 27 6
11 353 14 4
12 144 7 0
13 282 15 4
14 617 26 2
15 612 29 6
16 612 34 4
17 516 24 4
18 434 20 1
19 418 19 1
20 421 20 1
21 396 21 7
22 348 15 2
23 319 12 2
24 339 12 4
25 283 14 1
26 310 13 1
27 263 16 1
28 334 19 2
29 255 12 2
30 243 11 2
31 237 13 2
Total 14.308 684 100

* NUmero de testes nos haplétipos da regido nicleo com frequéncia maior ou igual a 0,25.
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Figura 1. Mapa das provaveis assinaturas de selecdo no genoma de equinos da
linhagem de trabalho da raca Quarto de Milha. Somente os haplotipos com

frequéncia maior que 25% foram considerados. Linhas tracejadas indicam P<0,01.

6.3. Andlises entre as linhagens de trabalho e corrida

A medida de diferenciacdo genética, Fsr, foi realizada com base na andlise da
distribuicdo ao nivel do genoma. De acordo com Lewontin e Krakauer (1973), Rana
et al. (1999), Hollox et al. (2001), Fullerton et al. (2002), Gilad et al. (2002) e Hamblin
et al. (2002), a estatistica Fst pode ser considerada estratégia promissora para a
deteccédo de assinaturas de selecdo em populagdes naturais ou selecionadas.

O valor médio obtido do parametro 6=Fgsr (£ desvio-padréo) estimado para os

42.058 SNPs informativos, considerando-se ambas as linhagens, foi de 0,0342 +
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0,0403, com 6 variando de 0,0025 a 0,3556. O Akaike's information criterion (AIC)
obtido favoreceu o modelo misto finita com sete clusters para os 42.058 loci (SNPs),
sendo os loci, normalmente classificados como neutros, sujeitos a selecao
balanceadora, ou selecao direcional positiva e/ou negativa. Segundo Gianola et al.
(2010), se os valores de Fsr originam-se de diferentes processos evolutivos ou
artificiais ocorre mistura de distribuicbes, ocasionando a formacdo dos grupos
(clusters) que representam os diferentes tipos de mecanismos de funcionamento
(operantes). Dos sete clusters, o numero quatro, constituido de 2558 loci,
apresentou os maiores valores de Fsr, refletindo possiveis assinaturas de selecéo.
Destes, 1.333 com probabilidade condicional maior ou igual a 95% do cluster
(Tabela 3). Os valores de Fsr, para os 1333 loci variaram de 0,1383 a 0,3556, com
os 15 maiores, entre 0,3013 e 0,3556, distribuidos nos cromossomos 1, 2, 4, 5, 8, 9,

10, 16, 21 e 30.
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Tabela 3. Numero de SNPs identificados pela analise Fst com probabilidades de 50

a 95% pertencer ao cluster 4.

ECA n°® SNPs n° SNPs
" (probabilidade de 50 - 100%) (probabilidade = 95%)

1 343 203
2 85 31
3 63 29
4 144 91
5 141 78
6 82 40
7 120 53
8 93 55
9 79 38
10 222 133
11 102 48
12 26 9
13 35 19
14 113 58
15 45 22
16 52 24
17 71 27
18 110 55
19 41 16
20 46 24
21 91 40
22 114 64
23 33 13
24 46 15
25 74 45
26 38 26
27 20 8
28 63 28
29 13 4
30 45 33
31 8 4

Total 2558 1333

6.4. Anotacado de genes em regides gendmicas selecionadas na linhagem de
trabalho de forma divergente em relacdo a de corrida

Considerando-se as regides coincidentes por ambas a metodologias
aplicadas, anotacfes foram realizadas e, a partir destas, 519 genes identificados,
dos quais 205 apresentaram funcdo conhecida. Quarenta e cinco genes

apresentaram-se envolvidos em processos biologicos relacionados a metabolismo
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energético muscular, neurotransmissao, atividade motora, visdo, audicdo, funcao
cognitiva e sistemas muscular, esquelético, cardiovascular, respiratorio e nervoso
(Tabelas 5 e 6).

Devido a falta de estudos realizados em cavalos da raca Quarto de Milha, em
especial na linhagem de trabalho, e entendendo que as suas habilidades dependem
da integracdo de acdes dos diferentes sistemas organicos, a presente pesquisa
buscou a identificacdo de assinaturas de selecdo e, a partir destas, de genes
candidatos posicionais que possam estar relacionados a processos biologicos que
determinam caracteristicas de importancia para o desenvolvimento de atividades
especificas dessa linhagem. Para identificar regides do genoma selecionadas na
linhagem de trabalho da raca Quarto de Milha de forma divergente em relacdo a de
corrida, foram consideradas as 100 regides nucleo com haplétipos relevantes
provenientes da analise REHH (estendidas 1 Mb para ambos os lados) que
coincidiram com os 1333 loci (SNPs) da analise Fsr.

Dessa sobreposicdo, resultaram 36 regifes distribuidas nos cromossomos 1,
4, 6,7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 31 (Tabela 4), as
guais, supostamente, abrigam genes relacionados a habilidades importantes para a
linhagem de trabalho. A aplicagcdo de duas abordagens diferentes para identificar
regides de assinatura de selecao foi utilizada como procedimento de enriquecimento
para corrigir sinais demograficos, de modo que aquelas regibes que apresentam
resultados significativos por meio de ambas as estatisticas constituam forte indicio
de assinaturas de selecdo (WALSH, 2010).

Cerca de 200 anos de selecdo diferenciaram as linhagens de trabalho e

corrida da raca Quarto de Milha em relacdo as caracteristicas especificas, que
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levaram a fendtipos distintos associados a funcdo a que o animal se destina
(EVANS, 1996). Em primeira analise, animais das linhagens de trabalho e de corrida
podem ser diferenciados principalmente em fung¢éo do tipo fisico (Meira et al., 2013).
Em geral, cavalos de trabalho sdo mais baixos, compactos e de musculatura pélvica
avantajada quando comparados aos de corrida. Por sua vez, cavalos de corrida sao
mais altos, compridos, de pernas mais longas e musculatura menos protuberante
guando comparados aos de trabalho.

O sistema nervoso monitora e coordena a atividade dos mdsculos, a
movimentacdo dos Orgaos, constroi e finaliza estimulos dos sentidos e inicia acdes
nos animais. De acordo com Strelau (1983), diferentes caracteristicas do sistema
nervoso central formam variadas personalidades e temperamentos. O temperamento
de um cavalo pode determinar seu sucesso em uma disciplina esportiva especifica
ou em determinado tipo de trabalho (MILLS, 1998). Uma vez que é a combinacao de
temperamento apropriado e habilidades fisicas que permitem a formacdo de um
animal vencedor (VISSER et al., 2001).

Esfor¢cos na selecao resultaram na formacgéo de racas e linhagens que diferem
em temperamento. Cavalos de ragcas sanguineas ou enérgicas, tais como animais de
corrida, apresentam maior reatividade, enquanto que os linfaticos, como a maioria
das racas de tracdo e trabalho, sdo mais calmos. H& grande variedade na
conformacdo e temperamentos nos cavalos Quarto de Milha. De acordo com
Bertrand Langlois (2012, comunicacdo pessoal), o cavalo de trabalho deve ser
obediente, calmo, facil de controlar (principalmente em deslocamentos laterais), e
muito mais compactos, ou seja, ndo tdo altos a cernelha e com maior largura dos

ombros.
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Embora diferentes atributos fisicos e comportamentais sejam necessarios aos
varios tipos de equinos de competicdo, o0 sucesso em provas depende também da
capacidade metabdlica do animal para converter energia quimica em mecanica.
Componentes destes processos energeéticos incluem a taxa, eficiéncia e a interagcao
do metabolismo aerdbio e anaerdobio nos musculos e do fornecimento de glicose e
oxigénio por meio dos sistemas cardiovascular e respiratério. Segundo Freeman
(2013) cavalos desempenham diferentes tipos de exercicio fisico, variando de
predominantemente aerdbio para majoritariamente anaerébio. Exercicios de arena,
como apartacdo e rédeas, modalidades desempenhadas pela linhagem de trabalho
da raca Quarto de Milha, intercalam curtos turnos de exercicio anaerobico com
maiores periodos de atividade aerdbia. Corridas de cavalos da raca Quarto de Milha

sdo predominantemente anaerdbicas.
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Tabela 4. Regibes do genoma de animais de trabalho da raga Quarto de Milha
identificadas como de coincidéncia pelas analises REHH e Fsr, total de genes
identificados nessas regides, genes com funcdo conhecida e genes candidatos

possivelmente relacionados a desempenho na linhagem.

Regibes de coincidéncia Total de genes Genes com Genes
ECA entre as analises REHH e identificados funcéo d
x . estacados
Fsr na regiao conhecida
1 13982662 .. 16287744 18 8 3
1 105852942 .. 108410726 18 11 4
1 119403352 ..121554351 28 15 5
4 1646153 .. 3730586 11 6 0
4 86546956 .. 88961701 12 4 1
4 89020999 .. 91022464 17 2 0
4 37421550 .. 39422935 18 8 5
6 75390403 .. 77559160 4 2 0
7 11032566 .. 13323013 25 11 0
7 29488035 .. 31540711 30 7 1
7 38560106 .. 40676848 8 5 2
7 81128673 .. 83162788 14 9 2
7 82918229 .. 84994456 7 5 1
8 89823053 .. 91916645 4 1 0
10 58555790 .. 60651974 24 9 1
10 78182445 .. 80214536 29 6 1
10 81698103 .. 83824983 18 8 0
11 52186121 .. 54420235 21 12 5
13 23101510 .. 25257087 28 12 1
13 23759779 .. 25771201 10 5 1
14 18566294 .. 20644479 17 3 0
14 66970297 .. 68999643 8 4 2
16 22357570 .. 24397019 4 3 0
16 25857799 .. 27923109 6 2 1
17 9529730 .. 11551399 18 8 1
17 20662862 .. 23155099 23 7 1
21 34619933 .. 36629116 6 0 0
22 37783802 .. 39866466 21 12 3
22 40052708 .. 42093213 7 1 0
24 1169652 .. 3174810 16 4 1
25 7372124 .. 9681268 12 5 2
26 14938915 .. 17115722 10 0 0
27 17241350 .. 19574484 4 2 0
28 43187632 .. 45306702 2 1 0
30 3679502 .. 5825839 7 3 0
31 6212711 .. 8351288 14 4 1
Total 519 205 45

Os genes relacionados com atividade motora e resposta a atividade
(SLC18A2, BBS4, HEXA, MY094, SGCE, BSX, APLP2, FIG4, MYH1, MYH2 e

FEZF2), visdo e percepcao visual (ALDH1A3, MYO94, TEAD1, EYA4, MYH13,
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HMGB1 e SALL4), audicdo e percepcao auditiva (HEXA, EYA4 e OTO4) e funcao
cognitiva e aprendizado (SGCE, BSX e APLP2) merecem atenc¢ao pelo fato de que,
em confluéncia, podem estar relacionados ao cow sense ou habilidade de
apartacdo. Ao longo da histéria da industria do gado bovino na América do Norte,
sempre houve interesse na produgdo de cavalos com cow sense superior
(ELLERSIECK et al., 1985).

Cow sense, ou habilidade de trabalhar com o gado bovino, pode ser medida
pela capacidade do cavalo em cercar o gado e apartar do rebanho um animal
escolhido (HINTZ, 1980), com pouca assisténcia do cavaleiro (ELLERSIECK et al.,
1985). Acredita-se que o cavalo deva ter a habilidade de perceber e antecipar os
movimentos do bovino para ser um bom apartador (WAGONER, 1978).

A medicdo dessa caracteristica, entretanto, é considerada dificil. Cada cavalo
€ julgado por periodo de dois minutos e meio e, durante este tempo, usualmente
aparta dois ou trés bezerros do rebanho. A pontuacao recebida em competicbes é
uma possivel medida de desempenho, porém a sua amplitude de variacdo € estreita.
Logo, a variabilidade entre animais € pequena, o que pode explicar a escassa
existéncia de pesquisas em genética do cow sense (HINTZ, 1980). Além disso,
existe a dificuldade de se obter informacdes de um grande numero de animais
(ELLERSIECK et al., 1985).

Neste sentido, Kieffer (1968) estimou em 0,04 a herdabilidade da habilidade
de apartacdo pela andlise de 92 meios irméos, filhos de 34 garanh&es. Por outro
lado, Lasley (1976) sugeriu, sem o suporte de dados publicados, que a herdabilidade
do cow sense deve variar de moderada a alta. De acordo com Hintz (1980), essas

informacdes deixam claro que os aspectos genéticos do cow sense ndo foram
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estudados o suficiente para serem incluidos em programas de selecdo. Em
pesquisa mais consistente com 3.399 cavalos, filhos de 327 garanhdes, Ellersieck et
al. (1985) estimaram a herdabilidade da habilidade de apartacdo em 0,19+0,05.
Considerando que a eficiéncia das técnicas tradicionais de selecéo é bastante
limitada em relacdo as caracteristicas de baixa herdabilidade, de dificil mensuracéo,
gue nao se expressam no individuo ou de expressdo tardia, a utilizacdo de
ferramentas moleculares pode trazer grande contribuicdo para o melhoramento
genético destas. Polimorfismos nos genes destacados no presente trabalho, entre os
guais os do tipo SNP (Tabelas 5 e 6) podem ser determinantes para variacdes nas
suas expressdes qualitativa ou quantitativa e, consequentemente, para variacbes em
caracteristicas importantes necessarias aos cavalos da linhagem de trabalho da raca
Quarto de Milha. Estes marcadores, mapeados em genes localizados em
assinaturas de selecdo, poderao ser utilizados em futuros estudos de associacdo em
cavalos Quarto de Milha de trabalho objetivando o desenvolvimento de ferramentas
gue aumentem a eficiéncia de selecdo. Nesses estudos, SNPs génicos responsaveis
por troca de aminoacidos na cadeia polipeptidica, localizados em regides
regulatérias e em sitios de ligacdo de microRNAs, ou relacionados a outras

modificagdes funcionais deverao ser priorizados.
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7. CONCLUSOES
A utilizacdo de painéis de genotipagem de SNPs de alta densidade e das
estatisticas REHH e Fsr permitiu a identificacdo de regibes do genoma equino
selecionadas na linhagem de trabalho da raca Quarto de Milha, de forma divergente em
relacdo a de corrida. Ao realizar-se a anotacdo de genes das regibes de assinatura
detectadas por ambas as estatisticas identificou-se, pela primeira vez, agueles que
possam ter sido importantes ao longo do processo de formacdo da linhagem de
trabalho — caracteristicas genéticas e fisiologicas de interesse humano — incluindo os

possivelmente relacionados ao cow sense.
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